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INTRODUCTION 



L'implication des hormones dans la croissance e t  la d i f férenciat ion des 

cellules mammaires est connue depuis longtemps. L'expérimentation animale 

e t  la c u l t u r e  d e  t issus on t  permis de préciser, 6 d i f fé rentes  étapes d e  la 

morphogénèse, l' impact d e  chaque hormone s u r  les d i f f é ren ts  const i tuants d e  

la glande mammaire (TOPPER, 1980 ; HOUDEBINE, 1985). 

Rappelons que  la g lande mammaire est composée d e  p lus ieurs  lobes 

dra inés chacun p a r  un canal galactophore qui s'abouche p a r  un p o r e  a u  

mamelon. Les 15 à 25 lobes mammaires sont maintenus dans une enveloppe 

fibro-graisseuse. A l ' in té r ieur  du lobe, chaque canal se ramifie en  p lus ieu rs  

canaux secondaires don t  chacun, après s'être d iv isé  en p lus ieu rs  branches, 

d ra ine  un groupe d e  lobules. Les canaux galactophores e t  les s t r u c t u r e s  

lobulo-alvéolaires sont const i tués d e  cellules épithéliales qui reposent  s u r  

u n e  assise cont inue o u  d iscont inue de cellules myoépithéliales don t  le rô le  

es t  t r i p l e  : excré t ion  du lait, n u t r i t i o n  d e  I 'bpithélium e t  t i ssu  d e  réserve.  1 
Ces s t ruc tu res  sont entourées d e  t i ssu  conjonct i f  in t ra -  et extra- lobula i re 

qui est  hormonodépendant (HAAGENSEN , 1971 ) . Son contenu vasculonerveux 

pa r t i c ipe  à la n u t r i t i o n  e t  à la fonct ion sécrétoire de la glande. Le  t i s s u  

adipeux d e  l'enveloppe f ibro-graisseuse est  le siège de l 'aromatisation des 

androgènes e n  oestrogènes e t  pa r t i c ipe  comme les aut res  t issus à I'élabo- 

ra t i on  du mil ieu hormonal qui inf luence directement o u  indi rectement les 

cel lules épithél iales mammaires. 

Cer ta ins  cas pathologiques e n  c l in ique humaine (puber tS précoce) o u  

l 'administ rat ion d'hormones d e  synthèse (cancer d e  la prostate,  t ra i tements 

oestrogéniques e t  p roges ta t i f s  subs t i t u t i f s  à visée contracept ive)  o n t  con- 

fo r té  les résu l ta ts  des expér imentat ions animales e t  en f i n  récemment, la mise 

e n  évidence d e  récepteurs  hormonaux int ra-cel lu la i res d e  l 'oestradiol  e t  d e  



la progestérone a permis de confirmer les faits expérimentaux accumulés, à 

savoir que Ees dif férentes hormones mammotropes sont essentiellement les 

oestrogènes, la progestérone et  la prolact ine ; les autres hormones ( thyroï-  

diennes, glucocorticoïdes, androgènes, hypophysaires) on t  un rôle proba- 

blement accessoire ou mal connu. 

Toutes ces hormones agissent en synergie s u r  le sein. 

Les oestrogènes sont essen t iei lemen t des hormones de la croissance 

mammaire. I l s  favorisent les mitoses e t  accélèrent la synthèse de l'ADN. 

Cette action s'exerce su r  les galactophores qui s'allongent e t  se ramifient e t  

s u r  les cellules conjonctives (BASSLER, 1970). L'augmentation de la vascu- 

lar isat ion du conjoncti f  palléal e t  de la perméabil ité capil laire qui l e u r  est 

due  permet le passage de substances nécessaires aux  mitoses cellulaires. I l s  

sont  de p lus  responsables de  la d is t r ibu t ion  de la graisse sous-cutanée. 

t a  progestérone, l'hormone de la d i f férenciat ion sécrétoire de la glan- 

de, ne peut  ag i r  que s u r  un sein préalablement soumis à l ' influence des 

oestrogènes. El le favorise k s  synthèses protéiques e t  or iente l 'organisation 

cel lulaire des acinis dans l e  sens sécrétoire. Elle s'oppose à l'action des 

oestrogènes en bloquant les mitoses cellulaires, part icul ièrement au niveau 

des galactophores e t  du conjonctif, en  diminuant la perméabil ité capil laire e t  

la di latat ion vasculaire e t  en  accélérant la transformation de  l'oestradiol en  

oestrone. La progestCrone associée aux oestrogènes permet donc un déve- 

loppement optimal de  la por t ion sécrétoire de la glande tou t  en l imi tant  

l 'effet pro i i fé ra t i f  de ces oestrogènes sur  les galactophores. En synergie 

encore avec les oestrogènes, elle bloque I'action lactogène de  la prolact ine 

a u  niveau de la cellule acineuse. 



La prolact ine est essentiellement l'hormone de  la lactation ; elle pro- 1 
voque l 'activation des gènes de  synthèse des di f férents consti tuants du lait .  

Son rôle dans le dkveloppement de la glande mammaire qui paraissait t rès  

accessoire semble ê t re  remis en  question. Elle serait  l ' inducteur essentiel de 

la dif férenciat ion cel lulaire (HOUDEB 1 NE, 1985) . 

Parmi les hormones don t  l e  rôle est  moins connu, il est à noter l ' insu- 

l ine e t  l'hormone de croissance qui favorisent la croissance du tissu mammai- 

r e  en cu l ture  (CERIANI, 1972) , le cort isol qui induit la synthèse des 

lactoprotéines, les hormones thyroïdiennes qui stimulent le développement 

canalaire e t  les androgènes qui on t  un rôle supposé, mais non prouvé dans 

la t rophic i té acineuse (LLOYD, 1979) .  

Cette revue  sommaire de  l'endocrinologie du sein met en re l ief  la 

complexité des interact ions hormonales affectant la croissance et  la diffé- 

rencia t ion des cellules normales. 

Les hormones sont aussi largement impliquées dans le processus de 

tumorigénèse, e t  la croissance des cellules tumorales mammaires. 

L'oestradiol (E2) joue dans ces processus un rôle pr imordia l  e t  ses 

modes de  f ixa t ion e t  d'action dans les cellules tumorales mammaires o n t  été 

e t  sont encore t rès  amplement étudiés. Notre contr ibut ion en  ce domaine est 

la mise en évidence, dans les cancers du sein, d'un site nucléaire de faible 

a f f in i té  pou r  € 2  dont  un rô le  précis dans la croissance reste à dé f i n i r  

clai remen t . 
Considérés comme composés inactifs, les métabolites de l 'oestradiol on t  

pendant longtemps suscité peu  d' intérêt.  II est maintenant connu que  leu r  

inefficacité est due  à un pouvo i r  de rétent ion faible dans le noyau e t  que 





BASES CE TRAVAIL 

A - MATERIEL D'ETUDE 

Les échantillons de tumeur du sein ont  été obtenus lors  des interven- 

tions chirurgicales. Dès I'abla tion, chaque échantil lon a éti. séparé en  deux 

morceaux : l'un destiné à l'étude anatomopathologique immédiate, l 'autre 

conservé dans l'azote l iquide en vue des études biochimiques ultér ieures. 

Nous avons ut i l isé en  out re  des modèles : les lignées cellulaires clas- 

siques comme la lignée MCF-7 hormonosensible établie pa r  SOULE en 1973 e t  

la l ignée MDA-MB-231 hormono-insensible établie p a r  CAILLEAU en 1974 ; 

ces deux lignées dér ivent  de métastases pleurales de cancer du sein. Nous 

rapportons aussi dans ce t rava i l  beaucoup d'études effectuées s u r  une 

nouvelle lignée, appelée VHB-1, que  nous avons établie à p a r t i r  d'un carci- 

nome galactophorique. Ces cellules possèdent les récepteurs de I'oes tradiol,  

de  la progestérone, des androgènes, des glucocorticoides e t  de la prolac- 

tine. Elles ne peuvent indu i re  de  tumeurs chez la  sousis nude qu'en pré- 

sence d'oestradiol. N'étant établie que depuis 2 ans à p a r t i r  d'une tumeur 

primit ive, cette l ignée représente un modèle t rès  proche de la tumeur 

d'origine. Ses caractérist iques sont détaillées dans l 'art icle 1. 

B - RAPPEL DES CARACTERISTIQUES DE LIAISON D'UNE HORMONE 

SUR UN SITE RECEPTEUR SPECiFIQUE 

Les caractérist iques de liaison sont déduites d'expérimentations qui 

consistent à incuber des concentrations d'hormone marquée avec des frac- 

t ions sub-cellulaires ou  des cellules entières contenant les récepteurs. 



Après incubation, le complexe horrnone-récepteur est séparé de l'hormone 

l ibre. 

a) l nteraction hormone-récepteur 

Le récepteur doi t  ê t r e  suffisamment spécifique e t  former avec I'hormone 

un complexe (HR) réversible, saturable, d e  haute af f in i té e t  faible capacité. 

Le modèle le p lus  simple est représenté pa r  une réaction à une  seule étape, 

birnoléculaire e t  réversib le : 

qui obéit à la lo i  d'action de  masse, a insi  à l 'équi l ibre K = (HR) / (H ) .  (R) A 

o ù  (HR) représente la concentrat ion d'hormone liée ; ( H )  celle de I'hormone 

l i b re  e t  (R) la concentration des sites non occupés, soit (RT) - (HR) , où 

(RT) est la concentration en  sites totaux. 

KA est la constante d'association à l 'équi l ibre (en M-Il , inverse d e  la 

constante de dissociation, KD (en M) : 

o ù  k+, e t  k sont respectivement les constantes de  vitesse d'association - 1 

(M-1 sec-') e t  de  dissociation (sec-'). En  prat ique expérimentale, lorsque 

l ' interaction hormone-récepteur a a t te in t  I 'équil ibre, on p e u t  doser les 

concentrations en  hormone liée e t  hormone l ibre. On  peut alors, selon la 

représentat ion de  SCATCHARD (1949), la p l us  fréquemment utilisée, cons- 

t r u i r e  la courbe de var iat ion du rappor t  de  I'hormone liée à I'hormone l i b re  

en  fonction de I'hormone liée, dans le cas le  p lus  simple, l 'équation est une 

d ro i te  : 



Représentation directe Michaélienne 

(HR) 

Représentation de Scatchard 

- 1 
k+ 1 

= constante de v i t e s s e  d'association ( M -  sec-')  

- 1 
k- 1 

= constante de v i t e s s e  de dissociation (sec ) 

I(D = constante de dissociat ion à l 'équi l ibre  (M) 

R~ 
= récepteurs totaux 

Figure 1 - Représentation de la liaison hormone récepteur 



La pente est -K et  l ' intersection avec l'axe des abscisses est  (RT) : con- A 

centrat ion en sites totaux (F igure 1). 

L'hormone marquée es t  capable de  se f ixer  su r  de nombreux sites, qui, 

en p lus  des sites spécifiques saturables de  haute affinité, sont représentés 

pa r  des protéines non spécifiques, dont  la p lus importante est l'albumine. 

A f i n  d'estimer la liaison spécifique, le pr incipe de la d i lut ion isotopique du 

traceur radioacti f  est t rès  souvent appliqué. Cette di lut ion du traceur est  

réalisée pa r  l 'apport au milieu d'un large excès d'hormone non radioactive 

(de l 'ordre de 100 fois) qui entraîne pratiquement la d ispar i t ion de la l iaison 

des sites de haute a f f in i té  avec le  traceur. Au  contraire, les sites d 'af f in i té 

p lus  faible (100 fois e t  p lus) ,  non saturables dans les conditions expér i -  

mentales, sont peu  per turbés e t  restent  marqués pratiquement de manière 

identique. l l s'ensuit, qu'après avo i r  soustrait  la fract ion résiduelle de la 

liaison obtenue après d i lu t ion isotopique, qui représente la liaison non 

spécifique, de  la valeur obtenue sans dilution, o n  obtient une valeur de  

radioactivi té qui correspond à la l iaison spécifique. 

En  prat ique, la représentat ion graphique de SCATCHARD donne sou- 

vent  une courbe qu'on peu t  in te rp ré te r  p a r  : 

- l'existence de  deux sites indépendants d 'af f in i té d i f férente  (WEDER, 

1974) : dans un système comprenant deux sites de l iaison n' interagissant pas 

l'un sur  l 'autre e t  où les constantes d'associations e t  les concentrat ions en  

sites de  liaison sont différentes, la représentat ion (HR) /(H) e n  fonction de  

(HR) donne une l igne courbe. En tou t  po in t  P de la courbe, la concentra- 

t ion de  l igand l i b re  est e n  équ i l ib re  avec les concentrations de  l igand l ié à 

chacun des deux sites. De cet te façon (HR) / (H)  ( ou  HR) a u  point P est 

égal à la somme des (HR) / ( H )  (ou HR) de chaque groupe de  sites de l iaison 



Figure 2 - Méthode de ROSENTHAL ( 1  967) 



pour  une valeur constante de ( H l .  Il faut  a lors faire une  déconvolution 

(F igure 2 )  pou r  re t rouver  les deux droites représentant les liaisons sur  

chaque site p r i s  isolément (ROSENTHAL, 1967). 

- l'existence d' interact ions site-site (DE MEYTS, 1976) : le  récepteur se 

comporte alors comme une  protéine allostérique dont la coopérativité peut  

ê t re  posit ive ( la l iaison d'un premier l igand augmente l 'aff ini té du récepteur 

pour  un second ligand), ou  p lus  souvent négative (I 'affinité diminue p o u r  le 

second l igand) . Chaque conformation du récepteur aura une constante 

d 'af f in i té propre. 

II faut  toutefois ê t re  t rès  prudent  dans l ' in terprétat ion des représen- 

tations de Scatchard quand elles ont  des formes courbes ou sigmoïdes. De 

grandes précautions doivent  ê t re  pr ises avant d'aff i rmer qu'on es t  en 

présence d'un comportement allostérique des rScepteurs e t  les possibil i tés 

d' interact ion en t re  plusieurs mo5écules de l igand ou  de modification, d'i- 

nactivat ion o u  d'hétérogénéité de ce même l igand doivent être d'abord 

écartées (BECK, 1983). 

b )  Aspect c inét ique de  la liaison protéine-l igand 

La mesure des vitesses d'association e t  de dissociation peut aussi 

fou rn i r  une estimation de la constante de dissociation à l 'équi l ibre (CUA- 

TRECASAS, 1974). 

Selon le schéma réactionnel minimum, on  a : 

La vitesse de formation de HR est : 
d(HR) 



La vitesse de dispar i t ion de HR est : 
- d (HR) 

= k  ( t iR)  
d t 

- 1 

k+l e t  k-l sont les constantes de vitesses correspondantes. A I 'équil ibre, 

ces deux vitesses sont égales e t  pa r  conséquent : 

k+ 1 I R )  ( H l  = k-l (HRI  

- 
k 

-1 - ( R I  ( H l  

K~ - ~ ; t i  - (HR) constante de  dissociation à I 'équii ibre 

- 
k+l 

K~ -k constante d'association à l 'équi l ibre 
- 1 

K représente la constante de  dissociation e t  KA la constante dlasso- D 

ciat ion confondue le  p lus  souvent avec I 'af f in i té du l igand pou r  la protéine. 

On vér i f ie  immédiatement que, s i  à I 'équi l ibre la concentration de (HR)  est 

t rès  supérieure à (R)  e t  ( H ) ,  l 'a f f in i té est t rès  élevée et la constante kVl 

est donc t rès  in fér ieure à kcl. 

K A  e t  Kb o n t  donc deux significations, ce sont des rapports de  con- 

centrat ions quand  tous les éiéments on t  at te int  I'équilibre, mais ce sont 

aussi des rappor ts  de  deux constantes de vitesse de dimensions di f férentes 

- 1 - 1 
: k+l s'exprime e n  M-' s e t  k-l en s correspondant respectivement à 

une réaction bimoléculaire e t  monomoléculaire. 

L'hormone e t  son récepteur s'associent donc selon une cinétique obéis- 

sant à une loi du second o r d r e  : 



e t  la réaction de dissociation sui t  une loi  de  premier ordre : 

Elle est l inéaire en  coordonnées semi-logarithmiques, la pente de  la 

dro i te  étant  d'autant p l us  for te que  ia vitesse de dissociation est grande. 

Les quelques auteurs qui se sont attachés à déterminer les valeurs des 

deux constantes de vitesse k+l e t  k-l ont  pu fai re le constat suivant : en  

général, pou r  une série de  l igands homologues ayant une affinité p o u r  une 

protéine, les constantes k sont t rès  voisines e t  ce sont les constantes k-l + 1 

correspondant à la dissociation qui var ient  de plusieurs o rd res  de  g randeur  

e t  qui sont p a r  conséquent responsables des variat ions de KA e t  KD. 

c )  Spécificité e t  transformation 

La réaction d'un l igand su r  son récepteur est  d i te  spécifique quand 

d'autres l igands non homologues, de nature dif férente, ne  peuvent e n t r e r  

en compétition pou r  sa l iaison au récepteur. Quand on u t i l i se  des l igands 

homologues froids, les expériences d e  compétition permettent la détermina- 

t ion de leu r  a f f in i té  re la t i ve  pour  le  récepteur e t  la mesure indirecte de 

leur  constante de  dissociation. 

Dès 1935, PAULING a cherché à re l ier  les variat ions des constantes 

d 'af f in i té à la géométrie de  la protéine. Depuis, l'idée a p r i s  un tel  déve- 

loppement qu'actuellement toutes les hypothèses e t  schémas réactionnels qui 

tentent  d'expl iquer l'action d'un agoniste su r  un récepteur membranaire ou  

cytoplasmique, font appel à la notion de plast ici té de  la pro té ine cible. La 

f ixat ion s'accompagne d'une t ransi t ion de s t ruc tu re  ou "transconformation" 

responsable de  l 'effet. 



Les transconformations induites pa r  la f ixat ion du l igand ne sont pas 

les seules a ê t r e  mises en jeu. Un certa in nombre de fluctuations de la 

s t ruc tu re  des protéines sont commandées pa r  la force ionique et  pa r  le p H  

du milieu qui entoure la protéine. 

La plast ic i té des protéines permet de considérer la liaison protéine- 

l igand comme un processus s'effectuant er! p lusieurs étapes. Si la t ra t~scon-  

formation de la protéine permet d'expl iquer la prodigieuse spécificité des 

systèmes biologiques, elfe débouche également s u r  une série de concepts 

tels que  l e  concept de déterminant, qui permet de 'mettre en évidence la 

par t ie  du l igand capable d ' indu i re  la transconformation e t  pa r  suite d'ob- 

ten i r  l 'e f fet  biologique, le concept de mémoire au  niveau moléculaire qui 

peu t  s'expl iquer pa r  la lenteur de certaines transconformations et le concept 

de  coopérativité qui permet de comprendre la subt i l i té  des régulations dans 

les systèmes biologiques à pa r t i r  d'échanges d'informations structurales au  

niveau des macromolécules. 
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ent of  an infiltrating duct-cell carcinoma. The cells 

y an epithelial pattern and multipl y rapidly . Main- 

tained in monolayer culture, the VHB-1 cells exhibit a 30 

hr doubling time and a plating efficiency of 20 %. The 

cells posses- an abnormal karyotype with a mode of 70- 

chromosomes per cell. The karyotype is h 

ged and numerous marker chromosomes are 

plantation ,of the cells into nude mice produced tumor 

bearing histological resemblance to the original ma teria 

The VHB-1 cells contain significant levels of prolactin 

receptors and are steroid hormone (estrogen, progeste- 

rone, androgen, glucocorticoid) receptor positive, they 

are moreover capable of  funetional differentiation in vitro. 

These characterisrics make the VHB-1 cell line a suitable 

mode1 for studying th lwical  oror, o f  human . 

, 

KEY WORDS : Brearrt carclm#na çdl Ilne,.* ln vj t ro modd 
r ,  



INTRODUCTION 

I t reast tumor cells have so far 
.:.,a.. 

apparently been less successful with soiid tumors than 

w i t h  malignant effusion (Cailleau et al, 1954) and since 

the f irst successful long-term culture ,of a b r w s t  tumor 

(BT 20 cell-line) reported 

1958, there are sti l l  few well 

r y  breast carcinoma (Engel and Yound 

our knowledge, only one steroid recept 

derived from a primary tesian has bee 

established at this time [Yamaac et al. 1984). Th 

Jack of success that has aXtended attempts to 

low, rnoreover contaminations by fibroblasts are frequent. 

Well-characterized cell lines available for the study of the 

genesis$ breast cancer are needed ' for lain vitroU 
2, . 1 /" 

mode1 systems in multidisciplinary rarsearch ; in this 
2 

;$:.*. 

w?.;T,:~A. '""' report we describe the establishment and characrerization g3, 
f?;r$;?, . . 
lz;r$~<j:. , ,, .....<;..!- ~ - o f  an additional positive receptor cell line dasignated 



MATERIAL AND METHODS 

. Origin and establishment o f  the cell line 

he tumor was obtained frorn the surglcal specimen 

f a 74-year-old woman, previously treated in January 

N i  b MO). &ecause o f  local. relapse associateci wit 

lmonary metastasis, 18 months later she received tamo- 

therapy was no longer efficient she ffrlalib unae 

was pathologically 

diffef@fitS&ed, dudtal epi- 

helioma. The patient died from progressive disease in 

received in the laborr ry 1 

sue was separated fror - r f 

en ---ed w i t h  

scissors and 

scalpels. suspend& in 10 in1 of 1 mglm1 colla$enase (in 

Hank!s balanced salt solution) and incubated at room 

emperature overnight. Digesteâ tumor material was then 

'$i@%lured of  m s t  of  the fibmblasts by a sedimentation 
A - ci.f.n,qywj.ya~7,~~ 

41 , $ . , 2 .  , 
yractionation procedure according to HiratzuKo dY 'a. 

' r .  -, , 

:'$#1982) ; the culture was then austained in 50 ml poly- 
;;..y .* 
'+&tyrene tissue culture flasks (Primaria, Falcon Becton 

Dickinson Oxmard CA, USA). The medium used was 



Esrle's minimal essentlat mediutbi (M1WI, Swhed Biochrom 
:**" l$#l 

" e  

IUlml, streptonycin 100 pgfml, amphotericin B 250 pglml, 

10 % fatal aiif rPerum a d  inscslin 5 &/ml. 

;'.Mm4 
te detarminaéliier) 

Lr; 
-'-$!$3 To study the growth rate of VHB-1 cellr, Leighton p ~ ~ * $ ~ . ~ ~ ~ F a  

4 ~>xjk$:*4&p~ 42, 
Y."" &i S. 'tu~d"'(2.42 cm2) were seeded at 1.5 x 10' cellsl2 ml a:, 

fter detachment by trypsinization, coulte 

ts were cb$emined daily without refee- 

ding . Doubling times were deteimincd durlng the loiro' a'a a 

; ~ ~ Y * ~ ~ % - s + = @  +- $ y&$ms;q 
phase o f  the growth. - 9t ,,r~&&8.~ ,$ +,*,%: - 4 ~ '  .%.-+km - A  

*w Ce11 plating efficiency on plastic were studled by 

3 x IO cals in 6 cm Petri dishes. 

n days after plating, plastic adherent colonies were 

washed gently wPth PBS solution (phosphate buffered 

saline : 0.'15 M NaCl, 0.1 M phosphate, pH 7.2) then 

stained and fixcpd simultaneously in methanol formalin 

crystal violet solution. 

Crowth in smi-wlid medium 

, For renchwagp iMep&ndkri"t' cioniirrg asmys, the 

J " mqdium . us@ %hr -11 (.ulti~-~@h' IWBLO" gMd with  agarose 

ta . P -a fi* qmentratiian of 0.56 % f$r the bottom la yer and 

p,36 % for #m $&athg h w ~ .  'Ji* 'çni Petri 'dlsheo contai- 

4 min*. 2,5 x :'IO . V W - 9  cefis On agar medium were incuba- 

ted at 3 7 O  in a humid i f id  atmosphere of  5 % 0 2 .  Colo- 

nies were counted at 15-20 davs m s t  plating using an 

Inverted microscope. 



. Tumorigenicity 

" Z .  7 

Athymic nude mica were usmû to  estimate maltgnancy 

o f  the VHB-1 ceIlo. The aniaiels received s.c injections o f  

G 3.10 cells in ?ES, The animais were nmreaver stimulated 

by  one injection o f  1 mg estradiol (oestradiol-retard, 

Theramex, Monaco) p r  month. 

. Study of epithelial nature o f  the 

Tulnors for Iight microscopy we 

buffered formalin. Sections from paraffin-embedded tissu 

were cut at 5 prn and stained with hematoxylin and 

(H and E) o r  Alcian blue (pH 2.5) fo r  mucin detecti 

Clycoproteins isolated from human milk fat globule 

membrane, designatecl epithelial membrane antigen (EMA) 

were detected immunohistochemically with a commercially 

available monoclonal antibody (anti-EMA antibodies, clone 

E 29, Dako' Corporation, Santa Barôara, CA, USA) using 

, - , \ .: a peroxidase-antiperoxidase ( PAP) technique on paraffin- 
r t r O  ;! k *+3: 

*&y$embedded induced turnors. 
, 

The intermediate filaments of  cytokeratin were stai- 

ned on formalin-fix@, paraffin-embedded tissue sections 

"'@: by  a PAP technique using a monocIoal antibody which 
1 Jt*. 

> - ?  = :; 
ai,.&reactr w i t h  human ksrat in 55-57 kd (clon. KL,, Jackson 

lmmunoresearch Labomi tsries Inc, Avmdate, PA USA). 

The intermediata filaments of  v i m t i n  were soug h t 

using a monoclonal antibody (clone V9, Amershenu, Buc- 

kinghamshire, UK j . 



. Karyotyps analysis 

The tells treated with 0.04 8 colcemid for 2 h at 37' 

were placed in hypotonie 0.3 % KCI Na-citrate solution for 

10 minutes, fixed with methanol acetic acid solution ( 3  : 

1). R banding was performed according to Dutrillaux and 

Viegas ( 1981 ) . 

contamination was detected by DNA stai- 

l'mykoplasmentest" kit from seromed ( Bio- 
; L$&*%$ -*'. $ 5  

chrom KG, Berlin, Germany) . Phenotypes of  lactico-dehy:j.@k 
, #$&;*z&q $ ,$ 

drogenase ( LDH) , and glucose-6-phosphate dehydrogenase 2,- @ p% 
(CGPD) isoenzymes were determined electrophoretically 

, Wan using kits from Helena Labo (Beaumont, Texas, 

USA). Catechol-O-rnethyltrans (COMT) and estro- 

ase were determined according to Hoffm 

. Hormone receptors 

Estrogen and progesteron 

performed in the patient's original tumor in 1984 using 

classical DCC methods (EORTC Breast Cooperatlve Croup 

1379; Duffy and Duffy 1979) and prolaetln receptors were 

&sayed on microsomal fractions ( k y r a t  et al. 1984). 

. In the cell line, steroid hormune receptors were 

measured by  whole-cell assays in monolayer cultures 

{Olea-Serrano et al. 1985; Steiner and W i t t l i f f  1985). The 



3 3 steroids used were ( H)' estradiole 90 Cilmmol and ( H) 

dihydrotestosterone 128 Ci/mmol from New England Nu- 

, - p@$$-?, <?; 
t. $%*? . 

incubation th dtum was removed, the cells 

shed wjth ice-cold 0.9 % saline and bound steroids were 

extracted from the monolayer by incu in ethanol at  
e"I.* 

6 .di eq;~;.:r;q63; room temperature. After counting o f  aliquots o f  ethanol, wkv 
- 3 pecific ( H)  steroid uptake was calculated from the diffe- - -  m 

@&Ba-ce of incorporated radioactivity after incubations in 

nce of  an excess o f  unlabelsd ste- 

ers were analyzed by the method o f  

Scatchard (1949) ; me ng capacities were ex- 

6 pressed in fmolIl0 cell dissociation constants ln 
* 4  

. , L"; :* ~anomol l  eptors were measured 
JaPT:=4 



qam ('25)1 h6H (80 pCllpg) as 

.. tracer (Pasiyvat et al 1984). Speclfic bindings oapacities ~ r ! )  : a  

wera expressad in fniollm 

. lnduced proteins 

Two milk proteins wers stuliaed in 

dia ; firstly alpha-lactslbumin assaytsd using antisera 

raised against pure alpha-lactalbumin (Peyrat e t  al. 

19861, the sensitivity o f  the assay was 0.2 ng per ml of 

medium ; second'y the sweat alpha-2-globulin described 

by Jirka (1968) which is present in a number of external 

secretions. This protein has b e n  extensively studied by 

Haagensen (1981) and t e r d  GCDFPl5 (Cross Cystic 

Dimase Fluid Protein), We have purifisd thls product af 

mammary and sweat glands from .breast cystic fluid of . 

patients with breast cyst disease, and raised antisera 

against the' protein (Vandewalle e t  al. 1986) ; the sensi- 

t iv i ty  of  the radbimmunoassay was 5 ng &sr ml of me- 

dium. 
"?* 

y :x: 
9 ;- *.a d 
$,%a ' ) 

~@:v4+-p+ 
".A 

.* &SULTS 
-2- 

Explantation of mo:twiJ h m  p a # h t t  wl~h mammary 

wg* cancer reoulted in.,a yietd of m i y  28 w&~&ftîi subcul- 

-* turcs, frQB P7 eX@eriffientt& ; 28 of thsri die4 after the 

f i rs t  transplantation and only 1 gave a statA8 iine of 



cells. I RWS day after seeding a few elongated branching 

etwork-like complexes but in the 

Iso rather large, scattered, epithe- 

lium-like cells which differed sharply from the surroun- 

ding fibroblast-like cells. These cells had very large 

nuclei rand a relatively small mcrss of cytoplasm. As cul- 

tivation proceeded the Pibroblast-like cells were gradually 

displaced by vigourously proliferating islands of  epithe- 

the fibroblasts 

pe and demons- 

cytoplasmic vacuoles and aggregation of  chro- 

matin granules. They revealed neoplastic and pleomorphic - 
festures such as irregularities in sire and rhape o f  nuclei 

and nucleoli (fig 1). By electron microscopy, cells showed 
;**."<,$, 

;;$&? L 
y*-l~t;nf~:-'~t . %), a A + u .z ultrastructural features of epithelium (f ig 2). Culture 

--,, ?+;%>y,:. 

. ~ ,- . . 
, . . Crowt 

Crowth curves of VHB-1 cells in liquid medium are 

shown in fig 3. In the exponential growth phase the 

I .  

& .'. average doubling times (DT) at the 25th and the 87th 

passages were estirnated ot  37 and 31 hr respectively. 
*& -"t+g<; 

The îmginning of th. plateau (day 4) cor~&$oAded O a 

genous insulin did not slgnifiaantly rnodify the grawth of 

VWB-1 ceils (DT = 30 hr), VHB-1 cells grew uninterrup- 

tedly for over 30 months. 



. Clonal studies 
Y**, Fe*!. . I n  order to check the ,tunioral or rne VHB-1 

cells, we tested their b'litv to qrow in m m  

*&Q days of culture in s e n e l i d  agar, cells 

cloning efficiency. In  a liquid medium, the plating effi- 
@ w 

EMA with granular cytoplasmlc staining ~f variable intsn- 

antibodies (fig Sd) . Using aqti-vimentin antibodias no 

staining could be obsarved as found in ail epithdial cells. 



. Chromosome analysis 

Sixty-five metaphase sponding to cultures 

from the 20th and the 87th passages were selected for 

chromosomal study. Nd shift in modal chromosome numbe 

wm observed in theoe two jqwlations, whkh ohowed 

prcadominanca o f  cella; wi th  a chromosome count of 72 ; 91 

of those cells demonstrated chromosome numbers of 70-7 

( f ig 6 ) <  

R banding chromosonoe analy 

' ' ?* > i , ' t:@+ 
rearranged human karyotype. Using this staining, whict--&&~~~.:,. :Lqi , ,+ y<& - &; 

i.. T 
b>$$; !..: 

highlights telomeriç parts of  the chromos~mes, only 39 ' " ~ + ~ k ~ '  , A  4 7  a *, 
lz r .  - "12 

norhd  cïiromdihrhés could'4ie idehtified" [gig 7). The other 

chromosomes termed as markers might result either from 

intrachromosomic rearrangements (ie isochromosomes, ring 

chromosomes) or  interchromosomic rearrangements. Large 

, 
sire chromosomes seemed more f requentl y rearranged than 

:%$;% 
9 te:: 
;::$ -CI 

the others, but due to the great number of abnormal 

chromosomes, it was impossible to ascertain if the modi- 

fications resulted from two rearrangements or more. 

Furthermre, besides structural rearrangements leading to 

aberraht chromosomes, numerical abnormalities were 

observed in- the following group omosomes : group 
', 

A : nulloromy 1 cnd 2, monosomy 3 ; group B : trisomy 

4 ; group C : nullosomy 10, tetraçomy 11, monosomy X ; 

g 6 p  E : monosomy 17 ; group F : monosomy 20 and 

g w p  G : trisomy 21, monosomy 22. 



! 

Enzyme determina tion 
, ,  < . 

lsoenzvme determination revealed LDH of human 

AII LDH in the VHB 

indicative of two classes of binding sites, a high-affinity 

class of limited capacity and a low-affinity class of high 

capacity ; the high-affinity clisss of binding sites cor- 

responds to type I binding sites *fine8 as classical 

receptors. Th% dissociation constant (Kd) of  the binding 

reactions of  tritiated steroids to the high-affinity sites 

ities of these sites are shown in 



tablg 1. They are in go& agreement with values cur- 

rently ascribed to receptors (Oleo-Serrano et al. 1985; 

steiner and W i t t l i f f  1985) . Prolactin receptors determined 

bv conventional biochemical d thods  were weaklv msit ive 

Following estradiol stimulation of VHB-1 cells by 

M estradiol over 3 days, a synthesis of  progeste 

3 receptors was noted and the ( H) ORC-2058 incorporated 

per 106 cells *as about I$$ more than the control va 

lues. At the same time there was an approximately 20 

increase in total cell number in E2 treated ~e11!~+&ver 

When 'the' cells were'cultivated in MEM without fetal 

calf serum but containing in /ml, transferrin 30 
#$W. * 

pglnil and fibmnecti" 71% n ere able to deter- 

mine in the 72 hour-cul dia detectable levels of <".*?.'q&.if ,.@z"nid-g p '-' " $2 
alpha-lactalbumin and C . A t  E2 L m u ~ f ~ n  

(IO-' M) both levels d r o p w  cornp.rd to base levals 

The rim of devalopment of tuwr mll-limr Ir the 
t I. 

creation of' an @in vitron repreoentation of mlignant cells 

in the tumor, it r a a p  thur 'mm l og io l  to begin 



with tuaior celts from the original t ue r  site. To çivoid 

coneamjnation with fibroblas'ts, which is one of the major 

difficulties In establishing cell lines from solid mammary 

ptumors. we used the simple method of Hiratsuka et al 

(19821 which yields enrlched epithelial cell cultures, as a 

result of the differential rate of 'settling betw&n fibro- 

blasts qnd epitheliat cells, furthermore we used primaria 

culture flasks known to inhibit fibroblast proliferation. As 

cultivation proceeded the fibroblasts were gradually 

displaced by viqourously proliferatinq epithelial cells. In 

ded in 8e3%F&pTn"g"n epithelial cell line termed 

VHB-1, A long-term and stable proliferation then took 

place over more than 130 successful passages during 30 

months. The VHB-1 ce population doubling-time was 
5 31-37 hr and saturation density was 4.2 x 10 cellsl cm2, 

th4r clonihg efficiency was very high, these values are 

In agrement w i t h  those found In other cell iine established 

from pr invry tuaors (~amamè et al. 1984; Plata et 

1973). The chromsome distribution 

ulation of hyperpldd cells with a 

m a l  number o f  72 throughout successive cultures, the 

pparent stability noted both ih chromosomal number and 

in nuaber and msrphological features of rearranged 

chromosomes suggested that the malignant feature did not 

corne from long-term "in vitrow cultivation. 



Specific cell organelle chsiracteristics of  @in vitroH 
@ P 

tissue may be retained after long-term grctwth "in vivoH 
f.:Z9 t; - -r a+- 
-*6_Mir>, ?;& >>~~b+~*$t*#p* -* $@y@% >+< ,$ ., s.,.,_t (Buchring and Hackett 1974), thus the ultrastructure of - cells in culture may reflect the tjssue of oriiiin. The 

teristic structure markers i den t i f y i q  epithelial cells. 

t +td 
v t-, 

the inducid tumors were 

similar to a poorly dlfferentiated adeno- 

i th moderate mucin cretion. Epithelial mem- 

. , 

kus and Kurtin 1985) was d in the twnor cell 

conversely, 'they positive1 ted with cytokerati 

, ., : ,:*y< e: 6'' ,+. ." .,:-. " ,, 
monoclonal antibodies and it is known that keratin fila- 

ments are present in almost ail epithelial cells [Franke et 

-'. 1979). Moreover negative staining with vimentin mono 

clonal antibodies 
te w m  hl 

are not cells of rnesenchymal derivation. The question as 

to whether these epithelhl tumor ce lb have retained some 

of the functional activities that would characterite their 

mammary orlgin was investigated by determination of the 

aecreted protelns alpha-lrctulbumln and GCDFP-15. The 

presence o f  detectable levels of these protelns mans that 

the cells have mt loot their differentirition characteris- 

tics. 



By , ~ W ~ - C : ~ I I  apytt ,  . .whi& dvntg a. val 
J i. . \ * c  

estima- 

cells were shown to contain ~esgrogw, progesterone gluco- 

corticoid # androgen and prolactin receptors. Sterdd 

receptor capacities were stable Wrwghwts Ceil crultures. - .  

Protactin mceptor capacities were at the threshold o f  

detection at early cwltivatiw and: g r e r  till the 50th pas- 

p a g e .  They a ie  now s tab l l i rd  and are wealcly positive. 

ptors are functional and 

La tion since progesterone r w e  

was induced. Most of the cslls containing estrogen and 

progester~ne r,eceptors are derived from pleural effusions 

or  ascites (Engel and Yound 1278). Thare Js,  40 our 

knowledge, only one recent r e m  of the presence of  

estrogen and androgen receptors in a cell line derived 

from solid breast tumr {Yamame et al. 1984). The VHB-1 

ce1 ls are moreover able ta produce differentiation proteins 

which supplies additional evidence that they have retained 

functional activities, These results allow the use of VHB-1 

cells for hormone stimulation studies and for establ ishing 

s t r ~  'ure-activity relationships, Moreover, the need of 

additional cell culture material i obvious in oncogene 

s tudies. As several reports have described the expression 

of oncogenes analogous to retroviral oncogenes in esta- 

blished cell lines from a variety of  tumors, experiments 

are in progress to analyze possible genomic rmrrange- 

ments and variations in the expression of several once- 



enes. Furtherinore ,experimen ts are currently bei 

carried out to evaluate the transforming capabiiitv 

VHB-1 DNA on NIH 3T3 cells. 
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LEGEND OF FIGURES 

i YfaastpOrn 

Fig 1 : Light micrograph of V H 8 - 1  cells at the 3rd day of 

culture (passage 87) 

B : Papanicolaou staining ( ~ 1 0 0 0 )  showing 

nucleosis, nucleoli, mitotic fig r Y ?%Vfl 
- > ',> l f 

c ytoplasmic vacuoles, 
, p w  o r e i  .~>P-U s* h%iq '++' 

(T) and desmosomes (D) ( ~ 8 0 0 0 )  

whithout insulin in  the culture .medium. E a ~ i i  

Lorewl v# the ori from which 

-1 was derived showing i tgulai 



Fig 5 : Tuimrr induced by VHB-1 cells. 

a : Tumr shows a poar di and 

infi l tration of muscle by carcinomatous cells (H 

and E ~ 2 5 0 ) .  

Y, : Alcian blue stain shows some 'ms i t ive  mucin nv* "" $Bq#. ~.>:F-qyf;pa-+~"~ ' "y=$;; , $, 

iXam-,,i- secreting ce1 1s * ~ * ~ Y ~ L w  S. >. bil" 
:& 19 "33 

: T,yl:zi*." 
c,;t,.' J 

-I" 

: ~ a a l i n  ffred, paraffin-embedded 

stained w i th  monoclonal a 
2 z: 

staining is s h o w  in nearly 20 8 OC-'- A 

$.Y, .,,. ,. : .,.$. ,, 2i.f @;!,!! +?, -!; 2.' :.@@ '% the cells (x400) . . ., a;, .,..- 
,-.K?* A' 

-, ::t 

S .  > 
' -* . . ' z .  

., .. 

 orm malin-fixed:-' paraffin-embedded tissue 

th monoclonal anti-keratin . 
Intense cytoplasmlc staining is present in nearly 

al1 carcinoma cells in contrast to unstained 

s t r i a t d  muscle cd ls  (hematoxylin counterstain, 

Fig 7 : R-banded karyotype o f  VHB-1 cells. Using this 

staining only 39 normal chromosomes out of the 73 

could be identified. The other rearranged %ar- 

kern chromosomes were numerous. 

Iso : isochromosome, r : ring chromosome. 



ne binding characteri 

4 t  the 05th passage 

~PPCW IW 

Binding Dissociation 

Prolacti *Tywm n i  f 

* : Mean values + - $0 of 3 different experinants 

a : The binding capacities of steroïd receptors are expres- 

6 sed in fmolIl0 cells, the dissociation constants are 
1 ' 

expressed in IO-' M 

b : The blnding capacity is exprersed in f d / m g  protein. 



Cell number 

wr flask 



Table 3 - Proteins secreted fn the 72 hwr culture media 

by VHB-1 cdls (passage 87) 

Values (mean + SD, n = 6) are expressed in ng per 10 6 - 
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OESTROGENES 

ET 

CANCERS DU SEIN 



GENERALITES 

OESTROGENES ET TUMORIGENESE 

. Les oestrogènes ont  longtemps été considérés comme les principales 

hormones impliquées dans la tumorigénèse des glandes mammaires (GARD- 

NER, 1959). On sait maintenant que la prolact ine t ient  aussi une place 

importante dans ces processus e t  beaucoup de  revues on t  été consacrées à 

l ' interact ion de ces deux hormones (NAGASAWA, 1981 ) . 

Les oestrogènes sont des promoteurs de  la cancérogénèse mammaire. 

Associés à des carcinogènes chimiques ou physiques, i l s  favorisent le  déve- 

loppement e t  la croissance des tumeurs mammaires (SHELLABERGER, 1980) : 

en  effet, seuls les ra ts  t ra i tés p a r  un oestrogène synthétique, le d iéthyl-  

stilboestrol, développent des adénocarcinomes à la su i  te d'une exposit ion 

aux rayons X (HOLTSMAN, 1979). De plus, le  méthyl-nitrosourée (MNU) 

induit des tumeurs mammaires chez la ra te  au  moment du développement 

sexuel mais n'a aucun ef fe t  chez la  ra te  castrée (HUGGINS, 1959). 

Récemment, KORENMAN ( 1980) a avancé l 'hypothèse de  la "fenêtre 

oestrogénique" indiquant que la prédominance des oes t rqénes  endogènes ou 

exogènes favorise, chez la femme, la promotion de  la carcinogénèse : Pen- 

dant l a  puber té  e t  la période péri-ménopausique des e f fe ts  oestrogéniques 

mal contrebaiancés p a r  la progestérone of f r i ra ient  un te r ra in  favorable à 

l ' induction des cancers du sein p a r  les cancérogènes de  l'environnement. 



B - HORMONODEPENDANCE DES TUMEURS MAMMAIRES EXPERIMENTALES 

Les t issus mammaires exposés à des cancérogènes chimiques comme le 

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

sent une transformation maligne. Les tumeurs induites peuvent ê t re  classées 

en deux catégories selon qu'elles conservent ou non les mécanismes de 

contrôle normalement présents dans la glande mammaire (HOLLAt-iDER, 

1978). Si les contrôles sont conservés, c'est-à-dire si la croissance tumorale 

et, dans certains cas, les fonctions cellulaires spécifiques sont modulées pa r  

les hormones, les tumeurs sont considérées comme hormonodépendantes. S i  

les contrôles sont perdus, les tumeurs sont autonomes, c'est-à-dire q u e  leur 

croissance n'est p lus  influencée p a r  les hormones. 

C - HORMONOSENSIBILITE DES CANCERS DU SEIN 

L'hormonosensibilité des cancers du sein a été envisagée pour la pre-  

mière fois au siècle dern ier  quand COOPER en 1836 constata une relat ion 

ent re  la croissance tumorale e t  {e cycle menstruel. E n  1896, BEATSON 

établ i t  un parallèle ent re  la mammogénèse qui précède la lactation e t  la 

prol i férat ion tumorale e t  suggéra que ces deux phénomènes étaient sous la 

dépendance des ovaires. II prat iqua une  ovariectomie chez deux malades en 

act iv i té génitale e t  ob t in t  une  régression du cancer du sein. Il a fa l lu  p lus 

d'un demi-siècle pou r  que  la surrénalectomie (HUGGINS, 1952) e t  I 'hypophy- 

çectomie (LUFT, 1958) soient proposées comme hormonothérapies ablat ives 

dans le cancer du sein. 



Les indications de ces diffbrents types de traitement etaient empiriques 

et  déduites de l'expérience clinique de leurs utilisateurs à savoir que cer- 

taines hormones stéroïdes et  probablement certaines hormones hypophysaires 

pouvaient moctffkr 4'évolution naturelle de certains cancers du sein. II 

ressortait de ces expérimentations qu'environ un t iers des cancers du sein 
-rC 

étaient sensibles aux manipulations hormonales. U n  progrés considérable a 

été réalisé grâce à la découverte du récepteur de l'oestradiol. La sélection 

des malades pouvant bénéficier d'une thérapie hormonale ablative ou addit ive 

devint alors possibfe, les chances de4succès thérapeutique chez les malades 

sélectionnées furent alors estimées à 55-60 %. Les récepteurs de la proges- 

térone, des androgènes, des glucocorticoTdes e t  de la prolactine furent 

ultérieurement décrits dans les cancers du sein. La présence simultanée des 

récepteurs de l'oestradiol e t  de la  progestérone dans une tumeur, hissait le 

taux de réponse aux manipulations hormonales à environ 77 % (OSBORNE, 

1979). 
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LES RECEPTEURS 

Dès 1962, JEIdSEN met en évidence le récepteur de I'oestradiol, s t ruc-  

tu re  intracel lulaire spécifique de  cette hormone e t  présente dans tous les 

t issus cibles. D'abord étudié dans le t issu mammaire tumoral (JENSEN, 

19621, le mécanisme d'action des récepteurs de l 'oestradiol a été précisé 

dans l'endomètre normal (MI LCROM, 1973). Ce mécanisme d'action te l  qu'il 

éta i t  décr i t  est  schématiquement rappelé su r  ia f i gu re  3 : l'hormone pénètre 

d'une façon vraisemblablement passive dans la cellule e t  se f i xe  d'une façon 

spécifique s u r  des protéines réceptrices cytosoliques ou récepteurs, ayant 

une for te  a f f in i té  pour  l'hormone. La f ixat ion de I'hormone induit un chan- 

gement de conformation du récepteur, phénomène appelé act ivat ion en raison 

de  la faculté qu'il confère au  complexe hormone-récepteur (HR) de se l ie r  

aux composants nucléaires. L'interaction du complexe H R avec des séquen- 

ces d'ADN spécifiques induit une altérat ion de l 'expression des gènes, po in t  

de  départ  de  la réponse physioiogique. 

II a fafallu at tendre les progrès dans la compréhension des s t ruc tures 

nucléaires e t  la mise en  place de systèmes de t raduct ion in v i t r o  pou r  

montrer que c'était  la stimulation des ARN polymérases qui é ta i t  responsable 

de la s ynthése de  protéines spécifiques. L'hormone n'est pas "consommée" 

a u  cours de ce  mécanisme et, une fois l ibérée de  son récepteur, peu t  

qu i t t e r  la cellule. 

La régulat ion de la synthèse e t  de la dégradation des récepteurs est 

effectuée pa r  les hormones elles-mêmes : 

- L'oestradiol provoque la synthèse de son p ropre  réicepteur e t  de celu i  de 

la progestérone qui représente ainsi un vér i table marqueur de l 'act iv i té 

fonctionnelle du récepteur de I'oestradiol (RE). 
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- La progestérone inhibe la synthèse de son p rop re  récepteur ainsi que la 

synthèse du RE ; ainsi se t rouvent expliquées diverses constatations expé- 

rimentales : act iv i té de la progestérone uniquement su r  une  glande préala- 

blement soumise aux oestrogènes e t  ef fets anti-oestrogéniques de la proges- 

térone. 

Par une  double approche, histo-autoradiographique e t  biochimique, 

SHERIDAN (1979) a montré que le modèle d'action classique des hormones 

stéroïdes en deux étapes devai t  ê t re  repr i s  ca r  il se révélait  inexact : selon 

les auteurs, les récepteurs hormonaux stéroïdiens sont répart is  dans la 

cellule en  fonction du volume aqueux accessible e t  l eu r  d i f fusion intracel- 

lu la i re montre un équi l ibre nudéo-cytoplasmique e t  une prédominance du 

compartiment nucléaire, celui-ci représentant 60 à 80 % du volume cellulaire. 

Après fractionnement subcellulaire, les récepteurs non liés e t  non 

traclsconformés présents dans le  compartiment cytosolique n e  doivent pas 

ê t re  confondus avec ceux initialement présents dans le compartiment cyto-  

plasmique. En effet,  de nombreuses protéines nucléaires non stabilisées sont 

extra i tes lors du fractionnement cel lulaire e t  passent p a r  d i f fusion e t  équi- 

l i b re  de d i lu t ion du compartiment nucléaire au  compartiment cytosolique. 

C'est cet te confusion qui fut à l 'origine du modèle d'action en  deux étapes. 

T rès  récemment, pa r  des méthodes nouvelles de  fractionnement cellu- 

la i re ut i l isant  l'énucléation (WESHONS, 1984) e t  la mise en oeuvre de métho- 

des immunocytochimiques à l'aide d'anticorps monoclonaux d i r igés contre les 

récepteurs de l'oestradiol ( K I N G ,  1984), il a été p rouvé  que les récepteurs 

inoccupés pa r  l'hormone résidaient b ien primit ivement dans le noyau (F igure 

4). 11 ex iste cependant encore des controverses quant à la d i f fusion passive 

de  l 'oestradiol à t ravers la membrane plasmique. L'équipe de  PIETRAS et  



SZEGO a en ef fet  mis en  évidence depuis p lusieurs années des récepteurs 

membranaires de  l 'oestradiol dans l 'u térus de  ra t  (PIETRAS, 1979). Dans les 

tumeurs mammaires de  rat, il pour ra i t  aussi exister  de telles s t ruc tu res  1 
réceptrices membranaires impliquées dans la croissance par  l ' intermédiaire de 

I'AMPc (MOROZOVA, 1986) . 

A - STRUCTURE DES RECEPTEURS 

Le récepteur des oestrogènes, dans sa forme inactivée, est u n e  pro- 

téine de poids moléculaire de  200-300 Kdaltons (Kda) , dont la constante de 

sédimentation en  gradient  de sucrose est 8-10S, e t  le  p l  acide (4,6). Ré- 

cemment WALTER (1985), pa r  clonage de gènes, a isolé dans des cellules 

MCF7 I'ADN complémentaire du récepteur des oestrogènes. L'ARN messager 

code pour une protéine de  66 Kda. Cette sous-unité spécifique l i e  une 

protéine non spécifique (90 Kda) du groupe des "heat shock proteinsu'  

(JOAB, 1984). Trés récemment, KUMAR (1986) a pu montrer que la sous- 

uni té spécifique comprenait t ro i s  domaines : la par t ie  C-terminale l i an t  le 

stéroïde, la pa r t i e  médiane r i che  en  cystéine e t  lys ine l i an t  I'ADN, pré- 

sentant toutes deux de  grandes homologies ent re  espèces, et  la  par t ie  

N-terminale qui pour ra i t  sélectivement in terag i r  avec la machinerie t rans- 

criptionnelte. Fai t  surprenant,  cet te sousunité spécifique possède de  gran-  

des analogies dans ses par t ies  C-terminale e t  médiane avec une proté ine 

codée p a r  l'oncogène V-erb-A (BISHOP, 1986). 

& récents t ravaux o n t  permis de conclure que beaucoup de récepteurs 

stéroïdiens e t  vraisemblablement tous sont des phosphoprotéines, d'où 

l 'attention accrue sur  les mécanismes de  phosphorylat ion e t  de  déphospho- 

ry lat ion.  Le récepteur de l 'oestradiol est un modèle t rès étudié en c e  do- 



maine. MlGLlACClO (1982) a montré que le r4cepteur doi t  être phosphorylé 

su r  une tyrosine pou r  l ie r  I'oestradiol. Le système enzymatique impliqué 

dans la phosphorylat ion de RE est dépendant du calcium e t  de la calmodu- 

l ine (MIGLIACCSO, 1984) . L'activité tyrosine-kinase serait  stimulée pa r  

l'oestradiol, le c u i v r e  (FISHMAN, 1987), mais aussi p a r  des facteurs de 

croissance comme l' insuline, "IIEpidermal Growth Factor1' (EGF), la somato- 

médine, e t  le "Platelet Der ivat ive Growth Factort1 (PDGF). La protéine 90 

Kda associée au récepteur est, elle aussi, phosphorylée. Elle est ident ique à 

la protéine 90 Kda complexée aux produi ts  d'au moins t ro is  oncogènes de la 

famille des tyrosine-kinases (src, fes, f g r )  (ZIEMIECKI, 1986). 

In vivo, le complexe oestradiol-récepteur peut  ê t re  déphosphorylé dans 

le noyau pa r  des phosphatases [AURRICHIO, 1986). Le récepteur est  alors 

inactivé. II peu t  ê t r e  réactivé p a r  des kinases et  l i e r  à nouveau l'hormone : 

le  récepteur est  a insi  recyclé. 

Ce mécanisme est  contesté pa r  l'équipe de LIPPMAN (KNABBE, 1986), 1 
1 

qui ne détecte pas de phosphotyrosine après marquage des récepteurs au  

phosphore 32. Les auteurs décr ivent  p a r  contre sous stimulation p a r  les 

esters de phorbol, une  phosphorylat ion du récepteur de l'oestradiol s u r  la 

sérine e t  la thréonine provoquant une diminution de la liaison de  I'oes- 

tradiol. 1 

B - TRANSFORMATION DU RECEPTEUR 

In v i t ro ,  dans le cytosol, la f ixat ion de l'hormone au  récepteur s'ac- 

compagne d'une transformation de celui-ci, avec réduction de  sa tail le. Elle 

est caractérisée p a r  une dissociation du récepteur avec pe r t e  de la sous- 

un i té  qui ne l ie  pas les stéroïdes. Ces phénomènes ne  peuvent avoir  l ieu  en 



présence de molybdate de sodium qui stabi l ise le complexe dans une forme 

non dissociée. La transformation s'accompagne d 'une per te  de charges 

négatives (récepteur act ivé pl  : 5,5 - 7) avec conversion des formes 8-105 

en formes 3-4s. 

Après liaison du ligand, le récepteur s'associe p lus  fortement à la 

chromatine e t  son extract ion n'est possible qu'avec des solutions concentrées 

en  sels. Les complexes sédimentent alors e n  gradient  de sucrose en formes 

5s. D'après tes t ravaux de MILLER e t  coll. (1985), cette forme résul terai t  

de  la dimérisation de deux sous-unités 3-4s. La dirnérisation du récepteur 

est, croit-on, essentielle pour  que les récepteurs acquièrent une haute 

a f f in i té  pour  la chromatine. Cette conversion des récepteurs en dï'mères est 

démontrée pa r  l 'uti l isation d ' inhib i teurs de la dimérisation qui empêchent la 

formation de récepteurs de for te  a f f in i té  (TRAISH, 1980 ; SHYAMALA, 

1980) e t  pa r  les expériences de LINDSTED (1986) qui, à l'aide d'anticorps 

monoclonaux anti-récepteurs ( H- 165), montrent que les récepteurs, sous 

forme 4S, réagissent avec une seule molécule d'anticorps tandis que les 

récepteurs sous forme 5s en f ixent  deux. In vivo, l'existence de  tels méca- 

nismes est  probable mais non encore démontrée. 

C - LIAISON NUCLEAIRE 

La nature des accepteurs nucléaires s u r  lesquels les récepteurs se 

l ient  reste obscure. 11 est généralement admis que l'accepteur nucléaire est 

composé d'un complexe chrornatinien associant I'ADN e t  les protéines non- 

histones ( revue de SPELSBERG, 1984). BARRACK (1983) a suggéré que les 

récepteurs d'oestrogènes pourraieri t  ê t re  associés à une trame de protéines 

intranucléaires, exemptes à 98-99 % d'ARN, d'ADN, de lipides et  de pro-  

téines chromosomiques. Cette s t ruc ture  appelée matrice nucléaire serv i ra i t  

de  site d'attachement pour la réplication de I 'ADN. 
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Figure 5 - Relation entre  la rétention nucléaire des récepteurs de 

l'oestradiol et  la croissance utérine 

(CLARK, 1976) 



Ca spécificité de  l iaison du complexe HR à I'ADN a longtemps été 
I 

1 

controversée car, dans beaucoup de systèmes étudiés, cette l iaison était l 

rarement saturable e t  spécifique, le complexe HR étant en effet capable de 
l 
l 

se l i e r  aussi b ien à I'ADN de cellules procaryotes qu'eucaryotes. II y avait, 
l 

dans ces expériences, masquage des sites saturables de for te  a f f in i té  par  
l 
l 

des liaisons non spécifiques, probablement ioniques, avec I'ADN. On  sait ! 
maintenant que  les récepteurs des stéroïdes interagissent d'une façon sa tu- 

rable avec la chromatine intacte ou partiellement déprotéinisée. Des pro- 

téines spécifiques semblent ê t re  associées aux sites accepteurs puisque 

l'élimination de  ces protéines p a r  la pronase diminue considérablement la 

f ixat ion du récepteur (RUH, 1983). 11 y a à la fois une spécificité de  t issu 

et  d'espèce des sites accepteurs de la chromatine (SINGH, 1986). 

a) Fixat ion du complexe E2-R au noyau 

La majorité des t ravaux  a su r tou t  été effectuée dans l 'utérus d e  rate 

e t  dans la l ignée cel lulaire MCF7. 

Les t ravaux de  CLARK (1976) on t  fou rn i  des informations importantes 

su r  la relat ion en t re  l'occupation des récepteurs nucléaires e t  la réponse 

physiologique dans l 'u térus de rate. I l s  on t  notamment montré que les doses 

physiologiques d'oestradiol (0,05 - O, 1 p g )  ne  saturaient pas les récepteurs 

nucléaires e t  que  les taux d'occupation étaient t rès  faibles pa r  r appo r t  à 

ceux notés après inject ion d'oestradiol à des doses pharmacologiques. Ce- 

pendant, 6 heures après injection, les taux d'occupation étaient identiques 

dans les deux cas (F igure  5). Ces résultats corroboraient ceux de CIANO- 

POULOS (1971) montrant la rétention du récepteur pa r  un nombre l imi té de 

sites nucléaires spécifiques. SCHOENBERC ( 1981 ) a aussi démontré une 

relat ion quant i tat ive en t re  les récepteurs nucl6aires d'oestrogènes qui 



A. POLYMERASE II 

B. POLYMERASE I 

Figure 6 - Induct ion polymérases 1 e t  II Figure 7 - Effet de E2 et E3 sur  la 
dans l 'utérus de ra te  réponse utérotrophique 



peuvent ê t re  diff ici lement ex t ra i ts  pa r  les solutions salines (KCI) e t  les 

récepteurs sensibles à I 'action des nucléases. Cette étude suggère que  les 

récepteurs résistant à l 'extract ion par  le  KCI se l ient  à des régions de la 

chromatine qui, étant  p lus  sensibles à I'action des nucléases, sont les p l us  

activement transcri tes. Les sites récepteurs semblent retenus sur  les sites 

accepteurs de la chromatine pendant des périodes de temps prolongées, 

caractéristique nécessaire à l ' induction de la croissance utérine, tandis que  

les sites p lus  facilement extract ibles pa r  le KCI e t  résistant à l 'action des 

nucléases sont moins retenus dans le noyau. Selon la durée de la ré tent ion 

du récepteur dans le noyau, les effets oestrogéniques seront donc di f fé-  

rents. Dans l 'utérus, où les effets ont  été les mieux étudiés, une l i s te  a pu 

êt re  établie : 

- Effets utérotrophiques précoces ( 1  à 6 heures) : 

. oxydation du glucose, 

. incorporation d'acides aminés 

. mobilisation d'histamine, 

. stimulation de l 'act ivi té de  I'ARN polymérase II 

. recyclage du récepteur 

- Ef fe ts  utérotrophiques ta rd i f s  ( 6  à 24 heures) : 

. action soutenue de  I 'ARN poiymérase 

. synthèse de  I'ARN, de  protéines : (récepteurs) 

. synthèse d e  l'ADN : hyper t roph ie  cellulaire (croissance utér ine).  

Une i l lus t ra t ion des e f fe ts  des oestrogènes à long ou à cour t  terme est 

donntie p a r  I 'action de l 'oestradiol ou de I'oestriol su r  la stimulation des 

ARN polymérases (F igure 6) : 
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Figure 8 - Effet de E2 et E3  sur la formation des sites nucléaires I et I l  

(CLARK, 1981) 



Après inject ion d'oestradiol, on note, dans la première heure, I'appa- 

r i t i on  d'un p i c  d'ARN polymérase II, le degré de liaison des complexes HR 

dans le  noyau est de p lus  étroitement corrélé à I ' induction de I'ARN poly- 

mérase II dans l 'utérus (CHUKNYISKA, 1985).  Ce premier p ic  est su iv i  4 à 

6 heures p lus  t a r d  d'un second pic. L'augmentation de ce deuxième p i c  est 

parallèle à la stimulation de  I'ARN polymérase 1 .  

Après inject ion d'oestriol, pa r  contre, on  note encore I 'appari t ion 

précoce d'un p i c  d'ARN polymérase II mais elle n'est pas suiv ie d'un deu- 

xième pic. Les ARN polymérases I sont alors t rès  peu stimulées e t  leur  

action peu soutenue. 

L'oestriol a peu d'effet s u r  la croissance utér ine (F igure 7). Ses 

faibles ef fets oestrogéniques sont dus a u  fait  qu'il n'est re tenu que pendant 

un temps in fé r ieu r  à 6 heures dans le noyau e t  qu'il est  incapable d' induire 

une action soutenue de I'ARN polymérase. Si, p a r  contre, o n  pose des 

implants d'oestr iol  à l'animal, les effets oestrogéniques sont tout  à fait 

analogues à ceux produi ts  pa r  l'oestradiol. 

La ré tent ion p l us  ou moins longue des oestrogènes dans le noyau a, 

selon CLARK (1982),  des effets s u r  un au t re  paramètre : la formation d'un 

deuxieme type  de  récepteur nucléaire ayant une  af f in i té  faible pour  l'oes- 

tradiol. L'apparit ion de ce récepteur de t ype  II est corrélée à une rétent ion 

longue du récepteur de type  I dans le noyau e t  à la croissance u té r ine  

(MOSES, 1985 ; CLARK, 1985). L'oestriol, faiblement re tenu dans le noyau, 

es t  incapable de l ' induire (Figure 8 ) .  

Dans une l ignée dthépatocytes humains, l ' induction d'un si te nucléaire 

de faible a f f in i té  a aussi été décelée 6 heures après stimulation pa r  l'oes- 

tradiol e t  augmentation des sites nucléaires de fo r te  af f in i té.  Une fois 



induit, l e  si te de faible a f f in i té  persistait  dans au moins 15 générations de 

celluies fi l les cultivées sans hormones. II serait  selon les auteurs, le ref let  

de  modifications induites dans la chromatine, responsables d'un effet mé- 

moire, faci l i tant dans les cellules traitées, la stimulation de  protéines in- 

duites (TAILI, 1986). 

b )  Sites de liaison multiples dans les tumeurs du sein 

Nous avons recherché dans le sein, t issu soumis à l'imprégnation 

oestrogénique, la présence d'un deuxième type  de site récepteur de  l'oes- 

tradiol. Nos résultats f i gu ren t  dans l 'art icle II. Nous avons effectivement 

mis en évidence dans les tumeurs du sein deux types de  sites nucléaires, 

un de forte a f f in i té  (KD<l nM) (s i te  A) e t  un aut re  de faible af f in i té ( K g  

environ 20 nM) (s i te B) pou r  l'oestradiol. Ces deux types de  sites o n t  des 

constantes de  vitesse de  dissociation différentes, le  t ype  de  forte affinité 

- 4 - 1 
(A)  se dissociant p lus  lentement (k- l  = 5,44 10 min ) que  le si te R de 

-3 faible a f f in i te  (k-l = 1.16 . 10 min-'). Nous constatons, dans la majorité 

des 134 tumeurs étudiées, une association ent re  sites puisque les deux 

types sont présents dans 29,8 % e t  absents dans 63,s % des cas. Leurs taux 

sont corrélés à ceux des récepteurs cytosoliques de l'oestradiol e t  de  la 

progestérone e t  correlés à la dif férenciat ion cel lulaire : les cellules les p lus  

différenciées contenant p lus  de  récepteurs nucléaires des deux types. Ces 

sites sont spécifiques des oestrogènes, e t  les stéroïdes à e f fe t  non oestro- 

génique comme la progestérone, le cort isol  e t  la dihydrotestostérone, ne  

peuvent en t re r  en  compétition avec les oestrogènes pour  l'occupation des 

sites. II est intéressant de noter que les oestrogènes qui on t  une faible 

act ion oestrogénique comme I'oestriol, l 'oestrone e t  surtout, dans la caté- 

gor ie  des catécholoestrogènes, la 2-hydroxy-oestrone, déplacent p l us  le 

l igand du si te de faible a f f i n i té  que  celui du site de for te  af f in i té (Tableau 

1, ar t ic le I I ) .  



Oans cor? travaf1 sfrnfiaire, SYNE (1982) a constaté que kr anti-hormo- 

-ries çori~ke 3e tamoxiféne et  la nafoxidine, deplaçaient également l'oestradiol 

des deux types de sites. 

dts daas 4e sain. 030s l'ut4rus ûe rate, IV1ARKAV€RtCH (1981) a m t r 6  

gue 4e mmbm de siWs aie faible affinité &ait considérablement augment6 par 

aussi, d un moindre degré, par des anti- 

et tai mafoxldine. LJaugnierttation du site II 

Oms tws k s  cas, i'eugnrentatiun de ce dte de fafbte affinit4 était cord4e 1 

Y Iqwt*n iffy~or2anit8, meore sans &ptmse, est de savoir si ces I 
&es de f~ibde afflnfe fisnt IhstrcPdkiS niri vivoH. Leur fsnctkm. pourra i t  
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paw a s  si@es toçs des coswlitions d'&change. 
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Les dernières études de MARKAVERiTCH (198Q) et  CLARK (1986) 

h t r e n t  que les sites pourraient &tre 'acup&r par un inhibiteur endogéne, 
1 

facilement dissuciable par dilution de I'homogénat . Cet inhibi$eur, qu'ils 4 

. . .  I 

Crauvent en quanti26 plus importante dans te tSssu sain que a n s  leiai tissus 

tumwaux, a .été i w l 6  de l'utérus de rate. C'est une mol4cule stable à la . . 
chaleur (1000, 60 minutes) qui n'est pas de nature protéique. Ce serait 

. composé de type phénanthrène dont le poids md4culaire serait d'environ 

300, sa demi-vie biologjque étant de 7 10 jours. II ne sembk pas Btre 

L 



Figure 9 - Exe 

bioflavonoî&s, qui se liant aux sites nucléaires de faible affinité 

inh ihnt  la croissance cellulaire (Markaverich, 1887) 



dbrigine ovarienne ou surrénalienne. Cette molécuie pourrait a r e  un méta- 

bolite de stéroïdes d'origine hépatique, ou, selon CLARK, Rtre apparentee 

aux bioflavonddes teis que la lutedine, la quercetine (Figure 9) fournis par 

l 'a l imentath et particulièrement les frui ts acides. L'addition de quercetine 

(5-lO pg/mI de milieu Be culture) provoque une inhibition de la croissance 

des oel4ufes MCF7, i h k i t i o n  qui serait médiée spécifiquement par les sites 

twciédres de faible affinité. De plus, l'injection de lutéoline ou de quer- 

cetine bloque la stimulation du site nucléaire de faible affinité normalement 

indui.te par l'oestradiol dans t'utérus de rate immature, ce blocage étant 

accampagné d'une inhibition de la croissance utérine (MARKAVER ICH , 

1987). La purification complète de cet inhibiteur est actuellement effectuée 

&tris l'utérus de rate et  ses effets bidogiques seront ultérieurement pré- 

cises. 

Sien que la signification de l'inhibiteur reste à définir, CLARK pense 

quliJ pourrait agir en nodifiant ou en régulant l'activité utérotrophique des 

oestrogènes, La fixation de l'oestradiol sur le site l entrainerait la dis- 

u site II et augmenterait le nombre de ces sites. &atwn de I1inhibi&--- 

En rérsud, #es récepteurs de type I ou A, dont la constante d'affinité 

est for&, doivent représenter les récepteurs classiques des oestrogènes et  

tes r$cepWrs de type II ou 8 semblent résulter d'une rdponse spk i f ique 

aux oestrwnas. I ls secaient &d%ernent corr4lés à la croissance cellulaire 

[MARKAVERJCH, 1979 ; CLARK, 19%2), i ls p u r r a i s n t  Ig$m des marqueurs I 
iqnts eu titre que la syntwsc du wr de fa I 

pugeM&or?s! OU de pmtdines indui%es (SIMMEN, 1986) . Ces s tbs  pourraient 1 
donc mpr6senter : 

- des composants propres des mécanismes qui contrôlent la synthese de 

IIARN et/ou de l'ADN ; 

- un  mécanisme d'amplification des événements nucléaires initiés par  la 

liaison du récepteur sur les sites accepteurs. 
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Nuclear Estradid-binding Sites in Human Breast Cancer1 
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docrine manipulations. 
It rernahs undear why the remaining 23% do not reSpond to 

fraCuons exIracteci hini wd, treatments, despite the pesence of PGR au~gesting that 
was demonstratedm The the estradid system is operating. Severai expianaüons can be 

materiai, w h i i  was extracted with KCI, had an approximate otfer* to account for this. (a) lt may be due to the h e w t y  
Of 379000 and estradioi with bath of the tumoral tissue; tumors might contain a heterogeneous 

and low affinity (K, - 1 n ~ ,  type A mceptors; K, = 30 n ~ ,  type population of hormone-dependent and autonomous dl types 
receptors) as t" Of Scam. (23). (b) PGR may r e k t  only a part of estrogen action; this 

~ m p e t i ~  studies indicated that b ~ t h  m m s  were s p  a d  explain t w  di-iatia> between the m s  of estrogen 
Mit for estradid* and the tumors studied the rw on gmwth and PGR induction (24). (c) It has been demonstrated 
tors were f ~ n d  to be linked in alm~st al1 cases. Thirty-six % of that the presence of PGR may -r in me ws mresponsive 
the tumors wwe nuciear receptor positive. Cytoplasmic estradiil to eçtradid (1 4, 18, 26). 

progesterone receptors were also measUr*- Amow the This consideration prompteci different authors to investigate 
--3oplasmic tumors positive for cytoplasmic and progesterone other critena which may be more linked with mammary 

xptors, 37% were devoid of both types of nuclear reoeptors; tumor growth such as prdactin (3,33,35.37), estradid-induced 
this may explain the failure of endocrine therapy in some cases. (7, 47), and estradid nucle 
The determinatii of nuclear binding sites in human breast 28,40, 42,43). 
tumors appeared to be an interesting criterion for the assessment th, present report, we have 
of estrad'id-dependent ceil growth. sites in human breast tumors in 

of patients who would benefit from hem therapy 

wing the demonstration by Jensen et al. (16) that ATERIALS AND METHODS 

presence i f  estrogen receptars in hurnan breast &cer me- 
lated with response to endocrine therapy, detemirilltions of 
ERC3 have been used extensiveiy in many laborabfies. How- 
ever, the presence of ERC in a tumor results in oniy a 55 to 60% 
chance of remissian in response to endocrine-ablative or -addi- 
tive therapy (1 7). From these observations, it is obvious that the 
presmce of ERC alone is not a sufficiit marker of hormonal 

Estrogen mceptors may reoognize estrogens but may not be 
able to initiate wents beyonû the bkiing step; thus, a product 
of estrogen actkn might be a more accurate indicator of the 

is known to be mtrW by 
be valuable addiional criteria 

sensiüvity (2). AccUrdinq to the multicenter study of 
Mdfliire (29). 77% of ~8tDents with t m  contain- 

5020: [17a+Wh#li- R 5020, w; DES, dMh@Ub&- 
' M ' ; P k i f f e r , S m u s a & n i ~ * l r n u ~ l 0 % ( v ~ g ) y b e r d ,  

7 . 4 ; T K k t n e r , 1 O m ~ T ~ . 6 u p o t a s s U n ~ l  rnumonothioglyoerol- 
!6(v/v) glycerol, pW 8.5; TP bufkr, 50 mu Tris-10 K W *  pH 7.2; Nc kiffer, 

i n ~ n  W&i m~ MOo1uO.32 M ruor0i#9.S% T m  X-100, pH 8.5: Ni krlhr, 
1 mu -.-l mu MpGIp2.2 M uNrore: W. h y i l m x ~ ~ ;  TM,  tatllnnilui 
recepm; BNR. type B nuderrr ieceptors; ANR, type A nudaar maptors. 

Mammary Uvnor specimens were exdusiveiy adenocarcinornas. At 
the t i m  of collectioh, fat was retnoved, and samples were diviided into 
2 Meces. One was submitted for histoloaical stltdies. and the other was 
fr&en and stored in liuid nitrogen u n i  assays were petformeci. For 
same experiments, tissue from severai ERG, PGRGpositiw tumors 

suffisent rfmwii. - _ -- . -. - _ 
s&t @&q mu,?&$ - .- . a. *. 

tradid, 1000 cÿmmot [%IR 5020, 
90 Ci/mmd; and L J ~  f3 5020 were pwchased from New En$bd r 
Nudear. Baston, Mms. DES, cortisol, dihydrottwostwone, ênd proges- 
terone were f r m  SîerakMs, Inc, (Pawüng, N. J.). Sephridex LH 2û, 
Sephadex 6-290, and the standard pratein cdbfaüon kit weœ purçhesed 
km Pharmaaa, l&mla, s-; the m a d  protein kit crssay wes 
from BiRad Laboratorieç, Richmond, W. 

The buffers used were P W. TK buffsr. TP Mfw, Nt klffer, Md 
N2 buffer. &io-Gel HT HAP (Bio-RId) was washed extensively at 4 O  witti 
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*gad!bsrpj&nrn- 

at105,800xgfor3û 
m w s Y @ m * e *  

.speaflcbùidkrgSiissthstwere 

te& BNR. The difierence, TNR-BNA. was desQmW aa APSR and 
was amsidered as po&ive when higher than 10 fmol/rng prom. 

When large sampies were availeble, binding skKLies were perfonned 

CBMModelüû3ZCanmadorecalculator. 

RweptorAuiiyr ' 

ERC uid WRC LW* mgstradid rrnd [SH)R 5020 bbiangs were to cytosdic contamination. 
measwsd using dextranmated charcoal ~ssays (8). lncreasing masses In order p asoertain that estmgen txymî MfId 9 and 
of ~~~ (0.25 to 10 nM final 

of the maniocls dmrbd by ErUos et el. (9) and Garda and W u k e  this presumaMy being due to a temperaturedqmdmt destruc- 
(12);MOddthenudeuexâactwien,lDrstciasorlAidon250CclofW ~ ~ f t ~ n ~ ~ ~ t o r b y t & p r o t e o l y t c c e n z y m e  

by CWob and Mac.XMro (lt). At 4*, tho bhding 
ampiete aite# incubath for 4 hr, and the es 
materiai remained stable after incubation for up to 24 hr. 

Satumiion Anaiysis. The rqsuits of saturation anaiysis 
wicie range of 13HJestradid concentrations (0.1 to 100 

acts are shown in Chart 3. 
t 30'. a bipbsic curve consisüng 

&'; 
4 StJ.4,V '-? d' 
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. 

dissociation constant of each 

the BNR sites with high capaaty and low aifinity oimrved an 
the pktting obtained hrom the 30° anaîysis (Chart 4). 



(2 3 3, 
9% Lx, 9*:;& 

,,*# , ' "f*p- O-"" ' 
t 2  ' 8. VWU&W&& ef el. 4'*'*-. ,. i 

i* @w Tibuf m t s  of [SH~mdid that had ciisso&ted fKmi btnding 
-8~~cW&drYldUrarro#nmsln.  teriai were the same, dther after incubations at 3Qb where AN 

and BNR were labeled or after incubafi at 4O wtlere 
were labeled. Thus, only 1%jestracW Lxwnd to type 
sites had dissadated after 4 hr. 

in some cases, when material was sufficient. the 
----- study was monitored for 6 hr. Chart 6 shows that, 

----- --- - M'"m-"iammb M t i o n w i h 5 n u [ % ] e ~ t r ~ a t 4 ~ . h . r a t s  
BNR ofbindnig mat- W ~ S  higher(k, 1.16 min- 

CaiipeMot-htiai(300. w3:5nu 5~11%1- 50nul%b t h a n t h e r a t e o f ~ t i o n o f ~ m a ~  
M d ~ e u r w s )  ---. p.- 

1%- -.E!! bations at 30° (k, 5.44 1 minmin1; tt12, 553 min). 
DES 9 9.1 19 
EsiraQI 8.5 

oniy one type of b i n d i  site with bw aftirwty for estradbi ( 
-on@ SI 93 7.3 was pmem; in the case, 2 bi~lng sites were pre 
m3-an 93 100 with high ( A M )  and iow (BNR) aff i ty for estradhi. 
Cartisd 99.7 100 
Esw~d 28 14.7 
Estranta 45.5 
2S(ydroxyesb;one 76.5 

29.5 ZSingk.Doae As68yr 
30.8 

' ~ e n d 3 - - .  Both types of nudear receptors have been mmiured by single- 

type 6 was pc-t. T w  1 m t r m  - dos -Ys - 5 m [3H]eswM hl 134 tumors. ANR - 
present in a 300.fold molar did h m  affity were satwated at this concentra-, BNR were 

wt the p,wtradid binding. However, MS did m w e d  only in a smaü part Mnce mudi h@w concentrations 
of homiories are needed for these sites to be saturated; the 

pounds such as estrioi, estrone, and 2-hydroxyestrone 
to a greater extent for type 6 binding sites Uian for type the tumor studied. 
sites. fowd to be positive in 47 of 134 tumore; (35.1% 

ûuaütative Anaiysis of Nuciear B i  siter 

was used in these experiments in O obtain more reliaMe 
determinat'm of the counts present in each fraction from the 
chuomatographyeflkient.kicubationswerepecfomwd8t30"for 
3 hr far ANR sites and at 4O for 16 hr fnmi BNR site&. Samples 
di macratmkmkw bound '261-estradid obtained by exchsion 
chromatography on Sephadex LH-20 were passed through 

molecular weight aravid 37.000 as calc 
Siegei and Monty (38) (Chart 5). 

~ t i o n S ~  
.&a fh rl 

HAP-precipitated nudear extracts from tumors that contained 
p e B b u K k n g ~ o n l y ~ e ~ t e d a t 4 ~ f o r 1 6 ~ w i t h 3 0  

M f%)Bgîradloi, and extracts from other twnors that contained 
both typesQtnudearneceptorswereiftcubatedat 30° for3 hr 

at 4" for 16 hr with 5 nM [3H)estradkl. Specifically bound f 
[%l)estmîbl values were detemiiined at T = O hr; then dissocia 
üonexphentswereMiiaout; theym~edeitherby f 
addiüon of 200 pl of TP buffer aione in the m a w m  bound 

.A s matirworby8dditkmofa309.fdde~ofDESinthediMed 5 
$8 material. The umœntrati~$ oi labeled mamial obtained were - , - 

ki fnwn Kir ~dw% Le., u100 Oor BNR and Ko/20 for ANR, m 
that rehdngs of [SH]estradW were hiipossible. This was con- , f n w c i o n ~ b r l l ~ ~  

firmed by the tact that addition of coid DES in the diluted materid ehert 5. CWitative anaiysis and W. Uiaon psmms han Sephadu 

d i d n M m o d n y ~ ~ .  6200. A, miwxomo)ecrJer bouwl eatndkl nudw ôxtnct d tuner 
ocntrihg aily type A bYdL\O *, the huastiais were perlom#d at 30' w h  The results in Table 2 show that, after 4 hr, approxirnately I V - . . ~  wi* or ~ithout a mdu c~icuc ob DES. 8, mwxaroleadr 

W o t m n d [ ' i * . a r a o i h < l ~ t e d ~ m B N R $ i t m h  ~ ~ . o n i ~ ~ ~ ~ ~ ~ o r J V ~ 8 ~ ~ ~  
w e n p a ( a m i d œ 4 * ~ ~ w l ~ i o r ~ a  

l *  u i r c h ~ ~ ~ ~ B ~ n ~ ~ ~ ~ . h T ~  w=g a w r - w t t q ~ ~ a r i 4 o n a i r ~ 7 . s ~  
21113 ,u t id imntMlygAnd*pBûind Ingsk . .m 4 0 , w - ; ~ ~ - .  
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pn--tpu) ~~ KdtTkoCkwmiiterbI 

Ohr 4hr ~ " ~ - 6 . ~ ~ ~ ~  BOc-e,=xlOO 

Talar &* e, Bo - a. 800 goP 
ld 
i 

es.& 41 si se.& 
12.4' 

48 
9.e 

8.1b 
2 8  

snb 2.P 
32.6 

3' 270 2.lc 0.s' 
33.3 

lb 0.4~ o.Sb 
58.5 

59.4 

;s, bna,-. 
' rwllpsr10m#dat4° 

c E Z Z r n m m w r a + .  
d ~ u n a c h a ~ o n l y i v p e 8 ~ ~ m t h 3 0 m [ % ~ e d i d t o r ~ 6 h r p n o r b ~ ~  

stylm al 4.. 
& P i a t - ~ ~ ~ m N p B n r q q r i l D L O 1 5 ~ i l c l r n m h 4 n ~ ~  

m a .  Rates of aswQtian ol [%m aaH)Ed kcm aiuted reoei.qrs. 
- . ~ A N f t m B N R w ~ r e ~ b y i n a i k c b n ~ w p r i a t o a a d o a a i o n  
e-.---- ,aJyBWmlbbebdbymat4apiatoon#iadli(m 
~ . O r d i W x A . n m u ) s o J I ; B , b O l v W n l c s c d e .  

mm-. 
AMR pas- 
BNR positive 
ANR positive BNR positiw 
ANR positive BNR negati* 
ANR negative BNR posctiui) 
ANR negattve BNR negiigv, 
TNR pascthr, 
TNR- 
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- Wlrtndbl. 
ERC PORC cmaCRig*pmien 

tndPnO krioVRlg 

w protdn *(m) 4(m pmisn &(.il TNR ANR 

E R C m ( n = B O )  200 t 3C. 0.66 î 0.03 33.4 i 3.6 iO.9 t 2.4 
~ c ~ w @ ~ ( n = 6 4 )  289 t 58 1.25 i 0.13 37.2 i 4.2 24.3 i 2.9 
ERC poWw PORC poeitne (II = 57) 226 i 44 0.M i0.W 337 i W 0.99 i 0.097 41.9 i 4 27.4 i 3.1 
w m m r o e i # n ( n = 3 2 )  170 t 53 0.71 t 0.17 18.1 f 4.5 8.1 I 2.3 
~mwV9f'-cp0Qwve(I117) 78 i 60 1.37 î 0.39 21 i 15 14.1 I1O.l 
ERC negatiH WRC negiYH (n = 38) 3.51 1.3 2.91 1.1 

Men * S.E. 

We meesured 2 types of s i t a  in the nudeus of human 
mamiarytUmors.Ow~tsonprtnfiednudearprepa- 
ratioiw have discounted possWQ that nudear re~eptors 
arise from cytosoiic contamin%tioiw. Secondary binding sites for 
estrogpn have been fmquenüy dmuibed in many tissus such 
as the rat uteNs (4), g u h ~  p$ utem (41), rabbit csrpus kiteum 
(Se), chick widuct (39). and mouse mammary cancer (46). 

Reœntiy, in hwnan mammary cancer, 2 binding sites have 
been shown in the cytosd (31) and in the nudeus (42) d twmw 
ceWs. In the nudeus of h u m  mammary twxxs, we also meris- 
wed at 30° the total nudear content TNR, which is composed 

I 
of2typesofbrndvig&tee(Ka= 1 n~rrnd16=30n~).l+wever, 

was 
u#n. 
site 

(ANR, 16 = 1 n ~ ) .  
Dissociation constants of ANR +tes werg always below 1.5 

n M ( 1 I I C I ~ t O ~ s u a l ~ ~ ~ t e r e d ~ a h ~ o g e n  
receptors. Asfoundininausemammerycancer(46), theyprob- 
aôiy mpment active nudeerreceptors, whidi result frorn nuclear 
tr-tion ftwl cytoplasm. At 5 nM [%)e6tradid, these sites 
are saturateci. In some cases. BNR abne were encauitered; the 
nature srM the signi- of these iypes of sites are unknown. 
When perfoming assays et 4O, wiai a b w  esftadid concentratiocl 
range, many authors have related wroccupied receptors in the 
nudeuarofhumanRiamnerytumors(13,30,40.43,49~~- 
ever, we have shown thcd at 4' an exchange takeg place on 
these sites. Like ANR sites, the ûNR sites Mve a moliaculer 
weight of about 37,000; they are mmovef estrogen speciiic. It 
is worth noting that fanpetition by weak estmgms such as 
e g ~ , ( ~ ~ a n Q 2 ~ ~ o n % f o r B N R # n d k r g ~ i s  

athighcdlulsr ,butwNd,rlir*lu?librmh 
a*femptubi-k**dh.r~niyl*.  
tJ.ngiJ(ib#l-Wa-w---af 
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s-t of estrogen d m .  
From a practicai point of view, the turnor size was often t w  

small to per fm Scatcharâ analysis; then singkdose assays 
were periormed at 5 n~ [%)e6tradid, and TNR and ANR were 
measuredmtmeîy;theyappearedtobeankedinBlmostaY 
cases (only 2 dissodafis: TNR posiüve consisting of ANR 
negative ptus BNR positive) (Tabie 3). 

We f a g d  63% ANR positives in ERCpositive PGRCgasltive 
tumors and 25. 28, and 2.6% ANR positives in ERG-positive 
PGRC-negative, ERCnegative PGRCpositive, and EPC-ne@- 
tive PGRC-positive tumars, respecbveiy. It is of interest to note 
If#t 
with 
hniction of cy todc  statrrs (5). Although the I#ceSihood of fwWq 
ANR positive ai- is iugher in PORC-posiüve hwmws. 27.6% of 
our tumors iackii  ANR were PORC positive. It can be argued 
t h a t a r a s s a y s c a r r i y W f a l ~ t i v e A N R r ~ ~ t h e y  1 
do nd take into ecoount the none%tr- nudear binding 
sites; we are, in addition. attempting to pef fm more complete 
extraction using NaSCN. Although aiis possibility carmot be ruled 
out, other factors shaild be considered such as the action of 
homiones other than estradcd which coidd ck,- the pres- 
esioe d M C .  In t i ~  chi& ovkkict, it has btien .-Bated 
thata iecoetac ientof~ta t ionofZhsPOR$4toSin  
cytosdfrœn unstimû8wglandsM'&dW ?SJ83berestrogen 
s m t i o n  (45). These nKlings hply aiM 2 ispiedes of PGR may 
be encomtered and that mdeculer aggregales awisrute a . . 
physiologically s$niftsant O- depWim upon w4ww 

that, among P(3R t 

* 
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D - REGULATION DE L'EXPRESSION DES GENES 

Les complexes hormone-récepteur (HR) sont présumés se f ixer su r  de  

courtes séquences de nucléotides situées p rès  du gène qu'elles régulent, 

appeiées régions régulatrices. De cette f ixat ion résul te des altérations dans 

la ch r~mat ine .  

Comme suggéré pa r  YAMAhlOTO (1976), ces altérations pourraient  se 

propager, rendant d'autres régions p lus  accessibles aux facteurs de  trans- 

c r ip t ion o u  à I'ARN polymérase elle-même. Dans tous les cas, les e f fe ts  de 

la l iaison du compiexe HR pourraient  ê t re  propagés sur  de larges distances 

e t  effectuer des altérat ions dans l 'organisation du promoteur. Les sites de 

haute a f f in i té  pour le  complexe estrogène-récepteur on t  été décri ts s u r  des 

gènes clonés régulés pa r  les récepteurs, e n  amont du site d' ini t iat ion de la 

transcript ion, en t re  les paires de  bases -135 et  -189. D'autres sites mul- 

t iples on t  été décr i ts  p lus  en amont vers  les régions -550 e t  -660 e t  au- 

ra ient  une af f in i té  p lus  faible (RINGOLD, 1985). 

Des expériences de génie génétique s u r  des gènes chimériques (NA- 

VINS, 1983) on t  montré que  les régions régulatr ices étaient spécifiques du 

t issu et  de  l'espèce mais qu'elles pouvaient fonctionner avec d i f férents  

promoteurs, que  l'espace en t re  la région régulatr ice e t  le promoteur n'était 

pas obligatoirement constant e t  qu'enf in la région régulatr ice pouvai t  in- 

différemment ê t re  située en amont ou en ava l  du promoteur, même à des 

distances de 1000 paires de bases. 

Dif férentes Iiypothèses ont  été avancées pour  tenter d'expl iquer les 

mécanismes de  stimulation de la t ranscr ip t ion : 



I o  Le complexe HR pourra i t  annuler  les ef fets négatifs de la région régula- 

t r ice  su r  le  promoteur. II serait antagoniste d'une protéine répressive ; 

2 O  Le complexe HR indu i ra i t  une altérat ion de la conformation de l 'ADN des 

régions régulatr ices e t  pourra i t  selon RlNGOLD (1985) i n i t i e r  l'action d'une 

protéine ayant l 'effet de gyrase, d'où la formation de supertours négati fs 

dans l'ADN. Cette modification pour ra i t  se propager vers  le promoteur e t  

facil iter la liaison de  la polyrnérase. 

La séquence d'ADN de la région régulatrice, encore appelée élément 

régulateur, est  assez cour te  (quelques dizaines de bases) e t  se comporte 

comme un "enhancer" hormono-dépendant : sa liaison au complexe hormone- 

récepteur provoque une activat ion de  la transcript ion. Dans d'autres cas, le 

résultat est au  contrai re une inh ib i t ion de  la transcription, l'élément régu- 

lateur se comportant alors comme un "silencer" hormono-dépendant. 

Cette hypothèse semble correspondre à la p lupar t  des t ravaux qui 

corrobore le  schéma suivant : liaison du complexe HR à la région régulatr ice 

entraînant une  modification de  la s t ruc tu re  de la chromatine dont les effets 

se propagent e t  provoquent l 'al térat ion de  l'organisation de  I'ARN poly- 

rnérase II conduisant à la t ranscr ipt ion.  

Dans le noyau, l'action hormonale peu t  s'exercer aussi au  niveau de la 

maturation e t  de  la stabil ité des t ransc r i t s  pr imi t i fs  des gènes ainsi que  sur  

l e  t ranspor t  de  t ranscr i ts  ayant sub i  une maturation normale au t ravers  de 

la membrane nucléaire. Les mécanismes mis en cause sont i c i  presque in- 

connu S. 

L'action hormonale pour ra i t  en f in  s'exercer pa r  I'intermédiai r e  de 

protéines d'apparit ion t rès  précoce qui réguleraient une étape post-trans- 

criptionnelle, se traduisant pa r  exemple p a r  une accélération de la lecture 





des ARNm provoquant une amplification de  la réponse. L'action hormonale 

v ia un deuxième site de faible aff ini té, tel le que  nous l'avons décrite, 

pour ra i t  s'effectuer pa r  un te l  mécanisme. 

L'action d'une hormone s u r  l 'expression d'un même gène fait donc 

habituellement in terven i r  de multiples niveaux de contrôle : transcr ipt ion- 

nels, post-transcriptionnets (maturation, t ranspor t  e t  stabi l i té des ARFJm), 

par fo is  traductionnels (efficacité de la t raduct ion des ARNm) e t  post- 

traductionnels ( régulat ion de l 'activité biologique d'une protéine pré-  

existante) (F igure 10). 



IMPLICATION DES OESTROGENES DANS LA  SECRETION 

DE PROTEINES SPECIFIQUES 

Un  des aspects de l 'expression &nique indui te p a r  les oestrogènes est 

la formation de protéines spécifiques sécrétées pa r  les cellules oestrogéno- 

sensibles qui peuvent avoir  des ef fets d i rec ts  ou ind i rec ts  su r  la croissance 

ou  la dif férenciat ion cellulaire. 

A - EFFET SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE 

L'oestradiol stimule une quanti té d'enzymes impliquées dans la synthèse 

d'acides nucléiques comme l'ADN polymérase, les thymidine e t  u r id ine  k i -  

nases, la thymidi late synthetase, I'aspartate transcarbamylase et  la d ihydro- 

folate reductase. Leur stimulation se s i tue généralement au  niveau trans- 

cr ipt ionnel  ( A I  TK EN, 1982) . 

S'i l est admis que les oestrogènes, comme d'autres hormones à effet 

trophique, stimulent la croissance tumorale in vivo, in v i t r o  la réal i té de 

leurs ef fets d i rects su r  la croissance cel lulaire a été controversée pa r  

p lusieurs auteurs (SHAFIE, 1980 ; SONNENSCWEIN, 1980 ; BUTLER, 1981 ; 

BRIAND, 1984) qui ont  été incapables de montrer un rôle quelconque de 

l'oestradiol su r  la croissance de cellules e n  culture, contrairement aux 

r6sultats posi t i fs  obtenus pa r  d'autres (LIPPMAN, 1976 ; ALLEGRA, 1980 ; 

LEUNG, 1982 ; VIGNON, 1983 ; DARBRE, 1983 ; KATZEI.IELLENBOGEN, 

1984). Cette discordance observée ent re  les systèmes in v ivo  et in v i t r o  a 

amené certains au tec~rs  à formuler l'hypothèse que les oestrogènes agiraient 

de façon indirecte su r  la croissance cellulaire. SIRBASKU (1978) a proposé 

qu'une première réponse de l'action des oestrogènes serait  la l iberat ion de 

facteurs de croissance. Ces facteurs de croissance (oestromédines), l ib6rés 



pa r  d i f férents organes cibles des oestrogènes comme l'utérus, les re ins  ou 

l'hypophyse, pourraient  exercer une régulat ion de type endocrine o u  para- 

c r ine  su r  la croissance des cellules mammaires. Les cellules du stroma 

pourraient  aussi sécréter des facteurs paracrines inf luençant la croissance 

des cellules épithéliales voisines (Mc GRATH, 1983) . 

Une aut re  hypothèse avancée est que  la croissance des cellules mam- 

maires serait  sous contrôle négati f  permanent e t  que  l'oestradiol favoriserait  

la prol i férat ion cellulaire en  contrôlant les taux plasmatiques ou l 'action de 

ces facteurs inhib i teurs dans la cellule cible (SHAFIE, 1980 ; SOTO, 19871. 

Dans les cellules tumorales mammaires, il semble cependant de p l us  en  

p l us  évident que  certaines protéines sécrétées par  les cellules ont  des effets 

d i rec ts  su r  la cellule elle-même. II est en e f fe t  établ i  que les mil ieux de 

cu l tu re  collectés après plusieurs jours sont capables de stimuler une  nou- 

vel le série de cellules. Les effets observés comprennent aussi b ien I'ini- 

t iat ion de la croissance des cellules quiescentes que  la stimulation d e  cel- 

lules qui sont déjà dans le cycle ou  l'induction de la sécrétion de facteurs 

capables de  transformer des cellules normales en  cellules malignes (DICK- 

SON, 1986a). 

Les cellules MCF-7 sécrètent p a r  exemple des facteurs de transforma- 

tion, comme le TGF-alpha (Transforming Growth  Factor), qui est dé f in i  pa r  

son apt i tude à indu i re  ta croissance sans ancrage (anchorage-independent) 

des l ignées non transformées comme les fibroblastes. t e  TGF-alpha es t  aug- 

men té pa r  addi t ion d'oestradiol. Des facteurs de croissance comme I'Epi- 

dermal Crowth Factor (EGF) e t  I ' lnsul in- l ike Growth Factor (ICF-1) sont 

aussi stimulés p a r  l 'oestradiol e t  l ' insul ine alors qu' i ls  sont inhibés dans les 



cellules MCF-7 p a r  les glucocortico'ides. Inversement le Transforming Growth 

Factor-bêta (TCF-bêta), inhibant la croissance des cellules MCF-7, est 

stimulé pa r  les glucocorticoTdes ou les anti-oestrogènes mais inhibé pa r  

l'oestradiol e t  l ' insuline (LI PPMAN, 1986 ; DICKSON, 1986b, 1987). 

. En  plus d'un effet  stimulant su r  la sécrétion d'enzymes e t  de protéines 

impliquées dans la croissance, les oestrogènes al tèrent  aussi I 'activité de 

plusieurs autres protéines dont  la fonction demeure encore mal définie. 

L'oestradiol induit en e f fe t  dans les cellules MCF-7 la synthèse de protéines 

marqueurs comme I 'act ivateur du plasminogène (BUTLER, 19791, le récep- 

teur d e  la laminine (ALBINI, 1986), ia protéine intracel lulaire de 24 Kda 

(EDWARDS, 1980), ou de protéines sécrétées telles celles de 52 Kda e t  160 

Kda décri tes p a r  WESTLEY (1980) ou celle de  7 Kda, identi f iée par  JAKO- 

LEW (1984) p a r  la  détection de  son ARMm (pS2) t rès  spécifique du t issu 

mammaire. L'oestradiol diminue aussi dans les cellules MCF-7, la sécrétion 

d'une protéine 39 Kda (BRONZERT, 1987). L' identi té e t  la fonction biolo- 

g ique de ces protéines restent  à déf in i r  clairement ; l'activité protéolyt ique 

d e  certaines d 'entre elles pou r ra i t  rendre  compte des processus métasta- 

t iques indu i ts  p a r  les oestrogènes. 

Ces protéines sont d ist inctes des protéines du la i t  don t  les poids 

moléculaires sont d i f fé rents  e t  qui ne sont pas impliquées dans les méca- 

nismes de  croissance cellulaire. 

B - EFFET SUR LA  DIFFERENCIATION CELLULAIRE 

Les cellules épithéliales du sein produisent  des protéines du lait. La 

product ion de ces protCines nécessite la maintenance du matériel de syn- 

thèse. Ces protéines sont donc des marqueurs de la dif férenciat ion cel lulaire 



dans les cancers du sein. L'une d'elles, I'alpha-lactalbumine, a une  pro-  

duct ion p lus  faible dans les cellules cancéreuses que dans les cellules 

normales du sein. Cependant, SCHULTZ (1977) a rapporté que 76 % des 

cytosols de cancer du sein contenaient i'alpha-lactalbumine souvent présen te  

dans les tumeurs différenciées. Dans une étude ul tér ieure WOODS (1979) n'a 

détecté I'alpha-lactalbumine que dans 38 % des cytosols de cancer du sein, 

sa présence étant  associée à celle des récepteurs de I'oestradiol e t  cons- 

t i tuant  un c r i t è re  d'hormonosensibilité. Récemment, LE DOUSSAL ( 1984) a 

révélé, pa r  méthode immunohistochimique, la présence d'alpha-lactalbumine 

dans l 'épithélium de tous les cancers lobulaires e t  dans l'épithélium de 76 % 

des autres types de cancer mammaire. La fréquence de posi t iv i té é ta i t  de  

90 % lorsque les tumeurs possédaient des récepteurs de l'oestradiol e t  de  la 

progestérone . 
Une aut re  protéine sécrétée pa r  le sein est la glycoprotéine décr i te pa r  

J l RKA ( 1968). Elle est présente dans un g rand  nombre de  sécrétions exter -  

nes : lait, salive, larmes, sueur e t  sur tout  l iqu ide de kys te  du sein, d'où 

son nom, donné pa r  IiAAGENSEN (1977) qui l'a beaucoup étudiée : Gross 

Cyst ic Disease Fiuid Protein (GCDFP-15Kda). Son rô le  biologique est encore 

inconnu. Sa sécrétion su rv ien t  lo rs  de  la dif férenciat ion métaplasique des 

cellules mammaires. Dans les tumeurs du sein, une analyse immunohisto- 

chimique (LE DOUSSAL, 1985) a montré que le pourcentage de tumeurs 

posit ives en GCDFP-15 éta i t  p lus  élevé dans les tumeurs p l us  différenciées 

d e  grade 1 que dans celles de  grade III indif férenciées (g rade  de Scar f f  e t  

Bloom qui p r e n d  en  compte la dif lérenciat ion cellulaire, l e  polymorphisme 

nucléaire e t  l 'act ivi té mitotique), e t  que le pourcentage de cellules posit ives 

étai t  corrété à la concentrat ion en récepteurs de la progestérone. 

Ces protéines pourra ient  ê t re  un index de I 'act ivi té de  sécrétion du 

sein quand un climat hormonal part icul ièrement favorable permet aux cellules 

mammaires de synthét iser e t  sbcréter des produi ts  dans les tubules mammai- 

res. 



EFFETS OESTROGENIQUES NON MEDlES PAR LES RECEPTEURS 

Les effets d'une hormone agissant p a r  l ' intermédiaire de  son récepteur 

sont des effets "génomiques" dont l 'act ivat ion peut  ê t re  bloquée au  niveau 

de  la t ranscr ipt ion pa r  I'actinomycine D (VI, 1963). 

L'oestradiol peut  aussi i ndu i re  des processus qui ne peuvent ê t re  

bloqués au  niveau génétique tei4es que  la modification de la composition 

membranaire et  la modulation du t ranspor t  des protk ines à t ravers la mem- 

brane. Les altérations se traduisent, pa r  exemple, p a r  l'augmentation de la 

captat ion des inhib i teurs des protéases (FINLAY, 1971) ou pa r  des modifi- 

cations de  la répart i t ion ionique, comme l'augmentation de la captation du 

sodium. La stimulation des prostaglandines pa r  I'oestradiol ne résui te pas 

non p lus  d'une action sur  son récepteur (CASTRACANE, 1976). 

L' interact ion de l'oestradiol avec la membrane ce1 lu la i re peut modifier 

aussi certa ins de  ses composants spécifiques comme les récepteurs membra- 

naires. L'oestradiol e t  I loestrone (IO-' M) diminuent la l iaison de la dopa- 

mine e t  de  la noradrénaline aux récepteurs mernbranaires synaptiques du 

cerveau de  r a t  (INABA, 1979). L'oestradiol peu t  aussi indu i re  une diminu- 

t ion de  l 'aff ini té des agonistes muscariniques pou r  leu r  récepteur (SOKO- 

LOVSKY, 1981). 

II apparaft p a r  ailleurs, que dans certaines conditions, les stéroïdes 

soient nécessaires à l 'expression d'autres act iv i tés hormonales, part icul iè- 

rement celles dans lesquelles IIAMPc est impliquée (TCHERNITCHIN, 1977). 

L'administration dtAMPc exogène provoque, tou t  comme l'oestradiol, I'induc- 

t ion d'une enzyme glycogénolyt ique dans l 'u térus e t  d'un antigène cervico- 

vaginal, inductions qui peuvent ê t re  bloquées pa r  le propanolol, un antago- 

n iste des récepteurs bêta-adrénergiques, incapable d ' in ter férer  avec les 

paramètres génomiques régulés pa r  I'oestradiol. 



En ce qui concerne la croissance, des l iens étro i ts ent re  l'oestradiol; e t  

I'AMPc ont  été décr i ts  (GOTTESMAN, 1986). L'addition d1Ak1Pc aux cellules 

en  cul ture induit des réponses spectaculaires su r  leur croissance. Des 

effets positifs e t  négati fs o n t  tou r  à tou r  été démontrés selon le t y p e  cel- 

lu la i re envisagé, la dose dlAMPc ut i l isée e t  l'environnement cellulaire. 

. Dès 1971, HSIE décr i t  un ef fet  négat i f  des analogues de  I'AMPc s u r  la 

croissance des fibroblastes, d'ovaires de hamster (cellules CHO). Les tra- 

vaux p lus  recen ts  de  plusieurs laboratoires apportent  la confirmation que  la 

p lupar t  des fibroblastes e t  quelques autres types cellulaires comme les 

cellules IymphoTdes (S49) sont inhibés pa r  IIAMPc. Inversement, I'AMPc 

favorise la croissance d'autres types cellulaires comme les mélanocytes, les 

cellules de Schwann (GREEN, 1978 ; EISINGER, 1982), les cellules CHO 

transformées p a r  le sarcome de Rous, e t  une varitSté de  cellules de mélanome 

humain (GOTTESMAN, 1984). Des exemples ambivalents sont même rappor-  

tés: les cellules mammaires normales e n  cu l tures organotypiques (TAYLOR, 

1980) e t  "in s i tu"  (SiLBERSTEIN, 1984) on t  leu r  croissance stimulée par  

1' AMPc, tandis que les cellules tumorales mammaires (MCF-7) sont inhibées 

p a r  ce même AMPc (CHO-CHUNG, 1981) ; dans les lymphocytes e t  les 

cellules de mélanomes, la croissance est  inhibée pa r  de fortes concentrations 

dlAMPc à 1 0 ' ~  M) alors que des concentrations p lus  faibles (IO-' à 

10-O M) les stimulent. L'action de I'AMPc est a insi  loin d'être univoque. 

A - AMPc ET GLANDE MAMMAIRE 

LIAMPc semble jouer un rôle dans la d i f férenciat ion fonctionnelle de la 

glande mammaire et exercerait  un contrôle négat i f  dans l ' induction de la 

synthèse des protéines du la i t  pa r  les explants de glande mammaire de 

souris (PERRY, 1980). 



B - AMPc ET CROISSANCE DES CELLULES TUMORALES hilAMMAlRES 

Dans les carcinomes mammaires hormono-dépendants, I'AMPc e t  les 

oestrogènes exercent des effets antagonistes su r  le  mécanisme de contrôle 

de la croissance. 

Dans les tumeurs indui tes par  le DMBA, I'ovariectomie provoque une 

augmentation de  I'AMPc tou t  comme les agents inhibant la croissance cellu- 

la i re tels que les antioestrogènes, l'oestradiol à for te  dose, l ' inhibit ion de Icr 

sécrétion de  prolact ine ou  le  d i b u t y r y l  adénosine 3', 5'-monophosphate cycl i-  

que  (DBc AMP). L'activité de  I'AMPc augmente tandis que la l iaison des 

oestrogènes sur  les récepteurs diminue (BODWI N, 1978). 

La croissance des cellules MCF-7 est  aussi stoppée pa r  l 'addit ion du 

DBc AMP  IO-^ M).  L 'arrêt  de  croissance a l ieu 2 jours après le débu t  du 

traitement e t  il est  précédé pa r  une augmentation de  l 'act ivi té de I'adénylate 

cyclase e t  une diminution de  la liaison des oestrogènes (SWAFIE, 1977). 

a) Interact ion ent re  oestrogènes et  AMPc 

L'implication simultanée de  la protéine réceptr ice de IIAMPc e t  des 

récepteurs des oestrogènes dans la croissance des tumeurs mammaires 

hormono-dépendantes, a été décr i te  par  CHO-CHUNG (1979). 

A u  cours  de  la croissance, un antagonisme est  constaté en t re  ces 

récepteurs : hauts  niveaux des récepteurs de l 'oestradiol associés aux 

faibles niveaux des protéines réceptrices de  I'AMPc. Le rappor t  en t re  ces 

deux paramètres a même été proposé comme meilleur indicateur de I'hormono- 

dépendance des tumeurs (KVINNSLAND, 1983) . 
LIAMPc a une  protéine réceptr ice qui est  la sous-unité régu la t r ice  de 

la protéine kinase dépendant de  I'AMPc (KREBS, 1972). Pendant la régres- 

sion des tumeurs mammaires indui tes pa r  le DBc AMP, cette protéine récep- 



t r ice  (56 Kda) s'accumule dans le noyau (CHO-CHUNG, 1977). Dans les 

tumeurs qui ne rependent pas à I'AMPc, cette accumulation n'a pas l ieu en  

raison vraisemblablement d'un défaut de la protéine. 

CHO-CHUNG (1980) postule que la protéine rbceptr ice de I'AMPc trou- 

vée dans les tumeurs hormono-indépendantes, a perdu  la facultS d'être 

phosphorylée, ce qui empêche sa pénétrat ion dans le noyau. Cependant ce 

modèle peut  sou f f r i r  des exceptions, car dans certaines tumeurs mammaires 

hormono-indépendantes indui tes pa r  le DMBA, le DBc AMP provoque un 

a r r ê t  de croissance. Cet a r r ê t  est l ié  à la phosphorylat ion dans le  noyau 

d'une protéine 76 Kda appelée Regression Associated Protein (RAP) qui fa i t  

suite à la pénétrat ion dans l e  noyau de Sa protéine 56 Kda l iant  ItAMPc. 

b )  Régulation de  l'expression des gènes 

Puisque la protéine l iant  I'AMPc pénètre dans le noyau, elle peu t  vrai -  

sembfablement avoir  une act ion au niveau génétique. HUANG (1982) s'est 

demandé s i  la régression de la croissance des tumeurs hormono-dépendantes 

indu i te  p a r  l'ovariectomie ou le  DBc AMP répondait aux mêmes mécanismes. 

Les ARN isolés de tumeurs en phase de croissance ou de régression o n t  été 

t radu i ts  dans des systèmes de synthèse de protéines, les produi ts  formés 

on t  été analysés su r  gel  de  polyacrylamide. Après traitement par  DBc AMP, 

la concentrat ion d'une protéine 20,s Kda augmente tandis que celles de  deux 

autres protéines 22 Kda e t  35 Kda diminuent. Si la régression est indu i te  

p a r  ovariectomie, les mêmes p ro f i l s  sont obtenus. Les résul tats de HUANG 

suggèrent que  la croissance des tumeurs mammaires fa i t  l 'objet d'une régu- 

lat ion génomique. 11 est probable que les actions antagonistes de I'AMPc et  

de  l 'oestradiol impliquent des gènes communs qui sont soit  stimulés ou 

inhibés. 



c )  Relation avec l'expression des oncogènes 

La protéine 22 Kda, dont  I 'expression est rédui te dans les t uneu rs  en 

voie de  régression, a été comparée à la protéine 21 Kda (p21), codée p a r  le 

proto-oncogène ras (c-ras) (SHIH, 1979). A cette fin, un anticorps mono- 

clonal anti-p21 a été ut i l isé (FURTH, 1982). CHO-CHUNC (1984) a montré 

qu'il y avai t  analogie en t re  les deux produi ts.  Ces résultats suggèrent que 

l 'expression accrue de l'oncogène cellulaire ras est  associée à la croissance 

des carcinomes mammaires e t  que I'AMPc peut  jouer un rôle dans sa répres- 

sion. 

Comme les gènes ras  sont les membres d'une famille de  gènes également 
., 

trouvés dans l'espèce humaine, i l  est possible que  les observations faites 

dans les tumeurs mammaires de  ra te  puissent ê t re  extrapolées à l'espèce 

humaine e t  que cet oncogène joue un rôle dans la croissance des tumeurs du 

sein. Les t ravaux de  WlLLlGHAN (1980) suggèrent que la protéine ras 

pour ra i t  appartenir  à la famille des protéines impliquées dans les mécanismes 

de  t ransduct ion des signaux. Dans les cellules normales, I'oncogène ras 

serai t  réprimé pa r  les niveaux élevés dlAMPc. 

CONCLUSION 

Les mécanismes qui contrôlent  la croissance de cellules tumorales 

mammaires sont, comme ces études le démontrent, d'une complexité extrême. 

Si l 'on s'en t ient  au  seul e f fe t  de l 'oestradiol, b ien des inconnues restent  à 

résoudre à dif férentes étapes de son mécanisme d'action : 

- sa liaison au récepteur : r61e des phosphorylat ions du (des) récepteur(s)  

e t  rô le de  I'AMPc dans la régulat ion de la l iaison ? rô le  des sites spécifiques 

de  faible a f f i n i té  dans les processus de croissance cel lulaire 



- liaison du (des) complexe(ç) oestradiol-récepteur au(x)  site(s) accep- 

t e u r ( ~ )  : existe- t - i l  su r  le gène plusieurs régions régulatrices d'aff ini té 

d i f férente pour ces complexes ? quels sont les processus précis impliqués 

dans le déclenchement des synthèses protéiques ? 

- protéines induites : les oestrogènes peuvent exercer "in vi t ro"  certa ins 

de  leurs effets su r  la croissance p a r  la modulation de facteurs "autosti- 

mulants" comme le TGF-alpha ou  de facteurs "auto-inhibants" comme le  

TGF-bêta. Cependant, la régulat ion de la croissance tumorale "in v ivo" est 

probablement un phénomène b ien p lus  complexe résultant de l ' interact ion 

ent re  facteurs produi ts  p a r  l'hôte e t  la  tumeur. Les nouvelles méthodes 

thérapeutiques ut i l isant  des ant icorps d i r igés contre {es facteurs de crois-  

sance devront  donc ten i r  compte aussi b ien des facteurs autocrines q u e  des 

facteurs paracrines. Actuel lement la masse considérable d'études publ iées 

s u r  les facteurs de croissance e t  le contrôle, hormonal ou  non, de leur  

l ibérat ion permet d'envisager une meilleure compréhension des mécanismes e t  

u n e  application thérapeutique potentiel  le (D I  CKSON, 1987b) . 



CATECHOLOESTROGENES 

ET 

CANCERS DU SEIN 



Le métabolisme de  nombreuses hormones gonadiques p a r  les tissus 

cibles est souvent d'une importance capitale dans l 'expression de I'action 

physiologique de  ces hormones. Citons, à t i t r e  d'exemple, le  métabolisme de  

la testostérone en  dihydrotestostérone dans les t issus androgénodépendants, 

l'aromatisation de  la testostérone en oestrogène e t  la réduct ion de la pro- 

gestérone en  5-alpha-dihydroprogestérone. Jusqu'à présent, en ce qui 

concerne les oestrogènes, il n'a pas été rapporté "d'activation" métabolique, 

e t  l'on présume que leur  action physiologique résu l te  de l 'action de I'oes- 

trogène parent, c'est-à-dire l'oestradiol-1 '/-bêta. Cependant, les effets 

biologiques a t t r ibués aux oestrogènes sont si  variés (modulation de  la 

fonction utérine, du comportement sexuel, de la synthèse des gonadotro- 

phines, de la lactation, de  llérythropoièse, de la thermogénèse, du métabo- 

lisme des protéines e t  de  la fonction hépatique), qu' i ls ont  inc i té p lus ieurs  

laboratoires à é tud ier  rtkemmen t la conversion métabolique éventuel le des 

oestrogènes parents  en métabolites physiologiquement actifs. 

Nous nous sommes pou r  not re  p a r t  intéressés à la transformation des 

oestrogènes dans les cancers du sein, pou r  tenter  de  répondre à la ques- 

t ion : les métabolites des oestrogènes de  type catéchol part icipent- i ls à la 

d i f férenciat ion e t / ou  à la croissance mammaire ? 
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Figure 11  - Transformation oxydative de l'oestradiol chez la femme 

(FISHMAN, 1960) 
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RAPPEL DU METABOLISME 

A - METABOLISME DE L'OESTRADIOL 

Le métabolisme de I'oes t radio l  consiste toujours en une première étape 

oxydat ive conduisant à l'oestrone qui est ensuite hydroxy lé  (Fiçure 11 ) . 

a) Hyclroxylation des oestrogènes 

En théorie, I 'hydroxylat ion des stéroTdes phénoliques à 18 atomes de 

carbone peut  avoir  l ieu su r  les carbones en  posit ion 2, 4, 6, 7, I l ,  14, 15, 

16 e t  18. 11 existe en réal i té de grandes variat ions dans les métabolites 

formés d'une espèce e t  d'un t issu à l 'autre. L'homme, le rat, la souris sont 

capables de former un g r a n d  nombre de ces métabolites, tandis que  le 

hamster, le cochon d'inde en produisent  t rès  peu  et que le lapin est inca- 

pable d'en former. On peut  penser que certains de  ces stéroïdes sont donc 

nécessaires à une espèce donnée e t  non à une autre.  Dans l'espèce humai- 

ne, o n  note des hydroxylat ions en C6 dans le placenta (CEDARD, 1965) e t  

l 'ovaire (DEHENNIN, 19841, e n  C-2, C-17-alpha, C-1 5-alpha dans les glan- 

des surrknales foetales (STARKA, 1973). Une hydroxy la t ion mineure en  C-4 

a l i eu  dans les microsornes de quelques tissus. Les deux métabolites majeurs 

résul tent  de I 'hydroxylat ion en C-2 e t  C-16-alpha. A l'exception de  ces 

deux derniers, il existe t r&s  peu d'informations concernant la fonction 

biologique des dér ivés hydroxy lés  naturels. 



. Nydroxylût ion en C-16-alpha : 

L'hydroxylat ion en  16-alpha a l ieu principalement su r  l'oestrone e t  sui t  

fa première étape d'oxydation de I'oestradiol. Les p rodu i t s  formés sont 

la 16hydroxyoestrone e t  principalement I'oestriol. Une hydroxy la t ion 

directe de  l'oestradiol para i t  également possible mais mineure. 

Bien que I'oestriol a i t  été le premier métabolite isolé, e n  1930, o n  n'est 

pas encore sû r  de  sa fonction précise. L'hydroxylat ion en  16-alpha est 

principalement associée à l 'act ivi té hépatique, surtout  a u  cours de la 

grossesse pa r  le foie foetal, où elle représente une voie majeure (DIC- 

FALUSY, 1969). Les autres t issus impliqués, pour  une faible par t ,  pa r  

I 'hydroxylat ion en  16-alpha, sont l 'ovaire (AXELROD, 1965), la glande 

surrénale (KNUPPEN, 1962) e t  le myomètre (LISBOA, 1975). 

Des t ravaux récents indiquent que I'oestriol, considéré généra lement 

comme un oestrogène faible peut, dans certaines conditions de stimula- 

t ion continue, ag i r  activement dans l 'utérus. Ces observations peuvent  

ê t re  dues au fa i t  que  la demi-vie de  I 'oestriol est plus cour te  que  celle 

de  l'oestradiol, que son af f in i té pou r  le récepteur des oestrogènes est 

p lus  faible que celle de l'oestradiol (SHYAMALA, 1969 ; SASSON, 1983) 

e t  que sa rétent ion nucléaire est  p lus  courte (CLARK, 1977). Ces 

informations permettent de considérer I'oes t r i o l  comme un oestrogène 

potentiellement ac t i f  dans certaines conditions. 

Dans le  cancer du sein, SCHNEIDER (1982) a mis en  évidence, pa r  

méthode radiométrique in vivo, une augmentation de  50 % de la 16- 

alpha-hydroxylat ion conduisant à une product ion accrue d'oestriol 

périphérique. La conséquence d'une telle augmentation est  la prolon- 

gation de  l 'effet oestrogénique de l'hormone endogène, l'oestradiol. Ces 

résultats sont corroborés par  des expériences faites chez la sour is 

(BRADLOW, 1985) qui montrent une ét ro i te  corrélat ion en t re  l ' incidence 

de tumeurs mammaires et  la 16-alpha-fiydroxylation de l'oestradiol. 



. Hydroxylat ion en C2 : 

LJhydroxylat ion en C2 conduit à la formation de catécholoestrogènes. 

Dans l'espèce humaine, elle est recotinue comme étant  supérieure à 

toutes les autres f iydroxylat ions IZUIUZOFF, 1968 ; FISHMAN, 1969 ; 

BALL, 1976). La première démonstration de la formation biologique de  

catécholoestrogènes prov ient  du laboratoire de Gallagher (KRAYCHY, 

1957). Ses t ravaux l 'ont conduit à isoler un métabolite encore inconnu 

présent en  grande quant i  té dans l 'u r ine : la 2-méthoxyoestrone. 

L'identif ication de son précurseur  direct, la 2-hydroxyoestrone, comme 

étant  un produi t  du métabolisme de l 'oestradiol a ensuite été réalisée 

(FISHMAN, 1960). 

La 2-hydroxylase est associée à la f ract ion microsomiale des cellules. 

Elle es t  dépendante du cytochrome PU50 (PAUL, 1977a ; BALL, 1980). 

Elle a d'abord été localisée dans le foie (KING, 1961). On la t rouve  

dans beaucoup de tissus tels que le cerveau (FISHMAN, 1975, 1976a), 

les testicules, la prostate ( ACEVEDO, 1965), les glandes surrénales 

(STARKA, 1973), le placenta (FISHMAN, 1967), l 'ovaire (DEHENNIN, 

1984), a insi  que dans certa ins t issus pathologiques, les phéochromocy- 

tomes (ACEVEDO, 1965) e t  les tumeurs bénignes et  malignes du sein 

(HOFFMAN, 1979). Aucune trace de 2-hydroxylase n'a pu être détectée 

dans le sein normal. La 2-hydroxylase est aussi capable de  transformer 

les oestrogènes synthétiques tels que le d iéthylst i lboestro l  et  I 'éthi- 

nyloestradiol . 

b) Contrôle de l 'activité des hydroxylases 

La voie métabolique des oestrogènes pa r  hydroxy la t ion e n  C2 (forma- 

t ion de  catécholoestrogènes) est  supérieure à celle en  C-16-alpha (formation 

d'oestr iol)  que  l 'on croyai t  prédominante il y a 20 ans (FISHMAN, 1963). 



Dans l'espèce humaine, les biotransformations sont de plus compétitives e t  la 

balance entre les deux produi ts  formés, 2-hydroxyoestrone e t  oestriol, est 

affectée par  des facteurs physiologiques e t  pharmacologiques. 

L'hormone thyroïdienne augmente la sécrétion de la 2-hydroxylase. Il 

en résulte une diminution parallèle de la 16-alpha-hydroxylase (FISHMAN, 

1962, 1965). Une association ent re  hypothyroïdie e t  cancer du sein a d'ail- 

leurs été signalée depuis p iusieurs années (GORMAN, 1977) : la diminution 

de la 2-hydroxylase au cours  de l 'hypothyroïdie pourra i t  en rendre compte. 

Dans l'anorexie mentale e t  les malnutrit ions, il y a une augmentation de  

fa 2-hydroxylase (FISHMAN, 1976b). A l'opposé, on  t rouve une diminution 

t rès  signif icat ive & la 2-hydroxylat ion e t  une augmentation inverse de  la 

16-hydroxylat ion-chez les obèses (SCHNEIDER, 19831. Dans le foie, l'acti- 

v i té  de la 2-hydroxylase es t  beaucoup p lus  for te  chez i'homme que chez la 

femme e t  son act iv i té est diminuée après orchidectomie e t  hypophysectomie 

(FISHMAN, 1980a). t a  2-hydroxylat ion est contrôlée par  les hormones 

stéroïdiennes (JELLINCK, 1969 ; SHI VERIK, 1983). Elle est augmentée p a r  

l 'administration d'oestrogènes exogènes qui semblent act iver leur p r o p r e  

métabolisme, la formation des catécholoestrogènes pour ra i t  b ien  ê t re  régulée 

pa r  la concentration en subst ra t  (BRUGGEMEIER, 1981) . La 2-hydroxylase 

est aussi stimulée pa r  la fumée de cigaret te (MICHNOVICZ, 1976) e t  un 

récent rapport  de  LESKO (1985) indique que  le r i sque  de cancer de I'endo- 

mètre est diminué de  moitié chez les femmes fumant p lus de  15 c igaret tes 

pa r  jour. Ca morphine inh ibe l 'act iv i té de la 2-hydroxylase dont l'effet peu t  

ê t re  restauré p a r  un antagoniste, la naxolone. FlSfiMAN (1980b) a émis 

l 'hypothèse qu'il pour ra i t  a ins i  exister  une  relat ion en t re  les oestrogènes e t  

les opiaces endogènes, e n  par t icu l ie r  dans le contrôle de la s k r é t i o n  des 

gonadotrophines. 



Tableau I - Concentration plasmatique des catécholoestrog~nes 

Plasma catechol estrogens8 

Women 

C ycling Pregnan t 
(~ollicular and luteal) (Third trimester) Postmenopausal Men 

Estrogen (N = 9) ( N  = 3) ( N  =7) (N = 10) 



En résumé, le métabolisme de l'oestradiol se dist ingue par  l 'existence 

de deux voies d 'hydroxylat ion dif férentes dans l'espèce humaine, en 2 e t  en 

16, qui sont en grande par t ie  exclusives. 

8 - CATABOLISME DES CATECHOLOESTROCENES 

A côté de la conjugaison avec les acides glucuronique e t  sulfurique, 

voie mineure, le devenir  métabolique de toute substance, naturel le ou 

synthétique, ayant une s t ruc tu re  catéchol est principalement la O-méthy- 

la t ion avec formation d e  2-méthoxyoestrogènes. La réaction est  catalysée par  

la catéchol-O-méthyltransférase (COMT), l'enzyme également responsable de 

la méthylation des catécholamines (BALL, 1972). In vitro, la méthylation 

peut  avo i r  l ieu en  posit ion 2 e t  3 alors qu'in vivo, elle a principalement l ieu 

en posit ion 2. 

La COMT est une enzyme t rès  largement d ist r ibuée (AXELROD, 1958), 

présente dans le foie, le  placenta, l 'utérus, le  testicule, les glandes sur ré-  

nales, l e  rein, la rate, le poumon, l ' intestin, l 'hypophyse e t  le cerveau. 

Bien que la méthylation p a r  COMT ne soit pas réversible, une déméthylation 

intense est  en fa i t  observée in v i t r o  e t  in v i vo  sous l ' influence d 'une en- 

zyme, la déméthylase (HOFFMAN, 1980). A l ' inverse de  la COMT, la démé- 

thylase semble avo i r  une  spécificité tissuiaire. La 2-méthoxyoestrone, peu 

act ive biologiquement, peu t  a insi  se rv i r  de réservo i r  de  2-hydroxyoestrone 

potentiellement act ive (LONGCOPE, 1983) (Tableau 1). 



INTERACTION DES CATECHOLOESTRGCENES AVEC LES COMPOSANTS 

TISSULAIRES ET PLASMATIQUES 

Les catécholoestrugènes sont à la fois des stéroïdes e t  des catéchols, 

ce qui leu r  permet d'agir su r  les voies de  la biosynthèse e t  du métabolisme 

des catécholamines e t  de  se l i e r  aux sites de l iaison cellulaire e t  extra-  

ce1 lulai r e  des oestrogènes. 

INTERACTION AVEC LES ENZYMES 

Les catécholoestrogènes étant de bons substrats pour  la COMT, sont 

des inh ib i teurs  compétitifs de  la méthyiation des catécholamines. L ' inhib i t ion 

du catabolisme des catécholamines est la cause d'une prolongation e t  d'une 

potentialisation de  leur  action physiologique (AXELROD, 1958). L'effet est 

particulièremerit sensible su r  la pression sanguine e t  la l ibérat ion des gona- 

dotrophines. Les 2-hydroxyoestrogènes peuvent de  p l us  inh iber  I 'act ivi  t é  de 

la tyrosine hydroxylase pa r  action su r  son cofacteur, la p té r ine  (FOREMAN, 

1980) . Dans I'hypothalanws de cobaye, 2 0 H - E l  diminue l 'activité adényl- 

cyclasique indu i te  p a r  la norépinéphrine ( ETCHEGOY EN, 1986) . 
Par l e u r  propr iété anti-oxydante, les catéchoioestrogènes sont  des 

i i-thibiteurs de la péroxydat ion des phospholipides dans les microsomes 

(NAKANO, 1987). 

Une au t re  caractérist ique des catécholoestrogènes es t  l eu r  faculté de  se 

c m p f e x e r  aux métaux de  t ransi t ion comme l e  fer, le  cuivre, le manganèse. 

Les complexes formés sont l ipophiles et  pourra ient  const i tuer le groupement 

prosthét ique des prostaglandines synthétases. 



B - INTERACTlON AVEC LES PROTEINES CIRCULANTES 

DUNN (1981) a signalé que les dér ivés hydroxylés e t  méthoxylés de  

l'oestradiol étaient t rès  fortement liés à la TeBG (Testosterone estradiol 

B ind ing Globulin) avec une af f in i té parfois supérieure à celle de la testos- 

térone. Chez le  rat, une t rès  for te  liaison avec l'alpha-foetoprotéine a aussi 

été décri te (FISHMAN, 1978). 

C - INTERACTION AVEC LES STRUCTURES SUBCELLULAIRES 

Les catécholoestrog&nes peuvent se l i e r  dans le cytosol aux  sites 

récepteurs des oestrogènes. Jusqu'à présent, aucune liaison n'a été mise en 

évidence chez l'homme, tandis que  chez le r a t  e t  la brebis, des l iaisons ont  

été décrites dans l'hypophyse, l'hypothalamus (DAVIES, 1975 ; K I  RCH- 

HOFF, 1981) e t  dans l 'u térus (CLARKE, 1981 ; MARTUCCI, 1976). Les 

constantes de dissociation sont en  général p l us  fortes que ceiles des oestro- 

gènes dont i l s  dér ivent  (Tableau I I ) .  

- -- - - - - -- - 
Tableau II - Af f in i té  re lat ive de liaison (RBA) des métabolites 

de  l'oestradiol aux récepteurs cytosoliques de  l'oestradiol 

dans l 'u térus de r a t  (h?ARTUCCI, 1976) 

Composé 

E2-17 bêta 
4-OHE2 
2-OHE2 
E 1 
4-OH E 1 
2-OHE1 
E3 
4-Méthox y-oes tradio l  
4-Hydroxy-oestradiol-3-méthyl-éther 
2-hléthoxy-oest radio1 
2-Méthoxyestrone 

RBA 



Tandis que I 'hydroxyla t ion en 4 provoque peu de changement d 'af f in i té 

pour le récepteur de l'oestradiol, I 'hydroxylat ion en 2 a pour effet de  

rédu i re  sensiblement l 'aff ini té pour  ce récepteur : dans t 'utérus de  rate, 

l 'aff ini té re lat ive de 20H-El pou r  te récepteur des oestrogènes est  50 fois 

p lus  faible que celle de  l'oestradiol. Elle est  a peu  près 20 fois p l us  faible 

chez la brebis, (MARTUCCI, 1976). La méthylation des catécholoestrogènes 

rédu i t  toute act iv i té de l iaison s u r  le récepteur des oestrogénes. Ceci est  

d'une importance physiologique considérable, puisque la méthylation repré- 

sente la voie métabolique prépondérante des catécholoestrogènes. D'autres 

t ravaux issus de  plusieurs laboratoires (ABUL-HAJJ, 1979a ; KIRCHHOFF, 

1981 ) on t  montré une  liaison nucléaire des catécholoestrogènes dans l 'u térus 

ou  l'hypothalamus de rat .  De p lus  JELLlNCK (1971) a noté que ces liaisons 

étaient réversibles contrairement à celles existant  ent re  les Z-hydroxy- 

oestrogènes e t  les protéines du foie (MARKS, 1969). Une liaison membra- 

naire des 2-hydroxyoestrogènes a été aussi décri te dans les cellules de  

l 'hypophyse de r a t  (SHAEFFER, 1980). 



EFFETS B10LOGIQUES DES CATECHOLOESTROGENES 

Bien que les premières études concernant I'action des catécholoestro- 

gènes remontent à 30 ans, leurs effets biologiques sont encore t rès  mal 

connus e t  font  l'objet de nombreux travaux. Deux problèmes majeurs on t  

l imith les progrès en ce domaine : la d i f f icu l té  d'évaluer le rôle p ropre  des 

catécholoestrogènes in v ivo  en raison de leur synthèse e t  de  leur métabo- 

lisme rapides e t  celle d'obtenir des produi ts  commerciaux purs .  

Les résul tats les p lus  probants on t  été obtenus par  MARTUCCI (1977) 

qui testait I'action utérotrophique de di f férents oestrogènes sur  des ra ts  

immatures femelles. Les substances à tester étaient incorporées dans des im- 

plants de  paraffine, en quant i té  suff isante pour  assurer une  l ibérat ion de  

produi ts  pendant 72 heures. Les animaux étaient sacrif iés à d i f férents temps 

après implantation e t  le poids de l 'u térus étai t  déterminé (Tableau I I I ) .  

Tableau 1 I 1 - Effets utérotrophiques de d i f férents  oestrogènes 

(MARTUCCI, 1977) 

Heures après implantation 
O 2 4 4 8 72 

Poids de  l 'u térus (mg) 

Contrôle 
Oest radio1 
Oestrone 
Oes t rio1 
2-H ydroxyoestrone 
2-Hydroxyoestradiol 
2 -Mé t hox yoes t rone 

Les résu l ta ts  de cette expérience démontrèrent que 20H-El n'avait 

aucun ef fet  oestrogénique s u r  I 'utérus. Depuis une quant i té d'autres expé- 

riences ont  étS effectubes dans d i f férents  systèmes e t  sont résumées dans le  

tableau IV. 



Tableau IV - Activité biologique de  2-OH E l  . 
Type d'action 

- Poids de  l'utérus 

- Effets biochimiques 
dans l'utérus 

i . protéines induites 

. production des  pros- 
taglandines 

- Sécrétion des  gonado- 
trophines 

- Sécrétion de prolactine 

Sujet Voie d'administration Effet Références 

ra te  implant sous-cutané nul ($ E2) Martucci, 1977,197 

rate 

rate 

incubation in vitro augmentation (= E 2 )  
endomètre 

incubation in vitro synthése ( f  E2) 
endomètre 

Kelly, 1979 
Hersey, 1982 

Hersey, 1982 

rat  injection sous-cutanée LH augmentée Naftolin, 1975 
Morishita, 1976 

rate une seule injection 100pg inhibition du  pic pré- Katayama, 1983 
ovulatoire de  LH quand 2OH-E l  Okatani, 1986 
injecté quelques heures avant 

femme ménopausée perfusion LH diminuée Schinfeld, 1979 

femme hypogonadique injection intra-veineuse Adashi, 1979 . + Cthinyl estradiol LH,  FSH augmentées transitoi- 
rement puis diminuées 

, - éthinyl estradiol nul 
femme hypogonadique injection intra-veineuse nul Schinfeld, 1979 

femme jeune perfusion 4 heures diminution Fishman, 1980c 

" hyperprolactinique perfusion 4 heures nul Franks, 1981 

-8 cellules hypophysaires 1 M 
en culture 10 M 

cellules hypophysaires I O - ~ M  
en culture 

augmentation (= E2)  
diminution (7 E2)  

Shupnik, 1985 

diminution de  la production Lamberts, 1985 
diminution de  la croissance 

homme perfusion, dose élevée augmentation prolactine (= E 2 )  Merriam, 1983 
augmentation LH (=  E 2 )  



D u  résumé des effets biologiques de 20H-El, un consensus sur  l e  

mécanisme d'action peut  difficilement ê t re  établi en raison du large éventai l  

de modèles expérimentaux e t  des voies d'administration choisies. A cause d e  

son métabolisme rapide pa r  les enzymes érythrocytai res (COMT) e t  de la 

durée variable de  sa l iaison aux récepteurs, une part ie t rès  rédui te de la 

quant i té de 20H-El administrée at te int  les tissus cibles. Les effets d'une 

inject ion intraveineuse et  d'une perfusion peuvent aussi ê t re  di f férents.  Les 

résul tats contradictoires en ce qui concerne les effets des catécholoestro- 

gènes pa r  rappor t  à ceux des oestrogènes peuvent ê t re  dus à leur ambiva- 

lente moléculaire . 
En ce qui concerne les sécrétions de gonadotrophines e t  de prolactine, 

les catécholoestrogènes ne peuvent les modifier que  lorsqu'i ls sont admi- 

1 n is t rés  à des doses équivalentes à celles retrouvées en fin de  grossesse. 
1 

A ces taux, 20H-El peut a g i r  comme antagoniste des oestrogènes o u  modi- 

f ie r  l'action des catécholamines, les deux composés étant impliqués dans le 

rétro-contrôle négat i f  du LHRH hypothalamique. Aux  taux c i rculants chez 

l'homme e t  la femme non enceinte, il semble que les catécholoestrogènes 

soient incapables de moduler les sécrétions de  gonadotrophines e t  d e  pro-  

lactine. 

II est donc p lus  logique d'envisager une action des catécholoestrogènes 

de  t y p e  paracrine, là où u n e  for te  product ion locale "in s i tu"  résul tant  de  

I 'hydroxylat ion des oestrogènes parents est réalisée. Il existe en e f f e t  des 

tissus, comme le  système nerveux central, où les taux de catécholoestro- 

génes sont b ien supérieurs à ceux des oestrogènes (FISHMAN, 1976a ; 

PAUL, 1977b). Dans ces tissus, l'association d'une action cérébrale e t  d'une 

absence d'action utérotrophique peut  conférer aux catécholoestrogénes un 

r61e sélect i f  dans la regulat ion des gonadotrophines à l'exclusion de toute 

act iv i té  périphérique. PAUL ( 1977c) a ainsi montré que, dans l'hypothalamus 

de rat ,  les catécholoestrogènes empêchaient l'accumula t ion dlAMPc provoquée 

pa r  l'oestradiol, suggérant un rôle anti-oestrogknique endogène. 
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Figure 12  - Differentes voies de synthhse des oestrogenes 



ETUDE DES CATECHOLOESTROGENES DANS LE CANCER DU SEIN 

A - FORMATION DES CATECHOLOESTROCENES 

Dans le  sein cancéreux, tous les facteurs qui favorisent la formation e t  

la dégradation des catécholoestrogènes sont réunis. Comme décr i t  précédem- 

ment, la voie métabolique de synthèse des CE passe par l 'oxydation préala- 

b l e  de l'oestradiol en oestrone. Rappelons que les tumeurs du sein on t  la 

capacité de  synthétiser les oestrogènes pa r  différentes voies (F igure 12). 

La synthèse peut résul ter  de l'aromatisation de la testosterone O u  de  l'an- 

drostènedione. Cette transformation est sans relat ion avec la présence o u  

l'absence de récepteurs d'oestrogènes, elle n'a pas I leu dans les t un~eu rs  

bénignes mais est t rès  importante dans le t issu adipeux. Chez les fwnmes 

âgées, I'aroma tisation fâvorise la formation d'oestrone p a r  rapport  celle 

d'oestradiol (VARELA, 1978 ; ADAMS, 1975). Ces résultats ont  été confir-  

més par  MAC-INDOE (1979) qui montre dans les figndes cellulaires MCF-7 

(hormonosensibles] e t  MDA-MB-231 (hormono-insensibles) une synthèse 

d'oestradiol à pa r t i r  de testostérone ; l'oestradiol formé pouvant a t te indre 

des concentrations de l 'ordre de 1ov9 M. Pas de synthèse n'a lieu dans les 

ce1 Iules HB L- 100 considérées comme normales. 

La synthèse de l'oestradiol peu t  avoir  l ieu d'autre part par hydro lyse 

des sulfates d'oestrone, les sulfatases étant présentes aussi bien dans les 

tumeurs bénignes que les tumeurs malignes. Le rappor t  des taux d'oestra- 

diol e t  d'oestrone formés est dans ce cas encore p lus  faible chez les fanmes 

âgées que chez les femmes jeunes ( WILK 1 NG, 1980). ~a DHA et  son so l  fate 
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Tableau V 

Estrogen 2-hydroxylase acfiviîy in normal and oeoplastic breast tissue 
microsornés - 

Eslrogen 2-hydroxyl- 
ase activity (pmol 2- 

melhoxyeslradiol Range of aclivily 
No. of formed/ IO min/mg (pmol 2-rnethox- 

samples microsomril prolein) yestradiol 
wilh de- in lhose sarnples formed/: O min/ 

No. of leclable with delzctable ac- mg rnicrosoma~ 
Tissue samples activity livi ty protein) 

Normal 12 O 
Oenign 22 7 1.7 I 0.4' 0.5-5.2 

tumor 
Malignant 2 1 10 1 1.9 ;t 5.5O 0.5-57.7 

tumor 
id Mean -t S.E. 
O Not significantly diflerent Iran the acliviîy in benign lumors. 

(HOFFMAN, 1979) 

Tableau V I  

atid ulrtorrnal lturridcri L~.eus{ tiss~trs 

NO. CO M T acti v i t y  
Tissue samplcs (mean S.E.M.) 

Normal brcast 32 344 f 83 
Bcnign tumor 18 570- 155* 
Carcinoma 13 555' 132' 

(Grade 1) 
Carcinoma 32 1538 f: 328 

(Cradc II) 
Carcinoma 33 i716t_430 

(Grade I I  1) 

COMT aciiviîy is exprcssed as pmolc O!' radioactive 
inciancplirinç Iormed per ?O min pcr mg ol'cytosol protciii. 
'Nol significantly difiirent (P ~0.02-Si i~dci i i ' s  I - icsi)  
cornparcd witli normal breast. 

(r\ssrcoar, 1977)  



sont aussi des précurseurs des oestrogènes dans les tumeurs (MAYNARD, 

1977). En conséquence, il résulte de ces processus une concentration accrue 

d'oestradiol e t  d'oestrone dans les t issus cancéreux pa r  rappor t  a u  t issu 

normal (VAN LANDEGtiEhl, 1985 ; hlc NEILL, 1986). Les taux d'oestradiol 

formés étant  p lus  importants dans les tumeurs contenant des récepteurs 

d'oestrogènes que dans celles n'en possédant pas (FISHhIAN, 1977 ; ABUL- 

HAJJ, 1979b ; EDERY, 1981 ; TUORSEN, 1982). 

L'inter-conversion oestradiol-oes t rone est catalysée p a r  la 17-bêta- 

hydroxystérolde déhydrogénase (17-bêta HSD). Des résultats discordants 

sont rapportés dans la l i t térature,  mais la majorité des t ravaux montrent 

que  l 'oxydation de l'oestradiol en oestrone est  p lus  importante dans le  sein 

normal que dans le sein cancéreux (POLLOVJ, 1977 ; JAhlES, 1986) e t  que 

dans cette dern ière  catégorie l 'act ivi té enzymatique est significativement 

plus élevée dans les tumeurs posit ives en récepteurs de l 'oestradiol que 

dans les tumeurs négatives (PRUDHOMME, 1984 ; FOURNIER, 1985 ; VER- 

MEULEN, 1986). 

La 2-hydrox ylase, responsable de  la transformation des oestrogénes en 

catécholoestrogènes, a été détectée dans 48 % des tumeurs du sein e t  dans 

32 % des tumeurs bénignes, les taux étant  t rès  significativement p lus élevés 

dans les tumeurs malignes. Les tissus de  sein normaux ne possèdent par  

cont re  pas de 2-hydroxylase (HOFFMAN, 1979) (Tableau V) . 

L'enzyme qui inact ive les catécholoestrogènes, la COMT, est  elle aussi 

présente à des taux p lus  élevés dans les cytosols de cancers du sein que 

dans ceux des tumeurs bénignes ou  de  sein normal (ASSICOT, 1977). 11 

n'existe pas de  dif férence s igni f icat ive ent re  les taux de COMT mesurés 

dans le sein normal e t  les tumeurs bénignes. L'act ivi té de la COhilT a été 



étudiée dans di f férents groupes de carcinomes classés selon leur grade 

li istologique en ut i l isant  le  système de gradation de BLOOAl (1957). Dans les  

tumeurs les p lus  diffkt-enciées de grade 1, I 'act ivi  té n'est pas signif icat i-  

vement d i f férente  de  celle mesurée dans le sein normal, tandis qu'elle est 

significativement p lus  élevée dans les tumeurs de  grades II e t  III les p lus  

indifférenciées (Tableau VI )  . Aucune relation n'a été mise e n  évidence ent re  

l 'act ivi té de la COMT e t  ta présence de récepteurs, liée, elle aussi, à la 

dif férenciat ion de la tumeur. L'activité de la COMT est également détectable 

dans la f ract ion microsomiale des cellules. 

De ces données de la l i t térature,  on peut  conclure qu'une accumulation 

locale de catécholoestrogènes est possible dans les cancers du sein. Nous 

avons donc ent repr is  une étude de la f ixat ion de 2OH-El dans les tumeurs 

du sein e t  dans les cellules issues de carcinome mammaire. Une par t ie  de  

l 'étude fa i t  l 'objet de l 'art icle III. 



8 - LIAISON DES CATECHOLOESTROGENES DANS LES CANCERS DU SEIN 

a) Sites de  liaison cytosoliques 

Nous avons montré que  les tumeurs du sein f ixaient 2OH-El d'une 

manière spécifique. C'est à not re  connaissance, la première fois qu'une 

f ixat ion de catécholoestrogènes a été mise en évidence dans un t i s su  hu- 

main. II y a compétition des catécholoestrogènes avec les oestrogènes pour 

les sites de liaison des récepteurs cytosoliques de l'oestradiol. Dans une 

même série de  tumeurs, nous avons constaté que l 'affinité de  20H-El pour  

les sites cytosoliques (KD = 0.54 - + 0.10 nM) n'était pas beaucoup plus 

faible que celle de  l'oestradiol ( K  = 0.15 + 0.13). D - 
Cependant, ce récepteur ne semble pas ê t re  le seul s i te de  f ixa t ion des 

ca técholoestrogènes dans le cytosol : 

. après saturat ion des s i  tes récepteurs de l 'oestradiol par  u n e  concentrat ion 

saturante ( 1 0 - ~  M) d'oestradiol froid, il est encore possible de  f i xe r  

spécifiquement la 20H-El su r  des sites cytosoliques (Tableaux 5 e t  

6, ar t ic le  I I I ) .  

. dans une série de 62 tumeurs du sein, nous avons estimé parallèlement la 

fixation de  l'oestradiol, de  I'oestriol e t  du 20H-El dans les cytosols. Les 

résultats f i gu ren t  s u r  le  tableau VII .  

Tableau V I  l - Corrélat ion en t re  les capacités de f ixa t ion 

(fmol /mg protéines) de d i f férents  stéroïdes dans le cytosol 

Paramètres comparés N b  de couples Coefficient 
de  Spearman 

2-OH E l  e t  E2 (menopause) 39 O, 13 P>O, 1 
2 OH E l  e t  E2 (act. gbnitale) 23 O, 33 p>o, 1 



La f ixat ion de I'oestriol, oestrogène agoniste de faible act ivi té, est 

parfaitement corrélée à celle de  l'oestradiol, tandis qu'il n ' y  a pas de  cor- 

rélat ion ent re  la  f ixat ion de la 2-hydroxyoestrone e t  celle de  l'oestradiol. 

Une étude de  la spécificitk de l iaison de E2 e t  20H-El aux sites récep- 

teurs cytosoliques met en évidence des dif férences ent re  les deux ligands 

(Tableau 3, ar t ic le I I I )  : tandis que  les catécholoestrogènes (20H-El, 

20H-E2, 4 0 H - E l ,  4OW-E2) sont de bons compétiteurs de la liaison de  E2, 

les oestrogènes (El,  E2, E3, DES) semblent ê t re  p a r  contre des compéti- 

teurs faibles de la liaison d e  20H-El. Ces constatations fournissent une 

indication supplémentaire à l'existence de  sites de  l iaison de 20H-El indé- 

pendants du récepteur de l'oestradiol. 

Nous avons vér i f ié que cet te l iaison supplémentaire étai t  sans relat ion 

avec un si te enzymatique comme celui de la COMT, puisque aucune relat ion 

en t re  l iaison de 20H-El e t  l 'act ivi té enzymatique n'a pu ê t re  montrée (Ta- 

bleau 7, ar t ic le lil). 

La dissociation des complexes récepteurs-20H-El est t rès  rapide. Les 

constantes de  vitesse de  dissociation mesurées dans le  cancer du sein k-l = 

3.30 h-' à 4O (F igure 2. ar t ic le  II 1) sont du même o r d r e  que  celles trouvées 

au niveau de  i 'u térus de ra te  pa r  BARNEA (1984). 

b) Sites de  liaison non cytosoliques 

Après fractionnement subcellulaire, nous avons montré que 20H-El se 

f ixa i t  s u r  des sites microsorniaux spécifiques avec une  bonne aff ini té ( K D  = 

3,36 + - 1,32 nM), e t  une capacitS de  O à 320 fmlmg protéines. 

Dans cet te même fract ion microsomiale, nous n'avons pas observé de sites de 

f ixat ion de  l'oestradiol. 

20H-€1 est aussi capable de se l i e r  à la f rac t ion membranaire avec 

cependant une af f in i té  p lus faible ( K d  = 10,6 - + 2 ,8 ) .  



ARTICLE III 



CATECHOLESTRCTcEN BINDING SITES IN 
BREAST CANCER 

BatüiTfii VMJP~W&~& Jën~-Pniuib~ë ~ Y W A T ,  JAWIB ~~~HYNETI'~RE ünd JEAN LEFEBVRE 
, Laboratoire d'Endocrinolo@e Expérimentale, Centre & Lu~te Contre le Cancer du Nord de Lu France, 

Ruc F. Combemük-BP -107. !%Wü Lille CLdex. Fruwe 

(Rpreiwd IO Oezukrr 1.W) 

1 !&mawy-The biading of 2-hydtoxyestrune (SOH E,), ;i c~tacholestropn whnih is the main end produci 
of Uw 2-hybroxylatlon of estroSljl,(ww investigated in breast cancers. 20H E,-spccifu: bindinp were 
found in the cyiosoi (4 = 0.54 f 0.10 nM) ami in the endopiasmic reticulum (K,, = 3.36 f 1.32 nM). The 
dispociation rate constants of compkxw k t w c t n  t3Hj2OH El and cytosol or membrant ûhding sites werc 
3.30 h-' Pnd 8.30 h- ' ri?$#eciivctg.. Qiulr&&irc a ~ l y s i s  df (WpOM E, 
a &fdAc ùMns  roinponcnt wSih o Mal. wt of 3W.W aollons. Specifi-ty 
s6ncstrogcn9C honnom wen unobie to compete with 20H E, for its binding Ji- whcreas triph- 

lations at either the C2 or C, (catecholestrogen; CE) 
or 16a positions (estriol, and I&-hydroxy- Reagenfs and 
estrone) [Il. The CE, and especially 2-hydroxy substi- 17p-[2,4, 
Luted esfrogens, are now thought to be the main mmol; 16a 
metabdites of endogenous estrogens 121. The enzyme 2-16.7-'H]hydro 
system catalyzing their synthesis is a cytochrome mmol; ade 
P450dependerit monooitygenase which is mainly 59.8 nlCi/mmol were purchased from New England ;." "IVf . '" 9 
localized in the microsomal fraction of the liver This Nuclear (Boston. Mars.). Cortisol, dihydrotestoî~~~~&&#&j 
enzyme is a b  found in numerous estrogen-sensitive terone. progestcrone, estradiol. estrone. 2-hydroxy $:$$:$;- " 

mammalian tissues [3,4], and especially in boih estrone (20H E, ), Chydroxyestrone (40H E, ).#:@& ;&, 
"$2. 

benign and malignant mammary tumors, but not in 2 hydroxyestradiol (20H E2), 4 hydroxyestradiol +, 
normal breast tissue[q. In  vivo hydroxylation of (40H E?), estriol (E,), diethylstilbcstrol (DES), If  "" 
estradiol at C2 exceeds that at C, 16.7) and thererore epiestriol were [rom Sterüloids Inc. (Pawling, N.J.). 
the biological contribution of the 4hydroxycstrogcns Tamoxilén 1-(4-(2-dimethylaminocthoxy)phenyl)l,2. 
may be quite limiteci. Catahol-o-methyltransferase diphenyibut-1-ene) (Tani) and 4 hydroxytamoxifen 
(COMT), the enzyme catabotizing the CE, is also (40H Tam) were kindly supplied by ICI Phanna- 
deLwcd in bieast tissues and has been found to be ceuticals (Macclesfield, England). The steroids wer 
si~ifscantly more concentrated in the cytosol of kept in ethanolic solution except for CE which 
maligmnt Uimor &h Lhan in the cytosol of knign susceptible to autooxidative decom~osition and w 
tumor oells or normal tissue celh(S]. Thw, the lherefore diluted in methanol-acetic acid (98. 
enzymes respansible for synthesis and merabolism of containing 0.38% wjv ascorbic acid, th& puri 
CE are present in some h a s t  t u m r  specimens, was checked by isocratic high performance li 
suggcsiing that in such tissues these metabolites chromatography[lO]. The fitandard protein 
may be for& in u h .  FurrErrrmre, some synthetic brition kit was purch& from Pharmacia (Up 
estrqpos, including 17a ethinyl estradiol and diethyl- Sweden). Adrenaline and noradrenaline were pur 
lilbestrol, can k: betabolued by these enzymes [9] so chascd from Sigma Chemical Company (St Louis, 
rhat CE kwls ma9 increase when these dru* are MO, U.S.A.). 
adpinistered u*r ,phanilacological copditions. The buffcrs used were buffer A: Tris-HCI 0.02 M, 

In the present sludy, w dwpwrake in bumiin EeTA 3mM, @TT I mM, Na#, 0.01%, pH 7.4; 
Wt cancer the interaction between buffer B consistirkg of tki&rfA with 0.015% w/v 
2-byd~oxyestrone and eqrogejs reoeptors of a mag- a m b i c  acid and b d e r  C; 0.25 M s m ,  5 mM 
nitride which wuld k bia@ypdly relevant, More- Tris-Ha. 0.5 nskl , S mit4 mcpcaptoetbnol, 
owr, Our results pravide aclpitiosial evidence for the pH 7.4. 



' ~ l l  ruerose solutions weic mnûe up in 5mM 2ûû-fold ex- of the aquivabnt nanfabelea stcroib. 
Ttir-Ha, pH 7.4; rhe &ucfoge conccntratioiu in Curfiwl am4 DHT(2.10-' M eaEh) wwe added to the 
percent wen i m d  on the toiril wcight of the final labclod sobatior-rp in otdei to gnvent s m i d  binding 
solution. : P t  t : , . ~ f ~ t , ~ j i : * i  *? ; %.ad ad<lroygen and du- 

chq  ; )>.P,? > : 
T i  prwy1dag and ce11 f r o c l ~ t i ~ u ~ ~  

,qw@lpW y$@ At&- c I . " ' * . A . - .  &&#y$ ii .s , tE '  

S. T ~ v ,  Y?!! P. ewra$w>: ~w:+ ,+~  u*Lf ~~1 meaOuWj : 01SC vi(*@Jb.>~ izi , r, 5 , ,,, . 
mitted for histologiwl studies and thc o t k r  wars ~ t a n - c o i i f d  ~.hwcoaI @CC) awys 1131. In- 
frozen and storcd in îiquid nitrogen untit- coacentraiions of ['HIE, (0.25 to 10 nM final 

-bra& f-&'vfima br W-&SS)~~US WTQZRQ wtisbl (îptO M) in - 
m i e r w l  portion of t b  tkr&-hom+,'&. bUnMB! Tht4WbrPfRiaJ: ~ W ' c i i M  '&t in dupli- 
vol- of h l d  c were &ded lo the ate a l  4°C for I h. Nonspecific binding was ac- 
pu lveda  fisue. Homogen~tion was cartied out counted for by prepring the s%me incubation se* 

uripb 8, m. harpe-, a d  wib the additiw, gfa Mfl exas of nonluibeled 

war - tJm* six i o y w  gaulrtulrt : , ' ? 

Preparation of nuckar and cytosolîc fractions and' ' 

gradiint separatiorr of membranes: 
Aftcr œntrifUgoit~& '&'ttfç filtrate at lOOOg for ' ' ne ~ a t i o r r s  ;sus- 

10 min, the ptlkt, which co&s&d ip.ainly af.nwle# ' *-*- 8 (*?=- I a were 
h undccqiitation. Hormone 

&un3 :homhonaii [t#. THt d ' v k r k ? '  ex- 
ig,wj/mgpraiem, l ' t h 1  I V . t  : 

r # 

. i l l 7 . i  a * , , ,  I ., I 

s r t  . ~ I t a ! $ k  iiudies , #  I .  i 



Estradio1 metabolite 

Hi& perf8rtnunce liquid riirornutogruphy (HPLC) Gradient separalion of the posr-nuclear extracl pl- 
otwld~~k let. The membrane frirciion (P,] wpls o thick band of 

HPLC analys~s wiro. p & r d  on si= exdasion white malerial ap-ilring belwwp the 37 and 41% 

column at 4' C. 200pl o f c y w l  wen incubatod with suerrose (d = 1.16) whiCh ww Simahr to plasma mem- 

lOO p 1 13H]steroid. with or wilhout a 200-foM excess brone Np The membrane frwion P, bading at the 

of the unlabeled counterpaitl, to giw a fina1 M m -  interfaoe between 45 and 1% suer& (d = 1.20) 

tration of 5 nM. lncubatcs were injected into a Pro- contains, according to cnzyin%;tic estimation, the bulk 

tein Pak U)O SW /300 7.5 mm) Rtted wilh of the membranes derived h m  the endopliismic 

a 22mm pre-column (Waters SA, Paris, France) rL"iculum. 

using a model U6K univers1 liquid chromatography 
injcctor (Waters), Proteins were duîed wiih buîïer B w s ~ i a t i o n  

contiiining IO mM sodium molybdate at a rate of Th tlnie course of awxiation of [)HUOH E, to 
1 ml per min and e c h  f d o a  was callscted for 3û S. biding sites in breast cancer ki shown in Fig. 1. In 

the cytosol. the 20H E, bihding was maximal after 
Other artdyiicd =th& incubation for 1 h; then the values dropped. pre- 

Enzyme assays: S'Nucleotidase (plasma membrane sumably in relation to an autosxidative decom- 
6-phosphaiase (microsome position. In the membrane fraction, the binding of 
measured according to the 20H E, rctached 9 m 
nd Tousteifl 11. Glucose-6- and the bindiog ma 

phosphate dehydrogenase (cell cytoplasm marker) 24h. No binding 
activiry was determined as desrrjbed by Cohen and membrane fractions. 
Rosenmeyer[l6]. COMT activfty was estimated at pH 
7.8 in the cytosol acçording to Assicot et ai.[8] and at Sarururian analyses 

solic binding sites which was in the same order of 
Protein p on cent rations were determined by the as thosc of parent compounds. Among 811 

method of Lowry[l8]. 'H-Stcroids werc counted US- the kdctions studied, the ones which 
ing a Beckman LS 6800 liquid scintillation SPec* spe&ficrilly bound this CE, were NI and P2 (plasma 
trollleter with 30-5076 counting eficiency. Al1 C ~ ~ C U -  membranes), N, (nuclei) and p, (endopbdsmic =ticu- 
lations wem carried out using a CBM model 8096 lum). The K, values were genemlly in the 
Commodore rnicrocomputer. 

iiienr separativn of the plusmu membranes jiom 
nuclear fraction. The plasma membrane iayer 

appeared at the interface between 37 and 41% su- 
crose (N,, d = 1.16) in the form of a thin compact none of these cases could spcific 20H E, or E2 
sheet. The materials banding at the interface between binding be demonstrated either in the cytosol or in 

Fr- Pa + N2: 
1 vm t A )  pkrnrv tno~tbraoar - NU 10.6 + 2s ' ' ! I I  

~ u ~ t p t w n  unaiysni 6 p~I&&ed in & b n i  frac&& d Fi& 1:'ftiding of 3 H ~ o i i l  'iI> ~~OILOI  f-) ad 1 l t ~ ~ 1 -  - tisue uuiwçEcwuod apsrw h n e  (---) W o n s  as a function of ti*. Binding siles 
mws~q@ qt 4% usinfi 5 nM W-sterdd a daaibal in ~ ~ ~ ~ ~ @ u  =+, 

the Ëxperimenol Icction. Values LW Wn, CO* for f SD 5 
mmqredfic biding. ,, +NB: m bindiny. 

,; * .:" 
+ -~-:4i2;q,&>$$>'$ 
r s  - 4 - i  .., , 4 4c7, 



. B~!I'F Vrnqwq:~E < ., ey l . ,  

' i  5 1 %  

E2 binding could be observeâ in the cytovol bd~t ü the two triliaicd componcnts. Because they werc 
l g h t  swfic 20H E, binding in the endûpltuthic dresent in the bufTer, DHT and cortisbl had not b e n  
reticulum (5-22 fmol/mg pkootcin n = 7). amyed as comgetitors for ['H]X)H E,' binding. It is 

in human mamrnary turno&, th ranges of ~pedfic nottworthy thvi CE competed almost co the same 
binding in 52 tumors assayed were 0-285 fmdfmg extent as E* aiid DES for fH]E, binding sites, but El, 
protein in the cytosol and 0-320 fmot/mg protein in E,. E,' DES w e e  wedk comptiiors for ['H)2OH El 
the endoplasmk reticulum. Repmentative binding M&ing si&, and swprhingly Wo triphenybthylene 
of 2OH El to breast tumor frtwtiians are specified in derivatives wted (Tarn arid cspbclalty 4 û H  Tarn) 
Tabk 2. Th data show that the percenages of were efficient cornpetitors for these sites. 

bindw were dm hi& and repre~ented In orûer to fsdus on possibie CE-specitk binding 
49 f 17% (mean f SD, B = 52) of total bindings. sites in the cytosok, bindirvg assays wert perfonned 
Th specifiçity of ['H)estroen Bindings to cytpsolic using 5 nM I3Hf20H E, af'ter pre-incubation for 3 h 

mimi by meitsuring th ability at 4°C with 2,10cb:M E, to w u m e  mtragen receptor 
and eompounds haviqg a dihy- sites. The results are shown im Tatde 5. The CE w r s  

@ a&'-- still abk to bind to cy- sites rrçter~~batioa 
te for binding wiSh ('MIE2 or 
shows that nonestrogcnic hor- 

mones swh as proasterone prewnt in a 2mfold Tübk 4 Spwiikiiy of cüirchokulrugen bindtng ut- in the P4 

mohr excess did no€ m a r W y  inhibit the binding of membrane Cruclion (cndopbmic reikulum) 

Y* Of inhitntion of ~ p m i i c  'H-steroid bindiJn.g* - --. - - -- . . - . - 

TaMc 3. Spoclflcity of cyioeoliç cstrogen and cytaolk estrogen 
maabolite binding uia 

K Of inhibition of 'H-steroid tnding* - - -- - --- - - .- -- - - - - - 
:ompciilor concentraimn 
(MO-~OW nw>lrr ex-) {'HIE> k4HPOH Et 

Ei Y(I 35.7 40H T m  

E2 BOS 33.3 
E3 YY I 21.4 

Norirrbtitlinc k %$ 25.3 * 13.2 

DES 27.4 ~oin&tition -of r 20~f%d c k s  of unlrbekd &mpounds for 
ml Ei &O binding of 5 nM VHWH E, on membrane binduig sites. !& tbc 
20H E, 91.8 79.5 Expailarnïd d o n  for iiacubuition çonûitions. Resulis am 
a E, 71.7 82. l cnpreb4 us pxlwtalp: tJ' tnbtbit~~n 4 rpe~if*: 'H-sterd 
a Ei 93.4 87.4 bidry. 
WH b 95 85.5 *Mean & SD of 5 ocpmte upcrimcnu. 

zzzz 6.2 0.47 
93.2 87.4 

D l h y d ~ o w  16.1 Tabk S. Cyi0y0k wt-r-n bidiny si- 

caticoi 5.6 ~ . O r ~ i m o o u p a i f w : h i ~ * ~ & & ~  * 
 TU^ 91.1 7Û.6 *II.-- ...--- -- . '- 

')t-rteroidr rrsvyed 

I r m x E t  
T7 f 19.8. 

t3W ' 
11.5 t 7.8 

Cylord WIU ineubled *i CC for 3h wirh 2.10 'M uidribskd E, 
bdorr~awws OTmmMc ~~MIw Jn!$.ofqtmv$t~ 
' H m .  lac Expdmatvl r o ~ ~ o n  Car incubuicon condv 
W. &i@#r ((FQ apIcvrrJ ru ihe pmwiiqc ol the rrmvining hp&WS+' 81 Py.*I: . i  *Mm", " f k ' d o r s  . a  q . a w  , 

* L " I 
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Estradiol metabotite bintfing 

t~ I r  

SpnlSr b d n g  (fid/ktl c y ~ d u ~ i )  
1 j l  

wnncf f ambel II ' 
l'Hm Er 

Wiihour(APinco#r(ioR SYû & L .  
with Zia ' kl 8$ 5 1+ 

Wiik &brciao gl,, , ?.2 
wkh 2.tV' M B2 L t. ' ic, 

Cytard w incrbPwl iop$her mih 5nM iuni. f AM ' ' 

['Hm 6,. Spcciffc binûi- of eacb u(md vwe <lennni& 
: 8 wtihur wctbui pr$-tsçubiruci wgb 1.1U " M Li>. C'orrru'i d u \ l ~  

ment M the sounihg &an& was u;i ûticr rtrtrnntnuiion of ibc LE 
-#y spedni aC MM-lb rnJ lhdum. Ctwinnd 1- idrum bf 
(IOWU 0, uppr linit~ 3 s  U&, Cb& lk idne-S2S 4hwcr 
iimit 390, upper W i t  ,600 U). By d y ~ u n i c  #djuSLiMM 4 ck 
ChVRsds rbr urrb rpmpks, the spi# ovcr of iodinc-125 in Ihc 

A 

tritium chvRacl was prrwnud. Mwcovcr, '40 an auto- * ' 
ma& q ~ ç h  c o a i ~ r i o n  the '2'l-count~ mnnind, , 
fairly W. T m  ( mtni 

i 

a' big. 2. Rate of dissociation of complexes between 'H (CE) 
and brerst cancer cytosol or membrane binding sites. Cyb  

sU$gesting that other CE binding might SOI and membrane were labeled by incubation with ('HJ2OH 
El, al 4°C prior to dissociation experiments carricd out on simila' type of was prfonned the diluted materials. See the Experimental section for the 

dini3 the two tracers simultaneousl~, 5nM specific conditions. 
OH El plus 5 nM [IBl]E2, in the incubation centage of bound radioactivity 
um af&r pre-incubation with 2.10-6 M E2. Only - ['H]2OH Et 

races of specific E, binding was found in contrast to 
ific 20H El binding which was still significant 

titive effects of the main compedtors on Dissocjution 
El binding in the endoplasmic reticulum are Figure shows thal in the cytosol awrox 50% of 

ble 4. E2 was t0 for CE bound pH)2OH El had dissociated from cytosolic 
binding sites in this membrane fraction, however, as sites within min. the P4 membrane Raction, the 
in the c~tosol, triphenylethylene derlvativc 40H Tarn dissoc~al~on was mon. rapid was nearly complete 
was an efficient competitor for these CE binding sites. sner min. The dissociation constants were 

In the two competition experiments, in the soluble 3.30 h- and 8,30 h- 1 respectively. 
as well as in the membrane frictions. compounds 
having dihydroxyphenolic moiety were potent in- 

Qualituti~~e unulysis of cytosolic complexes tors for CE binding sites, and inhibition was more 
ificanî in the membrane fraction. k a u s e  of the rapid dissociation of the CE 
O investigate the possibility of ['HJ~OH El bind- plexes. the experiments were carried out withi 

catechol-binding proteins such as COMT, shortest time possible i.e. 15min. The 
tic activities were assayed in breast tumor matographic (HPLC) studies of ÇE wmpkxes re- 
or endoplasmic reticulum. A sieificant vealed one specific high-molecular weight com- 
ctivity was demonstraled'in al1 amples, and ponent, eluting just after the void volume. A mol. wt 
riatians were obsewed among the îumors around 330,000 Daltons was cakulated by the 

(Table 7). Besides, f3H]20H El binding was estimated method of Siegel and Mont~[lg], [bis CE complex is 
in the same sampies: n6 specific binding was found in apparently analogous 10 the 8-9 S fonn observed 
21 out of ttre JS (55%j cytosol a d  in 4 oui of the 20 with E2 c o m p h  u&ng sucrose gmdient m h o d  
(20%) endoplasmic reticuium fractiow assa@. (Fig. 38). The preparation exhibited moreover a Iar* 
Therefore, whatever the fractions studied, no cor- peak of. unbound ligand in fractions from 24 on. 
relation was noted between COMT activity and 2QH When cytosol was p~inçubated with 2. Io-' hd 
El binding. EL before incubation with ['HpOH El, the specik 

T a M c  7. ~ ~ l a i i 0 ~  krwcm COMT ac~ivity and 2 0 H  El b;nding in brrvpt tumor frotjtioar 

No. of  CUMT m'vity* f'v E, bi&& C m  oi 
' ï i i f n r ( s 0 p  wnw~ Y 6-1 t r e n d  cwdptuin 

c r d  3% E 6 1 3 8  r * O. IQS, NS$ 
Esdoplu- rstuu~um 20 9 1-33? *la r -o.I%.M 

- .  WOMT ~ctivaiy r cxpwa%l ar pmok af radbdvc 2-meihongcrtronc f o d  ar aOlbin w mil 
P.< - pmlem. 

n ' H F  E, Mnûw ir exprawl  ur fmoi p r  ay proiein. 



In h s t  cancer. rBe pmen& ,nl dattiw spallic 
20H 4- . W ~ n g  sim. Their didation 
rate (3.33 h- ' 1  y+ v«y qpid as has been shown for 

1 CE binding'in the otenis@2].. , m i r  dissociation 
constants (O.% k &IO nM) w r e  wiihir, ah aioiiae 
order of magnitude of those nported in the qt&l ' 

of rat hypothalamus f24,25]. 20H E, was f o d  i o k  
a cqpxiwr f a  E, cyto9oIk rqxptbp a d ,  
conve~iy4. E& was a weak. cornpetitor fot 20H E, 
binding dsitts in comparipen wltH SnE ,and, eveo piYh 
the tri*b defsiatiw: 4 W Tana, ; t i  the nucleus, 

ttated t L t  CE wetefpatcnr 

ln ttrt mmbranc fractioiis, tue d m m t r a t t  CE' 
binding sites which cannot be accounted for by 
cylosdic contamination since cytoplasmic enzymalic 
market was absent in these fracijons. 20H E, specific 
bidingtl w%s &uncl in P4 iriembrane Fraction which 
wrespdnds to the endob1,lasmic reticulum; the, K, 
d u e s  (K, = 3.3dL6'f 1-32 nM) were in a simdar range 
to that uswlly observed with hormone receptors and 

5 IO 10 20 25 the disdat ion rate \vas v«y fast (8.30 h- ' ). More- 
F,oction M ~ D N  ( O  47m1)  over, &ttléstro&ns and camhuîarnines but not es- 

Fig. 3. HPLC analyses of cytosdic 2 0 H  El and & binding trogens wcre pompetitors for these C% binding sites. 
components. Analyses were carried out with the same The fractions P2 + Nz, corres~nding to the plasma 
cytosol on Protein Pak 300 column using buffer B vius mmbritna. were not considewd further in sub- 
IO mM sod~um molybdate as eluant ai-a flow-rülc of sequent studia of tbir  high Kd value. 
i ml/min. Sct ~ h c  Eiipcrimeniai section for the specifid ~b bhhernical -hadm by which CE conditions. a-. total binding, 0-0 non swfic 
binding. a, 2 0 ~  E, bindiRg mmponent; b, El binding exert their eaecls is not fully undemood. ~ o s t  of'the 
componeni after saturation with 2.i0-6 M coid Ei, c. E, data suggmts thsr. 

.% , , , -&'MW ai 
trt~~slocâted to the nucIdus'[fij. 

Depending on the system studîcd, their biological 
was reduced but aCJjvities have been shown / bé estrogenic, 

nonestrogehic and cven antiestro~enic. Kirchhoff et 
E2 W W ~  Was M ~ I Y ~  under the Same condi- d have pro- (291 thit the anties1~0g~bi.i~ pmpr- 

tions. Virtually al1 the specific binding was cxhibited tjes of th ZQH mrogens were the wuit.ofa hi&ly 
by high molecular weight species (mol. wt 330,000 &M i&&ic activity of nuclear'cstroen m p  @! 

altons). Lower mokcular-weigtrt pnecies were rarely tom compkx& ~ i t h  CE, ~ h e  s@k mtiatrofinic 
? +  
31yJ 

tien p i m i e s  ofdihydroxyou&@ul& steroids have b n  an, 
studied by Sfhneider ri d13$31]. Tiry &mop & ' 
dmted that a diif1 of the hydpxy groi&,fiqm'ihe 
para ~~s i t i o .  10 the mcta poutjon, in PE9. b$ 'O p . 
minpouad 9 t h  aritiuterqtropic aqd w q ~ y  t y p r  

,'the inhibitiftg propen*m. Recctïtly, in the hunuifi breast 
. We' &r dil line ~&:7,' 2 6 ~  8, added'p cultyt . 

n t  inmti@kl the lpeo*ity d M i n &  n d r e -  iadium' hi b a h  show6 .fd suppks< ,ty&6r 8$ g!h:d. 

ported na %3H &, biirdîd$ in nOMI)tro#& t a d i  j i ro l i fd th  bat6 under ciintrol knd'cstradioi .di&- 
tissues (psaW%t&, 'testh), a&er in the cytosol or ih the laiory conditions [32]. 
endoplamie retic:ulum. In the cytosol of normal ln addition to a binding to cytosolic estradio1 
breast ctissue, we were ükewk u n a k  10 demonstrate receptors, the preoent results demonstrate that CE 
any 20H El binding os well as m, E2 biging assgyod , + u l d , f r e f o ~ ~  wilk kqdinef es that wcn: 
as a com~ppnJoa. Tffi ah& ' m p r k l  distinct fnmittre-esmgen mxptorS. It &th be a r g d  
0 t h ~  lB.2ll -y bc '*y W the i(fatiV@, hi%l t h t ) &  bindivg may bc r r ( s ~  )o n>mc n t m t  to the 
concentration of d e  r d  oo--- j;lOMT'yrFneh is ptc~ent in b k k i  tissuelkl], 
as well as the amparatiMy ksW swmtier OS *&al CE are known to ,,k gou>a suirstrates for 
œlis in t h  spacimtp.:,îa dra w p b m i c  mf@~ GPMT , d b  &nitI a m u n t s  <i.t: Km 20H 
Lum. hcwewr. wt  mabumû a Ji&! 20H 8, bi - 3 3  p M) whph arc the icriib d t h !  rcgortad for 
and no E, IPindiq. t61:h&1i&s C1.e. Km "&t&h~m- 100 cc M) 
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CATECi-1OLOESTROGEIJES ET LIGNEES CELLULAIRES MAMMAIRES 

Nous avons entrepr is une étude de la caractérisat ion des sites de  

f ixat ion des catécholoestrogènes aux microsomes de  cellules cancéreuses 

mammaires. Af in  d'uniformiser les résultats, les expériences on t  été effec- 

tuées sur  des cellules en cul ture.  Chaque expérience a été fa i te à p a r t i r  de 

cellules qui on t  été homogénéisées e t  fractionnées selon le protocole décr i t  

dans l 'art icle III. 

a) Act iv i tés enzymatiques 

Nous avons vér i f ié  que  les lignées issues de carcinome mammaire possé- 

daient les enzymes nécessaires à la formation et  la dégradation des catécholL 

oestrogènes. Le dosage de  la COMT dans les microsomes a été effectué selon 

INSCOE (1965) a u  pH  optimum 7. La S-adénosylméthionine marquée au  

carbone 14 est le  donneur de  méthyle e t  le substrat  2OH-El. Après réac- 

tion, les dér ivés méthylés formés sont ex t ra i ts  p a r  l'acétate d'éthyle e t  

comptés. 

Le dosage de  la 2-hydroxytase a été réalisé selon PAUL (1977a) pa r  

une réaction en  deux étapes : la transformation de E l  en catécholaestro- 

gènes est réalisée dans un premier temps en présence de  NADPH p a r  les 

hydroxyfases endogènes, une  transformation secondaire en dér ivés méth ylés 

a l ieu en présence de COMT e t  de S-adénosylméthionine marquée. Les 

dér ivés méthytés sont ensuite ex t ra i ts  e t  comptés de  la même façon que  

précédemment. Les résultats f igurent  s u r  le  tableau V I  I 1. 



Tableau VI  Il 

lignée Act iv i té 2-hydroxylase Act iv i té COMT 
(prnoles de méthoxyoestrone 

formél20min /mg protéines) 

Toutes les lignées, même celles qui ne  contiennent pas de récepteurs 

stéroidiens comme la l ignée MDA-MB-231 e t  la l ignée BT-20, ajoutée à t i t r e  

de  comparaison, possèdent les enzymes capables de synthét iser e t  métabo- 

l i ser  les oestrogènes. La l ignée HBL-100, considérée comme sensiblement 

normale, contient des taux t rès  faibles d'enzymes. 

b) Caractérisation des sites de liaison de  20H-El dans les microsomes 

Nous avons étudié la l iaison de 20H-El dans 2 lignées hormonosensibles 

MCF-7, VHB-1 e t  une  lignée horrnono-insensible MDA-MB-231. Toutes les 

t ro is  sont capables de l i e r  spécifiquement 20H-El s u r  les miccosomes, la 

capacité de  f ixat ion est cependant p lus  faible dans la l ignée oestrogéno- 

insensible (Tableau lx). 

Tableau IX  - Capacité de  f ixa t ion moyenne 

de  20H-El dans di f férentes l ignées épithéliales mammaires 

* 
Lignée fmol /mg de protéines Si tes /cellule 

* 
moyenne + écart t ype  (n=10) - 
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Figure 13 - Chromatographie haute performance (HPLC) d u  complpxe 20H-El - 

protéine solubilisé 
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Liaison non spécifique 0-0 
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II : Cc1 l i i l c l s  MCP-7 



La l iaison spécifique de 2 OH-El implique la mise en jeu de systèmes 

protéiques puisque les traitements par  des protéases (pronase ou t ryps ine  : 

400 pg /mg de protéines, 2 heures à 37O) l'abolissent à 70-75 90. Le traite- 

ment pa r  la ribonucléase (100 pg/mg de protéines) est pa r  contre sans effet 

su r  cet te l iaison qui, contrairement aux récepteurs cytosoliques est stable à 

la chaleur (37O pendant 150 minutes) ; une réduction de liaison es t  seule- 

ment notée à la sui te d'un chauffage à 50° pendant 2 heures. 

Nous avons solubilisé les complexes protéine-2OH-El pa r  un détergent 

non ionique, la digitonine, en ut i l isant  un rappor t  détergent- protéine de 

5:1, s d o n  la technique décr i te pa r  GRAHAM (1982) pour la solubil isation 

des récepteurs alpha-adrénergiques. Les complexes solubilisés conservent 

leu r  capacité de l i e r  20H-El d'une manière spécifique e t  le rendement est de  

l 'ordre de 40-60%. La constante de  dissociation apparente est de l 'o rdre  de 8 

.  IO-^ M. 

Le complexe a été analysé pa r  chromatographie haute performance 

d'exclusion de taiHe s u r  colonne Protein Pak Column 300 SW (Waters, Fran- 

ce) e t  les protéines on t  é té  éluées pa r  un tampon (Tris-HCI 0,15 M, EDTA 

3 mM, DTT 1 mM, PMSF lf4 M. p H  7) contenant 0.01 % digitonine. 

L'analyse chromatographique met en évidence un large pic de  poids 
s 

mol6culaire supérieur à 440 Kda inhibé p a r  I'addi t ion de 2-hydroxyoes t rone 

f r o i d  ( x  200 fois) (F igure 13). 

L'act ivi té COMT a été estimée dans l 'éluat de chromatographie, e l le  est 

détectable dans les fract ions 35 à 40 correspondant à un poids mol6culaire 

d 'environ 30 Kda. 



fraction number (asmi) 

Figure 1 4  - Gradient de sucrose ( 5 - 1 5  %) d u  complexe 2OH-El - 
protéine solubilisé 

(cellules VHB-1) 



Le complexe solubilisé a ensuite été analysé sur  gradient de  sucrose 

5-15 % et  u l t racentr i fugé à 27 000 tours/min pendant 24 heures, dans un 

rotor  Beckman SW-27. L'analyse montre un pic spécifique mal défini, p r inc i -  

palement docalisé ent re  11,3 S e t  19 S. La solubilisation effectuée n e  permet 

donc pas d'obtenir, en ce cas, une solution tout  à fai t  homogène. C'est 

cependant celle qui a été retenue, car les essais prat iqués avec le  CHAPS 

0,s % e t  le triton 1 8, se sont révélés négatifs : aucune liaison avec 20H-El 

ne pouvait ê t r e  observée ( f i gu re  14). 

C) Spécificité de  la l iaison de 20H-El au complexe solubilisé 

E n  p lus  des oestrogènes naturels, nous avons tes té dif férentes catégo- 

r ies de compétiteurs potentiels tels que les anti-oestrogènes du type  t r iphé- 

nyléthylène, les composés adrénergiques en raison de leur parenté s t ruc tu-  

rale avec les  catécholoestrogènes e t  les antihistaminiques puisque des t ra-  

vaux récents montrent que les sites de liaison des anti-oestrogènes pour-  

raient ê t re  des récepteurs "histamine 4ike" (BRANDES, 1984, 1984b, 1985). 

Tableau X - Spécificité des sites de liaison de ZOH-€1 

s u r  les microsornes de cellules V H B - 1  

Concentrat ion 
de  compéti teur 

(excès x 200) 

20H-El 
4OH-El 
Oestradiol 
Oestr iol  
Progestérone 
4OH- tamoxi fène 
Tamoxi fène 
H ydrox  yzine ( 1) 
Phényl toloxamine ( 1 ) 
Cimétidine (2)  
Ranit idine (2) 
Epinéphrine 

% d' inhibit ion de la3 
liaison spécifique de H 

(20H-El)  
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Les résultats montrent la spécificité de ta liaison des catécholestro- 

gènes: les oestrogènes parents n 'entrent  pas e n  compétition pour  ces sites. 

Les composés anti-oestrogèniques de type triphényléthylène, tamoxifène e t  

4-hydroxytamoxifène, sont des compétiteurs pour  ces sites de même que les 

anti-histaminiques de  type H l ,  e t  les composés à s t ruc ture  catéchol comme 

I'épinéphrine. 

Ces résultats rapportés p lus  haut  concernent principalement la l ignée 

VHB-1, choisie en raison de ses taux de liaison p lus  élevés, mais des 

résultats idendiques on t  été trouvés dans les deux autres l ignées étudiées. 

Les caractéristiclues de  f ixat ion de 20H-El e t  la spécificité de  sa 

liaison montrent p lusieurs po in ts  de  convergence avec les composés ant i -  

oestrogéniques. Un  b r e f  résumé des connaissances actuelles s u r  le mode d e  

f ixat ion e t  d'action des anti-oestrogènes est a insi  nécessaire à une meilleure 

interprétat ion des résultats. 

D - COMPARAISON AVEC LES SITES DE LIAISON DES ANTI-OESTROGENES 

Les anti-oestrogènes non stéro'idiens sont des p rodu i t s  de  synthèse 

dér ivant  du tr iphényiéthylène (F igure 15). 

II est largement démontré que les anti-oestrogènes inh ibent  compétiti- 

vement l ' interact ion des oestrogènes avec leurs récepteurs (SUTHERLAND e t  

JORDAN, 1981 ; SUTHERLAND e t  MURPHY, 1982 ; KATZENELLENBOGEN, 

1983 ; JORDAN, 1984). Le Tamoxifène est métabolisé "in vivo" en  de nom- 

breux dérivés. Deux métabolites, l e  4-hydroxy-tamoxifène e t  le N-des- 

méthyltamoxifène, sont part icul ièrement importants dans son action biolo- 

gique. Les d i f férents  dérivés du tr iphényléthylène et  l eu rs  métabolites on t  

une af f in i té variable dans la compétit ion pour  la liaison aux sites récepteurs 



de l'oestradiol. Aux doses thérapeutiques utilisées, qui  correspondent à 

environ 2 . 1 0 - ~  M, les concentrations plasmatiques et  tissulaires du tamo- 

xifène et de ses métabolites sont t rès élevées par  rapport  aux concen- 

trations physiologiques d'oestrogènes. Elles sont largement suffisantes pour 

inhiber totalement l'interaction des oestrogènes avec leur récepteur, surtout 

pour les métabolites hydroxylés du type 4-hydroxy-tamoxifène dont l 'affinité 

pour le récepteur des oestrogènes, sensiblement égale à celle de I'oestra- 

diol, est environ 300 fois plus élevée que celle du tarnoxifène et  d u  N-des- 

méthyltamoxifène. L'effet cellulaire induit par les anti-oestrogénes est très 

variable, depuis I'effet pseudo-oestrogénique, comme la synthèse d u  récep- 

teur  de la progestérone jusqu'à l 'effet anti-oestrogénique pur. La généra- 

lisation est di f f ic i le car I'effet varie suivant l'organe considéré, l'espèce et  

le degré de maturité de l ' individu. 

L'activité biologique réduite des complexes récepteurs-antioestrogènes 

(activité agoniste faible ou nulle) s'explique par  le fai t  que la fixation d'une 

anti-hormone sur  le récepteur induit des modifications physico-chimiques 

différentes de celles constatées avec l'hormone, telles les sédimentations en 

4s pour le complexe oestradiol-récepteur, et en 5,5S pour  le complexe 

anti-hormone-récepteur (ECKERT, 1982 ; EVANS, 1982 ; KATZENELLEN- 

BOGEN, 1985) . Ces modifications entraînent à leur  tour, des altérations 

dans certains domaines de fixation avec la chromatine : les expériences de 

SINGH (1986) qui ont consisté à déprotéiniser la chromatine par de la 

guadinine de O à 8 M ont montré que les récepteurs liés à l'oestradiol 

étaient extrai ts par  la guadinine 1 M et  6 M tandis que ceux liés à I'anti- 

hormone l'étaient par la guadinine 1 M et  4 M. II pourrai t  donc exister sur  

la chromatine des régions propres à la liaison du récepteur avec l'hormone 

ou à I'anti-hormone et  des régions communes aux deux. 



De l'ensemble des t ravaux effectués sur  les anti-oestrogènes, o n  peut 

t i r e r  les conclusions suivantes : les anti-oestrogènes inhibent la croissance 

des cancers du sein en agissant directement su r  les récepteurs des oestro- 

gènes. L'addition simultanée d'oestrogènes prév ient  ce blocage, leur addi t ion 

ul tér ieure permet de sauver les cellules de l 'effet des anti-oestrogènes 

( L I  PPMAN, 1986). 11 existe une bonne corrélat ion ent re  act iv i té  biologique 

"in v i t ro"  e t  a f f in i té  pour  le récepteur. 

D'autres t ravaux suggèrent cependant que certains effets des anti-  

oestrogènes, s u r  la croissance e t  la prol i férat ion ce1 lulaires, seraient p lus 

complexes qu'une simple inhibi t ion de liaison des oestrogènes s u r  leurs 

récepteurs (SUTHERLAND, 1981 ; FAYE, 1983). 

En p lus de leur  liaison compétitive aux sites de l'oestradiol, le tamo- 

x i fène e t  les autres anti-oestrogènes à s t ruc tu re  non stéroldienne peuvent 

s'associer de façon saturable e t  souvent avec une fo r te  aff ini té, à d'autres 

sites cellulaires. Ces sites sont les récepteurs muscariniques (BEN BA- 

RUCH, 1982), les récepteurs de la dopamine (HIEMKE, 1984), les récepteurs 

de  l'histamine (BRANDES, 1983), les cytochromes P-450 ( RUENITZ, 1984), 

la calmoduline (LAM, 1984), la protéine kinase C (O'BRIAN, 1985) e t  en f in  

un si te de haute a f f in i té  dont la fonction est  inconnue, appelé "Anti-Estro- 

gen Bind ing Site" (AEBS) (SUTHERLAND, 1979). 

Les AEBS sont peu spécifiques des tissus oestrogénosensibles puis- 

qu' i ls  sont décelables dans les t issus qui ne l ient  pas les oestrogènes tels 

que  le côlon, la vessie, l'oesophage, les poumons, le myomètre (KON, 1983) 

e t  les lignées cellulaires mammaires oestrogèno-insensibles comme la l ignée 

MDA-Mi3 231 (MILLER, 1983 ; CHOUVET, 1984). La liaison s'effectue dans 

le  cytosol e t  l e  noyau, mais sur tout  dans la fract ion microsomiale des cel- 

lules (SUDO, 1983 ; WATTS, 1984b). 



Ces sites sont spécifiques des dérivés du triphényléthylène, qui les 

l ient  avec une bonne af f in i té  ( K d  1-7 nM). La liaison ne peut  être déplacée 

p a r  les oestrogènes. Leur  coefficient de sédimentation est t rès  hétérogène, 

allant de 10 à 40 S et  l eu r  poids moléculaire donnant un p i c  assez mal déf in i  

en gel f i l t ra t ion (67 à 700 Kda), culminant à 440 Kda (WATTS, 1986). 

L'aff ini té des di f férents an ti-oestrogénes pour  les si tes AEBS n'est pas 

paralllÈle à leur aff ini té pour  les récepteurs des oestrogènes ni dans la 

p iupar t  des cas à leur  efficacité en tant  qu'anti-oestrogènes. Le cistamo- 

xifène, pa r  exemple, a peu d 'act iv i té anti-oestrogénique e t  se lie avec 

autant  d'aff ini té aux AEBS que le trans-tamoxifène (SUTHERLAND, 1984). 

Cependant, MURPHY (1983) a montré qu'in vivo, les analogues ayant une 

bonne af f in i té pour  RE e t  une fo r te  a f f in i té  pour  les sites AEBS ont  s u r  les 

cellules cancéreuses mammaires des ef fets ant iprol i férat i fs  p lus  importants 

que  les analogues ayant la même af f in i té pour  RE e t  une faible af f in i té pou r  

AEBS. D'autre part,  FAYE (1983) a mis en  évidence que des variants des 

cellules MCF-7, les ce1 Iules RTx6, résistantes aux anti-oestrogènes, o n t  des 

taux d1AE8S pratiquement indétectables. 

Ces sites semblent ê t r e  soumis à une régulat ion pa r  l'oestradiol car 

dans l 'utérus e t  le foie de  rate, l eu r  concentrat ion var ie en  fonction du 

cycle oestrien, le p i c  se situant le  jour de  l 'oestrus. De plus, chez les 

rates ovariectomisées, le traitement pa r  l 'oestradiol double les taux d'AEBS 

dans te foie e t  l 'u térus mimant ainsi le p i c  de  l 'oestrus (FAYE, 1980). Il est 

intéressant de  noter que le traitement p a r  le tamoxifène provoque aussi une 

légère augmentation t ransi to i re des sites dans l 'utérus, suggérant en ce  cas 

une action de  type  oestrogénique (WINNEKER, 1983). 



Dans les lignées cellulaires issues de cancer du sein, des sites AEBS 

microsomiaux on t  été caractérisés dans toutes les cellules, qu'elles soient 

oestrogéno-sensibles ou insensibles (MILLER, 1983), les taux les p lus  

faibles étant  dosés dans les cel{ules oestrogéno-insensibles. Les antioes- 

trogènes inhibent la croissance des cellules oestrogéno-sensibles p a r  un 

mécanisme qui provoque une diminution des cellules en phase S avec accu- 

mulation parallèle de cellules en  phase Go-Cl (OSBORNE, 1984). 

La croissance des cellules oestrogéno-insensibles, bien qu'à des degrés 

moindres (réduct ion de sensibil ité de 4 à 75 fois), es t  également inhibée p a r  

le  tarnoxifène. Cette inh ib i t ion résul terai t  en ce cas de mécanismes dif férents 

(REDDEL, 1985). 

Les mécanismes pa r  lesquels les anti-oestrogènes exercent leurs effets 

aux fortes concentrations ( 1-10 PM) font actuellement l'objet de nombreux 

t ravaux.  Les mécanismes faisant in terven i r  la calmoduline e t  la protéine- 

kinase C sont part icul ièrement prometteurs (SUTHERLAND, 1986). 

E - CONCLUSION 

De cette b rève  revue s u r  les anti-oestrogènes peuvent ê t re  dégagés 

quelques points de  convergence avec le catécholoestrogène étudié : 

. modes de  f ixat ion identiques : liaison s u r  les récepteurs des oestrogènes 

avec compétition pour  l'occupation de ces sites et  liaison supplémentaire 

à d'autres types de sites que  l'on détecte dans le cytosol mais sur tout  

dans les microsomes ; ces sites de  l iaison sont de nature protéique. 

. d is t r ibut ion e t  spécificité d i f férentes de  celles des récepteurs de  I'oes- 

t radio l  : les sites microsomiaux sont notamment détectables dans les 

cellules oestrogéno-insensibles, l 'oestradiol e t  les oestrogènes ne sont pas 

compétiteurs de la liaison de 20H-El à ces sites tandis que des molécules 

de  s t ruc tu re  t rès  variées le sont. 



L'existence de si tes d e  liaison des ca tbcholoes trogènes dans les cellules 

tumorales mammaires, gui  contrairement aux cellules mammaires normales 

peuvent synthétiser les métabolites de l'oestradiol peut ê t re  intéressante 

dans l'optique d'un effet propre de ces substances dans les cellules tumo- 

rales mammaires. 



ACTION COMPAREE DE L'OESTRADIOL 

E T  DE SON METABOLITE 

2-HYDROXY-OESTRONE 

SUR LES CELLULES CANCEREUSES 

MAMMAIRES EN CULTURE 



PROTOCOLE D'ETUDE 

A - CULTURE CELLULAIRE 

a) Conditions de cu l tu re  

Les cellules sont cult ivées dans du milieu de  Earle (MEM : minimum 

Earle's medium). A ce milieu de base sont ajoutées des substances destinées 

à stimuler la croissance des cellules e t  à les protéger des contaminations 

fongiques et  bactériennes, ainsi que des variations de  pH. 

Substances ajoutées au  MEM 
de base 

1-glutamine 
Insul ine 
Bicarbonate de  sodium 7,s % 
Hepes 1 M (Acide N-2-hydroxy-éthyl- 

pipérazine-N 1 -2-éthane-sulfonique) 
Pénicilline-Streptomycine 
Gentamycine ' 
Amphotéricine 
Sérum de veau foetal ou nouveau-né 

( facul tat i f )  

Concentration ou quant i té 
ajoutée pour  1 l i t r e  de  milieu 

2 mM 
5 pg lm l  
2 9 , 2  ml 

Les cellules sont cult ivées dans une  étuve à 37O, en monocouche dans 

des fioles stériles. Elles sont divisées e t  repiquées lorsqu'e l~es sont à con- 

fluence, après décollement de  la monocouche pa r  une solut ion de  Earle 

contenant 5 mM EDTA. Cette solution est dépourvue de calcium et  magné- 

sium a f in  de favor iser la  d ispersion cellulaire. 

Contrairement à la majorité des t ravaux effectués jusqu'à présent, nous 

avons choisi un milieu de base exempt d' indicateur coloré de pH, le  rouge 

de  phénol. Cette molécule, don t  la concentration dans les milieux de cu l t u re  

est de  10 mg11 soit 30 pM, v ient  d'être décr i te comme ayant des ef fets 



oestrogéniques nets telles que la stimulation de la croissance cellulaire e t  

l ' induction de la synthèse du récepteur de la  progestérone ( BERTHOIS, 

1986), son aff ini té pour  le récepteur étant  0,001 0o de celle de l'oestradiol, 

-5 correspondant à un K,, approximati f  de 2.10 M. 

D'autre part ,  l e  20H-El, pouvant ê t re  métabolisé à 37O en dér ivés 

rnéthylés inact i fs  par  la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) , présente dans 

les cellules, l 'addition au milieu, d'un inh ib i teur  compétit if de  la COMT, la 

- 6 quinal izarine à une concentration de 10 M, pouvai t  ê t re  envisagée (des 

expériences de contrôle ayant montré que cet inh ib i teur  n'avait  aucun ef fet  

p rop re  su r  la croissance cellulaire). Les bénéfices t i res de  l 'adjonction de 

cet inh ib i teur  sont cependant minimes puisqu' i ls ne se manifestent qu'au 

premier jour de cu l ture  comme en  témoigne le tableau XI.  Le pr inc ipe de  

l 'addit ion de  cet inh ib i teur  n'a donc pas été retenu dans nos expériences de  

cul ture.  

Tableau X I  - Appréciation de l 'effet inh ib i teur  de la quinal i rar ine 

su r  l 'activité de la COMT 

Pourcentage JO J 1 J 2 J 3 J 4 

. Absence de quinal izarine 

20H-El  100 22.1 18.9 16.7 8.8 

MeO-El O 77.9 81.1 83.3 91.2 
- 6 . Présence de  quinal izarine (10 M) 

20H-El  100 31.1 18.8 13.4 7 

MeO-El O 68.9 81.2 86.6 9 3 

Expérience r é a l i s é e  au jour J-1 à part i r  de 105 f e l l u l e s  VHB-1 c u l t i v é e s  
dans du mi l ieu  MEM, auquel a é t é  ajouté 20H-El (10- M )  marqué au tr i t ium au 
jour JO. Le mi l i eu  prélevé aux jours su ivants  a é t é  analysé e t  l e s  pour- 
centages de 20H-El restant  e t  de dér ivés  méthylés formés ont é t é  évalués par 
chromatographie sur couche mince de s i l i c e  dans un système de solvant 
chloroforme-éthanol 9 5 / 5 .  

-- 



b) Stimulations hormonales 

La question de savoir si l 'oestradiol stimule la croissance d'une lignée 

cellulaire oestrogéno-sensible est, comme nous l'avons décr i t  en première 

partie, t rès  controversée. Puisque la présence d'oestrogènes est nécessaire 

à la croissance des cellules MCF-7 chez les souris athymiques (SOULE, 

1980), e t  a la croissance des cellules VHB-1 chez la souris nude (ar t ic le  1), 

une  absence d'effet mi togène de  l'oestradiol in v i t r o  pour ra i t  être expl iquée 

pa r  les conditions de cul ture,  notamment celles incluant le sérum de veau : 

un facteur inhibant la croissance ayant, en effet, été décr i t  dans le  sérum 

(SOTO, 1984). 

Nous avons donc envisagé l 'étude des effets de l'oestradiol e t  de  son 

métabolite dans dif férentes condit ions de cu l tu re  en  ut i l isant  deux types de  

sérum d i f férent  : 

- l e  sérum de veau foetal t ra i té  au charbon-dextran (charbon 1 %, dex t ran  

0,025 % une nuit à 4O en agitation) a f i n  d'éliminer les stéroïdes présents 

- l e  sérum de veau nouveau-né pauvre en  stéroides. 

Une troisième condit ion de cu l tu re  en  absence de  sérum a été réalisée. 

Les milieux on t  alors été supplémentés p a r  de la t ransfer r ine (30 pg l rn l )  e t  

de  la  f ibronectine (7,s pg lm l ) .  Ces milieux on t  été uti l isés 24 heures après 

repiquage des cellules dans du milieu contenant du sérum de veau t ra i té  au  

charbon-dextran, l'étape de  t r a i  tement p a r  le sérum étant  nécessaire à 

{'adhésion des cellules su r  l e  plastique. 

Les stimulations hormonales on t  été réalisées dans ces trois milieux. 

Les cellules on t  été ensemencées à une concentrat ion de 10 000/cm2. 24 



heures après le repiquage, les milieux on t  été changés et  l 'addition d'hor- 

mones dans les t ro is  milieux envisagés a &té réalisée. Les effets on t  été 

estimés aux jours 1, 2, 3 e t  4 après addit ion d'hormones. 

B - PARAMETRES D'APPRECIATION DE LA CROISSANCE CELLULAIRE 

a) Nombre de  cellules 

Toutes les expériences ont  été effectuées en 6 exemplaires dans des 

boites à cupules multiples de 9,6 cm2. Après décollement, la moitié des 

cellules d'une cupule a été comptée dans un compteur Coulter e t  l 'au t re  

moitié a serv i  au dosage des récepteurs de la transferr ine. 

b) Récepteurs de  la t ransfer r ine 

Les récepteurs de la transferr ine, primit ivement décr i ts  s u r  les thymo- 

cytes, sont détectés su r  la membrane cytoplasmique des cellules à croissance 

rapide. I l s  sont aussi présents dans des vésicules d'endocytose, les endo- 

somes. Le cycle cel lulaire est accompagné de f luctuation du nombre de 

récepteurs : les taux sont faibles en phase G1 e t  augmentent en  phase S, 

G2 + M. L'augmentation coïncide avec le début  de la synthèse d'ADN., 

Dans une populat ion de  cellules néoplasiques, l 'expression des récep- 

teurs  correspond à la f ract ion des cellules qui se mult ipl ient (JUDD, 1980 ; 

SHINDELMAN, 1981). Elle ref lète l 'act ivi té pro l i fé ra t ive  d 'une populat ion 

cellulaire, mais ne  permet pas d ' ident i f ier  les cellules individuellement, en  

par t icu l ie r  celles qui sont en  dehors du cycle (MUSCROVE, 1984). Selon 

WALKER (1986), l 'expression des récepteurs de la t ransferr ine dans les 

cancers du sein est  corrélée à la ploïdie des cellules, les cellules diploïdes 

exprimant moins de  récepteurs. 



II existe une régulation rapide des récepteurs de  surface e t  des récep- 

teurs endogènes : tout  facteur favorisant la dif férenciat ion cellulaire pro- 

voque une internal isat ion des récepteurs de surface : comme par  exemple 

les esters de phorbois, qui, dans les cellules leucémiques HL-60, act ivent la 

protéine kinase C, provoquant ainsi une internal isat ion des récepteurs de la 

t ransfer r ine e n  association avec une  phosphory la t io t~  accrue des récepteurs 

su r  un résidu sérine (MAY, 1984). A l ' inverse, les facteurs de croissance 

comme I'IGF, le  PDGF favorisent I 'externalisation des récepteurs de la 

t ransfer r ine dans les cellules Hela (WARD, 1986) . 

Une régulat ion à p!us long terme a également l ieu e t  implique un 

changement du nombre total de  récepteurs pa r  cel lule avec modification de  

leur  vitesse de  synthèse ou de dégradation. Cette régulat ion est l iée aux 

modifications de  la teneur en  f e r  du milieu dans lequel baignent les cellules, 

elle est aussi correlée à la croissance cellulaire, la phase prol i férat ive 

correspondant à une augmentation des récepteurs e t  la phase de quiescence 

à l e u r  diminution. 

Dans la publ icat ion IV, nous montrons dans les cellules de cancer du 

sein en  cu l tu re  la présence de  récepteurs spécifiques de  la transferr ine, à 

raison de  7,6 x 105 - + 1.7 sites pa r  cellule. Une corrélat ion entre taux de  

récepteurs de  la t ransfer r ine e t  incorporation de  thymidine t r i t iée dans 

l 'ADN y est mise en évidence. Nous avons donc effectué systématiquement 

dans nos essais, en p lus  du comptage des cellules, une  mesure des taux de 

récepteurs de  la transferr ine, cet te détermination apportant  des rensei- 

gnements complémentaire, puisqu'elle ne détecte que  les cellules en phase 

prol i férat ive.  



C - PARAMETRES D'APPRECIATION DE LA DlFFERENClATlON FONCTION- 

NELLE DES CELLULES 

a) Dosage des protéines sécrétées 

Les protéines sécrétées que nous avons étudiées dans le milieu de 

cu l ture  sont l'alpha-lactalbumine e t  de la GCDFP-15. Ces protéines que  l'on 

t rouve en abondance dans le la i t  peuvent être secrétées p a r  les cellules 

tumorales mammaires si celles-ci n'ont pas perdu leurs caractéristiques de  

diffkrenciation. 

Nous avoris mesuré les protéines secrétées p a r  méthode radioimmuno- 

logique après concentration des milieux de  cultures. L'alpha-lactalbumine 

humaine a été pur i f iée à p a r t i r  du la i t  p a r  le Docteur RIBADEAU-DUMAS de 

l 'INRA à louy-en-Josas et  son anticorps a été établ i  au laboratoire (PEY- 

RAT, 1986). Nous avons d'autre p a r t  établ i  l 'anticorps spécifique anti- 

GCDFP-15 à p a r t i r  de la protéine que nous avons isolée d u  l iquide de  kys te  

du sein e t  pur i f iée (publication V) .  

b )  Dosage des récepteurs de la progestérone 

La mesure des récepteurs de la progestérone s u r  cellules entières a été 

réalisée selon OLEA-SERRANO (1985). Un  analogue de  synthèse de la pro- 

gestérone, I'ORG-2058 t r i t i é  a été ut i l isé comme traceur. Les cellules o n t  été 

incubées pendant 30 minutes avec le t raceur à des concentrations var iant  de 

0,s à 10 nM ; une série parallèle de cellules, auxquelles un excès d e  200 

fois d'hormone froide a été ajouté au traceur, a serv i  à l'estimation de la 

liaison non specifique. La radioactivi té f ixée dans les cellules a été comptée 

* 
après lavage des cellules e t  extract ion p a r  l'alcool éthylique. La capacité 

maximale de liaison a &té déterminée par  la méthode de Scatchard. 



C) Dosage des récepteurs de la prolact ine 

Le dosage des récepteurs de la prolact ine a été réalisé selon PEYRAT 

(1984) dans la fract ion membranaire des cellules. Le t raceur u t i l i sé  est 

I'hGH marqué à l'iode. Les dosages on t  été réalisés à une seule concentra- 

t ion d'hormone marquée (200 000 cprn, act iv i té spécifique d'environ 80 

pC i f pg ) .  Les récepteurs l ibres ainsi que les récepteurs totaux (débarrassés 

de  l'hormone endogène p a r  MgCl2 3M) ont  été dosés. Les liaisons spécifiques 

ont  été estimées en pourcentage de radioactivité f ixée dans les membranes 

pa r  rappor t  à la radioactivi té totale utilisée. 
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Trnnsferrin Reoeptors in Cdtwr,ed Shmst Cpecer Cells 
B. Vandewalle, A. M. €b&r, 3. P, Peymt, J. Bonneterre, and S. Lefebvre 
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Summary. Transfemrl: -tors w& demonstrated 
on the ce11 membrane of b d  cancer epitheliai cells 
in primary or long-term culture. Difersic transfertin 
binding was saturable, -C and was not related to 
DNA content or clinical and Itistological f e a t m  of 
the tumour. However a good condation 0><0.01) 
was found between transfemn binding and thymidine 
incorporation. These results suggest the possibility of 
transfemn receptor measurement as a reflcction of the 
proliferative activity of cultured breast tumour cells. 

Key words: Breast cancer cells - Proliferative activity - 
Transferrin receptors 

haematop~ietic origin (Larrick and Creswell 1979; 
Judd et al. 1980), but nothing to our knowledge has 
been devoted to TR demonstration in cultured breast 
cancer cells. This work was undertaken in order to 
demonstrate a possible relation between TR number 
and tumour differentirdon or mitotic rate in breast 
cancer cells in culture. 

Materials and Metbods 
Tissue Culture. Freshsamples of malignant human mammary tissues 
were obtained from sutgical specimens. At the time of collection, fat 
was removed and the hmples were divided into two pieces: one was 
subjected to histological studies and îhe second was placed in ice- 
cold Eagle's minimal essential medium (MEM, Seromed, Bio- 
chrom KG, Berlin-West) supplemented with penicillin 100 lUjml, 
streptomycin 100 pg/ml and amphotencin B 250 pg/ml. Clinical 
features of the tumow such as size and axillary metastasis as 

Transferrin is the major iron-carrying compound of 
vertebrates and several lines of evidence show that this 
glycoprotein stimulates growth by binding to speeific 
proliferation-related ce11 surface receptors (Jandl et al. 
1961; Hamilton et al. 1979; Trowbridge and Omary 
1981; Sutherland et al. 1981). The uptake of 59Fe by 
malignant tissue of haematopoietic origin has been re- 
ported to be proportionai to the number of transferrin 
receptors P R )  (Glass et al. 1977). Momver, receptor 
antibodies can affect the ceil cycle growth (Trow- 
bridge and Lopez 1982). In fact, the TR is a molecule 
which is preferendally e x p r d  by actively growing 
celis, such as those which have undergone malignant 
transformation (Judd ct al. 1980; Heltstrom et ai. 
1982). Hence, a relation between tumour proliferation 
rate, tumour mass and uptake of transferrin have been 
shgwn in tumour-brin6 ra& (kutbrt et al. 1980). 
High levels ofT3  have fxm dwribed in d i f f m t  ma- 

tissw (Fadk & al. 198u; SMeiman @t al. 
1981; Gatter et al. 1983) and in many in vitro human 
ceIl lines (Galbraith et ai. 1980), particularly those of 

- 

well as histological parameters, histoprognostic grading of Scarff 
and Tovbni (1968), and B l m  and Richardson (1957). cellular 
d W y  and cell differentiation were determined. Primary cultures 
of bmst epithelial cells (Fig. 1) cleared of fibroblasts by a 
srallmeatation fractionation procedure were performed according 
to Hiratsuka d al. (1982) with the following minor modifications: 
the medium used was MEM supplementad with 10% fetal calf 
senztn (FCS, Oibm Rio-Cult Ltd, Paisley, fkdiutd] + Spglml 
insulin f 1% &$/ml penicillin. Cultures mr@ sustained in 
50ml polystyra tissue culture flasks (ConUdg Avon, France) 
at 37°C in a h f l e d  incubator with 5% CO,, with a 
medium change aftcs 3 ûays. The œlls were gmwn for up to 7 days 
and, aftkr two wagjaas 4th CaH- and Mg2+-free Earle's balanced 
salt solt@ion. eQitP were removed from monalayers by incubation in 
Eark's 961uti08 wntaining 5 mM EDTA. MCM cells, denved from 
a &aslatic hurmin b m t  cancer, were maintainecl in m o n ~ b y t r  
culture in KPMf iwJirum supplemcnîed with 1W FCS + S pg/d 
i n s a  + 100 unitslml penidlin, and then harwted using the same 
procedure. Living cultures were observed and photographed using a 
Lcitz diavert invtrlpasaiçrosçopt equipped wi#a LGitz w b o r t h o -  

j e .  

+ TR  an by Wm~t ~ ~ ~ U U I O -  
fl-\criagtwodimsreat &um,the DotowBdQded 
onti-humas îmnsfmin entibody (hsîeur, hs, Fmit~~), and the 
s m n d  one, a mouse mcmwlanal ruitibd y pBainst the Butnui trans- 
ferria e r  40KT 9 antibdies, Qrtho pharmactdd, Rgritan 
WJ, USA). In the iksî proGkdutt, the washed œiia were incubatcd at 
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epitheliaf brcast cancer cciis from primary culture. Values 
correcled for non-specific biding as described under Ma 

ptolprunm~bk CBM modd 8032 Commodore caicuiator. 

examined as a comparisorr, tELc results werc similar: 
45.3% f 19.9 (mean f SB, n -5) of the oeil population 
was stained (Fig. 2). 

Quantitative Study 



rameters. An explanation for this wuld be o w  dis. 
tribution of caees, mwt of them k n g  of middle 01 
high grades, according to the histoptognostic grading 
classiftaztion. 

When celis are in a dividing state, the incorpora- 
tion of additional iron is required to cater for each 
daughter ce11 (Hemmaplardh and Morgan 1974) and 

mours in BALBfC mice has been reported to be corre-' 
lated to receptor-bound 59Fe-labelled transferri 
(Larsen et al. ,980). It may be concluded that the pres. 

n mus is most likelj 
of ce11 division. In fact, factors' 
tien and mitogen stimulation 
ion of TR, such as intracellui 

histoprognostic grading, el1 density or al1 diffemti- al. ( 1 ~ 4 )  fiat inkmpting the normal intradlul 
ation, tumour size or axillary metastasis, no simifi- iron balance by an iron chelator resultcd in an increas 
cant differences @ > 0.1) in the mean trangferrin bind-  of^^ which a n  be accounted for by an in- rat 
ing ca~acitim ex~ressed Per Io6 ails were obsemd- A of synth-is of the raptor .  In in vitro studies how- 
gmd wmlation, h o ~ v e f ,  fomd Mwwn tram- ever, such regulations cannot m u r  using defined me% 
femn binding and thymidine incorporation @ <0.01, dia. We round a signifiant corrclation ktmcn mns< 
r=0.68, n=20) ferrin binding and thymidine incorporation, in con.:.$&$2 
transfenin bind trast to DNA content measurement which does not al. 
0.16, n=25). low distinction.to be made between actively proliferat. 

ing and quiescent cells. In mitogen-stimulated blood 
lyniphwytes, a matked increase in TR expression w s  
even demonstrateci several hours prior to the onset of 
DNA synthesis (Galbraith et al. 1980). Determinati 
of transfertin binding capadty may, however 
limited by the fact that raceptor r 
sents the mean of a ce11 population and provides 
information regarding the presemx of passibte s 

breast cancer epithelial cc1 popuhîiom containing variable leveis ofreceptor 
satunibIc and q x d i c  t prwion. In fat, Muscrove et al. (19% wing fluores 
ties of breast cancer cenoe metho& which alLaw TR expra$taq of iMfivid 
were similar to those 

TR e x p d o n  studies on CCRF-GEM leuWmlc"oell 
lines, conttary to expectation, a uniform decrease in 
receptor levels in plateau phase cuiture. No distinct 
TR negative subpopukition corresponding €0 the in 

tients with chronic myelogenous ieukaemia (Testa et cresrsing proportion of quiescent cells could be ob 
al. 1982) and in B and T lymphoblastoid ceIl lines served. It was conctuded that TR was not a marker fo 



prolifiptive @ls per SC, but apparentiy rq@xtqf the 
on artk whote. 'ni& study te,%:$ v a -  

7 s i ) l q '  qi bitidin& m e a s b a t  a quapti- 

and liorimne thaiatioa is clear. 
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ght protein of breast cyst fluid from women with gross cystic disease, termed GCDFP- 
has been investigated. This light protein was purified by preparative electrophoresis 
ulfate polyacrylamide gel. Its isoelectric point has been determined as 3.75 and its m 
k e n  estimated at 174ûû. The light protein was a glycoprotein containing about 163 am 
giucidic fraction corresponded to 1190 of the motecular weight. The N-terminal amino 

e C-terminal amino acid was determined as valine. Antisera raised against this light 
to be specific. In the literature, there is evidence suggesting that apocrine secretion 

n conditioning the biochemical composition of breast cyst fluid. Further informa- 
stantiate the hypothesis that in gross cystic disease the apocrine epithelium itself or 

aspects are associated with the risk of neoplasia. The physicochemical characteriza- 
fluid protein can contribute to the study of its biosynthjsis and provide a better 
hysiopathology of gross cystic disease and its relationship to breast carcinoma. 

%d kb#4 
brewt cyst fiukll light protein GCDFP-15 characterization 1 apocrine secretion 3 e&3 l 

Résumé - Caractérisation approfondie de la protéine légère du liquide de kyste du sein GCDFP-15. 
Une protéine Iégdre, isolée du liquide de kyste du sein et appelée dans la littérature GCDFP-15 (gros cystic 

sease fluid protein - 15 kDa) a été caractérisée. Cette protéine a été purifiée par Plectrophor&se prépuru- 
sur gel de polyacrylamide. Son poids moléculaire a étk estimé à 17400 et son point iso-électrique à 

une glycoprotéine composée de 163 résidus d'acides aminés, dont la fraction 
du paids m@culaire. L'acide aminé C-terminal est la valine, l'acide aminé . 
ticorps dirigés contre cette protdine se sont rév&tés spécifiques. Dans la litté- 

t que la sécrétion upocrine est d'une importance majeure dans. . 
liquide de kyste. Des études sont cependant encore nécessaires pour 4tayer .. 
la maladie kystique, I'kpithLlium clpocrine ou un de ses aspects fonctiw- , 

du sein. La caractLrisation physico-chimique de la pro f i n e  de kyste " 
biosynth&se et à la meilleure cornprkhension de la physioputhologie 

avec le cancer du sein. 



Introduction 

,? - . 
Breast cyst fluid (BCF) obtained from patients with 
gros cystic disease contains hormones and proteins 
in very different amounts from those found in 
plasma [1,2]. The impomknce of the BCF compo- 
sition is related to the observation that gross cystic 
breast disease has been reported by several authors 
to be associated with a two-four fold increased 
breast cancer risk P-61. Among the &CF proteins, 
two have been studied. The first one, with a mole- 
cular weight around 24 000, which represents 50% 
of the total BCF proteins, was found to bind pro- 
gesterone by Pearlman 171. The second one, with 
a lower molecular weight, which represents 
10-20% of the total BCF proteins, was studied by 
Haagensen (81 and called GCDFP- 15 (gross cystic 
disease fluid protein, 15 kDa). The interest of this 
latter light BCF protein lies in its apocrine origin, 
and immunohistochemical evidence ~f the presence 
of GCDFP-IS was found by Mazoujian [QI in 14 
out of the 30 breast carcinomas studied, with the 
positive staining corrtsponding to the apocrine. 
aspects of the ceiis. Cytosols from breast carcinoma 
specimens also contain the light proteiq in a wide 
range af concentrations [10], and the content was 
the highest in the most differentiated carcinomas. 
Moreover, GCDFP- 15 seems to be released into the 
circulation in massive amounts in certain patients 

I I r  

marker for follow-up [IO, 1 11. Furthermore, the 
protein can be secreted by neoplastic epitheli J 
mammary ceils into culture media [12], and just like 
other secreted proteins, may be useful as a differ- 
entiation marker in in vitro studies 113,141. IR. 
breast carcinoma as well as in normal êpocrine 
giandular tissue of the body, GCDFP production 
has been shown to be predominantly under the 
inductive influeno of androgens [15,16]. 

In order to study the in vitro hormonal regula- 
tion of the light protein, we first attempted ta 
obrain the anti-GCDFP-15 immune serum. In this 
paper, we described our protein purification pro- 
cedure, which is shorter than that reported by 
Haagensep. Then we give the chemicai composition 
of the protein monomer thus obtained, the physi- 
cocheridcal characteristics and antigenic properties 
of the protein. This funher characterization of the 
light BCF protein could shqd sam l i a  on Ihe 
understanding of apocrine secretion, which is 
reported to be a unique secretion from breast 
epithelial cells, pcisibly in response to abnormai 
hormane secretion (lO], and Rs talation to 

breast earcinoida ' in '"km 81"E d;agnoktic and 
prognostic tool. 

Materials and methods 

BCF were obtained by needle aspiration ffom women. 
with gross cystic diiease. They were ultracéntrifuged at 
160000 x g for 1 h. The cell-free supernatants were kept 
frozen at - 25°C until processed. Supernatants were 
never pooled, and alî replicate analyses were petfmmed 
on different fluids. 

The labeled iodine (Iz5 1, IMS 300) was purchased from 
Amersham International (Buckinghamshire, U .K.) ; goat 
antibody to rabbit y-globulin, human serum albumin, 
transferrin, Cohn fraction II, complete Freund's adju- 
vant were from Caîbiochem (La Joua. CA, U.S.A.); and 
molecular weight standards from Pharma& (Uppsala, 
Sweden). The ampholytes were purchased from LKB- 
Produkter AB (Bromma, Swedenb pvine prolactin 
(oPRL, NIH P-S-15). human chorionic goaadcyophin 
(hCG CR-181). human growth horm~ne (hGH, AFP. 
4793 B) were obtained from NIH. Bethesda, MD, 
U.S.A.) Carboxypeptidase A (treated with Pyienylmethy- 
sulfonyl fluoride) was obtained from Sigma (St. Louis, 
MO, U.S.A.). 

Preprurive and analyricsl SDS-pdyocr lamide el 
, F r #  97:- p , ~  >i 1 te4 4 1,. b < t  ;!& 1 0  t3%+fi 
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Preparative electrophoreses were performed on polyacry- 
laniide dab gel (190 x 140 x 2.7 mm) using 13% dcry- 
lamide in the presence of SDS according to Laemmliss 
method [17] modifieci by Delacoune er al. (181. 700 pl 
of BCF corre$po&ing to 10-20 mg of protein were dilu- 
ted with an cquai volume of buffer (0.125 M Titis-HCI, 
4% SDS, 20% glycerol. 10% 2-mwaptoethanol, 0.001 % 
bromophenol Mue. pH 6.8). the solutioo was heated in 
a boiling water bath for 2 min and layered acros the 
plate. A potential of 35 V was applied for 15 h *{il the 
bwhiapit!enol blue had migrated to the lowet liait of the 
plate. T\Co lateral guide strips were cut out from the slab 
ad'stainkd with.(foomassie blue R 250 to'locate t& pro- 
tein fractions on the gel. The unstaincd gel wati then sli- 
wd and eaêh purified component was isblated by 
extraction with 9.15 M NaCl. T k  extracts were aialy- 
zed against distilîed water for 72 h in otder to redvove 
the SDS and thcn lyophüim4. 

Analytical SDS- polyacrylamide gel electrophoreses 
were performed on po yacryLsmide SM gel (1W. 5 440 
x 1.5 mm) as desal d above in order to check the purity 
of each component or to analyze the protein distribution 
in BCF. The percentage of each protein compoyew was 
determiricd iib gaine$ wet gel usiw a &+s$pppter 
CautbSeanner aeiigitomew, @cleaa,' FyanCe), Apparent 
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B. Vandewalle et al. 

Results Analyses of gel exç1usion chromadogmphy 

Isolation and molecular weight determinatio~ Oel exclusion Chromatography (HPLC) of the fight 
of the lightest BCF fluid protein ioâinated BCF protein showed twil m j o r  peaks of 

molecular wcights of around 67000 and 32000 
SDS-polyacrylamide gel electrophoreses of diffe- (Fig. 2A) indicating that the light BCF protein con- 

Isolated protein showed only one band by analyti- 
cal polyacrylamide gel electrophoresis, which 
migrated to a position that corresponds to a mole- 
cular weight of 17415 I 612 (n = 8) (Fig. 1) 

F 

I 
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Isoetcciwfbtllsirrg of li&t BCF protein exhibited 
a wak at DH 3.75 ( F i .  3). Total BCF also showed 

Amino d d  cmposirion und end group 

Tabk 1 shows the amino acid cranposition of tke. 
light BCF proteie. This protdn was cbaracterized 

h aspartic acid and glutamic acid contents, 
representing 25% of the total amino acid resi- 
, and &y low histidine, cysteine and methhine 
ents. The number of amino acid residues per 

le of protein was calculated to be 163. 
BCF light protein was devoid of a free terminal 

amino $mup estabPSned by -&ion and . 
Edman degradation. A vaüne residw was i d d -  
fled at the C-terminal position following carboxy- 

ion of the BCF protein (Table 11). 

SugM 18mfysis 
Thesugar composition exgressed in weight petcent 
was ss follows: neutral hexoses 4V0, including: 
man- 1.26, galactose 2.1 % and glucose 0.6% ; 
osamines 2.5% (glucosamine 1.9%, gaim~samine 
0.6%); sialic acid 4.9%. 

< .  
TiMt B. Aniino acid conipositbîl of Ti@~t 13- pl?otcln 

Amino acid Amount No. of reoidues/ 
(mo1/100 mol) moleculc 

of protain 

Aspartic acid 13.7 I 0.20 22.5 (22-23) 
Threonine 7.4 I 0.25 12.1 (12) 
Serine 4.0 I 0.34 6.6 (7) 
Glutamic acid 10.6 I 0.28 17.4 (17) 
Proline 5.6 i 0.14 9.2 (9) 
Glycine wpw 3.9 f 0.09 6.4 (6) 
Alanine &h3 7.5 I 0.08 12.4 (12) 
Cysteine 0.8 I 0.02 1.4 ( 1 )  . f l ~ s ~ n  

Vaiine ' 8.4 I 0.49 13.9 (14) 
Methionine 1.4 I 0.22 @*a 2.4 (2) 
lsdeuclnc '& 7.9 I 0.45 @M 13.0 (13) 
Leucine 7.4 f 0.07 @& 12.2 (12) 
Tyrdrre 4.7 .+ 0.21 $@# 7"s (8) , 
Phenylalanine 4.2 I 0.12 " ': 6.9 (7) 
Histidine 0.6 f 0.02 , 1.0 (1) 
Lysine 6.7 I 0.26 . 11.0 (1 1) 
Arginine 4.1 f 0.11 6.7 (7) 
Tryptophan 1.2 i 0.02 , 2.0 (2) 

The amounis of each amino acid were caiculed from triplicate 
analyses performed on 24 h and 72 h hydrolysates. The values 
for threonincrdRd sgSne wcrr obtained by linear extrapolation 
to zero hydrolysis time. For vaiine the 72 h value was taken. 
The number of residues wris calculated on the basis of one his- 

S. , Fig. 3. lsoelectrofocusing in pdyacryhmide tubes of the radioio- tidine raidue per mok of light BCF protein. Values in paren- . - >  . dinucd iight BCF proiein. The prori Bhom a peak si pH 3.75. theseh are ihr acarcu intws.  
, . 
r 9: 

,~$TJIW II. &boxy-t- aaiino ocid ami~ i s  of îigtit BCF protein. 
y;; * >:,: . ' '-';. mino &&, 
..y r e h d  Wwipeptidage A 

t!. t S  inin 56 min 60 min 120 min 240 min 

Serine 03 (O.&%) 0.2 (0.06) 0.9 (0.3) 1 .O (0.3) 0.9 (0.3) 
G1Utamk acid .' 1.6 (0.5) 1.8 (0.5) 1.7 (0.5) 
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Specificity of light BCF protein antiserum I SD, n = 4) of total BCF proteins, which is in 
agreement with the distribution of BCF prsteios 

Immrsnwkctruphoretk studies reported by Haagensen [SI. The purity of this BCF 
The light BCF potGa  a i e r u m  was testcd by P.0tein was assessed by analyticai SDS-pO1y- 
cross& immunoelectrophorais. Early anti-light acrylamide gel electr0ph0resiS where a single band 
BCF protein rabbit immune serum takm 4 veeb c o r ~ s ~ f i d i n g  to a m o l ~ u l a  wei$ht of 17415 
after immuniation gave one band against BCF. In * SD* n = 8, obrerved. 
contrast, anti-BCF protein rabbit immune serum This molecular weight is higher than that of 
exhibitcd msny precipitating Iines w hen tested 15 ûW Da glycwraein i d a d  by ff 

against J3CF (Erag. 4). BCF [SI. We cannot yet explain this discrepaney 
since no smaller proteins or subunits have been I 

Cross-reacti 
The spcific i-light BCF p 
rabbit immune serum was studied bv wrforming 
cross-reactions with various proteins#;hich can be 
found either in BCF or human serum. Fig. 5 shows 
the inhibition curves obtained by radioimmunoas- 
says using iodinated light BCF protein and protein 
competitors. !a! 

%r ' ' The purificat%n of the light BCr protein rr m BCF 
was achieved by preparative polyacrylamide gel 
electrophoresis. This one-step method is rapid and 
easier than that described by Haagensen [8] which 

observed in ail the-BCF tested under artr coaditions 
by polyacry lamide gel electrophoresis. Li& BCF 
protein rnay aggregate a i l y  sincedimas, tetramers 
and polymers were found during HPLC analyses. 
As for total BCF, the Iigbt BCF protein is acidic, 
its isoelectric point being 3.75. The acidic chrac- 
ter of the prstein. also reportai by Haagensen [8]. 
is likely due to the presence of significant amounts 
of siaEic acid and dicarboxylic amino acids. 

Purified light BCF protein was found to be cons- 
tituted of 163 amino acids which is consistent with 
the molecular weight found. The N-terminal amino 
acid was blocked and the C-terminal amino acid 
was determined to be valine. The glucidic fraction 
represented 1 1.4% of total protein. Antibodies rais- 
ed against the purified light BCF protein were spe- 
cific, their sensitivity, however, was still low and 
needs to be improved for further quantitative stu- 
dies at the nanogram level, since this level of sensi- 
r5uky Bb repcmd ay 
BCF protein determinatio 
breast cancer explants and by Haagensen for detect- 
ing and monitoring diseasi activity in the plasma 
of approximately 40% of the patients with metas- 
tatic breast carcinomas 1291. 

lmmunoperoxidase staining of GCDFP- 15 has 
shown the p m c e  af the moleçule in normal apo- 
crine epithelium, benign breast apocrine metapla- 
sia which forms the epithetial lining in breast micro 
and gross cystic diseases and breast carcinoma with 
apocrine features [ I l ) .  These findings establish a 
biochemical link between apocrine glandular cells, 
gross cystic disease and breast carcinoma, and sug- 
gest the histogenesis of some breast carcinomas 
from benign apocrine metaplastic ceUs in the breast. 
Indeedi some authors have shown that women with 
gros  cystic djsease are at increased risk of devetop- 
ing breast cancer [3-61 although others have been 

L ' .** '6 7:T unable to eonfirm thesè findings (30,311. Our own 
' VZyq:,& data are at rhis time too preliminary to draw con- 

ni. 4. C m i  M m ~ a m W r & s  of WF~#&&Y* clusions. It may therefore be speculated thai tbe 
central w@ @oduiar BCP, &b ckonneb a Wid 8" ~ t i v e b  synthesis of the light protein by apocrhe celis whkh codu0n the 3-fdd conccntrrted uid the ulleommtrated onii- 
ti* r. -orm. EMd btk is under hormonal influence, must serve a phy~io- 
&CF protein immun rcruia. logical function that at prescnt remains unknown. 
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Mg. 5. Specificity of the light BCF protein antiserurn. Inhibition curves showing the specificity O 
to protein interference: 1. light BCF protein; 2. 24000 BCF protein; 3. ovine prolactin; 4, huma 
6. human chorionic gonadotrophin; 7,  hurnan growth hormone; 8, Cohn fraction II. The percent 
as 100 x the ratio (B/B') of the weight of the antigenic substance over the weight of the cross- 

f the tracer binding. The cross-reactivity with the 24000 BCF protein was only 0.5Q1. 
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ANALYSE DES RESULTATS 

A - EFFET SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE 

Comme plusieurs auteurs, nous constatons dans certaines conditions un 

effet posit i f  de  l'oestradiol ( 1 0 - ~  14) su r  la croissance des cellules oes- 

trogéno-sensibles . 

l0 Nos résultats établis su r  la base du nombre d e  cellules montrent que 

dans la lignée oestrogéno-sensible VHB-1, nouveilement établie, l'augmenta- 

t ion indui te p a r  l'oestradiol est  nette pour les 3 milieux étudiés (Figures 16, 

17 e t  18), l 'effet est cependant p lus  important avec le milieu défini (Figure 

16). 

Les résultats obtenus avec la lignée MCF-7, établie depuis p lus  de  10 

ans, sont moins nets (en  raison peut-être d'une t rop  longue adaptation en 

cul ture) : l'oestradiol stimule la croissance des cellules dans le  milieu déf in i  

(Figure 19), mais a peu  d'effet dans les milieux contenant du sérum de 

veau nouveau-né (SVNN) (F igure 20) e t  aucun effet dans les milieux conte- 

nant  du sérum de  veau t ra i té  au charbondextran (SVF-DCC) (F igure 21). 

Une interférence avec les facteurs de croissance contenus dans le sérum 

peut  ê t re  responsable de  ces effets. 

L'anti-oestrogène 4-hydroxy-taxomifène (4OH-Tam) à la concentration 

de   IO-^ hl e t  même parfois à la concentration de 1oe6 M, a un effet  agoniste 

d e  celui de l'oestradiol quand il est ajouté au milieu de cu l tu re  contenant du 

sérum ; cet  e f fe t  est  part icul ièrement net pou r  les cellules MCF-7 (Figures 



20 e t  21). Ces résultats corroborent ceux de BERTHOIS (1986) qui montre 

aussi un léger effet agoniste de 4OH-Tam dans les cellules MCF-7 prouvant  

que  l'effet anti-oestrogénique décr i t  pa r  beaucoup d'auteurs à ces concen- 

trat ions n'est dû en fa i t  qu'à une compétition avec le rouge de phénol 

contenu dans leu r  milieu de  cul ture.  

Nous constatons cependant un ef fe t  inh ib i teur  de 40H-Tam à la con- 

centrat ion de 1 0 - ~  M .  quand les cellules MCF-7 e t  VHB-1 sont cult ivées en 

milieu déf in i  (Figures 16 e t  19). 

LI LLE  @ 
De la même façon, nous constatons en ut i l isant  ce milieu défini, un 

ef fe t  antiprol i férat i f  de 2OH-El, à la concentration de IO-' M. e t  ce, pou r  

les deux types de  cellules (Figures 16 e t  19), e t  l ' inhibit ion de  croissance 

est  dépendante de la dose puisqu'elle est  p lus  net te à la concentrat ion de 

1 0 ' ~  M (Figure 1 6 ) .  11 s'agit là encore d'un ef fet  propre, qui ne peut  ê t re  

attr ibuable. contrairement aux expériences de SCHNEIDER (1984) à une 

compétition de 20H-El avec le rouge de phénol. 

E n  ut i l isant  des milieux contenant du sérum, l 'effet de  20H-€1 est, 

dans certains cas, pos i t i f  s u r  la prol i férat ion cellulaire, mimant l 'effet 

observé avec les anti-oestrogènes (Figures 20 et 21). 

Nous avons voulu savoir, si  les effets antagonistes de E2 e t  2OH-El 

mis e n  évidence lors  de cu l tu res  en milieu sans sérum, étaient médiés p a r  le  

même mécanisme; Dans ce but, les deux stéroïdes on t  été ajoutés ensemble, 

24 heures après ensemencement des cellules. La f igu re  22 montre qu'à 

- 8 concentrat ion égale ( 10 M) , 20H-El contrebalance mal l 'effet stimulant de  

E2, une  dif férence signif icat ive apparaît pou r  une concentrat ion de 20H-El 

10 fois supbrieure à celle de  E2, tandis qu'à une concentration 100 fois 

supérieure, 20H-El abolit l 'e f fet  de E2. Les deux stéroïdes sont donc 

compétiteurs. 



Cependant, si au  bou t  de 3 jours de cu l ture  en présence de 20H-El  

 IO-^ M), o n  remplace le milieu par  le mélange E2 ( 1 0 - ~  M) + 20H-El  

( IO" M) , l ' inhib i t ion d e  croissance devient i r réversib le (Figure 23) . D'au- 

t res  mécanismes que ceux  faisant intervenir  les récepteurs de l'oestradiol 

doivent  en  ce cas ê t re  mis en  jeu. 

En ce qui concerne la l ignée MDA-A48 231 hormono-insensible, aucun 

effet de  E2 (IO-* à 10" M) n'est mis en évidence (F igure 24). 2OH-El, 

inefficace aux concentrations physiologiques, a un ef fet  ant i -prol i férat i f  à la 

concentration pharmacologique de  1 0" M (F igure 25). 

2 O  L'analyse des résul tats e n  fonction du taux de  récepteurs de la t rans- 

fe r r ine  qui sont, comme décr i t  dans l 'article IV, corrélés à l ' incorporation 

de  thymidine t r i t i ée  dans l'ADN, renseigne su r  l 'act ivi té prol i férat ive des 

cellules. 

En u t i l i sant  des mil ieux déf in is sans sérum, nous observons une corré-  

lat ion en t re  nombre de cel lules e t  taux de récepteurs de la t ransfer r ine pa r  

cellule, ce qui atteste q u e  les cellules sont en  phase exponentielle de  crois-  

sance {F igure 16 e t  19) . 
Les résul tats obtenus e n  ut i l isant  des milieux de  cu l t u re  contenant du 

sérum sont moins nets e t  une  discordance en t re  les deux paramètres est 

souvent observée, sur tout  e n  ce qui concerne la l ignée MCF-7 (F igures 20 

et  21). Dans ces conditions, l'oestradiol augmente t rès  nettement les taux 

de  récepteurs p a r  cellule p a r  rappor t  au témoin alors que  le tiombre de 

celtuJes reste identique. Une discordance analogue ent re  incorporat ion de  

thymidine e t  nombre de cel lules a aussi été observée par  JOZAN (1985). 



Le phénomene pour ra i t  ê t re  expl iqué pa r  des perturbat ions cinétiques : 

l'oestradiol st imulerait  t'entrée des cellules en phase S mais la vitesse de  

progression dans cet te phase e t  le passage dans la phase C2 seraient consi- 

dérablement ralentis, d'où une diminution des cellules en phase C 2  et  un 

index mitotique faible. 

De telles perturbat ions cinétiques pourraient  ê t re  induites p a r  des 

facteurs contenus dans le sérum. Dans la p lupar t  des travaux, les milieux 

ut i l isés contiennent presque toujours du sérum e t  les effets sont appréciés 

soit p a r  incorporat ion de  la thymidine t r i t iée soit p a r  le nombre de cellules. 

Ces éléments pour ra ien t  expl iquer les discordances de  résul tats ent re  ceux 

qui font  état  soit  d'un ef fe t  mitogène d i rec t  de l'oestradiol, soit  d'une 

absence d'effet in vi t ro.  

Pour les anti-oestrogènes e t  2 0 H - € 1 ,  nous observons une  situation tout  

à fa i t  inverse e n  présence de  sérum, à savoir une  diminution des taux de  

récepteurs de la t ransferr ine alors que dans certains cas le nombre de  

cellules est  paradoxalement augmenté (Figures 20 e t  2 1 ) .  Les effets posit i fs 

su r  le  nombre d e  cellules, seulement observés en milieu contenant du sé- 

rum, pourra ient  encore ê t re  expliqués pa r  un ef fet  synergique des facteurs 

de  croissance sériques mal maitrisés e t  il y aurai t  en  même temps interna- 

l isation des récepteurs de la t ransferr ine.  

La mesure des récepteurs de la t ransfer r ine rend  donc b ien compte 

d'une act ion mitogène de  l'oestradiol e t  d 'une action ant i -prol i férat ive des 

antioestrogènes e t  des catécholoestrogènes. Son ut i l isat ion est  part icul iè-  

rement intéressante dans les cas où une discordance avec la numération 

cel lulaire est notée. 



f i gure  16 - Cellules VHB-1 cultivdes en milieu MEM defini 

. Chaque p o i n t  réprésente  l a  oioyeiiiie d e  6 e x p 4 r i e n c e s ,  l e s  é c a r t s  e n t r e  v a l e u r s  
sont  i n f é r i e u r s  à 10 X 

* s i g n i f i c a t i v e u i r n t  d i f  f6reiir du t6inoiii ( p  <0.05 t e s t  d e  Cochraii) 

. C o e f f i c i e n t  de  c o r r é l a t i o n  c i i t re  noil~bre d e  c e l l u l e s  c t  taux de  r i c e p t e u r s  d e  
l a  t r a n s f e r r i n e  r  .= 0 . 9 9  ( c o r r 6 1 a t i u n  p o s i t i v e ,  t e s t  de Spenrnian, i1=5) 



Figure 17 - Cellules VHB-1 cultivées en milieu MEM +5 3 S V N N  

. Chaque point représente l a  n~oyenne d e  6 expériences,  l e s  écar t s  ciitrr valeurs 
sont in fér i eurs  à 10 % 

* signif icat ivemeiit  d i f f é r e n t  du tdnioin (p cO.05 t e s t  d e  Cochran) 

Coef f ic ient  de corré la t ion  entre  noiiibre de c e l l u l e s  e t  taux de r6cepteurs de la  
transferrinr r  = 0.875  (pas  d e  corrdlat ion,  t e s t  de Spearuian, n-5) 
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Figure 18 - Cellules VHB-1 cultivées en milieu MEM +5 % SVF - DCC 

. Chaque point  représente l a  moyenne de 6 expériences,  l e s  6carts  entre va l eurs  
sont in fér i eurs  à 10 % 

* s igni f icat ivcnient  d i f f rrent  du témoin ( p  <O .O5 t e s t  d e  Cucbran) 

. Coef f i c i en t  de corré la t ion  entre nombre de c c l l u l e s  e t  taux dc r6cepteurs de 
la  transferr ine  r = 0 . 9 7  (corrdlntioii  p o s i t i v e ,  t e s t  dc Speiirman, n.5) 



Figure 19 - Cellules MCF- 7 cultivées en milieu MEM defini 

. Cliaque p o i n t  r e p r é s e n t e  l a  moyeiinc d e  6 e x p é r i e n c e s ,  l e s  c c r i r t s  e n t r e  
v a l e u r s  s u n t  i n f d r i e u r s  à 10 X 

* si  piii f i v a t i v e i ~ i e i i t  d iP l , i r e i i t  du tLin'uin ( p  C0.05  test  da Cochran) 

. C ~ e f T i ~ : i e i i t  d e  currt i l i i t io i i  e n t r e  iiuiubre d e  c e l l u l a s  e t  taux  d c  r 6 c c p t c u r s  d c  
1 i s f e r r  r = 1 ( c o r r r ' l ~ c i u n  p o s i t i v e ,  Lest  d e  Speoriiian, ii=S) 



. . - rl 
" E l C  n 
O C 
3 
G o 

C. = fi. 
E ET 

1  g 
r: r: p. 
O 
1 C  
1 c  h 
ID. - O Zi 

V, 
X '3 

O 
'CO. O 
f t f t  3- u cl 
1 1  C; 
2 ru. 3 
E; O v 
3 C* - u 

CI 

cell number 



Figure 21 - Cellules MCF-7 cultiv6es en milieu MEM +5 % SVF- DCC 

. Chaque poinc représente  l a  oioyenne d e  6 e x p é r i e n c e s ,  l e s  é c a r t s  e n t r e  v a l e u r s  
sont  i n f é r i e u r s  à 10 X 

s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f e r e n t  du témoin ( p  <0.05 t e s t  d e  Cochran) 

. C o e f f i c i e n t  d e  c o r r d l s t i u n  e n t r e  nombre d e  c c l l u l c s  e t  taux de récepteurs  d e  
l a  t r a n s f e r r i n c  r  = 0 .676  (pas d e  c u r r d l e c i o n ,  t e s t  d e  Spearman, n = 5 )  



Figure 22  - Cellules VHB-1 cultivees en milieu MEM défini 

. Ciiaque p o i n t  r e p r é s e n t e  l a  nioyei~ne d r  6 e x p & r i i n c e a ,  l e s  é c a r t s  e n t r e  vrlcur- 
s o n t  i n f é r i e u r s  à 10 W 



Figure 2 3  - Cellules VHE-1 cultivées en milieu MEM défini 

. Chaque po inr  r e p r e s e n t e  l a  moyenne d e  6 e x p k r i e n c e s ,  l e s  é c a r t s  e n t r e  v a l e u r s  
s o n t  i n f é r i e u r s  à 10 % 

r s i g n i f i c a t i v e n i e r ~ c  d i f f é r e n t  du téiuoin ( p  <0.05 t e s t  d e  Cocliran) 

. E, e s t  a j o u t é  au  t r o i s i h n i c  j o u r  d e  c u l t u r e  e t  ne p e u t  a n n u l e r  l ' e f f e t  d e  ' 20H-El (M) 



Figure 2 4  - Cellules MDA-MB231 cultivees en milieu MEM défini 

. Chaque p o i n t  rrprksenta 1 o i e  de 6 e x p d r i e n c e s ,  l a s  é c a r t s  e n t r e  va leurs  
sont  i n f 6 r i e u r s  à 10 2 

1 06- c-. E, IO-'M - 
0-o OH Tarn I O - ~ M  - 

- -A control 
J - 20HE, IO-~M 
- - OH Tarn 1 0 ~ ~ ~ 1  

3 

. C o e i f i c i c n t  d e  c o r r k l e t i o i ~  e i i trc  i~oiiibre de  c e l l u l e s  e t  taux de r6cepteurs  
d e  l a  t r a n s f e r r i i ~ e  r = 0 . 9 2  (corr6l: i t ion p o s i t i v e ,  t e s t  d e  Spearinaii, n=5) 
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Figure 2 5  - Cellules MDA-MB231 cultivdes en milieu MEM défini 

. Chaque point rrprdscntr l a  moyenne de 6 rxpBriences, l e s  écarts  encre valeurs 
sont in tér i eurs  à 10 % 

* s ign i f i c i i t i venrnt  d i f f d r c i ~ t  du tkmoin ( p  c0.05 t e s t  d e  Cocliran) 
i 



EFFET SUR LA DlFFERENClATlON FONCTIONNELLE DES CELLULES 

a) Effet su r  la stimulation de protéines induites 

Les dosages radioirnmunologiques d'alpha-lactalbumine e t  de GCDFP-15 

ont  été réalisés dans les milieux de cu l ture  concentrés 6 fois. Les résultats 

f igurent s u r  le tableau XII I .  

6 Tableau X I  l l - Protéines sécrétées ( n g l l  O cellules) 

pendant 72 heures de cu l ture  pa r  les cellules hormonosensibles 

Témoin 0.53 + 0.11 - < 0.100 9.84 - + 1.37 6 .55  - + 0.98 
E2 I O - ~ M  - 0.28 - + 0.07* indétectable 5 .56  + 0.77* 1.88 + 0.24* - - 

* Significativement d i f férent  du témoin (test de  Cochran, p<0.05, n=6) 

Les résultats mettent en évidence des ef fets nettement opposés ent re  

E2 e t  2OH-El ou 4-OH-Tarn s u r  la sécrétion de protéines de différenciation. 

Les taux de sécrétion d'alpha-lactalbumine sont p lus  importants e t  les 

résultats p lus  nets dans la l ignée VHB-1 que dans la l ignée MCF-7. Cepen- 

dant, dans les deux types cellulaires, E2 diminue et  2OH-El augmente 

significativement les sécrétions. A l'inverse, les taux de sécrétion de GCDFP- 

15 sont p lus  importants dans la l ignée VHB-1, mais plus signif icat i fs dans la 

l ignee MCF-7. I l s  subissent les mêmes variations que les taux d'alpha- 

lactalbumine : diminution ou augmentation des sécrétions sous stimulation 

par  E2 ou 20H-€1 respectivement. 



b )  Ef fet  su r  la synthèse du récepteur de la progestérone 

Les cellules VHB-lcult ivées dans du milieu exempt de rouge de  phénol 

additionné de  5 % de sérum de veau foetal t ra i té au charbon dextran on t  été 

stirnul6es au  jour JO pa r  de l'oestradiol IO-* M ou pa r  ZOH-El IO-' M. Au  

bout  de t ro is  jours de  stimulation, un dosage des récepteurs de la proges- 

térone sur  les cellules entières a été pra t iqué (Tableau X I I ) .  

Tableau X I I  - Induct ion de la synthèse du récepteur de la progestérone 
1 
i 
1 

dans les cellules VHB-1 I 

fmoles fixées Cellules pa r  fmoles f ixées 

pa r  cupule cupule 
6 p a r  10 cellules 

* significativement d i f férent  du témoin ( tes t  de  Cochran ~(0.05,  n=6) 

Les résultats démontrent, dans ce système, l'absence d'oestrogénicité 

de 20H-El puisqu' i l  est incapable d ' indu i re  la synthèse du récepteur de  la 

progestérone. Dans des conditions, à peu p rès  analogues, le tamoxifène a 

pa r  cont re  la capacité d ' induire dans les cellules MCF-7 la synthèse du 

récepteur de la progestérone (HORWITZ, 1978). 

c) Ef fe t  su r  la synthèse des récepteurs de  la prolact ine 

L'étude a été  réalisée s u r  des cellules VHB-1. Après 3 jours de cu l t u re  

dans l e  milieu dé f in i  addit ionné de E2 ( 1 0 - ~  M) ou de 2OH-El (10 
-7 M), une 

mesure des taux de  récepteurs de  la prolact ine a été effectuée dans la 



fract ion membranaire des cellules. Les résultats sont exprimés en pourcen- 

tage de liaison pa r  rappor t  à celle du témoin qui est de l 'ordre de 12 fmoll- 

mg de protéine pour  les récepteurs totaux. 

Tableau X IV  - Induct ion du récepteur de la prolact ine 

dans les cellules VHB-1 

Récepteurs l ibres Récepteurs to taux 

Témoin 100 % 100 % 

Les résul tats rapportés dans le tableau XIV montrent que  l'oestradiol 

est  sans e f fe t  s u r  la synthèse du récepteur de la prolact ine tandis que 

20H-El l'augmente t rès  significativement. 

C - CONCLUSION 

En cul ture,  la mult ipl icat ion des cellules tumorales mammaires hormono- 

sensibles est  nettement influencée par  la présence d'oestrogènes dans nos 

conditions expérimentales en  milieu défini .  Résultats en opposition avec 

l 'hypothèse du contrôle négat i f  ind i rec t  de la croissance p a r  I 'oestradiol 

proposé p a r  SOTO (1987),  pour  qui, le seul e f fe t  de I 'oestradiol serait  

d'annuler l ' inhib i t ion de croissance indui te pa r  des facteurs seriques. II est 

cependant év ident  que l 'addition, aux milieux de culture, de  sérum de 

veau, qui cont ient  une var ieté de  facteurs de croissance, entraîne des 



modifications dans le  mode d'action de I'oestradiol, dont les effets devien- 

nent diff ici lement significatifs, comme en  témoignent nos travaux a ins i  que 

les résultats discordants rapportés dans la l i t térature, en  fonction des 

protocoles utilisés. L'estimation de  la croissance cellulaire pa r  la mesure des 

taux  de  récepteurs de  la transferr ine, se révèle ê t re  un paramètre intéres- 

sant qui rend  compte p lus  fidèlement que la numération des cellules, des 

act ivi tés prol i férat ives e t  inhib i t r ices induites respectivement par  I'oestradiol 

et  20H-El o u  Jes anti-oestrogènes . 
La prol i férat ion cel lulaire semble s'accompagner d'une diminution de la 

dif férenciat ion fonctionnelle de la cellule puisqu'une baisse des t aux  de 

sécrétion d'alpha-lactalbumine e t  de  CCDFP-15 est observée dans les mêmes 

temps. Les mécanismes régissant ces réactions ne sont pas encore élucidés. 

Dans les cellules tumorales mammaires, le  métabolite de  I'oestradiol, le 

catécholoestrqène 2Off-El, a un ef fe t  opposé à celui de I'oestradiol. L'anta- 

gonisme se manifeste pa r  une  diminution de la prol i férat ion cellulaire accom- 

pagnée d'une augmentation des sécrétions de  protéines de  dif férenciat ion. 

Les taux de 20H-€1, efficaces en culture, sont physiologiques (env i ron  

2 . 1 0 - ~  M) puisqu'une per te  de  l 'o rdre  de 80 % de la quant i té ini t iale (IO-' 

M) s'effectue dès le premier jour de  cu l tu re  p a r  la méthylation du catéchol 

en  dér ivé méthyié inacti f .  

Les ef fets d i f férents  des deux stéroïdes parents sont encore nets  su r  

la synthèse du récepteur de  la progestérone : nos résultats mettent a ins i  en 

évidence l'absence d'oestrogénicité de  20H-El incapable d ' induire la syn- 

thèse du récepteur de la progestérone. Enfin, des discordances sont encore 

observées au  niveau de la synthèse du récepteur de la prolactine. Des 

t ravaux complémentaires sont nécessaires à la compréhension des mécanismes 

d'actioris responsables de ces effets opposés. 



DISCUSSION - PERSPECTIVES 



L' intérêt de la dual i té oestradiol-cati.choloestro~ène t ient  au fa i t  que 

dans les tumeurs du sein, il existe un métabolisme qui semble r6gu ler  les 

taux intratumoraux d'oestradiol. L'enzyme impliquée, la 2-hydroxylase 

dépendant du P-450, transforme les oestrogènes en  ca técholoestrogènes , et  

selon BRUGCEMEIER ( 1981 ) e t  SfiIVERICK ( 1983) ce système enzymatique 

est  regulé p a r  les oestrogénes eux-mêmes, leurs ef fets étant médiés p a r  les 

récepteurs des oestrogènes. Le sein possède de p lus  un système enzyma- 

t ique responsable de la dégradation des catécholoestrogènes. 

Les tumeurs du sein les p lus  différenciées sont moins capables de  

métaboliser les catécholoestrogènes que les tumeurs indifférenciées puis- 

qu'elles contiennent des taux p lus  faibles de COMT : une  concentration 

locale de CE dans certaines tumeurs est donc possible. En ce cas, dans les 

tumeurs hormonosensibles, 20H-E 1 pourra  en t re r  en  compétition avec I'oes- 

t radio l  pour  sa l iaison au récepteur e t  part icul ièrement a u  s i te de faible 

aff ini té. Mais à la dif férence de l'oestradiol, 20H-El, est  capable d e  se 

f i xe r  aussi d 'une façon réversib le su r  des sites microsomiaux. L'aff ini té de 

2OH-El pour  ces sites de nature protéique est  du même o r d r e  que celles 

décri tes pou r  les  récepteurs hormonaux classiques (3-8 nM). 11s l ient  20H- 

E l  de  manière spécifique mais des compétiteurs de  na tu re  t r ès  variée comme 

les catécholamines, les anti-oestrogènes, les anti-histaminiques H peuvent  
1 ' 

déplacer 20H-El de  son s i te de fixation. L'existence de ces sites n'est pas 

liée à la présence des récepteurs des oestrogènes, cependant nous montrons 

que  les cellu!es oestrogéno-sensibles en possèdent des quanti tés plus impor- 

tantes. Leur  d is t r ibut ion cel lulaire e t  leur spécificité présentent des po in ts  

de convergence avec les sites microsomiaux des anti-oestrogènes don t  la 

fonction est encore mal définie. Pour les catéchoioestrogènes, le  fa i t  qu 'au 

bou t  de  3 jours de  cu l ture  sous stimulation pa r  2 0 H - E l ,  l 'oestradiol soit 

incapable d'annuler l 'effet de  20H-El e t  de provoquer une repr ise de  la 



croissance cellulaire, plaide en  faveur d'un rôle pour  un site aut re  que le 

récepteur classique de  l'oestradiol, mais faute d'arguments supplémentaires, 

on peut  penser que les sites microsomiaux consti tuent au moins un réservoir  

capable de l i e r  e t  pa r  là même protéger 20H-El d'une dégradation rapide 

pa r  la COMT. 

Une tentat ive d'explication de l'antagonisme ent re  l'oestradiol e t  son 

métabolite peut  ê t re  recherchée au niveau des réactions moléculaires. Les 

mécanismes d'action impliquant les oestrogènes dans les phénomènes de 

croissance e t  de dif férenciat ion des cellules mammaires tumorales sont encore 

mal compris, mais il est acquis qu'un des premiers maillons de la chaine 

d'évènements, au  moins en  ce qui concerne les ce1 Iules hormonodépendantes, 

soit le  récepteur classique des oestrogènes bien que ce ne soit pas forcé- 

ment l 'unique voie possible. 

De l ' interact ion des complexes oestradiol-récepteur su r  les gènes 

spécifiques résu l te  la formation d'enzymes e t  protéines spécifiques. U n  des 

premiers ef fets oestrogéniques pour ra i t  ê t r e  la stimulation d'une protéine 

réceptrice, ayant pour  l 'oestradiol une a f f i n i té  p lus  faible que le récepteur 

classique, dont  la fonction serait  de moduler la synthèse de protéines 

impliquées dans la croissance ou  la d i f férenciat ion cellulaire. La synthèse 

d'un si te de faible a f f in i té  pour  E2 est dans l 'u térus de ra te  corrélée à la 

pro l i fé ra t ion ce1 lulaire. Dans les cellules tumorales mammaires, nous mon- 

t rons  l'existence d'un tel  site, 20H-El e t  E l  étant des comp6titeurs p lus  

efficaces de la l iaison de  E2 au  s i te nucléaire de faible a f f in i té  qu'au s i te de 

fo r te  af f in i té.  II est d'ail leurs intéressant de  noter que comme 20H-El, E l  a 

des ef fets inh ib i teurs  su r  la croissance cel lulaire (JOZAN, 1978). 



Les catécholoestrogènes pourraient, selon K l RCHOFF ( 1983) avoir  dans 

le noyau de cellules hypothalamiques de rates ovariectomisées et  surréna- 

lectomisées une activi té intr insèque réduite, entra inant  des modifications de 

synthèse de  protéines induites. Extrapolée aux cellules mammaires en  cul- 

ture,  cette hypothèse pour ra i t  rendre  compte, pa r  exemple, de l'incapacité 

de  20H-El d ' induire ta synthèse du récepteur de la progestérone ou  de  ses 

e f fe ts  propres su r  l ' induction de protéines de dif férenciat ion. 

Parmi les protéines sécrétées, e n  réponse à une stimulation oestrogé- 

nique, certaines restent localisées dans le cytoplasme (récepteur de la 

progestérone, protéine 24 Kda) , mais d'autres sont sécrétées à l 'extérieur 

d e  la celfule (protéines 52 Kda e t  160 Kda, antichymotrypsine, TGF alpha e t  

bêta, EGF, PS2). Elles peuvent donc ag i r  de  façon autocrine ou paracr i l ie  

s u r  d'autres cellules e t  modifier l e u r  croissance. Toutefois le  mécanisme pa r  

lequel le signal mitogénique du facteur de  croissance est  transmis à la 

cel lule est  encore pratiquement inconnu. On sait  que le facteur de  crois- 

sance se lie à un récepteur de membrane, que cette l iaison act ive une 

tyrosine-kinase qui est const i tut ive du récepteur lui-même, la phosphory-  

lat ion de  protéine spécifique act ivant  ou  répr imant ensuite une sér ie de  

gènes. U n  modèle parallèle e t  complémentaire à la régulat ion de la pro l i -  

férat ion cel lulaire es t  l ié  à l'existence d ' inhib i teurs de facteurs de crois- 

sance. Ce domaine de recherche est  à peine effleuré, cependant des expé- 

riences récentes ont  permis de montrer  qu'une même mol6cule comme le 

" t ransforming growth factor Bêta" (TGF bêta) pouvai t  ê t r e  un facteur de 

croissance pou r  certaines cellules cibles e t  inh ib i teur  pou r  d'autres (RO- 

BERTS, 1981). 



La suite de  ce t ravai l  devra avoir  comme object i f  la recherche d'un tel 

type de facteur inh ib i teur  répondant à une stimulation par  20H-El. Dans 

les lignées cellulaires issues de cancer du sein des sites récepteurs de 

haute a f f in i té  pour  le TGF-bêta viennent d'ail leurs ê t re  décr i ts  (KNAB BE, 

1986). 

Le TCF-bêta est détecté aussi b ien dans les t issus néoplasiques que 

dans les t issus sains (ROBERTS, 1983). 11 al tère la croissance des f ibro-  

blastes e n  cu l tu re  en prolongeant la période pré-répl icat ive des cellules 

quiescentes stimulées pa r  !es mutagènes (FROLIK, 1984). Une hypothèse 

concernant son mode d'action passe aussi pa r  le récepteur de  I'EGF qui est 

une cible sensible à l'action mitogène des facteurs de croissance tels que  le 

PDCF, ou les esters de  phorbols. TCF-bêta agira i t  su r  les f ibroblastes en 

réduisant l 'aff ini té des récepteurs de  I'ECF e t  en augmentant le nombre de  

récepteurs de faible a f f in i té  (ASSOIAN, 1984). 

La transformation d'une cellule normale en une cellule maligne implique 

une série de  modifications, notamment chromosomiques avec transformation 

de  proto-oncogènes en oncogènes. L'expression génique de certains onco- 

gènes est augmentée dans les lignées cellulaires malignes. Ce fa i t  associé 

aux  découvertes l iant  les produi ts  protéiques de certains de ces gènes à 

des facteurs de  croissance comme l e  PDCF, à des récepteurs membranaires 

comme le  récepteur de  VEGF ou à des protéines impliquées dans la t rans- 

duct ion membranaire ( C-Ha-Ras, C-Fos) , semble confirmer l 'hypothèse de 

SACHS (1980),  qui sugg&re que  l 'or igine du processus malin pou r ra i t  ê t re  

due au passage d'un état  induit à un état  const i tu t i f  de l 'expression des 

gènes qui contrôlent  la prol i férat ion cellulaire. 



Cependant, le fait  que certaines tumeurs e t  leucémies murines et  

humaines peuvent ê t re  amenées à se dif fbrencier permet d'évoquer la possi- 

b i l i té que la cellule maligne n'a pas complètement perdu les gènes régu- 

lateurs de la pousse e t  de la dif férenciat ion normale e t  peut dans certaines 

conditions redevenir normale. Dans la cellule maligne, les gènes qui main- 

tiennent l 'équil ibre ent re  prol i férat ion e t  différenciation demeurent acces- 

sibles mais non fonctionnels. Ces gènes doivent néanmoins garder des liens 

puisqu'i l est habituel d'observer, bien que ce ne soit pas systématique, une 

différenciation cellulaire concomitante à un ar rê t  de la prol i férat ion : en 

rétablissant l 'équil ibre normal prolifération-différenciation, l 'arrêt de  la 

prol i férat ion des cellules malignes permet de déclencher la dif férenciat ion 

cellulaire. Processus que nous constatons avec l ' induction d'une sécrétion 

d'alpha-lactalbumine e t  de CCDFP-15 liée à la baisse de la prol i férat ion 

cellulaire en réponse à une stimulation par  les catécholoestrogènes. 

2 0 H - E l  pourra i t  aussi favoriser la l ibération d'un inducteur de  diffé- 

rencia t ion cellulaire. Le mécanisme d'action de ces inducteurs est certai- 

nement t rès  complexe car paradoxalement, beaucoup d'entre eux sont aussi 

connus comme inducteurs tumoraux (les phorbols diesters) ou comme sub- 

stances cancérogènes ou mutagènes, dont la p lupar t  des drogues antinéopla- 

siques (Méthotrexate, 5-Azacitidine). Parmi les agents induisant la diffé- 

renciation, il faut aussi noter  les rétinoldes, le butyrate  de sodium, les 

métabolites de la vitamine D, l ' interféron, les téléocidines mais leur  méca- 

nisme d'action n'est pas élucidé. Des expériences éparses mettent quelque- 

fois en évidence certains aspects de leur  mode de fonctionnement : le 

traitement des cellules hlCF-7 p a r  les esters de  phorbol provoque p a r  exem- 

ple une réduction de la liaison de l'oestradiol sur  son récepteur p a r  une 

augmentation de la phosphorylat ion de ce dernier  su r  la sérine et la tt iréo- 
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Figure 26 - La liaison de l ' h o r m o n e  au  récepteur provoque : 
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nine (HANOVER, 1985). Ce traitement about i t  à une diminution de la pro-  

por t ion de cellules en phase S e t  à l 'apparit ion de  granules de sécrétion 

[VALETTE, 1987). 

Les réactions provoquées pa r  les inducteurs de  différenciation s'intè- 

g ren t  sans doute dans un ensemble de  mécanismes complexes e t  beaucoup de 

questions restent  posées : ces produi ts  sont-ils act i fs  parce qu'i ls modifient 

le  promoteur ? parce qu'i ls agissent su r  un activateur ou au contrai re su r  

un gène suppresseur ? Ont-ifs une action su r  les facteurs de croissance 

[comme l' interaction ent re  les téléocidines e t  le facteur de croissance épi- 

dermique (EGF) ?) Enf in peuvent-i ls changer I'épissage des ARN messa- 

gers  ? S i  20H-El induit la formation de  tels produits, une de ces hypo- 

thèses rendra i t  peut-être compte de ses effets. 

U n  aut re  domaine à ne pas négliger, e t  qui p e u t  rendre compte, aux 

fortes concentrations d'hormones e t  d'anti-hormones d'une inhib i t ion de la 

croissance des cellules, qu'el les soient hormonosensibles ou insensibles, est 

lié aux processus de transduction des signaux transmembranaires. Rappe- 

lons que le passage dans la cellule de  l'information contenue dans les molé- 

cules messages es t  assuré p a r  p lusieurs systèmes de  transduction (F igure 

2 6 ) ,  qui semblent ê t re  de p l u s  en p lus  impliqués dans les mécanismes contrô- 

lant  la croissance. Parmi ceux-ci, la protéine k inase C découverte pa r  

N lSHl  ZUKA ( 1984a) semble présider aux échanges Na+/H+, responsables du 

changement t ransi to i re de pH caractérisant les cellules stimulées p a r  les 

facteurs d e  croissance. Elle pou r ra i t  jouer un r61e important dans la d iv i -  

sion cellu4aire, elle est en  e f fe t  le  si te d'action pr iv i lég ié  de certains esters 

de phorbols connus pour ê t re  des agents stimulant la transformation ou la 

dif férenciat ion tumorale des cellules (NISH I ZUKA, 1984b). Cette protéine 

kinase C phosphoryle les récepteurs de la t ransferr ine,  de I'ECF, d e  I'in- 



Figure 27 - Trifluoropérazine 



sufine e t  des somatomédines sur  des sites sérine ou thréonine favorisant 

ainsi l eu r  interna1 isation ( THOMOPOULOS, 1985) . De nombreux facteurs de  

croissance (EGF, PDGF) stimulent d'ail leurs le métabolisme du phosphatidy- 

l inositol. L'oestradiol provoque lui aussi chez la souris une augmentation de  

70 % de  la protéine-kinase C au niveau des glandes mammaires tandis q u e  le 

traitement p a r  la progestérone fa diminue de 30 % (HOLLADAY, 1986). Une 

corrélat ion posi t ive ent re  l 'act ivi té de  l'enzyme e t  le taux des récepteurs de 

l 'oestradiol est  ainsi notée dans les lignées cellulaires issues de  cancer du 

sein (FABBRO, 1986). 

Curieusement, les cellules MCF-7 transfectées pa r  l'oncogène v-ras 

(MCF7-ras) ont, comme les cellules MCF-7 stimulées pa r  €2, un " turnover"  

du phosphat idyl  inositol augmenté. 

L'AMPc est  aussi t rès  impliqué dans les processus de croissance cel lu- 

laire. II en est  de  même de  la calmoduline dont la concentration e t  la répar-  

t i t i on  cellulaires subissent des variations en fonction des phases du cycle 

celludaire ; ses taux intracel lulaires sont deux fois p lus  élevés en fin de  

phase G1 e t  débu t  de phase S ; l'augmentation de la calmoduline à la fin de 

G1 serait  en  rappor t  avec I'augmentation des phosphorylat ions observées 

pendant cet te  période du cycle cellulaire, elle-même reliée à la croissance 

cellulaire. Dans les cellules transformées, les taux cellulaires sont d'ail leurs 

p lus  élevés que  dans les cellules normales (CHAFOULEAS, 1981). 

Des drogues antipsychotiques de la famille des phénothiazines comme la 

t r i f luoropérazine (F igure 27) sont des antagonistes de la calmoduline car 

elles re tardent  l'entrée des cellules en  phase S (CHAFOULEAS, 1982). Ce 

sont aussi des bêta agonistes de I 'épinéphrine qui bloquent les récepteurs 

alpha-adrénergiques, e t  récemment, en  raison de quelques analogies s t ruc-  

turales avec les phénothiazines, le tamoxifène a été comparé à ces drogues. 



II s'est avéré, aux doses de l 'ordre de la micromole, ê t re  un inh ib i teur  

compéti t i f  de  fa liaison du calcium à la calmoduline empêchant ainsi l'acti- 

vat ion de la phosphodiestérase, d'où accumulation d'Aî~1Pc (LAM, 1984). 

D'autre part ,  aux mêmes doses, le tamoxifène, e t  le tr i f luoperazine peuvent 

inhiber l 'activité de la protéine-kinase C e t  l 'addition de  phospholipides lève 

cet te inhibit ion, il est donc probable que le  tamoxifène inhibe la protéine- 

kinase C p a r  compétition avec les phospholipides. 

Ces études prouvent, qu'aux doses pharmacologiques, les anti-oestro- 

gènes peuvent exercer une action ant iprol  i fé ra  t ive  e n  dehors de tou t  sys- 

tème récepteur des oestrogènes. Les processus régulant  cette act ion se- 

ra ient  p l u tô t  ceux impliqués dans les mécanismes de  t raduct ion de I ' infor- 

mation l iée aux récepteurs membranaires mettant en  jeu toute une sér ie de 

réactions enzymatiques (SUTHERLAND, 1986). 

Aux  fortes conce~t ra t ions,  l 'action inh ib i t r ice  exercée p a r  20H-El su r  

la croissance des cellules hormono-insensibles pour  r a i t  s 'expl iquer p a r  ses 

propr iétés de type  catéchol, il pour ra i t  moduler l 'expression de systèmes 

enzymatiques variés, notamment la protéine kinase C, puisque 20H-El peut  

p a r  ses propr iétés anti-oxydantes modifier les phospholipides membranaires 

ou  encore I'AhilPc, puisque 20H-El, comme le trif luoropérazine, es t  dans 

certa ins t issus un bêta-agoniste de Ifépinéphrine. Nous allons dans ce sens 

ent reprendre une étude des relations en t re  20H-El, AMPc et protéines 

kinase C. 

La formation dans les tumeurs du sein, de métabolites de t y p e  caté- 

chol, lo in de consti tuer des catabolites inacti fs, do i t  selon nous ê t r e  con- 

sidérée comme maillon efficace dans la chaîne des mécanismes hormonaux ou  



non, régulant fa croissance e t  la différenciation cellulaires. La compré- 

hension des modes d'action variés de  ces molécules, aux propr iétés oestro- 

géniques e t  catécholamineryiques, ouvre des perspectives intéressantes qui 

peuvent donc s' intégrer dans plusieurs thèmes de recherches. 

Premièrement ceux liés aux mécanismes régulés par  les hormones oes- 

trogéniques qui contrôlent via leurs  récepteurs spécifiques la l ibérat ion des 

facteurs protéiques stimulant ou  inhibant la croissance cellulaire o u  la 

l ibérat ion de  facteurs favorisant la dif férenciat ion cellulaire. 

Deuxièmement ceux liés à l'expression des messagers cellulaires im- 

pliqués, eux-aussi pa r  l ' intermédiaire de récepteurs membranaires, dans les 

processus de  prol i férat ion e t  de dif férenciat ion cellulaires. Cet axe  de  

recherche nous aménera à analyser les fluctuations induites pa r  l 'oestradiol 

e t  son métabolite, au niveau notamment de  I'AMPc et  de  la protéine ki- 

nase C. 

L'étude de  ces d ive rs  mécanismes tendra à mettre e n  lumière la sub- 

t i l i t é  des réactions pa r  lesquelles la cellule cancéreuse mammaire semble 

l imiter les ef fets de l'oestradiol. 
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E " ' Ies effets cettulaires des deux oestrogènes parents. -La mesure iies t a r ~ x  de récepteurs de 
7 fa transf'rine, que nous avons caractbrOs6s dans -les celitale's* tum~rules mammaîr s en 
i cuirure prilaalrc, nous s permis d'estimer l'activité prolifCrative des ce?hles. &Klspy-  
"clueurs de ~dP@remiation cefiuiaire suivants ont &t6 utilisés : t-ércpteut-s de ta* p-s- 

t&rone. rkepMws de la prolactine, protéines sécrdt4es : alpha-lactalbuwine, et GCDFPIS. ' Nos rém4tats mettent en Çvidance des, effets opposés des deux stbroiden parents dans le 
celitiles 4wrmonmensbJes : - & t l r n w k h  & &a w~issssnce par E2 tandis que. 2QH-El l'inhibe, 
- 1n-h #a syn!hésa du recepteur de la progest6rooe par € 2 ,  pas d'effet de ?OH;E~, 

$8' synth8se du r6cepteur de la prolactine par SOU-El,  pas d'effet de E2, 
djig$ s16crhthons d'atgha-lactalbumine et de CCDFP-15 par 20H-El .  i&ib;tiort' 

S ou abseme d'effet de E2. 
8 t h  ces r&ultats montre l'importance du m&tabufisme & €2 dans çertô;ines'$ 

P&ccwn>t;rtln et la- fixation de 2OH-El peuvent favoriser la diff4renciation', 
G ~ Z ~ ~ ~ P C P  e4Lt 14iWbd$4en de ia croissance. 

- h t r - ~ & % s  : du s&n, Oestradiol. Catecholoastrogénes. Cro i s~nCe  ceftulaire, Di fié- , 
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