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INTRODUCTION




ETAT DE LA QUESTION

Les hyperplasies bénignes et les cancers de la prostate sont des maladies des plus
fréquentes. Le cancer de la prostate est la seconde cause de mortalité par cancer chez
’homme. Malgré les différentes approches thérapeutiques (hormonales ou non), l'efficacité
des traitements reste médiocre.

Il est fermement établi que la croissance et le développement de la prostate sont
placés sous contrdle hormonal (pour revue, voir Walsh, 1984; Geller, 1989; Horton, 1992).
C’est la raison pour laquelle les traitements des hyperplasies bénignes et des cancers de la
prostate consistent actuellement a supprimer au maximum les androgenes circulants au moyen
d’anti-androgenes (flutamide), de thérapie aux analogues du Gn-RH ou d’inhibiteurs de la 5
a-reductase (Permixon, Finastéride). Bien que ces traitements soient trés efficaces sur les taux
d’androgénes, ils restent peu probants sur le processus prolifératif lui-méme.

Les androgeénes ont un rdle indiscutable dans la régulation du fonctionnement normal
et pathologique de la prostate, mais d’autres facteurs non encore clairement déterminés
pourraient intervenir et notamment une hormone hypophysaire, la prolactine (PRL).
Les cellules normales et tumorales de la prostate possédent des récepteurs de la PRL (Fekete
et al., 1989), dont I’activité mitogénique sur divers types de cellules est bien documentée. De
plus, un certain nombre de travaux indique que la PRL favorise la croissance et la
prolifération de la prostate seule (Wennbo et al., 1997), ou en synergie avec la testostérone (T)
( Lane et al., 1997; Nevalainen et al., 1997) et plus efficacement encore avec la
dihydrotestostérone (DHT) (Prins, 1987). Par ailleurs, des données récentes stipulent que les
cellules prostatiques synthétisent de la prolactine qui pourrait intervenir dans une boucle de

stimulation autocrine/paracrine de la prolifération cellulaire (Nevalainen et al., 1997). De
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plus, la PRL joue un rdle important dans les tumeurs malignes et bénignes de la prostate (Van

Poppel et al., 1987).

OBJECTIFS

Les travaux faisant état des effets de la PRL sur la prostate abondent mais restent
fragmentaires : aucun d’entre eux ne mentionne le mécanisme d’action propre de la PRL sur
la prostate. Les renseignements sur le mode d’action de la PRL et sur son rble dans la
tumorisation sont quasi-inexistants. Cette carence a pour conséquence 1’ignorance de la voie
de la PRL en tant qu’hormonothérapie. Nous nous sommes donc lancés dans cette étude afin
de caractériser les mécanismes d’action de la PRL sur la croissance et le développement de la
prostate. Nous nous sommes attachés & développer cette étude par des approches in vivo (sur
le rat) et in vitro (€lectrophysiologie, imagerie calcique, ...) dans le but de ne pas restreindre

nos champs d’investigation et de répondre le plus largement possible aux question posées.

Dans un premier temps, nous nous sommes appliqués a caractériser I’action de la PRL
in vivo. Ce type d’étude nous a permis de mettre en évidence I’effet trophique de la PRL sur la
prostate de rat. Une analyse approfondie réalisée au moyen de techniques biochimiques a
permis de démontrer que la PRL induit la surexpression de Bcl-2, une molécule anti-
apoptotique. A ce niveau, la PRL peut agir selon deux voies: soit en augmentant la
prolifération cellulaire, soit en diminuant I’apoptose. Afin de répondre a cette hypothése, nous
avons poursuivi nos recherches par des approches expérimentales in vitro. Cette deuxi€éme
série d’étude a été menée grice a ’emploi des techniques de patch-clamp et d’imagerie
calcique principalement. Ces travaux, réalisés sur des cellules cancéreuses de prostate

humaines et sur des cellules normales de prostate de rat , ont permis de démontrer que la PRL
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stimule I’activit¢ de canaux potassiques impliqués dans la prolifération cellulaire. Ce
mécanisme constitue ’un des moyens par lequel la PRL stimule la prolifération celtulaire de
cellules prostatiques. Nous avons par ailleurs démontré que la PRL inhibe les phénoménes
apoptotiques en modulant le contenu des stocks calciques des cellules cancéreuses

prostatiques humaines.

Ce manuscrit s’articule en deux parties. La premiére concerne les résultats obtenus in vivo et
la seconde décrit les aspects in vitro de I’effet de la prolactine sur le développement de la
prostate. Les travaux réalisés au cours des trois années de these, ont permis la réalisation des
articles et manuscrits suivants :

* 2 articles publiés (Receptors and Channels ; Febs Letters) ;

* 2 articles sous presse (The Prostate) ;

* 5 articles soumis (Endocrinology ; Cancer Research ; B.B.R.C. ; Febs

Letters ; J. Memb. Biol.).
Chaque article est accompagné d’une introduction situant ’intérét et le contexte

scientifique du travail effectué. Les conclusions et les perspectives soulignent les retombées
possibles dans le cadre de nouvelles voies thérapeutiques et dans la meilleure compréhension

des mécanismes qui interviennent dans la cancérogenése de la prostate.
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LA PROSTATE

La prostate (du grec « pro»: devant et « statis » : situé) est un organe complexe,
principalement glandulaire, impair et médian, annexé a I’appareil génital méle. Cette glande
est située au-dessous de la vessie. La prostate intervient dans la reproduction et prévient les
infections du tractus urogénital. Par ailleurs, la prostate est le siége de pathologies complexes
dont les principales sont les hyperplasies bénignes (HBP) et les cancers. Avec I’accroissement
de la longévité, les maladies prostatiques dont I’incidence et la gravité augmentent avec 1’4ge,

constituent a I’heure actuelle I’une des causes principales de mortalité chez I’homme.

1- Anatomie de la prostate

La glande prostatique adulte pése en moyenne 20 g et a la taille d’une noix. Cette
glande est située au-dessous de la vessie, autour de la partie initiale de l’urétre, entre la
symphyse pubienne et le rectum (figure 1).

Bien que la prostate normale humaine soit macroscopiquement homogeéne, il est
possible de la diviser en plusieurs zones (figure 2) selon les travaux de Mc Neal (1981). La
zone fibromusculaire antérieure est formée de tissu musculaire lisse. Elle correspond a
environ 1/3 du volume de 1’organe et est totalement dépourvue de structures glandulaires. La
zone centrale représente environ 25 % du volume de la prostate glandulaire. Elle s’étend
autour des canaux éjaculateurs qui la traversent verticalement. La zone centrale forme la base
de la prostate. La zone périphérique est la plus étendue (70 %) des 3 zones glandulaires. Elle

s’enroule autour de la zone centrale et se développe en-dessous d’elle pour former toute la
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Figure 1 : Localisation schématique de la prostate chez 1’homme(d’aprés Aronson et de
Kemion, 1996).



Figure 2: Représentation schématique de la prostate humaine selon McNeal (1981).

Légende :
V : Vessie U : Urétre VM : Veru montanum
VS : Vésicules séminales  ZP : Zone périphérique ZT : Zone transitionnelle

ZC : Zone centrale ZFM : Zone fibromusculaire



face postérieure ou rectale de la prostate et la plus grande partie de ses faces latérales. C’est
dans cette zone que surviennent la presque totalité des carcinomes. La région préprostatique
est la zone la plus réduite de la prostate glandulaire (environ 5 %). Elle comprend les glandes
périurétrales et la zone de transition située de part et d’autre du segment proximal de I’urétre.
La zone de transition est séparée de la zone périphérique, qui la recouvre en partie, par un fin
septum fibreux. Si la zone préprostatique est réduite, elle est en revanche d’une grande
importance en pathologie, puisque selon Mc Neal, elle est le siege exclusif de I’hypertrophie
bénigne de la prostate. La zone de transition peut étre également le point de départ d’un
carcinome (figure 2).

La prostate de rat posseéde une structure différente de la prostate humaine (figure 3).
Elle est composée de deux lobes ventraux situés au niveau de la partie basse de la vessie. La
prostate dorsolatérale entoure 1’urétre et peut étre disséquée, avec beaucoup de précision, en
deux lobes latéraux et un lobe dorsal. Contrairement aux autres lobes, les prostates latérales de
rat sont des zones homologues & la prostate humaine ou les HBP se développent (Price, 1963).

De ce fait les lobes latéraux constituent un bon modele d’étude des HBP.

2- Histologie de la prostate

La prostate est constituée de plusieurs types cellulaires. Ainsi, ’on note la présence de
cellules épithéliales, de cellules endothéliales, de fibroblastes et de fibres musculaires lisses
(pour revue, voir Lobacarro et al., 1997).

Les cellules épithéliales sont les plus étudiées. Ce type cellulaire forme le tissu
glandulaire. Les fibroblastes, les cellules endothéliales et les fibres musculaires lisses
composent le stroma prostatique. La prostate possede également des cellules neuroendocrines
sécrétant des neuropeptides. Ces cellules n’expriment pas le récepteur aux androgenes.

Cependant, un pourcentage €levé de cellules neuroendocrines est associé a un mauvais
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pronostic clinique dans le cas des cancers de la prostate. En effet, les neuropeptides sécrétés
agiraient, a la maniére de facteurs de croissance, de fagon autocrine et/ou paracrine. Aucunes
données bii)liographiques indiquent si la PRL est synthétisée et sécrétée par ce type de
cellules.

Les relations entre les différentes catégories cellulaires sont capitales dans la
physiologie de la prostate. En effet, il existe une véritable dépendance entre les cellules
épithéliales et les cellules stromales. Selon des travaux récents (Lobaccaro et al, 1997 ;
Shabigh et al., 1999). Les cellules épithéliales ne possédent pas le récepteur aux androgénes,
contrairement aux cellules endothéliales. L’hypothése actuelle stipule que les cellules
épithéliales, stimulées par les cellules endothéliales, sécrétent un facteur vasculaire (inconnu a
ce jour). Cette molécule agirait sur les cellules endothéliales et entrainerait une augmentation
du flux sanguin. En absence d’androgeénes, les cellules endothéliales ne peuvent stimuler les
cellules épithéliales. Il se produit alors une diminution du flux sanguin, une hypoxie et la mort

des cellules épithéliales, endothéliales et stromales par apoptose (Shabigh et al., 1999).

3- Role physiologique

La prostate intervient dans la reproduction et dans les processus de résistance aux
infections. La prostate participe a 15 % du volume de I’éjaculat. Au moment de I’éjaculation,
des fibres nerveuses sympathiques innervent les récepteurs o adrénergiques des muscles
lisses prostatiques et déclenchent I’expulsion du liquide prostatique dans I’urétre.

La glande prostatique produit de nombreuses substances déversées dans 1’urétre. Cela
inclut du zinc, de I’acide citrique, du calcium, de la phosphatase acide et du PSA (prostate

specific antigen). Le fluide prostatique posseéde la plus haute concentration en zinc de tout
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Figure 3 : Localisation schématique de la prostate de rat (d’aprés Price, 1963).
Légende :

UR : Urétre ;

VE : Vessie ;

V : Lobe prostatique ventral ;

L : Lobe prostatique latéral ;

D : Lobe prostatique dorsal ;

CE : Canaux éjaculateurs ;

S : Vésicules séminales.



’organisme. Cet ion agit comme facteur antibactérien. Sa libération par la prostate joue un

role préventif dans les infections du tractus urinaire.

4- Pathologies principales de la prostate

Les hyperplasies bénignes et les cancers de la prostate sont détaillés ci-dessous. Il
existe également d’autres maladies prostatiques comme les prostatites (inflammation de la
prostate d’origine bactérienne ou non) que nous ne mentionnons pas ici.

4.1- Hyperplasies bénignes

Les adénomes prostatiques (HBP) sont les tumeurs bénignes les plus répandues chez
I’homme. Les symptdmes apparaissent au cours de la croissance des compartiments stromal et
glandulaire de la prostate. Ce phénoméne physiologique débute pendant la puberté et se
poursuit tout au long de la vie de I’individu. Souvent, des symptomes urinaires (difficultés de
miction, obstruction de la vessie) se développent parallélement avec la croissance de la
prostate. Les HBP débutent vers la trentaine (figure 4). Aprés 50 ans, 50 % des hommes
souffrent d’HBP (Berry et al., 1984). Ce taux atteint environ 90 % vers 90 ans.

4.2- les cancers de la prostate

Les adénocarcinomes de la prostate représentent la seconde cause de mortalité par
cancer chez I’homme apres le cancer du poumon. Chaque année, environ 15 000 nouveaux cas
sont diagnostiqués en France (Garnick, 1995). Les symptdmes apparaissent quand la tumeur
appuie sur la vessie ou sur Iurétre. Elle oblige le patient a se lever plusieurs fois par nuit pour
uriner. Les cancers de la prostate se détectent également au cours d’analyses concernant une

HBP.
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PREVALENCE OF BPH PATHOLOGY WITH AGE
IN 1075 HUMAN AUTOPSIES
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Figure 4: Evolution du pourcentage d’hyperplasies bénignes de la prostate en fonction de

I’age. Valeurs obtenues aprés autopsies (d’apres Berry et al., 1984).



5- Les traitements

5.1- Traitements hormonaux

Le développement des cancers de la prostate et des HBP survient avec I’4ge et se
trouve sous la dépendance des androgénes (Garnick, 1995) produits principalement par les
testicules (Figure 5). La testostérone (T) est convertie en dihydrotestostérone (DHT), la forme
la plus active des androgénes, par la Sa-reductase. La DHT se fixe ensuite sur des récepteurs
prostatiques et induit la prolifération cellulaire. Les androgénes produits par les glandes
surrénales jouent également un rdle, chez ’homme dans les pathologies prostatiques
(Bruyninx et al,, 1998). Au contraire, chez le rat, les glandes surrénales ne sécrétent pas
d’androgénes (Bruyninx et al., 1998).

Les traitements actuels des HBP et des cancers de la prostate visent donc & diminuer au
maximum |’action des hormones sexuelles masculines. Comme I’indique la figure 5, cela peut
se réaliser a plusieurs niveaux, par inhibition de la 5a-reductase (Permixon, Finastéride) ou en
empéchant la fixation de la DHT sur son récepteur (Flutamide). Certaines molécules peuvent
étre utilisées, lors de cas avancés de cancer, pour réduire la synthése de T au niveau des
testicules et des glandes surrénales (kétoconazole, aminoglutéthimide). Enfin, 1’emploi
d’analogues du GnRH (leuprolide, buséréline) induit un rétrocontrole négatif sur la synthése
de I’hormone lutéinisante (LH) qui provoque une chute de la synthese de T testiculaire.

Malheureusement, malgré des taux d’androgenes circulants trés bas, les tumeurs
régressent dans un premier temps et entrent & nouveau dans un cycle de prolifération
actuellement incurable. C’est le phénoméne dit « d’échappement » (Kozlowski et al., 1991).
Les tumeurs initialement hormono-dépendantes (c’est-a-dire nécessitant une stimulation

androgénique pour proliférer) deviennent insensibles aux androgénes (hormono-
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Figure 5: Les divers traitements de ’hyperplasie et du cancer de la prostate ont pour but
d’interrompre les voies biologiques qui déclenchent la synthése de la testostérone ou qui
régulent I’action de cette hormone sur les cellules de la prostate (a droite). Les agonistes de la
GnRH (Leuprolide, Buséréline) bloquent la sécrétion de LH. Le Kétoconazole inhibe la
sécrétion de testostérone au niveau des testicules et des glandes surrénales. Le Permixon et le
Finastéride réduisent I’activité de la Sa-reductase qui converti la testostérone en DHT. Enfin,

le Flutamide bloque la fixation de la DHT sur son récepteur.



indépendantes). Cela signifie que d’autres facteurs interviennent et notamment la PRL. En
effet, les cellules prostatiques posseédent des récepteurs fonctionnels & la PRL (Nevalainen et
al., 1997). La méme équipe a démontré que la prostate humaine et de rat sécréte de la PRL qui
pourrait agir de maniére autocrine/paracrine sur la prolifération cellulaire (Nevalainen et al.,
1997). Enfin, avec I’age, le taux de T diminue chez ’homme (Davidson et al., 1983), alors
que la concentration plasmatique de la PRL suit une évolution inverse (Vekemans et al.,
1975). L’ensemble de ces phénomenes amene a penser que la PRL joue un réle majeur dans

les pathologies prostatiques et pourrait étre prise en compte en hormonothérapie.

5.2- Inhibiteurs des récepteurs adrénergiques

Récemment, le tamsulosine a fait son apparition dans le cadre des traitements des
HBP. Cette molécule est un antagoniste des récepteurs adrénergiques de type o, spécifiques
de la prostate, des fibres musculaire lisses. Son emploi provoque un reldichement musculaire
et donc une augmentation du diameétre urétral. Les symptdmes caractéristiques des HBP sont

de ce fait atténués, méme si le volume de 1’adénome reste inchangé.

5.3- Traitements chirurgicaux

Dans le cas des HBP, la chirurgie a pour but d’augmenter le diameétre de 1’urétre.
L’opération la plus courante est la résection transurétrale (RTU) pratiquée par endoscopie.
Elle consiste & enlever une partie de la glande en périphérie de I'urétre a I’aide d’un bistouri
électrique. D’autres techniques existent : la cryothérapie, ’emploi du laser et la nécrose des
tissus par chauffage.

Les traitements chirurgicaux des cancers de la prostate conduisent a une

prostatectomie radicale. En effet, I’ablation de la prostate est le dernier recours quand le
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cancer est détecté a un stade avancé et lorsque les traitements pharmacologiques ne suffisent

plus. Cette opération s’accompagne parfois d’une castration.

5.4- Radiothérapie et chimiothérapie

La radiothérapie est employ€e dans les cas de cancers localisés. Par contre, 1’efficacité
de la chimiothérapie dans le cadre des cancers de la prostate est trés faible. En effet, ce type de
cancer est caractérisé par un taux de prolifération trés bas, ce qui lui confére sa résistance a

cette voie thérapeutique.

6- Lignées cellulaires cancéreuses prostatiques principales utilisées en

recherche

Le phénomeéne d’échappement constitue le probléme majeur du traitement des cancers
de la prostate. L’étude de I’évolution des cellules cancéreuses et de leur dépendance vis-a-vis
des androgénes est possible, in vitro, grace aux lignées cellulaires.

Les cellules LNCaP (Lymph Node Carcinoma Prostate) sont issues d’une biopsie a
I’aiguille d’un ganglion supraclaviculaire chez un homme de 50 ans souffrant d’un cancer de
la prostate (Horoszewicz et al., 1983). Cette lignée est androgéno-dépendante et exprime des
récepteurs aux androgénes (Brolin er al, 1992), ainsi que les cytokératines 8 et 18
caractéristiques des cellules épithéliales luminales prostatiques (Lalani ez al., 1997).

Les cellules PC3 dérivent d’une métastase osseuse humaine. Ces cellules épithéliales
n’expriment pas de récepteurs aux androgénes et sont de ce fait hormono-indépendantes
(Kaighn et al., 1979). Cette lignée semble étre issue d’un stade plus avancé de cancer

prostatique que la lignée LNCaP.
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La lignée DU-145 provient d’une métastase prostatique humaine localisée dans le
cerveau. Ces cellules sont hormono-indépendantes (Stone ef al., 1978), malgré I’expression de

récepteurs aux androgénes.
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LA PROLACTINE

La prolactine, classiquement décrite comme [’hormone de la lactation, présente de forte
analogies structurales avec I’hormone de croissance. Actuellement, la PRL intervient dans
plus de 85 actions biologiques.

L’activité lactogénique d’extraits d’hypophyse antérieure a €té mise en évidence en
1928 (Stricker et al, 1928). En 1933, Riddle a démontré que des extraits purifiés d’hypophyse
antérieure stimulent la croissance du jabot de pigeon, équivalent de la glande mammaire des
mammifeéres. Ce test servit de dosage biologique avant [’utilisation des dosages radio-
immunologiques. Le terme « prolactine » fut proposé par Riddle pour définir I’hormone
responsable de ce phénoméne. Il faudra attendre jusqu’en 1970 pour que Friesen réussisse a
isoler la PRL de I’hormone de croissance (GH : growth hormon). Le premier dosage radio-

immunologique de la PRL fut mis au point en 1971.

1- Structure de la PRL

La PRL est constituée par une chaine de 199 acides aminés. Son poids moléculaire est
de 23 kD (figure 6). La PRL présente respectivement 61 % et 77 % d’homologie avec la GH
et ’hormone placentaire lactogene (Brue et al., 1989). Dans le sang, la PRL est représentée
essentiellement sous forme monomérique (« little » prolactine). Les autres formes, étant de
polymeéres, sont nommées « big » (45 kD) et « big-big » (130 kD) prolactine. Ces deux formes
oligomériques ne sont pas prises en compte dans les dosages radio-immunologiques tandis
que leurs éventuelles activités biologiques ne sont pas connues. La « big-big » PRL posséde

moins de 15 % de I’affinité pour les récepteurs de la PRL elle-méme (forme « little »). La
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Figure 6 : Représentation schématique de la prolactine de 23 kD de poids moléculaire (« little

prolactin »).



« little » PRL constitue 75 4 90 % environ de 1’hormone circulante contre 8 a 20 % pour la
«big» et 5 % pour la « big-big » PRL. D’autres formes de PRL résultent de modifications
post-traductionnelles (Sinha et al., 1995) de la chaine protéique initialement synthétisée et non
a une multiplicité génétique. Le geéne de la PRL est situé chez [’homme sur le chromosome 6.
Il possede 5 exons et 4 introns. Ainsi, il existe des formes clivées, glycosylées, phosphorylées,

désamidées ou sulfatées. La plupart de ces formes sont moins actives que la « little » PRL.

2- Régulation de la syntheése et de la sécrétion de PRL

La PRL est principalement synthétisée par les cellules éosinophiles de I’hypophyse
antérieure appelées cellules lactotropes. La PRL est également sécrétée par d’autres tissus tels
que les cellules déciduales du placenta (Handwerger et al., 1990), par I’endométre (Masler et
al., 1979), par le cerveau (Schachter et al., 1984 ; Emanuele et al. 1992 ; Wilson et al., 1992 ;
Valatx et al., 1992), par certaines cellules du systéme immunitaire (Montgomery ef al., 1992 ;
Pellegrini et al., 1992) et par la prostate (Nevalainen et al., 1997).

La biosynthese et la sécrétion de la PRL hypophysaire sont soumises a 1’influence de
tres nombreux facteurs, soit d’origine hypothalamique, soit d’origine périphérique (gonade,
thyroide).

La dopamine est I'inhibiteur hypothalamique physiologique de la PRL (Yazigi ef al.,
1997) (figure 7). Cela explique que les médicaments comme les neuroleptiques (sulpiride,
halopéridol) (Debeljuk et al., 1975 ; Boucherle er al, 1981) qui bloquent les récepteurs
dopaminergiques peuvent entrainer une hyperprolactinémie. La bromocriptine, un agoniste
dopaminergique est, au contraire, un traitement de choix pour lutter contre

I’hyperprolactinémie (Lane et al., 1997).
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Figure 7: Régulation de la sécrétion de prolactine hypophysaire.




Le GABA (acide gamma-aminobutyrique), un autre facteur hypothalamique, a une
action inhibitrice et indépendante de la dopamine sur la sécrétion de PRL (Schally et al.,
1977).

Le GAP (GnRH-associated), un peptide de 56 acides aminés libéré conjointement avec
la GnRH agit en tant qu’inhibiteur de la production de PRL (Clarke et al., 1987).

Parmi les facteurs stimulateurs de la synthése et de la libération de PRL, aucun ne
semble étre dominant. Ainsi, la TRH (tyrolibérine), outre son action stimulatrice sur la TSH
hypophysaire, augmente la sécrétion de PRL. L’effet de la TRH est plus important chez la
femme que chez ’homme, probablement du fait de I’effet de potentialisation des oestrogénes
chez la femme (Rackoff et al., 1973).

Le VIP (vaso-intestinal peptide), un autre facteur hypothalamique stimule la sécrétion
de PRL (Conti et al., 1987 ; Kato et al., 1978).

L’angiotensine II (Schramme et al., 1983), I’ocytocine (Hyde et al., 1989) exercent le
mé&me type d’action, mais leur importance physiologique est peu connue.

Les taux plasmatiques de PRL sont également controlés par 1’oestradiol. Cette
hormone stimule la sécrétion (Neill ef al., 1971 ; Shin et al., 1979), la synthése (Kaplan et al.,
1976 ; Maurer, 1982), le stockage (kiino ef al., 1981) de PRL et accroit la taille et le nombre
de cellules lactotropes (Maurer et al., 1977 ; Boockfor et al., 1986). Il est bon de noter que
I’oestradiol induit un inflammation de la prostate latérale chez le rat (Paubert-Braquet, 1996)
via la voie prolactinique (Lane et al., 1997).

A Vinverse de la plupart des hormones de 1’antéhypophyse, la PRL a de multiples
organes cibles (glande mammaire, foie, surrénales, gonades, prostate). La PRL n’est pas, de ce
fait, sous le joug d’une hormone unique assurant le rétrocontrdle de sa sécrétion. C’est la PRL

qui assure cet autocontrole négatif (Kledzik et al., 1976).
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3- Variations des taux de PRL plasmatiques

La concentration plasmatique de PRL oscille entre 5 et 10 ng/ml chez ’homme et 5 a
15 ng/ml chez la femme. La libération de PRL par I’hypophyse se déroule de fagon pulsatile
selon un rythme de 90 minutes environ. Au cours de la journée, on note un cycle nycthéméral
avec un pic nocturne de PRL. In utero, le taux de PRL croit au cours de la période foetale
jusque 200 ng/ml environ, puis chute dans la semaine qui suit la naissance (Aubert, 1982) et
recie stable jusqu’a la puberté. Chez les adolescents, une augmentation de la sécrétion de PRL
est constatée chez la jeune fille, paralléle au développement mammaire et contemporaine a la
sécrétion d’oestradiol (Borson-Chazot, 1988). II existe des fluctuations du taux de PRL
notamment chez la femme, & partir de la puberté, lors du cycle menstruel, avec des taux bas au
cours de la phase folliculaire et une valeur maximale au moment du pic ovulatoire (Marshall
et al., 1988). L.e taux de PRL croit au cours de la grossesse et pendant les périodes
d’allaitement. D’autres facteurs augmentent la sécrétion de PRL comme le stress (Jahn et al.,
19V86‘), le sommeil (Parker et al., 1974) et I’alimentation (Carlson et al., 1983). Chez I’homme,
le “taux de PRL augmente avec I’Age (Vekemans et al., 1975), contrairement a celui des

androgénes (Davidson et al., 1983).
4- Distribution et régulation des récepteurs de la PRL

Les récepteurs de la PRL (R-PRL) sont présents dans un grand nombre de tissus
comme la glande mammaire, le rein, 1’ovaire et le foie. Les organes lymphoides comme le

thyinus , la rate, les ganglions et la moelle osseuse en sont aussi pourvus. Récemment,
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Nevalainen et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence de R-PRL dans la prostate

humaine et dans la prostate de rat (1997).

4.1- Structure du récepteur de la PRL

La grande homologie existant entre la PRL et la GH appartenant toutes deux a la
tamille des cytokines, se retrouve sur leurs récepteurs respectifs. Actuellement, 3 types de R-
PRL ont été caractérisés chez le rat : une forme courte (291 acides aminés) (Boutin et al.,
1988), une forme longue (519 acides aminés) (Shirota et al.1990) et une forme intermédiaire
(393 acides aminés) (Ali et al, 1991). La forme intermédiaire a €té mise en évidence
uniquement dans la lignée Nb2 issue d’un lymphome de rat. Ces récepteurs se distinguent par
la longueur de leur région cytoplasmique. Les domaines extracellulaires et transmembranaires
sont identiques (figure 8).

L’homodimérisation de la forme longue et intermédiaire du R-PRL se produit lors de
la fixation de la PRL et entraine I’activation d’une tyrosine kinase JAK2 (Rui et al., 1994).
JAK2 phosphoryle probablement le récepteur. Il s’ensuit la phosphorylation du facteur de
transcription Stat 5 (Goupille et al., 1994). Cette molécule forme ensuite un homodimére qui
se fixe sur des régions spécifiques de I’ADN et régule la transcription des génes (figure 9). La
région extracellulaire du R-PRL possede une séquence conservée Trp-Ser-X-Trp-Ser qui
pourrait agir dans les interactions récepteur/récepteur ou hormone/récepteur (DeVos et al,
1992). La région box1 contient un domaine permettant I’interaction entre le R-PRL et JAK2
(O’Neal et al., 1993 ; Kelly er al., 1993). Box2 est indispensable pour [’activation de Stat 5
(Goupille er al., 1997).

La phosphorylation de la forme courte du R-PRL ne peut physiquement pas se

produire (Lebrun et al., 1995). Néanmoins, des études sur des cellules NIH 3T3 indiquent que
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Figure 8: Structures schématiques des différentes formes de récepteurs de la prolactine
découverts chez le rat. On distingue la forme courte (« short»), la forme intermédiaire
(« Nb2 » d’aprés la lignée de lymphome a partir de laquelle ce récepteur a été caractérisé) et la
forme longue («long»). Le domaine extracellulaire se situe a droite. Le segment
transmembranaire est composé de 24 acides aminés (en noir). Le domaine intracellulaire se
place 2 la droite de ce demnier. Les régions homologues sont hachurées de la méme maniere.
Le repére 262 de la forme courte représente la zone ou se produit un épissage alternatif
menant 2 la formation d’un domaine intracellulaire spécifique. La région en pointillé (de 323 &
520 acides aminés) est la zone de la forme longue absente sur la forme intermédiaire. Les
séquences nommées « WS », « box 1 » et « box 2 » sont caractéristiques des récepteurs de la

famille des cytokines (d’aprés Kuo et al., 1998).



PRLR dimer

Figure 9: La dimérisation des récepteurs entraine la phosphorylation de JAK 2. La
phosphorylation des récepteurs, probablement par JAK 2 provoque la phosphorylation, puis la
dimérisation de Stat 5. Ce dimére, véhiculé jusqu’au noyau se lie a des régions spécifiques de

I’ADN et régule la transcription de génes (d’aprés Kuo et al., 1998).



la forme courte du R-PRL est capable d’induire la division cellulaire (Das et Vonderhaar,

1995).

5- Actions de la PRL

La PRL possede un large spectre d’action. En effet, plus de 85 effets biologiques,
pouvant étre classés en sept catégories, ont été décrits : les actions associées a 1’équilibre
hydro-électrolytique ; les effets sur la croissance et le développement; une action sur les
fonctions de reproduction ; des effets métaboliques ; les effets sur le comportement ; un role
immuno-modulateur et une action sur la peau. Dans I’espéce humaine, 1’action la mieux
connue est celle exercée sur le développement de la glande mammaire et la lactogénése.

Outre son action sur la glande mammaire, la PRL intervient dans la physiologie et dans
les pathologies de la prostate. Les cellules prostatiques humaines et de rat expriment des
récepteurs fonctionnels a la PRI (Nevalainen et al, 1997). La PRL provoque la
différenciation et la prolifération des cellules sur des cultures organotypiques de prostate
(Nevalainen er al., 1996). La surexpression du géne de la PRL chez des souris transgéniques
provoque une hyperplasie prostatique (Wennbo et al., 1997). En outre, la prostate elle-méme
sécrete de la PRL qui pourrait agir de maniére autocrine/paracrine (Nevalainen et al., 1997).
Malheureusement, les mécanismes d’action de la PRL sont peu connus. Des travaux stipulent
que la PRL induit la croissance et la prolifération prostatique en synergie avec les androgénes
(Prins, 1987), ou augmente la concentration intracellulaire en testostérone dans les cellules de
la prostate (Farnsworth, 1988). A l’inverse, d’autres études ont caractéris€ une action
indépendante de la PRL sur la prostate vis-a-vis des androgénes (Reiter et al., 1995 ; Smith et

al., 1985 ; Price, 1963).
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6- Substances antiprolactiniques

La sécrétion de PRL est principalement régulée négativement par la PRL. Ainsi, les
agonistes dopaminergiques jouent un rdle prépondérant en terme de substances
antiprolactiniques. La bromocriptine, un agoniste des récepteurs de type D2, est utilisée dans
le cadre des problémes de stérilité chez ’homme et la femme, des aménorrhées et du
traitement de fond des prolactinomes (tumeur hypophysaire). Des études cliniques ont
démontré I’effet bénéfique de traitements a la bromocriptine de patients souffrant d’un cancer
(Rana et al., 1995 ; Jeromin, 1982) ou d’une hyperplasie bénigne de la prostate (Van Poppel et

al., 1987 ; Matos-Ferreira et al., 1987).
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CANAUX IONIQUES ET

PROLIFERATION CELLULAIRE

La membrane plasmique joue un réle essentiel dans la physiologie cellulaire. En effet,
elle constitue la seule zone de contact et d’échange de la cellule avec le milieu extérieur. La
membrane plasmique permet le maintien de gradients €lectrochimiques entre les milieux
intracellulaires et extracellulaires, principalement portés par les ions Ca2+, K*,Na", Cl'et H".
Les différences de potentiel ainsi formées interviennent dans nombre de processus
physiologiques et physiopathologiques. C’est au niveau de la membrane plasmique que
s’établissent les mécanismes biochimiques de transduction des signaux entrainant une réponse
physiologique de la cellule. Les mécanismes de transduction sont pour la plupart provoqués
par des phénoménes électriques engendrés par le mouvement d’ions véhiculés par des
protéines transmembranaires dont les principales sont les canaux ioniques.

Les canaux ioniques sont impliqués dans les mécanismes précoces de transduction des
signaux entrainant la cellule vers des processus physiologiques (mitose, exocytose,
contraction, apoptose, « multi drug resistance», ... ou pathologiques (tumorisation,
hypertrophie, ...). L’étude des canaux ioniques, et par extension, des mouvements ioniques
revét donc une importance capitale dans la compréhension de la physiologie et de la

physiopathologie cellulaire.
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1- Les grandes familles de canaux potassiques

Il existe une grande variété de canaux potassiques caractérisés par des propriétés et des
structures moléculaires différentes. Malgré cette diversité, il est possible de proposer une
classification basée sur la modulation de ces canaux par le voltage, par des ions et par d’autres
facteurs.

1.1 Canaux potassiques activés par le voltage

Nous avons adopté la classification de Chandy, (1991). Cette nomenclature se base sur
les différents génes qui codent pour les protéines homologues des canaux potassiques
identifiés d’abord chez la drosophile et retrouvés ensuite chez les mammiféres. Quatre
familles ont été caractérisées : shaker, shaw, shab et shal :

o la famille « shaker » qui correspond a la famille Kv1. Elle comprend 8 types de canaux, de
Kv1.1 a Kvl.8. La majorité de ces canaux s’inactive plus ou moins rapidement.

e la famille « shaw » qui comprend 4 types de canaux (de Kv3.1a Kv3.4). Ces canaux ne

s’inactivent pas et sont classiquement dénommeés de « type retardé ».

e la famille « shab » qui comprend Kv2.1let Kv2.2.

o la famille « shal » qui comprend (Kv4.1 et Kv4.2).

Les deux derniéres familles (shab et shal) ont des propriétés intermédiaires des canaux de type

shaker et shaw.

Ces différents types et sous-types de canaux potassiques activés par le voltage présentent des

sensibilités différentes aux inhibiteurs classiques des canaux potassiques comme la 4-

aminopyridine (4-AP) et le tetraéthylammonium (TEA). La purification des fractions des

neurotoxines, a contribué a la classification de ces canaux. En effet, certaines neurotoxines

inhibent, a des doses de ’ordre de la nanomole, spécifiquement un type de canal. Ainsi, la
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margatoxine (MgTX) inhibe spécifiquement le canal potassique de type Kv1.3, alors que la

dentrotoxine (DTX) inhibe le Kv1.1 et Kv1.2.

1.2 Canaux potassiques modulés par les ions et I’ATP
L’activité de certains types de canaux est modulée par des ions intracellulaires. Parmi
ces canaux, les plus répandus sont les canaux activés par le calcium (Kca), les canaux activés

par le sodium (Ky,) et les canaux inhibés par ’ATP (Ka1p).

1.2.1 Canaux potassiques activés par le calcium

Il existe différents sous-types de canaux potassiques sensibles au potentiel et activés
par le calcium (Kc,”"). Ils sont classés en trois grandes catégories selon leur conductance
unitaire et leur pharmacologie :
e les canaux potassiques de grande conductance « BK » ou « maxi K » (100-300 pS) : leur
ouverture se produit apres fixation de plusieurs molécules de calcium .
Ces canaux sont sensibles au TEA et a la charybdotoxine (ChTX) et sont spécifiquement
inhibés par I’ibériotoxine (IBTX) ;
¢ les canaux potassiques de conductance intermédiaire (40-100 pS). Ces canaux sont inhibés
par la charybdotoxine et par le Cetiedil ;
¢ les canaux potassiques de faible conductance « SK » (10-35 pS) sont peu ou pas sensibles
au potentiel. Leur activité est réduite par la charybdotoxine et par I’apamine.
En plus de ces 3 types de canaux potassiques, s’ajoute un autre type de canal de grande
conductance, activé par le calcium, et appartenant a la famille des « Kv» : c’est le canal

« Slowpoke » (Slo).
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Le calcium peut également inhiber I’activité de certains canaux potassiques. C’est le
cas du canal potassique des cellules de la prostate humaine LNCaP (Skryma et al., 1999). Ce

canal n’a pas encore été classé.

1.2.2 Canaux potassiques activés par le sodium
Ces canaux potassiques sont activés par le sodium intracellulaire. Ils sont sensibles a la
4-AP et insensibles au TEA. Les canaux Ky,+ sont inhibés par le magnésium et le barium

intracellulaires.

1.2.3 Canaux potassiques inhibés par I’ATP
Les canaux Karp sont inhibés par une augmentation de I’ATP intracellulaire.
L’inhibiteur classique de ces canaux est la glibenclamide, de la famille des sulphonylurées. La

cromakaline et le pinacidil ouvrent ces canaux.

1.3 Canaux potassiques modulés par le volume

Ces canaux, dits mécanosensibles, répondent aux modifications de pression et
d’étirement de la membrane plasmique. Il existe des canaux activés (« strecth-activated ») ou
inactivés (« stretch-inactivated ») par I’étirement. Leur sensibilité envers la pression se ferait
soit via la membrane plasmique (par modification de la conformation du canal inséré dans la
bicouche de phospholipides), soit par des éléments du cytosquelette (transmission de la

tension par |’intermédiaire d’une structure élastique).
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2- Implication des canaux potassiques dans la prolifération cellulaire

De nombreuses études ont mis a jour la fonction déterminante de 1’activité des canaux
potassiques dans la prolifération cellulaire (Deutsch, 1990 ; Dubois et Rouzaire-Dubois,
1993 ; Wonderlin et Strobl, 1996). Ces travaux s’appuient sur le fait que d’une part, les
inhibiteurs des canaux potassiques inhibent la prolifération cellulaire et que d’autre part, les
agents mitogénes stimulent I’expression et/ou I’activité des canaux potassiques. Récemment,
plusieurs études suggerent un role clé des canaux potassiques dans le cycle cellulaire, plus
particuliérement dans la progression dans la phase G1. Cependant, le lien entre I’activité des
canaux potassiques et la synthése de I’ADN n’est pas encore clairement établi.

Plusieurs hypothéses ont été émises pour pouvoir expliquer le rdle des canaux

potassiques dans le contrdle de la prolifération.

2.1- Modulation de I’influx de calcium par les canaux K™

L’équipe de Nilius (1992, 1993) a étudi€ les liens unissant les canaux potassiques, le
petentiel de repos, les flux calciques et la prolifération des cellules de mélanomes humains.
Leurs travaux aboutissent aux conclusions suivantes : [’activation des canaux potassiques
induit une hyperpolarisation et favorise donc une entrée de calcium selon son gradient de
concentration. Cette augmentation de la concentration intracellulaire en calcium induit la
progresston des cellules dans la phase S.

Outre 'influx calcique, les canaux potassiques peuvent moduler la concentration
intracellulaire en calcium par I’intermédiaire des stocks intracellulaires. En effet, Lee et al.

(1994) ont démontré que sur des cellules de neuroblastomes humains, I’activation de canaux
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potassiques sensibles a ’ATP provoque une diminution de la mobilisation du calcium

intracellulaire et donc de la prolifération qui en découle.

2.2- Régulation du pH intracellulaire par les canaux potassiques

Le pH intracellulaire (pHi) intervient dans le contrdle de la prolifération cellulaire.
Une étude sur des astrocytes a révélé que I’emploi d’inhibiteurs de canaux potassiques
provoque une augmentation du pHi et une diminution de la prolifération cellulaire (Pappas et
al., 1994). Néanmoins, 1’'un des inhibiteurs utilisé est la 4-AP, une base faible, qui pourrait
induire des variations de pHi indépendamment de son effet sur les canaux potassiques. La
compréhension des mécanismes précis de régulation du pHi par les canaux potassiques

nécessite des travaux complémentaires.

2.3- Modulation de I’influx de sodium par les canaux potassiques

Une étude unique (Cone et Cone, 1976) a démontré qu’un neurone du systéme nerveux
central, soumis a une dépolarisation développe un influx de sodium. Ce phénoméne est suivi
par une division du noyau, sans que la mitose n’aille a son terme. Cette mitose avortée donne
naissance a une cellule binucléée. Il semblerait donc que, dans ce type cellulaire, le sodium
sott impliqué dans la régulation des processus de réplication et par extension dans la division
cellulaire. Ce lien de cause a effet nécessite d’autres investigations afin de corroborer le role

des variations intracellulaires de sodium dans la prolifération cellulaire.

2.4- Régulation du volume cellulaire par les canaux potassiques
L’hypothése de régulation de la prolifération cellulaire par le volume cellulaire
s’appuie sur les observations suivantes : (i) le potentiel de repos des cellules de neuroblastome

est trés peu sensible a I’inhibition des canaux potassique (Rouzaire-Dubojs et Dubois, 1991);
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(it) la relation entre le potentiel de repos et le calcium intracellulaire n’est pas claire (Lee et
al., 1993) et (iii) la prolifération des cellules tumorales est peu dépendante du calcium
extracellulaire (Durham and walton, 1982). Rouzaire-Dubois et Dubois ont émis cette
hypothése en 1991. Le TEA induit simultanément une augmentation du volume des cellules et
une réduction de la prolifération cellulaire. Une augmentation du volume cellulaire de 25 %
induit une inhibition compléte de la prolifération des cellules de neuroblastome (Rouzaire-
Dubois et Dubois, 1998).

Deux propositions tentent d’expliquer la maniére dont la variation du volume de la
cellule influence la prolifération: (i) la déformation de la membrane peut modifier
’organisation des éléments du cytosquelette ; (ii) le changement du volume de la cellule peut
altérer la composition et la concentration ionique intracellulaire. Les conséquences de 1’une ou
l’autre de ces propositions pourraient modifier I’expression ou l’activité des protéines
régulatrices du cycle cellulaire (Rouzaire-Dubois et Dubois 1998). Des observations similaires
ont été rapportées par Xu et al., (1996) sur les cellules humaines myeloblastiques (ML-1). En
effet, I’application de la 4-AP (inhibiteur des canaux potassiques) induit I’arrét des cellules en
phase Gl et une augmentation du volume cellulaire. De méme, le canal potassique de type
Kv1.3 est impliqué dans la régulation du volume dans les lymphocytes T (Deutsch et chen,

1993).

3- Canaux potassiques impliqués dans la prolifération des cellules de la

prostate

L’expression de canaux ioniques et leurs roles dans la physiologie et la

physiopathologie sont trés peu étudiés dans les cellules de la prostate, qu’elles soient normales
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ou malignes. Skryma et al.. (1997) ont caractérisé un canal potassique sur la lignée cancéreuse
prostatique humaine LNCaP. Ce canal est impliqué dans la prolifération cellulaire. L’activité
des canaux, régulée par le voltage, est également sous la dépendance du taux de calcium
intracellulaire : toute augmentation de la concentration en calcium cytosolique inhibe
I’activité des canaux potassiques. Par ailleurs, les cellules LNCaP ne disposent pas de canaux
calciques dépendants du voltage (Skryma et al., 1997). L’augmentation du taux de calcium
pourrait avoir comme origine des canaux calciques non dépendants du voltage et/ou la
mobilisation des stocks intracellulaires. Il est connu que des facteurs de croissance et des
hormones agissent de la sorte sur le taux de calcium intracellulaire et provoquent la
prolifération des cellules (Munaron et al., 1997). De telles variations de calcium pourraient
inhiber les canaux K* des LNCaP, induire une dépolarisation membranaire et donc, réduire
I’influx de calcium. Ce mécanisme pourrait expliquer le role de ces canaux potassiques dans
la prolifération des cellules cancéreuses tumorales de la prostate humaine.

Un autre type de canal potassique dépendant du voltage a ét€ mis en évidence sur des
cellules normales de prostate de rat (Ouadid-Ahidouch ef al., 1999). Ce canal différe de celui
présent a la surface des cellules LNCaP. Il est possible que le type de canal potassique soit
représentatif du caractére tumoral des cellules prostatiques. Si cette hypothése s’avére exacte,
les canaux potassiques pourraient constituer des cibles pharmacologiques privilégiées dans le

cadre des traitements des pathologies de la prostate.
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4- Autres types de canaux ioniques impliqués dans la cancérisation de la

prostate

La premiére étude impliquant les canaux sodiques dans le développement du pouvoir
invasif des cellules prostatiques, a été entreprise sur le modéle de cancer de la prostate de rat
de souche Dunning. Deux lignées cellulaires cancéreuses ont été obtenues chez le rat Dunning
(Crimes et al., 1995) :

e lalignée MAT-LyLu qui posseéde un haut pouvoir métastatique ;

e lalignée AT-2, moins invasive que la précédente lorsqu’elle est injectée dans une prostate

de rat Dunning.

Contrairement aux cellules AT-2, la lignée MAT-LyLu exprime des canaux sodiques
dépendants du voltage (Laniado et al, 1997). Un traitement a la tétrodotoxine (TTX : une
toxine inhibitrice de canaux sodiques) réduit significativement la capacité métastatique des
cellules MAT-LyLu (Grimes et al., 1995). Des expériences similaires ont été réalisées sur des
lignées cancéreuses prostatiques humaines LNCaP et PC-3. Les cellules PC-3 expriment des
canaux sodiques dépendants du voltage contrairement aux cellules LNCaP. La TTX inhibe
spécifiquement le caractére invasif des PC-3. Cette toxine est sans effet sur les cellules
LNCaP (Laniado et al., 1997).

Il semblerait donc que les canaux sodiques jouent un role important dans la
dissémination des cellules cancéreuses prostatiques. Les mécanismes exacts impliquant les

canaux Na' et la formation de métastases restent a définir.
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APOPTOSE, CALCIUM ET PATHOLOGIES

PROSTATIQUES

La croissance de tous tissus, qu’ils soient normaux ou malins, est déterminée par la
modulation de I’équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire. Au sein d’un organisme
adulte, ces taux sont tels que ni une involution, ni une croissance anormale des tissus ne se
produit. Cependant, une cellule peut acquérir un phénotype malin suite au contact avec des
agents extérieurs ou a des traitements perturbant la balance prolifération/apoptose. En effet,
certaines molécules carcinogeénes, plutdt que de stimuler la division cellulaire, provoquent une
diminution de la mort cellulaire programmée (Isaacs, 1993). Ce phénomene est maintenant
admis dans le cas des cancers de la prostate (Bruyninx et al., 1998). L’apparition de cellules
malignes, leur survie, leur accumulation, puis leur dissémination produit, & terme, des cancers

malheureusement létaux pour la plupart.

1- L’apoptose

L’apoptose, encore appelée « mort cellulaire programmée », est un terme défini pour la
premiére fois en 1972 par Kerr ef al. Etymologiquement, ce mot d’origine grecque signifie
« chute des feuilles en automne ». Une cellule, entrant dans ce processus, subit de nombreux
bouleversements physiologiques et structuraux. La cellule apoptotique se détache et sera
finalement détruite par les macrophages. En revanche, les processus de nécrose sont
différents. En effet, suite a des stimuli externes, la nécrose conduit a des modifications des

influx ioniques, un gonflement et éventuellement un éclatement de la cellule. Au cours de la

41



nécrose, la cellule joue un rdle passif, alors que 1’apoptose est un processus qui requiert une
dépense énergétique. Concrétement, ’apoptose se traduit par des bouleversements
biochimiques et morphologiques qui aboutissent & une dégradation irréversible de I’ADN et a4
sa fragmentation par des endonucléases. 1.’agrégation des fragments d’ADN donne naissance
a des corps apoptotiques caractéristiques, visibles aprés coloration de I’ADN, en microscopie
optique (figure 10).

L’apoptose est un phénoméne répandu, se produisant normalement a différentes étapes
de la morphogenése, de la croissance et du développement. L’apoptose est induite par
différents types de signaux endogénes (généralement des hormones ou des facteurs de
croissance) ou exogeénes (radiations, virus ou médicaments). L’absence de facteurs de survie
est également & ’origine de processus apoptotiques. C’est le cas de 1’ablation des androgénes,
par castration chimique ou physique, qui induit la mort cellulaire programmeée des cellules
prostatiques de 1’épithélium glandulaire (Kyprianou et Isaacs, 1988). L’élimination des
cellules prostatiques consécutive a la castration est la voie principale de traitement des
pathologies prostatiques par hormonothérapie.

De nombreuses enzymes, dont certaines sont activées par le calcium, participent a
Papoptose. Les effets du calcium sont en effet relayés par des protéines qui fixent cet ion. Les
variations du taux de calcium intracellulaire interviennent dans la régulation de [activité de
facteurs de transcription, ainsi que dans 1’activation d’enzymes dépendantes du calcium. C’est
le cas de la transglutaminase, de la calmoduline, de la calcineurine, de la calréticuline, des

caspases et des endonucléases.
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Figure 10: Changements morphologiques principaux dans 1’apoptose, a droite et la nécrose, a
gauche (d’aprés Wyllie et al., 1980).

1- Cellule normale

2- Condensation de la chromatine et du cytoplasme d’une cellule en début d’apoptose

3- Fragmentation nucléaire et cellulaire

4- Phagocytose d’un corps apoptotique

5- Corps apoptotique phagocyté

6- Résidus apoptotiques (apoptose terminale)

7- Gonflement d’une cellule en nécrose

8- Eclatement cellulaire



2- Modulation de la mort cellulaire programmée dans la prostate

2.1- Réle des androgénes

Comme décrit précédemment, la prostate est composée de cellules épithéliales (basales
et 'apicales) qui bordent les acini, de cellules stromales et de cellules endothéliales (formant les
vaisseaux sanguins). Dans le tissu prostatique, 1’apoptose des cellules épithéliales apicales est
induite apres la déprivation en androgénes. Ce processus est décrit par certains auteurs comme
spécifique aux cellules épithéliales apicales (English et al., 1989). Les cellules stromales et
basales de 1’épithélium seraient androgeno-indépendantes et n’entreraient pas en apoptose.
Néanmoins, des travaux stipulent que méme ces cellules sont impliquées par les processus
apoptotiques (Shabigh er al., 1999). La castration, chez le rat, stopperait la libération d’un
facteur de régulation vasculaire, sécrété par les cellules épithéliales et agissant sur les cellules
endothéliales. En retour, les cellules endothéliales entrainent une diminution du flux sanguin
(Shabsigh et al., 1998), provoquant ainsi une hypoxie qui conduit a ’apoptose des cellules
épithéliales, endothéliales et stromales dans une moindre mesure.

Les cellules épithéliales glandulaires (basales et apicales) constituent 80 % du total des
cellules des lobes de prostate de rat. Environ 70 % d’entre elles disparaissent 7 jours aprés la
castration. Le lobe ventral a été longtemps un modéle d’étude des phénomenes apoptotiques,
d’une part pour sa sensibilité aux androgénes et d’autre part pour sa dissection relativement
aisée. Le lobe latéral s’avére néanmoins plus proche du modéle humain. En effet, la prostate
latérale développe un forte sensibilité vis-a-vis des hormones. De plus, histologiquement, ce
lobe est homologue a la zone transitionnelle de la prostate humaine ou se développent les

HBP (Price, 1963).
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Aprés la castration, le taux de testostérone chute a 1.2 % de sa valeur initiale au bout
de 6 heures (Kyprianou et Isaacs, 1988). Le taux de DHT (la forme active des androgenes)
chute de 55 % 12 heures apres la castration. La diminution des androgénes, considérés comme

des facteurs de survie, provoque ’entrée des cellules prostatiques en apoptose.

2.2- Modulation de la transcription et de la transduction au cours de I’apoptose

La transcription et la transduction de certains génes sont stoppées apres la castration.
C’est le cas de ’ornithine décarboxylase, de I’histone H4 et de la p53 (Furuya et Isaacs,
1993). D’autres geénes, par contre, sont rapidement transcrits et traduits : c-myc (Quarmby et
al., 1987), TRPM-2 (testosterone repressed prostatic message) (Montpetit et al., 1986), H-ras
(Furuya et Isaacs, 1993), calmoduline (Furuya et Isaacs, 1993) et TGF-B1 (Kyprianou et
Isaacs, 1988). Notons que nombre de ces genes (c-myc, H-ras) sont impliqués dans la

prolifération cellulaire.

3- Régulation de I’apoptose par le calcium

Le calcium est un second messager ubiquitaire participant & des fonctions
physiologiques multiples: division cellulaire, différenciation, sécrétion, apoptose et nombre de
signaux de transduction. Au sein méme du processus apoptotique, il apparait que le calcium

agit au cours de nombreuses étapes.

3.1- Homéostasie calcique
Au sein d’une cellule, la concentration moyenne en calcium est maintenue entre 0.05
et 0.2 uM. La cellule baigne dans un milieu extracellulaire contenant environ 1 mM de

calcium. De nombreux organites, comme le réticulum endoplasmique (RE), les mitochondries
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et le noyau accumulent de grandes quantités de calcium. Cette compartimentation est assurée
par nombre de transporteurs (comme les pompes Ca®™ ATPases présentes sur la membrane des
organites intracellulaires) et de canaux calciques. L’ouverture des canaux calciques, qui induit
une entrée de calcium, peut étre dépendante du voltage (« voltage gated calcium channel »)
ou de la fixation d’un ligand (« ligand-gated calcium channel ») (figure 11). I existe
également des canaux calciques dont !’ouverture est indépendante du voltage. Ce sont les
canaux dits CCE pour « calcium channel entry ».

La mobilisation du calcium intracellulaire (c’est-a-dire la vidange des réserves
calciques) peut se faire par I’activation des récepteurs a I’IP3 (inositol triphosphate) et/ou
celle des récepteurs a la ryanodine. Ces deux récepteurs canaux sont présents sur la membrane
du réticulum endoplasmique. L’activation de ces récepteurs est également régulée par le
calcium lui-méme. Ainsi, une €élévation préalable du taux de calcium induit I’ouverture de ces
récepteurs et permet la dépletion des réserves intracellulaires en calcium. Ce phénoméne est
appelé « calcium-induced calcium release » (CICR).

La vidange des stocks calciques induit une augmentation transitoire de calcium. Cette
derniére induit « I’entrée capacitative » conduisant a une augmentation soutenue du taux de
calcium cytosolique (figure 12). Le calcium, libéré du réticulum endoplasmique, déclenche un
signal qui provoque un influx de calcium par des canaux de type CRAC (« calcium release
activated calcium channel »). Ce signal n’est pas encore clairement défini. Il pourrait étre dii :
¢ 3 une modification conformationnelle du récepteur de I'IP3 (Kiselyov et al., 1998) ;

e 4 un composant diffusible (nommé « CIF » : calcium influx factor) libéré en méme temps
que le calcium (Putney et al., 1993).
D’autre part, I’influx de calcium survenant au cours de I’entrée capacitative semble

étre également régulée par la calmoduline (une enzyme dépendante du calcium et intervenant
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Figure 11 : Controle de ’homéostasie calcique intracellulaire.
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Figure 12: Modélisation de I’entrée capacitative induite par la thapsigargine. La thapsigargine inhibe les pompes calciques. La fuite de
calcium stimule les récepteurs a la ryanodine (RYR) et les récepteurs a I'IP3 (R-IP3). Le changement de conformation du R-IP3 active les
canaux de type CRAC. Il se produit alors une augmentation soutenue de la concentration en calcium cytosolique.



dans les processus apoptotiques (Dowd et al, 1991). Des inhibiteurs de la calmoduline
bloquent ’entrée capacitative (Haverstick ef al., 1993).

L’étude du réle de ’homéostasie calcique requiert I’emploi de toute une gamme
d’outils pharmacologiques tels que la thapsigargine (molécule extraite de la plante Thapsia
garganica ; inhibiteur des pompes Ca**-ATPases du réticulum endoplasmique qui servent a
remplir en continu les stocks. Leur inhibition se traduit par une augmentation du taux de
calcium cytoplasmique), des ionophores calciques (comme le « A 23187 »), la ionomycine
(qui forme des pores ), des inhibiteurs des canaux CRAC (Ni**, La*"), des inhibiteurs des
canaux calciques dépendants du voltage (dihydropyridines, vérapamil), des chélateurs du

calcium (EGTA, BAPTA), ainsi que des sondes calciques fluorescentes (fura-2).

3.2- Flux de calcium au cours de I’apoptose

Au cours de l’apoptose, il se produit généralement des modifications de la
concentration intracellulaire en calcium. C’est le cas dans certaines cellules prostatiques
normales (Kyprianou et al., 1988) ou cancéreuses (Martikainen et al., 1991) ainsi que dans
d’autres modéeles cellulaires (Putney et al., 1993).

La hausse de la concentration cytosolique en calcium peut étre la conséquence d’un
influx de calcium extracellulaire et/ou d’une mobilisation des réserves intracellulaires.
Actuellement, deux théories s’opposent pour expliquer le rdle du calcium dans I’apoptose :

e une augmentation soutenue de la concentration en calcium intracellulaire par la vidange
des stocks et/ou par un influx de calcium extracellulaire agirait comme un signal
apoptotique (activation d’enzymes dépendantes du calcium)(He et al, 1997). Ce
processus est illustré par la figure 13. L’élévation de la concentration en calcium pourrait
avoir pour cible des enzymes intermédiaires des signaux de transduction, par exemple des

protéines kinases ou des phosphatases. Le calcium peut également activer des protéases
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Figure 13: Apoptose provoquée par I’augmentation soutenue de calcium suite aux événements suivants:
1- Vidange du réticulum endoplasmique (RE);

2- Activation de I’entrée capacitative
3- Apoptose



comme les caspases, la transglutaminase (qui forme des liaisons protéiques maintenant
Pintégrité de la cellule avant qu’elle ne soit phagocytée) ou des endonucléases qui ménent
au clivage de ’ADN. Des taux élevés de calcium provoquent également la migration de
protéines membranaires (mouvements de phosphatidylsérine de la face interne vers la face
externe de la membrane plasmique) reconnues par les macrophages.

e [’action de vidanger les réserves calciques intracellulaires, plutét que ’augmentation du
calcium cytosolique déclencherait 1’apoptose (Putney et al, 1993) (figure 14). Il est
possible que la vidange du calcium soit accompagnée de la libération d’une molécule
proapoptotique comme une endonucléase. La déplétion des stocks pourrait également
déstabiliser le réseau « calcium-protéines » ainsi que les portions de membrane qui lui sont

associées conduisant & la formation de vésicules et de corps apoptotiques.

3.2.1- Entrée de calcium extracellulaire au cours de 1’apoptose

Dans de nombreux modéles, les phénoménes apoptotiques s’accompagnent d’une
augmentation de la concentration intracellulaire en calcium (Spielberg et al., 1991 ; Kaiser et
al., 1977 ; Connor et al., 1988). C’est le cas de cellules de prostate ventrale de rat aprés
suppression des androgénes (Connor et al., 1988 ; Kyprianou et al., 1988). L apparition de
I’apoptose de ces cellules est inhibée par la nifédipine qui bloque des canaux calciques. Cela
signifie que le flux calcique serait une cause et non une conséquence de 1’apoptose. D’autres
études, ou un ionophore calcique (ionomycine) induit I’apoptose de cellules cancéreuses
prostatiques de rat Dunning R-3327, vont dans ce sens (Martikainen ef al., 1991). Les auteurs
de cette étude suggérent qu’une augmentation soutenue du taux de calcium déclenche

I’apoptose.
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Figure 14: Apoptose provoquée par la vidange du réticulum endoplasmique (RE).



3.2.2- Mobilisation des réserves calciques et apoptose

La mobilisation du calcium (c’est-a-dire sa libération) joue également un role clé dans
’apoptose. Dans certains types cellulaires, la vidange des stocks entraine 1’apoptose. En effet,
Lam et al. (1994) ont mesuré le taux de calcium cytosolique au cours de I’induction de
I’apoptose, par les glucocorticoides, de deux lignées cellulaires de lymphocytes T murins. Ces
lymphomes, contrairement aux lymphocytes normaux en culture primaire, ne développent pas
un influx calcique au cours des processus apoptotiques (McConkey ef al, 1989). Les
glucocorticoides provoquent une mobilisation du calcium et vidangent les stocks
intracellulaires. L’emploi de la thapsigargine induit une libération de calcium par les stocks
calciques par inhibition des calcium ATPases du réticulum endoplasmique. La libération du
calcium cytosolique par la thapsigargine permet d’évaluer le contenu des stocks
intracellulaires (figure 12). Il apparait donc que la quantité¢ de calcium conservée dans les
stocks calciques intracellulaires est un facteur important dans I’induction de I’apoptose. La
diminution du calcium luminal stimule ’apoptose. A I’inverse, toute augmentation du contenu

des réserves calciques prévient les processus apoptotiques.

4- Régulation des flux calciques par les protéines de la famille de Bcl-2

L’oncoprotéine Bcl-2 (B cell lymphocyte type 2) a été identifiée comme un facteur
inhibiteur de I’apoptose (Sentman et al, 1991). Les cellules B qui surexpriment Bcl-2
résistent a ’apoptose lorsqu’elles sont soumises a une augmentation du calcium intracellulaire
par un ionophore calcique (Liu et al., 1991). De méme, les cellules cancéreuses humaines
LNCaP, initialement androgeno-dépendantes (Horoszewicz et al., 1983) résistent au retrait
des androgénes du milieu de culture quand elles surexpriment Bcl-2 (Raffo et al., 1995). La

surexpression de Bcl-2 rend donc les cellules de la prostate hormono-indépendantes.
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Bcl-2 est une protéine intracellulaire associée a la membrane interne des
mitochondries, & celle du noyau et du réticulum endoplasmique. Plusieurs molécules
apparentées a Bcl-2 ont été caractérisées: des protéines antiapoptotiques comme Bcl-xl,
MCL-1 et Al (White, 1996), ainsi que des protéines proapoptotiques comme Bax, Bad et Bak
(Abastado, 1996). L hypothése actuelle postule qu’il se formerait des homodiméres comme
Bcl-2-Bcl-2 ou Bax-Bax ou encore Bcl-2-Bax. En présence d’une excés de Bax, par rapport &
Bcl-2, il se produirait plus d’appariement Bax-Bax, ce qui induirait 1’apoptose (White et al.,
1996). Cette hypothese peut étre schématisée de la maniére suivante :

Bcl2- Bcl-2 : survie ; Bcl-2-Bax : survie ; Bax-Bax : mort.
Cette hypothése expliquerait le développement de 1’hormonorésistance des cellules LNCaP
transfectées avec le géne codant pour Bcl-2 (Raffo er al., 1995).

L’oncoprotéine Bcl-2, transmembranaire, est capable de provoquer I’entrée de calcium

dans le réticulum endoplasmique. La concentration en calcium luminale augmente et
préviendrait I’apoptose (Abastado, 1996). Les travaux de He ef al. (1997) ont mis en évidence
le réle de Bcl-2 sur la régulation du contenu des stocks calciques. Cette étude a été réalisée sur
deux lignées de lymphome de rat. L’une d’entre elles surexprime Bcl-2. Ces auteurs ont
démontré que Bcl-2 inhibe I'apoptose des cellules traitées a la thapsigargine grice a la
régulation des flux calciques dans le réticulum endoplasmique. La figure 15 modélise les
variations des taux de calcium du réticulum mesurées dans les cellules de lymphomes.
¢ En présence d’un taux normal de calcium extracellulaire :
Les pompes Ca**ATPase et Bcl-2 maintiennent une concentration élevée en calcium luminal
(A et B). En présence de thapsigargine, les organites qui n’expriment pas Bcl-2 sont vides (C).
Ces cellules entrent en apoptose a 1’inverse de celles qui peuvent maintenir un taux suffisant
de calcium gréce a Bcl-2 (D).

¢ Dans un milieu appauvri en calcium :
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Figure 15: Modele de régulation de ’homéostasie calcique par Bcl-2 dans le réticulum
endoplasmique (RE) (d’aprés He et al, 1997).A-D: cellules cultivées dans un milieu
contenant des concentrations physiologiques en calcium (1.3 mM). E-H : cellules cultivées
dans un milieu contenant une faible concentration en calcium (0.13 mM). A, C, E et G
représentent des cellules dépourvues de Bcl-2. B, D, F et H représentent des cellules qui
expriment Bcl-2. A, B, E et F ne sont pas traitées a la thapsigargine (TG) contrairement aux

cellules C, D, G et H. Bcl-2 est présente dans sur les cellules de la colonne de droite.



il se produit une baisse du contenu des stocks en absence de Bcl-2 (E). Ce n’est pas le cas des
organites des cellules exprimant Bcl-2 (F). L’application de thapsigargine vidange les stocks

en G, alors qu’en H, Bcl-2 parvient a la prévenir partiellement et, de ce fait, inhibe 1’apoptose.

5- Autres protéines impliquées dans la régulation de Papoptose et

dépendamntes du calcium

5.1- La calmoduline

La calmoduline est une protéine multifonctionnelle dont 1’activation dépend du
calcium (Klee ef al., 1982 ; Means, 1988). Des travaux ont démontré que le calcium agit en
conjonction avec la calmoduline dans la cascade de transduction qui méne a I’apoptose. Par
exemple, D’expression de la calmoduline est augmentée lors de l’induction de la mort
cellulaire programmée de lymphocytes par les glucocorticoides (Dowd et al., 1991). Au
contraire, 1’inhibition de la calmoduline par le calmidazolium la prévient (McConkey et al.,

1989).

5.2- La calcineurine

La calcineurine, encore appelée phosphatase 2B, est activée par la calmoduline et le
calcium. Une étude récente sur des cellules cancéreuses prostatiques androgeno-indépendantes
(Wang et al., 1999) clarifie le role de cette protéine dans la régulation de la mort cellulaire
programmée. L’augmentation du calcium cytosolique active la calcineurine. Celle-ci
déphosphoryle la protéine proapoptotique Bad et la libere de la protéine 14.3.3. La protéine

Bad, sous sa forme active, provoque la mort de la cellule par apoptose.
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5.3- La calréticuline

La calréticuline, protéine dépendante du calcium, est présente dans le réticulum
endoplasmique et concourt au maintien de 1’homéostasie calcique en chélatant le calcium. Son
expression, au sein des cellules de la prostate ventrale de rat, est régulée par les androgénes
(Zhu et al., 1998). Par ailleurs, la calréticuline régule I’induction de la mort des cellules

cancéreuses prostatiques androgéno-sensibles (Zhu et al., 1999).
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Etudes in vivo

1- Traitement des animaux de laboratoire

Les rats males adultes de souche Wistar (200-220 g) proviennent d’IFFA CREDO
(Lyon, France) et du Centre d’Elevage DEPRE (Saint Doulchard, France).

NB : des expériences similaires ont été menées conjointement sur des animaux issus de ces
deux centres d’élevage. Nous avons obtenu des résultats équivalents. La provenance des rats
n’est donc pas un facteur a prendre en compte dans la suite de nos expérimentations.

Les animaux sont maintenus en [’état durant une semaine avant le début des
expérimentations. [ls sont disposés, de maniére aléatoire, a cinqg par cage ou ils regoivent 12 h
de lumiére par jour. L’eau, ainsi que la nourriture sous forme de granulés, sont disponibles a
velonté.

L’ensemble des travaux concernant I’utilisation d’animaux suit les reégles formulées

par le Conseil de la Communauté Européenne, le 24 novembre 1986 (86/609/EEC).

1.1- Préparation des animaux

Les opérations chirurgicales sont réalisées sous anesthésie compléte de I’animal a
I’aide d’injection intrapéritonéales d’hydrate de chloral (400 mg/kg ; Sigma). Aux animaux
traités chirurgicalement sont administrés des antibiotiques (pénicilline 22 000 Ul/kg, Sigma)

pour prévenir les risques d’infection.

1.1.1- Castrations
Les castrations sont pratiquées via le scrotum, en éliminant 1’épididyme en méme

temps que les testicules. Les rats dits « pseudo-castrés » sont opérés de la méme maniere, mais
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sans que les testicules et I’épididymes ne soient Otés. Aprés suture, le champ opératoire est
désinfecté avec une solution de bétadine (Vetoquinol, France). Une autre technique de
castration a été testée. Au cours de cette derniére |’épididyme n’a pas été enlevé. Nous
n’avons noté aucunes différences significatives du point de vue des poids et de 1’histologie de

la prostate.

1.1.2- Pose et préparation des implants

Dans le but d’administrer une quantité voulue d’androgénes exogeénes par rapport aux
animaux témoins, nous avons réalis¢ des implants sous-cutanés (Silastic medical-grade
silicone tubing : 0.078 i.d. X 0.125 o.d. ; Dow Corning Corp., Midland, MI), d’une longueur
de 1 cm, remplis de testostérone (Sigma) ou de dihydrotestostérone (Sigma) et placés au
niveau de I’omoplate des animaux (Robaire et al., 1979). La préparation des implants est la
suivante : aprés avoir collé 'une des extrémités du tube (Silastic Medical Adhesive : Dow
Corning Corp.), celui-ci est rempli avec ’hormone en poudre. La seconde extrémité du tube
est scellée a son tour avec de la colle. Les implants sont immergés 12 h dans de I’eau distillée
avant leur pose sur I’animal afin d’hydrater la matrice de silicone et de laver tout excédent
d’hormone. Il a ét¢ démontré qu’un implant de 2.5 cm délivre une quantité de testostérone (T)
équivalente a celle que fourniraient les testicules (Robaire et al., 1979). Nous avons choisi des
implants de 1 cm de long afin de diminuer de moitié la quantité d’androgéne administrée et
dans le but de recréer un environnement hormonal le plus proche possible d’un organisme agé
ou le taux de T est réduit de 50% (Davidson et al., 1983). Les implants sont posés le 1¥ jour
ou le 8°™ jour, selon de mode expérimental choisi, aprés avoir pratiqué une « boutonniére » au

niveau de la zone dorsale proche de I’omoplate de I’animal. La région incisée est recousue et

désinfectée.
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1.1.3- Induction de ’hyperprolactinémie
L’hyperprolactinémie est provoquée par des injections intrapéritonéales et journaliéres
de 40 mg/kg de sulpiride (z sulpiride, Sigma), une molécule connue pour ses effets inhibiteurs
des récepteurs dopaminergiques de type II (Debeljuk et al., 1975). Les animaux servant de
contrdle ne regoivent que des injections intrapéritonéales de sérum physiologique (NaCl

0.9%).

1.1.4- Gavages des animaux de Lipido-stérolique extract of Serenoa repens et
de Finastéride
L’extrait lipido-stérolique de Serenoa repens (Permixon® ; Pierre Fabre
Médicaments ; lots 708 et 712) a été administré par gavages quotidiens, a heure fixe aux doses
suivantes : 100, 320 ou 640 mg/kg. 5% d’éthanol est ajouté au mélange pour augmenter sa
fluidité.
Le finastéride (Chibro-Proscar® ; Merck ; lot 974214) a été administré per os de
mani¢re journaliere, & la méme heure, a la dose de 5 mg/kg. Tout comme pour ’E.L.S.S.R.,

un adjuvant de 5% d’éthanol accroit la fluidité de la solution de gavage.

1.2- Sacrifice des animaux

Le sacrifice des animaux est réalisé sous anesthésie a I’hydrate de chloral (400 mg/kg,
Sigma). Les animaux sont décapités a 1’aide d’une guillotine. Le sang est récupéré dans des
tubes préalablement traités & PEDTA (5%, Sigma) et est stocké dans de la glace. Le sang est
alors centrifugé a 3000 rpm pendant 10 mn. Les échantillons de sérum obtenus sont congelés
et conservés a -80°C en vue des dosages radioimmunologiques. Les lobes prostatiques
composés de 2 lobes ventraux, 2 lobes latéraux et d’un lobe dorsal (voir figure 3) sont -

disséqués avec soin et pesés séparément. Ils sont alors rapidement fixés dans 10 % de formol
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neutre (Dislab, France), pour les études histologiques ou dans 2.5% de glutaraldéhyde (Sigma)
pour les analyses immunohistologiques. Enfin, d’autres lobes sont congelés dans du « tissu

tek » (Poly Labo, France).

2 - Dosages radioimmunologiques

2.1- Principe

Le principe de ce dosage repose sur la compétition entre un antigéne froid (Ag)
(substance a doser) et un antigéne marqué (Ag*) pour la fixation & un anticorps spécifique
(Ac) selon la réaction :

*

Ag + Ag + Ac < . Ag-Ac  + Ag'-Ac

Cette réaction étant en équilibre et les quantités d’Ag” et d’Ac connues et constantes,
toute variation de la quantité d’Ag froid entraine une modification de I’équilibre et donc une
vafiation de la quantité de complexe Ag™-Ac formé. Dans de telles conditions, la quantité
d’Ag froid contenue dans I’échantillon a doser peut étre déterminée par référence & une courbe

étalon.

2.2- Application aux dosages hormonaux :

Les dosages hormonaux de PRL, de T, de DHT et de « Luteinizing Hormon » (LH) des
échantillons de sérum de rat ont été réalisés en collaboration avec le Professeur J-C
BEAUVILLAIN et le Docteur D. CROIX (Laboratoire de Neuroendocrinologie et
Physiopathologie Neuronale, INSERM U 422, Lille), ainsi qu’en collaboration avec le
Professeur J-P. DUPOUY (Laboratoire de Neuroendocrinologie du Développement, Batiment

SN4, U.S.T.L.).
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3 - Etudes histologiques

Les tissus prostatiques, fixés dans du formol neutre a 10%, sont paraffinés et coupés.
Les coupes obtenues sont ensuite colorées a ’hematoxylin-erythrosin-saffron (HES ; Sigma).

Les études histologiques ont été réalisées en collaboration avec le Docteur F.
CARPENTIER (Service d’Anatomo-Pathologie, C.H.R. V. Pruvost, Roubaix) et le Docteur

X. LEBOURHIS (Laboratoire de Biologie du Développement, Batiment SN3, U.S.T.L.).

4 - Etudes immunohistochimiques

Cette étude consiste en la détection de la protéine antiapoptotique Bcl-2 (White et al.,
1996) sur des coupes de prostates latérales de rat. Cette approche a été¢ réalisée en
collaboration avec le Docteur C. SLOMIANNY et Monsieur E. DEWAILLY du Laboratoire
de Physiologie Cellulaire.

Immédiatement apres la dissection des prostates latérales, des pieces de 1| mm x 1 mm
sont fixées par immersion dans du paraformaldéhyde (Sigma ; 1.5% dilué dans du tampon
phosphate (PBS)) pendant 1h30 a 4°C. Apres plusieurs lavages, les blocs sont infusés durant
24h dans un mélange de sucrose (2.5 M ; Sigma) et de polyvinyl pyrrolidone (20% ; Sigma).
Par la suite, les échantillons sont congelés dans de I’azote liquide. Des sections de 0.2 um sont
coupées et déposées sur des lames de verre. Une solution de 1.2% de gélatine (Sigma) diluée
dans du PBS (PBSG), agissant pendant 30 mn, inhibe la possibilité de toute fixation non
spécifique de 1’anticorps. L’incubation avec !’anticorps primaire anti Bcl-2 (anticorps
polyclonal anti lapin IgG, Calbiochem) est réalisée & 4 °C pendant 12 h. Aprés plusieurs

ringages au PBSG, les lames sont incubées pendant 1 h & 37 °C avec I’anticorps secondaire
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(anticorps de singe anti lapin, IgG marquée avec au FITC, Jackson), puis lavées au PBS. Les
coupes sont observées grace a un microscope Zeiss Axiophot & épifluorescence (excitation :
450-490 nm ; émission : 520 nm). Les controles négatifs sont réalisés de la méme maniére,

mais sans incubation avec I’anticorps primaire.

S - Analyses statistiques

Les masses relatives des prostates de rat sont exprimées par rapport a la masse relative
dti corps de ’animal d’aprés les travaux de Robinette er al. (Robinette, 1988). Nous avons
également analysé les valeurs obtenues lors des dosages hormonaux. Les degrés de
significativité sont établis grace a I’emploi du test de Tukey. Les degrés de significativité sont

fixés aux niveaux suivants : p<0.05 ; p<0.01 et p<0.001.

Etudes in vitro

1 - Culture cellulaire

Au cours de nos expériences, nous avons employé principalement deux types de
lignées cellulaires :
e des cellules cancéreuses prostatiques humaines LNCaP (Lymph Node Carcinoma
Prostate) ;

o des cellules prostatiques de rat de souche Wistar en culture primaire.
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1.1- La lignée cellulaire LNCaP
Cette lignée de cellule prostatique humaine est issue d’une biopsie a [aiguille d’un
ganglion axillaire pratiquée chez un homme de 50 ans atteint d’un carcinome prostatique
(Horoszewicz et al., 1983). La lignée LNCaP (clone FGC; CRL 1740) provient de
I’« American Type Cell Collection » (A.T.C.C., USA). La caractéristique et I’intérét principal
de cette lignée réside dans le fait qu’elles sont hormono-dépendantes. En effet, ces cellules
nécessitent la présence d’androgénes pour maintenir leur prolifération.
Les cellules LNCaP sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (ICN, France) enrichi en
sérum de veau foetal (ICN, USA) décomplémenté (30 mn a 56°C), en L-glutamine 2 mM
(ICN, USA) et en antibiotiques (pénicilline 50 Ul/ml et streptomycine 50 pg/mli, ICN, USA).
Les cellules sont ensemencées sur différents supports en fonction de leur utilisation
ultérieure :
o des flacons de culture de 25 cm? ou de 75 cm? de surface (Greiner, Allemagne) pour
le stockage et I’entretien ;
o des boites de pétri de 35 mm de diameétre (Greiner, Allemagne), sans lamelles de
verre pour les expériences de patch-clamp. Une lamelle de verre de 22 mm
(Greiner, Allemagne) de diametre est disposée dans chaque boite pour les

expérimentations en microspectrofluorimétrie et en imagerie cellulaire.

Les cellules en culture sont stockées a 37 °C dans un incubateur dont [’atmosphére,
saturée en eau, est enrichie en CO, (95% d’air et 5% de CO,). Le milieu de culture est
renouvelé deux fois par semaine.

Arrivées a confluence, les cellules sont détachées de leur support par une bréve action

de la trypsine-EDTA (ICN, USA). Les cellules décollées, la trypsine est inhibée par
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’adjonction de milieu de culture complet contenant du sérum de veau foetal. Il est alors

possible d’ensemencer de nouveaux flacons de culture et de nouvelles boites de pétri.

1.2- Les cellules primaires de prostate de rat

Ces cellules sont issues de biopsies de rats males adultes de souche Wistar. La
technique de prélévement est similaire a celle employée lors des études in vivo.

Les prostates sont récupérées dans du milieu de culture contenant des antibiotiques
(pénicilline 50 Ul/ml et streptomycine 50 pug/ml). Sous une hotte a flux laminaire, les lobes
prostatiques sont découpés en fragments de 1 mm x 1 mm, puis placés en incubation, a 37 °C
pendant 2h, dans un milieu contenant de la collagénase de type XI (450 Ul/ml, Sigma), de la
hyaluronidase (250 Ul/ml, Sigma) et de la DNase de type I (0.01%, Boehringer Mannheim,
France). La digestion enzymatique terminée, les cellules sont centrifugées a 1300 rpm pendant
10 mn, puis rincées avec du milieu de culture (RPMI 1640 ; 5% sérum de veau foetal, 2 mM
de L-glutamine, pénicilline 50 Ul/ml et streptomycine 50 pg/ml). L’opération est répétée 3
fois afin d’éliminer toutes traces d’enzymes.

L’entretien des cellules primaires est similaire & celui des cellules LNCaP.

1.3- Maintien en culture des cellules

Les cellules LNCaP subissent un repiquage (encore appelé « passage ») par semaine.
Nous cessons de les utiliser au bout de 10 passages afin qu’elles ne puissent subir de dérive
génétique. Il est alors indispensable de démarrer une nouvelle culture a partir de cellules
LNCaP congelées lors des premiers repiquages.

La survie des cellules primaires de prostate de rat est plus bréve. Nous estimons que le
temps d’utilisation de telles cultures ne doit pas excéder 2 semaines, dans le but d’éviter tous

phénomeénes de dégénérescence.

60



Avant chaque expérimentation, les cellules sont rincées plusieurs fois avec de

’H.B.S.S. (Hank’s Buffer Salt Solution) dont la composition est donnée en fin de chapitre.

2 - Enregistrements électrophysiologiques

Les variations de potentiel de membrane ou de courants ioniques transmembranaires
sont mesurées grice a la technique de « patch-clamp» (Neher et al, 1976) dans la

configuration « cellule entiére » (« whole cell recording », WCR) (Hamill et al., 1981).

2.1- Pipettes d’enregistrement

Les pipettes d’enregistrement sont obtenues par étirement de tubes de verre en
borosilicate a paroi fine sans microcapillaire (Clark Electromedical Instruments, USA) & I’aide
d’une étireuse verticale. Le diamétre interne des pipettes de patch-clamp est de 1'ordre de
lum. Leur résistance moyenne s’étend de 2 4 4 MQ. Les pipettes de patch-clamp sont
remplies d’une solution appelée « milieu interne » dont la composition est détaillée en fin de

chapitre.

2.2- Principe de mesure ; configuration du « fast whole-cell recording » (FWCR)

La pointe de la pipette de patch est délicatement posée sur la cellule a I'aide de
micromanipulateurs (Narishige, Japon). Une faible aspiration conduit & une jonction, entre la
pipeﬁe et la membrane, de haute résistance électrique nommée « seal » (résistance de 13 a 30
GQ. Cette configuration se nomme «cellule attachée» (figure 16). Le passage en
configuration « cellule entiére » requiert une aspiration supplémentaire, cassant le fragment de

membrane situé dans la lumiére de la pipette et mettant ainsi en contact le milieu intrapipette
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et le milieu intracellulaire (figure 16). Cette configuration du WCR présente 1’avantage de
pcumettre 'aceés au milieu intracellulaire par la pipette de patch et de maintenir constante la

composition du cytosol (dialyse possible de composés contenus dans la pipette).

2.3- Configurations « inside-out » et « outside-out »

Les configurations « inside-out » et « outside-out » sont obtenues apres excision d’un
morceau de membrane plasmique par la pipette de patch. La face interne de la membrane est
orientée vers l’extérieur de la pipette en configuration « inside-out». A l’inverse, la face
externe de la membrane baigne dans le milieu extracellulaire en configuration « outside-out »
(ﬁgure 16). Ces deux configurations permettent d’enregistrer 1’activité d’un ou de quelques

canaux ioniques présents sur la portion de membrane excisée.

Les courants ioniques, en condition de potentiel imposé, ont été enregistrés a 1’aide
d’un amplificateur de patch-clamp Axopatch-1D (Axon Instruments, USA). Le contrdle de
stimuli et I’acquisition des données ont été réalisés grace a un ordinateur IBM-PC (USA)
couplé a un convertisseur analogique/digital (Labmaster TL-1 interface, Axon Instruments,
USA). L’enregistrement et 1’analyse des données s’effectuent grace au 10giciel Pclamp 5.5.1

(Axon Instruments, USA).

3 - Mesures de la concentration cytosolique en calcium par fluorescence

L’utilisation de sondes fluorescentes permet de quantifier le Ca®" libre dans des
cellules vivantes, de mesurer le pH et de visualiser les changements intracellulaires d’un ion

considéré. Le principe de mesure de la concentration intracellulaire en ions Ca®" libres
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([Ca**]) se base sur la capacité de molécules (appelées sondes) de voir leurs propriétés
fluorescentes se modifier quand elles se lient au calcium.
Les sondes fluorescentes possedent une haute affinité pour un ion spécifique. Ainsi, le

fura 2, que nous employons, est spécifique de I’ion Ca*".

3.1- Structure et propriétés physico-chimiques du fura 2

Le fura 2 est une sonde calcique dite « a double excitation » dérivée du fluorophore
stilbéne possédant 4 fonctions carboxyliques ayant un arrangement spatial octacoordonné
caractéristique des chélateurs calciques comme ’EGTA ou le BAPTA (figure 17). Lors d’une
augmentation en calcium, le pic du spectre d’excitation est déplacé de 380 nm (A=380 nm
pour le fura 2 libre de calcium) vers des valeurs proches de 340 nm (A=340 nm pour le fura 2
saturé en calcium) (figure 18). Le spectre d’émission posséde un seul pic centré a une
longueur d’onde de 510 nm (Grynkiewiecz ef al., 1985). Les mesures des rapports d’intensité
de fluorescence (R= F340/F380), permettant de déterminer les variations de la [Ca2+]i dont la
valeur réelle est calculée, aprés calibration, grace & I’équation de Grynkiewicz :

[Ca®*];=Kd B (R-Rmin) / (Rmax-R) ot :

e Kd : constante de dissociation du fura 2 (d’aprés Grynkiewicz et al., 1985) ;

e [ : rapport du signal de fluorescence pour A=380 nm en absence de calcium et &

saturation en calcium ;
e R=F340/F380 mesuré apres correction de I’autofluorescence ;
e Rmax : rapport maximum enregistré quand le fura 2 est saturé en calcium ;

e Rmin : rapport de fluorescence minimum du fura 2 en absence de calcium.
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Figure 18: Spectre d’émission de la sonde fura 2 en fonction de la concentration de calcium.



3.2- Charge des cellules en fura 2

Le fura 2 existe sous deux formes :

o la forme libre, acide et non perméante : le fura 2 proprement dit. Cette molécule est
hydrophile et sa fluorescence dépend du calcium ;

e la forme estérifiée, lipophile, non chargée et perméante : le fura 2 acétométhyl ester
(fura 2/AM). Cette molécule pénétre de fagon passive dans les cellules. Les
estérases cytosoliques endogénes vont libérer la forme acide, par hydrolyse, qui sera

alors piégée dans les cellules.

La charge des cellules correspond a P’incorporation du fura 2. Le protocole utilisé est

différent selon la forme de fura 2 employée.

3.2.1- Charge par la forme acide
Le fura 2 acide (Calbiochem, France) pénétre dans la cellule grace a la technique de
patch-clamp en configuration « cellule entiére » par dialyse passive & partir de la pipette
d’enregistrement. En effet, le fura 2 est ajouté a la solution interne qui remplit la pipette de
patch (concentration 50 a 100 uM). La charge de la cellule s’effectue durant 2 4 3 mn jusqu’a
I’obtention d’u

n équilibre entre le compartiment cytosolique et le compartiment intrapipette.

3.2.2- Charge par la forme AM
Les cellules sont incubées durant 45 mn a 37°C, dans une solution d’HBSS contenant
2.5 uM de fura 2/AM (Calbiochem, France). Ce laps de temps permet I’obtention d’une
charge homogéne. Les cellules sont rincées trois fois avec de I’HBSS afin d’éliminer toutes

traces de sonde résiduelle du milieu extracellulaire.
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3.3- Calibration du signal de fluorescence

3.3.1- Calibration in vitro

La valeur du rapport Rmax est mesurée in vitro en employant du fura 2 acide (2 pM)
dans de ’'HBSS contenant 10 mM de CaCl,. Le valeur Rmin est mesurée dans de 'HBSS
dépourvu de CaCl, et en présence de 10 mM d’EGTA. Nous mesurons d’autre part le rapport
de fluorescence pour une concentration intermédiaire en calcium : 500 nM Ca®". La valeur de
Kd.p est calculée grice au rapport F340/F380 déterminé pour cette concentration
intermédiaire en Ca*" en connaissant Rmax et Rmin. La courbe de calibration obtenue indique
la gamme de concentration calcique que nous pouvons mesurer avec le fura 2, allant de
quelques nM a quelques pM.

La calibration in vitro est la plus communément employée au cours de nos
expériences.

Il est nécessaire de réaliser une calibration spécifique pour chaque systéme optique

utilisé.

3.3.2- Calibration in vivo
Il est possible d’effectuer également une calibration in vivo (avec du fura 2/AM ou du
fura acide chargé grace a une électrode de patch). Nous utilisons la ionomycine (5 uM),
formant des pores, afin que le calcium s’équilibre de part et d’autre de la membrane
plasmique. Nous mesurons les valeurs des rapport F340/F380 pour les mémes concentrations
en calcium extracellulaire que lors des calibrations in vivo et in vitro. Les valeurs obtenues
lors des calibrations in vitro et in vivo ne sont pas strictement identiques. En effet, la

fluorescence de la sonde dépend de I’environnement dans lequel elle baigne et peut étre
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attribuée principalement a la viscosité du cytoplasme (Williams et al., 1990 ; Poenie, 1990).
Par ailleurs, il est a noter que les valeurs de fluorescence mesurées in vivo sont inférieures de

15 % en moyenne en comparaison a celles mesurées in vitro (Moore et al., 1990).

3.4- Equipement optique
L’équipement optique différe selon que I’on utilise ’approche photométrique ou

I’imagerie calcique pour la mesure des variations de calcium cytosolique.

3.4.1- en photométrie

Le dispositif de mesure est schématisé dans la figure 19. L’équipement est composé
d’un microscope inversé a épifluorescence (Nikon, Diaphot TMD/100, Japon) et d’un systéme
adapté aux mesures utilisant la sonde fura 2 (PTI, USA). La source lumineuse provient d’une
lampe au xénon (Osram, 75 W). L’obturateur régle le passage de la lumiére en fonction de la
fréquence d’échantillonnage. La lumiére est transmise au travers d’un iris (qui ne laisse passer
que les photons ayant des longueurs d’ondes inférieures a 550 nm). Un filtre UV sélectionne
les longueurs d’ondes ultraviolettes comprises entre 300 et 400 nm. Les UV se dirigent
ensuite vers un miroir dont la position peut étre modifiée trés rapidement par un
galvanometre. Ce miroir refléte alternativement la lumiére a une longueur d’onde de 340 nm
et 380 nm. La lumiére, véhiculée par des fibres optiques, sera alors reflétée vers la préparation
par un miroir dichroique 4400 nm. Une partie de la fluorescence émise est captée par
I’objectif (UV, X20), retraverse le miroir dichroique a4 400 nm (A émission = 510 nm), puis
arrive sur un filtre interférentiel (A=510£20 nm) puis est dirigée vers un photométre. Cet
appareil transforme les variations d’intensité de fluorescence en variation de potentiel. Les
signaux sont recueillis par une interface reliée a un ordinateur. Le signal est alors traité selon

I’équation de Grynkiewicz en concentration de calcium intracellulaire grice au logiciel Felix
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(PTI, USA). La fréquence d’échantillonnage employ€e est d’une valeur du rapport F340/F380

par seconde.

3.4.2- en imagerie calcique

L’équipement (Applied Imaging, GB) est composé d’un microscope & épifluorescence
(Nikon Diaphot 300), d’une lampe au xénon, d’une caméra CCD (12 bits), d’un ordinateur
dont le logiciel « quanticell 900 » permet la stimulation, I’acquisition et 1’analyse des images.

La lampe au xénon émet de la lumiére dont la longueur d’onde est réglée a I’aide d’un
monochromateur. Les UV cheminent via une fibre optique et traversent les miroirs
dichroiques, spécifiques de 1’utilisation du fura 2 et ayant les mémes propriétés physiques que
ceux employés en photométrie. Les images a 510 nm sont capturées par la caméra CCD et
visualisées en fausse couleur en fonction de leur intensité lumineuse sur ’écran de
’ordinateur (gamme allant du bleu au rouge, respectivement pour des concentrations basses a
élevées en calcium intracellulaire). La fréquence d’échantillonnage moyenne utilisée est d’une

image toutes les 4 secondes.

3.5- Composition des milieux d’enregistrement et substances pharmacologiques
utilisées
3.5.1- Milieux de remplissage des pipettes : milieux « internes »
La composition des solutions intrapipettes utilisées varie en fonction de la nature du
courant que I’on désire observer et selon la technique électrophysiologique employée.
- En configuration « whole cell »

La solution intrapipette est la suivante (en mM) :KCl 150 ; MgCl, 2 ; EGTA 1.1 ;
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Hepes 5 (pH=7.3 ; 290 mosmol.l™).
- En patch perforé
KCI 55 ; K3S04 70 ; MgCl; 7; CaCl; 1 ; D-glucose 5 ; Hepes 10 ; nystatin 200pug/ml
(pH=7.3 ; 290 mosmol.I"").
- En configurations « inside-out » et « outside-out »
« Outside-out » : KCI 150 ; MgCl, 2 ; EGTA 1.1 ; Hepes 5 (pH=7.3 ; 290 mosmol.l'l).
« Inside-out » : NaCl 140 ; KC1 5 ; CaCl, 2 ; MgCI2 2 ; Na,HPO,4 0.3 ; KH,PO4 04

NaHCO; 4 ; D-glucose 5 ; Hepes 10 (pH= 7.3 ; 300-310 mosmol.I'").

3.5.2- Milieux extracellulaires
Le milieu extracellulaire est "HBSS (Hank’s Buffer Salt Solution). Nous I’employons
en électrophysiologie, en microspectrofluorimétrie et en imagerie calcique. Sa composition est
la suivante (en mM) : NaCl 140 ; KC1 5 ; CaCl, 2 ; MgCl2 2 ; Na,HPO4 0.3 ; KH,PO4 0.4
NaHCO; 4 ; D-glucose 5; Hepes 10 (pH= 7.3 ; 300-310 mosmol.l'l) ; en configuration
« whole cell » et « outside-out ». En configuration « inside-out », le milieu extracellulaire est

le suivant : KCI 150 ; MgCl, 2 ; EGTA 1.1 ; Hepes 5 (pH=7.3 ; 290 mosmol.l'l).

3.5.3- Substances pharmacologiques employées
- Hormones
e Prolactine ovine (5 nM ; National Hormon Pituitary Program ; Torrance ; USA) ;
e Soa-dihydrotestosterone (Sigma) ;
e Testostérone (Sigma).
- Inhibiteurs de canaux potassiques
o TEACI (chlorure de tetraéthylammonium Composition des milieux

d’enregistrement et substances pharmacologiques; 200 uM ; Sigma) ;
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¢ o dendrotoxine (DTX ; 5 nM ; Sigma);
e Mast Cell Degranulated Peptide (MCDP ; 80 nM ; Sigma);
¢ 4 amino-pyridine (4 A-P ; 1 mM ; Sigma) ;
e charybdotoxine (CTX ; 30 nM ; Latoxan) bloque les canaux potassiques activés
par le calcium et les canaux potassiques de type Kv1.3 ;
e iberiotoxine (IBTX ; 10 nM ; Latoxan);
e quinidine (1 uM ; Sigma);
e margatoxine (MGTX ; 1 mM ; Latoxan) bloque les canaux potassiques de type
Kvl.3 etKvl.6;
e vérapamil (concentration 10 pM ; Sigma) inhibiteur de canaux potassiques,
calciques de type et d’une p glycoprotéine impliquée dans les phénomeénes de
« Multi Drug Resistance ».
- Substances agissant sur le métabolisme calcique
e Thapsigargine (10 uM ; Sigma) : inhibiteur des pompes calciques présentes sur la
membrane du réticulum endoplasmique ;
e Jonomycine (5 pM; Sigma): forme des pores dans la membrane calcique et
permet d’équilibrer les concentrations en calcium intra et extracellulaire ;
¢ Ryanodine (Calbiochem) : agoniste (pour des concentrations inférieures & 10 pM)
ou antagoniste (pour des concentrations supérieures a 10 pM) aux récepteurs a la
ryanodine présents sur la membrane du réticulum endoplasmique ;
e 4 chloro-m-crésol (10 puM, Calbidchem) : agoniste des récepteurs a la ryanodine.
- Autre substance utilisée

o génistéine (10 uM, Sigma) : inhibiteur des tyrosine kinases.
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4- Mesures de ’apoptose

Les mesures du nombre de cellules apoptotiques ont été réalisées par le docteur
Xuefen LE BOURHIS du Laboratoire de Biologie du Développement (U.S.T.L., Villeneuve
d’Ascq).

Le bisbenzimide (Hoescht 33528 Sigma) est un agent intercalant de I’ADN permettant
la visualisation de la chromatine en microscopie a fluorescence. Les cellules, cultivées sur des
lamelles de verre traitées au collagéne, sont fixées au méthanol (-20°C) pendant 10 minutes.
Aprés 3 ringages au PBS 1X (phosphate Buffered Saline), les cellules sont incubées a
I’obscurité avec la solution de Hoescht (1 mg/ml), pendant 30 minutes, & température
ambiante. Par la suite, les cellules sont rincées 2 fois au PBS 1X. Les lamelles sont montées
sur lame (au glycergel) et conservées a 1’obscurité. Les différentes morphologies des noyaux
apoptotiques telles que la condensation périnucléaire de la chromatine, 1’hyper-condensation
de la chromatine et la formation de vésicules apoptotiques sont observées au microscope a

épifluorescence Olympus BH2 (A excitation = 435 nm).

5- Mesures de la prolifération cellulaire

Les mesures de prolifération cellulaire ont été réalisées par le docteur Xuefen LE
BOURHIS du Laboratoire de Biologie du Développement (U.S.T.L., Villeneuve d’Ascq).
L’évaluation de la prolifération cellulaire a été faite par comptage du nombre de cellules et par
incorporation de thymidine tritiée dans I’ADN des cellules en culture. Les cellules sont
incubées en présence de thymidine tritiée (1 pCi/ml) pendant 2 heures. Apres 2 lavages au
PBS 1X, les acides nucléiques sont précipités grace a une solution d’acide trichloroacétique a

10% (Sigma, France). La radioactivité est par comptage dans du liquide de scintillation.
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PREMIERE PARTIE

ETUDE DES EFFETS DE LA PROLACTINE, IN VIVO, SUR LA
CROISSANCE DE LA PROSTATE

De fortes présomptions existent quant a I’influence de la PRL sur la croissance de la
prostate :

e les cellules prostatiques possédent des récepteurs a la prolactine (Nevalainen et al,,
1997) ;

e la prostate humaine et la prostate de rat synthétisent de la PRL qui pourrait agir de
maniére autocrine/paracrine sur la prolifération des cellules épithéliales (Nevalainen et al.,
1997);

¢ le taux de PRL augmente avec 1’age chez I’homme et le rat (Vekemanser al., 1975),
alors que la testostérone suit une évolution inverse (Davidson et al., 1983). Ce phénoméne se
développe parallélement a la croissance des HBP ;

e les cancers de la prostate sont souvent associés a des taux élevés de PRL plasmatique
(Yatani et al., 1987 ; Tasar et al., 1986).

Malgré toutes ces données, la PRL n’est pas prise en compte dans les traitements
hormonaux des HBP et des cancers de la prostate. Il est donc capital de connaitre la maniére

dont la PRL agit sur la physiologie et la physiopathologie prostatique.
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1- Effets de I’hyperprolactinémie sur la prostate de rat

Afin d’étudier les effets de la PRL sur la prostate, nous avons développé un modéle
animal sur lequel nous avons induit une augmentation du taux de PRL dans le sang. Au cours
de cette étude, nous avons caractérisé d’une part, les effets directs de I’hyperprolactinémie sur
la croissance de la prostate de rat et d’autre part, la dépendance éventuelle des effets de la
PRL vis-a-vis des androgénes. Des rats males adultes de souche Wistar ont été traités avec du
sulpiride, un inhibiteur des récepteurs dopaminergiques de type 2 qui contrélent la sécrétion
de PRL par les cellules lactotropes de I’hypophyse antérieure. Ainsi, le sulpiride provoque une
augmentation de la sécrétion de PRL hypophysaire (Debeljuk et al., 1975; Nakagawa et al.,
1982). Nous avons établi plusieurs lots d’animaux (30 lots de 5 rats): animaux témoins,
castrés, castrés-surrénalectomisés, castrés ayant regu un implant de T ou de DHT et leurs
contrbles négatifs respectifs.

Cette étude a conduit a la rédaction du manuscrit suivant, actuellement soumis au

journal « Endocrinology ».

CONCLUSION

Cette étude a permis de démontrer les points suivants :

e une augmentation par 6 du taux de PRL induit spécifiquement une
hyperplasie et une hypertrophie glandulaire de la prostate latérale de rat. Ce résultat est
fondamental, car le lobe latéral de la prostate de rat est homologue 2 la région de la

prostate humaine ou les HBP se développent (Price, 1963) ;
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ABSTRACT:

The polypeptide hormone prolactin (PRL) is one of the non-steroid factors assumed to
be involved in the proliferation of prostate cells and in the development and regulation of BPH
and prostate cancer . However, PRL mechanisms and their effects on the prostate are not very
well-known.

This study characterizes the action of PRL, alone or associated with androgens
(testosterone (T) or dihydrotestosterone (DHT)), on the rat prostate gland. The effects of PRL
and androgens were investigated over a period of 30 and 60 days in 22 groups of 5 Wistar
rats: control, castrated, castrated with a substitutive implant of T or DHT, and sham operated.
Hyperprolactinemia was induced with chronic injections of sulpiride (40 mg/kg/day), which
enhances pituitary PRL release.

Of the three prostate lobes (ventral, dorsal and lateral), the lateral lobe was the most
sensitive to an increase in plasma PRL level. Hyperprolactinemia increased the weight of the
lateral prostate (LP) after 30 and 60 days in control (by factors of 4.1 and 2, respectively), in
castrated-T implanted (by factors of 2.4 and 3, respectively) and in castrated-DHT implanted
rats (by factors of 1.6 and 3.2, respectively). Hyperprolactinemia was ineffective without
androgens. Sulpiride produced a glandular hyperplasia in the LP associated with inflammation.
Furthermore, sulpiride treatment induced a rise in bcl-2 expression in prostate cells, which may
have inhibited the level of apoptosis.

These results show that the growth of the rat prostate is under PRL control in synergy
with androgens. We demonstrated that PRL may inhibit LP epithelial cell apoptosis by
overexpressing bcl-2. This model could be a useful in vivo approach for studying the hormonal

regulation of normal and pathological prostate development.
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INTRODUCTION:

Benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate cancer have become a major health
problem for men, due to the constant increase in human life expectancy: BPH is the most
common benign tumor and prostate cancer is the second cause of cancer-related death in the
western world in men (1).

It has now been clearly established that the growth, differentiation (2-4), and
programmed cell death (5) of prostate cells are regulated by androgens. For this reason, the
main treatment for prostate tumors consists of inhibiting cell growth by suppressing the action
or production of endogenous androgens (6). However, in spite of this treatment, almost all
tumors, and especially malignant tumors, continue to progress. The background of this clinical
phenomenon is poorly understood. However, it has become obvious that other, non-
androgenic factors, such as peptide hormones (7-9) and growth factors (10), are involved in
prostate cell growth regulation.

The polypeptide hormone prolactin (PRL) is one of the non-steroidal factors assumed
to be involved in the proliferation of prostate cells (11) and in the development and regulation
of BPH and prostate cancer (12-15).

PRL levels inC{ease with age (10,16); while testosterone levels decrease (17,18),
indicating that the role of PRL in the development of prostate hyperplasia becomes increasingly
important with age. Using organ cultures, Nevalainen ef al. (15) have shown, that PRL induces
differentiation and proliferation in rat and human prostate. These PRL actions are mediated
through the signal transduction pathways triggered by both the short and long forms of PRL
receptors. Furthermore they showed that the rat prostatic epithelial cells express prolactin
mRNA and protein and demonstrated an overall distribution of prolactin mRNA in the dorsal
and lateral prostate (14). Some works have suggested that PRL promotes the growth and

proliferation of prostate cells in synergism with androgens (19). It was also proposed that PRL



could increase free steroid concentrations in the blood, as well as the uptake of testosterone
(T) in prostate cells (20). On the other hand, it has been suggested that PRL has an
independent action on prostatic growth and metabolism (21-23). However, PRL mechanisms
and their effects on the prostate are not very well-known. Some in vitro models of the prostate
have been developed to investigate these problems, but an analysis of the independent and
combined in vivo actions of these hormones is lacking. The interest of such an approach was
shown by a study of PRL-transgenic mice (24), demonstrating a dramatic prostate
enlargement.

The aim of the present study was to investigate the long-term effects of increased PRL
levels in combination with androgens on the different lobes of rat prostate gland by creating a
new in vivo model. Hyperprolactinemia was induced by daily injection of 40mg/kg of sulpiride,
an antagonist of the type 2 dopamine receptor (D2) by which dopamine inhibits PRL secretion
(25,26). In order to study the possible synergism between PRL and androgens (T or DHT),
castrated groups of animals were formed, including some groups with subcutaneous implants
of T and DHT. We now report the chronic effects of PRL-induced enlargement and
inflammation of the lateral rat prostate without any histological changes on ventral and dorsal
lobes. d
MATERIALS AND METHODS:

Animals:

110 male Wistar rats (200-220 g) from IFFA CREDO, France, were used. These
animals were conditioned for one week prior to experimentation. Rats were randomized and
housed five per cage on a 12h light- 12h dark cycle. They were provided ad libitum with water
and a standard laboratory chow.

During this work, all animal studies were conducted in accordance with the European

Communities Council ruling of 24 November 1986 (86/609/EEC).



Methods:

- Surgical procedures:

All surgeries were performed on day | under ether anesthesia and strict sanitized
conditions. The operated animals were treated with antibiotics (penicillin) to prevent infections.

Castrations were performed on day 1 via scrotal route by removing epididymal fat pads
with the testes. The sham castrated rats were opened and their testes were dissected but not
removed. Operated animals were then sutured and the injured areas were disinfected with
betadine solution and sprayed with aluspray (Vetoquinol).

In order to add the desired quantity of exogenous androgens for comparison with
control animals, we implanted silastic medical-grade silicone tubing (0.078 i.d. X 0.125 o.d.:
Dow Corning Corp., Midland, MI) (1 cm length), filled with either testosterone (Sigma) or
dihydrotestosterone (Sigma), subcutaneously over the scapula. One end of the tubing was
sealed with adhesive (Silastic Medical Adhesive: Dow Corning) according to Robaire et al
(27). After loading with the hormone, the unsealed end was sealed with adhesive. After the
adhesive had hardened, the implants were put overnight in distilled water. It has been found
that a 2.5 cm implant mimics physiological testosterone level (27). The choice of a 1 cm
implant was to produce a subnormal testosterone release.

The implants were inserted on day 8 in pockets formed over the dorsal area of the
scapula. The incised area was disinfected, then sutured.

- Hyperprolactinemia induction:

Hyperprolactinemia was induced by daily intraperitoneal injections of a 40 mg/kg

aqueous sulpiride solution (£ sulpiride, Sigma). Control animals were intrapeﬁtoneally injected

daily with the carrier alone (NaCl 0.9 %).



Sampling:

Since previous reports (28-30) indicated an increase of PRL during stress, sham
castrated and solvent-injected groups were also evaluated. It had previously been shown that
empty tubing implants had no effect on rat prostate growth (27,31,32).

Table 1 gives the surgical event (castrations, sham castrations, and implants) and
treatment (daily intraperitoneal injections of sulpiride or NaCl 0.9%) schedule for the various
experimental groups.

On the sacrifice’s day, blood samples were collected in EDTA-coated capillaries and
stored immediately on ice. Blood was centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. Plasma samples
were frozen at -80°C until the hormonal assay was performed. The prostate lobes were
dissected, weighed and treated for light microscopy, by fixing in 10 % neutral buffered
formalin, dehydration and embedding in paraffin.

- Hormonal assays:

Plasma levels of PRL and Luteinizing Hormone (LH) were measured by RIA with
materials supplied by the NIDDK rat pituitary hormone distribution program (Torrance, CA,
USA) using rat RP3-PRL and rat RP3-LH as reference preparations. T and DHT levels were
measured by RIA with TRK 600 kit (Amersham, UK) according to a protocol from the
manufacturer. @

- Histology:

Tissue pieces were fixed in 10% neutral buffered formalin and embedded in paraffin.
Histological analysis were performed on serial sections obtained from prostatic samples stained
by hematoxylin-erythrosin-saffron (HES).

-Bcl-2 labeling:

Immediately after dissection of the lateral prostate, pieces approximately | mm x 1 mm

were fixed by immersion in paraformaldehyde (1.5 % in phosphate buffer saline, PBS) for 1.5 h



at 4 C. After several washes (the final wash lasted all night), the blocks were infused for the
next 24 h in a mixture of sucrose (2.5 M) and polyvinyl pyrrolidone (20 %) then frozen in
liquid nitrogen. 0.2 pm sections were cut and positioned on glass slides. The sections were
blocked with 1.2 % gelatin in PBS (PBSG) for 30 min to avoid nonspecific binding, and
subsequently incubated overnight at 4 C in 100 % humidity with the primary antibodies for
Bcl2 (polyclonal rabbit IgG, Calbiochem). After several washes in PBSG, the slides were
incubated for 1 hour at 37 C with secondary antibodies (donkey anti-rabbit IgG labeled with
FITC, Jackson), washed in PBS and mounted in Mowiol. The sections were observed under a
Zeiss Axiophot microscope equipped with epifluorescence (excitation : 450-490 nm, emission :

520 nm). Negative controls consisted of the omission of the primary antibody.

- Statistical analysis:

We expressed prostate weight relative to body weight, according to Robinette (31).
Variations in both prostate weight and plasma hormone levels were studied. The Tukey test
was used to establish significant differences. Significance was established at levels of p<0.05;
p<0.01 and p<0.001.
RESULTS
The prostate is divided in three parts: the ventral lobe (VP), the lateral lobe (LP) and
the dorsal lobe (DP).

Hormonal assays : Induction of chronic hyperprolactinemia in rats treated by sulpiride:

1) PRL level : As shown in table 2, sulpiride induced a rise in basal plasma PRL levels
in all groups of animals treated. Sulpiride enhanced the basal PRL level by a factor of 6.2 under
control conditions and 3.6 in castrated animals. In castrated DHT-implanted rats, sulpiride
injections increased the basal PRL level by a factor of 12. PRL levels in solvent-injected

animals were not significantly different from those in controls.



2) In non-castrated animals, hyperprolactinemia induced a decrease of 55.68% in LH
levels and 30.83% in T levels. As anticipated, hyperprolactinemia did not modify T and DHT
levels in castrated and castrated T- or DHT-implanted groups.

3) Orchidectomy induced a dramatic decrease in T and DHT levels as compared to
control. T (1 cm) and DHT (1cm) implants restored T levels to 45.78% and DHT to 336.60 %
of control, respectively.

4) We also studied castrated-adrenalectomized, castrated-adrenalectomized-sulpiride-
injected, sham castrated-sham adrenalectomized, and sham castrated-sham adrenalectomized
solvent-injected groups in order to assess the role of adrenals in prostate growth. We did not
notice any signiﬁcaht differences between T or DHT levels in castrated and castrated-
adrenalectomized animals (data not shown).

The effects of hyperprolactinemia on the wet weight of prostate lobes:

The wet weight of the prostate was examined when the animals were killed after 30 and
60 days of treatment with sulpiride, respectively.

Figure 1 illustrates the wet weight of the LP after 30 days of sulpiride treatment under
various experimental conditions. In castrated and implanted animals, T and DHT induced an
increase in the wet weight of the lateral lobe by factors of 3.8 and 5.1, respectively, compared
to castrated rats.

Sulpiride injections enhanced the weight of lateral lobes in non castrated animals 4.1
times compared to control. In castrated, T implanted animals, sulpiride induced a 2.4-fold
increase in the lateral lobe weight, compared with non-injected rats. In castrated, DHT-
implanted animals, hyperprolactinemia in those treated with sulpiride enhanced the growth of
the LP by a factor of 1.6 compared to non-injected rats. There were no measurable differences
between the lateral lobes of castrated and castrated, sulpiride-injected groups. No enlargement

of the LP was observed after sham surgery and/or solvent injections.



Similarly, after 60 days, T and DHT enhanced the weight of the LP in castrated rats
implanted with T or DHT by factors of 5.3 and by 3.6, respectively, compared to castrated
animals, as shown in figure 1. Sulpiride injections induced a 2-fold increase in the LP wet
weight in non-castrated animals, as compared to control, and a 3-fold increase in those of
castrated, T-implanted and sulpiride injected animals compared to non-injected rats. In the
castrated, DHT-implanted and sulpiride injected group, PRL enhanced the wet weight of the
LP by a factor of 3.2 compared to non-injected animals.

No significant differences were observed between the LP of castrated and castrated-
sulpiride-injected groups after 30 and 60 days. No enlargement of the LP occurred after sham
surgery and solvent injections.

We also measured the relative weights of the VP and the DP after all the types of
treatment described in table 1. The analysis of these data showed that hyperprolactinemia only
have a little or any effects on the growth of the VP and DP after 30 or 60 days of treatment.
PRL enhances the growth of the VP only in control conditions after 30 days by a factor 1.4
and after 60 days by a factor 1.2 (Fig.2). We did not notice a significant difference between the
wet weight of the DP after 30 days in the rats treated with sulpiride (Fig.3). On the contrary, in
control conditions and after 60 days, sulpiride treatment induced a 1.8-fold increase in the DP
weight (Fig. 3).

The weights of the LP, VP and DP in castrated, adrenalectomized, sulpiride-injected
animals were similar to those of castrated-adrenalectomized and castrated rats (data not
shown).

Induction of glandular hyperplasia of lateral prostate in sulpiride-treated rats:

Similar histological aspects were observed after 30 and 60 days of experimentation.

Sulpiride had no effect on ventral and dorsal prostate morphology.
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The lateral prostate of normal (Fig. 4A), sham-castrated and solvent injected rats (data
not shown) were most frequently composed of nearly the same proportion of small and large
glands, both limited by columnar epithelial cells. The lateral prostate lobes of castrated rats
without any substitutive treatment presented atrophy with a large majority of small glands
(Figure 4B). The LP atrophy of castrated animals receiving a substitutive treatment with T
(Figure 4C) or with DHT (data not shown) was particularly attenuated compared to LP of
sham-castrated rats (Figure 4B).

Lateral prostates from castrated, T- implanted rats (Figure4D) and normal (data not
shown) receiving additional sulpiride treatment showed an increased proportion of large
glands, some containing numerous intra-luminal neutrophils (Figure 4E). Similar histological
aspects were observed in the LP of castrated, DHT-implanted animals receiving additional
sulpiride treatment (data not shown). The connective tissue surrounding these inflamed glands
was focally infiltrated by lymphocytes, a few neutrophils and macrophages, and thickened by a
discrete fibroblastic and collagenic fibrosis, sometimes associated with a slight muscular
hyperplasia (Figure 4F).

Thus, in the presence of androgenic activity, sulpiride treatment seems to induce lateral
prostatic glandular hyperplasia, and, to a lesser extent, a fibromuscular hyperplasia, focally
associated with non-specific, acute, chronic inflammation.

Overexpression of Bel-2 in the LP of control and sulpiride-treated rats:

The control LP sections showed a spotted cytoplasmic labeling (organelles, except the
nucleus) on the whole epithelial cells (Fig. 5A). In control and sulpiride-treated LP, the
labeling was intensified in the epithelial cells bordering the acini, giving target-like images,
brighter at the periphery of the acini (Fig. 5B). The infiltrated cells were only faintly labeled. In
the VP, the labeling observed under control and control-sulpiride treated conditions was

similar to that shown in the control LP sections (data not shown).
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DISCUSSION

In this study, we demonstrate the effects of chronic hyperprolactinemia on rat prostate
growth. A particularly significant alteration in the rats with chronic hyperprolactinemia was a
dramatic enlargement of the lateral lobe. This lateral prostate hyperplasia was focally
associated with acute, chronic inflammation.

In order to induce a chronic hyperprolactinemia, we used a model of long-term (30 and
60 days) androgen treatment associated with daily sulpiride injections. Sulpiride, a specific
dopaminergic type-2 receptor inhibitor, is known to stimulate PRL secretion from the pituitary
(25,26). It also has two actions on PRL plasma level: sulpiride initially induces a peak of
prolactinemia in approximately 30 minutes (26 times the initial value), then, over the next two
hours, PRL decreases, while remaining higher than the initial value (6 times the basal level)
(25). Thus, a chronic (60-day) treatment with sulpiride causes a significant increase in plasma
PRL level (62.54 £+ 26.77 ng/ml) as compared with control (10.16 + 2.57 ng/ml) or solvent-
injected (18.9 £ 9.03 ng/ml) animals. In our experiments, the rats were sacrificed on the day
after the last sulpiride injection, so the prolactinemia measured does not represent the PRL
peak, but the chronic PRL level after 60 days treatment with sulpiride. There are other ways
besides using dopaminergic antagonists to produce artificial hyperprolactinemia, e.g. alzet
pumps containing PRL or transplanted pituitaries. However, these experiments are stressful for
the animals and secondary PRL levels are stress-dependent. Furthermore, in the case of
transplanted pituitaries, several other pituitary hormones are secreted. Thus, sulpiride
treatment is the most convenient way of inducing hyperprolactinemia in rats.

Our experiments in castrated-adrenalectomized rats show that the contribution of the
adrenals to endogenous androgen level support is negligible. Thus, the adrenals do not

interfere with rat prostate growth. These results are in agreement with van Weerden et al. (33):
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the authors measured a very low level of androstenedione and no detectable plasma
concentrations of dehydroepiandrosterone in rat adrenal gland cell suspensions. On the
contrary, in humans, the adrenals significantly contribute to the control of the androgen level
(34).

The effects of hypeprolactinemia were only observed in the lateral lobe of the rat
prostate, affecting wet weight, histological structure, and Bcl-2 expression. The dorsal and
ventral lobes were insensitive to the rise in PRL. The lateral lobe is considered the most
hormonosensitive part of the prostate (31,35,36). It has been shown that the dorsolateral lobes
are the parts of the rat prostate that give rise to spontaneous and experimental tumors (37-39)
with varied hormone responsiveness. Moreover, the lateral and dorsal lobes are considered to
be the most homologous to the human prostate (23), where it has been suggested that PRL
plays an important role in BHP and prostate cancer development (12-15).

Hyperprolactinemia, stimulated by daily sulpiride injections, induced a marked
enlargement of the lateral prostate in non-castrated animals (4.1 times control after 30 days
and 2 times control after 60 days). PRL had no effect on castrated animals. However, in
castrated, T-implanted and castrated, DHT-implanted rats, the rise in PRL levels also increased
the weight of the lateral prostate (by a factor of 2.4 for T- and 1.6 for DHT-, respectively,
after 30 days and by a factor of 3 for T- and 3.2 for DHT-, respectively, after 60 days),
suggesting that PRL acts in synergy with the androgens.

In our experiments, T (1 cm) implants partially restored (45 %) normal T level. Robaire
et al. (27) showed that T (2.5 cm) implants are needed to restore the physiological T level in
the rat. However, DHT (1 c¢m) implants increased the DHT level by 336 % as compared with
the physiological level in non-castrated rats. This difference in T and DHT level recovery by
using 1 cm implants is explained by the fact that the physiological level of DHT (formed by 5a-

reductase from T) was lower (0.183 + 0.032 ng/ml) than the T level (2.087 + 0.272 ng/ml).
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In non-injected rats, the T level was higher than in animals treated with sulpiride (Tab.
2). As it has been shown that hyperprolactinemia decreases the number of pituitary GnRH
receptors and LH secretion (40,41), the T level, controlled by LH is, therefore, also reduced.
Thus, in our experiments, the rise in the wet weight of the lateral prostate in the non-castrated
sulpiride-injected animals could be explained by the rise in PRL level.

In men, the PRL level increases (10,16) and the T level diminishes with age (17,18).
Some research has demonstrated the same changes in rat PRL (42) and T (43) levels. In our
study, in castrated, T-implanted groups, the T level was 55 % less than control. We used 1 cm
T implants (which deliver half a physiological T level) in order to mimic the T level of aging
rats. In our work, the hyperprolactinemia induced by sulpiride produced LP hyperplasia. Thus,
in old rats and in aging men, a rise in prolactinemia could be sufficient to induce prostate
hyperplasia, even with lower T levels. In this /7 vivo model, it is possible to develop a
hormonal environment similar to that of aging rats and elderly men.

Our histological studies demonstrate that hyperprolactinemia induces glandular
hyperplasia in the lateral (but not the dorsal and ventral) prostate in the rats with increased
PRL levels. An increase was observed in the proportion of large glands associated with
inflammation. This was not the case in the lateral prostate of animals not injected with
sulpiride. Robinette et al. (31) reported that estradiol-17p had a specific action on lateral
prostate growth. Estradiol-17 causes inflammation in dorsolateral (36) and lateral rat
prostates (44) that can be reduced by treatment with bromocriptine (a dopaminergic agonist,
known to decrease PRL levels). So, the potent involvement of estradiol-17f in prostate
dysplasia and inflammation implies PRL action. Moreover, an enlargement of the dorsolateral
prostate was shown (24) in transgenic mice with an overexpressed PRL receptor, suggesting

the implication of PRL in the growth of the prostate gland.
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The mechanism by which PRL affects prostate growth is not yet known. In our study,
we noticed synergistic effects between PRL and androgens. This phenomenon could be due to
the fact that PRL is considered to be enhance the T effect (20), as well as increasing cytosol
and nuclear androgen receptor levels in rats (19). Furthermore, androgens (19,45) and PRL
(45,46) up-regulate PRL receptor levels in the rat prostate. Moreover, hyperprolactinemia
induces the turnover of tissue DHT content in the lateral prostate (35,47,48). Some in vitro
studies have demonstrated an independent action of PRL in prostate cells (21-23). PRL also
has an androgeno-independent proliferative effect in the lateral rat prostate in organ culture
(49). PRL receptors have been identified in the ventral prostate (50), as well as in both lateral
and dorsal rat and human prostates (15). Some of these receptors are located on the basal and
lateral surfaces of the epithelial cells (15). These receptors may fix circulatory PRL and induce
the growth of the lateral prostate lobe in rats. Nevertheless, PRL receptors are also located on
the apical surfaces of the secretory epithelial cells of prostatic acini (15). As the epithelial
prostatic cells are joined by tight junctions, PRL receptors located on the apical surface of
these cells are not accessible to circulatory PRL, unlike basolateral cell membrane receptors.
However, in recent experiments, Nevalainen et al. (14,15) clearly demonstrated that prostatic
epithelial cells were able to produce prolactin. They used in situ hybridization to show that the
epithelium of dorsal and lateral rat prostates expressed prolactin mRNA and protein. Thus,
prostatic PRL may act in an autocrine/paracrine manner in the prostate through apical
receptors, where it may mediate some androgen actions. The incidence of serum
hyperprolactinemia on prostatic PRL synthesis is unknown.

Interestingly, the experiments carried out by Nevalainen ez al. (14) demonstrated that
the expression pattern of PRL protein was different in the dorsal and lateral prostate. In the
dorsal prostate, the cytoplasm of sparsely located, single epithelial cells was very strongly

stained. In contrast, in the lateral lobe, the majority of the epithelial cells were stained but the
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staining was less intense than in the dorsal prostate. These results probably explain the fact
that, in our experiments, we did not observe the effect of PRL on the dorsal prostate.

In addition, for the first time, we observed a rise in the expression of the antiapoptotic
protein Bcl-2 in the LP epithelial cells of non castrated animals treated with sulpiride. We did
not notice this phenomenon in the VP. Bcl-2 is known to down-regulate apoptosis in prostate
cells (51-54) as in other models (55-58). Bcl-2 also provides resistance to androgen depletion
in androgen-sensitive human prostate cancer cells LNCaP (51). Thus, in this in vivo model of
hyperprolactinemia, the overexpression of Bcl-2 in non castrated animals led to a decrease in
the apoptosis level in the epithelial cells of the LP. This modifies the balance between
proliferation and apoptosis, eventually causing the LP hyperplasia shown in the histological
study. In the NB2 rat lymphoma cell line, PRL induced a 15-fold increase in the level of bcl-2
mRNA within 3 hours (59). The authors suggest that the trophic action of PRL results from
suppression of the cell death induced by the rise in the expression of Bcl-2 (59,60). So, in our
study, the enhancement of the LP weight may be explained by PRL-induced inhibition of
apoptosis. Furthermore, the tissue-specific modulation of Bcl-2 expression by PRL in the rat
prostate may explain the lack of sensitivity of the VP to PRL, even if each rat prostate lobe has
PRL receptors (46, 61-63). The antiapoptotic action of PRL on prostate cells requires further
investigation and may be useful in developing treatment.

In conclusion, the chronic hyperplasia model proposed in this work may serve as a
useful approach for studying the development mechanism of prostate hyperplasia. This model,
representing PRL-dependent hyperplasia, is probably close to the human pathology, where the

implication of PRL is uncontested.
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LP weight/body weight (mg/g)

Fig. 1. Histogram showing total lateral prostate weight (mg) divided by total body weight
(g). Animals received treatment described in Tab.1. Values are means and bars indicate
SEM,; n=5 ; black columns : 30 days of treatments ; gray columns : 60 days of treatment.
The values of the following treatments are significantly different: P<0.001: a, b, f, P<0.01:
c, g h, i; P<0.05: d, e, j. (Ctl : control animals ; Su : sulpiride treated ; Cast : castrated ;
DHT : DHT implanted ; T: T implanted ; Sh Cast : sham castrated ; Solv : solvent

injected).



VP weight/body weight (mg/g)

Fig. 2. Histogram showing total ventral prostate weight (mg) divided by total body weight
(g). Animals received treatment described in Tab.l. Values are means and bars indicate
SEM; n=5 ; black columns : 30 days of treatments ; gray columns : 60 days of treatment.
The values of the following treatments are significantly different: P<0.001: a, b, d, ¢;
P<0.05 : ¢, f (Ctl : control animals ; Su : sulpiride treated ; Cast : castrated ; DHT : DHT

implanted ; T : T implanted ; Sh Cast : sham castrated ; Solv : solvent injected).
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Fig. 3. Histogram showing total dorsal prostate weight (mg) divided by total body weight
(g). Animals received treatment described in Tab. 1. Values are means and bars indicate
SEM: n=5 : black columns : 30 days of treatments ; gray columns : 60 days of treatment.

The values of the following treatments are significantly different: P<0.01: a, ¢, d ; P<0.05:

b, e. (Ctl : control animals; Su : sulpiride treated; Cast : castrated ; DHT : DHT

implanted ; T : T implanted ; Sh Cast : sham castrated ; Solv : solvent injected).






Fig. 4. Histological aspects of lateral prostate of rats. Animals received treatments for 60

days as described in Tab. 1. A, non treated rat. Admixture of small and large glands in

similar proportions. Bar, 500 um. B, castrated rat. Predominance of tiny glands. Bar, 500
pum. C, castrated and T-implanted rat. Gland volumes are intermediate of that of control and
castrated rats. Bar, 500 um. D, castrated, T-implanted and sulpiride treated rat. Presence of
very large glands, some of which containing numerous neutrophils. Bar, 500 um. E,
castrated, T-implanted and sulpiried treated rat. infiltration of neutrophils in one gland. Bar,
50 uM. F, castrated, T-implanted and sulpiride treated rat. Interglandular hyperplasis with

lymphocytic infiltrates. Bar, 200 pm.






Fig. 5. Immunofluorescence of anti-Bcl-2 treated thin sections (0.2 pm) of rat lateral
prostate. Control rat (A) and 30-day control and sulpiride-treated rat (B). Note the spotted
labeling of the cytoplasm, avoiding the nuclei (*). Compare the basal expression in control
rat versus the overexpression of Bcl-2 in the control and sulpiride-treated rat. Magniﬁcat‘ion

: x400. Bar represents 30 um.



Tab. 1

Scheme of experimental procedures for 30 days and 60 days sulpiride treatment

Experimental groups Surgery onday 1 |Surgery on day 8 |Treatments from
day 8 to the sacrifice day

I- control - - -
I1- control+sulpiride - - sulpiride
I1I- castrated castration - -
V- castrated+sulpiride castration - sulpiride
V- castrated+DHT castration DHT implant -
VI- castrated+DHT+sulpiride castration DHT implant sulpiride
VII- castrated+T castration T implant -
VIII- castrated+T+sulpiride castration T implant sulpiride
[X- sham castrated sham castration |- -
X- solvant injected - - solvant
XI- sham castrated; solvant injected sham castration - solvant
XII- control - - -
XIII- control+sulpiride - - sulpiride
XIV- castrated castration - -
XV- castrated+sulpiride castration - sulpiride
XVI- castrated+DHT castration DHT implant
XVII- castrated+DHT+sulpiride castration DHT implant sulpiride
XVIII- castrated+T castration T implant -
XIX- castrated+T+sulpiride castration T implant sulpiride
XX- sham castrated sham castration - -
XXI-solvant injected - - solvant
XXII- sham castrated; solvant injected |sham castration |- solvant

Tab. 1. At the end of the study, the animals were sacrificed (on day 39 for groups I to XI
and day 69 for groups XII to XXII). The ventral, lateral and dorsal prostate lobes were

excised and weighed. Trunk blood was collected for hormone level measurements and one



Tab. 2

plasma levels of rat prolactin, testosterone, DHT and LLH after 60 days of treatment

Prolactine (ng/ml) Testosterone (pg/ml) DHT (pg/ml) LH (ng/ml)
control 10.16+2.57 ¢ 20874272 183+32 0.728+0.096 a
control, sulpiride 62.54426.77 ¢ 1444+184 181+12 0.323+0.019 a
castrated 25.40+72.01 a ND ND 13.572+1.348
castrated, sulpiride 91.50+18.98 a ND ND 15.525+2.927
castrated, DHT 5.840+1.678 d 202162 617+95 0.170+0.027
castrated, DHT, sulpiride 70.60+44.20 d 219+25 439+27 0.372+0.187
castrated, T 25.87+60.36 b 955+75 203+47 4.603+0.834
castrated, T, sulpiride 68.60+15.01 b 9714232 154+18 3.044+1.124

Tab. 2. Plasma PRL, T, DHT and LH levels. Trunk blood was collected from Wistar rats

after long-term treatment (60 days) and analyzed by RIA. Data are expressed as group

means £ SEM (pg/ml) (n=5). ND: non detected values. P<0.01 : a, b; P<0.05 : c, d.

Page 1




¢ la PRL agit en synergie avec les androgénes et pourrait donc étre un cofacteur
majeur influencant la croissance de la prostate;

¢ une surexpression de la protéine antiapoptotique Bcl-2 est observée sur les
membranes des organites intracellulaires des cellules épithéliales de prostates latérales
de rats traités au sulpiride. Ce phénoméne est spécifique au lobe latéral. Cela suppose

que la prolactine pourrait agir par inhibition de la mort cellulaire programmaée.

2 - Etude cinétique des effets de la prolactine sur la croissance de la

prostate de rat

Lors de la premiére étude, nous avons mis en évidence le role trophique de la PRL
apres 30 et 60 jours de traitement. Dans le cadre de cette seconde étude, nous nous sommes
appliqués & analyser la cinétique des modifications pondérales engendrées par les traitements

au sulpiride et aux androgénes.

2.1- Protocole expérimental

Au cours de cette seconde étude in vivo, nous avons utilisé 192 rats méles adultes de
souche Wistar. La pose des implants sous-cutanés de testostérone (T) s’est déroulée le jour de
la castration. De cette maniére, la perte des androgénes endogénes est partiellement
compensée par I’apport de T de I’implant. Des implants de 1 cm ou de 0.5 cm de long ont été
utilisés. Ces tailles correspondent a la restauration de 50% et de 25% respectivement du taux
normal de T circulant. De ce fait, I’apoptose induite par I’ablation des testicules devrait étre
freinée par les implants. De plus, la moitié des rats ont été traités au sulpiride afin de réaliser

une étude cinétique des effets de la PRL sur I’évolution du poids prostatique et le
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déclenchement de I’apoptose. La durée des traitements s’est étendue sur 4 jours, 9 jours, 14

jours, 21 jours, 30 jours et 60 jours.

2.2- Résultats
Nous obtenons les résultats pondéraux suivants qui traduisent I’évolution du poids de

la prostate latérale au cours du temps et selon les divers traitements hormonaux.

Les différents lots d’animaux employés sont décrits ci-dessous :

Traiteenté Myen \ des obs ateréux (mg Po tota
+ S.E.M. (n=4).

Controle 0.31755 | 0.2806 0.2785 0.2330 0.2091 0.2821
+0.062 | £0.006 +0.033 +0.024 +0.0179 +0.0243

Contrdle + sulpiride 0.3034 0.2956 0.2423 0.2806 0.8643 0.5645
+0.067 +0.04 +0.042 +0.031 +0.082 +0.0818

Castrés 0.1589 0.0645 0.0464 0.0345 0.0374 0.0273
+0.012 +0.006 1+0.008 +0.003 +0.007 +0.003

Castrés + sulpiride 0.1145 0.0841 0.0662 0.0486 0.0343 0.0381
+0.025 +0.003 +0.007 +0.011 +0.004 1+0.038

Castrés + T (1 cm) 0.3683 0.3518 0.281 0.2019 0.1417 0.1449
+0.016 +0.036 +0.023 +0.008 +0.012 +0.015

Castrés + T (1 cm) + 0.4357 0.2752 0.3660 0.3036 0.3423 0.4392
sulpiride +0.121 +0.026 +0.029 1+0.023 1+0.05 +0.076
Castrés + DHT 0.302 0.2088 0.2169 0.165 0.1903 0.0985

(1 cm) +0.032 +0.001 +0.018 +0.022 +0.026 +0.017

Castrés+ DHT (1 cm) 0.2522 0.3202 0.3617 0.3183 0.2972 0.317
+ sulpiride +0.078 +0.078 +0.52 +0.02 1+0.053 +0.077

Tableau 1 : Récapitulatif des lots de rats Wistar (4 animaux par lot) et des valeurs obtenues

apres le sacrifice des animaux.
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Nous avons ainsi réalisé 48 lots de 4 animaux.
A lissu du traitement, les animaux ont €té sacrifiés. Les prostates ont été disséquées,

pesées et fixées selon le protocole détaillé dans le chapitre « Matériel et Méthodes ».
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Figure 20 : Evolution du rapport poids de la prostate latérale (mg)/ poids total de
I’animal (g). Les mesures ont été réalisées sur des rats non castrés (avec ou sans sulpiride).

Ces rapports sont représentés sous forme de moyenne accompagnée de 1’erreur standard.

Chez les animaux contrdle, (figure 20), le poids de la prostate latérale est relativement
stable tout au cours de I’expérience. Chez les animaux traités au sulpiride, 1’augmentation du
poids de la prostate débute, de fagon significative, & partir du 30°™ jours et se poursuit jusqu'a

la fin des traitements.
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Figure 21: Evolution du rapport poids de la prostate latérale (mg)/ poids total de
I’animal (g) chez des rats castrés, injectés ou non de sulpiride. Ces rapports sont représentés

sous forme de moyenne accompagnée de I’erreur standard.

Dans le cas des animaux castrés, recevant ou non du sulpiride, la diminution du poids
des prostates est achevée en 9 jours. Les prostates latérales ont perdu 86 % de leur poids

initial. Apres cette période, les valeurs restent stables. Nous n’observons pas de différences

significatives entre les deux catégories de traitement.
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Figure 22: Evolution du rapport poids de la prostate latérale (mg)/ poids total de 1’animal (g)
(mesures réalisées sur des animaux castrés, ayant regu un implant de testostérone, injectés ou

non de sulpiride). Ces rapports sont représentés sous forme de moyenne accompagnée de

Perreur standard.

Chez les rats ayant regu un implant de 1 cm de T, les poids prostatiques chutent de
46% en 30 jours. Au contraire, chez des animaux traités au sulpiride, nous observons une
augmentation des poids des lobes latéraux & partir du 14°™ jour de traitement. Au bout de 60

jours de stimulation par le sulpiride, les prostates latérales sont plus lourdes de 50 % par

rapport aux valeurs de départ.
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Figure 23: Evolution du rapport poids de la prostate latérale (mg)/ poids total de
’animal (g). Les rats sont castrés, portent un implant de DHT et regoivent ou non du sulpiride.

Ces rapports sont représentés sous forme de moyenne accompagnée de 1’erreur standard.

Sur des animaux castrés possédant un implant de 1 cm de DHT, la régression du poids
prostatique est lente (57 %) aprés 60 jours. Le sulpiride déclenche la croissance de la prostate
a partir du 9°™ jour par rapport aux valeurs obtenues chez des rats castrés et implantés de
DHT. Au bout de 60 jours, les lobes latéraux des rats ayant subit une hyperprolactinémie sont

trois fois plus lourds que ceux des animaux non injectés de sulpiride.

2.3- Discussion et conclusion

Ces résultats indiquent, dans un premier temps, la cinétique d’action de la PRL.
Son effet est déja visible aprés 30 jours de traitement chez les rats contrdle et 14 jours
chez des rats castrés et implantés de T (1 cm) et 9 jours chez des amimaux castrés et

traités a la DHT (1 cm). Le sulpiride et donc la PRL ne modifient pas ’involution de la

79




glande des animaux castrés. Ces résultats étayent les conclusions précédentes, a savoir
que la PRL nécessite la présence d’androgénes pour induire une croissance de la
prostate. Des études antérieures démontrent que la PRL stimule Deffet de la T
(Farnsworth, 1988) et augmente le nombre de récepteurs cytosoliques et nucléaires aux
androgénes chez le rat (Prins, 1987). De plus, ’hyperprolactinémie induit un
renouvellement rapide du contenu en DHT dans la prostate latérale de rat (Schacht ez al.
, 1992).

Nous poursuivons ce travail de recherche en mesurant le taux de prolifération
cellulaire et l’index apoptotique. La prolifération cellulaire sera déterminée par
immunohistochimie, en utilisant un anticorps anti KI-67 (Euromedex, France) qui
interagit avec un antigéne nucléaire lors du cycle cellulaire (en phases G1, S, G2 et M et
non en phase GO0). Cette nouvelle étude devrait nous permettre de vérifier les modalités
d’action de la PRL et de détecter son implication dans la régulation de la prolifération et
de Papoptose des cellules de la prostate latérale.

Connaitre les mécanismes de régulation de ’apoptose des cellules prostatiques est
capital. En effet, les cancers de la prostate sont caractérisés par un taux de prolifération
faible. Il est maintenant clairement établi que ces cancers résultent d’une inhibition de
Papoptose plutdot que d’une augmentation de la prolifération cellulaire (Bruyninx ef al.,

1998).
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3- Effets de I’extrait lipido-stérolique de Serenoa repens (Permixon®) et du

finastéride® chez des rats subissant une hyperprolactinémie

Actuellement, les seules thérapies existant pour traiter les cancers hormono-
dépendants de la prostate et les HBP se basent sur I’inhibition de 1’action des androgénes. La
voie de la PRL n’est pas prise en compte lors de tels traitements. Le but de cette troisiéme
étude est d’inhiber les effets de la PRL observés in vivo lors de la premiére phase de notre
recherche.

Nous avons choisi de tester le Permixon®, un extrait obtenu a partir du palmier scie.
Le Permixon, ou extrait lipidostérolique de Serenoa repens (E.L.S.S.R.) est couramment
utilisé en clinique humaine pour traiter les HBP. Ce médicament est constitué de plusieurs
molécules dont les principales sont des acides gras (acide palmitique, acide oléique, acide
myristique, ...). L’E.L.S.S.R. posséde un spectre d’action trés large, ce qui lui confére une
grande efficacité. Cet extrait inhibe les deux isoformes de la Sa-reductase et diminue de ce
fait le taux d’androgénes circulants. L’E.L.S.S.R. inhibe également le développement des
inflammations, spécifiques a la prostate latérale de rat, induite par 1’oestradiol (Paubert-
Braquet, 1996). Or, il est connu que I’oestradiol stimule la synthése (Kaplan et al., 1976), le
stockage (Kiino et al., 1981) et la sécrétion (Neill et al., 1971) de la PRL dans les cellules
lactotropes. Par ailleurs, les effets de I’oestradiol sont absents chez des rats traités a la
bromocriptine (agoniste dopaminergique) qui inhibe la sécrétion de PRL. L’ensembles de ces
données nous améne a penser que l’action bénéfique de 'ELSSR. peut se produire via
I’inhibition de I’effet trophique de la PRL sur la prostate. La difficulté principale de cette
étude résulte du fait que ’E.L.S.S.R. possede également une activité anti So-réductase

importante. Afin de séparer les effets anti Sa-réductase et 1’action antiprolactinique possible
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de ’E.L.S.S.R., nous avons eu recours a de nombreux lots d’animaux et notamment a des rats
castrés et implantés de DHT. Chez ces derniers, I’action anti So-réductase de I’E.L.S.S.R. ne
peut plus s’exercer. Par ailleurs, des expériences similaires ont été entreprises sur des rats
traités au finastéride. Cette molécule synthétique, utilisée en clinique humaine, posséde une
activité spécifiquement anti So-réductase.

La combinaison des résultats obtenus grace a ces différents lots a permis I’écriture du

manuscrit suivant, actuellement sous presse dans le journal « The Prostate ».

CONCLUSION

Cette étude nous a permis d’établir les conclusions suivantes :

e PE.L.S.S.R., outre son action anti S5o-reductase est capable d’inhiber I’effet
trophique de la PRL sur la prostate latérale de rat ;

e le finastéride, n’a pas d’action antagoniste vis-a-vis de la PRL. Cette molécule
inhibe spécifiquement la Sa-reductase.

Les multiples activités de I’E.L.S.S.R. sont dues, trés vraisemblablement aux
nombreuses fractions qui le composent. Il serait intéressant de tester des sous-fractions

de PE.L.S.S.R. afin de caractériser le principe actif ayant une action anti prolactinique.
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Fabien Van Coppenolle,’* Xuefen Le Bourhis,? Frangoise Carpentier,?
Geoffrey Delaby,! Henri Cousse,* Jean-Pierre Raynaud,® Jean-Paul Dupouy,®
and Natalia Prevarskaya’

'Laboratoire de Physiologie Cellulaire, USTL, INSERM EPI 9938, Villeneuve d’Ascq, France
2Laboratoire de Biologie du Développement, UPRES 1033, USTL, Villeneuve d’Ascq, France

3Service d’Anatomo-Pathologie, Centre Hospitalier de Roubaix, Roubaix, France
“Laboratoire Pierre Fabre, La Chartreuse, Castres, France
SUniversité Pierre et Marie Curie, Paris, France
éLaboratorie de Neuroendocrinologie du Développement, USTL, Villeneuve d’Ascq, France

BACKGROUND. The growth of the prostate gland is mainly dependent on androgens. Other
hormones, like prolactin (PRL), also influence prostate development. Our purpose was to
analyze and compare the effects of two drugs (Sa-reductase inhibitor) used in the therapy of
benign prostatic hyperplasia: lipidosterolic extract of Serenoa repens (LSESR), and finasteride
in an in vivo model of rat prostate hyperplasia induced by hyperprolactinemia.
METHODS. Hyperprolactinemia was induced by 30 daily injections of sulpiride. Wistar rats
received daily gavages of LSESR or finasteride. We used the following groups: control, cas-
trated, castrated with a substitute testosterone (T), or Sa-dihydrotestosterone (DHT) implant.
RESULTS. Hyperprolactinemia increases the wet weight and induces hyperplasia in the
lateral prostate (LP). Unlike finasteride, LSESR significantly reduced LP growth and hyper-
plasia in castrated, DHT-implanted, and sulpiride-treated rats.

CONCLUSIONS. Finasteride was only capable of inhibiting the effect of androgens on rat
prostate enlargement. LSESR inhibited not only the androgenic but also the trophic effect of

PRL in rat LP hyperplasia. Prostate 43:00~00, 2000.
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INTRODUCTION

Benign prostate hyperplasia (BPH) and prostate
cancer are very common diseases among elderly men.
Fifty percent of men over 50 years old suffer from
BPH. Furthermore, prostate cancer is the second lead-
ing cause of death by cancer [1].

Prostate development and growth are controlled by
androgens [2,3]. Treatments currently used in hor-
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monotherapy for prostate diseases are only aimed at
inhibiting the effect of androgens on prostate cell
growth [4]. They are based on reducing androgen
levels in the following ways: (1) Drugs such as the
lipidosterolic extract of Serenoa repens (LSESR) [5] or
finasteride [6] are used to inhibit the enzyme 5a-re-
ductase, which converts testosterone (T) to Sa-dihy-
drotestosterone (DHT), the most active androgen in
the stimulation of prostate-cell proliferation [7], in the
prostate. (2) Flutamide inhibits the fixation of andro-
gensto their receptors [8]. (3) Another approach, using
chronic admurustrations of ‘GnRH agonists [9,10], is
‘also employed to induce an inhibition of androgenic
ssynthesis.

In men, T levels decrease with age [11,12], while
prolactin (PRL) concentrations increase [13,14]. It is
becoming increasingly clear that PRL is implicated in
prostate growth [15-19]. It has been suggested that
PRL acts in synergy with androgens, either by enhanc-
ing the T effect [20] or by increasing the number of
cytosolic and nuclear androgen receptors [21]. Fur-
thermore, some in vitro experiments have shown that
PRL can also act directly on prostate cells [22,23], as
they possess PRL receptors [19,24-26]. In addition,
Nevalainen et al. [19,20] demonstrated that human
~ and rat prostate cells synthesize PRL. Thus, this hor-
mone may regulate prostate growth in an autocrine/
paracrine loop. However, the PRL pathway has not
yet been taken into account in hormonotherapy for
prostate diseases.

In this work, we studied the effects of LSESR and
finasteride on rat prostate hyperplasia induced by hy-
perprolactinemia. We now report that LSESR inhibits
the effects of PRL and androgens on prostate growth.
On the other hand, finasteride (a specific 5a-reductase
inhibitor) only antagonizes the action of T on rat lat-
eral prostate growth.

MATERIALS AND METHODS
Animals

One hundred forty-five male Wistar rats (200220
g) from Dépré Breeding Center (Saint Doulchard,
France) were used. These animals were conditioned
for 1 week prior to experimentation. Rats were ran-
domized and housed 5 per cage on a 12-hr light-12-hr
dark cycle. They were provided ad libitum with water
and standard laboratory chow.

During this work, all animal studies were con-
ducted in accordance with the European Communities
Council ruling of November 24, 1986 (86/609/EEC).

Surgical Procedures

All surgeries were performed on day 1 under ether
anesthesia and strict sanitized conditions. The oper-

ated animals were treated with antibiotics (penicillin)
to prevent irfections.

Castrationis were performed on day 1 via the scrotal
route by remioving epididymal fat pads with the tes-
tes. Operated| animals were then sutured, and the in-
jured areas were disinfected with betadine solution
land sprayed With aluspray (Vetoquinol, France).

In order td add the desired quantity of exogenous
androgens fof comparison with control animals, we
ijnplanted silastic medical-grade silicone tubing (0.078
id. x 0.125 o.d., Dow Corning Corp., Midland, MI) (1
cm length), filled with either testosterone (Sigma,
France) or 5a-dihydrotestosterone (Sigma), subcutane-
ously over the scapula. One end of the tubing was
sealed with adhesive (Silastic Medical Adhesive, Dow
Corning Corp.) according to Robaire et al. [28]. After
loading with the hormone, the unsealed end was
sealed with adhesive. After the adhesive had hard-
ened, the implants were stored overnight in distilled
water. It has been found that a 2.5-cm implant mimics
the physiological testosterone level [29]. The choice of
a 1-cm implant was to produce a subnormal testoster-
one release.

The implants were inserted on day 8, in pockets
formed over the dorsal area of the scapula. The incised
area was disinfected, and then sutured.

Hyperprolactinemia Induction

Hyperprolactinemia was induced by daily intraper-
itoneal injections of a 40 mg/kg aqueous sulpiride so-
lution (+ sulpiride, Sigma).

LSESR (Permixon®) Gavages

The lipidosterolic extract of Serenoa repens (batch
numbers 708 and 712) was from Pierre Fabre Médica-
ment (Labege, France). The animals received daily ga-
vages of LSESR plus carrier (2.5% ethanol) or carrier
alone. The doses used were: 100 mg/kg/day; 320 mg/
kg/day; or 640 mg/kg/day.

Finasteride Gavages (Chibro-Proscar®)

Finasteride (Merck, Whitehouse Station, NJ) com-
pounds were dissolved in 2.5% ethanol. The animals
received daily gavages of 5 mg/kg of finasteride
(batch number 974214) or carrier alone.

Sampling

Since previous reports [30-32] indicated an increase
in PRL during stress, sham castrated, solvent:mjected
groups and animals receiving carrier alone (2.5% etha-
nol in aqueous solution) were also evaluated. It was
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TABLE |. Scheme of Experimental Procedures for 30 Days of Sulpiride, Permixon, and Finasteride Treatment

Surgery on Surgery on Treatments from day 8 to
Experimental groups day 1 day 8 sacrifice day
I, control
II, control + sulpiride Sulpiride
III, control + LSESR 100 LSESR 100 mg/kg
IV, control + LSESR 320 LSESR 320 mg/kg
V, control + Fin5 Finasteride 5 mg/kg
VI, control + sulpiride + LSESR 100 Sulpiride + LSESR 100 mg/kg
VII, control + sulpiride + LSESR 320 Sulpiride + LSESR 320 mg/kg
VIII, control + sulpiride + Fin5 Sulpiride + Finasteride 5 mg/kg
IX, castrated Castration
X, castrated + T Castration T implant
XI, castrated + T + LSESR 100 Castration T implant LSESR 100 mg/kg
XII, castrated + T + LSESR 320 Castration T implant LSESR 320 mg/kg
XIII, castrated + T + Fin5 Castration T implant Finasteride 5 mg/kg
XIV, castrated + DHT Castration DHT implant
XV, castrated + DHT + LSESR 100 Castration DHT implant ~ LSESR 100 mg/kg
XVI, castrated + DHT + LSESR 320 Castration DHT implant ~ LSESR 320 mg/kg
XVII, castrated + DHT + Fin5 Castration DHT implant  Finasteride 5 mg/kg
XVIII, castrated + T + sulpiride Castration T implant Sulpiride
XIX, castrated + T + sulpiride + LSESR 100 Castration T implant Sulpiride + LSESR 100 mg/kg
XX, castrated + T + sulpiride + LSESR 320 Castration T implant Sulpiride + LSESR 320 mg/kg
XXI, castrated + T + sulpiride + LSESR 640 Castration DHT implant  Sulpiride + LSESR 640 mg/kg
XXII, castrated + T + sulpiride + Fin5 Castration DHT implant  Sulpiride + Finasteride 5 mg/kg
XXIII, castrated + DHT + sulpiride Castration DHT implant ~ Sulpiride
XXIV, castrated + DHT + sulpiride + LSESR 100  Castration DHT implant  Sulpiride + LSESR 100 mg/kg
XXV, castrated + DHT + sulpiride + LSESR 320 Castration DHT implant  Sulpiride + LSESR 320 mg/kg
XXVI, castrated + DHT + sulpiride + Fin5 Castration DHT implant  Sulpiride + Finasteride 5 mg/kg
XXVII, sham castrated Sham-castration

XXVTII, solvent-injected
XXIX, carrier-gavaged

NaCl 0.9%
2.5% ethanol in aqueous solution

previously shown that empty tubing implants have no
effect on rat prostate growth [28,33,34].

Table I lists the surgical events (castrations and im-
plants) and treatments (daily intraperitoneal injections
of sulpiride and gavages of LSESR or finasteride) for
the various experimental groups.

Immediately after sacrifice, the prostate lobes were
dissected, weighed, and treated for light microscopy,
as described below.

Histology

Tissue pieces were fixed in 10% neutral-buffered
formalin and embedded in paraffin. Histological
analyses were performed on serial sections obtained
from prostatic samples stained with hematoxylin-
erythrosin-saffron (HES).

Hormonal Assays

Plasma levels of PRL were measured by radioim-
munoassay (RIA) with materials supplied by the

NIDDK rat pituitary hormone distribution program
(NIDDK, Torrance, CA), using rat RP3-PRL in refer-
ence preparations. In our experiments, the rats were
sacrificed on the day after the last sulpiride injection,
so that the prolactinemia measured represented the
chronic PRL level after 30 days of treatment with sulp-
iride.

Statistical Analysis

We expressed the prostate weight relative to the
body weight according to Robinette [33]. The Tukey
test was used to establish the presence of significant
differences. Significance was established at levels of P
< 0.05, P < 0.01, and P < 0.001.

RESULTS

After 30 days of treatment, the rats were sacrificed.
Rat prostates consist of three parts: ventral lobes, lat-
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Fig. | Histogram showing total lateral prostate weight (mg) di-
vided by total body weight (g). Animals received treatment as
described in Table |. Values are means, and bars indicate SEM; n =
S. The values of the following treatments were significantly differ-
ent: P < 0.05, a, b. Control, control animals; LSESR 100, animals
receiving LSESR at 100 mg/kg/day per os; LSESR 320, animals re-
ceiving LSESR at 320 mg/kg/day per os; Fin 5, animals receiving
finasteride at 5 mg/kg/day per os.

eral lobes, and dorsal lobes. Each lobe was dissected
and weighed separately.

Only the lateral prostate (LP) is sensitive to hyper-
prolactinemia (data not shown). For this reason, only
changes in the wet weight of the lateral lobes were
analyzed in order to define the effects of LSESR and
finasteride on LP enlargement induced by hyperpro-
lactinemia.

Effects of LSESR and Finasteride on the Wet
Weight of the LP

LSESR and finasteride were tolerated by all ani-
mals, and no side effects were observed. Sulpiride in-
jections did not modify the weight of LP in castrated
and in castrated-adrenalectomized rats (data not
shown) after 30 days. LSESR and finasteride did not
reduce the weight of these LP (sulpiride-treated or
not; data not shown).

Figure 1 illustrates the wet weight of the LP in in-
tact animals after 30 days of treatment.

LSESR at 100 mg/kg daily was ineffective, as the LP
weight was not significantly reduced. On the contrary,
LSESR at 320 mg/kg and finasteride at 5 mg/kg in-
duced a significant decrease of 41% and 47%, respec-
tively.

As shown in Figure 2, sulpiride induced a 3.5-fold
increase in lateral lobe weight. In control animals
treated with sulpiride, we noticed a significant de-
crease in LP weight with LSESR at 100 mg/kg (-56%),
LSESR at 320 mg/kg (-57%), and finasteride at 5 mg/
kg (-63%).
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Fig. 2 Histogram showing total lateral prostate weight (mg) di-
vided by total body weight (g). Animals received treatment as
described in Table I. Values are means, and bars indicate SEM; n =
5. The values of the following treatments were significantly differ-
ent: P < 0.01, a, b, c. Control, control animals; sulp., animals re-
ceiving intraperitoneal sulpiride injections (40 mg/kg/day); LSESR
100, animals receiving LSESR at |00 mg/kg/day per os; LSESR 320,
animals receiving LSESR at 320 mg/kg/day per os; Fin 5, animals
receiving finasteride at 5 mg/kg/day per os.

As shown in Figure 3, castration induced an 83%
decrease in LP weight. T implants restored 78% of the
LP weight in castrated animals. Gavages with LSESR
(at 100 and 320 mg/kg) were ineffective in inducing a
decrease in LP weight. On the contrary, finasteride at
5 mg/kg induced a decrease (-41%) in the LP weight
in castrated, T-implanted rats compared to untreated
castrated, T-implanted rats.

In Figure 4, as shown previously, castration de-
creased the LP weight. DHT implants restored 82% of
the LP weight compared to noncastrated animals. In
castrated rats implanted with DHT, neither LSESR at
100 and 320 mg/kg nor finasteride at 5 mg/kg re-
duced LP wet weight compared to castrated, DHT-
implanted rats.

As shown in Figure 5, in castrated, T-implanted
animals, sulpiride induced a 2.4-fold increase in lateral
lobe weight compared with noninjected rats. LSESR at
100 mg/kg and at 320 mg/kg did not decrease the LP
weight. On the contrary, LSESR at 640 mg/kg and
finasteride at 5 mg/kg decreased the wet weight of the
lateral lobes by 59% and 67%, respectively, under
these experimental conditions.

As shown in Figure 6, daily sulpiride injections in-
duced an 87% increase in LP weight in castrated and
DHT-implanted rats. LSESR at 100 mg/kg did not re-
duce the LP weight in castrated, DHT-implanted, and
sulpiride-treated animals. On the other hand, LSESR
at 320 mg/kg significantly inhibited LP growth by
40%. However, finasteride at 5 mg/kg did not reduce
the wet weight of the LP.
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Fig. 3 Histogram showing total lateral prostate weight (mg) di-
vided by tomal body weight (g). Animals received treatment as
described in Table |. Values are means, and bars indicate SEM; n =
S. The values of the following treatments were significandy differ-
ent: P < 0.001, a; P < 0.01, b. Cast, castrated animals; T | cm,
animals receiving | cm subcutaneous T implant; LSESR 100, ani-
mals receiving LSESR at 100 mg/kg/day per os; LSESR 320, animals
receiving LSESR at 320 mg/kg/day per os; Fin 5, animals receiving
finasteride at 5 mg/kg/day per os.
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Fig. 4 Histogram showing total lateral prostate weight (mg) di-
vided by total body weight (g). Animals received treatment as
described in Table I. Values are means, and bars indicate SEM; n =
5. The values of the following treatments were significandy differ-
ent: P < 0.001, a. Cast, castrated animals; DHT | cm, animals
receiving | cm subcutaneous DHT implant LSESR 100, animals
receiving LSESR at 100 mg/kg/day per os; LSESR 320, animals re-
ceiving LSESR at 320 mg/kg/day per os; Fin 5, animals receiving
finasteride at 5 mg/kg/day per os.

LP Histology Following Different Treatments

The LP of castrated, T-implanted rats contained
similar proportions of small and large glands (Fig.
7A). In castrated, T-implanted, and sulpiride-treated
rats, volumes of LP glands were generally larger than
those of castrated, T-implanted rats, with the presence
of very large glands (Fig. 7B). In castrated, T-implant,
sulpiride- and LSESR-treated rats (Fig. 7C), gland vol-
ume was smaller than in castrated, T-implanted, and
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Fig. 5 Histogram showing total lateral prostate weight (mg) di-
vided by total body weight (g). Animals received treatment as
described in Table I. Values are means, and bars indicate SEM; n =
5. The values of the following treatments were significantly differ-
ent: P < 0.001, a, ¢; P < 0.0l, b. Cast, castrated animals; sulp.,
animals receiving intraperitoneal sulpiride injections (40 mg/kg/
day); T | e¢m, animals receiving | cm subcutaneous T implant;
LSESR 100, animals receiving LSESR at 100 mg/kg/day per os; LSESR
320, animals receiving LSESR at 320 mg/kg/day per os; LSESR 640,
animals receiving LSESR at 640 mg/kg/day per os; Fin 5, animals
receiving finasteride at 5 mg/kg/day per os.
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Fig. 6 Histogram showing total lateral prostate weight (mg) di-
vided by total body weight (g). Animals received treatment as
described in Table I. Values are means, and bars indicate SEM; n =
5. The values of the following treatments were significantly differ-
ent: P<0.001, a; P < 0.01, b. Cast, castrated animals; sulp., animals
receiving intraperitoneal sulpiride injections (40 mg/kg/day); DHT
| c¢m, animals receiving | ¢cm subcutaneous DHT implant; LSESR
100, animals receiving LSESR at 100 mg/kg/day per os; LSESR 320,
animals receiving LSESR at 320 mg/kg/day per os; Fin 5, animals
receiving finasteride at 5 mg/kg/day per os.

sulpiride-treated rats. In castrated, T-implanted, sulp-
iride- and finasteride-treated rats (Fig. 7D), gland vol-
ume was similar to that of castrated and T-implanted
rats, with neutrophil infiltration in some glands.

In castrated and DHT-implanted rats, the lateral
prostate contained a similar proportion of small and
large glands (Fig. 8A). In castrated, DHT-implanted,
and sulpiride-treated rats, LP gland volume was gen-
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Fig. 7 Histological details of lateral prostate of castrated and T-implanted rats. Castrated and T-implanted animals received additional
treatments for 30 days, as described in Table I. A: Castrated and T-implanted rat. Note the admixture of small and large glands. B:
Castrated, T-implanted, and sulpiride-treated rat. Presence of very large glands. C: Castrated, T-implanted, sulpiride- and LSESR-treated
rat. Glands are smaller than those of castrated, T-implanted, and sulpiride-treated rat. D: Castrated, T-implanted, sulpiride- and finasteride-
treated rat. Gland volumes are similar to those of castrated and T-implanted rats, with neutrophil infiltration in some glands. Bar, 500 pm.

erally larger than in castrated, DHT-implanted rats.
Moreover, some glands contained numerous neutro-
phils (Fig. 8B). In castrated, DHT-implanted, sulp-
iride- and LSESR-treated rats, the histological findings
were similar to those from castrated and DHT-
implanted rats, with similar proportions of small and
large glands but no neutrophil infiltration (Fig. 8C).
On the other hand, in castrated, DHT-implanted, sulp-
iride- and finasteride-treated rats, the histological
findings were similar to those from castrated, DHT-
implanted, and sulpiride-treated rats, with the pres-

ence of very large glands, some of which contained
numerous neutrophils (Fig. 8D).

DISCUSSION

The purpose of this study was to examine and com-
pare the effects of LSESR and finasteride in an animal
model: rat prostate hyperplasia induced by hyperpro-
lactinemia. LSESR is extracted from saw palmetto fruit
(Serenoa repens). This extract is a mixture of many fatty
acids (mainly palmitic, oleic, lauric, and myristic ac-
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Fig. 8 Histological details of lateral prostate of castrated and DHT-implanted rats. Castrated and DHT-implanted animals received
additional treatments for 30 days, as described in Table I. A: Castrated and DHT-implanted rat. Note mixture of small and large glands.
B: Castrated, DHT-implanted, and sulpiride-treated rat. Presence of very large glands, some containing numerous neutrophils. C: Cas-
trated, DHT-implanted, sulpiride- and LSESR-treated rat. Histological aspects are similar to those of castrated and DHT-implanted rats, with
a mixture of large and small glands and no neutrophil infiltration. D: Castrated, DHT-implanted, sulpiride- and finasteride-treated rats, with
the presence of very large glands, some containing numerous neutrophils. Bar, 500 pm.

ids) [35]. Thus, LSESR may have a pleiotropic action
on prostate growth, first via its inhibition of 5a-
reductase isoforms [35-37], and second, through its
direct antiandrogenic activity [38]. LSESR therefore
exerts an antiproliferative [35] and antiinflammatory
[34,39] effect, but is unable to modify T secretion [40].
In this study, we demonstrated the antiprolactinic ac-
tivity of LSESR for the first time. Finasteride is a spe-
cific inhibitor of the type-II 5a-reductase isoform. It
was shown to inhibit LP hyperplasia and to reduce the
wet weight of the LP under all conditions, except in

castrated, DHT-implanted animals, irrespective of
whether they were treated with sulpiride. Unlike
LSESR, finasteride did not show any antiprolactinic
activity. We have shown that among the three rat
prostate lobes (ventral, lateral, and dorsal), only the
LP is sensitive to hyperprolactinemia. In humans, the
dosage of LSESR is 320 mg per day (2 doses of 160 mg)
per os. The dosage of finasteride is 5 mg daily per o0s. In
pharmacological studies [34,41], such as this work, the
doses used are usually based on the human dosage
per 1 kg of rat. This is why the animals received daily
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gavages of 320 mg/kg of LSESR (or alternatively, 100
mg/kg and 640 mg/kg) or 5 mg/kg of finasteride.
This in vivo model of prostate hyperplasia may be im-
portant for pharmacological studies because the LP is
considered to be homologous to the transitional zone
where human benign prostate hyperplasia occurs [42].

In our study, the animals received 30 daily injec-
tions of sulpiride in order to induce chronic hyperpro-
lactinemia [43,44]. Sulpiride is a specific dopamine
type-2 receptor inhibitor known to stimulate PRL se-
cretion from the pituitary gland. This molecule affects
PRL levels in two ways. Firstly, sulpiride induces a
peak of prolactinemia after 30 min (up to 26 times the
initial level). Secondly, the PRL concentration de-
creases over the next 2 hr, but still remains six times
higher than the basal values [43]. In our experiments,
we measured a 615% increase in PRL levels in control
animals treated with sulpiride. Both LSESR (100 and
320 mg/kg) and finasteride (5 mg/kg/day) caused a
significant decrease in LP weight in noncastrated ani-
mals. These results were mainly due to androgenic
inhibition. Finasteride is known to be a specific inhibi-
tor of Sa-reductase isoforms (especially the type-II iso-
form [45]) and to induce apoptosis in the rat ventral
prostate [46]. On the contrary, as LSESR is a mixture of
many fatty acids [33], it may interfere with other
mechanisms that stimulate rat prostate growth. In
control animals treated with sulpiride, PRL induced a
significant increase in LP weight. This rise in LP
weight was abolished by both LSESR (100 and 320
mg/kg/day) and finasteride (5 mg/kg/day). Thus,
under hyperprolactinemia conditions, these two drugs
may act by inhibiting the action of androgen. They
may also diminish the direct or indirect effect of PRL
on LP enlargement. :

In order to distinguish between the antiandrogenic
and antiprolactinic effects of LSESR and finasteride,
we carried out experiments with castrated rats receiv-
ing a substitute androgen treatment via subcutaneous
implants 1 cm long filled with T or DHT. A 1-cm T
implant supplies half the normal T level [28,29]. Hy-
perprolactinemia did not enhance LP weight in cas-
trated and in castrated-adrenalectomized rats (data
not shown). In castrated rats, T implants partly re-
stored LP weight, as compared to control animals.
LSESR did not reduce the weight of the lateral lobes.
This phenomenon was probably due to the low T
level. Thus the ability of LSESR to inhibit Sa-reductase
is less clear. Finasteride, however, clearly decreased
LP weight in castrated, T-implanted animals. Finaste-
ride acts by inhibiting 5a-reductase. Unlike LSESR,
finasteride had a significant effect under these experi-
mental conditions. Both LSESR and finasteride were
ineffective in castrated, DHT-implanted rats, because
inhibition of Sa-reductase had no effect on the exog-

enous contribution of the implant to DHT levels. In
castrated and T-implanted animals, 30 days of sulp-
iride injections enhanced the weight of the LP. In such
animals, LSESR at 100 and 320 mg/kg/day induced a
nonsignificant tendency towards a decrease in lateral
lobe weight. Nevertheless, both LSESR at 640 mg/kg/
day and finasteride (5 mg/kg/day) significantly re-
duced LP weight, suggesting that they may inhibit
Sa-reductase activity as well as the effects of PRL.
However, unlike finasteride, LSESR reduced the
weight of the lateral prostate of castrated, DHT-
implanted and sulpiride-treated animals. Under these
conditions, LSESR had no effect on the DHT delivered
by the implant. These results indicate that, in addition
to its antiandrogenic activity, LSESR also inhibits the
effects of hyperprolactinemia.

A large double-blind comparative study was real-
ized with LSESR and finasteride [4]. This work dem-
onstrated that these two drugs produced similar im-
provements in BPH symptoms. Nevertheless,
finasteride is more efficient than LSESR in inhibiting
S5a-reductase activity [47]. This implies that LSESR
could also act via other pathways in BPFISeSthibition
of inflammation [34] and PRL action, as demonstrated
in the present study. According to these results, we
characterized two types of LSESR action: inhibition of
androgen stimulation and inhibition of the hyperpro-
lactinemia-induced effects. Finasteride only inhibits
the effect of androgen on LP growth, which corre-
sponds to its known inhibiting effect on the type-II
Sa-reductase isoform [45].

The mechanisms of PRL action on the prostate are
not well-known, apart from the fact that PRL potenti-
ates androgen actions [21,22]. Nevertheless, some in
vitro studies identified a direct effect of PRL in pros-
tate cells [24]. Human and rat prostate cells possess
PRL receptors. They also synthesize PRL, which may
act via PRL receptors, mainly localized on the apical
side of the epithelial cells of acini [19]. The mecha-
nisms by which LSESR affects this process are un-
known. LSESR may inhibit PRL transduction or
modify the activity of PRL receptors, as shown by
Vacher et al. in CHO cells transfected with PRL recep-
tors [48]. In these cells, LSESR interferes with PRL
receptors and signal transduction. Estrogens are im-
plicated in the enhancement of PRL secretion [49,50]
and in rat prostate growth, probably via PRL action
[17,18,33]. LSESR has antiestrogenic activity [34,51],
which may explain its antiprolactinic action on rat
prostate eniargement. Furthermore, Lane et al. [17]
and Tangbénluekal and Robinette [18] demonstrated
that bromocriptine (a type-2 dopamine receptor ago-
nist, which' inhibits PRL secretion from the pituitary
gland) antdgonizes the dorsolateral rat prostate d}.fs-
plasia and inflammation induced by T and estradiol
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implants. LSESR also inhibits the rat prostate enlarge-
ment caused by the same cotreatment [34]. As shown
in Figure 8, LSESR also appears to display an antiin-
flammatory action which is consistent with an anti-
prolactinic effect. LSESR may decrease the PRL secre-
tion mediated by estrogens and/or inhibit the direct
effect of hyperprolactinemia (induced by sulpiride) on
LP enlargement and inflammation. However, the ex-
act mechanisms by which LSESR inhibits PRL action
require further investigations.

As shown by Yatani et al. [52], elevated PRL levels
are associated with prostate cancer in humans. Some
clinical studies demonstrated the beneficial effects of
bromocriptine (an agonist of the type-2 dopamine re-
ceptor which inhibits pituitary PRL secretion) in pros-
tate cancer [53-55] and in BPH [56,57]. Thus, using
antiprolactinic molecules or extracts, in addition to an-
tiandrogen therapies, could be beneficial in BPH and
especially in the androgeno-independent forms of
prostate cancer in humans.

CONCLUSIONS

This study demonstrates that LSESR inhibits the lat-
eral rat prostate hyperplasia induced by hyperprolac-
tinemia. Finasteride, a specific S5a-reductase inhibitor,
is ineffective in antagonizing PRL action. Further ex-
periments are required to identify the actions of dif-
ferent subfractions of LSESR in this in vivo model of
prostate hyperplasia in order to determine which ac-
tive component inhibits this PRL-induced hyperpla-
sia.

The pleiotropic effects of LSESR partly explain the
effectiveness of this drug in treating human benign
prostate hyperplasia.
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4- Conclusion générale de la premiére partie

Afin de caractériser I'implication de la PRL dans la croissance de la prostate,
nous avons mis au point un modele animal basé sur emploi de rats de souche Wistar
subissant une augmentation du taux de PRL plasmatique. Cette étude nous a permis de
démontrer que la PRL agit 2 la maniére d’un cofacteur avec les androgénes. Par
ailleurs, I’hyperprolactinémie déclenche une hyperplasie et une hypertrophie
glandulaire localisée spécifiquement sur le lobe latéral de la prostate de rat. Ce fait
s’avére fort intéressant dans le sens ou ce lobe est homologue a la région de la prostate
humaine ou se développent les HBP (Price, 1963). Deux mécanismes peuvent expliquer
Peffet de la PRL : une augmentation de la prolifération cellulaire et/ou une diminution
de P’apoptose. Actuellement, peu de données sont connues concernant les relations
unissant la PRL et la prolifération cellulaire. Nous prévoyons de réaliser cette étude au
moyen de mesures immunohistochimiques. Nous avons par ailleurs découvert que la
PRL induit la surexpression de la protéine antiapoptotique Bcl-2 dans la prostate
latérale. Il est donc vraisemblable que la PRL puisse provoquer une diminution du
pourcentage de cellules apoptotiques. Ce fait s’avére capital si ’on considére que le
cancer de la prostate, a évolution lente, est le résultat d’une baisse du pourcentage de
cellules apoptotiques plutdt que d’une augmentation de la prolifération cellulaire.

Le modéle animal, que nous avons cré€, nous a permis également de réaliser une
évblution cinétique des poids prostatiques d’animaux soumis ou non i une
hyperprolactinémie. Des mesures de prolifération cellulaire et d’apoptose réalisées sur
des coupes histologiques devraient nous permettre de déterminer la maniére dont la

PRL agit sur la croissance de la prostate.
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Nous avons également mis en évidence que la voie prolactinique constitue une
cible pharmacologique privilégiée pour traiter le HBP. En effet, ’E.L.S.S.R., outre son
activité anti So-reductase, inhibe également ’effet trophique de la PRL et entraine une
réduction du poids prostatique. Nous espérons, griace a cette étude et a celles qui
suivront, que la PRL puisse étre prise en compte dans les traitements des HBP et des

cancers de la prostate.

84




DEUXIEME PARTIE

ETUDE DES MECANISMES D’ACTION DE LA PROLACTINE
SUR LA PROLIFERATION ET L’APOPTOSE DES

CELLULES DE LA PROSTATE.

Deux processus peuvent expliquer 1’effet de la PRL sur la prostate. La PRL pourrait (i)
stimuler la prolifération cellulaire et/ou (ii) inhiber 1’apoptose des cellules prostatiques. Au
cours de ce second volet, I’étude de la régulation de la prolifération cellulaire et de I’apoptose
par la PRL a été poursuivie au moyen d’études in vitro grace a I’emploi de cellules normales
(cultures primaires de cellules de prostate latérale de rat) et de cellules tumorales de prostate
humaine (lignée LNCaP).

Il est connu que la transduction du signal prolactinique, dans les cellules CHO
transfectées avec I’ ADNc codant pour la forme longue du récepteur de la PRL, implique d’une
part, la stimulation des canaux potassiques dépendants du voltage et d’autre part,
I’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium grace a ’activation de canaux
calciques indépendants du voltage (Prevarskaya et al., 1995). Par ailleurs, I’activation des
canaux potassiques constitue 1’un des premiers phénomeénes intervenant dans la prolifération
cellulaire (Wonderlin et al., 1996 ; Vaur et al., 1998 ; Skryma ef al., 1997). C’est la raison
pour laquelle nous nous sommes appliqués a décrypter les liens unissant la PRL, les canaux

ioniques et la prolifération cellulaire.
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Par ailleurs, les variations de concentration en calcium intracellulaire sont des
événements précoces participant au déclenchement de 1’apoptose (Dowd, 1995). Cependant,
les mécanismes fins qui régissent 1’homéostasie calcique et 1’apoptose sont peu étudiés. En
utilisant les techniques de microspectrofluorimétrie et d’imagerie calcique d’une part et les
techniques de détection de 1’apoptose d’autre part (Hoescht) , nous nous sommes lancés dans

I’étude de la régulation de I’apoptose des cellules prostatiques par le calcium.

1- PREMIERE HYPOTHESE : La prolactine stimule la prolifération

ceilulaire

Ces travaux ont été réalisés sur deux modeéles : (i) sur des cellules normales de prostate
de rat et (ii) sur des cellules cancéreuses humaines (lignée LNCaP), sensibles aux androgénes

(Horoczewicz et al., 1983), qui expriment la forme longue du récepteur de la PRL.

1.1- Effet de la PRL sur les cellules normales de prostate de rat

Nous avons procédé en deux temps afin d’aborder ce sujet. Tout d’abord, nous avons
identifié et caractérisé les canaux potassiques présents sur les cellules provenant des lobes
latéraux et dorsaux de prostate de rat. Aucune étude électrophysiologique n’avait été
entreprise sur ce sujet. Puis, nous avons analysé la réponse de ces cellules suite a une

stimulation par la PRL.

1.1.1- Caractérisation de canaux potassiques dans les cellules de prostate de rat
Cette étude a été entreprise dans le but de caractériser les différents canaux ioniques

présents dans les cellules épithéliales normales de prostate de rat en culture primaire. Les
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cellules épithéliales sont caractéristiques (de grosses cellules ovales et allongées) des
fibroblastes (plus fins). La caractérisation immunocytochimiques des différents types
cellulaires indique I’existence de trois populations: épithéliales (positives a la pan-
cytokératine) ; myoépithéliales (positives a I’a-actine) et fibroblastes (positifs a la vimentine).
Les anticorps utilisés sont spécifiques des ces types cellulaires. Grice a la technique de patch-
clamp en configuration cellule entiére, nous avons pu, pour la premiére fois, mettre en
évidence la présence de canaux K* dépendants du voltage, de type Kv1.3, dans les cellules
épithéliales des prostates latérales et dorsales. Ces canaux sont impliqués dans la régulation du
potentiel de membrane puisque leur inhibition provoque une variation de potentiel de repos.
De plus, une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire se traduit par une
diminution du courant macroscopique potassique.

Le manuscrit ci-dessous, relatant ce travail, est publié dans le journal « Febs Letters ».

CONCLUSION

Nous avons caractérisé I’expression de canaux potassiques de type Kv1.3 dans les
cellules de la prostate latérale et dorsale. Les canaux Kv1.3 sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques : la sécrétion (Price ef al., 1989), la prolifération
cellulaire (Chandy er al, 1984), la signalisation calcique (Lin ez al, 1993) et la
cytotoxicité (Schlichter et al., 1986). Nous prévoyons d’étudier la spécificité de ce canal
vis-a-vis de la prostate, son implication dans la prolifération cellulaire et dans la réponse

aux stimuli hormonaux.
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Abstract Voltage-dependent K™ channels were identified and
characterized in primary culture of rat prostate epithelial cells. A
voltage-dependent, inactivating K* channel was the most
commonly observed ion channel in both lateral and dorsal cells.
The K™ current exhibited a voltage threshold at —40 mV.
Averaged half-inactivation potential (} ,) and the slope factor
(k) values were —26 mV and 6. respectively. It showed a
monoexponential decay with an inactivation time constant of
about 600 ms at +60 mV. The deactivation time constant at —60
mV was 30 ms and the reversal potential was estimated at —80
mV, suggesting that current was carried by potassium ions. The
scorpion venom peptides charybdotoxin (3 nM) and margatoxin
(1 nM). inhibited K~ current at all membrane potentials with a
rapid and a slow reversibility respectively. Both tetraethylam-
monium (10 mM) and 4-aminopyridine (50 uMl) reduced K*
current by ~40%. We conclude that plasma membranes of
lateral and dorsal rat prostate epithelial cells contain Ky K*
channels that have biophysical and pharmacological properties
consistent with those of the Kv1.3 family.
S 1999 Federation of European Biochemical Societies.

Key words: Kv K~ channel: Whole cell recording: Prostate

1. Introduction

Potassium channels in the plasma membranes of non-excit-
able cells play crucial roles in cell development. volume regu-
lation. stabilization of membrane potential and cell proliter-
ation [1—]. A number of studies have suggested that Kvl.3
K~ channels play a functional role in the onset ot cellular
events associated with both T and B lymphocyte activation.
Thus. Kvl.3 K~ channels are implicated in the prolireration
and interleukin 2 secretion of human B lymphocytes [3]. Re-
cent studies have demonstrated that K= channel activity s
also a key determinant for cell progression through the Gl
phase of mitosis [4]. Kvl.3 K~ channels have been linked to
progression through the Gl phase in T lvmphocytes. Cu*~-
activated K~ channels may also play a role in regulating pro-
gression through Gl in MCF-7 human mammary cpithelial
cells [6]. Several recent studies have reported that the factors
which determine cell volume strongly influenced the mecha-
nisms controlling cell proliferation [7-9].

In several cell types. enhanced K~ channel gene expression
or increased K~ channel activity has been found to be asso-
ciated with mitogenesis [10]. Rance [11] and Huang und Rane
[12] showed that ras oncogene-transtormed 3T3 fibroblusts

*Corresponcding author. Fax: (33) 3 20 43 40 66.
E-muail: halima.ouadidi umv-lille 1 .tr

had Ca*~-activated K~ channels not present in non-trans-
formed cells. In other cell lines. Teulon et al. [13] found
that renal tubule epithelial cells transtormed by simian virus
40 had three new K~ channel amplitudes in addition to the
K~ channels normally present. Skryma et al. [14] found a new
non-inactivating voltage-activated K~ channel in the andro-
gen-dependent human cancer prostate cell line LNCaP. This
channel was sensitive to tetracthylammonium (TEA) and di-
rectlv and reversibly inhibited by a rise in intracellular Ca*~.
When these K~ channels were blocked. thymidine incorpora-
tion and proliteration decreased [14]. Although the K~ chan-
nels in the human prostate cancer cell line LNCaP have been
studied in great detail. very little is known about ionic con-
ductance in both human or rat normal prostate cells and their
role in signal transduction or cell growth regulation. There-
fore. we frst performed a primary culture of the adult rat
prostate and characterized the ionic channels in these cells.

Both lateral and dorsal rat prostate epithelial cells expressed
K~ channels with the same properties as those of the Kvl.3
family.

2. Materials and methods

2.1, Dissociation of prostate tissue for primary culture

The lateral and dorsal lobes of 10-14-week-old Wistar rats were
removed. fread of connective tissue and cut with scissors into ~ |
cm- fragments. Tissue pieces were placed in 10 ml of a solution con-
taining 300 units of collagenase (tvpe XI. Sigma France) and 200 units
of hyuluronidase (tvpe X. Sigma France) and incubated for Y0 min at
37°C. Cells were then washed three times by centrifugation at 1000
rpm for |3 min. Czlls were suspended in 3 ml of the solution and
incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 3% CO: and 93"
air. The culture medium was changed on days 3 and 3.

The lateral and dorsal cells were cultured in Eagle’s minimum es-
sential medium (EMEMD) suppiemented with 3'. horse serum. 16 ng/
mi insulin, 2 mM t-glutanune. $o0 [C/ml penicillin. 300 [U/ml strep-
tomyein. 10 ng/ml EGF. and 0.06°« HEPES butter. and maintained at
37°C in a humid atmosphere of 3" CO: in air.

2.2 lmmunophenotyping of stromal and epithelial cells in primary
culrure

Monoclonal murine antibodies specific for the following protetns
were used in this study: @-smooth muscle actin, vimentin. and pan-
cvtokeratin, Cells were plated in multichamber slides for immunocy-
tochemical analysis. Atter ethanol fixation at 4°C. they were rinsed
twice with PBS. then incubated with PBS containing 3" BSA (block-
ing solution) for 45 min at room temperature. Cells were incubated
with primary antibodies overnight at 4°C. then with bridging goat
anti-mouse immunoglobulin G. and lustly with peroxiduse-antiperox-
idase complex. The reaction product was reveuled with diaminoben-
zidine tetrahydrochloride and hydrogen peroxidase. Cells were coun-
terstained with Harris hematoxvlin to facilitate identitication ot
culture elements.
200 Whole-cetllpatch-clamp reclinique :

For electrophy siological analysis. cells were cultured in 35 mm petrt
dishes. The petri dishes were substituted every 30—3 min. Currents
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and membrane potential were recorded under voltage-clamp or cur-
rent-clamp mode. respectively. with an \xopateh 200 B patch-clamp
amplifier (Axon lnstruments. Burlingame. CAC LS pClamp soft-
ware (ver. 6.03. Axon Instruments) and Labmaster hardware (Digi-
data 2000) were used to control voltage and to acquire and analvze
data. The whole-cell mode of the patch-clamp technique was used
with borosilicate fire-polished pipettes (A-M systems. Everette. WA,
USA) with 3=3 MQ resistance. Seul resistance was v pically in the 10-
20 GQ range. We caretully compensated the sertes resistance. The
maximum uncompensated sertes resistanc: was < 100 MO during
whole-cell recordings. so the voltage error was <3 mV tor a current
amplitude of 300 pA. Recordings where sertes resistance resulted in
errors greater than 3 mV in voltage communds were discarded.
Liquid-liquid junction potentiils were compensated using the Axo-
patch internal circuit. Whole-cell currents were allowed to stabilize
tor 53 min before K~ currents were meusured. Currents were filtered
at 2 kHz with the filter of the Axopatch amplifier. The P/4 subpulse
correction of cell leakage and capacttance was used to study the out-
ward K~ currents.

Cells were allowed to settle in petri dishes placed at the opening ot a
250 um i.d. capillary tor extracellulur pertusions (MSC-200. Manual
solution changer. Bio-Logic Instruments. France). The cell under in-
vestigation was continuously supertused with control or test solutions.

All electrophysiological experiments were pertormed at room tem-
perature.

2.4 Analvsis

[n all experiments. cells were depolarized every 30 5 from —60 mV
to different test potentials tor 200 ms. At cach voltage. the conduct-
ance (Gg) wascaleulated as Lo (1 —Eg). where Ex caleuluted was
=86 mV. For activation. Gg during euch voltage was normalized to
maximal value (Gp,, at =40 mV). To obtain the halt-maximal voltage

[, Ouacdic- thidoucy ot al iFEBS Letrers 439 01999 15-2

(1y o and the slope tuctor o values for K© current activation. we
fitted data to a Boltzmann cguation: 7 = Gy L —exp ' 7

Experimental values are ziven as mean = S.E M. of i experiments.
2.3 Solutions
External and internal solutions had the tollowing compositions (in
mv): Externals Na@l [H0. KO 8. (Ca€l; 2, NeCls 2. HEPES 10
glucose 5. NaHCO: 4. Na:HPO, 0.5, KH:PO: 0.4, penicillin 0.16.
streptomycin 0.068 at pH 7.2 (NuOH). Internal: KCI [30. CaCls 0.03.
HEPES 0. EGTA [.1. MgCl: 2. at pH 7.2 (KOH). Osmolarities of
bath and pipette solutions were 300-310 and 300 mosmol/l. respec-
tively. meusured with a freezing point depression osmometer.

Free Ca~ concentrations tor the solutions applied from the inner
side of the membrane were buttered with 1.1 mM EGTA and calcu-
lated using Maxe Software (from Chris Patton. Hopkins Marine Sta-
tion. Stantord University). For example. to produce 0.5 uM and [ uM
free Ca=~ solutions with (in mM): 0.826 CaCl:. 2 MgCls. 1.1 EGTA
and 0.944 CaCl:. 2 MgCls. 1.1 EGTA were used respectively.

2.6. Chemiculs

Margatoxin (MgTX) and charvbdotoxin (ChTX) (Latoxan. France)
were made up in BSA 1".. HEPES 5 mM (pH 7.2). Final concentra-
tions were obtained by appropriate dilution in external control solu-
ton.

3. Results

3.1 Immunophenotyping oi primary cell cultures derived from
rut prostate lobes
Several studies have shown that prostate tissue 15 made up

Fig. 1. Immunophenotyping ol stromal and epithelial cells derived from the lateral lobe in primary culture. A Epithelial cells were strongly
positive tor pan-cylokeratin. B: Isolated epithetial cells positive 1o pan-cytokeratm. Epithelial cells were negative for both a-uctin (C) and

vimentin (D).
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Fig. 2. Characterization of voltage-uctivated K~ channel in lateral rut prostate epithelial cells. A: Examples of original K~ curr:m)_obhnncd
by_ stepping the membrane potential from —60 mV in 20 mV increments for 200 ms. B: Voltage dependence of activation. .—\c_tix;mon curve
was fitted to the Boltzmann equation (see Section 2.4). Meuns =S.D. are shown (#=10). C: Deactivation, tail currents atter shifting to poten-
tials of =90 to =30 mV ftollowing rapid uctivition to =40 mV at 30s intervals. D: Tuil current-voltage relationship. E: Current was slxcilcd by
a series of 11 depolarizing voltage steps to +40 mV once every second from a holding potential ot =60 mV. F: Meun normalized peak K~ cur-
rent during the series of depolarizing voltage steps (from —60 mV to =40 mV) at | 5 intervals.
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ot ditferent types of cells: fibroblasts. smooth muscle. and
epithelial cells [153-16]. The epithelial phenotype of cells in
primary culture dertved trom lateral and dorsal rat lobes
was verified by immunocytochemical assays. Fig. | shows
the immunochemical staining ot cells derived from lateral
lobes. The majority of cells expressed pan-cytokeratin (Fig.
IA.B) but not anti-smeoth muscle ¢-actin (Fig. 1C) or vimen-
tin (anti-fibroblasts) (Fig. ID). The cpithelial phenotvpe of
cells derived from dorsal rat lobe was also confirmed by im-
munocytochemical assays. A similar profile was observed
(positive to pan-cytokeratin and negative to both w-actin
and vimentin: data not shown).

3.2, Membrane potentiul and membrane capacitance of rut
epithelial cells
Membrane potential obtained 3 min after accessing the in-
tracellular compartment was —42 =4 mV (#=22) and —40 =3
mV (n72=23) for lateral and dorsal epithelial cells. respectively.
The whole-cell capacitance was (43 pF (n=10) for lateral
cells and 19 £6 pF (1= 13) for dorsal cells.

3.3, Whole-cell currents in prostate lateral cells

Currents were elicited with 200 ms depolarizing voltage
steps from —60 mV to +80 mV in 20 mV increments (Fig.
2A). The outward current reached a peak within 9.6 £0.63 ms
(1=10) and then slowly inactivated. The activation time con-
stant (measured at +60 mV) was [.3£0.3 ms (n=10). The
outward currents appeared to present a single population of
channels that activated at a depolarizing potential betweer
—40 and —30 mV. The voltage dependence of this channel
wus determined by calculating normalized peak conductancs
values from the peak current amplitudes at ditferent potentials
and fitting them to a Boltzmann function (see Section 2.4).
The average Fy. and A were =264 mV (#=10) and
3.320.6 (n=10). respectively (Fig. 2B). Moreover. the meun
outward current density was 7638 pA/pF at 60 mV
(= 10).

To identity the reversal potential and. theretore. the ionic
nature of the outward current. we studied tail currents follow-
ing repolarization to dirferent test potentials. As shown in Fig.
2C. the tail current ftollowing a 13 ms conditioning pulse ¢
+40 mV test pulse was clearly inward at =90 mV and outward
at =70 mV. From the current-voltuge relationship of the tail
currents. the reversal potentiul ot the outwurd current wus
estimated to be =776 mV (n=7. Fig. 2D). The reversal
potential was close to the K~ equilibrium potential calculated
under our conditions (£x = —86 mV). suggesting that the out-
ward current was predominantly carried by K~ ions. Channel
deactivation provides another convenient property for distin-

Table |
Comparison of the biophysical properties ot Kv 1.3
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asuwishing between difterent tvpes of K- channel. The time
constant measured at —ob) mV ranged from 21 o 30 ms
with o mean of 30£2 ms (#=11). The time constant of in-
activation ranged from 300 to 00 ms with 4 mean of 642 =79
ms (n="7).

Inactivation of certuin K~ channels accumulates during re-
petitive depolarizing pulses delivered at | Hz because recovery
during the inter-pulse interval s incomplete. This property
was visualized as a reduction in current amplitude. The appli-
cation of repetitive depolarization to K~ channels induced a
reduction in the amplitude of [k (63 £ 14".. n=12. Fig. 2E).
The normalized peak current rapidly diminished (Fig. 2F).
Thus. this channel exhibited a cumulative inactivation like
that of Kv1.3.

The pharmacological profile provides a further test for de-
fining Kv1.3 channels. We used two toxins known to inhibit
Kvl.3 channels: a selective inhibitor (margatoxin. MgTX)
and a less selective one (charybdotoxin, ChTX).

MgTX. a peptide purified from venom of the Centruroides
margaritarus scorpion. blocks a brain KvI[.3 channel with a
Ky of 30 pM in electrophysiological experiments [17.18]. The
only other Shaker-like K~ channel that was sensitive to
MgTX 5 Kvl1.6. but it is blocked with a 100-tfold lower po-
tency [17.18]. Originally. ChTX was reported to specifically
block current through Ca-~-activated K~ channels in skeletal
muscle [19]. [n recent veuars. however. it has become clear that
this toxin can also block voltage-gated K= channels [17.18]
including Kv1.3 [20].

The extracellular pertusion of MgTX (1 aM) completely
inhibited the outward current (Fig. 3A). The effect of
MeTX reached a maximum at 6 min and was partially rever-
sible after |3 min washing (Fig. 3B). The current-voltage re-
lationships are shown in Fig. 3C. MgTX inhibited /¢ at all
potentials. The extracellular pertusion of ChTX (3 nM) re-
duced the amplitude of [ by 73" (Fig. 3D. 66 £2". n=6).
[n contrast to the effect of MgTX. the effect of ChTX on K~
channels was immediate and completely reversible (Fig. 3E).
Like MgTX. ChTX reduced [ at all potentials (Fig. 3F).
Moreover. ChTX used at 30 nM almost totally inhibited /g
(87 =3".. n=3. data not shown).

We also tested the effect of other K~ channel blockers:
TEA and 4-aminopyridine (4-AP). These were already known
to inhibit several types of K= channels. including Kv chun-
nels. in various cell tvpes [I18]. TEA (10 mM) and 4-AP (30
uM reduced the K= channel amplitude by 43 = 7" (1 =6) and
426 (n=73). respectisely (duta not showni.

3.4 Whole-cell currents in prostuate dorsal cells
[n dorsal epithelial cells. voltage steps from a holding po-

K current in prostate cells Kvl.3 Reterence
Activation
b = —2hik 4 =21 mV [32]
i =20 mV (31
=35 mV [33]
k 5.3 39 [32]
7 (31
Deactivation 19 46 m» [32]
39 ms (31
Inactivation 600 mx 256.3 ms 3]
Cumulative mactivation Yes Yos




H. Ouadid-Ahidouch et al./FEBS Lerters 439 [999 0 [5-2]
Piatiaa ™
] [T—
1200{
< |
3 i
2 800 f
= |
) i
= | c !
3 i
; s I MM\
0+ WV WA
a 50 1c0 150 200
ms

[ ]
120 +4
o
™
2 304 2
<
=
>
= °
[%2]
= 40 4
)
®
X K]
=2 7
g4 w—a==f—yg-t—n—u— N
a0 <0 b] 40 3c
Test Potential (mV)
E ChTX 5 nM
i
\
1
a B °
L X [ ) N )
. °
500 4
<
S 500+
=
o5}
= [ ]
S 400
Q
< °
300 4
)
°
bo-‘, ®
P .
2004 L) °
0 2 4 3 3
Time (min)

Fig. 3. Pharmacological characteristics of the K-
poLmzuw pulse from —60 mV to +60 mV.

B

K current (pA)

K current (pA)

IK-density (pA/pF)

MgTX 1 nM
2000 4 :
ey n e
15C0 = .
1CCO 4
L ]
5 c
5C0 + x Aetre.
2 ..Il‘
s
b T ol
e
04
0 2. & @ @B 10 i2 4 A8
Time (min)
1CC0 4 c
/‘\
“V\
3¢0 4
L ’ LD "\.&\1 M,-
500 + P M
S ] MWN "
4¢0 - ‘ ‘
L . 1
20C 4 (\..vw‘f'- YA NMW‘"’\
Q4 \":"\-m.
-
) 50 100 150 260 250
ms
30
°
/
,,/.
/’.
°
°
'/
° a
o
/-
"
o
/.—/.
n
0+ —_—
-30 -0 Q9 40 3C

current in cells derived from the lateral lobe. A:
(a) [x recorded in the control solution. (b) 6 min after | AM MygTX pertusion and (¢) 10 min after

Test Potential (mV)

Individual K~ current traces evoked by a de-

MuTX wash. B: Time course of the K~ current recorded in the control and atter | nM MgTX application. C: Current-voltage relationship in

the absence (@) and presence (®) of | nM MeTX. D:

Individual current traces recorded from —60 mV
current in the control and after 3 nM ChTX application.

the presence of 5 nM ChTX and (¢) wash of ChTX. E: Time course of the K~
F: Current-voltage relationship in the absence (@) and presence (m) of 3 uM ChTX.

to +60 mV. (a) Ik control. (b) [ in



20

tential of =60 mV to +30 mV in 20 mV increments lasting 200
ms clicited an outward current that activated between —40)
and =30 mV and inactivated. Average 1y s and & values
were —26£3 mV and 6 0.8 (1=9), respectively. [nactivation
ume constant measured at +60 mV ranged trom 400 ms to
630 ms. with @ mean of 3683 116 ms (#=135). The mean
deactivation time constant (measured at —60 mV) was
282 ms (1=6).

Like their counterparts recorded in lateral epithelial cells.
the K~ currents exhibited cumulative inactivation during the
200 ms depolarizing pulses to +40 mV trom a holding poten-
tial of —60 mV. repeated once per second (data not shown).

K~ current was also completely inhibited by | nM MgTX
(n=38) and reduced by 3 nM ChTX (63 £ 7. n=6. data not
shown).

We also tested the effect of the increase of free [Ca*"]; on
K= current. In both lateral and dorsal epithelial cells. the
increase of internal tree Ca=~ to 0.3 uM or | uM (see Section
2.3 for free Ca~~ calculation) has no erfect on the peak of K~
current for periods of up to 13 mun (1= 10).

4. Discussion

4.1 Immunophenotyvping of primary cell cultures derived from
rat prostate lobes

The rat prostate gland is composed of several distinet lobes:
ventral. dorsal. lateral. and anterior qalso called the coagulat-
ing gland) [21]. Each prostatic lobe is ditferent in its morphol-
ogy. secretions and response to hormones. The dorsolateral
lobes (i) give rise to spontaneous and experimental tumors
with varied hormone responsiveness [22]. (i) are considered
to be the most homologous to the human prostate [21]. and
(iti) may play an important role in prostate cancer develop-
ment [23.24]. Furthermore. the lateral lobe is considered to be
the most hormone-sensitive part of the prostate [23.26].

In our studies. rat prostate cells derived from lateral or
dorsal lobes retain cellular markers characteristic of epithelial
cells. They expressed pan-cytokeratin but neither vimentin nor
a-actin. Moreover. we report conditions that support the rap-
id. sustained proliteration of isolated normal prostate epithe-
lial cells derived trom the gland. -

Different procedures of enzymatic digestion of rat ventral
[16] or dorsolateral [13] prostuates have been reported. To our
knowledge. we were the first to culture the lateral and dorsal
prostatic epithelial cells separately.

4.2, K™ channels expressed in rat prostare epithelial cells

Our experiments demonstrated the existence of one type of
K~ channel in lateral and dorsal rat prostate epithelial cells.
Essential properties of K= channels are: (1) voltage depend-
ence (activated at —40 mV): (ib) cumulative inuactivation: and
(ii1) high sensitivity to MgTX and ChTX. but moderate sen-
sitivity to TEA.

The propertics of the Kv channels expressed in lateral and
dorsal prostate cells are consistent with the '™ (normal) tvpe
described by Decoursey et al. [2]. N-type K channels have
been characterized in detatl in human T lymphocytes. imma-
ture thymocytes. natural killer cells. murine thymocytes. and
B lvmphocytes [2.27-30].

We then compared the biophysical and pharmacological
propertics of the KvI1.3 channel in rat epithelial cells with
those of cloned Kvl.3 expressed in mammalian cells [31.32]
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and Xenopus ooctes [33]0 Further compartson was made with
the activation. deactivation. and mactivation (see Table 1) of
the native channel expressed in mouse or human T cells [3].

Thus. the K~ currents oxpressed in both lateral and dorsal
rat prostate epithelial ceils closely resembled those expressed
in Xenopus oocvtes [33] or mammalian cells [31.32]. as well as
the native channels in mouse or human T cells.

However. the tme constant of the inactivation of K~ chan-
nels expressed in rat prostate cells was about two times slower
than that of Kv1.3 (600 ms instead of 256 ms). Several studies
have described that inactivation is slower with Cl ( ~300 ms)
than with others anions. espectally Huoride ( ~ 180 ms) [34.33].

The pharmacological profile provides a turther test tor de-
fining K~ channels in rat prostate cells. Both lateral and dor-
sal Kv1.3 channels. like their native Kvl.3 counterparts. are
highly sensitive to the peptide toxins MgTX and ChTX. and
moderately sensitive to TEA.

An inhibitory effect of [Ca=~]; on Kv1.3 has been praviously
reported. Bregestovski et al. [36] observed a 4.3-told reduction
of current amplitude with pipette solutions buftered to | uMl.
However. the data reported by Verheugen [37] and Grissmer
and Cahalan [38] show no effect of free [Ca”~] on the Kvl.3
current amplitude in physiological concentrations (< 10 uM)
and even for concentrations as high as 2 mM. In our study.
no inhibition of K~ current by [Ca="]; with pipette solution
butferad up to | uM of free Cas~ was observed.

Thus. our results indicate that the biophysical and pharma-
cological properties of rat prostate K~ channels are very sim-
tlar to those of native Kvl.3 channels. except tor the time
constant of inactivation.

The physiological relevance of K™ channels in normal pros-
tate cells s questionable. Kvl.3 s involved in several physio-
logicul process: interleukin 2 secretion [3]. cell proliferation
[39]. Cu=~ signaling [40]. und cytotoxic killing [28]. Moreover.
Kvl.3 channels are also involved in the K= efflux during the
regulatory volume decrease that tollows lymphocyte swelling
[7]. There is a correlation with the level of endogenous Kvl.3
expression and the ability of mouse T cell lines to regulate
volume [7]. Moreover. Kvl.3 is also implicated in promoting
Cua~ entry by maintaining the negative membrane potential
[28]. [n prostate cells. the Kv [.3 K~ channel may be a major
determinant of the resting membrane potential that establishes
the electrochemical driving force for Ca”~ influx. Further-
more. potassium channels are also associated with mitogenesis
[10]. In the human prostate cancer cell line LNCaP. Skryma et
al. [14] found a new non-inactivating voltuge-activated K-~
channel which was sensitive to TEA and directly and revers-
ibly inhibited by u rise in intraccllular Ca=~. Thus. we can also
suggest that changes in the ion channel profiles may be linked
to prostate cancer. However. the physiological role(s) of K~
channel in prostate cells rest to determine.

The overall propertics ot the rat prostate epithelial cell K=
channel suggest that it is o Kv 1.3-like K= channel. It this
channel is specific to the prostate. as the Slo3 channel is spe-
citic to the testis. pharmacological agents that target this K~
chuannel may be usetful in the study of prostate development.
Further experiments using molecular biology technigues will
be required to clone und study the expression of this channel
i mammalian prostate cells.
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1.1.2- Effets de la PRL sur les canaux potassiques de la prostate latérale de rat
Nous avons étudié les effets de la PRL sur les cellules épithéliales de prostate de rat en
patch-clamp (configuration cellule entiére). La PRL a été perfusée dans le milieu
extracellulaire a la concentration de 5 nM. La PRL stimule ’amplitude du courant
macroscopique de 25 % (figure 24 A). La figure 24 B décrit les variations de I’amplitude du
courant (4 +60 mV) pendant I’application de PRL. L’effet maximal de la PRL est obtenu au

bout de 4 minutes 30 secondes environ.

3
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Figure 24: A: Courants potassiques obtenus en configuration whole cell (dépolarisation de -
60 mV a + 60 mV pendant 200 ms). B: Cinétique obtenue & partir de 'amplitude maximale du

courant potassique en fonction du temps pendant l'application de PRL (5 nM).
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CONCLUSION

Les lobes latéraux de prostate de rat possédent des récepteurs fonctionnels a 1a PRL
(Nevalainen ef al., 1997). Nous avons mis en évidence, dans cette étude, que la PRL
augmente I’amplitude du courant potassique macroscopique dans les cellules épithéliales
de prostate de rat. Nous prévoyons d’étudier le role de ces canaux et de celui de la PRL
dans le contrdle de la prolifération cellulaire. Ces travaux pourraient expliquer la
maniére dont Phyperprolactinémie induit une hyperplasie de la prostate latérale, in vivo,

chez le rat.

1.2- Effet de la PRL sur les cellules cancéreuses hormono-sensibles de la prostate
humaine LNCaP

Cette étude a été menée sur la lignée cancéreuse humaine LNCaP (Horoszewicz et al.,
1993) qui a conservé sa dépendance vis-a-vis des androgenes (Furuya et al., 1995). Comme
dans le cadre de I’étude des cellules normales de prostate de rat, nous nous sommes d’abord
appliqués a caractériser les propriétés électrophysiologiques des canaux potassiques des

cellules LNCaP. Par la suite, nous avons analysé la réponse de ces cellules envers la PRL.

1.2.1- Caractérisation des canaux potassiques des cellules cancéreuses
humaines
Nous nous sommes intéressés aux mécanismes de régulation de l’activité de ces
canaux afin de déterminer leur role dans la prolifération cellulaire. Nous avons ainsi démontré
que les canaux potassiques des cellules LNCaP sont inhibés par une augmentation du taux de

calcium intracellulaire. Ces travaux ont ét¢ publiés dans « Receptors and Channels ».
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Characterization of Ca*>-inhibited Potassium Channels
in the LNCaP Human Prostate Cancer Cell Line
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Potassium plasma membrane channels have been studied in the LNCaP androgen-
sensitive human prostate cancer cell line. derived from a lymph node of a subject with
metastatic carcinoma of the prostate. Membtrane currents were recorded by the patch-
clamp technique. using the cell-attached. call-free and whole-cell mode. A voltage-
dependent. non-inactivating potassium channel (delayed rectifier) was the most
commonly observed ion channel in LNCaP cells. The slope conductance of K™ channels
in a symmetrical 140mM K~ gradient was 78 pS. In excised inside-out patches, the
channel was inhibited by increasing the cytoplasmic Ca*~ concentration (with half-block
at 0.5uM Ca™") over a wide range of membrane potentials. The K~ channel had a high
sensitivity to tetraethylammonium (TEA). that reduced the single channel conductance
with Kd of 280 =27uM. The K~ channel open probability was inhibited by a-
dendrotoxin (DTX) (with a half-blocking concentration of ~3nM) and mast cell
degranulating peptide (MCDP) (with half-blocking concentration of ~70nM) at all
membrane potentials and with very slow raversibility. In view of the biophysical and
pharmacological properties of K™ channels in LNCaP cells. it is not possible to classify
these channels as one of the previously characterized types of voltage- or ligand-gated K™
channels in other cell lines.

Kevwords: Intracellular Ca*~. K~ channels. LNC:P cells, Patch clamp

INTRODUCTION

Lymph Node Carcinoma of the Prostate (LNCaP)
is an androgen-sensitive human prostate cancer cell
line, derived from a lymph node of a subject with
metastatic carcinoma of the prostate (Horoszewicz

et al. 1983). This cell line is a useful experimental
tool. as it maintains some of the characteristics of
human prostate carcinoma. including androgen
dependence, the presence of androgen receptors,
the production of acid phosphatase, etc. (Furuya
eral, 19953). [t has also been shown that LNCaP cells

* Corresponding author. Laboratoire de Physiologie Cellulaire. Centre de Biologie Cellulaire. USTL, Bat. SN3, 59655 Villeneuve
d'Ascq Cedex, France. Tel.: 33-3-20-33-60-18. Fax: 33-3-20-43-40-66. E-mail: R. Skryma: roman.skrymaw univ-lillel.fr.
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express plasma membrane receptors for neuro-
peptides such as gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) (Limonta er al/, 1992) and vasoactive
intestinal peptide (VIP) (Solano er al. 1996).
hormones such as prolactin (PRL) (Janssen er al.
1996; Franklin ez al, 1997) and growth factors such
as epidermal growth factor (EGF), fibroblast
growth factor (FGF), and transforming growth
factor (TGF) (Sherwood et al, 1998: Carstens et al.
1997). Thus LNCaP cells are widely used for
receptor-transduction studies and. particularly.
for studies on proliferation and programmed cell
death.

Studies of PRL- (Prevarskava er al. 1993) and
GnRH-receptor signal transduction (Prevarskava
et al, 1994) have shown that the activation of
potassium or calcium channels is the primary event
in PRL- and GnRH-receptor signal transduction,
respectively. Calcium channels. both voltage-
dependent and second-messenger-activated. have
been shown to be involved in growth factor signal
transduction (Peppelenbosch er al. 1992; Lovisolo
et al, 1997). Ion channels also play an important
role in the control of cell growth (Dubois and
Rouzaire-Dubois. 1993; Wonderlin and Strobl.
1996: Nilius and Droogmans. 1994: Lepple-
Wienhues er al. 1996; Yu et al. 1997). However.
very little is known about the membrane ion
channels in prostate cells (either normal or malig-
nant) and their role in signal transduction or cell
growth regulation. B

Our previous studies using the whole cell patch-
clamp technique (Skryma er al. 1997) showed that
LNCaP human prostate cancer cells express only
outward voltage-activated K™ channels. as neither
Na” nor Ca’~ currents were observed. We have
also shown that these K™ channels are involved in
controlling LNCaP cell proliteration (Skryma er al,
19975

In this work, we used both whole-cell and single-
channel patch-clamp recording techniques to study
and characterize K™ channels in LNCaP cells. We
found that voltage-dependent potassium 78 pS
conductance was the predominant ion conductance
in these cells. For the first time, we show a negative

relationship between the intracellular calcium con-
centration. [Ca*"]i. in LNCaP cells and the K~
channel activity: the open probability of the
channel was reversibly inhibited at all relevant
membrane potentials by a rise in [Ca”"]i.

RESULTS

K™ Conductance Characterization

An outward K™ current was revealed by whole-cell
patch-clamp recordings in 77 cells out of the 85
tested (91%). Figure 1A presents examples of sus-
tained outward currents. obtained by stepping the
membrane potential from —60to +30mVin [0 mV
increments for 80 ms. On depolarization. channels
opened with a sigmoidal time course. The current
had a time to peak of 24 =4ms at -20mV (n=6).
and was not inactivated within the depolarization
time. The current-voltage relationship for this K™
current is shown in Fig. I B. The voltage dependence
of the channel was determined by calculating
normalized peak conductance values from the peak
current amplitudes at different potentials and
fitting a Boltzmann function to the data: the fit
gave a value for V', »=-=20£2mV . the voltage
at which half of the channels were activated, and
k=16=% 1. a value for the gradient of the voltage
dependence (n=9). Deactivation rates (channel
closing upon repolarization) were determined by
first opening the channels with a 50 ms conditioning
pulse to +30mV and then forcing the channels to
close by repolarization to different potentials
(Skryma et al. 1997). The closing rate of K~
channels was quantified by fitting single-exponen-
tial functions to the decay of the K™ current during
repolarization. Tail-current time constant (7) mea-
sured at —60mV was 15 =3ms. n=3. We did not
observe any cumulative or ~use-dependent” inacti-
vation (inactivation accumulated during repetitive
depolarizing pulses delivered at 1| Hz due to in-
complete recovery during the interpulse interval) of
K™ channels (n=9). The relationship between the
normalized peuk current and the depolarizing pulse
number is shown in Fig. IC.
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Characterization of voltage-activated K~ conductance in LNCaP cells. A: Examples of original K~ currents

obtained by stepping the membrane potential from —60mV to -20-+30mV in 10mV increments for 80 ms. The first trace
corresponds to a membrane potential of —60 mV. B: Current-voltage (I-V) relationship corresponding to A. C: Cumulative
(use-dependent) inactivation of K™ current during repetitive depolarizations. Peak K™ currents during the series of depolarizing

voltage steps are plotted. Means £SD are depicted (n= 9).

K™ single-channel activity was recorded in
LNCaP cells using outside-out, inside-out. and
cell-attached patches (n=351). Figure 2A presents
examples of theactivity and voltage sensitivity of the
K™ channel in a symmetrical 140 mM K™ gradient.
The traces were recorded from a holding potential of
—70 mV to various depolarizing voltage steps. The
slope conductance ot K7 channels in a symmetrical
140 mM K7 gradient was 78 pS. This value was
obtained from the [-V relationship by linear regres-
sion fitted to thecombined data from inside-out. cell-
attached, and outside-out patches (n = 9) (Fig. 2A).
Anexampleofanamplitude histogram (for the patch
demonstrated in Fig. 2A) for membrane potential
+20mV (u=1.43pA) is presented in Fig. 2B.

As the external K™ concentration decreased from
140 to 75 and 5mM, the current—voltage curves
for the channel shifted to the left (to — 15+ 2mV,
n=35and —-80 £5mV, n=73, respectively), as would

be expected for a channel mainly permeable to K™
(not shown).

In some cells, channels with smaller unitary
amplitudes were also occasionally recorded. How-
ever, these appeared much less frequently than
large-conductance channels. This type of channel
was not systematically analyzed.

Neither sodium nor calcium voltage-dependent
conductance was observed in LNCaP cells under
our experimental conditions. at a wide range of
membrane potentials.

Ca®~ Dependence of K™ Conductance

The standard pipette solution contained approxi-
mately 0.01 uM Ca®(see Materials and Methods).
K™ channel activity was stable under the control
conditions of excised-patch experiments. No de-
crease in channel open probability (or “run-down™)
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FIGURE 2 Single-channel currents recorded from excised LNCaP membrane patches exposed to symmetrical K~ gradients.
A: single-channel current traces from an outside-out membrane patch in symmetrical 140mM K~ gradient are presented on the
left panel. Patch potential was held at —70 mV and stepped to different depolarizing potentials. Membrane potentials at which
individual traces were obtained are indicated. Upward deflections represent outward current. Right panel: single channel [-V plot
for 9 different patches. Data were compiled from inside-out. cell-attached. and outside-out patches. The line was fitted to all data
points by linear regression and gave a slope conductance of 78 pS and a reversal potential of 0mV. B: Example of an amplitude
histogram for a membrane potential of ~20mV tor the patch presented in A.

was observed during recordings lasting 20 min
or more, suggesting that the channel activity
did not depend on the intracellular metabolism.
However, the open probability for the K™
channel decreased as internal free Ca’™ was aug-
mented. When the internal solution applied to the
cytoplasmic side of the membrane (inside-out
configuration) contained increasing concentrations
of free Ca** (0.2— 1 uM), the open probability of the
channel dramatically decreased in L1/11 patches.

The original K™ channel recordings presented in
Fig. 3 were obtained from an inside-out patch
during a depolarizing step to a membrane potential
of +40 mV before, during. and after the application
of 1 uM free Ca**. The time dependence of the K™
channel open probability is presented in Fig. 3B. In
this patch, as well as several others (n=11), the
blocking effect of Ca** was reversible. Figure 3C
shows the [Ca*"]i dependence of K* channel open
probability at a membrane potential of +30mV,
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FIGURE 3 [Ca*7]i sensitivity of K~ channel (in SmM external and 140 mM internal K~ gradient). A: Effect of the rise of
[Ca*~Ji to 1 uM on K channel activity. Representative records of single K ™ currents at a membrane potential of +40mV from
an excised (inside-out) membrane patch are shown for control solution (left). 3min after 1lpM Ca’~ application (middle), and
7min after washout. B: The time course of the open probability of the K™ channels in control and after application of | uM
Ca®~. The horizontal bar indicates an episode of application. C: Dose-response curves for the inhibition of. K™ channel open

probability by intracellular Ca=~.

with half-maximal inhibition occurring at approxi-
mately 0.5 uM. This Ca®~ inhibition of K~ chan-
nels was voltage-independent.

The [Ca®"]i level did not markedly affect the
single-channel conductance, as the slope conduct-
ance of the channel was not changed by increasing
[Ca™7]i from 0.01 to 1 uM (n =3, data not shown).

Pharmacology of K™ Channels

We investigated the sensitivity of K™ channels
in LNCaP cells to various pharmacological K™
channel blockers.

We first studied the effect of a potent K™ channel
blocker, tetraethylammonium (TEA), already
known to inhibit various types of K* channels in
various cell models (for review see Garcia et al,
1997; Pongs, 1992). TEA block was expressed as

a reversible reduction in single-channel amplitude.
Figure 4A presents outside-out patch recordings of
the K™ channels during a depolarizing step to a
membrane potential of +50mV . When a 200 uM
TEA solution was applied. the K™ channel ampli-
tude was strongly depressed (Fig. 4B).

We measured the dose—response characteristics
of the block by external TEA. The concentration
dependence of TEA inhibition was measured as the
percentage reduction of single-channel amplitude
(Fig. 4C). The continuous curve represents a
theoretical dose-response curve for a one-to-one
drug-to-receptor binding scheme:

100%

Percentage inhibition = ———
. l + Kd/CO

where Kd is the dissociation constant and Co is
the external TEA concentration. The theoretical
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FIGURE 4 The effect of TEA on K~ channel activity channel (in 5mM external and 140mM internal K~ gradient).
A: Representative records of single K™ currents in excised (outside-out) membrane patch at a membrane potential of +30mV.
Records are shown for the control solution (left panel). | min after 200 uM TEA application (middle panel), and after 3 min of
recovery (right panel). B: Amplitude histograms for recordings of control (left) and in the presence of 200 uM TEA (right) (for
the patch presented in A). C: Dose—response curves for the TEA block of K™ channels. The percentage reduction in the single-
channel current is plotted against the external TEA concentration. The different symbols represent data obtained from five
different patches containing K™ channels. The curve represents the best-fit theoretical dose-response curve for one-to-one drug-

to-receptor binding scheme.

dose—response curves were fitted to the data points
by a least-squares minimization algorithm. The Kd
value obtained from this fit was 280+£27uM
(estimate £standard deviation; CD =0.95). The
blocking of K™ channels by external TEA was
voltage-independent.

We also checked the effect of another “standard™
voltage-dependent K™ channel blocker, 4-amino-
pyridine (4-AP), widely used as a selective inhibitor
of transient K™ currents (Garcia et a/, 1997; Pongs,
1992). 4-AP (1 mM) did not affect K™ conductance
in our studies at all membrane potentials (n=35).

A number of toxins have been used to determine
the different kinds of potassium channels expressed
in a variety of cells (for review see Garcia et al.
1997, Pongs, 1992). We used several toxins
known to inhibit voltage- and Ca*"-dependent
K* channels. Charybdotoxin (CTX) (10-100nM)

and Iberiotoxin (IBTX) (1-100 nM), inhibitors of
Ca’"-activated K~ channels and some types of
voltage-gated K™ channels (for review see Garcia
etal, 1997), had no effect on K™ channelsin LNCaP
cells at all membrane potentials.

Conversely, dendrodotoxin (DTX). a polypep-
tide isolated from the venom of the Green Mamba
snake Dendroaspis angusticeps, applied to the out-
side of the membrane patch (outside-out config-
uration) (Fig. 5A and B. caused a decrease in the
open probability of K™ channels (with a half-
blocking concentration of ~ 3 aM), without affect-
ing single channel amplitude. Figure 5A shows the
time course of the open probability of the K™
channels in the control. in the presence of 5nM
DTX. and after washout. This inhibition of K™
channels by DTX was observed in all seven patches
examined. [n contrast to the rapid flicker block by
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FIGURE 35

The effect of DTX on K™ channel activity channel (in 5mM external and 140mM internal K~ gradient).

A: Representative recordings of single K~ currents in excised (outside-out) membrane patch at a membrane potential of
+40mV. Records are shown for the control solution (left panel). 5min (middle panel) and 10 min (right panel) after 5aM DTX
application, respectively. B: The time course of the open probability of the K~ channels in the control and after 5nM DTX
application. The horizontal bar indicates an episode of 5nM DTX application.

external TEA, the DTX K™ channel block had very
slow kinetics (Fig. 5B). The onset of DTX action
depended on the concentration and was slower
(about 8 min) for low (0.2-0.5 nM. n=4), than for
high DTX concentrations (4 = 2 min for 2—10 nM.
n=06). After DTX wash-out. the K™ channel acti-
vity also reversed very slowly: for 5nM DTX block.
the open probability of K™ channels reversed to
maximum of 80% of control values. recovery began
approximately 1l min after washout and reached
maximal levels by 20 £ 5min at +40mV (n = 3).
We also used MCDP, mast cell degranulating
peptide. extracted from honey bee (Apis mellifera)
venom, that blocks transient and delayed rectifier
voltage-activated K™ currents in several cell types
(Stihmer et al. 1989). MCDP inhibited the open
probability of K* channels in LNCaP cells (with a
half-blocking concentration of ~70nM) with the

same slow kinetics as DTX (data not shown). The
maximal reduction in the open probability of K™
channels with MCDP (80 nM) was 60 = 9% (mean
value =SD, n=3) at a membrane potential of
+20mV (Fig. 6). When the K™ channel activity
was already inhibited by DTX (cells had been
incubated for at least 10 min with 5nM DTX).
subsequent application of MCDP was ineffective,
indicating that these two peptides affected the same
set of K™ channels.

Quinidine (10uM), a non-specific K™ channel
blocker. inhibiting various types of K™ channels
(Hille, 1992; Stansfeld er al, 1996), slightly de-
creased the open probability of K¥ channels in
LNCaP cells (14 £ 12% at membrane potential of
+20mV, n=7) (Fig. 6).

Figure 6 presents summary histograms of the
effects of all drugs studied on the ratio of the
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FIGURE 6 Synopsis of Po modulation by K~ channel
inhibitors: TEA 200uM, DTX 5nM. MCDP 30nM. 4-AP
I mM. CTX 30nM, IBTX 10 M, Quinidine 10 uM. The histo-
gram shows the effects of these drugs on the channel open
probability ratio (Po).

channel open probabilities (Po), obtained by single-
channel recordings.

DISCUSSION

Our experiments demonstrated the existence of
at least one type of K™ channel in LNCaP human
prostate cancer cells. [n most cells studied, only one
non-inactivating type of K™ current was observed.
with kinetic properties of the “delayed rectifier” K™
current (for review see Garcia ez al. 1997; Pongs,
1992). However, in view of the biophysical and
pharmacological properties of K™ channels in
LNCaP cells, it was not possible to attribute these
channels to one of the voltage- or ligand-gated K~
channels previously identified in other cell models.

The predominant channel type in LNCaP cells
is a 78 pS K™ channel. activated by depolarization.
This channel’s unitary conductance (78 pS) classi-
fies it as an “intermediate” as opposed to “small”
(5-20pS) and “big” or *maxi” (200-300 pS) (Lang
and Ritchie, 1990) K channels. The K™ channel in
LNCaP cells does not correspond to one of the K™
channels in murine T lymphocytes (*1”, large, or
*n", normal, with 21 and 12pS unitary conduct-
ance, respectively, according to the classification of

Decoursey er al. 1987). However, by its sensitivity
to TEA (with a half-block of 280 £ 27 uM) the K~
channel in LNCaP cells is closer to “I” channels
(half-block: 50-100 uM) than to “n" channels (half-
block: 8—16 mM).

Fast-proliferating  small-cell lung cancer
(Pancrazio et al, 1993) and human melanoma cells
(Nilius and Wohlrab, 1992), two non-excitable
cancer cell models, have a K™ channel with kinetic
properties similar to those of the non-inactivating
channel described here. However, in small-cell lung
cancer the K™ current amplitude is about 50%
blocked by 4 mM 4-AP (in LNCaP cells the K~
current is insensitive to 4-AP) and in human
melanoma cells the K™ channel has a conductance
of approximately 10 pS, much smaller than that in
LNCaP cells.

We have compared the biophysical properties of
the K™ channel in LNCaP cells with those of several
cloned voltage-gated K™ channels, from Shaker
(Kvl.1, 1.2. 1.3. 1.3) and Shaw (3.1) and K™-
channel families. stable expressed in mammalian
cell lines (Grissmer er al. 1994). All these channels
presented slow inactivation kinetics, similar to
those of LNCaP-cell K™ channels. Kvl.l channels
were reported to be verv similar in electrophysio-
logical studies to native channels in C6 glioma cells
(Wang et al, 1992). Kvl.3 and Kv3.1 channels
resembled “n” and 1" channels in T-lymphocytes.
respectively (Chung and Schlichter, 1997). Kvl.5
channels were similar to native K™ channels in the
heart (Fedida e al. 1993). K™ channels in LNCaP
cells (¥, > about =20 mV . determined by calculat-
ing the dependence of normalized peak conduc-
tance on membrane potential) activated at more
strongly depolarized potentials than Kvl.1, Kv1.3.
or Kvl.5 (¥, about —32, =26 and —14mV,
respectively) but at less depolarized potentials than
Kvl.2 (V,» about +27mV), but were similar to
Kv3.1 (V- about +16 mV). The deactivation rate
(+ about 13ms) was similar to Kvl.1 channels
(r =14 £ 5ms). K™ channels in LNCaP cells exhib-
ited no “use-dependent” inactivation (Kvl.3
channel property) and no stimulation by repetitive
pulses (Kv1.2 channel property). The 78 pS unitary
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TABLE [

Biophysical properties of K™ currents in different cell lines stably transfected with Kvl.l, Kvl.2. Kvl.3. Kvl.3,

Kv3.1 in comparison with those of K™ channel in LNCaP cells (values are given as mean % standard error of the number of cells

in parentheses)

mKvl.l (L929) rKvl.2(B82) mKv1.3(L929) hKvl.5(MEL) mKvl.3b(L929) K (LNCaP)
Activation
V2 (mV) —32£2 (2) 27£6(8) -26=8(3) —-14£3(6) 16=1(3) 19£2(9)
k 8.5+£0.5(2) 13£2(8) T£1(3) 12+ 1(6) 8.7=0.4(3) 16=1(9)
Deactivation, , at 14+5(2) Z3=L7(3) 39£6(3) 23+4(6) 1420.2(3) 15:=51(3)
—60mV (ms)
Cumulative No No Yes No No No
inactivation
Single-channel 10 18 14 38 27 78
conductance (pS)
Current amplitude 1108 £376 (11) 3377£920(10) 3657=1207 (10) 1211 =288 (10) 3836=1116(10) 3580 =190 (38)

(at +40mV) (pA)
Cell capacitance (pF)

22:3.(lL)

17£3(10)

L3=3 (10)

1L£2(10) 162 (10) 16£3 (7)

conductance of the LNCaP-cell K™ channel is
several times larger than that of Kvl.l, Kvl.2,
Kvl1.3, and Kvl.5, while Kv3.1 varied from 8 to
27pS. Thus, the LNCaP-cell K™ channel is not
biophysically identical to one of these Kv channels.
Table I summarizes the biophysical properties of
Kvl.1, Kvl.2, Kvl.3, Kvl.5. and Kv3.1 channels
(Grissmer et al, 1994) in comparison with those of
K™ channel in LNCaP cells.

The pharmacological data for the K™ channel in
LNCaP cells show that the channel under study has
properties similar to those of the Kvl.l channel
inhibited by TEA (Kd=0.3mM). DTX (Kd=
20nM), and MCDP (Kd=0.49 uM). It differs.
however, in that. unlike the Kvl.1 channel (Kd =
290 uM), it was not blocked by 4-AP. External TEA
interacts with a tyrosine at the carboxyl-terminal
end of the P-region (MacKinnon and Yellen. 1990).
Kvl.l and Kv3.1 channels with tyrosines in this
position, were half-blocked by ~ 0.3mM external
TEA. As this K™ channel has the same sensitivity to
TEA, we can suggest that it also has a tyrosine at the
carboxyl-terminal end of the P-region. Channels
that have a valine (rKvl.2) or arginine (Kvl.5) in
place of the tyrosine, are TEA-resistant (Grissmer
et al, 1994). Channels that have a histidine at the
homologous position (Kv1.3) (Douglass et al, 1990)
are characterized by lesser sensitivity to external
TEA (~10mM half-blocking) and by slow C-type
inactivation. DTX and MCDP markedly decreased

the K¥ current amplitude and channel open
probability in LNCaP cells. Inhibition of the K~
channel by these toxins displayed very slow kinetics
and was almost irreversible. in accordance with
their previously demonstrated mode of action on
non-inactivating K™ current in dorsal-root gang-
lion neurons (Penner et al. 1986). Heurteaux and
Lazdunski, 1991 suggested that, in vivo, DTX and
MCDP may act on two distinct classes of channels.
We found that the effects of DTX and MCDP were
not additive. suggesting a common site of action for
the two substances in LNCaP cells. It was also
reported (Weller er a/. 1985) that DTX has an
aminopyridine-like action: an increase in the ap-
parent rate of inactivation. suggesting open channel
block. In our experiments we never observed any
DTX action of this type. However, electrophysio-
logical data obtained from a variety of cell models
indicate that DTX and MCDP inhibit a family of
K™ channels that differ greatly in their inactivation
kinetics (Garcia et al, 1997). CTX, known to inhibit
the Kv1.3 channel in T lymphocytes and neuronal
tissue (Grissmer et al, 1994: Garcia et al, 1997), the
Kv1.2 channel (Grissmer et al, 1994) and high-
conductance Ca*"-activated K™ channels (Skryma
et al. 1994: Garcia et al, 1997), were not able to
inhibit the K~ channels in LNCaP cells. IBTX.
known to inhibit maxi-K channels by a reversible
bimolecular reaction identical to CTX, was also
ineffective. CTX and [BTX are the classical
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inhibitors of the S/o1 K™ channel family. character-
ized by dependence of both depolarization and
intracellular calcium increases (Garcia et al, 1997).
Recently, another member of the Slo family was
identified in both mouse and human testes by
reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR), Northern analysis. and in situ hybridi-
zation: Slo3 K™ channel, a novel pH-sensitive K™
channel from mammalian spermatocytes (Schreiber
et al, 1998). This channel is characterized by high
testis-specific expression. The S/o3 channel is
insensitive to intracellular calcium, relatively insen-
sitive to TEA (49 mM half-blocking), and has 90 pS
unitary conductance (considerably lower than that
of Slol), suggesting that S/o channels comprise a
multigene family. defined by a combination of
sensitivity to voltage and a variety of intracellular
factors. Thus. it cannot be ruled out that the
LNCaP-cell K™ channel may be one of the Slo
channel family as it is also regulated by two factors:
voltage and intracellular calcium.

A specitic property of LNCaP-cell K™ channels is
that they are directly and reversibly inhibited by a
rise in intracellular Ca®~. This property of voltage-
dependent K7™ channels has been reported in
lymphocytes (Bregestovski et al. 1986: Schlichter
et al, 1993), rat microglial cells (Norenberg er al,
1994), and a human embryonic kidney cell line.
stably transfected with rat ether-d-go-go (r-eag)
channel DNA construct (Stansteld er al. 1996).
K™ channels in these cell models were quite
different from those in LNCaP cells: the K~
channel in T-lymphocytes was inhibited by higher
[Ca*"]i and had a smaller unitary conductance of
14 pS (Bregestovski et al. 1986). In rat microglia.
and in cells stably transfected with r-eag DNA. the
K™ channels had different pharmacological proper-
ties (NGrenberg e al, 1994; Stansfeld er al, 1996). In
inside-out experiments, micromolar levels of cyto-
plasmic [Ca="]i were required to block LNCaP-cell
K™ channels (the half-maximal inhibition of open
probability occurred at 0.5uM). However. the
[Ca”"]i sensitivity in intact cells may be greater
than in excised-patches and whole-cell recordings
(Bregestovski et al, 1986). K™ channel inhibition by

an increase in [Ca"]i was observed at all mem-
brane potentials. These excised-patch experiments
indicated that Ca*™ probably binds directly to the
K™ channel rather than to intermediate cytosolic
protein. e.g. calmodulin. However, it remains to be
shown whether the channel functions may be
modulated by intermediate membrane-bound pro-
tein and by certain kinases or phosphatases, that
may be Ca:‘-dependent. A hypothesis involving
the “direct” binding of Ca*~ to K™ channels is in
agreement with the model of Grissmer er a/ (1992)
proposed for K* (Ca®" inhibited) channels in
human leukemia T-cells.

The physiological relevance of K™ channel
inhibition by an increase in [Ca” i is questionable.
The proposed role of the S/ol channel. for example.
15 to provide negative feedback for the entry of
calcium into cells via hyperpolarization-induced
closure of voltage-dependent calcium channels.
Perhaps because of the versatility of this mechan-
ism. Slol channels are expressed in many tissues
where voltage-gated calcium channels are present.
including brain. skeletal and smooth muscle.
pancreas. and adrenal gland cells. As voltage-
dependent Ca~ channels are not present in
LNCaP cells. increases in [Ca*7]i may be caused
by Ca>~ entry through receptor- and or second-
messenger-operated Ca®~ channels. and also by
mobilization from intracellular Ca*~ pools with
subsequent capacitative Ca™~ entry. These types of
Ca®" entry mechanisms have been shown to be
stimulated by numerous growth factors and hor-
mones (for review see Lovisolo er al. 1997) intluenc-
ing cell growth. Such agonist-induced increase in
{Ca~"]i would inhibit K~ channels in LNCaP cells.
which. in turn. would induce membrane depolar-
ization with a subsequent reduction in Ca”~ influx.
representing a negative-feedback of [Ca”7Ji regula-
tion in these cells without voltage-operated Ca’"
channels.

The overall properties of the LNCaP-cell K™
channel suggest that it is a new type of channel. If
this channel is specific to the prostate. as the Slo3
channel is specific to the testis. pharmacological
agents that target this K™ channel may be useful in
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the study of prostate cancer development. Further
experiments using molecular biology techniques
will be required to clone and study the expression
of this channel in mammalian prostate cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

LNCaP from the American Type Culture Collec-
tion were grown in RPMI 1640 (Biowhittaker.
Fontenay sous Bois. France) supplemented with
S mM L-glutamine (Sigma, L'Isle d’Abeau. France)
and 10% fetal bovine serum (Seromed. Poly-Labo,
Strasbourg. France). The culture medium also
contained 30000 [U/] penicillin and 50 mg ! strep-
tomycin. Cells were routinely grown in 30 ml flasks
(Nunc. Poly-Labo) and kept at 37°C in a humidi-
fied incubator in an air/CO- (95/5) atmosphere.

For electrophysiological experiments. the cells
were subcultured in Petri dishes (Nunc) coated
with polyornithine (Sigma, 5mg 1) and used after
4-6 days.

Electrophysiological Recordings

The whole-cell and single-channel modes of the
patch-clamp technique were employed. The tech-
nique used was described in detail in previous pub-
lications (Skryma ez al. 1994; Prevarskaya er al.
1993).

In short. the cultures were viewed under phase
contrast with a Leitz-Diavert (Leitz. Germany)
inverted microscope. Electrodes were positioned
with Leitz (Germany) micromanipulators. Ground-
ing was achieved through a silver chloride-coated
silver wire inserted into an agar bridge.

An Axopatch-1D amplifier (Axon Instruments.
USA) was used for voltage clamping. Stimulus
control, as well as data acquisition and processing
were carried out with a PC (IBM, USA), fitted with
a Labmaster TL-1 interface, using Pclamp 3.5.1
sottware (Axon [nstruments, USA - interface and
software).

The pipettes had an average resistance of
2-4MQ. Electrode offset was balanced before
forming a giga-seal. Seal resistance was typically
in the 13-30 G2 range. Leakage and capacitive
current subtraction protocols were composed of
four hyperpolarizing pulses one-fourth of the test
pulse size. applied from the holding potential before
the test pulses. During data analysis. leak data were
scaled and subtracted from the raw data. Series
resistance was compensated. The maximum uncom-
pensated series resistance was 8 M) during whole-
cell recordings. so voltage error was about 3 mV for
a current amplitude of 400 pA. Recordings where
series resistance resulted in errors greater than SmV
in voltage commands were discarded. Liquid-
liquid junction potentials were compensated using
the Axopatch internal circuit.

Under whole-cell voltage clamp. the capacitive
transient current decaved according to an expo-
nential function. indicating a cell capacitance of
16 =3 pF (n=7). Currents were low-pass filtered at
2.5kHz with an 8pole Bessel filter (-3dB) and
digitized at 10 kHz for storage and analysis.

Data Analysis and Statistics

Single channel data (Pclamp 5.5.1 Software) was
analyzed after elimination of capacity transients
and leak current by subtraction of recorded aver-
ages without channel activity from each current
record. Channel opening and closing was detected
using a criterion of a 50% excursion between fully
open and fully closed states to determine the
occurrence ol the opening or closing event. such
as crossings of the line at a halt-distance between
zero current level and a level corresponding to the
average open channel amplitude. The open prob-
ability was calculated as the open time integral
divided by the number of channels in the patch and
the duration of the data segment analyzed. The
number of channels was estimated by examining the
record for multiple openings under conditions of
high open probability (P >0.75). Data segments of’
8s (160ms for | episode. 50-100 episodes) were
analyzed for open probability estimates.
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Results are expressed as means = standard devia-
tion where appropriate. Each experiment was
repeated several times. Student’s -test was used
for statistical comparison among means, and dif-
ferences with P < 0.05 were considered significant.

Recording Solutions

The extracellular solution contained (in mM): 140
NaCl, 5 KCI. 2 CaCl.. 2 MgCl,, 0.3 Na-HPO..
0.4 KH,PO,. 4 NaHCO;, 5 glucose, 10 HEPES
(N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethano-sulfonic
acid). The osmolarity of the external salt solution
was adjusted to 300-310 mosmoll™" with sucrose.
and the pH adjusted to 7.3 =£0.01 with NaOH. The
recording pipette in whole cell and outside-out
experiments was filled with an artificial intracellular
saline containing (in mM): 140 KGlu. 1 MgCl-. 0.5
CaCl,.8 EGTA (ethylene glycol bis( 3-aminoethyl
ether-N,N.N'.N'-tetraacetic acid). 5 HEPES (pH
7.2+0.01 with KOH). osmolarity 290 mosmol 17"
The solutions used in inside-out and cell-attached
patch experiments were (in mM): 140 KGlu,
1 MgCl,, 0.5 CaCl..5 HEPES, 8 EGTA (pH 7.2)
for the bath: 140 NaCl, 5 KCl. 2 CaCl,, 2 MgCl,,
0.3 Na-HPO,. 0.4 KH-PO,, 4 NaHCOs, 5 glucose.
10 HEPES (pH 7.3) for the pipette and 140 KGlu,
1 MgCl>.0.5CaCl..8 EGTA, SHEPES (pH 7.2) for
the pipette in the case of symmetrical K™ gradients.
Free Ca”~ concentrations for the solutions
applied from the inner side of membrane were
buffered with 8—12M EGTA and calculated using
“Maxc Software™ (from Chris Patton, Hopkins
Marine Station. Stanford University). For exam-
ple. to produce 0.0l. 0.1 and 1uM free Ca™~
solutions with (in mM): 0.5 CaCl,,1 MgCl..
S EGTA ;4 CaCl,, | MgCl,, 10 EGTA ;9.5 CaCls,
| MgCl», and 11 EGTA were used, respectively.
Test substances were applied to the cells by low-
pressure ejection from an additional “pouring’
micropipette (tip diameter 5—10 um). This pipette
was filled with the same extracellular saline as that
used in the bath and the drug under investigation
was added to it in appropriate concentrations. The
pipette was brought to a distance of 30-60 pum from

the investigated cell. All experiments were per-
formed at room temperature (20-22°C).

Chemicals

Tetraethylammonium (TEA), «-Dendrodotoxin
(DTX), and mast cell degranulating peptide
(MCDP) were obtained from Sigma (L'Isle
d’Abeau, France). Charybdotoxin (CTX) and
Iberiotoxin (IBTX) were obtained from “Latoxan™
(France).
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CONCLUSION

La caractérisation biophysique de ces canaux nous permet de conclure qu’ils
appartiennent a une nouvelle catégorie de canaux ioniques. Leur spécificité vis-a-vis des
tissus prostatiques sera analysée au moyen de la biologie moléculaire. L’étude de ces
canaux potassiques nous a permis de démontrer leur sensibilité vis-a-vis de la
concentration intracellulaire en calcium. En effet, ’augmentation du taux de calcium
cytosolique s’accompagne d’une inhibition de la probabilité d’ouverture de ces canaux.
Cependant, dans les cellules LNCaP, Papplication de TEA ne change pas le taux de
calcium intracellulaire. Il n’est donc pas possible pour ces cellules d’expliquer la
diminution de la prolifération par des modifications du taux de calcium.

Un autre facteur pourrait rendre compte du role des canaux potassiques dans le
controle de la prolifération cellulaire : le volume cellulaire (Rouzaire-Dubois et Dubois,
1991 ; 1998). D’aprés P’hypothése de ces auteurs, ’activation de la conductance
potassique par un agent mitogéne provoquerait une diminution du volume cellulaire. Le
rétrécissement cellulaire provoque une augmentation de la concentration des solutés
cytosoliques et une modification du cytosquelette induisant la synthése d’ADN et donc la

division cellulaire.

1.2.2- Réle de la prolactine dans ’activation des canaux K des cellules
LNCaP
En collaboration avec le Professeur J. Djiane (INRA, Jouy en Josas, France), nous
avons montré que les cellules LNCaP expriment la forme longue du récepteur de la PRL (R-

PRL). Cette isoforme posséde la capacit¢ de pouvoir déclencher un mécanisme de
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transduction du signal prolactinique (Sorin ef al., 1998). Nous avons démontré que la PRL
augmente ’intensité du courant macroscopique potassique et la probabilité d’ouverture de ces
canaux potassiques.

L’activation des canaux potassiques constitue un événement précoce dans les
phénomeénes de transduction du récepteur de la PRL (Prevarskaya et al., 1995 sur des cellules
CHO transfectées avec le récepteur a la PRL. Aucune étude similaire n’avait €té entreprise sur

des cellules prostatiques.

Le manuscrit reportant nos résultats est soumis au journal « B.B.R.C. ».

CONCLUSION

Il est connu que la PRL stimule la prolifération cellulaire de lignées cancéreuses
prostatiques humaines (DU-145, PC-3 et LNCaP) (Janssen ef al., 1996) ainsi que celle de
cellules provenant d’hypertrophies bénignes de la prostate en culture primaire (Syms et
al., 1985). Au cours de cette étude, nous avons démontré que la PRL augmente I’intensité
du courant macroscopique potassique et la probabilité d’ouverture de ces canaux. Nous
avons également mis en évidence que les LNCaP expriment la forme longue du récepteur
de la PRL. L’activation de ces canaux potassiques est 'un des événements précoces de la
transduction du signal prolactinique dans les cellules LNCaP via une tyrosine kinase.
Nous pouvons donc émettre I’hypothése que Dactivation des canaux potassiques

représente ’'un des mécanismes par lequel la PRL stimule la prolifération.
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ABSTRACT

This work was conducted on an androgen-sensitive human prostate cell line (LNCaP)
which possess voltage-dependent K* channels blocked by TEA, dendrotoxin and involved in
the proliferation. Using RT-PCR analysis we show that these cells express a long form of the
prolactin receptor. Application of prolactin (5 nM) increased both the whole-cell K™ current
amplitude (by 35 = 11 %, n = 32) and the single K* channel open. The increase of the single
channel activity by 5 nM prolactin was reduced by the tyrosine kinase inhibitor genistein
(with a half-blocking concentration of ~ 10 uM), whereas the inactive analogue, genistin (up
to 100 uM), was without effect.

Thus, as K* channels are involved in LNCaP cells proliferation, we suggest that K*
channel modulation by prolactin, via a tyrosine kinase pathway, is the primary event in the

prolactin signal transduction which probably turn on the cells to proliferate.

Key words : prostate cancer, PRL receptor, K* channels, tyrosine kinase.



INTRODUCTION

For years, the normal and pathological growth of the prostate has been assumed to be
primarily regulated by androgens. However, it is now becoming apparent that polypeptide
hormone prolactin (PRL) is essential for the normal growth and development of the prostate
(1-3). Morever, PRL is also involved in the development and regulation of benign prostatic
hyperplasia and prostate cancer (4-6). It was also shown that normal, hyperplastic, and
neoplastic prostate are rich in PRL receptors (PRL-R) (7-10). Nevertheless, the mechanism(s)
of PRL signal transduction in prostate cells are still poorly understood.

Most of the data concemning the first events in intracellular PRL signal transduction
were obtained in the PRL-dependent rat T lymphona cell line Nb, and in chinese hamster
ovary (CHO) cells, stably transfected with the PRL-R ¢cDNA (11-13). It has been reported
that, following binding of PRL to the PRL-R, dimerization of the receptor occurs prior to
phosphorylation of an associated tyrosine kinase (JAK2) (14-15). In CHO cells, stably
transfected with the long form of PRL-R cDNA, the activation of tyrosine kinase induced by
PRL stimulates two types of ion channel activity : voltage-dependent K channel, regulated
through tyrosine phosphorylation (13, 16) and voltage-independent Ca™ channels (16-17).

The LNCaP cell line, the androgen-receptor positive, derived from a lymph mode of
subject with metastatic carcinoma of the prostate (18), is currently used as a model for studies
of prostate cancer cell growth (19-20). At present, it is clear that LNCaP cells express voltage-
activated, Ca*-inhibited K* channels (21-22) and that these K" channels are involved in the
controlling of cell proliferation (21). However, the studies about the effect of PRL on these
K" channels and the nature of the receptor localized in LNCaP cells remained to be elucidate.

Using RT-PCR analysis, we show that the long isoform of the human PRL-R is
expressed in LNCaP cells. Furthermore, using whole-cell and single-channel configurations of

patch-clamp techniques, we demonstrate that PRL stimulates K" channel activity by



increasing channel open probability. We also demonstrate that the activation of tyrosine
kinase induced by PRL stimulates the K" currents.

Thus, the presence, on human epithelial prostate cells of PRL receptors, which stimulate
K" channel activity may explain one of the mechanisms by wich PRL stimulates prostate cell

proliferation.



MATERIALS AND METHODS

Cell culture
LNCaP from the American Type Culture Collection were grown in RPMI 1640
(Biowhittaker, Fontenay sous Bois, France) supplemented with 5 mM L-glutamine (Sigma,
L’Isle d’Abeau, France), and 10% fetal bovine serum (Seromed, Poly-Labo, Strasbourg,
France). The culture medium also contained 50,000 IU/L Penicillin and 50 mg/L
Streptomycin. Cells were routinely grown in 50 ml flasks (Nunc, Poly-labo) and kept at 37° C
in a humidified incubator in an air/CO, (95/ 5) atmosphere.

For electrophysiological experiments, the cells were subcultured in Petri dishes (Nunc)

coated with 5 mg/L polyornithine (Sigma) and used after 4 to 6 days.

Electrophysiology

The whole-cell and single-channel modes of the patch-clamp technique were
employed. The technique used was described in detail in previous publications (13,
21 :22),

In short, the cultures were viewed under phase contrast with a Leitz-Diavert
(Leitz, Germany) inverted microscope. Electrodes were positioned with Leitz
(Germany) micromanipulators. Grounding was achieved through a silver chloride-
coated silver wire inserted into an agar bridge.

An Axopatch-1D amplifier (Axon Instruments, USA) was used for voltage
clamping. Stimulus control, as well as data acquisition and processing were carried
out with a PC computer (IBM, USA), fitted with a Labmaster TL-1 interface, using

Pclamp 5.5.1 software (Axon Instruments, USA - interface and software).



The pipettes had an average resistance of 2-4 MQ. Electrode offset was balanced
before forming a giga-seal. Seal resistance was typically in the 13-30 GQ2 range.
Leakage and capacitive current subtraction protocols were composed of four
hyperpolarizing pulses one-fourth of the test pulse size, applied from the holding
potential before the test pulses. During data analysis, leak data were scaled and
subtracted from the raw data. Series resistance was compensated. The maximum
uncompensated series resistance was 8 MQ during whole-cell recordings, so voltage
error was about 5 mV for a current amplitude of 400 pA. Recordings where series
resistance resulted in errors greater than 5 mV in voltage commands were discarded.
Liquid-liquid junction potentials were compensated using the Axopatch internal
circuit.

Under whole-cell voltage clamp, the capacitive transient current decayed
according to an exponential function, indicating a cell capacitance of 16 = 3 pF (n =
7). Currents were low-pass filtered at 2.5 kHz with an 8pole Bessel filter (-3dB)
and digitized at 10 kHz for storage and analysis.

Cells were allowed to settle in Petri dishes placed at the opening of a 250 wm-inner

diameter capillary for extracellular perfusions. The cell under investigation was continuously

perfused with control or test solutions.

Data analysis and statistics
Single channel data (Pclamp 5.5.1 Software) was analyzed after elimination of
capacity transients and leak current by subtraction of recorded averages without
channel activity from each current record. Channel opening and closing was detected
using a criterion of a 50% excursion between fully open and fully closed states to

determine the occurrence of the opening or closing event, such as crossings of the



line at a half-distance between zero current level and a level corresponding to the
average open channel amplitude. The open probability was calculated as the open
time integral divided by the number of channels in the patch and the duration of the
data segment analyzed. The number of channels was estimated by examining the
record for multiple openings under conditions of high open probability (P > 0.75).
Data segments of 8 s (160 ms for 1 episode, 50-100 episodes) were analyzed for
open probability estimates.

Results are expressed as means * standard deviation where appropriate. Each
experiment was repeated several times. Student’s t-test was used for statistical
comparison among means, and differences with P < 0.05 were considered

significant.

Recording solutions

The extracellular solution contained (in mM): 140 NaCl, 5 KCl, 2CaCl,, 2
MgCl,, 0.3 Na,HPO,, 04 KH,PO,, 4 NaHCO,, 5 glucose, 10 HEPES (N-
2hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethano-sulfonic acid). The osmolarity of the external
salt solution was adjusted to 300-310 mosmol 1" with sucrose, and the pH adjusted to
7.3 = 0.01 with NaOH. The recording pipette in whole cell and outside-out
experiments was filled with an artificial intracellular saline containing (in mM): 140
KGlu, 1 MgCl,, 4 CaCl,, 10 EGTA (ethylene glycol bis (B-aminoethyl ether-
N,N,N’ )N’-tetraacetic acid), 5 HEPES (pH 7.2 + 0.01 with KOH), osmolarity 290
mosmol 1". Free Ca** concentration of this solution was 0.1 uM (calculated using

“Maxc Software” from Chris Patton, Hopkins Marine Station, Stanford University).



Chemicals

PRL (0-PRL-19) was kindly provided by the NIDDK (National Hormone and Pituitary
Program, University of Maryland School of Medicine, Baltimore, MD). Tetraethylammonium
(TEA) was obtained from Sigma, France, Dentrotoxin (DTX) was obtained from Latoxan,

France.

RNA extraction and RT-PCR analysis

Total RNA from LNCaP human prostate tumor cell line and human placental tissue was
isolated using the guanidinium isotiocyanate-phenol method (23). The isolated RNA was used
for reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis.

Prior RT reaction, in order to eliminate DNA contamination, a DNase treatment was
carried out on each RNA sample, under the following conditions : 20 uf of total RNA, 40 U
ribonuclease inhibitor (Promega, Lyon, france), 4U RNase-free DNase I (promega), S mM
MgCl, and 50mM Tris-HC1 (pH 7.5), in a final volume of 100 wl. the DNase reaction is
performed at 37° C for 60 min, followed by a phenol/chloroform extraction and a
precipitation with 3 M sodium acetate and ethanol.

Complementary DNA (cDNA) was synthesized under the following conditions : 3 ug of
total RNA was incubated with 200 U Monoley murine leukemia virus reverse transcriptase
(life Technologies SARL, cergy Pontoise, france), in buffer (50 mM TRIS-HC1 (pH 8.3), 40
mM KC1 and 6 mM MgCl,), with 1 mM each deoxynucleotide triphosphate, 20 U RNase
inhibitor, 10 mM dithiothreitol and 650 ng random hexamer oligonuéleotides, in a total
volume of 20 ul. The reaction was performed at 42° C for 50 min and stopped by heating at
95° C for 10 min.

A negative control experiment was performed : RNA was incubated in buffer containing

the RT reagents except the reverse transcriptase. The cDNAs obtained by RT reaction were



then amplified by PCR. Each cDNA (1 ul RT product) was incubated with 0.2 mM each
deoxynucleotide triphosphate, 50 pM each of both oligonucleotide primers (Gensetn Paris,
France), 2.5 U of Taq DNA polymerase (Oncor-Appligene, Illkirch, France), in buffer (25
mM TAPS (pH 9.3), 50 mM KC1, 2 mM MgCl,, 1 mM 2-mercaptoethanol), in a final
volume of 50 ul. Amplifications were carried out in a Perkin-Elmer/Cetus Thermal Cycler
(Perkin Elmer cetus, St Quentin en Yvelines, France) for 30 cycles. Samples were denatured
at 94° C for 45 sec, annealed at 66° C for 45 sec and extended at 72° C for 45 sec. A final
extension period at 72° C for 10 min completed the amplification. After amplification, 6 ul of
each PCR products were electrophoresed through a 1,6 % agarose gel stained with ethidium
bromide (5 ug/ml) and th RT-PCR products visualized under UV light. The oligonucleotide
primers used in this study were designed from the human PRL-R cDNA sequence (24). Sense
primer was a 24 mer (5’- GACTATGAGGACTTGCTGGTGGAG-3") encoding nucleotides
916-939 of the cytoplasmic domain of the hPRL-R. Antisense primer (5'-
CACTTGCTTGATGTTGCAGTGAAG-3") was a 24 mer encoding a downstream portion
(nucleotides 1782-1805) of the hPRL-R cytoplasmic domain. The predicted size of the PCR-

amplified product was 890 bp.

Southern blot analysis

Specificity of the amplified PCR was confirmed by Southern blot analysis using an
HindIIl fragment (3.4 kb) of the rabbit PRL-R cDNA as probe (25). The probe was
radiolabelled using a random primer DNA labelling kit (Roche Diagnostics, Meylan, France)
and [a-**] dCTP 3000 Ci/mmol (Amersham, Saclay, France). After amplification by PCR, 10
ul of each sample was loaded on a 1.6% agarose gel stained with 5 ug/ml ethidium bromi<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>