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Chapitre 1
INTRODUCTION
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- Chaque année, la France compte 40 000 cas de cancer du sein. Les 2/2 de ceux-ci se
déclarent pendant la période post-ménopausique et 50 % de la totalité des cancers mammaires

sont liés A Pactivité des hormones.

La principale hormone de cancérisation du sein dans les cancers hormonodépendants est
PESTRADIOL, mais cette hormone a besoin de cofacteurs pour étre active. Ce sont
principalement les facteurs de croissance.

Certains ont ét€ isolés et caractérisés :

- facteur épidermique (EGF) ;
- facteur de transformation (o TGF) ;

- facteur insulinique-like (IGF-I).

Des études récentes ont montré que ces différents facteurs sont impliqués dans I’action de
I’eestradiol et le développement du cancer mammaire. (DICKSON & al, 1986 ;

FITZPATRICK & al., 1984)

La prolifération cellullaire dans les cancers du sein peut étre aussi contrdlée par des
facteurs inhibiteurs ; par exemple le factéur B de transformation (TGF-B) est un régulateur
négatif de la prolifération cellulaire ; il est inhibé par les hormones stimulatrices type cestradiol
alors que les anticestrogeénes stimulent fortement sa sécrétion (DERYNCK & al., 1985 ;

KNABBE & al., 1987).

C’est pourquoi le traitement actuel du cancer du sein utilise essentiellement les
anticestrogeénes et plus particulierement le TAMOXIFENE.

Son mécanisme d’action le plus probable est sa liaison avec le récepteur cestrogénique
(RE) bloguant ’effet de I’hormone. D’autre part, il est capable de diminuer fortement la
conversion du sulfate d’cestrone en cestradiol dans différentes lignées cellulaires du cancer du

sein humain. 11 agit donc en inhibant ’enzyme de conversion 17 f§ HSD.
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En outre, VIGNON & coll. ont montré que 1’isomere trans du Tamoxiféne ou de
I’hydroxytamoxif¢ne peut inhiber la prolifération cellulaire stimulée par les facteurs de
croissance (insuline, EGF). Ceci n’étant pas observé si les cellules ne possedent pas de RE
(RE-), cet effet serait donc médié par RE. |

Le Tamoxiféne semble aussi stimuler la sécrétion de TGE-f3 par les cellules cancéreuses
mammaires, facteur d’inhibition de la prolifération cellulaire.

La liaison du Tamoxiféne avec RE ne semble pas étre son seul mécanisme d’action
puisque certains auteurs émettent I’hypothése d’un site de liaison spécifique (A.E.B.S.).

(SUTHERLAND & al., 1980 ; FAYE & al., 1980)

Chez les femmes, les androgenes sont principalement sécrétés par les glandes surrénales
et les ovaires, mais leur fonction physiologique est encore mal connue.

Avant la ménopause, les glandes surrénales et les ovaires contribuent tcutes deux a ia
sécrétion de Testostérone, DiHydroTestostérone (DHT) et Androsténedione (A4) (SIITERI,
1979), alors que la DeHydroépiAndrostérone (DHA) et son sulfate (DHA-S) sont
principalement sécrétés par les glandes surrénales (BEAULIEU & al., 1975, ABRAHAM,
1974).

Chez les femmes postménopausées, le cortex surrénalien est considéré comme étant la
seule source de DHA et DHA-S et la principale source de A4 et de Testostérone.
Donc, chez la femme postménopausée, les concentrations des androgenes surrénaliens

sont relativement élevées par rapport aux concentrations négligeables d’eestradiol et d’eestrone.

La diminution de la concentration des androgénes dans le plasma apres la ménopause peut
gtre liée au manque de sécrétion d’cestradiol ovarien, qui stimule la synthése des androgénes

surrénaliens (MARQULIS & ABRAHAM, 1976). (tableau I)

De ce fait, ne peut-on suggérer que la croissance des cellules mammaires chez les femmes

postménopausées pourrait étre liée a la présence des androgenes ?
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Ceux-ci pourraient-ils agir par I'intermédiaire des récepteurs aux estrogénes?
Ou bien, peut-on penser que certains androgénes sont transformés en astradiol?
En effet, le tissu adipeux mammaire posséde une activité aromatase capable de transformer

les androgenes en cestradiol et d’augmenter la concentration de ces derniers au niveau du tissu

mammaire (O’NEILL & al., 1988).

Tableau I : Concentrations plasmatiques moyennes des hormones stéroides

chez les femmes pré et postménopausées.

Préménopausées Postménopausées
STEROIDES e/l nM g/l nM
DHA-S 2100 5000 1500 3600
DHA 4,6 16 1,5 5,2
D4 1,9 6 1,1 4
Ds 0,8 2 0,33 1,1
T 0,5 2 0,43 1
DHT 0,2 0,7 0,1 0,3
3P diol 0,3 1 - -
E2 0,06 0.2 - 0,012 0,04 |
(phase proliférative) |
0,6 2,2 - -
(phasc lutéate)
Estrone 0,06 0,2 0,028 0,1 |
0,2 0,7 - -

Ausst, dans ce travail, nous allons nous intéresser aux relations androgénes surrénaliens-

tumeurs cancéreuses,

Dans un premier chapitre, nous présenterons rapidement les inter-relations entre les
hormones surrénaliennes ainsi que leur catabolisme,
Puis nous €établierons 1'état actuel des relations androgénes surrénaliens-tumeur

mammaire et enfin nous présenterons notre travail expérimental et en discuterons les résultats.



15

Chapitre 2
METABOLISME DES ANDROGENES
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I - BIOSYNTHESE

La principale source d’androgénes mineurs chez la fernme est la corticosurrénale.
Parmi ceux-ci la DHA est le stéroide ayant le taux plasmatique le plus élevé et est A

I'origine de la voie principale de biosynthése de la A4 (fig. 1.

acétate

v

cholestérot

y

pregnenolone — = progestérone ——p~ 21-OHPg-— 3 corticostérone
(Pg)

17¢. OH pregnenolone — 17g O Pg —» 11 desoxycortisol —3»- cortisol

3 B HSD 54 isomérase
———> DHA

DHA-S¢—— » 4 = estrone
aromatase
ln BHSD ] L ] L
A 5 cestradiol
Testostérone

Figure 1 : Biosynthése des androgénes par les corticosurrénales

Ces différents androgenes sont ensuite métabolisés par le foie selon la figure 2 pour

donner des métabolites : - 17 B hydroxylés : - androstanediols
- 17 cétoniques : - androstérone
- étiocholanolone

Les cellules MCF-7 utilisées pour notre expérimentation sont capables de synthétiser le

cholestérol de novo & partir de I’acétate (CYPRIANI & al., 1988).

Elles peuvent aussi réaliser les étapes enzymatiques en aval du cholestérol.
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1-DHA

Le catabolisme des androgénes est complexe du fait de leur interconversion au nivean du
foie (fig. 2). La D.H.A, libérée par [’action d’une sulfatase 2 partir du sulfate de D.H.A, ainsi
que Ia Testostérone sont en équilibre d’oxydo-réduction avec la A4 et, par conséquent des 17
oxostéroides, qui sont ensuite conjugués soit & P’acide sulfurique, soit & I’acide glucuronique

(BEAULIEU & al., 1972).
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Fig. 2 : Métabolisme de la D.H.A
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2 - TESTOSTERONE

Chez la femme, environ 25 % de la Testostérone produite provient d’une sécrétion
surrénalienne directe, 25 % d’une production ovarienne et 50 & 60 % du métaboﬁsme
périphérique des pré-hormones ou androgénes faibles : A4 principalement; de la D.H.A, du
DHA-S et éventuellement de la A5 (ABRAHAM, 1979).

Au niveau de I’hypothalamus, la Testostérone est en partie transformée en cestradiol.

25 % de la Testostérone est directement réduite en androstanediols dans le secteur extra-

hépatique.
3-DHT.

(C’est en fait I'hormone active essentiellement au niveau tissulaire dont la biosynthése se
fait de fagon intracellulaire & partir de la Testostérone grice a 1’action d’une 5o réductase
présente dans certains tissus cibles et dans le foie.

Elle présente une forte affinité pour les récepteurs aux androgenes (R.A).

4 - A4 OU ANDROSTENEDIONE

Ele est & la base du catabolisme hépatique de la D.H.A.

Avant la ménopause, la A4 est essentiellement produite par les ovaires et est la principale
source d’cestrogenes. Le contrdle de la quantité de substrat est régulé par LH et FSH. De plus,
FSH permet la régulation de Iactivité de ’aromatase.

Lors de Ia ménopause, I’hypersécrétion réactionnelle de LH entraine une augmentation
significative de A4.

Aprés la ménopause, la A4 est sécrétée principalement par la glande surrénale a un taux
d’environ 1000 pgfj.

De pius, dans les tumeurs mammaires des femmes ménopausées, on constate une

concentration en A4 de 730 pg/ml (SANTEN & al., 1982).
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Au niveau surrénalien, la A4 et la Testostérone sont responsables de 1,3 % de la

production d’eestrone et de 0,15 % de celle de 1’aestradiol.

Cette production d’estroggnes, qui reste négligeable chez la femme en période d’activité

génitale, constitue 'une des principales sources d’estrogénes chez la femme ménopausée.
5- 5-ANDROSTENE-3[, 173-DIOL OU ADIOL

L’Adiol, d’origine corticosurrénalienne chez la femme, provient de la D.H.A sous

Paction de la 17 B HSD. Il semblerait que cette action soit réversible.

DHA-§ —————

S-Adiol ——————— Adiol ——————3 Testostérone ﬁ estradiol

3 B of déshydrogénase
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IT - METABOLISME DANS LES TISSUS PERIPHERIQUES

Ces stéroides sont métabolisés au niveau de nombreux tissus et plus spécialement de la

peau, des glandes sébacées, du follicule pileux et du foie (fig. 3).

1 -LES METABOLITES HYDROXYLES

- IIs proviennent essentiellement du métabolisme de la Testostérone et de la D.H.T.

- 5o androstane 33 178 diol

- 5P androstane 3o 17 diol

- 5B androstane 35 17f diol

- 5o androstane 3o 173 diol

2 - METABOLITES CETONIQUES

- androstérone

1l provient de la réduction en 5a et en 3o de 1a A4 ou du métabolisme de la D.H.T (fig. 2).

- étiocholanolone

Il provient d’une double réduction en 5 et 3o de la A4 (fig.2).



I - ACCUMULATION DES ANDROGENES AU NIVEAU DES TISSUS
MAMMAIRES |

1-KYSTE MAMMAIRE

L’analyse du liquide de kyste mammaire montre une forte augmentation de la DHA et du

DHA-S (INAUDI & al., 1987 ; BOCCARDO & al., 1988).
2 - TUMEUR MAMMAIRE

THATCHER (1979) a constaté que la concentration plasmatique de la DHA était plus
€levée chez les patientes ayant eu un cancer du sein aprés la ménopause et était plus faible sile
cancer était apparu avant la ménopause. Ceci est en accord avec un risque supérieur de cancer

du sein chez la femme obése puisque 1’obésité entraine une angmentation de la production de
puisq g p

DHA.

D’autre part, au niveau de la tumeur mammaire, BONNEY et al., en 1984, ont noté une

augmentation significative de la DHA et de la A5 alors que le taux de DFIA-S restait inchangé.
Ces mémes auteurs avaient montré aussi Pexistence d’une corrélation entre les

concentrations de DHA-S et de DHA dans les tissus normaux,
a - Action de la DHA-sulfatase

Ces derniers résultats suggérent que la métabolisation se fait essentiellement dans le sens

DHA-S — DHA avec une accumulation de cette derniére.
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b - Action de 1a 17 B HSD

Cet enzyme de conversion est encore appelé 17 oxydoréductase, 17 cétostéroide réductase

(17-CSR) ou encore estradiol 17 B déshydrogénase.

11 n’a jamais été isolé et purifié ; de ce fait, il n’est pas sir que ce soit un seul et unique

enzyme ou plutdt différents isoenzymes.

11 semblerait cependant qu’il agisse a 3 niveanx :

DHA ———  Adiol
A4 T — Testostérone

Dans les tissus tumoraux, il a été noté une augmentation de I’activité de la 17 B HSD de 2
a 4 fois par rapport a celle dans les tissus normaux (BONNEY & al., 1984).

Cela pourrait donc expliquer, du fait de P’augmentation du taux de la DHA, le taux élevé

dela As.

3 - METABOLISME DES ANDROGENES SURRENALIENS PAR LES TUMEURS
MAMMAIRES

LLa DHA est métabolisée en Adiol par la 17 B HSD, en DHA-S par laDHA-
sulfotransférase et en 7-hydroxy DHA par la 7 3 hydroxylase (LI & al., 1978).

D’autre part, en incubant de la DHA tritiée in vivo, ABUL-HAIJI, en 1975, a obtenu sa
transformation en Estradiol 17 B.

Cependant ces essais ont été effectués a partir de biopsies qui contiennent un mélange de
cellules mammaires normales et malignes, des fibroblastes et des adipocytes. Or le tissu
adipeux mammaire posséde une activité aromatase (O’NEILL & al., 1988).

De ce fait, les résultats des transformations de la DHA en Estradiol ne peuvent pas étre

attribués avee certitude aux seules cellules malignes.
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4 - CONCLUSION

En fonction des €léments que nous venons de citer, nous allons effectuer une étudersur Ia
relation androgénes surrénaliens-tumeur mammaire en prenant comme modéle expérimental une
lignée de cellules MCF7 en culture pour éviter I’hétérogénéité des tissus, source de controverse,

Ces cellules MCF7 correspondent 2 une lignée de cellules cancéreuses mammaires
humaines hormonodépendantes obtenues a partir d’une haétastase pleurale d’un adénocarcinome
mammaire apparu chez une femme ménopausée, 4 ’ige de 69 ans en. 1970 au Michigan. (1.C.

NICOLAS U58 INSERM MONTPELLIER)

Cette lignée de cellules MCF7 est hormonodépendante, et posséde donc des récepteurs
sur lesquels se fixent les hormones polypeptidiques et stéroidiques. Elle répond donc 3 une

stimulation par I’estradiol in vitro et ce, en augmentant la prolifération cellulaire.

Pour étudier cette action in vitro, il est donc nécessaire de maitriser la composition du
milieu de culture en facteurs de croissance.
C’est pourquol il a ét€ mis au point au laboratoire des conditions de culture répondant i ce
critére, que nous utiliserons pour étudier 1’action des différents androgénes qui seront :
- hormones androgéniques dites “mineures” :
. DHA et son sulfate

. Adiol et son sulfate

- hormones androgéniques dites “majeures” :
. Testostérone
.DH.T
. Ag
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- métabolites :
. 17 B hydroxylés : androstanediols
. 17 cétoniques : androstérone

étiocholanolone

Dans un premier chapitre, nous allons rappeler les conditions de travail.
Puis nous présenterons les résultats de croissance des cellules MCEF-7 en présence de ces
différents androgeénes, en prenant comme témoin positif de la prolifération, 1’action de

I’estradiol, et comme témoin négatif de la prolifération, I’action du Tamoxiféne.
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Chapitre 3
MATERIEL ET METHODES
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I - CULTURES CELLULAIRES

Les cultures sur lesquelles nous avons manipuié sont les cellules MCE-7. Ces cellules
nous ont €té fournies par J.C NICOLAS U58 INSERM MONTPELLIER. C’est une lignée
cellulaire, d’origine humaine, dite hormonodépendante. Ces cellules proviennent d’une
métastase pleurale d’un adénocarcinome mammaire sur une femme ménopausée dgée de 69 ans
en 1970. Elles ont des récepteurs pour les hormones polypeptidiques et stéroidiennes

(HORWITZ & al., 1975 ; BROOKS & ADAMS, 1971).

IT - STERILITE

Toutes les manipulations ont été effectuées dans des conditions stériles sous hotte 2 flux
laminaire (ADSO, France). Les pipettes utilisées sont stériles et A usage unique (Sterilin (1 et 5
mi) ou Falcon 10 ml). Les flacons de culture présentent différentes tailles T25, T75, (Corning,
USA). TIs sont stériles et sont vidés & I’aide d’une pipette pasteur stérile fonctionnant avec une

pompe a vide (Kurt Neuberger, France).

iIT - LE MILIEU DE CULTURE

Sauf précision, tous les produits de culture cellulaire sont achetés chez Gibco (Paisley,
Ecosse). L’eau utilisée pour la reconstitution du milieu est apyrogéne (Biochrom).

Le milieu de culture est préparé par fraction de 5 litres. Un flacon de milieu de culture
(Gibco, ref 72-1700) en poudre avec du rouge de phénol est dissous dans 4,25 1 d’ean
pyrodistiliée Aqual (Biochrom, Angouléme ref 1400-B), puis on ajoute 11,9 g ’HEPES
(Impérial lab., ref. 5-762-72) dissous dans 100 ml d’eau pyrodistillée, 2,5 g de bicarbonate de
sodium (Merck, ref 6329) dissous dans 100 ml d’eau pyrodistillée et 50 ml d'une solution
d’acides aminés non essentiels (Gibco, ref 43-1140H), Ensuite, on ajuste le pH & 7,7 4 20°C
lentement par addition d’environ 30 ml de NAOH IN (Merck, ref 9137) filtrée sur filtre 0,22

um. L’ensemble est agité doucement pendant une heure. Le milieu de culture ainsi préparé est
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ensuite stérilis€ par filtration : pré-filtre non stérile 0,45 um (ref AP 200 4700 Millipore) et filtre
stérile 0,22 pm (Sterivex-GS, ref SVGS 01015 Millipore, USA) a I’aide d’une pompe
péristaltique Masterflex (Cole Parmer Instrument Co, USA) et fractionné en flacons de 450 ml.
Ceux-ci sont stockés en chambre froide & 2°C.
Le contrdle de stérilité est effectué par stockage des premiers et derniers 50 ml filtrés, a

+37°C pendant la semaine précédant I’utilisation du milieu de culture.

IV - SUPPLEMENTATION DU MILIEU DE CULTURE

Le milieu ainsi préparé est supplémenté extemporanément avec du sérum de veau foetal
(Gibco, ref 13-6290H) (5% ou 10% deSVF traité au charbon dextran) a I’aide d’une seringue
stérile de 10 ml munie d’une unité Minisart NML de filtration 0,2 [tm (Sartorius, ref 165-34K),
5 ug/ml de la solution d’insuline bovine de pancréas (Sigma, ref I-5500) et de 2 mM de
glutamine & une concentration de 30 mg/ml (200 mM) (Imperial lab. ref 5-702-66) et avec soit
100 U/mt de pénicilline et 0,1 mg/ml de streptomycine (Imperial lab. ref 4-804-07) soit S0

Kg/ml de gentamycine sulfate seule (Panpharm).

V - ENTRETIEN DE LA SQUCHE

1 - PREPARATION DE LA SOLUTION SALINE TAMPONNEE AU PHOSPHATE

1,38 M de NaCl Normapur (Prolabo, ref 27 §10.29)
27 mM de KCI (Merck, ref 4936)

81 mM de Na2HPO4 (Merck, ref 6579)

14,77 mM de KH2PO4 (Merck, ref 8418)

2 - PREPARATION DE LA SOLUTION STP-EDTA CONCENTREE 10 FOIS

.30 mM d'EDTA Titriplex IIl (MERCK ; Réf. 8418)
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. Le pH est ajusté 4 7,4 avec NaOH IN.
3 - DILUTION DE LA SOLUTION

Avant utilisation, cette solution est diluée au 1/10 dans de ’eau pyrodistillée,
4 - SOLUTION DE TRYPSINE-EDTA (0,05 %-.0’02%)

Elle est préparée par dilution au 1/5 de la solution commerciale de trypsine 0,25%

(Imperial lab. ref 4-770-07) dans du STP et par addition de 0,2 mg ’EDTA.
5 - DECOLLEMENT DES CELLULES

La souche est cultivée dans des flacons stériles en plastique de 25 ou 75 ¢cm2 dans une
étuve Narco 5100 a CO2 (5% CO2 et 95% d’air humidifié€) dans 15 m! de milieu de culture.
Tous les lundis, les cellules sont repiquées dans de nouveaux flacons aprés décollement : les
cellules sont d’abord rincées avec 2 ml d’une solation stérile de STP-EDTA puis mises en
contact 1 & 2 minutes avec (,5 ml de STP—EDTA et 1 ml de trypsine 0,05%-EDTA 0,02%. La
trypsine est ensuite neutralisée avec 8,5 ml de milieu de culture. On aspire et on refoule la
suspension cellulaire 2 a 3 fois pour séparer les cellules. On met enfin 0,5 ml et
0,25 ml de la suspension cellulaire dans deux flacons T75 contenant 15 ml de milieu de culture
soit une dilution au 1/20 et 1/40 ; ce qui représente environ une densité d’ensemencement égale
4 50 et a 100 cellules par mm2. Le milieu de culture est changé les mercredis et les vendredis et
on refait le repiquage le lundi suivant.

Remarque :

- les cellules & confluence depuis 2 ou 3 jours se décollent plus facilement que les cellules juste
confluentes.

- les cellules MCF-7 ont facilement tendance a s’aggréger. Au moment du décollement des

cellules, le refoulement sera une opération trés importante afin de ne pas avoir des amas
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cellulaires dans e tube et de permettre une meilleure statistique au moment du comptage.
- le ringage préalable du tapis cellulaire par la solution de STP-EDTA permet d’éliminer les ions
Mg++ et Ca++ indispensables 4 1’adhésion intercellulaire et diminue donc le “temps de

trypsination”.
VI - CONGELATION DES CELLULES MCF-7

1 - MILIEU DE CONGELATION : PREPARATION EXTEMPORANEE

Ce milieu est préparé stérilement dans un bain de glace car il serait toxique pour les
cellules & température ambiante. II est obtenu par addition, dans ’ordre, du milieu de culture 3

5% de SVF, du DMSO (Merck, ref 16743) et du SVF (75,10,15 : v/v).

2 - RECUPERATION DES CELLULES

Les cellules a congeler doivent étre trypsinées avant la confluence car les cellules en phase
exponentielle “repartent” mieux que celles qui n’y sont pas. Elles sont décollées comme il a été
décrit ci-dessus puis centrifugées 5 minutes & 1000 g 4 4°C,

Apres €limination du surnageant, on ajoute le milieu de congélation aux cellules
(5 millidns de cellules soit environ la moitié d’un flacon de culture T75, non confluent, par tube
de congélation et par ml de milieu). Les tubes de congélation (Nunc) sont ensuite placés 30

minutes & -20°C puis 24 heures 4 -80°C et enfin dans de I’azote liquide  -196°C.

VII - DECONGELATION DES CELLULES

3,5 ml de milieu de culture & 20% de SVF sont placés dans un flacon T25. Le tube est
réchauffé rapidement et le contenu du tube (stérilis€ extérieurement) est transvasé stérilement
dans le flacon contenant le milieu de culture. Aprés une nuit d’incubation, le milieu de culture
est changé et on rajoute un troisi¢éme antibiotique (gentamycine 100 pg/ml) et la concentration

du couple pénicilline-streptomycine est augmentée respectivement & 300 U/ml et 300 mg/ml.
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VIII - PREPARATION DU SVF-TCD

Le sérum de veau foetal décomplémenté est décongelé puis traité par 1% de charbon
végétal Norit, en poudre (Prolabo, ref 26008.296) et 0,1% de dextran T 70 ref. 17-0280-01

(Pharmacia fine chemicals, Suéde) sous agitation magnétique 30 minutes a 56°C.

Aprés centrifugation 20 mn & 3000 g, le méme triitemcnt est recommenceé 4 37°C. Aprés
centrifugation 1 heure 4 3000 g, le surnageant est filtré deux fois : tout d’abord sur filtre
Millipore, Millex-HA 0,45 pm (ref. SLHA 025 BS) et Millex-GS 0,22 pm (ref. SLGS 025

BS) puis seulement sur filtre 0,22 pm.
IX - COMPTAGE

Le comptage des cellules se fait au microscope grice & un hémocytometre (cellule de
Malassez) en présence de bleu de trypan. Les cellules mortes incorporent ce colorant et elles ont
un aspect brillant au microscope, ce qui facilite le comptage des seules cellules vivantes. Apres
cette manipulation, le reste du milieu cellulaire contenu dans un volume de 3 ml d’un mélange
de solution STP-EDTA et de trypsine est conservé au congélateur, pour nous permettre de faire

par la suite le dosage de I’ADN.
X - DOSAGE DE L’ADN

Ce dosage est effectué selon la méthode de Brunck et al. (20). 1l ne tient pas compte des
cellules mortes mais il est trés précis et les écarts-types obtenus sont trés réduits. II permet aussi
de doser des quantités d’ ADN de I'ordre du pg soit environ 20000 cellules MCI*-7. Ce dosage
est basé sur la propriété qu'ont les dérivés du benzimidazol (DAPI, DIPI, Hoechst) de se lier de
fagcon non covalente avec les paires de bases d’adénine-thymine des molécules d’ADN. Le .

DAPI, (diamidino phényl indole), sous I’action d’un rayonnement excitateur a 390 nm, va
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émettre une fluorescence & 526 nm, proportionnelle & la quantité d’ADN présent. Cette
fluorescence est mesurée dans une cuve en quartz avec un spectrofluorimetre Mark I FOCI
(Farrand optical Co Inc, USA). Aprés décollement des cellules, une partie est cornptée et I’autre

est congelée 2 -20°C.

Au moment du dosage de I’ADN, les tubes sont mis 4 décongeler et ensuite le milieu
cellulaire qui présente des agrégats de cellules est britvement soniqué grice & un appareil &
ultra-son (CHU, Limoges). La sonication est réalisée sur un temps trés court de 20 secondes

environ pour ne pas casser la double chaine d”ADN.
1 - LES REACTIFS

ADN de Thymus de veau (type I, Sigma ref.D 1501) 2 mg/ml dans NaCl 10 mM.
DAPI (Sigma, ref. D 1388) 1 mg/ml dans I’éthanol.

2 - DOSAGE DE L’ADN PAR LA METHODE DU DAPI

Les solutions d’ADN et du DAPI sont diluées au 1/1000 dans de I’eau distillée et filtrées
sur filtre 0,22 pum. Avant le dosage, les solutions d’ADN ainsi que les échantillons sont
soniqués brieévement. Le test est réalisé sur un volume de 5 ml : 2 ml de DAPI(1 pg/ml), 0,25 &
3 ml d’ADN (2 pg/ml) et eau distillée et filtrée sur filtre (0,22 pm (QSP. 5 ml). On agite les

tubes et on réalise la lecture au spectrofluorimétre .
3 - VALIDITE DES METHODES

La figure 3 montre que la fluorescence du DAPI est proportionnelle aux quantit€s ’ADN
présent et la figure 4, montre que a quantité d’ADN est aussi proportionnelle au nombre de

cellules MCE-7.
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La comparaison des courbes de croissance obtenues 3 partir des mémes suspensions cellulaires
par les deux techniques donne des profils similaires. Les écarts sont plus réduits avec la mesure
de I’ADN (fig.6) qu’avec Ia numération cellulaire (fig.5). Cette dernidre est rendue difficile par
la tendance des cellules MCF-7 a s’aggréger. Mais son avantage sur la mesure de I’ ADN est

qu’elle ne tient compte que des cellules vivantes qui n’incorporent pas le bleu trypan.

Figure 3 : DOSAGE DE [’ADN PAR LA METHODE DAPI réalisé au laboratoire selon la

technique de Brunk et al., (1979).
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Malassez} et la quantité d’ADN exprimée en pg et dosée par la méthode du DAPIL
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Figure 5 : Etude de la prolifération des cellules MCF-7 dans le milieu MEM 2 5% de sérum de

veau foetal par la numération & I’hémocytométre.
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Figure 6 : Etude de la prolifération des cellules MCF-7 dans le milicu MEM & 5% de sérum de

veau foetal par le dosage de ' ADN.
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XI - CONDITIONS DE CULTURE

De fagon a obtenir des conditions optimales de réponse et une reproductibilité des

résultats, Habrioux-Najid, 1989, ont mis au point un modéle d’étude :

- L’ensemencement des cellules MCF-7 se fait dans un milieu de calture dont la

composition est bien définie :

. addition d’antibiotiques de fagon A éviter toute contamination microbienne
. addition de rouge phénol

. pH maintenu & 7,7 avec HEPES

Ce milieu est enrichi en sérum de veau foetal déstéroidé a 5% (SVE-TCD), c’est-a-dire du

sérum de veau dont on a éliminé toutes les hormones libres présentes (DHA, DHA-S, T et E2)

(SANSILLON, 1991).

- En outre, il a €t montré que pour obtenir une intensité de réponse maximale il fallait -

. changer de milieu tous les deux jours pour éviter 1’accumulation des facteurs de

stimulation et/ou I’inhibition de la prolifération ( DICKSON & LIPPMAN, 1987 : ROBINSON
& JORDAN, 1989)

. une densité€ d’ensemencement de 50000 cellules par puits,

. gjouter les hormones 2 tester aprés deux "passages”.
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XII - STEROIDES UTILISES : FORMULES ET PRCOVENANCE
COMMERCIALE

1 -ESTRADIOL-17(  1,3,5 (10)-ESTRATRIEN-3, 178 diol

réf. Sigma E.8875

2-ESTRONE  1,3,5(10)-ESTRATRIEN-3-OL-17-ONE

réf. Sigma A.9750

3 - D.H.A : DEHYDROEPIANDROSTERONE QU 3B-HYDROXY-5-ANDROSTEN-
17-ONE

réf. Sigma 1D.4000
HO
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4 - D.H.A-S : SULFATE DE D.H.A. OU 33-SULFATE-5-ANDROSTEN-17-ONE

o réf. Sigma D4625

I
Ho—s —p

[

5 - ADIOL : ANDROSTENEDIOL OU 5-ANDROSTENE-3(3, 178 DIOL

OH
réf. Sigma A7830

Ho

6 - S-ADIOL : SULFATE D'ADIOL OU 3B3-SULFATE-5-ANDROSTENE-173-DIOL,

le S-Adiol est préparé par réduction du DHA-S par Na BH4 dans le méthanol par B.

CHANTEGREL (INSA-Lyon)
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7 - ADIONE OU A4 : ANDROSTENEDIONE QU 4-ANDROQSTENE-3,17 DIONE

réf. Sigma A9630

8 - TESTOSTERONE : 4-ANDROSTEN-173-OL-3-ONE

réf. Sigma A6950

9-50D.H.TOU DIHYDROTESTOSTERONE : 50-ANDROSTAN-17f OL-3 ONE

OH
réf. Sigma A2570
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10 - ANDROSTERONE : 5a-ANDROSTAN-30-OL-17-ONE

réf. Sigma A2420

11 - ETIOCHOLANOLONE : 53-ANDROSTAN-30-OL-17-ONE

réf. A3610

HOD

12 - 50-ANDROSTANE-38, 173-DIOL

OH
réf. Sigma A1220

HO 1
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13 - 5B-ANDROSTANE-3t, 17B-DIOL (ETIOCHOLAN-3q, 178-DIOL)

oM

réf. Sigma A3030

HO

14 - 53-ANDROSTANE-3B, 17B-DIOL (ETIOCHOLAN-38, 178-DIOL)

réf. Sigma A3060

15 - 5-ANDROSTANE-3q, 178-DIOL-DIHYDROANDROSTERONE

O H
réf. Sigma A1170

‘Ho' '
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Chapitre 4
RESULTATS




42
I - INTRODUCTION

On sait qu’aprés la ménopause, la production des hormones stéroides par I’ovaire cesse et
que seules les glandes surrénales continuent leur sécrétion.

Alors, le taux plasmatique du DHA-S est de loin le plus élevé. 1l semblerait qu’il soit
ensuite métabolisé par les cellules mammaires en d’autres hormones ; c’est ainsi que ces cellules
modifient leur environnement hormonal,

Nous avons donc essayé, a travers notre expérimentation, de voir quels étaient les effets
des métabolites de la DHA sur les cellules mammaires cancéreuses en culture.

Pour cela, nous avons considéré comme référence positive d’activité mitogénique des
stéroides sur les cellules MCF-7, I'effet de I'cestradiol, et comme référence négative de
prolifération, I'effet du Tamoxiféne.

L’effet des androgenes surrénaliens sur les cellules cancéreuses mammaires est étudié sur
I"observation de la prolifération des cellules MCF-7 par des expériences de croissance réalisées

sur une semaine avec dosage régulier de ’ADN.

II - ANDROGENES MINEURS

1 - INFLUENCE DE LA DHA, DU DHA-S ET DE L’ADIOL

Pour ces manipulations, trois contrdles ont éié effectués :
- cultures témoins sans effecteur mais avec 0,1 % d’éthanol car les solutions stocks
(10-2 M) des stéroides édiés sont préparées dans I’éthanol,
- témoin positif de culture en présence d’E2 (10-3 M),

- témoin négatif de culture en présence du Tx (10-6 M).
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a - CULTURE DANS SVF

La culture des cellules MCF-7 est effectuée, dans un premier temps, dans un sérum de
veau foetal complet (SVF) 4 5%.

On constate alors que la vitesse de prolifération des cellules témoins (sans effecteur ou
avec E2) et celle des cellules cultivées en présence de DHA et DHA-S ne sont pas
significativement différentes. (Fig, 7)

Nom bre .de ce llules x Acoo poN

'

Ot A
puA-S
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Tamoyifene { 1,

P 4 - A4 TJouRs
Figure 7 : Prolifération des cellules MCF-7 en présence de E2 10 nM ;
du Tx 1 ¢M ; de la DHA 10 uM et du DHA-S 10 uM dans SVF 4 5 %
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b - CULTURE DANS SVE-TCD 3 5%

o - Prolifération cellulaire

Le modele d’étude établi par HABRIOUX-NAIJID, 1989, propose la culture des cellules

MCE-7 dans SVF déstéroidé par traitement avec du charbon-dextran .

Les cellules sont récoltées a J1, J4, Jg, et J§ et pour chacune de ces récoltes cellulaires,

nous ferons le dosage de I’ADN. Les résultats sont présentés sur la figurz 8. Dans ces

conditions de culture, on constate que I'E2 stimule la croissance cellulaire.

En outre, la DHA stimule fortement la croissance cellulaire 3 une concentration de

105 M.

Il apparait que la DHA-S provoque la prolifération des cellules MCF-7 i cette méme
concentration mais la cinétique de la croissance de la DHA-S est décalée par rapport 4 celle-de la
DHA. On peut donc se demander si la DHA-S ne subit pas une transformation en DHA avant

d’agir.

D’autre part, on peut observer que 1" Adiol (Fig. 8) ainsi que son sulfate (Fig. 9) ont un

effet mitogénique notable pour une concentration plus faible que la DHA.

En effet, le S-Adiol stimule la prolifération pour une concentration 10-8 M (Fig. 9) et

I’ Adiol avec une concentration de 10-7 M. (Fig. 8)
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Figure 8 : Effets de E2 10 nM (), de I'Adiol 0,1 uM (=#), de la DHA
10 uM (p—w), du DHA-S 10 uM (~— ) et du Tx 1 UM (e—e ) sur la prolifération

des cellules MCF-7 en présence de SVF-TCD 4 5 %,
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B - Temps-dépendance

Durée du traitement (jours)
4 6 8
stéroides % de stimulation
E2 147 154 188
Adiol 100 117 156
DHA 53 158. ' 141
DHA-S 27 21 116

Tableau II : Comparaison des pourcentages de stimulation de la prolifération
des ceflules
MCF-7 par rapport aux cultures témoins en fonction de la durée du traitement.

Ces pourcentages sont calculés & partir des valeurs moyennes de la figure 8.
De plus, nous pouvons constater que la multiplication cellulaire se fait de facon

dépendante du temps, I’effet mitogénique étant plus marqué quand le temps de contact des

cellules avec ces effecteurs est plus long.

La DHA et son ester sulfate provoquent une stimulation moindre par rapport A celle de

I’E2 et & I’ Adiol jusqu’au sixiéme jour mais aprés, la prolifération est plus rapide.

Peut-étre, pouvons nous suggérer que la DHA est métabolisée en Adiol puisqu’on a vu

qu’il y avait une augmentation de 1’activité de la 17  HSD.

Selon ces résultats, on peut établir une hiérarchie des 4 stéroides selon leur pouvoir

mitogénique vis-a-vis des cellules MCF-7 dans nos conditions de culture :

E2 > Adiol » DHA > DHA-S
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On note ausst la stimulation de la prolifération cellulaire par S-Adiol apres neuf jours d’un

facteur 3 & la concentration 10-8 M et d’un facteur 3,6 au taux 10 -7 M. (Fig. 9)

Mais I'effet observé avec S-Adiol est beaucoup plus tardif. IT n’apparait qu’aprés 8 jours
de contact alors que la concentration d’Adiol nécessaire pour I’obtention du méme effet est

0,1 uM et apparait apres 4 jours de culture.

Ces différences suggérent que, comme pour la DHA et son sulfate, "activité de ce

S-Adiol est liée 4 son hydrolyse en Adiol.

ADa
7

20

5. .Adisl
40" m

J<_Adiol
40-3'”

12,

A 3 s * 3 Fouas

Figure 9 : Effets du sulfate 33 d'Adiol (S-Adiol) sur fa croissance des celuc,

MCF-7 en culture depuis 3 passages en présence de 5 % de SYF-TCD.
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2 - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DE CES STEROIDES SUR
LA CROISSANCE DES CELLULES MCF-7

DNA
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Figure 10 : Réponse des cellules MCF-7 4 des concentrations croissantes

d'androgénes surrénaliens en présence de 5 % de SVF-TCD.
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Les cellules sont ensemencées en présence de quatre stéroides E2, Adiol, DHA, DHA-S 3
différentes concentrations. On récupére les cellules au huitiéme jour, puis on fait le dosage de

I’ADN. Les résultats obtenus sont représentés figure 10.

Les concentrations nécessaires pour un effet mitogénique optimal sont :
- E2 : concentrations comprises entre 109 et 10-7 M ;
- Adiol : 1077 et 105 M ;
-DHA : 105 M;
- DHA-S :10-3 - 10-4 M.

Nous effectuerons donc nos expérimentations ultéricures avec :
[E21=10nM soit 10-8 M
[ Adiol ] = 0,1 uM soit 10-7 M
[DHA ]=[DHA-S]=10M

Nous ne I’avons pas figuré sur ce tracé, mais pour des concentrations en E2 supérieures a

10-6 M, on note un effet inhibiteur. (RAYNAUD & OJASQO, 1986)
3 - CONCLIUSION.

Dans nos conditions opératoires définies ci-dessus, nous avons montré d’une part P'effet
mitogénique sur les cellules cancéreuses mammaires en culture des androgénes dits mineurs tels
que 1’Adiol et fa DHA ainsi que leur sulfate respectif et ce par comparaison avec I’effet
mitogénique de UE2.

Cet effet mitogénique des androgeénes est temps et dose dépendant,

De plus, on peut se demander si la stimulation de la prolifération cellulaire induite par le
S-DHA et le S-Adiol ne serait pas liée & leur hydrolyse respective en DHA et Adiol et ce grice &

I’action de la sulfatase dont on a vu que l'activité est augmentée dans les tumeurs mammaires.
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I - ANDROGENES MAJEURS

1 - TESTOSTERONE (figure 11)

La Testostérone a été érudice 4 deux concentrations différentes : 10 nM (10-8 M) et
0,1 uM (10-7 M). (Fig. 11)

A 10-8 M, Ia Testostérone est sans effet significatif sur la croissance cellulaire alors qu’on
peut noter une nette inhibition (environ 30%) de cette prolifération & une concentration plus

élevée (10-3 M).

2 - 500 DHT (figure 12)

La 500 DHT est I'hormone active responsable de 1effet androgénique chez I’homme 2
partir de la testostérone par I’action de la 5o réductase et ce, de facon intracellulaire.

Cet androgéne stimule la prolifération des cellules MCF-7 en culture aux concentrations
107 et 10-6 M.

Par contre, & 10~ M, la 5o DHT inhibe Ia croissance cellulaire.

3 - A4 (figure 13)

L’étude a éié faite avec trois concentrations différentes de A4 : 10-9 M, 10-7 M et
10-6 M et ce, sur une période de 9 jours.

On note une inhibition dés le sixiéme jour de culture sur les cellules cancéreuses
mammaires. Celle-ci est d’autant plus nette que le contact avec les cellules MCF-7 est plus long
et que la concentration est plus élevée.

En effet, aprés 9 jours de traitement, les pourcentages d’inhibition de la croissance des

cellules MCE-7 obtenus avec ces 3 concentrations sont respectivement : 20 %, 45 % et 79 %.
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Figure 11 : Effet de la Testostérone sur la prolifération des cellules MCF-7 en

culture dans SVE-TCD 4 5 %,
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Figure 12 : Effet de la 5« DHT sur les cellules MCF-7 dans SVF-TCD a 5%.
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Figure 13 : Effet de la A4 sur la croissance des cellules MCF-7 daus SVF-TCD

a 5%.
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IV - METABOLITES

1 - DERIVES CETONIQUES = METABOLITES OXYDES EN 17 (Figure 14)

Ces molécules sont denx épimeres différents de par leur configuration spatiale.

- Androstérone

~OHen C3 en position o

- Hen C5 en o = posttion trans par rapport 2 C19
- Etiocholanolone

-OHen C3 en position o

-Hen C5 en [3 = position cis par rapport 4 C19

Les résultats sont montrés sur la figure 14.

Pour des concentrations comprises entre 10-8 et 1076 M, ces deux molécules sont sans
effet sur la croissance des cellules MCF-7 en culture.

Par contre, on observe une inhibition pour un taux de 10-3 M pour ces dérivés

cétoniques.
La configuration spatiale de ces molécules & cycle saturé ne semble donc pas influer sur la

croissance cellulaire.
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Figure 14 : Effet de I’Androstérone et de I’Etiocholanolone sur la prolifération

des cellules MCEF-7 mises en culture dans SVF-TCD i 5%.
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- 2-DERIVES DIHYDROXYLES : METABOLITES REDUITS EN 17

Ce sont les quatre composés de la famille des Androstanes-17 [ diol qui ne différent que

par leur configuration en C3-Cs.

a - Dose-dépendance (figure 15)

#4 : 50¢ Androstane 38, 178 diol
B : 5B Androstane 30, 173 diol
C : 5B Androstane 3f3, 178 diol

D : 5a Androstane 3o, 178 diol

On considére trois concentrations différentes : 10-7 M, 10-9 M et 10-3 M. Pour chacun,
on récupere les cellules apres 8 jours de culture. Il s’avére que tous ont un effet mitogénique.

Aux concentrations 10-7 et 10-6 M, la stimulation de la prolifération cellulaire est
importante surtout pour fe S androstane - 3 178 diol.

Par contre, A la plus forte concentration (10-9 M), ’effet mitogénique disparait pour ces

quatre stéroides.

b - Temps-dépendance (Fig. 16)

L’étude s’est €talée sur 8 jours avec récupération et comptage des cellules en culture 4 J4,
Jg et Jg. Pour chaque androstane diol étudi€, 1a concentration choisie est 100 M,

La stimulation de la croissance cellulaire est observable i partir du quatri®éme jour. Elle
augmente avec la durée du traitement.

Les résultats obtenus confirment ceux de ’étude dose-dépendance avec un effet moindre
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pour le So-androstane 3, 178 diol (stimulation qu’a partir du sixieéme jour), alors que le
So-androstane 3B, 178 diol semble &tre 1’épimere le plus nettement mitogénique et ce dés le
quatrieme jour de contact.
Le 5(3-androstane 30, 17 diol et le 5B-androstane 3B, 17 diol stimulent la prolifération
cellulaire de fagon sensiblement identique que ce soit dose ou temps dépendant avec une
réponse notable des le quatrieme jour & 10-0 M croissant jusqu’au huitieéme jour, et une réponse

optimale  la concentration 107 M.

¢ - Conclusion

Si ces quatre isoméres stimulent la croissance des cellules MCE-7 dans nos conditions de
‘culture, Vintensité de cette stimulation est néanmoins fonction, semble-t-il, de leur stéréochimie.
On constate que pour les deux isoméres de la série So-androstane 17f diol, seul le 3fa
un effet mitogénique net. Ceci tend donc & prouver que le -OH en 3 est nécessaire pour qu’un
stéroide soit mitogénique. Mais il apparait que ce ne soit pas une condition suffisante puisque
I'isomere de la série 5B ayant un -OH en 3P a des effets mitogéniques similaires 3 I’épimere de

cette méme série mais avec le -OH en position 3oL
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Courbe dose-dépendance 4 Jg

- = 5o androstane 3(3, 17 diol
P = 503 androstane 3o, 178 diol

C =50 androstane 33, 170 diol

D= Soc androstane 3c, 17 diol

Figure 15 : Effet des 4 Androstane-17f diof sur la prolifération des cellules
MCF-7 dans SVF-TCD 4 5% en fonction des concentrations. Au 8éme jour, les

cellules sont récoltées, comptées et leur contenu en ADN est évalué.
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1ADM

Courbe temps-dépendance 2 1 pM (10-6 M)

Figure 16 : Effet des 4 Androstane-178 diol sur la croissance des cellules
MCF-7 dans SVF-TCD a 5% en fonction du temps et 4 une concentration de

10-6 M,
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Chapitre 6
DISCUSSION
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I - EFFET MITOGENIQUE DES ANDROGENES PAR RAPPORT A L’EFFET
MITOGENIQUE DE L’E2

1 - ANDROGENES MINEURS

Apres la mise au point des conditions opératoires nécessaires A 1’obtention d’une réponse
reproductible et proportionnelle des cellules MCF-7 & la stimulation de I’E2, nous avons
comparé ’effet des androgénes surrénaliens sur ces mémes cellules hormonodépendantes et
dans les mémes conditions expérimentales. Nous pouvons alors admettre que les androgénes

mineurs ont un effet mitogénique sur la croissance des cellules MCE-7.

Excepté pour la DHA, les concentrations des stéroides qui stimulent de 50% la
prolifération des cellules MCF-7, dans nos conditions de culture, sont voisines des taux

plasmatiques chez les femmes ménopausées (tableau II).

Tableau III : Comparaison des taux plasmatiques (nM) chez la femme
préménopausée et postménopausée avec les doses stimulant de 50% la

prolifération des cellules MCF-7.

Stéroides S50 (nM) Préménopause Ménopause
DHA 500 7-302 52b
DHA-S 1000 2560-12804 ¢.d 240-1900 ¢,d
Adiol | 1 2,07-3,1 &.f 1,14 b
estradiol 0,001 0,15-1,47 € 0,037 €
a (HABRIOUX, 1983) d (LAGRELIUS & al., 1988)
b (ADAMS & al., 1981) e (POORTMAN & al., 1985)

¢ (ALEXIEVA-FIGUSH & al., 1987) f (HABRIOUX & al., 1978)
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La concentration active du DHA-S sur les cellules MCF-7 se situe dans la fourchette des
valeurs plasmatiques physiologiques de la femme ménopausée. De plus, elle est identique
celle qui induit la synthése de la protéine 46 K par les cellules MCF-7 (ADAMS & al., 1981).

L’ensemble de ces résultats montre I'importance du DHA-S, au moins dans le maintien
des cancers mammaires chez les femmes ménopausées, voire méme dans leur genése.

Selon nos expérimentations, la DHA présente une réponse maximale pour une
concentration de 10-3 M mais, bien que dans une proportion moindre, elle stimule aussi la

croissance des cellules MCF-7 2 1a concentration physiologique 5.10-7 M.(fig. 10)

D’auwre part, il faut tenir compte du fait que la DHA est retrouvée en quantité plus élevée
au niveau de la tumeur et du liquide kystique et est alors supérieure & son taux plasmatique

(BONNEY & al., 1984).

La concentration de I’ Adiol utilisée dans notre expérimentation pour stimuler de 50% la
croissance des cellules MCF-7 est voisine du taux plasmatique chez la femme ménopausée.
Mais elle est 100 fois inférieure a celle qui stimule ’incorporation de la thymidine tritiée dans
les cellules MCF-7 (KREITMAN & BAYARD, 1979) et elle est aussi deux fois plus faible que
celle qui induit la synthése de la protéine 46 K par les cellules MCE-7 (ADAMS & al., 1981).

En effet, ADAMS & al., ont étudié la possibilité pour la DHA et 1’Adiol d’induire la
synthése par les cellules MCF-7 d’une glycoprotéine cestrogéno-dépendante (M.W 4600). Les
concentrations requises pour 1'induction de 50% de la prolifération sont 2 nM pour Adiol, 500
nM pour la DHA et I uM pour DHA-S. (ADAMS & al., 1981)

L’induction par I’ Adiol est inchangée en présence d’un inhibiteur de I’aromatase. Cela
laisse donc penser que cet effet cestrogéno-dépendant est 1ié 4 Paffinité de 1'Adiol pour le

Récepteur aux Estrogenes (RE).

De plus, I’Adiol stimule Ia sécrétion de LH induite par LH-RH ainsi que celle de la
prolactine et celle de I’hormone de croissance. Cet effet stimulateur de 1’ Adiol sur la sécrétion

de ces hormones hypophysaires est antagonisé par un anticestrogéne,
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En outre, dans les cellules MCF-7, I’ Adiol favorise 1a synthése de la glycoprotéine 52K
cestrogéno-dépendante et stimule la synthése du Récepteur 3 la Progestérone (R.P.)

(ROCHEFORT & GARCIA, 1984).

L’amplitude des réponses biologiques induites par 1’ Adiol est voisine de celle de 'E2.

Le role eestrogénique de I’ Adiol pourrait étre particuliérement important chez les femmes
ménopausées chez lesquelles la concentration plasmatique de ce stéroide est 12 4 24 fois plus
élevée que celle de I’E2, tandis que I’affinité de ces deux stéroides pour le R.E. est identique

(ADAMS, 1985).

L’ensemble de ces résultats montre donc I'importance du DHA-S, de la DHA et de

" Adiol, au moins dans le maintien des cancers mamimaires chez les fernmes ménopausées.

On a pu établir un classement de ces 4 stéroides selon I’intensité de leur effet

mitogénique,

E2 > Adiol > DHA > DHA-S
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2 « ANDROGENES MAJEURS
a - Testostérone et DHT

Dés 1959, HUGGINS & al.avaient observé que la DHT, & fortes doses, stimule la .
croissance des tumeurs mammaires alors qu’a des doses modérées, elle atténue 1’effet des
estrogénes sur la prolifération cellulaire. I1 semblerait que 1’effet obtenu avec de faibles doses

-s’effectue via le Récepteur aux Androgénes (R.A.) comme le suggére son antagonisation par un
anti-androgéne (SCHMIDT, 1979).
I a ét€ montré que la T. et la D.H.T. a forte concentration (10 nM) s’opposent & la

synthése du Récepteur a la Progestérone dans les cellules MCF-7. (MAC INDE & al; 1981)

Par contre, I’action cestrogénique peut s’effectuer par ’aromatisation des androgénes en
estrogenes ou par un effet direct via le R.E. (MAC IND(E, 1981).

11 a aussi été propos€ que la DHT et la T, a fortes doses, puissent augmenter le taux d’E2
libre au niveau des cellules cibles en déplagant I’E2 de sa protéine de transport SHBG, forme

sous laquelle elle est inactive (SUTERI, 1979).

Cependant, comme nous I’avons indiqué dans le tableau I, les concentrations
physiologiques chez la femme ménopausée sont
- pour la Testostérone : = 1 nM
- pour la D.H.T: = (,3 nM
Ce sont des concentrations auxquelles la T. et la D.H.T. sont sans effet sur la prolifération
cellulaire.
La dose minimale pour laquelle nous avions obtenu une stimulation de cette croissance
par la 5o DHT (1 uM) est donc 3000 fois supérieure au taux physiologique.
LIPPMAN & al., (1976), ont eux-aussi obtenu une stimulation de 1’incorporation de la

thymidine tritiée dans les cellules MCF-7 par la 500 DHT a 1 pM. A cette concentration, cet



65

androgene peut se lier aux R.E., entrainer la translocation du complexe RE-(5¢- DHT) dans les
noyaux des cellules MCF-7 et stimuler ensuite 'induction de la synthése des R.P. (ZAVA &
MC GUIRE, 1978). La 50-DHT (tout comme P’androstérone et le So-androstanedione) inhibe
alors de 90% 1’activité aromatasique des cellules MCE-7 en culture (MAC IND(E & al., 1982 ;
PEREL & al., 1984 et 1988).

Par contre, cette stimulation de la croissance des cellules MCF-7 n’a pas lieu aux
concentrations physiologiques de la 5oc DHT, concentrations auxquelles cet androgéne a des
effets anticestrogéniques, au niveau de la synthése des R.E et de I’induction des R.P, de

10 pM a 10 nM (MAC IND@E & ETRE, 1980 et 1981 ; STOVER & al., 1987).

En résumé, la 50-DHT se fixerait aux faibles concentrations (physiologiques) sur les
R.A. et le complexe RA-(50-DHT) inhiberait la synthése des R.E. et empécherait I’induction
par I'E2 des R.P. (MAC INDE & ETRE, 1980 et 1981 ; STOVER & al., 1987), alors qu’aux
concentrations expérimentales {1 M), cet androgéne se fixerait sur les R.E. et entrainerait leur

translocation dans les noyaux, d’ot les effets cestrogéniques observés i ces doses,

b - A4 ou Adione

L’inhibition de la prolifération des cellules MCF-7 par 1’Adione 4 des concentrations
physiologiques est trés étonnante (Fig. 13). Mais nous nous sommes assurés de la
reproductibilité de ces résultats. Ainsi, apres 9 jours de traitement, les pourcentages d’inhibition
de la croissance des cellules MCF-7 obtenus avec des concentrations de 1 nM, 0,1 uM et 1 uM
sont respectivement : 20 %, 42 % et 79 %.

Par contre, Ueffet de la durée du traitemént n’est visible qu’avec la plus forte
concentration. En effet, si I'on compare les pourcentages d’inhibition pour chacune des trois
concentrations, obtenus aprés 9 jours de traitement et calculés A partir de 1a figure 13, on ne

constate pas d’augmentation pour les deux plus faibles concentrations d’ Adione. (Tableau IV)
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Concentrations d’Adione % d’inhibition aprés
6 jours 9 jours
1,0 nM 50 20
0,1 uM 62 42
1 uM 75 79

Tableau 1V : Pourcentages d'inhibition de la prolifération des cellules MCF-7

par I'Adione aprés 6 j. et 9 j. de culture,

D’autre part, il a €té mis en évidence la multiplication par 3 de la concentration de cet
androgene suite & un traitement de 6 mois par I’ Aminogluthétimide de patientes atteintes de
cancer mammniaires (BRUNING & al., 1989).

Cet nhibiteur de I'aromatase permet une accumulation de 1’Adione, empéchant sa
transformation en estrone et donc en estradiol. Peut-étre que comme ’estrone (JOZAN & al.,

1979, 1981, 1985), I’ Adione serait un antagoniste naturel de la croissance cellulaire,
¢ - Conclusion

L’ensemble de ces €tudes sur les effets biologiques des androgénes sur les cellules MCE-

7 nous permet de les classer en 4 catégories :

1- androgénes stimulant la croissance :

. Adiol et son suifate
. DHA et son sulfate

. Les 4 androstanes-17  diol

2- androgenes inhibiteurs de la prolifération : Adione
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3- androgeénes a la fois stimulants et inhibiteurs de 1a croissance des cellules MCE-7

selon Ia conceniration utilisée : D.H.T,

4- Androgénes sans effet sur la prolifération :

. Testostérone
. Androstérone

. Etiocholanolone
II - PROBLEME DES SULFOCONJUGUES

L’analyse du liquide du kyste mammaire montre des taux de DHA et DHA-S trés
supérieurs aux taux plasmatiques (INAUDI & al., 1987 ; BOCCARDO & al., 1988). Et, au
niveau de la tumeur, BONNEY & al., (1984) ont noté une élévation significative des
concentrations de la DHA et de I’ Adiol alors que celle de 1a DHA-S reste inchangée. Ceci laisse
donc supposer qu’il y a une augmentation de I’activité de la DHA-S sulfatase. Et MAC INDE .

- (1988) a montré que le DHA-S peut &tre transformé en DHA libre.

Tableau V : Comparaison des pourcentages de stimulation de la prolifération

des cellules MCF-7 par rapport aux cultures témoins en fonction de Ia durée du

-

traitement. Ces pourcentages sont calculés & partir des valeurs moyennes de la

figure 8.
Durée du traitement (jours)
4 6 8

stéroides pourcentages de stimulation
B2 147 154 188
Adiol 100 117 156
DHA 53 158 141
DHA-S 27 21 116
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De plus, les cellules MCE-7 ont une activité DHA-sulfotransférase (ROZHIN & al.,
1986). C’est ainsi que la DHA et I’ Adiol peuvent étre sulfoconjugués en DHA-S et en Adiol-S
(ADAMS & al, 1981).

L’hydrolyse de Ia DHA-S par la DHA-sulfatase conduit aussi & I’ Adiol aprs réduction de
la DHA par la 17-CSR ou 17 B HSD. Cet enzyme est associé 4 la présence du RE et serait
progestérone-induite alors que la DHA-S sulfatase seraft progestérone-indépendante (PROST &
al., 1984).

La stimulation de la prolifération des cellules MCF-7 est notable pour E2 et Adiol (dont la
cinétique de croissance est trés comparable) dés le 4eme jour, alors que celle provoquée par la
DHA n’apparait qu’a partir du 6¢me jour et celle de la DHA-S & partir du 8&me jour.

De méme, effet mitogénique du S-Adiol, qui n’apparait pas dans ce tableau, n’est

observé qu’a partir du 8&me jour (figure 9).
Ces résultats permettent d’émettre les hypoth&ses suivantes :

- pour que la DHA-S et le S-Adiol soient actifs, il faut qu’il y ait hydrolyse
respectivement en DHA et Adiol en présence d’une sulfatase ;

- I'amplitude des réponses biologiques induites par 1’Adiol est trés voisine de celle
provoquée par I’E2. Ceci est d’autant plus important que la concentration plasmatique d’Adiol
est 12 a 24 fois plus élevée que celle de ’E2 chez les femmes ménopausées alors que 1’ affinité
de ces 2 stéroides pour le RE est identique (ADAMS, 19853) ;

- transformation de la DHA en Adiol : sous I'action de ’enzyme 17 B HSD, la DHA est
transformée en Adiol.

L’hydrolyse du DHA-S par la DHA sulfatase conduit aussi & I’ Adiol aprés réduction de la
DHA par la 17 B HSD.
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17 B HSD
S-Adiol b ¥ DHA-S

l DHA-sulfatase

Adiol =~ DHA
T

3 B HSD

Testostérone

D’autre part, dans les tumeurs mammaires humaines, I’ Adiol et la DHA inhibent I’ activité
de la sulfotransférase qui est responsable de la conversion de I’E2 en E2-sulfate (ADAMS &
al.). Dans I’endometre humain, 1’ Adiol et son précurseur, le DHA-S, diminuent I’activité de la
17 B HSD, empéchant ainsi la transformration de E2 en E1 (cestrogéne moins actif) (BONNEY

& al., 1984).

Ces deux effets des stéroides C19-A5 (DHA et Adiol) ont pour conséquence d’augmenter

la concentration de PE2 libre et donc de potentialiser son activité en inhibant son catabolisme.

11 faut aussi tenir compte de la concentration plasmatique trés élevée d’estrone-sulfate
(420 pg/ml) (SANTEN & al., 1982) surtout chez la femme postménopausée présentant.un -

cancer du sein,

Cet estrone-sulfate est ensuite transformé en estrone par action de 1’estrone-sulfatase et

celui-ci pourrait exercer un effet estrogénique sur la synthése des protéines aprés transformation

en E2 (GELLY & al., 1987).
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III - AROMATASE

Avant la ménopause, la principale source d’E2 est [’ovaire. Dans ’ovaire, ’aromatase
catalyse la conversion de I’ Adione en estrone et [a T. en E2 ; I’activité de celle-ci étant régulée
par FSH.

Mais apres la ménopause, les ovaires ne produisent qu’en tres faible quantité 1’ Adiol et
I’E2 et les estrogénes proviennent principalement de [’aromatisation extragonadique a partir de
précurseurs surrénaliens.

Ainsi, on retrouve une activité aromatasique dans de nombreux tissus extragonadiques
mais avec une prédominance au niveau du tissu adipeux, du foie et des muscles (LONGCOPE

& al., 1982).

L’Adione, principal précurseur, est sécrétée par les surrénales & un taux d’environ
1000 ptg/j. In vivo, son taux d’aromatisation en estrone peut varier de 0,5 2 presque 10 % chez
la femme posiménopausée. Puis E1 est converti en E2 par 'enzyme 17 B HSD dans les tissus
périphériques.

Cela pourrait expliquer pourquoi la concentration en E2 est plus élevée dans les tissus
cibles que dans le plasma et que le taux d’E1 plasmatique est supérieur 2 celui de E2.

Par contre, le taux de T produite par la surrénale et sa conversion périphérique en E2 est

négligeable.

D’autre part, ’ensemble de nos résultats montre ’importance de la DHA, du DHA-S et de
I’Adiol sur la prolifération des cellules cancéreuses mammaires. Les différences entre les
concentrations actives de ces stéroides sur les cellules MCF-7 ainsi que la comparaison de la
cinétique d’action de ces stérotdes par rapport 4 celle de I’E2 montre que 1’ Adiol stimule 1a
croissance aussi rapidement que I’E2, par contre la DHA et le DHA-S stimulent l'incorporation
de la thymidine tritiée beaucoup plus tardivement.

Cela suggere donc que la DHA et la DHA-S agiraient sur la prolifération des cellules
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MCEF-7 apres leur transformation en Adiol et/ou en E2 par action de I’aromatase.

Le tissu adipeux est un site important pour la biosynth&se de E2 et plus particulidrement
chez la femme ménopausée, de telle sorte que cette activité périphérique contribue
significativement au taux de I’E2 circulant (GRODIN & al., 1973). D’autant plus que, par
rapport aux autres glandes, le sein posséde un tissu adipeux abondant. Ceci est plus marqué
chez les femmes dgées, puisque le taux de tissu adipeux du tissu glandulaire augmente avec

I"dge (PRESCHTEL, 1979).

Une observation importante €tait que, en dépit d’une grande variation de niveau de
Pactivité aromatasique entre les différents spécimens du tissu adipeux, 1’activité est
significativement plus €levée dans les tissus obtenus a partir de femmes porteuses d’un cancer
du sein (82%) comparé a ceux des femmes possédant les lésions bénignes (50%)

(O’NEILL & MILLER,).

Sachant que la DHA était concentrée au niveau du tissu adipeux mammaire, on s’est donc
demandé si la DHA ne pouvait pas étre aromatisée en E2. |

Ainsi, en incubant la DHA tritiée, in vitro, avec 6 tumeurs mammaires, ABUL-HAJI en
1975, a pu obtenir sa transformation en 17 B-E2 par seulement 3 d’entre elles. Les cellules
MCF-7 possédent une aromatase qui catalyse la transformation des androgénes en E2,

notamment Adione et Testostérone (PEREL & al., 1988) selon la réaction :

Adione + NADPH + NADH + 02 —— E2 + NADP + NAD + H20

Et HABRIOUX-NAJID, 1989, ont constaté que la DHA tritiée était transformée par les
fractions subcellulaires MCFEF-7, en E1, E2, en Adione, en Testostérone et en Adiol et en deux

produits X, Y non identifiés (Tableau V).
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Tableau VI : Transformation de la DHA f(ritiée en présence de NADPH et
NADH : Analyse de phase organique (II) Homogénat ; (C1) et (S1), culot et
surnageant 1000 g ; (C15) et (S15), culot et surnageant 15000 g (C100) et
(5100), culot et surnageant 100 000 g. Pourcentages de radioactivité apres

analyse des produits de la réaction par CLHP.

Stéroides Velume d’élution Pourcentage de uans[onnatior_l dela DHA
en CLHP (mi)
H C1 S1 Ci15 | S15 | C100 i S100
X 6-10 05 105 {043 051 05 | 0511 0,5
Ej 16-19 0,8 1,5 1030 ] 23 | 0,7 | 1,04 -
Adione 20-23 0,5 | 59 |[2458] 1.1 1,4 | 1,2 -
DHA 24-26 96,4 | 90,1 | 72,97 | 94,06 | 96,4 | 94,46 | 98,1
E2 38-40 04 1 06 | 1,35 043 | 0,6 | 095 -
T 54-57 - 0,4 - 0,11 - 0,9 -
Adiol 60-63 03 | - 0,70 | 0,3 | 04 - -
Y 75-80 1,1 1,0 - 1,2 - 0,95 -

La comparaison des transformations obtenues avec les différents extraits cellulaires

permet de constater que de fortes conversions de la DHA en E2 sont obtenues avec les
surnageants 1000 g (S1) et avec le culot 100 000 g (C100) : S1 > C100 ; ce qui confirme la
localisation microsomiale du complexe “DHA-aromatase”. Donc les résultats obtenus au niveau

des fractions subceliulaires de MCF-7 sont trés différents de ceux observés avec ces cellules en

culture.,
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IV - PROBLEME DES METABOLITES

1- RELATION STRUCTURE DANS L'ESPACE DES METABOLITES - AFFINITE
POUR LE RE

Les différences d'action sur la prolifération des cellules MCE-7 des différents diols ont
permis de penser que la structure dans I'espace du stéroide pouvait influer sur son affinité pour
le RE.

Deux groupes fonctionnels apparaissent importants pour une affinité élevée avec le RE et
donc pour la stimulation de la croissance des cellules MCF-7 : ce sont les groupements 17
hydroxyle et 3 hydroxyle et ce respectivement dans une position 17 B et 3 B sur la molécule,
Ainsi, Ia substitution ou I'absence de ces deux groupes empécheraient la liaison des androgénes
sur le RE (Rochefort & Garcia, 1984).

En effet, les dérivés diols qui permettent une action mitogénique plus importante sur les
cellules MCF-7 sont les deux dérivés 3 B 17 P soit :

- 5 av androstane 3 § 17 3 diol (:A)

- 5 [ androstane 3 3 17 B diol (C)

et les deux autres dérivés B et D en 3 o 17 P sont moins efficaces sur la prolifération.

Mais mé€me si ces deux caractéres sont essentiels, il semblerait qu'ils soient non suffisants
puisqu'on observe une prolifération beaucoup plus nette pour le composé »4.

Ainsi, l'angle existant entre le groupe hydroxyle en position 3 sur le cycle A de la
molécule C19 comparé a l'angle formé par le groupe phénol des estrogénes apparait trds
important. Plus cette différence d'angle sera marquée, moins I'androgéne présentera d'affinité
de Liaison pour le RE (ROCHEFORT & GARCIA, 1984).

Dans ce sens, le groupe 3 B hydroxyle avec une configuration en 5 o est plus facilement
superposable a la structure correspondante dans I'E2. La fonction 17 B OH augmente alors
l'affinité de l'androgéne pour le RE, ce qui expliquerait que -4 est plus actif_ que C

(ROCHEFORT & GARCIA, 1984).
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Figure 17 : Comparaison entre les structures spatiales des androgeénes et celles

de Pestradiol.
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2 - AFFINITE DES AUTRES ANDROGNES POUR LE RE EN FONCTION DE LEUR
STRUCTURE SPATIALE

L'affinit¢ des autres androgénes pour le RE avait déja été mise en €vidence, pour certains
d'entre eux, car iis stimulaient, entre autre, la synthése de la glycoprotéine 52 K cestrogéno-
dépendante dans les cellules MCF-7. Ainsi, I'Adiol, le 5 o androstane 3B 17B diol et la DHA
sont capables d'induire la synthése de cette protéine (ADAMS & al., 1981 ) et ce i des
concentrations voisines des taux plasmatiques physiologiques. On peut constater qu'en effet,
I'Adiol a ses groupements 3-hydroxyle et 17-hydroxyle en position B. Cependant, ]Ja DHA ne
possede que le groupement 3 B hydroxyle puisqu'une fonction cétone occupe la position 17 sur
le cycle. Ceci est contraire aux conditions nécessaires i une affinité pour le RE. On peut donc &
nouveau émetire 'hypothése de sa transformation préalable en E2 ou en Adiol.

En effet, les affinités de liaison de I'Adiol et des dérivés hydroxylés de l'androstane sont,

pour le RE, les plus €levées alors que celle de la DHA est quasiment nulle (tableau VIII),

Stéroides RE RA RP
E2 100 11,7 1,2
DHT 0,018 : 100 1,6
Progestérone - 7,5 100
Testostérone 0,02 88 0,8
Adiol 2,4 . <1 -
3 B-androstanediol 0,7 3,5 -
3 o-androstanediol 0,4 8,3 -
DHA 0,004 <1 0,001
Adione < 0,001 3.6 -
DHA-S < 0,001 - -

Tableau VIII : affinité de liaison relative des Androgénes in vitro pour RE, RA, RP

Ces différents taux ont €té établis par POORTMAN & al (1977), BLONDEAU & al.
(1975), RAYNAUD (1977), WESTPHAL (1971).
De plus, I'Adione et le DHA-S ne possedent pas d'affinité pour le RE (ROCHEFORT &
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GARCIA, 1984).

Le DHA-S a effectivement une fonction cétone en C17 et une fonction sulfate en 3B. Ceci
confirmerait que son activité mitogénique soit liée & sa transformation en DHA puis Adiol ou
Eo.

L'Adione, qui est un inhibiteur de 1a croissance cellulaire (fig.13), posséde une fonction
cétone en position 3 et une autre en position 17. Ceci explique que I'Adione ne puisse pas se
lier au RE. On peut cependant constater que cette inhibition n'est pas obtenue avec la
Testostérone a forte dose, bien que la structure de cet éndrogéne majeur ne différe de celle de
I'Adione que par la réduction de la fonction cétone du carbone C17 en fonction alcool. On peut
donc en conclure, a priori, que l'effet inhibiteur de I'Adione serait surtout dii 4 la présence de
cette fonction cétone sur le carbone C17.

Cette inhibition n'est pas non plus obtenue avec I'androstérone, ni avec F'étiocholanolone.
Les résultats obtenus avec ces deux stéroides et comparés i ceux obtenus avec 1'Adione et la
Testostérone, montrent que la fonction cétone en 17 est nécessaire & l'obtention d'une inhibition
de la croissance des cellules MCFE-7 par I'Adione mais qu'elle n'est pas suffisante. Car la
réduction de la fonction cétone en C3 et la saturation de 1a double liaison C4-Cj5 font perdre &
I'androstérone et a I'étiocholanolone cet effet inhibiteur sa.uf a la plus forte concentration testée
(10 uM) (Fig. 14).

D'autre part, certains androgénes posseédent la capacité d'inhiber certaines réponses
biologiques induites spécifiquement par les estrogénes. Cet effet des androgénes a été confirmé
dans des lignées de cellules cancéreuses du sein (MAC INDOE & ETRE, 1981 ; PAULIN &
al., 1988).

Ainsi il a €t€ montré que la testostérone et la DHT 2 de faibles concentrations (10 nM)
s'opposent & la synthése du RP dans les cellules MCF-7 (MAC INDOE & ETRE, 1981) et
diminuent l'affinité de I'E2 pour son récepteur (ROCHEFORT & GARCIA, 1976 ; KORACH
& MULDOON, 1975).

Par contre  fortes doses, la testostérone est sans effet sur la prolifération cellulaire alors
que la DHT présente un effet mitogénique. Ceci confirme donc l'importance de la 5o réduction

de Ia double liaison C4-Cs.
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CONCLUSION
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La mise au point d'un modéle d'étude de la croissance de cellules cancéreuses mammaires
estrogéno-dépendantes a permis d'étudier l'effet de 14 androgenes ou dérivés d'androgénes sur
cette croissance.

Nous avons pu constater que les androgénes surrénaliens avaient, 4 des degrés divers,
une action mitogénique. En outre, nous avons pu classer les androgénes en 4 catégories selon
leur action sur la prolifération celtulaire ;

1- androgenes stimulant Ia croissance (Adiol et son 3 sulfate ; DHA et son sulfate et
les 4 androstanes 17 § diols) ;

2- androgénes inhibiteurs de 1a croissance (Adione) ;

3- a la fois stimulant et inhibiteur de la croissance des cellules MCF-7 selon la
concentration utilisée (DHT) ;

4- sans effet sur la croissance (Testostérone, Androstérone, Etiocholanolone).

Dans nos conditions d'étude, nous pouvons admetire que I'Adiol, du fait de son taux
plasmatique chez les femmes ménopausées nettement plus élevé par rapport a I'E7, est
I'androgeéne le plus actif sur la prolifération des cellules MCF-7. La cinétique d'action de
I'Adiol étant d'autre part comparable a celle de 'E2, on pourrait penser que les cellules MCFE-7
ne seraient pas exclusivement estrogéno-dépendantes.

D'autre part, il semblerait que les cellules cancéreuses mammaires soient capables de
transformer les androgénes surrénaliens (DHA, DHA-S) qui ne se lient ni aux RE, ni aux RA et
RP et qui sont donc plutdt inertes, en stéroides biologiquement plus actifs

- soit en Adiol par action de la 17 3 HSD dont F'activité est augmentée dans les tumeurs,

- soit en E par action d'une aromatase.

Nous avons, dans nos expérimentations, confirmé le fait que la DHT, hormone active de
la Testostérone, était sans effet a forte dose alors qu'a dose inférieure, elle inhibe la stimulation

des cellules. Ce phénoméne est expliqué par le fait qu'elle diminue l'affinit€ de 1'E2 par le RE.

L'action inhibitrice de 1'Adione a été vérifiée et confirmée. Ainsi, I'Aminogluthétimide,
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inhibiteur de la 17 B HSD et de I'aromatase, permettrait une diminution de la transformation de
la DHA en Adiol, donc une accumulation de I'Adione, inhibiteur naturel, qui ne serait donc pas
transformeé en estrone.

Enfin, l'action estrogénique peut effectivement s'exercer par l'aromatisation des
androgenes en estrogénes mais aussi par un effet direct des androgénes via le RE 2 condition
que ces androgenes présentent les critéres structuraux suivants :

- un groupe hydroxyle en position 3 3 ;

- l'angle existant entre le groupe hydroxyle en position 3 sur le cycle A de 'androgéne et
le groupe phénol de I'E2 doit étre le plus faible possible donc en position 5 o ;

- un groupement hydroxyle en position 17 3.
cela expliquant l'action mitogénique importante du So-androstanediol-3f, 17.

Ces différents résultats indiqueraient que I'hormonodépendance des cellules MCF-7 ne se
limiterait pas a I'E2.

Il est alors possible de resituer ces résultats dans le domaine clinique. Si la présence d'Ep
en période préménopausique peut contrebalancer l'action d'un antiestrogéne (comme le
tamoxiféne) et donc permettre une stimulation des cellules cancéreuses, il serait intéressant
d'étudier les taux de croissance des cellules MCF-7 ed présence a la fois des androgénes
stimulant leur croissance et du tamoxiféne car en période ménopausique, seuls restent secrétés

de fagon notable les androgénes surrénaliens.
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PUIGROS (Delphine). — Influence de stéroides d'origine surrénalienne sur la
croissance de cellufes cancéreuses mammaires en culiure (MCF-7). — 90 f.;
iil.; tabl.; 30 om {Thése : Pharm.; Limoges ; 1991).

RESUME . :

La mise au point d'un modéle d’étude de la croissance de cellules can-
céreuses mammaires estrogéno-dépendantes a permis d'étudier l'effet de
14 androgénes ou dérivés d'androgénes sur cette croissance [notamment Déhy-
droépiandrostérone, Androsténediol, Androsténedione...).

Dans nos conditions d'étude, nous avons montré que 1'Adiol est 'andro-

géne le plus actif aprés 'Estradiol sur la prolifération des cellules MCF-7 et
que l'androsténedione a une action inhibitrice sur la croissance cellulaire.

En outre, nous avons pu classer les androgénes en quatre catégories
selon leur action sur la prolifération cellulaire :

-— androgénes stimulant la croissance (Adiol et son 3 sulfate; DHA et
son sulfate et les 4 androstanes 178-diols):

— androgénes. inhibiteurs de la croissance {Adione) ;

— a la fois stimulant et inhibiteur de la croissance des cellules MCF-7
selon la conceniration utilisée (DHT) ;

- gans effet sur la croissance (Testostérone, Androstérone, Etiocho-
lanolone).

MOTS CLES :

-— Sein : cancer.

—- (Gancer : sein.

— MOCF-7.

— Androgénes surrénaliens.
- Déhydroépiandrostérone.
— 4-androsténe-3,17-dione.
-~ Croissance cellulaire.
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