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INTRODUCTION

En France, la mortalité par cancer du sein, qui occupe le 1°f rang de la
mortalité par cancer chez la femme, augmente réguliérement depuis une trentaine

d'années.

Le taux annuel de decds par cancer du sein est de 1'ordre de 28 deces pour

100 000 femmes (Tableau I) et augmente avec 1'age (Fig. 1).

Tablean I ; Taux de mortalité et taux relatifs de déces des localisations

cancéreuses les plus fréquentes (INSERM 1982) (2,3)

Peau

Leucémies

Poumon

Pancréas

Qvaire

Estomac

Utérus

Colon-rectum

Sein 117.7

0 2 4 6 8 i0 12 14 16 i8
Pour 100 000 habitants

+ 3 1
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100 1973-82 , :
Annces
1963.72 -
de déces l
1953.62 |
50 :
|
|
3534 3544 45.54 5564 6574 75-84 85+ ams AGE E

Figure 1 : Evolution au cours du temps de la mortalité par cancer du sein selon

I'age (INSERM 82) (2,3)

11 est & noter aussi une grande diversité des taux d'incidence du cancer du

sein dans le monde (Fig. 2).
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Nouvelle Zélande {Non Maori)

Canada {Saskaichewan)

| Etats-Unis (Georgia — Aslanta : Noirs)

Suisse {(MNeuchatel)

8 France (Isére)
Royaume-Uni (Oxford)
France (Doubs)
Danemark

E£rats-Unis (San Francisco Bay Area : Chinois)

Roysume-Uni (Birmingham and West Midland)

[ R.F.A. (Hambourg)

] Suide

J Finlande

Singzpour {Chinois)
Japon (Miyagi)
Singapour (Malaisiens)
Japon (Osaka)

&4 France {Calvados)

I Norvige

Roynume-Uni (Est-Geosse)

France (Bas-Rhin)
Roysume-Uni (Mersey)

iEspagne (MNavarre)
J Espagne (Saragosse)
! Yougoslavie (Slovenie)

1 | Hong-Kong
Re ie {County Cluj) N

Singapour (Indiens)

Figure 2 : Comparaison internationale des taux d'incidence du cancer du sein

(d'aprés WATERHOUSE J. et al. 1982)

L'’extrapolation pour la France entitre situe le taux annuel entre 70 et 73 cas

pour 100 000 femmes.

L'origine des cancers est manifestement multifactorielle. En effet ces cancers
se développent dans un tissu dont la structure subit des variations cycliques et
périodiques en cours des €pisodes de la vie génito-obstétricale. Les €léments sont

eux-mémes sous la dépendance de multiples facteurs hormonaux, génétiques et

nutritionnels.
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En ce qui concerne les facteurs hormonaux il faut noter que le cancer du sein
est oestrogéno-dépendant et nous sommes donc amenés 2 distinguer deux épisodes

de la vie génitale chez la femme.

Avant la ménopause les oestrogénes et les androgénes sont produits
respectivement par les ovaires et les glandes surrénales.

Aprés la ménopause, la production des oestrogénes par les ovaires devient
négligeable et la synthése des hormones stéroides par les surrénales demeure, en
particulier les androgénes surrénaliens : la déhydroepiandrostérone et son

estersulfate.

En outre i est intéressant de comparer la production journaliére respective
de ces hormones. |

On peut constater sur le tableau II que les productions journalieres de la
déhydroépiandrostérone (DHA) et de son estersulfate (SDHA) sont extrémement
importantes notamment pour le SDHA dont le taux de production est le plus élevé

de toutes les hormones.

13



Tablegu 1T : Taux de production plasmatique et clearance métabolique des

hormones (Baulieu et al. 1972).

Production Concentration Mcr
Hormones Hgli plasmatique Ui
ng/ml
160**
Cortisol 15 000 BO* * 200
Aldostérone 100 0.07 1 500
Progestérone Phase proliférative® 4 200 0.3-1.56
Phase secrétoire® 42 000 20-Mar 2 800
Testostérone Homme 7 000 7 1 000
Femmes 200 0.3 700
Androsténedione Homme 2 000 1.2 2 300
Femme 4 000 1.6 2 000
Séhydroépiandrostérone 5 000 5 1 600
Déhydroépiandrostérone sulfate 15 000 7000 15
QOestradiol Phase proliférative 40 0.06 600
24 h avant ovulation 0.6
Phase secrétoire 200 0.2 800
Qestrone  Phase proliférative 60 0.06 1 000
Phase secrétoire 120 0.1 1200

*  Du cycle menstruel
** Cycle nycthéméral
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Or, jusqu'a ce jour aucun rdle physiologique de la DHA et du SDHA n'a
été décrit.

D'autre part parallélement a la secrétion (surrénalienne) de SDHA, il faut
constater la secrétion du sulfate d' Androsténediol.

Ce stéroide a été décrit comme un androgéne mineur A activité estrogénique
(BONNEY R.C. et al. 1984a, 1984b) dont 1'affinité pour la "Sex Binding Protein"
plasmatique est plus forte que celle de I'estradiol.

C'est pourquoi au laboratoire nous nous intéressons aux relations oestradiol-
Hormones Surrénaliennes et le cancer du sein.

Si 1'estradiol est un facteur de prolifération des cellules cancéreuses, qu'en
est-il apres la ménopause ?

Un certain nombre d'auteurs ont démontré que la DHA et 1' Androsténediol
ont un effet mitogéne comparable 2 celui de 1'oestradiol sur les cellules MCE,
(cellules cancéreuses mammaires humaines).

De plus au laboratoire, il a ét€ montré dans un travail récent (NAJID A.
1990) que la DHA pouvait-étre aromatisée en oestradiol avec un faible rendement
par les cellules MCF5 en culture.

On pourrait penser d'aprds ces travaux que ces androgénes surrénaliens

pourraient servir de précurseur de 1’cestradiol en période post ménopausique.

Dans les associations thérapeutiques utilisées dans le traitement du cancer du
sein une place particuligre est donnée au tamoxifene (NOLVADEX),

Il peut-étre administré de différentes maniéres

- ¢yclique : a la dose de 30 mg/jour pendant trois semaines en alternance
avec un traitement progestatif

- continue : seule a la dose de 30 mg/jour
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Dans ces deux cas les études ont montré des résultats aussi satisfaisants avec
1'un comme 1'autre.

Le mode d'action de cette molécule dite antiestrogéne n'est pas encore bien
déterminé.

Or, il a souvent été remarqué qu'il avait une meilleure efficacité chez les
femmes ménopausées que chez les non ménopausées (TREVOR-POWLES, 1983).

C'est pourquoi, en utilisant, un modele cellulaire mis au point au laboratoire
(NAJID, et al. 1989) nous allons essayer de déterminer 1'interaction des androgenes

surrénaliens vis a3 vis du tamoxifene sur les cellules cancéreuses mammaires

humaines MCF; en culture.

Dans un 1°f temps nous allons présenter les conditions expérimentales puis
nous relaterons les résultats obtenus lorsque l'on fait agir simultanément le
tamoxiféne et les androgenes sur les cellules MCE5; et enfin nous discuterons les
résultats obtenus. Mais nous allons tout d'abord présenter rapidement les
interrelations métaboliques entre les différents androgines surrénaliens et leurs

implications dans le cancer du sein.
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Chapitre I
Métabolisme des Androgenes
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I - Biosynthése

La principale source d'androgénes mineurs chez la femme est la
corticosurrénale.
Parmi ceux-ci la DHA est le stéroide ayant le taux plasmatique le plus élevé

et est 2 1'origine de la voie principale de biosynthése de la A4 (fig. 3).

acétat

cholestérol

pregnenolone ---------- > progestérone ---------- > 21-OHPg =+-s=aun=x> corticostérone

170 OH pregnenoclone —-> 17e¢ OH Pg-----> {1 desoxycortiso] ----- > cortisol

33 HSD 5-4 isomérase

At

DHA-§ ———---—-->DHA > A4 - > oesirone
4 /
aromatase
17 bHSD
v / /
A5 Testostérone oestradiol

Figure 3 : Biosynthése des androgénes par les corticosurrénales

Ces différents androgénes sont ensuite métabolisés par le foie selon la figure

2 pour donner des métabolites :
- 17 8 hydroxylés : - androstanediols
- 17 cétomiques : - androstérone

- étiocholanolone
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Les cellules MCF-7 utilisées pour notre expérimentation sont capables de
synthétiser le cholestérol de novo & partir de 1'acétate (CYPRIANI & al. 1988).

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

Le catabolisme des androggnes est complexe du fait de leur interconversion
an niveau du foie (fig. 4). La D.H.A., libérée par 1'action d'une sulfatase a partir
du sulfate de D.H.A., ainsi que la Testostérone sont en équilibre d'oxydo-réduction
avec la A4 et, par conséquent des 17 oxostéroides, qui sont ensuite conjugués soit a

I'acide sulfurique, soit 2 I'acide glucuronique (BEAULIEU & al. 1972).
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DHA sulfatase aromatase

DHA-$G&———===2>  DHA -~ >estone ————-— > estradiol
DHA -sulfotransférase
glucuronide
de
festostérone
17 b OH stéroide
V4
113 OH androsténedione < -~--- YA\ A— > T e réductase
N
5o oxydoréductase
réductas réductase 5o DHT
58 S5a
N ) )
androstérone androstanedione androstanedione

Dérivés 17 cétoniques

Dérivés 17 hydroxylés

Figure 4 ;: Métabolisme de la D.HL.A
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2 - A4 ouv_Androsténédione

Elle est A 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’oestrogénes. Le contrdle de la quantité de substrat est régulé
par LH et FSH. De plus, FSH permet la régulation de 1'activité de I'aromatase.

Lors de la ménopause, 1'hypersécrétion réactionnelle de I.LH entraine une
augmentation significative de A4,

Apres la ménopause, A4 est sécrétée principalement par la glande surrénale a
un taux d'environ 1000 ug/j.

De plus, dans les tumeurs mammaires des femmes ménopausées, on constate
une concentration en A4 de 730 pg/ml (SANTEN & al. 1982).

Au niveau surrénalien, la A4 et la Testostérone sont responsabiés de 1,3 -%

de 1a production d'oestrone et de 0,15 % de celle de 1’ oestradiol.

Cette production d'estrogénes, qui reste négligeable chez la femme en
période d'activité génitale, constitue 1'une des principales sources d'estrogenes

chez la femme ménopausée.

3 - 5-androsténe-38. 178-diol ou Adiol

L'Adiol, d'origine corticosurrénalienne chez la femme, provient de la

D.H.A. sous I'action de 1a 17 8 HSD. Il semblerait que cette action soit réversible.

DHA-S&====>DHA

S—Adiol(m Testostéronedazzzazz=; 7> estradiol

33 ol déshydrogénase
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I - Métabolisme dans les tissus périphériques

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 métabolites hvdroxylés

Ils proviennent essentiellement du métabolisme de la Testostérone et de la

D.H.T.
- S« androstane 33 1783 diol
- 5(3 androstane 3« 173 diol
- 58 androstane 33 178 diol
- 5 androstane 3« 178 diol

11 est nécessaire de rappeler que les isomeres en 17« peuvent aussi exister.

2 - Métabolites cétonigues

- androstérone

Il provient de la réduction en Sa et en 3¢ de la A4 ou du métabolisme de la

D.H.T (fig. 4).

- étiocholanolone

Il provient d'une double réduction en 50 et 3o de la A4 (fig. 4).
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I - Accumulation des Androgénes au niveau des fissus 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

1 a ét€ constaté que la concentration plasmatique de la DHA était plus élevée
chez les patientes ayant eu un cancer du sein aprés la ménopause et était plus faible
si le cancer était apparu avant la ménopause. Ceci est en accord avec un risque
supérieur de cancer du sein chez la femme obese puisque I'obésité éntraine une

augmentation de la production de DHA.

D'autre part, au niveau de 1a fumeur mammaire, BONNEY et al., 1984, ont
noté une augmentation significative de la DHA et de la A5 alors que le taux de
DHA-S restait inchangé.

Ces mé.mes auteurs avaient montré aussi 1'existence d'une corrélation entre

les concentrations de DHA-S et de DHA dans les tissus normaux.

a - Action de ja DHA-sulfatase

Ces derniers résultats suggerent que la métabolisation se fait essentiellement

dans le sens DHA-S -——> DHA avec une accumulation de cette derniére.

23



b - Action de 1a 17 8§ HSD

Cet enzyme de conversion est encore appelé 17 oxydoréductase, 17
cétostéroide réductase (17-CSR) ou encore estradiol 17 § déshydrogénase.
Il n'a jamais été isolé et purifié ; de cet fait, il n'est pas siir que ce soit un

seul et unique enzyme ou plutdt différents isoenzymes.

I semblerait cependant qu'il agisse & 3 niveaux :

Ad <—-——--—-—-——> Testostérone
Biee—er By

Dans les tissus tumoraux, il a été noté une augmentation de 1'activité de la
17 8 HSD de 2 a 4 fois par rapport a celle dans les tissus normaux (BONNEY & al.
1984).

Cela pourrait donc expliquer, du fait de I'angmentation du taux de la DHA ,

le taux élevé de 1' Adiol.

3 - Meétabolisme des androgénes surrénaliens par les tumeurs

mamingires

La DHA est métabolisée en Adiol par la 17 8 HSD, en DHA-S par la DHA-
sulfotransférase et en 7-hydroxy DHA par la 7 # hydroxylase (LI & al. 1978).

D'autre part, en incubant de la DHA tritiée in vivo, ABUL-HAJI, en 1975,
a obtenu sa transformation en Estradiol 17 8.

Cependant ces essais ont ét€ effectués a partir de biopsies qui contiennent un

mélange de cellules mammaires normales et malignes, des fibroblastes et des

24



adipocytes. Or le tissu adipeux mammaire posséde une activité aromatase (O'NEIL
& al. 1988).

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

peuvent pas étre attribués avec certitude aux seules cellules malignes.

25



Chapitre I1
Matériels et Méthodes
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I - Cellules MCFZ

Cette lignée de cellules d'origine humaine a ét€ obtenue & partir d'une

métastase pleurale d'un endocorcinome mammaire apparu chez une femme
ménopausée de 69 ans.

La souche a été obtenue et caractérisée par SOULE en 1972, Elle posséde
des récepteurs pour les hormones polypeptidiques et stéroidiennes. Elle est dotée
d'une importante activité de synthese.

Les cellules nous ont été fournies par le docteur DEGREMOUX Patricia de

1'unité INSERM 204 (Hopital ST LOUIS Paris).

II - Entretien des lignées cellulaires MCFy

Avant toute étude nous devons entretenir les cellules dans un milien de

culture particulier.

1 - Préparation du milien de base

Pour 5 1 de milieu

- 48,58 g de MEM en poudre additionnée de rouge de phénol (GIBCO Ref.
72-1700)

-11,9 g ’'HEPES (Imperial Laboratory Ref.5-762-72)

- 2,9 g de Bicarbonate de Na
- 55 ml d'AA Non essentiels (GIBCO Ref. 43-1140 H)
(nécessaire a la croissance)
- 60 ml d'un mélange d'antibiotiques pour éviter toute contamination
bactérienne

- 0,1 mg.ml! de streptomysine (Imperial Laboratory 4-80407)

27



- 100 U.ml"! de penicilline

La préparation de ce mélange s'effectue sous agitation magnétique. Le pH
est ensuite ajusté & 7,7 par addition de fractions successives d'une solution de NaOH
N. Ce milieu est ensuite réparti stérilement en flacon de 250 ml et conservé a

+4°C.

2 - Supplémentation du milieu de culture

En plus d'un milieu de base, les cellules ont besoin de sérum de veau foetal
(SVF) (GIBCO Ref.13-6290-H) pour proliférer.

Celui-ci sera rajouté stérilement dans des proportions de 5 2 10 %.

L'insuline bovine ajoutée a la concentration de 5 ug/ml est utiiisée comme

facteur de croissance.

3 - Repiguage des cellules aprés trypsination

Apres quelques jours passées 2 1'étuve & 37°C, les cellules cancéreuses

arrivent & confluence, on doit alors les rediviser.

a - Rincage des cellules

Les tapis cellulaires, aprés avoir €t€ débarrassés de leur milieux sont lavés

avec 2 ml d'une solution EDTA-STP dont la composition est 1a suivante.

- 1,38 mM de NaCl Normapur

- 27 mM de KC! (MERCK Réf. 4Q36)
- 81 mM Na, HPO,, 12 H,0

- 14,7 mM de KH PO4

28



- 30 MM d’EDTA Tritiplex III (Merck 9418)

Le pH est ajusté a 7,4 avec NaOH 1IN.

Lors de ['utilisation, cette solution sera diluée 1/j5 avec de I'eau
pyrodistiliée.

Ce lavage préalable permet de débarrasser les cellules des ions Mg2+et

Ca 2+ responsables en partie de leur adhésion 2 la boite.

b - La trypsination

Cette opération doit son nom a 'emploi d'une solution de trysine EDTA

(0.05 % - 0.02 %).

Celle~ci, sous un volume de 1 ml , va permettre de décoller les cellules par
son activité protéasique. |

Aprés 1 & 2 minutes, elle sera neutralisée par 9 ml de milieu. La suspenssion
cellulaire sera aspirée et remuée plusieurs fois pour bien individualiser les cellules.
Ce volume de 10 ml sera réparti dans deux boites soit deux nouvelles cultures avec

5 ml de milieu.

4 - Congélation des ceilules

a - Milieu de congélation

-milieudeculture 5 % SVF: 75V
- DMSO 10V

- SVF 115V

(Sérum de veau foetal)
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b - Congélation

Les cellules, aprés avoir été trypsinées, sont centrifugées stérilement pendant
5 minutes & 1000 g.

Apreés élimination du surnageant on ajoute 1 ml de milieu de congélation aux
ceHules.

Les tubes de congélation sont ensuite placés successivernent :

- 30 minutes a -20°C

-24H 3 -80°C

puis conservé dans 1'azote liquide

¢ - Décongélation

Le contenu du tube de congélation réchauffé entre les mains, est placé dans
3,5 ml de milieu de culture 4 20 % de SVF.
Apres une nuit d'incubation & 37°C le milieu est décanté et remplacé par du

milieu de base & 10 % de SVF contenant un 38me antibiotique (la gentamycine).

I1I - Préparation du sérum de veau foetal destéroidé (SVFd)

Si I'on veut étudier 1'action des stéroides sur les cellules en culture, il est
nécessaire d'éliminer ceux qui sont contenus dans le SVF. C'est la raison pour
laquelle nous préparons un SVF dit desteroidé (SVFd).

On peut dire aussi que ce traitement équivaut a 1'élimination des facteurs de
croissance des cellules.

Ces cellules ainsi privées de facteurs de croissance devront synthétiser leurs

propres facteurs de croissance (autocrines) pour assurer leur prolifération.
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Ia croissance est donc ralentie mais l'activité des stéroides (estrogenes,

androgénes) est plus facile a2 déterminer.

1 - Traitement effectué

On rajoute au serum :

-1 % de charbon végétal NORIT en poudre

- 0,1 % de Dextran T 70 ou agitation magnétique a4 56°C. On effectue
ensuite une centrifugation a 3000 g pendant 20 minutes 3 37°C. Cette opération est
répétée deux fois.

Le surnageant sera ensuite filtré successivement sur filtre Millipore d'abord

0,45 pm puis 0,22 pm.

2 - Résultat du traitement

L'efficacité du traitement a été suivi par le dosage de certains paramétres
biologiques.

Le dosage des différents hormones ont ¢ié réalisés par radioimmunologie et
les proteines par la méthode de LOWRY et al. 1951.

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau II1.
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Tableau II1 : Dosages de gquelques constituants des sérums de veau foetal

complets (SVF) et traités au charbon dextran.

SVF SVF TCD
ng/ml
DHA 0,3 0,035
DHAS 22 ND
Testosterone 0,115 ND
Estradiol 0,056 ND
Insuline (¢U/ml) 27 4

Proteines (mg/ml) 36,7 28,45

ND : non déterminé

On peut conclure que ce traitement €limine efficacement les stéroides

recherchés ainsi que 1'insuline. La concentration des protéines dans le SVF-TCD est

diminuée.

IV - Méthode de dosage de I'ADN

Pour estimer la proligération cellulaire nous avons choisi de doser I' ADN

cellulaire en utilisant le bromure d'éthidium.
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1 - Principe

On utilise un intercalant fluorescent le bromure d'éthidium dont les
caractéristiques physiques sont :
- longueur d'onde d'exitation = 504 nm

- longueur d'onde d'émission = 593 nm

Sous 1'action d'un rayonnement exitateur & 503 nm, le bromure d'éthidium
fixé a la molécule d'ADN, émet une fluorescence & 593 nm proportionnelle 2 la
quantité d' ADN présent,

Cette fluorescence est mesurée dans une cuve 4 quartz avec un

spectrofluorimetre JOBIN YVON JY3.

2 - Les réactifs

Solution étalon d’ADN (1 mgmi-! dans NaCl 10 mM) dilué au 1/1¢q dans de

1'eau pyrodistillée.
- bromure d'éthidium (Sigma E 8751) 0,5 mgml dilué 1/40

- NP 40 dilué au 1/1ggq dans de 1'eau pyrodistillée. Tl s'agit d'un mouillant

dont I'action permet de libérer entiérement I' ADN de la cellule,

3 - Dosage de ' ADN

Les tubes contenant le milieu cellulaire dans le mélange STP EDTA-
Trypsine sont décongelés & température ambiante et agités de facon 2 remetire les
cellules en suspension.

Les mesures se font sur un volume de 5 ml =

- 20 ml de bromure d'éthidium 1/49
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- 2 mlde NP 40 1/1000

- 500 ml de la suspension a doser

- eau pyrodistillée pour compléter a 5 mi

Les tubes sont agités et la lecture est faite a 1'aide d'un spectrofluorimetre 2
une sensibilit€ de 0,1,

Les densités optiques sont reportés sur une courbe étalon.

4 - Gamme étalon (Figure 5)

Elle a réalisée a partir dune solution d’ADN (1 mg/ml-! dans NaCl 10 mM)
dilu¢ au 1/ 100- Les densités optiques lues sur 1'appareil correspondent
respectueusement a2 O pug - 0,25 - 0,5 - 1 ug d'ADN).

On réalise ainsi une courbe étalon :

densité optique en fonction de la quantité d' ADN.

o = 3D m 5 e

DO O OGN0 LC — —h
.
L]
f

g ADN
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Chapitre 111
Résultats
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Dans un travail antérieur NAJID et al. 1989, avaient montré que pour
obtenir un effet mitogéne maximum de 1'estradiol il fallait que les cellules MCE7
soient cultivées pendant 15 jours dans un milieu de culture contenant 5 % de SVFd.
A Tl'aide de ce protocole nous allons étudier d'une part l'action mitogéne des
différents androgénes et métabolites sur les cellules et comparer leur action

lorsqu'ils sont additionnés simultanément a ces cellules avec du tamoxiféne.
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1 - Description des molécules étudiées

a - Estradiol 178 - 1,3.5 (10) estradiol 3, 178 diol
Ref. Sigma E 8875

b - DHA - Dehvdroepiandrostérone ou 38-hvdroxy-5-androsténe-

17-one-

Ref. Sigma D 40000




¢ - SDHA - 33-sulfate-5-androsténe-17-one
Ref. Sigma D4625

O
Ho_%_o N

d - Ad-Androsténedione ou 4 androsténe 3.17 dione

Ref. Sigma A 9630

38

S
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e - Iso DHA So-androst 9 (11)-éne-38 ol-17-one
Ref., Sigma

ﬁ
HO / ™
f - _AS ou S-androsténe-38, 178-diol
Ref. Sigma 5600
OH
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g - SAS ou S-androsténe-38 Sulfate-178-ol
Ref. Sigma 5619

o
I

HO -_-—-wlS——-G \
|

Q

h - 5238-3 -androstane-38, 178-diol-
Ref. Sigma A 1220

oH

HO {\
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i - DHT - Dihydrotestostérone : Se-androstane - 178 ol-3 one
Ref. Sigma A 2570
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2 - Description du protocole ufilisé

Tous les ensemencements et récoltes se déroulent sous une hotte stérile.
Les courbes de croissance ont pour support des boites stériles a 6 puits.
L'expérience se déroule sur 11 jours avec des récoltes a différents temps.
J1 = témoin de culture, J7 et J11.

Les différentes étapes sont les suivantes :

A Jo (Jour o) les cellules sont trypsinées, comptées 4 la cellule de Malassez

pour déterminer le volume représentant un inocutum de 50 000 cellules/puits.

A J1(Jour 1)

Aprés une nuit d'incubation le milieu des puits est prélevé et les cellules sont
trypsinées. Ce seront les témoins des cultures cellulaires c'est & dire qu'elles ont
poussé en 1'absence de tout effecteur.

Dans les différents puits, les effecteurs sont rajoutés.

Sur chaque boite 6 puits, nous étudions 3 concentrations différentes
d'effecteurs, afin de déterminer laquelle sera la plus efficace et de metire en
évidence celle qui éventuellement sera capable de rentrer en compétition avec le
tamoxiféne.

Tous les effecteurs seront testés en présence de tamoxifene & 1074 M.

A J7 (Jour 7)

Les técoltes s'effectuent par trypsination avec 1 mi de trypsine EDTA aprés
le lavage des puits par un ml de PBS-EDTA.

Les cellules ainsi prélevées seront placées dans des tubes congelés, étiquetées
et numérotés,

Une succession de congélation-décongélation servira 2 faire éclater les

cellules dans le but de libérer leur ADN pour faciliter son dosage.
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A J11 (Jour 11)

Ce sera le dernier prélevement. Il s'effectue selon la méme méthode que

pour J7.

La mesure du DNA se fera soit sur 0,5 ml, soit sur 1 ml du trypsimat.

Protocole d'expérimentation

Ensemensement

des cellules

| | | >

Récolte Récolte

des cultures des cultures

l

| Jo 11 Incubation
Trypsination  Addition
des

effecteurs
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3 - Témoins de cultore

Croissance cellulaire en présence d'estradiol (DNA en ug/puits)

10-8 M Témoin 10-8 M estradiol
Jour de travail estradiol SVFd "+ 10-4 M Tamoxiféne
3,65 0,175 1.75
146% ‘ 100% 100%
J7
5,6 0,35 0
160% 100%
Ji1
REVERSIBILITE DE L’ESTRADIOL
200
150 |
100 b
- BEREZ 10-8M
- SSEZ 10-8M
Slt) +Tam 10-4M
C Tam 10-4 M
ol B Témoin

Le pourcentage indiqué (entre par_enthéses), représente pour un jour de
recueil, le rapport entre la croissance en présence d'un effecteur et la croissance
témoin SVEd.

Pour tous les tableaux & venir la présentation sera identique,

A chague tableau on associe un histogramme construit & partir des rapports

obtenus.
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5 - Résuitats

a - A4 ou androsténedione

Adiol 10-56 M 10-7 M 10-9 M
sans tamoxiféne 0,51 0,68 0,68
"(290) "(388) {380}
J7
avec tamoxiféne 0 0 0
sans tamoxiféne 0,68 0,72 0,83
"(165) "{208) "{237)
J11
avec tamoxiféne 0 0 )]
ANDROSTENEDIONE
400 d

200f

200

B 10-9 M
ESNiI0-7 M
ST 10-5 M
B Ténoin

100

On note une dose dépendance, en effet a J7 et ] 11, les concentrations les

plus actives sont 109 M et 1077 M.
A partir de J11, il y a un ralentissement de la croissance.
Donc la croissance n'est pas temps-dépendant car elle n'augmente pas avec

le temps du contact cellules MCF5/effecteur A4,

Ici la croissance des cellules en présence des effecteurs et du tamoxifene

104 M est nulle.
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b - Dehydroepiandrostérene (DHA)

DHA 10-4 M 10-6 M- 10-8 M
sans tamoxiféne 0,47 0,72 0,55
"{268) "(411) "{314}
J7
avec tamoxiféne 0 0 0
sans tamoxiféne 0 0,86 -1
"{90) "{248) "{285)
Ji1
avec tamoxiféne 0 0 0
DEHYIROEP IANDROSTERCNE
500 ¢
a00f
300~
200F
- EZ10-9 M
100 3 SS$810-6 M
: EER10-4 M
oL AEFémoin

= "

Ici le résultat maximal est & J7 pour la concentration 106 M, on peut donc
remarquer que I'effet mitogénique du DHA est trés marqué d@s les premiers jours
de contact.

On peut comparer ces résuitats a ceux de son sulfate (cf. ci-aprés). On

remarque que pour la méme concentration a J7 la croissance est plus faible
(3 104 M) par contre 2 J11 le DHA 106 M est plus efficace. On peut supposer
qu'il y a une réaction de plus 2 faire : action d'une sulfatase ce qui retarde un peu

I'activité de cette molécule.

Ici on peut noter que la croissance avec le tamoxifeéne est nulle.
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¢ - SDHA ou sulfate de dhvdroepiandostérone

SDHA 10-4 M 10-6 M 10-8 M
sans tamoxiféne 0,6 0,64 0,64
"(342) "{365) "{365)
J7
avec tamoxiféne 0 0 0
sans tamoxiféne 0 0.95 0,68
"(90) "271) "(262)
J11
avec tamoxiféne 0 0 0

SULFATE DE DEHYDROEP IANDROSTERONE
y :

400
300}

200

BRI0-8 M
5$10-6 M
BR10-4 ¢
B Témoin

100}

w o

Ici on remarque que 1'effet mitogénique 2 J7 est moins marqué que pour la

DHA. Il ne s'installe vraiment qu'a J11 car le temps de contact a €t€ plus
important,

On peut noter qu’ a 104 M comme pour la DHA 1'effet mitogéne du SDHA
est nul.

La croissance des cellules avec la tamoxifene est toujours nulle.
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d - DHT ou dihydrotestostérone

DHT 10-6 M 10-7 M 10-29 M
sans tamoxiféne 0,51 0,65 0,64
"{290} "(314) "{365)
J7
avec tamoxiféne 0 0 0
sans tamoxiféne 0 0,76 0,76
™{90) "(217) "(217)
J11
avec tamoxiféne 0] 0 )]

400

200 |-
200 (-

100

concentration 10°° M. Par contre & J11, 'effecteur semble inhiber la croissance des
cellules ce qui confirmerait les résultats précédemment obtenus (PUIGROS D.

1991). En effet, cette subtance a déja été décrite comme 2 la fois stimulante ou

J7

Ici on remarque que I'effet mitogénique est visible & J7 surtout pour la

J11

EREI0-9 M
S=Y10-7 M
BEE 10-5 M

BB Témoin

inhibitrice selon les concentrations et le temps de contact.

La croissance cellulaire en présence de tamoxifene est toujours nulle.
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e - Androsténe-38. 175-diol (5 diol) et son sulfate

SHB 10-6 M 10-7 M 109 M
sans tamoxiféne 0O 0,51 0,6
"{90) " (280} "(342)
J7
avec tamoxiféne 0 0 0]
sans tamoxiféne 0,51 0,72 0,95
"{145) "(205) "271)
Ji1
avec tamoxiféne 0 0 0
SULFATE DE 5-ANDROSTENEBIOL . S-ANDROSTENEDIOL
400 S00¢
i a0 k-
300 &

200}

s
100

BHI10-9 M
ES10-7 ¥
EBmID-o M
BE Temoin

300
200k

100

J7

R 10-9 M

Bmi-on

3P

J

AB diol 10-5 M 10-7 M 10-9 M
sans tamoxiféne 0,51 0,72 0,76
"{290) "(411) "(434)
J7
avec tamoxiféne 0 0 0
sans tamoxiféne 0 0,51 0,75
(80} "{145) (217}
J11
avec tamoxiféne 0 0 0
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Ici on peut se permettre de faire un paralitle entre le A5 et son sulfate.

Ici encore I'activité mitogéne est visible dés J7 surtout pour les
concentrations 10-7 M et 10-°> M avec une prédominance pour cette dernidre.

Par contre pour le SAS I'activité mitogénique s'installe progressivement & J7
en fonction de 1a concentration. Elle est plus marquée seulement a Jt1 pour 10 M.
Sans doute que 1'activité du sulfate est li€e a son hydrolyse.

Pour ces deux substances la croissance en présence de tamoxiféne est nulle.
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f - Sp-androst-9 (11)-gne-3 Sol-17-one (iso DHA)

isoc DHA 10-4 M 10-6 M 10-8 M
sans tamoxiféne 0,42 0,6 0,76
™"{240) "(342) "{434)
J7
avec tamoxiféns 0 0 0
sans tamoxiféne 0 1 1
{20} "{285) "{285)
J11
avec tamoxiféne 0 ) 4]
I1SOIEHYDROEP IANDROS TERDNE
” _ .
500

qo0f
300L

200§

B 10-8 M
EN10-6 M
G 10-4 N

100 -

Ici on peut rapprocher cette molécule 2 son groupe des androgénes mineurs
DHA et SDHA.

L'effet mitogénique est trés fort autant a J7 que- J11. C'est un puissant
stimulateur de la croissance surtout aux faibles concentrations 3 108 M. Ici la
stéréochimie de la molécule ne rentre pas en jeu. Car dés J7 la molécule est active
et donne son efficacité maximale.

Ici aussi, la croissance en présence de tamoxifene est nulle.
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g - Sg-androstanediol-3

178-diol (S5« Gdiol

5d%diol 10-5 M 10-7 M 10-9 M
sans tamoxiféne 0,55 0,64 0,55
(314} "{365]) (314}
J7
avec tamoxiféne 0 0 0
sans tamoxiféne 0,61 0,8 1
"{145) ™{228) "{285)
J11
avec tamoxiféne 0 0 0
RNDROSTANEDIOL
agog

300}
200]

100 |

Pour cette derniére substance on remargue qu'a toutes les concentrations le

5a38-178diol présente une activité mitogénique. Le résultat maximal se trouve a J7

associé au tamoxifeéne, la croissance des cellules MCF; est nulle.

=16-7 N
EERi0-o M

pour 10-7 M ainsi qu'a J11 pour 10-° M.

B Témoin
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CONCLUSION

Dans nos conditions opératoires, les androgénes surrénaliens &tudiés
présentent un effet mitogéne pour toutes les concentrations au bout de 7 jours de
culture. L'effet maximum est obtenu pour des concentrations altant de 10° M a
108 M.,

Pour toutes molécules étudiées, la croissance est diminuée a J11 par rapport
a J7. On peut remarquer que généralement I'effet mitogéne maximal est observé
avec la plus faible concentration.

Dans nos conditions, ['androsténe donc présente un effet mitogéne quelle
que soit la concentration. Ce résultat ne reproduit pas celui obtenu par PUIGROS
D. 1991., qui avait trouvé pour un méme stéroide un effet inhibiteur de croissance.

Cette différence de résultat pourrait dit & la provenance des cellules. En effet
les cellules utilisées dans ce travail proviennent de DEGREMOUX, INSERM 204,
alors que celles de PUIGROS proviennent de J.C. NICOLAS et Mr PONS
INSERM US58 (Montpellier).

En présence de tamoxifene 104 M, la croissance cellulaire est totalement
stoppée des J7.

Pour ce temps de culture seul 1'estradiol 10-8 M en présence de tamoxifene
permet une croissance cellulaire sensiblement identique au témoin.

Par contre & J11, dans les mémes conditions, toutes les cellules sont
détruites.

Ce phénomene est observé dés J7 pour tous les androgenes étudiés en
présence de tamoxifene.

Or ces androgenes comme 1'estradiol présentent un effet mitogéne.

La différence de comportement & J7 entre 1'estradiol et ces androgénes vis

vis du tamoxiféne serait en faveur d’un mode d'action différent de ces stéroides.
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Il est connu que dans cerfaines conditions 1’estradiol peut annuler I'effet du
tamoxifene JOZAN 1984, DABRE 1984, BRIAND 1984, ALLEGRA 1980. Nous
avons observé cet effet & J7. Mais il serait nécessaire de confirmer ces observations
avec des concentrations différentes & la fois de I'E, et du tamoxiféne, et en utilisant
ces conditions, (concentrations en tamoxiféne plus faible, par exemple) renouveller
ces expérimentations avec les androgénes surrénaliens.

Si en utilisant des concentrations moins drastiques en tamoxifene, les
résultats obtenus se confirmaient, nous serions alors en présence d'un modele
d’étude permettant de mieux comprendre le mode d'action 2 la fois du tamoxiféne et

des androgénes surrénaliens et donc 1'utilisation du tamoxifene en clinique.
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En utilisant une méthode d'étude in vitro de la croissance des cellules
cancéreuses mammaires estrogéno-dépendantes nous avons pu mettre en évidence

I'effet de certains androgénes surrénaliens ainsi que de leurs métabolites :

- Adiol et son sulfate

- DHA et son sulfate

- Dehydrotestostérone
- 50 38

- Iso DHA

- Ad

Nous avons étudié 1'effet de ces androgénes en présence de tamoxifene afin
de démontrer la capacité de ces molécules 2 s'opposer a I'effet du tamoxifene.

Pour chaque substance cn présence de tamoxiféne 104 M nous n'avons

obtenu aucune croissance cellulaire donc nous pouvons conclure, dans nos

conditions et contrairement 3 1'estradiol, que ces androgénes ne peuvent annuler

I'effet du tamoxifene.
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- Androgenes
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- Ménopause



