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RESUME

Depuis quelques décennies, plusieurs anti-estrogenes ont fait, et font encore aujourd’hui,
leur apparition sur le marché pour le traitement de pathologies en lien avec les
estrogenes. Le tamoxiféne, dont I’utilisation flit I’'un des premiers pas dans le traitement
par les anti-estrogénes, est un médicament tres efficace contre le cancer du sein. Suite a
la découverte du tamoxiféne, d’autres anti-estrogénes ont été développés dont le
raloxiféne, utilisé contre 1’ostéoporose, et le ICI 182 780, utilisé contre les cancers du
sein plus avancés. Avec le temps, on s’est apercu que l’utilisation & long terme du
tamoxiféne favorisait le développement d’un cancer de l’utéfus alors que ce n’est pas le
cas avec d’autres anti-estrogénes comme le raloxiféne et le ICI 182 780. Ainsi,
I’objectif de cette étude est de déterminer les effets du tamoxiféne, du raloxiféne et du
ICI 182 780 au niveau de six lignées cancéreuses de 'utérus afin d’en faire la
comparaison et donc d’augmenter notre compréhension du mécanisme d’action des anti-
estrogenes. De plus, nous avons opté pour faire nos manipulations sous deux types de
conditions de culture cellulaire afin de vérifier si la présence et 1’absence d’estrogenes
dans le milieu de culture pourrait influer les résultats. Nous avons déterminé
I’expression en ARNm par RT-PCR et en protéines par Western blot des génes du
récepteur a I’estrogéne nucléaire (ERa et ERB), d’un nouveau récepteur a ’estrogéne
membranaire, le GPR30, et du répresseur de ’activité du récepteur a I’estrogene (REA)
qui pourraient étre impliqués dans le mécanisme d’action des anti-estrogénes. Nous
avons aussi vérifier si la présence et 1’absence d’estrogenes influencgait la
phosphorylation/activité de Akt. Nous avons évalué les effets du 17B-oestradiol, du 4-

hydroxytamoxiféne, du raloxiféne et du ICI 182 780 sur six lignées cellulaires



iv

différentes par des tests de prolifération cellulaire au MTT. Finalement, nous avons fait
des tests d’affinité de fixation au récepteur a l’estrogéne avec les quatre composés
nommés précédemment. Nos résultats démontrent que le tamoxiféne a un effet agoniste
des estrogénes alors que le raloxiféne et le ICI 182 780 ont un effet principalement
antagoniste des estrogénes au niveau du cancer de I'utérus comme c’est le cas au niveau
de I'utérus normal. Nous avons observé I’expression des génes du ERa, du ER[, du
GPR30 et du REA par les lignées cellulaires a I’étude. 1l est donc possible que ceux-ci
soient impliqués dans le mécanisme d’action des anti-estrogenes que nous avons étudié.
Nous avons démontré que la présence et 1’absence d’estrogenes dans les4conditions de
culture cellulaire avait un impact suffisant pour affecter les effets engendrés par les anti-
estrogenes sur les six lignées cancéreuses utérines. Notre étude cumulée avec d’autres
études sur le mécanisme d’action des anti-estrogeénes au niveau du cancer de 1’utérus
vont accroitre notre compréhension du développement d’un cancer de [’utérus suite a un

traitement au tamoxiféne.

Mots clés : 17B-oestradiol, 4-hydroxytamoxiféne, raloxiféne, ICI 182 780, cancer de

I'utérus, lignées cellulaires, prolifération cellulaire, récepteur a 1’estrogene, rouge de

phénol et traitement au charbon-dextran.
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CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE



INTRODUCTION
1.1 Problématique

Les estrogenes possedent des propriétés qui favorisent la prolifération cellulaire de
leurs cellules cibles et qui peuvent mener a I’induction de certaines pathologies dont les
cancers du sein et de I'utérus. Un engouement pour le développement de composés
contrant les effets des estrogeénes a conduit a I’apparition de composés appelés anti-
estrogenes. L’un des premiers anti-estrogénes a avoir été développé est le tamoxiféne.
Celui-ci a été approuvé pour la prévention et le traitement du cancer du sein (Fisher et al.
1998; MacGregor et Jordan 1998; Taylor et Taguchi 2005; Ugwumadu et al. 1998).
Avec le temps, il a prouvé sa grande efficacité contre ce cancer alors que I’on a
découvert qu’il favorisait le développement d’un cancer de I'utérus chez certaines
femmes qui I'utilisaient (Fisher et al. 1994; Fornander et al. 1989). Etrangement,
d’autres anti-estrogénes mis sur le marché suite au tamoxiféne, comme le raloxifene et le
ICT 182 780, n’ont pas présenté d’effets favorisant le cancer de 'utérus. Comme
I'incidence du cancer du sein est trés importante de nos jours, 1’administration du
tamoxifene pour sa prévention et son traitement contribue au maintien d’une incidence
élevée du cancer de 1'utérus. Ainsi, il faut a tout prix augmenter la compréhension du
mécanisme d’action du tamoxifene et des autres anti-estrogenes au niveau du cancer de
I’'utérus afin de pouvoir un jour développer des stratégies pour empécher 1’action du

tamoxifene dans le développement de ce cancer.
1.2 Les estrogenes
1.2.1 Généralités
Les estrogeénes sont des hormones stéroidiennes sécrétées en majeure partie par les
ovaires chez la femme. IIs veillent principalement chez la femme au développement et

au maintien des structures de I’appareil reproducteur, des seins et des caractéres sexuels

secondaires, c’est-a-dire la répartition du tissu adipeux, le ton de la voix, I’élargissement



du bassin et le mode de croissance des cheveux et des poils (Tortora et Grabowski
2001). Chez I’homme, il existe une synthése des estrogénes au niveau des testicules. Ils
jouent un role dans le développement et le maintien du tractus urogénital de I’homme
(Nilsson et al. 2001). Une production treés faible d’estrogeénes, tant chez I’homme que
chez la femme, s’effectue au niveau des corticosurrénales correspondant a un sous-
produit de la synthése des corticostéroides qui a lieu dans cette partie des surrénales

(Heffner 2003).

1.2.2 La synthése des estrogenes

1.2.2.1 La voie de synthése des estrogenes

Le cholestérol est le précurseur de toutes les hormones stéroidiennes. 1l est lui-
méme synthétis€ a partir de 'acétate. Le cholestérol subit plusieurs réactions
enzymatiques pour permettre la synthése des estrogénes (Fig.1.1) (Heffner 2003).
D’abord, le cholestérol est transformé en pregnénolone par une enzyme de clivage
latéral. La pregnénolone nouvellement formée peut subir des transformations selon
deux voies: soit la voie de la progestérone par I’enzyme 3B-hydroxystéroide
déhydrogénase ou la voie de la 17a-hydroxyprégnénolone par l'enzyme 170-
hydroxylase. Si la pregnénolone est transformée en progestérone, elle sera ensuite
soumise a I’enzyme 170-hydroxylase pour former la 170-hydroxyprogestérone, et
ensuite €tre transformée en androsténedione par I’enzyme ligase. L’androsténedione
nouvellement synthétisée peut-étre transformée en testostérone par la 178-
hydroxystéroide déhydrogénase. Par contre, si la pregnénolone est transformée en 170.-
hydroxypregnénolone, celle-ci pourra former la 170-hydroxyprogestérone grace a
I’enzyme 3B-hydroxystéroide déhydrogénase. La 17a-hydroxypregnénolone pourra
suivre les étapes de la voie de la progestérone ou encore, former directement la
déhydroépiandrostérone (DHEA) par la ligase. La DHEA peut former I’androsténediol
grice a la 17B-hydroxystéroide déhydrogénase. La DHEA et I’androsténediol peuvent,
par la suite, former, grice a I’enzyme 3B-hydroxystéroide déhydrogénase,

’androsténedione et la testostérone respectivement (Heffner 2003).
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FIGURE 1.1 : Voie de synthése des estrogénes adapté de Johnson,M.H. et Everitt,B.]J.

“Reproduction”, traduction de la 5° édition anglaise, De Boeck Université, Paris : 298
pages (2002).

L’androstenedione et la testostérone doivent €tre soumises a 1’action de I’enzyme
aromatase pour former les estrogenes; 1’androsténedione formera 1’oestrone et la
testostérone, 1’oestradiol. L’oestrone peut, par le biais de la 17B-hydroxystéroide
déhydrogénase, former I’oestradiol et la réaction inverse peut aussi s’effectuer.
L’oestradiol est le principal estrogene a étre produit par les ovaires. Il peut aussi étre
appelé 17B-oestradiol et son abréviation est E;. Notons que 1’oestrone, aussi synthétisé
par les ovaires, et I’oestriol, d’origine périphérique et placentaire, sont des estrogenes a

activité plus faible que I’oestradiol retrouvés chez la femme (Heffner 2003).



1.2.2.2 Le site de synthese des estrogenes

La synthese d’estrogenes, au niveau de I’ovaire, est sous la gouverne de deux
gonadotrophines produites par I’hypophyse antérieure : 1’hormone lutéinisante (LH) et
I’hormone folliculostimulante (FSH).  La collaboration entre les deux types
cellulaires du follicule est nécessaire pour effectuer cette syntheése : les cellules de la

théque et les cellules de la granulosa (Fig.1.2) (Heffner 2003).
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FIGURE 1.2 : Site de synthése des estrogenes adapté de Nussey,S.S. et Whitehead,S.A.

“Endocrinology : an integrated approach”, 1 edition, BIOS Scientific Publishers,
Oxford : 376 pages (2001).

Les cellules thécales sous I’action de la LH accroissent leur nombre de récepteurs aux
lipoprotéines de faible densité (LDL) pour favoriser I’entrée de cholestérol a I’intérieur
des cellules. L’activité du systeme P450 (« side chain cleavage ») des mitochondries
et celle du réticulum endoplasmique lisse est stimulée par la LH afin de convertir le
cholestérol en androgenes. Les androgenes produits diffusent ensuite vers les cellules de
la granulosa, ou la FSH active I’aromatase, 1I’enzyme qui fait la conversion des

androgenes en estrogenes. Ainsi, il y a production d’estrogenes (Heffner 2003).



1.2.3 Les estrogenes et leurs récepteurs

1.2.3.1 Généralités

La majorité des effets des estrogenes est médiée par leur récepteur spécifique, le
récepteur a ’estrogéne (ER), dont deux isoformes ont été€ identifiés, 1’isoforme o (ERar)
et I'isoforme B (ERP) (Gustafsson 1999). Le ER fait partie de la superfamille des
récepteufs nucléaires (Tsai et O'Malley 1994) et ses deux isoformes sont encodés par
deux genes différents (Enmark et al. 1997; Gosden et al. 1986). L’isoforme oo du ER a
été cloné pour la premiére fois en 1986 (Green et al. 1986; Greene et al. 1986; Walter
et al. 1985). La protéine qu’il encode posseéde 595 acides aminés et un poids
moléculaire de 66,2 kDa (Greene et al. 1986). Il est principalement exprimé dans les
cellules du cerveau, du systéme cardiovasculaire, des seins, du foie, des os, du tractus
urogénital et de 'utérus (Gustafsson 1999; Pearce et Jordan 2004). Dix ans apres la
découverte du premier isoforme du récepteur a 1’estrogéne, en 1996, I'isoforme B de ce
récepteur a été découvert (Enmark et al. 1997; Mosselman et al. 1996). Le gene du
ER encode une protéine de 530 acides aminés avec un poids moléculaire de 59,2 kDa
(Ogawa et al. 1998). Le ERP est principalement exprimé dans les cellules du cerveau,
du systeme cardiovasculaire, des seins, des os, des tractus gastro-intestinal et urogénital,
et de la prostate (Gustafsson 1999; Pearce et Jordan 2004). Ces deux isoformes peuvent
donc étre co-exprimés daﬁs certains types cellulaires. Notons qu’au niveau de I’utérus,
I’expression de I’isoforme ERo domine sur I’isoforme ERP (Gustafsson 1999; Pearce et

Jordan 2004).

1.2.3.2 La structure du récepteur a I’estrogéne

Comme les autres récepteurs de leur superfamille, la structure des isoformes du ER
est subdivisée en six domaines : A, B, C, D, E et F (Shibata et al. 1997) (Fig.1.3). La
région N-terminale du récepteur est subdivisée en régions A/B et C alors que la région
C-terminale se subdivise en régions D, E et F (Shibata et al. 1997). La région A/B

contient un domaine fonctionnel : le domaine de transactivation indépendant de



I’hormone (AF-1) (Kraus et al. 1995; Kumar et al. 1987). La région C contient le
domaine de fixation 2 ’ADN (DBD) et de dimérisation du récepteur (Beato 1989; Evans
1988; Freedman 1992).
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FIGURE 1.3 : Structure des deux isoformes du ER tiré de Katzenellenbogen,B.S. et al. “Molecular
mechanisms of estrogen action : selective ligands and receptor pharmacology”, J
Steroid Biochem & Molecular Biol 74 : 279-285 (2000).

La région D aussi appelée région charniére contient un signal de localisation nucléaire
(Kumar et al. 1986; Ylikomi et al. 1992). La région E contient plusieurs fonctions,
dont les domaines de fixation au ligand (LBD), d’association aux protéines de choc
thermique, de dimérisation, de localisation nucléaire et de transactivation dépendant de
I’hormone (AF-2) (Evans 1988; Kumar et al. 1986; Kumar et al. 1987; Tsai et
O'Malley 1994). La région F semble posséder des fonctions modulatoires minimes
(Kumar et al. 1987). Les deux isoformes du ER possedent des homologies de structure.
Le domaine le plus homologue entre le ERo et le ERP est le DBD avec 96%
d’homologie alors que 53% d’homologie existe entre les deux LBD et 30% seulement

pour les autres domaines (Ogawa et al. 1998).
1.2.3.3 La fonction du récepteur a I’estrogéne

La fonction du récepteur a 1’estrogéne est de médier les effets des estrogénes
lorsqu’une molécule se fixe au LBD. Le ER reconnait aussi plusieurs ligands autres que
les estrogénes, par exemple des molécules agonistes et antagonistes des effets des
estrogénes (Kuiper et al. 1997; Shiau et al. 1998). Le ERa et le ERP présentent des
affinités similaires pour certains ligands comme c’est le cas avec le 17B-oestradiol
(Kuiper et al. 1997). Ainsi, activité du récepteur dépend du ligand présent dans son

domaine respectif. Il existe deux voies possibles par lesquelles les effets des estrogénes



peuvent étre médiés : une voie génomique ou classique et une voie non-génomique ou
rapide. La voie génomique, la plus connue, est une voie qui nécessite une interaction
entre le ER et ’ADN pour médier les actions des estrogénes alors que la voie non-
génomique n’est pas dépendante d’une interaction avec I’ADN pour induire des effets

biologiques (Revelli et al. 1998; Rollerova et Urbancikova 2000).
1.2.3.4 La voie génomique d’action des estrogénes
1.2.3.4.1 Le mécanisme

Les estrogénes sont des molécules lipophiles qui possedent la capacité de diffuser a
travers la membrane plasmique des cellules (Fig.1.4). La liaison d’une molécule
d’estrogéne a son récepteur au niveau du noyau induit son activation. Sous cette
activation, un changement de conformation du récepteur s’ensuit entrainant Ia
dissociation d’une protéine de choc thermique qui séquestrait le récepteur en absence de
ligand. Le changement de conformation induit aussi I’exposition du DBD. Ce dernier
site est constitué de deux « motifs a doigts de zinc », structure dans laquelle certains
acides aminés forment deux boucles peptidiques (liens de coordination avec le zinc),
nécessaires pour une interaction avec I’ADN (Tsai et O'Malley 1994). Une fois cette
région libérée, elle pourra se lier avec les éléments de réponse aux estrogenes (ERE)
devant la région promotrice d’un géne répondant aux estrogenes. Pour ce faire, il devra
y avoir homo- ou hétéro- dimérisation entre les deux isoformes du ER et cette forme
dimérique va reconnaitre et se lier a la séquence palindromique des ERE (Cowley et al.
1997; Klock et al. 1987; Mosselman et al. 1996). La liaison du ER aux ERE module la
transcription de certains génes et la traduction du produit de ces genes (Rollerova et
Urbancikova 2000). Pour ce faire, I’ARN polymérase pourra fixer la région promotrice
d’un géne pour en effectuer la transcription et donc la synthése d’'un ARNmessager
(ARNm), par exemple, le gene Myc ou bien cycline D1 (Butt et al. 2005). Suite a sa
maturation, ’ARNm sera traduit en protéines et donc induira une réponse initiale aux
estrogenes (Brook et Marshall 1998). Dans notre exemple, les estrogenes induisent la

production des protéines c-myc ou cycline D1. Ces deux derniéres protéines peuvent



agir sur une méme cible, soit la cycline E-cdk2 pour engendrer son activation.
L’activation de la cycline E-cdk2 pourra engendrer ensuite d’autres réponses qui vont
provoquer la formation d’autres ARNm et donc amplifier les effets des estrogenes
puisque c-myc, cycline DI et cycline E-cdk2 sont toutes des protéines importantes pour
le passage au point de restriction dans le cycle cellulaire (Butt et al. 2005). Ainsi,
lorsqu’elles sont toutes activées par les estrogenes, il y aura passage au point de

restriction et progression dans le cycle cellulaire.
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FIGURE 1.4 : Voie génomique et non-génomique d’action des estrogénes tiré de Turgeon,J.L. et al.

“Hormone therapy : physiological complexity belies therapeutic simplicity”, Science
304 :1269-1273 (2004).

1.2.3.4.2 Les co-régulateurs

L’initiation de la transcription requiert l'interaction de plusieurs protéines au
promoteur d’un geéne cible. L’action du récepteur aux estrogeénes implique non
seulement le récepteur et son ligand, mais aussi des protéines appelées co-régulateurs

(Katzenellenbogen et al. 2000). Les co-régulateurs sont en fait des protéines qui
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peuvent exercer une action sur l’induction de la transcription. Les co-régulateurs
peuvent étre de deux types soient, des co-activateurs ou des co-répresseurs. Les co-
activateurs favorisent la transcription alors que les co-répresseurs inhibent celle-ci
(McKenna et al. 1999; Pearce et Jordan 2004). Les co-régulateurs existent en de
multiples complexes et possédent plusieurs activités enzymatiques. Par exemple, pour
interagir avec le ER, ils peuvent modifier des composants de la chromatine comme des
histones ou bien agir sur des composants de la machinerie basale de transcription ou
encore sur les deux (Nilsson et al. 2001). Le ER peut s’associer avec des co-régulateurs
différents dépendant de leur affinité de fixation et de leur abondance relative (Nilsson et
al. 2001) pour médier la réponse transcriptionnelle aux hormones des cellules cibles
(McKenna et al. 1999). L’activité du ER n’est donc pas seulement déterminée par le
ligand mais aussi par le recrutement et la dissociation des différents co-régulateurs

(Chen 2000).
1.2.3.4.3 Le répresseur de 1’activité du récepteur a 1’estrogene

Plusieurs co-régulateurs exercant une action sur le récepteur a I’estrogéne sont a ce
jour répertoriés, mais la plupart ont aussi une action sur les autres récepteurs des
hormones stéroidiennes incluant le récepteur a la progestérone. Un seul co-répresseur
spécifique du récepteur a ’estrogéne n’est connu a ce jour. Il s’agit du répresseur de
Pactivité du récepteur a I’estrogene (REA). Celui-ci n’agit sur aucun autre récepteur
stéroidien ou non-stéroidien (Montano et al. 1999). L’action du REA s’effectue autant
sur le ERa que sur le ERP. De préférence, il interagit avec le ER lorsqu’il est 1i€ & un
ligand contrairement aux autres co-répresseurs qui interagissent avec un récepteur non
lié. De plus, le REA peut interagir avec le ER fixé avec un ligand de nature tant
oestrogénique qu’anti-oestrogénique (Katzenellenbogen et al. 2000). II n’interfere pas
dans l’interaction entre le ER et les ERE. Les niveaux d’expression du REA serait
déterminant dans le potentiel d’inhibition de 1’activité des estrogenes par les anti-

estrogenes. Quand les niveaux de REA sont élevés, le potentiel de suppression de

Pactivité du ER par les anti-estrogeénes est augmenté et la réponse aux estrogenes est
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réduite (Katzenellenbogen et al. 2000). Découvert seulement en 1999 (Montano et al.

1999), ce co-répresseur est encore peu défini dans la littérature.
1.2.3.5 La voie non-génomique d’action des estrogénes
1.2.3.5.1 Le mécanisme

Tel que décrit précédemment, les estrogénes exercent plusieurs effets par le biais
de leurs récepteurs. Par contre, certains effets des estrogénes sont trop rapides pour
permettre la synthése d’ARNm et de protéines (Fig.1.4). Dans certains types cellulaires,
les estrogénes sont capables d’induire I’activation de voies de signalisation cellulaire de
facon indépendante du ER dont entre autre, la voie de la phosphatidylinositol 3-kinase
(PI 3-K)/Akt (Guzeloglu et al. 2004; Marino et al. 2003; Tsai et al. 2001), une voie
importante pour la survie cellulaire. Ces derniers effets découlent d’une action non-
génomique des estrogénes. Malheureusement, le mécanisme par lequel les actions non-
génomiques des estrogeénes ont lieu demeure toujours a définir. Pour I’instant, certaines
évidences portent & croire que les estrogenes peuvent exercer leurs actions non-
génomiques et rapides a partir de récepteurs a 1’estrogéne membranaires (Norman et al.
2004). Cependant, les recherches sur I’identification de ces derniers ne sont pas claires
et subissent présentement une controverse (Nadal et al. 2001; Norman et al. 2004).
Deux propositions de récepteurs a l’estrogene membranaires aux actions non-
génomiques sont maintenant étudiées : la premiere implique le ER et soutient que celui-
ci soit associé a une structure de la membrane cellulaire comme les protéines G, les
cavéolines ou les récepteurs de tyrosine kinases alors que la deuxieme proposition
concerne une protéine autre que le ER qui serait associée a la membrane cellulaire et qui

aurait la capacité de fixer les estrogenes (Hewitt et al. 2005; Nadal et al. 2001).

1.2.3.5.2 Le récepteur a I’estrogéne membranaire

Certaines études affirment qu’il existe des isoformes o du ER au niveau

membranaire dans certains types cellulaires (Pappas et al. 1995; Pietras et Szego 1977).
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Une autre étude présente une transfection de cellules CHO (« Chinese hamster ovary »)
qui n'expriment pas naturellement le ER avec de 'ADN complémentaire (ADNc) du
ERa et du ERP. Les auteurs de cette étude ont démontré que les deux isoformes étaient
exprimés au niveau de la membrane en plus du noyau, mais avec une densité
membranaire moindre que celle nucléaire (Razandi et al. 1999). Ils ont pu en conclure
que le ER membranaire est originaire du méme transcrit que le ER nucléaire. Le
mécanisme par lequel le méme transcrit peut générer a la fois une protéine membranaire
et une autre nucléaire fait objet d’une controverse (Nadal et al. 2001). Pour s’insérer
dans la membrane, la protéine doit étre munie d’un domaine transmembranaire et ce
domaine est inexistant dans les protéines originales du ERa et ERB. La possibilité
d’une insertion additionnelle n’est pas envisageable car les protéines membranaires et
nucléaires du ER ont exactement le méme poids moléculaire (Razandi et al. 1999).
Pour I'instant, le mécanisme par lequel le ER se retrouve au niveau de la membrane est

inconnu et nécessite de plus amples investigations.

1.2.3.5.3 Le GPR30

Certaines actions non-génomiques des estrogenes ont déja été identifiées dans des
cellules qui ne possédent pas le ER (Losel et Wehling 2003) ce qui porte a croire qu'il
existe un autre type de récepteur & [’estrogéne qui peut agir dans la voie non-génomique
des estrogenes. Certains chercheurs spéculent que les actions non-génomiques des
estrogénes utiliseraient des récepteurs de la famille des récepteurs couplés & une protéine
G (GPCR) (Filardo et al. 2000). Les récepteurs de cette famille sont transmembranaires
et activent, pour transmettre le signal re¢u aux effecteurs cellulaires, un ou plusieurs
membres des protéines transductrices de signaux par fixation du nucléotide guanine
(protéines G) (Bourne et al. 1990; Sprang 1997). Ces derniéres protéines vont ensuite
influencer les niveaux de seconds messagers qui vont eux-mémes générer une panoplie
de processus cellulaires incluant la prolifération et la différentiation cellulaires
(Dhanasekaran et al. 1995; van Biesen et al. 1996). En 1997, un nouveau récepteur de
la famille des GPCR a été découvert et nommé GPR30 (Carmeci et al. 1997). Le

GPR30 est situé au niveau de la membrane cellulaire. Structurellement, le GPR30 n'est
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pas relié au ER nucléaire, mais il posséde des caractéristiques d'un ER comme la
capacité a fixer 'estrogéne. Ce récepteur est le candidat idéal pour expliquer le fait que
les estrogénes puissent médier des actions rapides & la surface cellulaire et aussi agir
dans des cellules cibles qui ne possédent pas le ERa et le ERf. Le GPR30 a une forte
affinité pour le 17P-oestradiol, mais aussi pour certains anti-estrogénes comme le
tamoxiféne et le ICI 182 780 (Thomas et al. 2005). Malheureusement, sa découverte

étant récente, trés peu d’informations sont disponibles a4 son sujet.
1.3 L’ utérus
1.3.1La physiologie de I'utérus

L’utérus est un organe féminin qui posséde la grosseur et la forme d’une poire
renversée et qui est situé entre la vessie et le rectum (Fig.1.5) (Tortora et Grabowski
2001). Cet organe est le siége de la menstruation, de I'implantation d’un ovule fécondé,
du développement du feetus pendant la gestation et de I'accouchement. L’utérus se
divise en trois parties anatomiques : dans sa partie supérieure, le fundus de 1’utérus, dans
sa partie centrale, le corps de I'utérus et dans sa partie inférieure, le col de I'utérus.
L’intérieur de 1'utérus se nomme cavité utérine. Au niveau histologique, 1'utérus est
composé de trois couches tissulaires : une couche externe, le périmétrium, une couche
moyenne, le myométre et une couche interne, I'endomeétre. Le périmétrium est une
séreuse qui fait partie intégrante du péritoine viscéral et qui est composé d’un épithélium
pavimenteux simple et de tissu conjonctif aréolaire. Le myométre est constitué de trois
feuillets de fibres musculaires lisses. L’endomeétre est trés vascularisé et est composé
d’une couche interne d’épithélium prismatique simple recouvrant la lumiére, d'un
stroma sous-jacent épais fait de tissu conjonctif aréolaire et de glandes utérines qui
s’étendent de la lumiére jusqu'au myomeétre. L’endomeétre de I'utérus est constitué de
deux couches : une couche fonctionnelle et une couche basale (Fig.1.6). La couche
fonctionnelle tapisse la cavité utérine et elle est éliminée lors des menstruations alors
que la couche basale est permanente et régénére la couche fonctionnelle a la suite des

menstruations (Tortora et Grabowski 2001).
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1.3.2Le cycle menstruel

L’endometre subit des modifications tant structurales que fonctionnelles au niveau
glandulaire en réponse aux hormones durant le cycle menstruel (Tortora et Grabowski
2001). Le cycle menstruel se divise en quatre phases: menstruelle, pré-ovulatoire,
ovulatoire et post-ovulatoire (Fig.1.6). La phase menstruelle est d’abord caractérisée par
une diminution de la concentration des hormones ovariennes (estrogenes et
progestérone) et plus particulierement de la progestérone. Une constriction des
artérioles spiralées s’ensuit stimulée par une libération de prostaglandines ce qui entraine
la mort des cellules irriguées par ces artérioles. Ainsi, la couche fonctionnelle de
I’endometre se desquame et est évacuée sous forme d’écoulement sanguin pour ne
laisser place qu’a la couche basale. La phase pré-ovulatoire ou phase proliférative, est
basée principalement sur la reconstruction de la couche fonctionnelle de 1’endométre.
Les cellules de la couche basale entrent dans le cycle cellulaire pour régénérer la couche
fonctionnelle en réponse aux estrogenes libérés par les follicules ovariens en cours de
maturation. Au cours de I’épaississement de la couche fonctionnelle, des glandes se
forment et des artérioles s’émicient entre celles-ci. La phase ovulatoire est en fait la
rupture du follicule ovarien devenu mir et la libération de ’ovule qu’il contient. Cette
phase n’induit pas directement d’effets au niveau de l'utérus. La derniére phase, la
phase post-ovulatoire ou sécrétoire, constitue la suite de la prolifération de la couche
fonctionnelle. En réponse a la progestérone et aux estrogeénes libérés par le corps jaune,
les glandes utérines croissent et s’enroulent, la vascularisation et 1’épaississement de
I’endometre se poursuit et la quantité de liquide contenue dans les tissus augmente. En
I’absence d’implantation d’un blastocyste, une dégénérescence du corps jaune s’ensuit
diminuant la concentration de progestérone et engendrant donc, le début de la phase

menstruelle (Tortora et Grabowski 2001).
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1.3.3 Lacarcinogénese

1.3.3.1 La physiologie d’un tissu sain

Un tissu sain est constitué de cellules a l'intérieur desquelles il se produit
continuellement un équilibre entre I’ensemble des facteurs qui favorisent la survie et la
mort cellulaire. Ces facteurs sont en fait des geénes codant pour des protéines qui
favorisent la prolifération cellulaire appelé proto-oncogenes et d’autres qui inhibent la
prolifération cellulaire portant le nom de génes suppresseurs de tumeur. Une mutation a
I'intérieur du géne d’un proto-oncogene active celui-ci constitutivement, c’est-a-dire de
facon dominante dans la cellule, et ce geéne sera alors devenu un oncogéne. Au
contraire, une mutation sur les deux alleles a I’intérieur d’un géne suppresseur de tumeur
va induire son inactivation (Griffiths et al. 2001). Ainsi, ’oncogéne va constamment
favoriser une prolifération cellulaire alors que le géne suppresseur de tumeur muté sur
les deux alleles va perdre sa capacité a freiner cette prolifération cellulaire non
nécessaire. Bref, que les mutations activent un proto-oncogene ou inactivent un gene
suppresseur de tumeur, dans les deux cas, elles vont favoriser la prolifération cellulaire.
Généralement, ’apparition d’une mutation vient déplacer 1’équilibre qui régit le
fonctionnement de la cellule et la cellule y répond rapidement en enclenchant sa propre
destruction par un processus de mort cellulaire appelé apoptose et ce, afin d’éviter
d’engendrer d’autres cellules problématiques. Par contre, dans certains cas, la cellule
devient tellement déséquilibrée, a la suite d’une série de mutations par exemple, qu’il lui

“est impossible de se détruire, on dira alors que c’est une cellule transformée (Griffiths et

al. 2001; Heffner 2003).

1.3.3.2 Le développement d’un cancer

Une cellule transformée priorise sa survie au dépend de sa mort cellulaire, ce qui
signifie qu’elle pourra se multiplier malgré les défectuosités qu’elle possede et donc
engendrer d’autres cellules transformées (Griffiths et al. 2001). Le développement d’un

cancer débute ainsi par une seule cellule qui s’est transformée a 'intérieur d’un tissu
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sain (Fig.1.7). La cellule transformée se multiplie et forme un nodule de cellules
tumorales a I'intérieur du tissu sain que I’on nomme tumeur bénigne. Lorsque la tumeur
atteint la lame basale aux abords du tissu, la tumeur est devenue maligne. Il s’agira alors
d’un cancer. Puis, a ce stade, certaines cellules de la tumeur pourront rejoindre les
vaisseaux sanguins et engendrer d’autres tumeurs a I’intérieur de 1I’organisme que 1’on

appellera métastases (Lodish et Darnell 1997).
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FIGURE 1.7 : Développement d'un cancer tiré de Lodish,H.F. et Darnell,J.E. “Biologie moléculaire

de la cellule”, traduction de la 3° édition anglaise, De Boeck Université, Belgique :
1344 pages (1997).

1.3.4 Le cancer de I’utérus

1.3.4.1 Généralités

Le cancer de I'utérus, aussi appelé cancer de I’endometre, est au premier rang en
incidence parmi les cancers gynécologiques et au quatrieme parmi tous les types de
cancer au Canada et a I’échelle mondiale (Parkin et al. 200S; Société canadienne du
cancer 2004). Il existe deux types de cancer de I’endometre: le type 1 appelé

endométrioide et le type 2 dit non-endométrioide. Approximativement 70 a 80% des
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cancers de I’endometre sont du type 1 (Fig.1.8). Ce premier type est associé avec une
exposition aux estrogenes en absence de progestérone alors que le second type n’est pas
relié a des facteurs hormonaux (Bokhman 1983; Deligdisch et Holinka 1987; Sherman et
al. 1995). Notre étude s’intéresse au cancer de I’utérus en lien avec des facteurs
hormonaux ainsi, notre intérét dans ce texte sera seulement accordé au cancer de I’utérus
de type 1. Conséquemment, les termes suivants : «cancer de 1’utérus » et « cancer de
I’endometre » utilisés dans la suite de ce mémoire seront équivalents au type

endométrioide.

FIGURE 1.8 : Coupe histologique d'un carcinome endométrioide tiré de Fuller,A.F. et al. “Uterine
cancer”, 1° édition, BC Decker Inc, Hamilton : 230 pages (2004).

1.3.4.2 L’histologie

Le cancer de I’endometre au niveau histologique est caractérisé par la disparition
du stroma entre les glandes qui, elles, sont devenues anormales et ont infiltré la lumiére
utérine. Les cellules présentent une distribution désordonnée de la chromatine nucléaire
et un élargissement du noyau. On peut aussi y observer un degré variable de mitoses, de

nécroses et d’hémorragies (Kufe et al. 2003).

1.3.4.3 L’étiologie et les facteurs de risque

L’étiologie principale du cancer de l'utérus est explicable par une exposition

cumulative de I’endomeétre aux estrogenes en absence de progestérone (Henderson et al.
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1982; Henderson et al. 1988). Les estrogénes exercent une pression sur les cellules de
I’endometre pour favoriser leur prolifération cellulaire. Cette augmentation de la
prolifération cellulaire peut mener a 1’apparition d’un phénotype malin conséquemment
a certaines générations de cellules & phénotype différent par des erreurs de copies

d’ ADN, de réarrangement chromosomal, etc. (Henderson et al. 1988) (Fig.1.9).
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FIGURE 1.9 : Apparition d'un phénotype malin suite a des expositions cumulées aux estrogénes tiré
de Henderson,B.E. et al. “Estrogens as a cause of human cancer : the Richard and
Hinda Rosenthal foundation award lecture”, Cancer Res 48 : 246-253 (1988).

Les facteurs de risque s’expliquent largement par des conditions menant & un exces
d’estrogenes relativement a la quantité de progestérone. L’4ge dans la cinquantaine et
plus, I’obésité, la nulliparité (absence de grossesse), la ménopause tardive, la prise
d’estrogenes en absence de progestatif et 1’exposition a long terme au tamoxiféne sont
les principaux facteurs de risque (Société€ canadienne du cancer 2004). Chez les femmes
obeses, le tissu adipeux devient une source d’estrogenes puisque celui-ci contient de
I’aromatase, I’enzyme qui transforme les androgenes en estrogenes (voir section 1.1.2).
Une synthése d’estrogénes a partir des androgenes surrénaliens s’effectue donc dans ces
tissus augmentant, conséquemment, la biodisponibilit€ des estrogenes (Kilgore et al.
1995). La nulliparité expose les femmes a une quantité d’estrogénes plus importante
durant leur vie que les femmes qui ont eu des enfants puisque, durant la grossesse, un
changement dans la balance des hormones ovariennes favorise la progestérone plutSt
que les estrogenes (American cancer society 2005). La ménopause tardive se traduit par
une exposition aux estrogenes a plus long terme chez les femmes dans cette situation.
La prise d’estrogenes en absence de progestatif vient une fois de plus augmenter les

effets des estrogenes chez les femmes ayant fait utilisation de cette médication. Le
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tamoxifene est un médicament qui possede une activité agoniste des estrogeénes au
niveau de ’endométre, c’est pourquoi il augmente le risque de développer un cancer
endométrial (Fisher et al. 1994; Fornander et al. 1989). Contrairement aux estrogenes,
la progestérone joue un rdle protecteur au niveau de I’utérus en diminuant les niveaux
d’expression du ER au niveau des cellules épithéliales de I’endometre et en favorisant le
métabolisme de I’oestradiol par I’activation de la 17B-hydroxystéroide déhydrogénase a
faire la conversion de 1’oestradiol en oestrone, donc en un estrogene plus faible

(Greenspan et Gardner 2004).
1.3.4.4 Les manifestations et le diagnostic

De maniere générale, I’origine du cancer de I’endometre provient de ses tissus
glandulaires correspondant a un adénocarcinome. Le cancer de 1’utérus ne présente pas
de symptdmes vraiment révélateurs du cancer; ils sont principalement des saignements
irréguliers ou post-ménopausaux, pertes et douleurs ou inconfort dans la région
pelvienne. Le diagnostic se pose suite a une dilatation fractionnée et un curettage de
I’'utérus avec biopsies de la cavité de I’endométre et du canal endocervical. L’examen
peut parfois nécessiter une hystéroscopie ou des techniques d’imagerie comme
I’'imagerie par résonance magnétique (MRI) ou l’ultrasonographie pour confirmer le

diagnostic (Kufe et al. 2003).
1.3.4.5 La stadification

Suite au diagnostic, il faut déterminer le stade de la tumeur. Celui-ci dépend de la
taille et du degré de propagation de la tumeur (Société canadienne du cancer 2004).
C’est la Fédération Internationale de Gynécologie et Obstétrique (FIGO) qui a établi les
modalités de la détermination du stade d’un cancer endométrial. Pour déterminer le
stade de la tumeur, les patientes atteintes doivent subir une hystérectomie totale
combinée avec une salpingo-ovariectomie bilatérale (chirurgie retirant 1’utérus ainsi que
les trompes utérines et les ovaires), des lavements pour examens cytologiques et une

biopsie des tissus suspects environnants (Kufe et al. 2003). Lors de 1’opération, certains
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autres tissus peuvent étre échantillonnés en fonction de I’invasion de la tumeur. Les
stades du cancer de l'utérus sont définis comme suit: le stade 0 indique un cas
d’hyperplasie atypique de I’endométre avec histologie suspectée d’étre maligne, le stade
I peut étre subdivisé en IA ou IB et représente un carcinome restreint au corps de
I’'utérus de longueur inférieure (IA) ou supérieure (IB) a 8 cm et, finalement, le stade II
signifie que le carcinome s’est répandu au corps et au col de 1’utérus sans s’étre propagé
en dehors de I'utérus. Le systéme FIGO est un excellent indicateur du taux de survie
sans récurrence (Kufe et al. 2003). Selon un rapport récent, le taux de survie sans
récurrence est de 90% pour le stade I, de 83% pour le stade II et de 43% pour le stade III
(Maneschi et al. 1992).

1.3.4.6 Les traitements

Les traitements sont principalement la chirurgie, la radiothérapie, la
chimiothérapie, 1’hormonothérapie. La chirurgie privilégiée lors d’un diagnostic de
cancer de l'utérus est une hystérectomie combinée avec une salpingo-ovariectomie
bilatérale. Cette chirurgie est en fait celle déja effectuée au moment de la détermination
du stade de la tumeur. La seconde thérapie la plus efficace est la radiothérapie.
Généralement, cette derniere est combinée a la chirurgie et s’avere étre le traitement de
choix pour la majorité des patientes. Dans les cas de cancer de 1’utérus récurrent, la
chimiothérapie et 1’hormonothérapie sont des traitements de choix. Le traitement
chimiothérapeutique privilégie les médicaments doxorubicine, cisplatine, paclitaxel et
cyclophosphamide seuls ou en combinaison pour augmenter 1’efficacité du traitement.
L’hormonothérapie consiste a la prise de progestatifs afin de contrer les effets des
éstrogénes principalement le 17a-hydroxyprogestérone caproate, la

médroxyprogestérone et le mégestrol acétate (Kufe et al. 2003).
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1.4 Les anti-estrogénes
1.4.1 Généralités

Les anti-estrogénes sont des composés qui compétionnent avec les estrogénes pour
fixer le ER, mais qui sont incapables de I’activer (Katzenellenbogen et al. 1997,
Webster et al. 1988). Ils peuvent étre classés en deux groupes : les anti-estrogénes de
type 1 et de type 2 (Katzenellenbogen 1996; MacGregor et Jordan 1998). Les anti-
estrogénes de type 1 sont des composés gui peuvent avoir des actions oestrogéniques ou
anti-oestrogéniques (antagonistes partiels de 1'estrogéne) dépendant du tissu cible. Les
anti-estrogénes de type 2 sont de purs anti-estrogénes, ¢’est-a-dire qu’ils n'ont aucune
action oestrogénique. Parmi les anti-estrogénes de type 1, il y a le tamoxiféne, le 4-
hydroxytamoxiféne et le raloxiféne qui sont particuliérement connus et parmi le type 2,
il yale ICI 164 384 et le ICI 182 780 (MacGregor et Jordan 1998) (Fig.1.10).

142 Les anti-estrogénes de type 1

Les anti-estrogénes de type 1 sont aussi appelés communément les modulateurs
sélectifs du récepteur a ’estrogéne (SERMs) (Haskell 2003; Pike et al. 2001). Ils sont
généralement de nature non-stéroidienne (Howell et al. 1996). Le tamoxiféne
(Nolvadex® ou ICI 46 474 ou trans-1-(4-B-dimethylaminoethoxyphenyl)-1,2-diphenyl
but-1-ene (Jordan et al. 1977)) est le médicament le plus répandu donné en prévention
et en traitement contre le cancer du sein et ce, tant chez les femmes que chez les
hommes (Fisher et al. 1998; MacGregor et Jordan 1998; Taylor et Taguchi 2005;
Ugwumadu et al. 1998). Le tamoxiféne a "intérieur du corps humain est métabolisé au
niveau des cellules du foie en 4-hydroxytamoxiféne qui exerce les mémes propriétés
agonistes et antagonistes que le tamoxiféne tout en possédant plus d’affinité pour le ER
(Jordan et al. 1977). Le tamoxiféne utilisé en prévention diminue de 49% le risque de
développer un cancer du sein (Fisher et al. 1998). De plus, il augmente le taux de survie
des personnes atteintes de cancer du sein (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative

Group 1992) et il diminue le risque de cancer du sein controlatéral de 54% lorsqu’il est
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administré sur une période de plus de deux ans (Early Breast Cancer Trialists'

Collaborative Group 1998).
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FIGURE 1.10 : Structure du 17B-oestradiol et de trois anti-estrogénes majeurs adapté de Platet,N.
et al. “Estrogens and their receptors in breast cancer progression : a dual role in
cancer proliferation and invasion”, Critical Rev Oncol/Hematol 51 :55-67 (2004).

Le tamoxiféne exerce une activité antagoniste des estrogenes au niveau du sein alors que
son activité est agoniste au niveau de I'utérus et des os (Katzenellenbogen et al. 1997).
L’usage a long terme du tamoxiféne augmente le risque de développer un cancer de
I’endomeétre (Fisher et al. 1994; Fornander et al. 1989). Le risque est évalué a trois ou
quatre sur 1000 par année, et ce uniquement chez les femmes post-ménopausées (Kufe
et al. 2003). Certains patients ne répondent pas bien au traitement avec le tamoxiféne,
c’est-a-dire que seulement 50-60% des patients avec un cancer exprimant le ERo y
répondent efficacement (Santen et al. 1990) et certains patients développent une
résistance a celui-ci (Howell et Robertson 1995; Wolf et Jordan 1993). D’ou est venu
I’importance de développer de nouveaux composés anti-oestrogéniques qui pourraient
étre aussi efficace que le tamoxiféne sans ses inconvénients. Le raloxiféne (Evista® ou
kéoxiféene (MacGregor et Jordan 1998) ou LY 156,758 ou LY 139,481 ou [6-hydroxy-2-
(4-hydroxyphenyl)-benzo[b]thien-3-yl][4-[2-(1-piperidinyl)ethoxy]phenyl Jmethanone

(Jones et al. 1984) est un anti-estrogeéne partiel comme le tamoxiféne qui posseéde une

activité anti-oestrogénique au niveau du sein et de 1’utérus et une activité oestrogénique
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au niveau des os (Cummings et al. 1999; Delmas et al. 1997). D’abord congu pour le
traitement du cancer du sein (Brown 2002), il est maintenant principalement prescrit
pour la prévention et le traitement de 1’ostéoporose chez les femmes (Delmas et al.
1997; Goldstein 2001) comme son efficacité n’était pas suffisante au niveau du cancer
du sein en comparaison avec le traitement au tamoxiféne (Brown 2002). Le raloxiféne,
en comparaison avec le tamoxiféne, ne présente pas d’effets agonistes des estrogeénes au
niveau de I’'utérus (Cummings et al. 1999; Delmas et al. 1997). Ces deux composés ont
une structure différente, le tamoxiféne est structuré en triphényléthylene alors que la
structure du raloxiféne est en benzothiophéne (MacGregor et Jordan 1998). Comme les
bénéfices du tamoxiféne surpassent ses effets néfastes, celui-ci demeure, encore
aujourd’hui, la thérapie endocrinienne a privilégiée face au cancer du sein (MacGregor
et Jordan 1998). Une étude clinique de grande envergure échelonnée sur 5 ans a débutée
en 1999, pour comparer I’efficacité de 'utilisation du tamoxiféne et du raloxiféne en
prévention du cancer du sein chez des femmes ménopausées a haut risque pour ce
cancer. Les résultats de cette étude nommée STAR («study of tamoxifen and

raloxifene ») devraient étre publiés trés prochainement (Dunn et Ford 2001).
1.4.3 Les anti-estrogenes de type 2

Le ICI 164 384 (N-butyl-N-methyl-11-(3,17B-dihydroxyoestra-1,3,5-(10)-trien-7a-
yl)undecanamide) et le ICI 182 780 (Faslodex® ou fulvestrant ou 7a-[9-(4,4,5,5,5-
pentafluoropentylsulfinyl)nonyl]oestra-1,3,5(10)-triene-3,17B-diol) sont deux purs anti-
estrogeénes qui n’ont aucune propriété oestrogénique peu importe le tissu cible. Ces
deux composés stéroidiens sont, en fait, des dérivés du 17B-oestradiol ayant une chaine
latérale en position 700 (Wakeling et al. 1991; Wakeling et Bowler 1988). Le ICI 182
780 a démontré un meilleur potentiel que le ICI 164 384 pour le traitement du cancer du
sein (Wakeling et al. 1991). Il a démontré son efficacité¢ en seconde thérapie
endocrinienne suite a un échec du tamoxiféne (Howell et Robertson 1995). 11 est
maintenant prescrit pour les cancers du sein localement avancés ou métastatiques chez
les femmes ménopausées (de Cremoux et al. 2004) ou dans les cas de développement

d’une résistance au traitement avec le tamoxiféene (Howell et Robertson 1995). Le ICI
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182 780 bloque les effets des estrogenes en régulant de fagcon négative 1’expression du

ERa pour ainsi mener a sa disparition totale (DeFriend et al. 1994).

1.5 Les autres sources oestrogéniques
1.5.1 Généralités

Depuis des décennies, les effets prolifératifs des estrogenes sont étudiés en culture
avec des cellules hormono-dépendantes et ce, principalement avec des cellules
cancéreuses du sein. Pour étudier de facon plus précise les effets des estrogénes, des
techniques ont été développées pour éliminer les estrogenes, les hormones stéroidiennes
et autres composés a activité oestrogénique des composantes utilisées pour la culture

cellulaire.
1.5.2 Le sérum

En culture cellulaire, on utilise un milieu de culture qui contient des nutriments
essentiels, mais aussi du sérum qui fourni des éléments clés pour la croissance. Le
sérum que I’on utilise est d’origine animal et contient tous les éléments pour supporter la
survie et la croissance des cellules. I est utilisé pour remplacer tous les éléments
nutritionnels et hormonaux présents dans 1’environnement in vivo. Le sérum contient
des hormones stéroidiennes, des facteurs de croissance, des lipides, des protéines de
transport, des co-facteurs enzymatiques et des facteurs d’attachement (Barnes et Sato
1980). Les hormones stéroidiennes contenues dans le sérum peuvent influencer les
résultats d’études sur les effets des estrogénes. La technique la plus répandue pour
éliminer les hormones stéroidiennes du sérum est sans contredit celle du traitement au
charbon-dextran (Darbre et al. 1983; Leake et al. 1987). Briévement, le charbon activé
est capable de capter les stéroides libres grice a sa structure formée de plusieurs
micropores qui emprisonnent les petites molécules et donc, les hormones stéroidiennes.

Pour sa part, le dextran est un polymere de sucres qui va entourer les molécules de
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charbon et empécher les plus grosses particules de pénétrer a I'intérieur de celles-ci. 1

n’influence en rien la capacité d’absorption du charbon (Boxen et Tevaarwerk 1982).

1.5.3 Le rouge de phénol

En 1986, I’équipe de Berthois et al. révolutionne les connaissances en mati¢re de
culture cellulaire en lien avec les estrogenes, en faisant la découverte que le rouge de
phénol (« phenolsulfonphthalein ») (Fig.1.11), contenu dans le milieu de culture comme
indicateur de pH, posséde un effet oestrogénique sur le ER aux concentrations présentes

dans les milieux de culture.

ic contaminant
of Pheno! Red

FIGURE 1.11 ; Structure du rouge de phénol et de son contaminant tiré de MacGregor,J.1. et

Jordan,V.C. "Basic guide to the mechanisms of antiestrogen action”, Pharmacological
Rev 50, 2: 151-196 (1998).

Selon cette étude, le rouge de phénol se fixe au récepteur a I’estrogéne et stimule la
prolifération cellulaire et la synthése de protéines spécifiques chez des cellules sensibles
aux estrogeénes. En plus, cette étude a démontré que le rouge de phénol était présent en
quantité suffisante dans les milieux de culture pour masquer en partie d’autres effets
oestrogéniques (Berthois et al. 1986). Ces auteurs ont aussi suggéré de considérer
I’activité du rouge de phénol dans tous les cas d’études hormono-dépendantes. Deux
ans apreés la publication de 1’étude de Berthois et al. (1986), on démontrait que ce n’est
pas la molécule de rouge de phénol comme telle qui possede des effets oestrogéniqués,
mais que ces effets sont plutdt attribuables a un contaminant présent dans sa préparation

(Bindal et al. 1988; Bindal et Katzenellenbogen 1988). Ce contaminant aux propriétés
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oestrogéniques est en fait un composé formé par la dimérisation de composants utilisés

dans la synthése du rouge de phénol (Bindal et Katzenellenbogen 1988).
1.6 But de I’étude

Le tamoxiféne est un médicament trés répandu pour le traitement du cancer du sein
malgré qu’il soit un facteur de risque important pour le cancer de I’utérus. Considérant
I’incidence du cancer du sein qui est au premier rang au Canada ainsi qu’a I’échelle
mondiale (Parkin et al. 2005; Société canadienne du cancer 2004), I’administration du
tamoxiféne en prévention et en traitement de ce cancer contribue a maintenir une
incidence élevée du cancer de 1’utérus. Ainsi, I’étude des effets du 4-
hydroxytamoxiféne, le métabolite actif du tamoxiféne, au niveau de lignées cancéreuses
utérines permettrait de mieux comprendre son mécanisme d’action. Le raloxifene et le
ICI 182 780 n’ayant aucun effet agoniste des estrogeénes connu au niveau de 1’utérus,
I’étude de leurs effets en comparaison avec ceux du 4-hydroxytamoxiféne augmenterait
d’autant plus notre compréhension des effets de ce dernier composé au niveau de lignées
cancéreuses utérines. Notre étude a donc pour but d’étudier les effets du 17B-oestradiol,
du 4-hydroxytamoxiféne, du raloxiféne et du ICI 182 780 sur la prolifération cellulaire
de six lignées cancéreuses de 1’utérus (HeLa, HEC-1-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa et EN-
1078D) sous deux types de conditions cellulaires : 1a présence d’estrogenes (présence de
rouge de phénol et de sérum standard) et I’absence d’estrogénes (absence de rouge de
phénol et présence de sérum traité au charbon-dextran). A plus long terme, la
compréhension du mécanisme d’action du tamoxiféne au niveau du cancer de 1’utérus
pourrait nous permettre de développer des stratégies pour contrer ses effets sur ce

cancer, des thérapies plus ciblées selon le génotype des patientes et un anti-estrogene

idéal.

Dans les sections suivantes, vous pourrez prendre connaissance de 1article
scientifique qui se rapporte a cette étude dans le chapitre II ainsi que la discussion, les

perspectives futures et les conclusions générales de 1’étude dans le chapitre IIL.
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CHAPITRE I
EFFECTS OF 4-HYDROXYTAMOXIFEN, RALOXIFENE AND ICI 182 780 ON
CELL PROLIFERATION OF UTERINE CANCER CELL LINES IN THE
PRESENCE AND THE ABSENCE OF ESTROGENS
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PREFACE

Les auteurs du chapitre II sont : moi-méme, 1% auteur, j’ai effectué la majeure
partie des expérimentations, le traitement des données et la rédaction, Emilie Sexton, 2°
auteur, dont certains résultats des figures 5 a 8 sections A) et B) lui sont attribuables,
Sophie Parent, 3° auteur, doht les résultats de la figure 9 lui sont entierement
attribuables, Marie-Claude Déry, 4° auteur, dont les résultats de la figure 4 lui sont
totalement attribuables, Virginie Boucher, 5° auteur, dont les résultats des figures 5 4 8
sections C) et D) ont été effectués en partie par elle, et finalement, Eric Asselin, dernier
auteur, qui a élaboré la stratégie expérimentale, effectué la supervision des travaux ainsi

que la révision de cet article.
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RESUME

Les effets du 17f-oestradiol et des anti-estrogénes sur des cellules cancéreuses utérines
sont trés peu compris. Le but de cette étude était de déterminer I'impact du 17p-
oestradiol, 4-hydroxytamoxiféne, raloxiféne et le ICI 182 780 sur la prolifération
cellulaire de six lignées cellulaires cancéreuses de 1'utérus : HeLa, HEC-1-A, KLE, RL-
95-2, Ishikawa et EN-1078D. Les effets de ces composés sur la prolifération cellulaire
des six lignées cellulaires cancéreuses de 1'utérus ont été étudiés en présence et en
absence d’estrogénes (rouge de phénol et sérum déprivé en stéroides sexuels). Nos
résultats démontrent |’'importance de soustraire le rouge de phénol et de dépriver le
sérum lorsque 1'on étudie des cellules cancéreuses utérines en relation avec le 170-
oestradiol. De maniére générale, le 17B-ocestradiol et le 4-hydroxytamoxiféne ont
démontré des similarités dans leurs effets agonistes tandis que le raloxiféne a présenté
différents patrons de prolifération cellulaire (agoniste/antagoniste) et le 1CI 182 780 a
montré une activité principalement antagoniste des estrogénes. Nous avons observé que
chacune des lignées cellulaires avait des expressions différentes du ERa, du ERp, du
GPR30 et du REA et aussi, elles réagissaient différemment aux divers traitements.
L’affinité de chagque composé pour fixer le ERx et le ERf} était trés similaire avec
I'exception du raloxiféne qui a une préférence pour la fixation du ERo. La
phosphorylation/activité a été réduite chez les cellules cultivées dans un milien de
culture sans rouge de phénol et sans stéroide. Nos résultats suggérent que la présence du
ERo, du ERf, du GPR30 et du REA joue un role dans la réponse proliférative des
cellules au 17B-oestradiol et aux anti-estrogénes, mais ils ne sont pas les seuls facteurs

impliqués dans ce mécanisme.
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ABSTRACT

17f-estradiol and antiestrogens effects on uterine cancer cells are poorly
understood. The aim of this study was to determine the impact of 17P-estradiol, 4-
hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI 182 780 on cell proliferation of six uterine cancer
cell lines : HeLa, HEC-1-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa and EN-1078D. The effects of
these compounds on cell proliferation of the six uterine cancer cell lines were studied in
the presence and the absence of estrogens (phenol red and serum deprivation of sex
steroids). Results demonstrated the importance of removing phenol red and the use of
sex steroid-deprived serum when studying uterine cancer cells in relationship with 17p-
estradiol. In a general manner, 17B-estradiol and 4-hydroxytamoxifen showed
similarities in their agonistic effects whereas raloxifen showed different pattern of cell
proliferation (agonistic/antagonistic) and ICI 182 780 had antagonistic activity. We
observed that each cell line had diverse expression of ER¢, ERfl, GPR30 and REA and
also reacted differently to the treatments. Affinity of each compound to the binding of
ER« and ER[} was very similar with the exception of raloxifen that had a preference for
ERw binding. Akt phosphorylation/activity was reduced in cells cultured in a phenol red
and steroids free culture medium. Our results suggest that the presence of ERc, ERp,
GPR30 and REA have a role to play in the proliferative response of cells to 17B-

estradiol and antiestrogens but are not the only factors involved in this process.

INTRODUCTION

Estrogens stimulate many biosynthetic processes in hormone-responsive cells such
as in breast and uterus (Aitken et Lippman 1985; Katzenellenbogen et al. 1979;
Katzenellenbogen et al. 1985) and are known to play a major role in the etiology of
breast and endometrial cancer (Henderson et al. 1982; Henderson et al. 1988).
Worldwide, the incidence of breast cancer is the first in importance of all female cancers

whereas endometrial cancer is the fourth (Parkin et al. 2005).
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The importance of estrogens was extensively studied in the past two decades, in
particular using breast cancer cell lines. Concerned with the elimination of exogenous
sources of estrogens in cell culture media, researchers deprived sera of steroid hormones
(Darbre et al. 1983; Leake et al. 1987) and in spite of this elimination, cell proliferation
seems to be affected by another estrogenic source. After an examination of the potential
sources of estrogens, Berthois et al. (1986) demonstrated that phenol red, used in media
as a pH indicator, had estrogenic properties at concentration, found in tissue culture
media; it binds to estrogen receptors causing significant stimulation of cell proliferation
and specific protein synthesis in cells responding to estrogens. After this finding, it was
suggested, in any case of studying estrogen-responsive cells, to consider the estrogenic

activity of phenol red (Berthois et al. 1986).

Estrogens can act in target cells by two mechanisms: a genomic or classical
mechanism and a non-genomic or rapid mechanism. The first mechanism involves the
estrogen receptors (ER), proteins to which estrogen binds after its intra-cellular diffusion
(Tsai et O'Malley 1994). Consecutive to its binding to estrogen, a conformational
change appears in the ER, permitting interactions with transcriptional co-regulators and
regulatory DNA sequences of target genes (Hewitt et al. 2005; Tsai et O'Malley 1994).
A physiological response within hours following the estrogen exposure takes place in
consequence of synthesis in proteins and mRNAs that DNA sequences encode (Hewitt
et al. 2005). The non-genomic mechanism gives response to estrogen within seconds or
minutes by a direct effect on proteins and on certain signalling pathways which suggests

that this mechanism is membrane-mediated (Hewitt et al. 2005; Norman et al. 2004).

ER belong to the nuclear receptor superfamily of transcription factors and has two
isoforms named alpha (ERo) and beta (ERP) (Bjornstrom et Sjoberg 2004; Pearce et
Jordan 2004). The human ERo was first cloned in 1986 (Green et al. 1986; Greene et
al. 1986; Walter et al. 1985) whereas, human ERf} was cloned in 1996 (Enmark et al.
1997; Mosselman et al. 1996). Those two isoforms are expressed in breast and uterus
tissues (Gustafsson 1999; Pearce et Jordan 2004). Recently, a new receptor in the G
protein-coupled receptors (GPCR) family was discovered, termed GPR30 (Carmeci et
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al. 1997). This receptor presented all characteristics of a membrane estrogen receptor

including the capacity to bind estrogens (Thomas et al. 2005).

The ER activity is influenced not only by the binding of estrogen but also by
coregulator proteins. These proteins can act like coactivators to enhance or, like
corepressors, to repress transcriptional activity (McKenna et al. 1999; Pearce et Jordan
2004). Recently, a new repressor of estrogen receptor activity named REA was
identified (Montano et al. 1999). This protein represses the transcriptional activity of

ER only and no other steroid or non-steroid nuclear receptors (Montano et al. 1999).

Antiestrogens are compounds that compete with estrogens to bind the ER, but are
unable to activate it (Katzenellenbogen et al. 1997; Webster et al. 1988). Tamoxifen
(Nolvadex™) and raloxifene (Evista™) are selective estrogen receptor modulators
(SERMs); they can exert an agonistic or antagonistic action to estrogens depending of
the target tissue (Haskell 2003; Pike et al. 2001). Tamoxifen is widely used in the
prevention and the treatment of breast cancer (Fisher et al. 1998; MacGregor et Jordan
1998; Taylor et Taguchi 2005; Ugwumadu et al. 1998). However, the long term use of
tamoxifen increases endometrial cancer risk (Fisher et al. 1994; Fornander et al. 1989).
Raloxifene, developed at origin for breast cancer therapy (Brown 2002), is now given to
patients in prevention and treatment of osteoporosis (Delmas et al. 1997; Goldstein
2001) and appears to be safe for the endometrium (Cummings et al. 1999; Delmas et al.
1997). ICI 182 780 (Faslodex™) is another kind of antiestrogens that have only an
antagonistic action to estrogens and is called a pure antiestrogen (Wakeling et al. 1991).
The latter compound can be use in case of localized advance or metastasis breast cancer
in menopausal women (de Cremoux et al. 2004) or in case of developing a resistance to

tamoxifen treatment (Howell et Robertson 1995).

In the past, most attention has been paid on breast cancer when studying estrogens
and antiestrogens effects whereas tamoxifen exerts estrogenic effects on uterine tissues.
We used six uterine cancer cell lines to investigate and establish links between the

expression or not of ER and the impact of 17B-estradiol and antiestrogens (4-
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hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI 182 780) on cell proliferation in presence and in

absence of estrogens (sex steroids deprived serum and phenol red-free media).

We have characterized the effect of 17B-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene
and ICI 182 780 on cell proliferation of six uterine cancerous cell lines (HeLa, HEC-1-
A, KLE, RL-95-2, Ishikawa and EN-1078D). Affinity of each compound to ER were
determined by binding assay. The expressions of the two ER isoforms at mRNA and
protein levels were characterized. Messenger RNA abundance of GPR30 and REA were
also determined. The presence of the active form of Akt (phospho-Akt) was also
measured. All experiments were carried out in presence and in absence of estrogens.
Finally, we established the links between the presence of each isoform of the ER and the
effect obtained with each compound on cell proliferation of the uterine cancer cells in

the presence and the absence of estrogens.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

17p-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), charcoal actived and dextran were purchased from
Sigma (St-Louis, MO). Raloxifene was obtained from Toronto Research Chemicals Inc.
(North York, ON). ICI 182 780 was purchased from TOCRIS (Ellisville, MO).
DMEM/F12 with phenol red and without phenol red containing HEPES, McCoy’s,
RPMI, BGS, FBS and PCR primers were obtained from Life Technologies (Burlington,
ON). DMEM/F12 without phenol red was bought from Hyclone (Logan,UT). Anti-
ERa Ab-15 (Clone AER611) and anti-ERJ Ab-24 were purchased from Lab Vision
(Fremont, CA). Akt and phospho-Akt antibodies were obtained from Cell Signaling
Technology (Beverly, MA). HitHunter'™ EFC Estrogen Fluorescence Assay Kit was

obtained from Discoverx (Fremont, CA).
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Cell culture

Human endometrial (HEC-1-A, KLE, RL-95-2) and cervical (HeLa) cancer cells
were obtained from ATCC (Manassas, VA). Human endometrial Ishikawa cells were
generously provided by Dr Sylvie Mader, Université de Montréal, Canada. EN-1078D
was characterized by our group (Dery et al. 2006). Cells were cultured in 25 or 75 cm®
flasks at 37°C in an atmosphere of 5% CO..

In the presence of estrogens, all media contained phenol red. HeLa, KLE,
Ishikawa and EN-1078D cells were maintained in DMEM/F12 supplemented with 2.438
g/L (1.34 g/L. for KLE) of NaHCOs, 2% BGS (10% FBS for KLE) and 50 pg/mL
gentamycin. HEC-1-A cells were grown in McCoy’s supplemented with 2.2 g/L. of
NaHCQs;, 5% BGS, and 50 pg/mL gentamycin. RL-95-2 cells were cultured in
DMEM/F12 supplemented with 1.75 g/LL of NaHCOs, 10% of BGS, 5 uM HEPES, 2.5
pg/mL insulin and 50 pg/mL gentamycin.

In the absence of estrogens, all media were phenol red-free. Hela, KLE, Ishikawa
and EN-1078D cells were maintained in DMEM/F12 supplemented with 2% FBS
depleted of sex steroids by dextran-charcoal extraction (FBS-DC) (10% for KLE) and 50
pg/mL gentamycin. HEC-1-A cells were grown in RPMI supplemented with 5% FBS-
DC treated and 50 pg/mL gentamycin. RL-95-2 cells were cultured in DMEM/F12
supplemented with 15 pM HEPES, 10% FBS-DC treated and 50 pig/mL gentamycin.

MTT proliferation assay

In the presence of estrogens. Cells were plated in 96-wells plates in their
respective media. At 60% confluence, cells were cultured for 24 and 48 h in the
presence of different concentrations of 17B-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene or
ICI 182 780 in their respective media without serum.

In the absence of estrogens. Cells were plated in 96-wells plates in their respective
media. At 60% confluence, media was changed for media without serum for 24 h. Cells
were then cultured for 24 and 48 h in the presence of different concentrations of 170-
estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene or ICI 182 780 in their respective media

without serum.



37

In both experiments. 4 h before the end of the culture period, 10 pL of MTT (5
mg/mL) was added in each well. At the end of the cultured period, 100 pL/well of
solubilization solution was added (10% SDS in 0.01 M HCl). The microplate was
incubated overnight at 37°C in 5% CO, atmosphere. The OD was read with the
FluoSTAR OPTIMA (BMG Labtechnologies Inc.; Durham, CN) between 550 and 600
nm. The results are presented as a percentage of cell proliferation in comparison with

control cells (e.g. untreated).

Protein extraction and Western analysis

Cells were trypsinized, lysed in RIPA lysis buffer (pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1%
SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-40 in PBS, complete mini; protease inhibitor
cocktail (Roche, Indianapolis, IN), frozen/thawed three times, then centrifuged (13000 x
g, 20 min at 4°C) to remove insoluble material. The supernatant was recovered and
stored at —~20°C pending analysis. Protein concentration was determined with the Bio-
Rad DC Protein Assay (Bio-Rad, Mississauga, ON). 50 pg of protein extracts were
heated at 95°C for 3 min, resolved by 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) and electrotransferred to nitrocellulose membranes at 15 V for 30 min using a
semidry transfer system (Bio-Rad). The membranes were then blocked for 2 h at RT
with PBS containing 5% milk powder and 0.05% Tween, then incubated with anti-ERot
(1:500), anti-ERP (1:2000), anti-Akt (1:2000) or anti-pAkt (1:1500) overnight at 4°C
and subsequently with Horse radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit (1:4000) or
anti-mouse (1:2500) secondary antibodies for 45 min at RT. Peroxidase activity was
visualized with the Super signal® West Femto maximum sensitivity substrate (Pierce,

Arlington Heights, IL) according to the manufacturer’s instructions.

RNA extraction and semi-quantitative RT-PCR analysis

Total RNA was extracted with the TRIzol® reagent (Life Technologies) according
to recommendation of the manufacturer. 0.4 pg of total RNA was used for preparation of
the first strand cDNA by reverse transcriptase (RT). The RNA samples were incubated
at 65°C for 10 min with 2 pL oligot dT (deoxythymidine) primers in a final volume of
10 uL. Samples were then incubated at 37°C for 60 min in 20 pL of reaction buffer
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(1X) containing 10 mM dithiothreitol (DTT), 0.5 mM deoxynucleotide triphosphates
(dNTPs) and 10 U Muloney murine leukemia virus reverse transcriptase (MMLV-RT).
After cDNA synthesis, the reaction volumes were brought up to 60 pL with RNAse-
DNAse free water. A negative control was also included, using the same reaction
mixture but without RNA to ensure absence of any contaminating genomic DNA in the
RNA template.

Human ERo. mRNA NM_000125; gi:62821793; 264 pb (1504-1768 pb) was
amplified using sense primer 5-GTGCCTGGCTAGAGATCCTG-3" and antisense
primer 5’-AGAGACTTCAGGGTGCTGGA-3". For ERP mRNA, the expression was
determined by amplification of NM_001437; gi:10835012; 172 pb (1358-1530 pb) and
the sequence of the primers were 5"-AAGAAGATTCCCGGCTTTGT-3" (sense) and 5°-
TCTACGCATTTCCCCTCATC-3" (antisense). Expression of GPR30 was determined
by amplification of NM_001505; gi:4504090; 187 pb (1633-1820 pb). Amplification
were carried out using the sense upstream sequence 5
CTCCAACAGCTGCCTAAACC-3" and the antisense downstream sequence 5°-
TCTACACGGCACTGCTGAAC-3". REA mRNA AF150962; gi:5020252; 396 pb
(385-781 pb) was amplified using sense primer 5-CGAAAAATCTCCTCCCCTACA-
37 and antisense primer 5-CCTGCTTTGCTTTTTCTACCA-3". Human B-actin mRNA
was amplified by the sense primer 5%-
GAGGATCTTCATGAGGTAGTCTGTCAGGTC-3" and the antisense primer 5°-
CAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCA-3". Each reaction mixture (final
volume 50 pL) contains 5 pL RT template or negative control, 2.5 pL each primer, 5 uL
ThermoPol buffer (New England Biolabs; Mississauga, ON), 2 uL. dNTPs and 0.3 pL
Taq polymerase (New England Biolabs). The PCR cycling conditions chosen were 1)
30 s at 94°C, 2) 30 s at 66°C (ER), at 58°C (ERP, GPR30 and REA), 3) 30 s at 72°C for
35 cycles (REA), 40 cycles (ERa, ERP, GPR30). PB-actin was used as the control
reaction. Reaction products were analyzed on 1.0% agarose gels. Amplified DNA
fragments were visualized by ethidium bromide or SYBR safe” DNA gel stain
 (Molecular Probes, Eugene, OR) staining. Densitometry was determined with the

Quantity One software version 4.5.2 (Bio-Rad).
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ER Binding assay

The HitHunter ™ Enzyme Fragment Complementation (EFC) Estrogen
Fluorescence Assay Kit was performed according to the manufacturer’s instructions
(Discoverx (Fremont 2005)). Briefly, the principle refer to the detection of a target of
interest by controlling the complementation of two inactive P-galactosidase enzyme
fragments termed Enzyme donor (ED) and Enzyme acceptor (EA) with a binding
protein. A target of interest can be covalently attached to ED, minimally affecting its
structure and function. Unknown targets and ED conjugate compete for binding to a
target specific binding protein. Unbound ED will recombine with EA to form active -
galactosidase enzyme that is quantified by substrate hydrolysis. The signal generated is
proportional to the concentration of bound target.

Statistical analysis

All experiments were repeated a minimum of three times. Data were subjected to
one-way ANOVA (PRISM software version 4.0; GraphPad, San Diego, CA) or
Student’s ¢ test. Differences between experimental groups were determined by the

Tukey's test.

RESULTS

Expression of mRNA genes

To determine the abundance of ERc, ERP, GPR30 and REA mRNAs in human
uterine cancerous cell lines, RT-PCR have been carried out using specific primers
chosen from human DNA sequences and amplified with the PTC-100 (MJ Research,
Waltham, MA).

In the presence of estrogens, the ERo expression was detected in all cell lines,
weakly in HEC-1-A cells and highly in HeLa, Ishikawa and EN-1078D cells (Fig.1 A).
In the absence of estrogens, the presence of ERa was weakly observed in HeLa, HEC-1-
A, KLE and RL-95-2 cells compared to Ishikawa and EN-1078D cells. A significant
difference was observed between EN-1078D in the presence and the absence of

estrogens (P < 0.05). EN-1078D expression of ERa increased in absence of estrogens.
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ERP mRNA abundance was detected in the six cell lines in the presence of
estrogens, mostly in RL-95-2 and Ishikawa cells and poorly in EN-1078D cells (Fig.2
A). In the absence of estrogens, the ERP expression was reduced in all cell lines in
comparison with the presence of estrogens and Ishikawa cells had the highest
expression.

The expression of GPR30 was observed in all uterine cancer cells with no
significant difference in the presence of estrogens (Fig.3 A). In the absence of estrogens
compared to the presence, basal mRNA level of GPR30 was reduced in all cells. The
REA mRNA was detected in all cell lines without significant difference in the presence

and the absence of estrogens (Fig.3 B).

Protein expression

In order to confirm the results obtained with basal levels of mRNAs for ERo and
ERf, Western blot analyses were carried out to detect the presence of ERa and ERf
proteins. In the presence of estrogens, surprisingly, ERa protein was only detected in
EN-1078D cells whereas all cell lines presented mRNA at different level (Fig.1 B). In
the absence of estrogens, this protein was observed in Ishikawa and predominantly in
EN-1078D cell lines. ERP protein was present in all uterine cell lines but predominant
in HeLa cells and this was observed in both the presence and the absence of estrogens
(Fig.2 B). To verify if the levels of ER proteins can be modulate by 17B-estradiol, time
course experiments were carried out on 0, 5, 15, 60, 120 minutes and 24, 48 hours with
10° M of 17B-estradiol in the absence of estrogens with HeLa and EN-1078D cells.
Results showed no significant variation in the ERa and ER protein level expression
(data not shown).

Akt has been shown to be regulated by estradiol in different systems and we sought
to determine is the constitutive expression of phospho-Akt (the active form of Akt) in
mutated PTEN cells (RL-95-2 and Ishikawa) might be influenced in the presence or
absence of endogenous estrogens (Fig.4). The results showed that total Akt protein is
not influenced by estrogens but clearly showed a reduction of Akt phosphorylation in

cells cultured in a phenol red and steroids free culture medium. In wild type PTEN cells
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(HeLa and HEC-1-A) the presence of phospho-Akt is weakly detectable in a culture

medium without phenol red containing steroid free serum.

Cell proliferation

The conversion of MTT to formazan by metabolically active cells was used to
measure the effect of 17B-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI 182 780 on
cell proliferation of the six cell lines studied.

In the presence‘of estrogens, results obtained by MTT assay showed that 17f3-
estradiol, at low doses (10'10 to 108 M) after 24 h treatment, increased cell proliferation
of three cell lines (HelLa, KLE and Ishikawa) and had no effect on the other cell lines
(Fig.5 A and B). At higher concentrations (10’7 to 107 M), 17B-estradiol reduced cell
proliferation of all cell lines tested except at 48 h and at 10° M where proliferation of
RL-95-2 cells was slightly increased. 4-hydroxytamoxifen caused an increase of cell
proliferation in HeLa, Ishikawa and EN-1078D cells at 24 h but at 10°M a major
decrease of cell proliferation in all cell lines studied was observed at 24 and 48 h (Fig.6
A and B). Results obtained with the compound raloxifene showed little increase of cell
proliferation in all cell lines except HeLa, HEC-1-A and RL.-95-2 with doses 10 t0 107
® M whereas at 10° M an important augmentation of cell proliferation appears in HEC-
1-A, KLE and RL-95-2, in contrast with the other cell lines that are decreasing (Fig.7 A
and B). ICI 182 780 augmented cell proliferation at low doses (10™'° to 10® M) of HeLa,
RL-95-2 and Ishikawa cells, but at higher doses, all cell lines decreased in proliferation
gradually (Fig.8 A and B). At 10° M of ICI 182 780, only KLE and RL-95-2 cells
continued to decrease compared to the other cell lines that showed a significant increase
of cell proliferation.

In the absence of estrogens, results obtained by MTT assay with 17B-estradiol
increased cell proliferation in most of the cell lines at low doses (10" to 108 M) and
decreased cell proliferation at high doses (107 to 10° M) after 24 h (Fig.5 C and D).
After 48 h, the same pattern of growth was observed but the reduction of cell
proliferation was delayed for a majority of the cell lines. Hel.a and KLE cells were the
exception showing an increase of cell proliferation at 48 h. Results with 4-

hydroxytamoxifen at 24 and 48 h of treatments showed a biphasic effect similar to 17p-
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estradiol at 24 h with all cell lines excepting Hel.a cells at 48 h which presented the
same pattern as their response to 17f-estradiol (Fig.6 C and D). Treatments for 24 h
with raloxifene demonstrated a relatively stable cell proliferation pattern in all cell lines
that highly increased in KLE, RL-95-2, Ishikawa and EN-1078D cell lines at 10° M
(Fig.7 C and D). After 48 h in the presence of raloxifene, cell proliferation of RL-95-2
decreased compared to 24 h. KLE and EN-1078D cells showed a gradual increased of
cell proliferation. The proliferation of Hel.a and Ishikawa cells was highly increased at
high doses. Results obtained by MTT assay with ICI 182 780 at 24 and 48 h, showed a
biphasic effect of cell proliferation with each cell line except at 48 h when Hela cells
constantly increased and Ishikawa cells demonstrated an alternance of augmentation and
reduction of cell proliferation (Fig.8 C and D).

ER binding assay

To evaluate the affinity of 4-hydroxytamoxifen, raloxifene, ICI 182 780 for ER,
the ERa and ER affinity assay was performed using the HitHunter ™ EFC Estrogen
Fluorescence Assay Kit according to the manufacturer's instructions (Discoverx
(Fremont 2005)).

The ER binding studies showed a strong affinity of the three antiestrogens for the
ERa (Fig.9 A). The ICsy of the antiestrogens obtained were 0.976 nM with 4-
hydroxytamoxifen, 0.659 nM with raloxifene and 0.801 nM with ICI 182 780 compared
to 0.675 nM with 17B-estradiol, the natural ligand.

Results obtained for the ER]} binding affinity demonstrated a high affinity of the
antiestrogens 4-hydroxytamoxifen and ICI 182 780 only (Fig.9 B). Corresponding ICsp
were 2.46 nM for 4-hydroxytamoxifen and 1.12 nM for ICI 182 780, compared to 1.01

nM with 17P-estradiol. With raloxifene the ICs; was not reached.
DISCUSSION
Although antiestrogens are widely used for the prevention and the treatment of

long-term effects of estrogens deficiency like osteoporosis or estrogens-responsive

cancers like breast cancer, their effects on uterine cancer remains poorly understood. In
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the present study, we have examined the effects of 17B-estradiol, 4-hydroxytamoxifen,
raloxifene and ICI 182 780 on the proliferation of six uterine cancerous cell lines in the

presence and the absence of estrogens.

Differences between cellular proliferation in the presence and the absence of
estrogens were readily observable. This is in accordance with the results obtained in
breast cancer cells (Berthois et al. 1986) and also in human endometrial cells (David et
al. 1990). Our present results, thus confirm the importance of considering phenol red
from media and estrogens from serum in any investigation using estrogen-responsive

cells and demonstrated this importance in uterine cancer cell lines.

We have demonstrated that 17B-estradiol and 4-hydroxytamoxifen showed
similarities in their effects on uterine cancer cell proliferation; most of these cell lines
proliferate at low doses while proliferation decreases at high doses in the presence of
those compounds. This is consistent with the fact that tamoxifen act like an agonist of
estrogens on endometrium (Fisher et al. 1994; Fornander et al. 1989). Interestingly,
raloxifene presented agonistic/antagonistic pattern of cell proliferation depending on
doses with the uterine cell lines whereas ICI 182 780 exerted mostly antagonistic action

as expected for a pure antiestrogen.

The relative expression levels of the two estrogen receptors subtypes in a particular
tissue was suggested to influence estrogens and selective estrogen receptor modulators
(SERMs) activities (McDonnell 2004). To examine their implication on cell
proliferation, mRNA/proteins expressions were measured in all cell lines in the presence
and the absence of estrogens. ERo was present in EN-1078D cells in the presence and
absence of estrogens, and in Ishikawa cells the ERa was only present in the absence of
estrogens whereas no other cell lines produced this isoform of the ER. ERP was evenly
produced in all cell lines in the presence and the absence of estrogens but at higher level
in HeLa cells than others. The present results on ER subtypes showed differences in
their level of ER expression compared to the results obtained by other studies with the
same cell lines (Jana et al. 1999; Jones et al. 1999; Monje et Boland 2002; Vivacqua et

al. 2005) demonstrating that the conditions of cells maintenance have an impact on ER
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expression as we have observed in the presence and the absence of estrogens with

Ishikawa cells.

For the first time with certain cell lines, GPR30 and REA mENAs were measured
and no difference between the presence and absence of estrogens was observed. The
GPR30 expression suggests that these cells permit non-genomic actions of estrogens
whereas they already allow the genomic actions. A recent study, demonstrated that
GPR30 participated in the mediation of cell proliferation induced by 17B-estradiol and
4-hydroxytamoxifen in HEC-1-A and Ishikawa cell lines (Vivacqua et al. 2005). Thus,
it is important to determine the exact role and involvement of GPR30 observed
following the treatment with 17P-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI
182 780 in the proliferation of uterine cancer cells. REA was never ﬁ:ueaSmad in the
uterine cancer cell lines studied before. The expression of REA by all cells suggests that
REA could play a role in the mediation of 17p-estradiol and antiestrogens effects and
further investigations would be necessary to better define this role. REA action had
been describe to be via a competition with the co-activator of steroids receptors, SRC-1
(Montano et al. 1999), and consequently, the expression of this co-activator expression
has to be measure in the future to clarify our comprehension of the mechanisms of 17[3-
estradiol and antiestrogens action. On the other side, Akt activity was significantly
reduced in all cell lines studied in the estrogen free medium indicating that phenol red
and steroids present in the serum influence the activity of this proliferation and survival
pathway. Low levels of phospho-Akt was detected in cells expressing wild type PTEN
in the regular culture medium and completely absent in the estrogen free medium.
These results show that it will be important in the future to consider the effect of

exogenous estrogens when studying the PI 3K/PTEN/Akt survival pathway.

In the presence of high levels of ERw, in EN-1078D cells for instance, we
observed a rapid increase in proliferation with the four compounds studied in the
absence of estrogens. Those cells were probably already stimulated for cell proliferation
by phenol red in the presence of estrogens. Phenol red presancﬂ.was shown to affect the

basal level of hormone-stimulated responses and the degree to which exogenous
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estrogens is able to stimulate these responses above the basal level (Berthois et al.
1986). In general, EN-1078D cells are the most affected cells by 17B-estradiol, 4-
hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI 182 780 suggesting that ERo is important in the
response of cell proliferation induced by the compounds studied. In comparison with
EN-1078D cells, Ishikawa cells that produced ERo only in the absence of estrogens
showed few differences in the effects of the compounds studied between the presence
and the absence of estrogens. Perhaps, the augmentation of ERo production in the
absence of estrogens is not enough to observe an important change in response to the
compounds studied. The production of ERa in Ishikawa cells only in the absence of
estrogens, probably results in a survival engagement of cells in response to the lack of
nutriments to increase the chances of growth stimulations. An augmentation of ERo
levels in the absence of estrogens was also described in MCF-7 cells (Katzenellenbogen

et al. 1987; Welshons et Jordan 1987).

In the presence of high levels of ERP and not significant levels of ERa present,
like in HeLa cells, we observed a significant cell proliferation in response to the four
compounds studied at higher doses compared with other cell lines. Those results
suggest a relationship between ERP and cell proliferation. To date, the role of ERf is
poorly defined in uterine cancer. In contrast to our observations on uterine cancer cell
lines, as seen in the breast cancer cell line MCF-7, ERP inhibits cell proliferation
(Paruthiyil et al. 2004) and ERJ level is reduced in the carcinogenesis of breast cancer
suggesting that ERP is protective against cancer development and thus on cell
proliferation (Park et al. 2003). Further investigations concerning the involvement of

ERB in uterine cell proliferation have to be carried out.

The three other cell lines, HEC-1-A, KLE and RL-95-2, are also influenced by
17B-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI 182 780 but they appear to be
more resistant than the other cell lines. These cells have in common the expression of
GPR30, REA and ERP and the absence of ERa expression. The mechanism implicated

in this resistance is unclear at present and further investigations are needed to understand
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this result. Certain signalling pathways could be the key of this mechanism of
resistance. It was already demonstrated that Akt in the PI 3-K pathway was involved in
the cisplatin resistance of the KLE cells (Gagnon et al. 2004). Thus, it will be important
to verify the implication of the PI 3-K pathway and others signalling pathways in the

results we have obtained on cell proliferation with the four compounds studied.

Our results demonstrate that the affinity of the three antiestrogens are sensibly the
same and closer to 17B-estradiol with each ER isoforms except raloxifene which has
higher binding affinity for ERe, this in accordance with results reported in the literature
(Haskell 2003; Wakeling et al. 1991). Surprisingly, raloxifene had an impact on cell
proliferation of all cell lines and not only in cells that express ERo.  Oddly, in most of
the cell lines studied, raloxifene at very high doses exerts an important increase in cell
proliferation especially in HeLa cells expressing high levels of ERB. Studies with
Ishikawa cells also demonstrated that raloxifene increased cell proliferation at high
concentrations (Boostanfar et al. 2003; Hibner et al. 2004). It can be interesting to
investigate the binding affinity of these three antiestrogens studied with GPR30 to verify
if raloxifene can exert a major increase of cell proliferation at high doses through

GPR30.

Taken together, those results suggest that ERa and ERP have a role to play in the
response to 17f-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI 182 780 but are not
the only molecules involved. GPR30 and REA, characterized for the first time in uterine
cancer cell lines, could play a role in those effects but there is other players that have to
be defined. 4-hydroxytamoxifen acts like an agonist of 17f-estradiol on uterine cancer
cells whereas raloxifene exerts partial agonistic/antagonistic activity and ICI 182 780
had mostly antagonistic action. In studying the action of estrogens and antiestrogens in
uterine cancer cell lines, phenol red and exogenous steroids have to be considered.
Likely, further studies are necessary to understand the exact mechanism(s) of action of
17B-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifene and ICI 182 780 in these six uterine

cancer cell lines.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1 : A} ERo mRNA abundance in uterine cancer cell lines studied in the presence
and the absence of exogenous estrogens as determined by RT-PCR. Data
analysis was performed by the Quantity One software and are presented as a
ratio (value/B-actin). Results represent the mean = SEM of 3 independent
experiments. mRNAs results with EN-1078D corresponded to a significantly
difference between the presence and absence of exogenous estrogens (*P <
0.05). B) ERa protein expression in each cancer cells in the presence and the
absence of exogenous estrogens as determined by Western blot. One
representative experiment out of 3 is shown. P-actin was used as a control to

correct for loading.

Figure 2 : A) ERB mRNA abundance in each cell line studied in the presence and the
absence of exogenous estrogens as determined by RT-PCR. Data analysis
was performed by the Quantity One software and are presented as a ratio
(value/B-actin). Results represent the mean = SEM of 3 independent
experiments. B) ERP protein expression in each cancer cell in the presence
and the absence of exogenous estrogens as determined by Western blot. One
representative experiment out of 3 is shown. B-actin was used as a control to

correct for loading.

Figure 3 : A) GPR30 mRNA abundance in each cell line studied in the presence and the
absence of exogenous estrogens as determined by RT-PCR. B) REA mRNA
abundance in each cells lines studied in the presence and the absence of
exogenous estrogens as determined by RT-PCR. [-actin was used as a
control to correct for loading. Data analysis was performed by the Quantity
One software and are presented as a ratio (value/B-actin). Results represent

the mean + SEM of 3 independent experiments.
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Figure 4: Total Akt (A) and phospho-Akt (B) protein expression in each cancer cells in
the presence and absence of exogenous estrogens as determined by Western
blot. One representative experiment out of 4 is shown. P-actin was used as a

control to correct for loading.

Figure 5 : Effect of 17B-estradiol on cell proliferation of HeLa, HEC-1-A, KLE (A) and
(C) and RL-95-2, Ishikawa and EN-1078D (B) and (D) uterine cancer cell
lines as determined by the conversion of MTT into a thiazolyl blue MTT-
formazan. Treatments were performed as described in «Materials and
Methods» in media with (A) and (B) and without exogenous estrogens (C)
and (D) during 24 and 48 hours. Results represent mean + SEM of 3

independent experiments performed in duplicate.

Figure 6 : Effect of 4-hydroxytamoxifen on cell proliferation in HeLa, HEC-1-A, KLE
(A) and (C) and RL-95-2, Ishikawa and EN-1078D (B) and (D) uterine
cancer cell lines as determined by the conversion of MTT into a thiazolyl
blue MTT-formazan. Treatments were performed as described in «Materials
and Methods» in media with (A) and (B) and without exogenous estrogens
(C) and (D) during 24 and 48 hours. Results represent mean + SEM of 3
independent experiments performed in duplicate.

Figure 7 : Effect of raloxifene on cell proliferation in HeLa, HEC-1-A, KLE (A) and (C)
and RL-95-2, Ishikawa and EN-1078D (B) and (D) uterine cancer cell lines
as determined by the conversion of MTT into a thiazolyl blue MTT-
formazan. Treatments were performed as described in «Materials and
Methods» in media with (A) and (B) and without exogenous estrogens (C)
and (D) during 24 and 48 hours. Results represent mean + SEM of 3
independent experiments performed in duplicate.

Figure 8 : Effect of ICI 182 780 on cell proliferation in HeLa, HEC-1-A, KLE (A) and
(C) and RL-95-2, Ishikawa and EN-1078D (B) and (D) uterine cancer cell
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lines as determined by the conversion of MTT into a thiazolyl blue MTT-
formazan. Treatments were performed as described in «Materials and
Methods» in media with (A) and (B) and without exogenous estrogens (C)
and (D) during 24 and 48 hours. Results represent mean + SEM of 3
independent experiments performed in duplicate.

Figure 9 : A) ERa binding affinity of 17B-estradiol, 4-hydroxytamoxifen, raloxifen and
ICI 182 780. (B) Same as in (A) but with the ERB. 17B-estradiol is
represented by a square, 4-hydroxytamoxifen by an inverted triangle,
raloxifen by a lozenge and 1CI 182 780 by a triangle. Data represent the

mean + SEM of 3 independent experiments.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES FUTURES

L’avancement des connaissances sur les estrogenes a permis le développement de
composés aux propriétés anti-oestrogéniques (anti-estrogénes) a des fins thérapeutiques
contre des pathologies reliées aux estrogenes. Certains de ces composés sont des
antagonistes partiels des estrogenes qui dépendent du tissu cible alors que d’autres
composés n’ont qu’une activité purement anti-oestrogénique indépendamment du tissu
(purs anti-estrogenes) (Katzenellenbogen 1996; MacGregor et Jordan 1998). Les anti-
estrogenes partiels peuvent étre utilisés pour contrer des maladies tant pour leurs
propriétés oestrogéniques que anti-oestrogéniques. Parmi les anti-estrogénes qui sont
maintenant approuvés et utilisés couramment pour la prévention et/ou le traitement

_d’affections reliées aux estrogeénes figurent le tamoxiféne, le raloxiféne et le ICI 182
780. Le tamoxiféne est un antagoniste des estrogénes au niveau du sein et un agoniste
au niveau de 'utérus et des os (Katzenellenbogen et al. 1997). 1l est fréquemment
prescrit en prévention et en traitement du cancer du sein (Fisher et al. 1998; MacGregor
et Jordan 1998; Taylor et Taguchi 2005; Ugwumadu et al. 1998). Le tamoxiféne a
I’intérieur du corps humain est métabolisé en 4-hydroxytamoxiféne qui, lui, posséde les
mémes propriétés agonistes et antagonistes des estrogeénes que le tamoxiféne (Jordan et
al. 1977). Comme agoniste des estrogénes au niveau de l'utérus, le tamoxiféne
augmente le risque de développer un cancer utérin (Fisher et al. 1994; Fornander et al.
1989). Le raloxifene est antagoniste des estrogenes au niveau du sein et de I’'utérus alors
qu’il est agoniste au niveau des os (Cummings et al. 1999; Delmas et al. 1997). 1l est
présentement utilisé en prévention et en traitement de 1’ostéoporose chez les femmes
ménopausées (Delmas et al. 1997; Goldstein 2001). Le ICI 182 780 est un pur anti-
estrogene utilisé dans le traitement du cancer du sein localement avancé, métastasé ou
résistant au tamoxiféne (de Cremoux et al. 2004; Howell et Robertson 1995). De par
leurs propriétés antagonistes des estrogeénes au niveau de 'utérus, le raloxiféne et le ICI
182 780 n’influent pas sur le facteur de risque du cancer de cet organe (Cummings et al.
1999; Delmas et al. 1997; Wakeling et al. 1991). Malgré son utilisation courante pour
le cancer du sein, les effets du tamoxiféne demeurent encore peu connus au niveau du

cancer de I’utérus. Ainsi, dans la présente étude, nous avons examiné les effets du 17f3-
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oestradiol (estrogene le plus abondant chez la femme (Heffner 2003)) et du 4-
hydroxytamoxiféne (métabolite actif du tamoxiféene (Jordan et al. 1977)), en
comparaison avec ceux du raloxiféne et du ICI 182 780 sur la prolifération cellulaire de
six lignées cellulaires cancéreuses utérines (HeLa, HEC-1-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa
et EN-1078D) sous deux conditions de culture cellulaire, soient en présence ou en

absence d’estrogenes.

En 1986, I’équipe de Berthois et al. découvre que le rouge de phénol, un indicateur
de pH présent dans la majorité des milieux de culture, posséde des propriétés
oestrogéniques sur le récepteur a ’estrogéne. Suite a cette découverte, cette équipe
suggere de considérer le rouge de phénol dans toutes les études en culture cellulaire avec
des lignées hormono-dépendantes. D’autres équipes de chercheurs ont, par la suite,
étudié les effets du rouge de phénol chez différents types cellulaires: lignées
cancéreuses du sein (Glover et al. 1988) et cellules endométriales humaines normales
(David et al. 1990). Par contre, aucune étude sur le rouge de phénol n’a encore été
effectuée sur des lignées cellulaires cancéreuses utérines. Ainsi, nous nous sommes
intéressés aux effets du rouge de phénol, mais aussi & ceux des stéroides dans le sérum.
Nous avons privilégié deux conditions de culture cellulaire pour déterminer leurs effets:
I’une en présence d’estrogenes, c’est-a-dire en présence de rouge de phénol et de sérum
standard, et ’autre en absence d’estrogénes, c’est-a-dire en absence de rouge de phénol
et en présence de sérum traité au charbon-dextran. Nous avons soumis toutes nos
expériences a ces deux conditions de culture cellulaire afin de bien différencier leur
impact sur les lignées cellulaires cancéreuses de I'utérus. De cette facon, nous pouvions
aussi observer ’influence de ces deux conditions de culture sur I’action des quatre
composés a 1’étude. Nous avons observé des différences entre la présence et I’absence
d’estrogénes dans la majorit€ de nos résultats de prolifération cellulaire avec les six
lignées cellulaires cancéreuses utérines en plus d’avoir observé un changement dans
I’expression du ERa chez la lignée Ishikawa. Nos résultats sont en accord avec ceux de
I’équipe de Berthois et al. (1986), de Glover et al. (1988) chez des cellules cancéreuses
du sein et, aussi, avec 1’équipe de David et al. (1990) chez des cellules endométriales

humaines normales. Tel que proposé par ces études, nos résultats aussi confirment
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I’importance de considérer le rouge de phénol présent dans le milieu de culture ainsi que
les stéroides du sérum dans toutes les études avec des cellules répondantes aux
estrogenes. De plus, nous avons vu que ’activité de Akt a été significativement réduite
en absence d’estrogenes, ce qui indique que le rouge de phénol et les stéroides peuvent
influencer I’activité de cette voie de prolifération et de survie cellulaire. Nous avons
aussi observé chez les lignées exprimant le phénotype sauvage de PTEN (HeLa et HEC-
1-A) une faible expression de phospho-Akt en présence d’estrogénes et une perte de
cette expression en absence d’estrogenes. Ainsi, nos résultats montrent I’importance
dans le futur de considérer les effets des estrogeénes exogenes lors de 1’étude de la voie
de survie cellulaire de la PI 3-K/PTEN/Akt. Nous avons démontré cette importance

pour la premiere fois chez des cellules cancéreuses humaines de 1’utérus.

Comme la plupart des effets des estrogenes sont véhiculés par le récepteur a
I’estrogéne (Gustafsson 1999), nous avons vérifié I’expression de ses deux isoformes au
niveau de I’ARNm et au niveau protéique sous les deux conditions de culture cellulaire.
Nous avons détecté I’expression du gene du ERo en ARNm chez toutes les lignées
cellulaires en présence d’estrogénes alors qu’en absence d’estrogeénes seulement les
lignées Ishikawa et EN-1078D ont exprimé suffisamment cet isoforme. L’expression de
la protéine du ERa a été observée chez la lignée EN-1078D avec une différence
significative d’expression sous les deux conditions de culture cellulaire et, en absence
d’estrogeénes, seulement chez la lignée Ishikawa alors qu’aucune autre lignée cellulaire
n’a exprimé cette protéine. Le géne du ERP, contrairement a celui du ERq, est exprimé
chez les six lignées cancéreuses utérines tant en présence qu’en absence d’estrogeénes.
La protéine du ERP est aussi détectée chez toutes les lignées cellulaires 2 1’étude en
présence et en absence d’estrogenes. Une production supérieure du ERf est observée
chez la lignée HeLa comparativement aux autres lignées et ce, sous les deux conditions
de culture cellulaire. Nos résultats concernant I’expression des deux isoformes du ER
présentent des différences dans leurs niveaux d’expression loréqu’ils sont comparés avec
ceux d’autres études (Jana et al. 1999; Jones et al. 1999; Monje et Boland 2002;
Vivacqua et al. 2005). Contrairement & nos résultats d’expression du ER au niveau

protéique, ces études démontrent que les lignées HelLa (Monje et Boland 2002), HEC-1-
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A (Jones et al. 1999) et Ishikawa (Vivacqua et al. 2005) expriment le ERa et le ER3
alors que les lignées KLE et RL-95-2 expriment seulement 1’isoforme o du ER (Jana et
al. 1999). Comme nous I’avons observé nous-mémes avec la lignée Ishikawa exprimant
la protéine du ERa seulement en absence d’estrogenes, les conditions de culture
cellulaire dans lesquelles sont soumises les lignées cellulaires cancéreuses peuvent avoir
un impact sur ’expression du ER et c’est ce qui pourrait expliquer la différence entre

nos résultats et ceux des autres études.

La voie génomique d’action des estrogénes nécessite généralement des co-
régulateurs pour médier les effets des estrogenes (McKenna et al. 1999). Parmi les co-
régulateurs découverts a ce jour, un seul posseéde une action spécifique pour le récepteur
a I'estrogene et non pour certains autres récepteurs stéroidiens ou non-stéroidiens, le
REA. Ce co-régulateur est un répresseur de la transcription des deux isoformes du ER
(Montano et al. 1999). Nous avons caractérisé, pour la premiere fois, le REA chez les
six lignées cellulaires cancéreuses utérines a I’étude. L’expression du REA au niveau de
I’ARNm a été détectée chez toutes nos lignées cellulaires en présence et en absence
d’estrogenes et ce, sans différence significative. Ainsi, il est possible que le REA joue
un rdle dans les effets que les estrogenes et les anti-estrogénes médient chez ces six
lignées cellulaires, mais d’autres recherches seront nécessaires pour le vérifier.
L’inhibition de I’expression du REA en rendant son ARNm silencieux par la technique
de « small interference RNA » (siRNA), par exemple, pourrait nous permettre de vérifier
son implication dans le mécanisme d’action des estrogenes et des anti-estrogénes chez
les six lignées cellulaires a I’étude. De plus, les niveaux de la protéine du REA chez les
lignées cellulaires a I’étude devront étre déterminés. Le REA pour moduler I’activité du
ER, semble compétitionner avec le co-activateur des récepteurs stéroidiens 1 (SRC-1)
(Montano et al. 1999). SRC-1 augmente la médiation des estrogénes sur 1’activité
transcriptionnelle du ER de quatre a cinq fois. Il semble que cette augmentation par
SRC-1 peut étre supprimé par la co-expression du REA et ce, de facon dépendante de
ses niveaux d’expression. C’est surtout a des niveaux élevés d’expression que le REA
peut réduire la réponse face aux estrogenes. De plus, toujours & des niveaux élevés

d’expression, le REA peut aussi favoriser le potentiel d’inhibition des anti-estrogeénes



69

(Montano et al. 1999). Prochainement, il faudrait s’intéresser a I’expression de SRC-1
chez les six lignées cellulaires a savoir si ce co-activateur pourrait jouer un role dans les

actions des anti-estrogénes.

Certaines actions des estrogenes n’utiliseraient pas le ER nucléaire tel que nous en
connaissons les propriétés génomiques, mais utiliseraient plutdt un récepteur
membranaire pour étre effectuées (Norman et al. 2004). Cette voie d’action des
estrogenes n’étant que trés peu documentée, peu de molécules déterminantes dans cette
médiation sont connues. II semble que le GPR30, un récepteur membranaire de la
famille des récepteurs couplés a une protéine G, soit capable de fixer les estrogenes et de
médier leur effets a l'intérieur de certains types cellulaires (Carmeci et al. 1997,
Thomas et al. 2005). L’expression de 'ARNm du GPR30 n’ayant jamais été
déterminée au niveau des lignées cellulaires cancéreuses utérines a 1’étude, nous en
avons fait la caractérisation. Tant en présence qu’en absence d’estrogénes, nous avons
détecté I’expression du GPR30 en ARNm chez les six lignées cellulaires cancéreuses de
I'utérus de notre étude et ce, sans différence significative entre chaque lignée.
L’expression du GPR30 chez les six lignées cellulaires suggere que ces lignées puissent
exécuter des actions non-génomiques en plus de leurs actions génomiques. Dans le
méme sens, une étude trés récente a démontré que le GPR30 participait a 1a médiation de
la prolifération cellulaire par le 17B-oestradiol et le 4-hydroxytamoxiféne chez les
lignées HEC-1-A et Ishikawa (Vivacqua et al. 2005). Les auteurs de cette étude ont
observé la présence de la protéine du GPR30 chez les lignées HEC-1-A et Ishikawa
alors que nous 1’avons observé en ARNm chez ces mémes lignées. Ils ont démontré que
le 17B-oestradiol et le 4-hydroxytamoxiféne médiaient 1’expression de c-fos, un proto-
oncogeéne, pour favoriser la prolifération cellulaire. Ces auteurs suggerent deux
mécanismes d’action pour agir sur ’expression de c-fos: un impliquant le ERo et
I’autre le GPR30 par le biais des voies de signalisation cellulaire de la PI 3-K et des
« mitogen-activated protein kinase » (MAPK). Ainst, il serait important dans un avenir
proche de déterminer le role exact du GPR30 et des voies de signalisation cellulaire

abordé précédemment dans les effets que nous avons observés avec le 17B-oestradiol, le
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4-hydroxytamoxiféne, le raloxiféne et le ICI 182 780 chez les six lignées cellulaires

utérines.

L’affinité de fixation au récepteur a 1’estrogéne est un indicateur de la capacité
d’un composé a pouvoir agir par le biais du ER. Nous avons déterminé 1’affinité de
fixation du 17B-oestradiol, du 4-hydroxytamoxiféne, du raloxiféene et du ICI 182 780
pour chaque isoforme du ER. Ces quatre composés ont une affinité trés similaire se
rapprochant de celle du 17p-oestradiol pour le ERa.. Pour le ERP, les composés ont tous
une forte affinité prés de celle du 17B-oestradiol excepté le raloxiféne qui a une affinité
trées faible de fixation pour cet isoforme. Ces résultats sont en accord avec ceux

rapportés dans la littérature (Haskell 2003; Wakeling et al. 1991).

Les effets du 17B-oestradiol, du 4-hydroxytamoxiféne, du raloxiféne et du ICT 182
780 ont été évalués au niveau de la prolifération cellulaire chez les six lignées cellulaires
utérines par la méthode d’essais de prolifération cellulaire au MTT. Nous avons
démontré que le 17B-oestradiol et le 4-hydroxytamoxiféne présentaient des similarités
dans leur action sur la prolifération cellulaire des lignées cellulaires utérines. La
majorité des lignées cellulaires présentent un patron de prolifération cellulaire
biphasique, c’est-a-dire qu’elles proliférent a faibles doses alors qu’elles décroissent a
fortes doses. Cette similarité d’action témoigne de I’activité agoniste du 4-
hydroxytamoxiféne au niveau du cancer de 1’utérus tout comme c’est le cas sur 1’utérus
normal (Fisher et al. 1994; Fornander et al. 1989). Curieusement, malgré son affinité
faible pour le ERP, le raloxiféne a induit des effets sur toutes les lignées cellulaires
utérines et non pas seulement sur celles qui possédent le ERa. Chez la majorité des
lignées cellulaires étudiées, le raloxiféne a induit une augmentation importante de la
prolifération cellulaire a fortes doses ce qui avait déja ét€ démontré avec les cellules
Ishikawa (Boostanfar et al. 2003; Hibner et al. 2004). Etonnamment, c’est la lignée
HeLa qui exprime seulement et fortement 1’isoforme B du ER qui a été la plus influencée
par le raloxiféne. Ces résultats suggerent que le raloxiféne utilise un autre médiateur que
le ERa pour effectuer ses effets chez certaines lignées cellulaires. Ainsi, il serait

intéressant dans le futur de regarder ’affinité de tous les composés a I’étude, mais
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surtout celle du raloxiféne pour le GPR30 afin de vérifier si les effets de ce demier
pourraient étre médiés par le GPR30. Le ICI 182 780 a exercé une action
principalement antagoniste des estrogénes sur les cellules cancéreuses utérines tel

qu’attendu de la part d'un pur anti-estrogéne.

De maniére plus approfondie, chaque lignée cellulaire a répondue d’une fagon
particuliére aux composés et aux conditions de culture cellulaire auxquelles elles ont été
soumises. Reprenons chaque lignée cellulaire cancéreuse utérine individuellement afin

de mieux comprendre les actions exercées par les composés sur chacune d’elle.

La lignée EN-1078D, qui exprime fortement la protéine du ERa et de facon
moindre celle du ER[}, fiit I'une des lignées cellulaires les plus affectées par les quatre
composés de I'étude. Le ER« joue probablement un réle important dans la sensibilité de
cette lignée. Ftonnamment, les cellules EN-1078D ont présenté un meilleur potentiel
prolifératif en réponse aux quatre composés en absence d’estrogénes. Cela suggére que
la prolifération cellulaire des cellules EN-1078D était déja dans un état stimulé en
présence d’estrogénes. Selon I'équipe de Berthois et al. (1986), la présence de rouge de
phénol peut étre suffisante pour affecter le niveau basal de réponse aux hormones et
aussi le degré auquel 1’ajout d’estrogénes exogénes est capable de stimuler des réponses
au-dessus du niveau basal. Ainsi, le rouge de phénol a pu empéché 1'observation de
certains effets sur la prolifération cellulaire des cellules EN-1078D en présence

d’estrogénes.

Contrairement 4 la lignée EN-1078D, peu de différences ont été observées avec la

lignée Ishikawa sous la présence et I'absence d’estrogénes dans les effets du 17f-
oestradiol et des trois anti-estrogénes sur la prolifération cellulaire. Rappelons nous que

les cellules Ishikawa ont exprimé les protéines du ER différemment sous les deux
conditions de culture cellulaire : la protéine ERP a été observée sous les deux conditions
alors que la protéine du ERo a été détectée seulement en absence d’estrogénes. Ainsi,
'expression de la protéine du ERct en absence d'estrogénes ne semble pas suffisante

pour observer un changement pouvant étre percu dans la réponse aux composés étudiés.
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L’induction de l'expression de la protéine du ERct en absence d’estrogénes chez la
lignée cellulaire Ishikawa semble étre une réponse au manque de nutriments. Les
cellules de cette lignée tenteraient d’augmenter leur chance d’étre stimulées a proliférer
en enclenchant 1’augmentation de leur ER¢t. Dans le méme sens, une augmentation du
niveau d'expression du ER«t en absence d’estrogénes a déja été observée chez une
lignée cellulaire cancéreuse du sein : MCF-7 (Katzenellenbogen et al. 1987; Welshons
et Jordan 1987). Comme le réle exact du ERo n’a pas été défini dans nos résultats, de
plus amples manipulations seront nécessaires pour y parvenir. Par exemple, I'utilisation
d'un antagoniste spécifique de cet isoforme du ER ou I'inhibition de son expression par
siRNA pourraient étre deux méthodes appropriées pour nous aider & décrire son

implication.

La lignée cellulaire cancéreuse Hel.a ne produit pas le ERa, mais a 1'inverse
produit fortement le ERB en comparaison avec les cing autres lignées cellulaires
I"étude. Cette lignée est capable de proliférer 4 de plus fortes doses de composés que les
autres lignées ce qui suggére que le ER[3 favorise la prolifération cellulaire. A ce jour, le
role du ER[J est trés peu défini au niveau du cancer de 1'utérus. Comme nous I’avons vu
en introduction, la présence du ERa est dominante sur celle du ERP sur I'utérus normal
(Gustafsson 1999; Pearce et Jordan 2004) alors qu'au niveau des lignées cellulaires
cancéreuses que nous avons étudiées, nous avons observé une prédominance de la part
du ERP en comparaison avec le ERo. Ainsi, lors de la carcinogénése, il pourrait y avoir
un changement dans le ratio ERoVER pour favoriser la prolifération cellulaire. Comme
le ERP est augmenté, celui-ci posséde probablement des propriétés favorisant la
prolifération cellulaire. Par contre, au niveau du cancer du sein, le rble du ERP serait
plutdt protecteur contre la carcinogenése et donc sur la prolifération cellulaire comme
observé avec la lignée MCF-7 (Paruthiyil et al. 2004) et aussi de par la réduction de ses
niveaux d’expression dans le développement de ce cancer (Park et al. 2003). D’autres
investigations sur le ERP seront nécessaires pour nous permettre de mieux définir son

role exact chez des lignées cellulaires cancéreuses de 1'utérus. Subséquemment, les
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mémes expériences qu’abordées précédemment pour définir le réle du ERo pourraient

s"appliquer au niveau du ERP afin de pouvoir identifier son role.

Les lignées cellulaires cancéreuses utérines HEC-1-A, KLE, RL-95-2 sont aussi
influencées par le 17P-oestradiol, le 4-hydroxytamoxiféne, le raloxiféne et le ICI 182
780, mais elles sont plus résistantes aux anti-estrogénes que les autres lignées cellulaires.
Aucune des lignées cellulaires HEC-1-A, KLE et RL-95-2 n’expriment la protéine du
ERa alors qu'elles expriment toutes le GPR30, le REA et la protéine du ER.
Ftonnamment, les caractéristiques de ces trois lignées cellulaires sont communes a celles
de la lignée Hel a et, cette derniére lignée, n'est pas résistante aux composés et réagit
completement différemment de ces trois lignées cellulaires. Certaines voies de
signalisation cellulaire pourraient expliquer la résistance que nous avons observée. Par
exemple, il a déja été démontré que la protéine Akt de la voie de la PI 3-K était
impliquée dans le développement d’une résistance a la cisplatine chez les cellules KLE
(Gagnon et al. 2004). Prochainement, il faudra investiguer la voie de signalisation
cellulaire de la PI 3-K/Akt avec des inhibiteurs de celle-ci afin de vérifier son
implication dans le mécanisme de résistance que nous avons observé avec les lignées

cellulaires HEC-1-A, KLE et RL-95-2.

L’ensemble de nos résultats suggérent que les deux isoformes du ER, le ERa et le
ERP, ont un rble 4 jouer dans les effets engendrés par le 17B-ocestradiol, le 4-
hydroxytamoxiféne, le raloxiféne et le ICI 182 780 sans étre les seuls acteurs dans
I'action de ces composés. Le GPR30 et le REA, qui ont été mesurés pour la premiére
fois chez certaines lignées, pourraient avoir une grande importance dans les effets que
nous avons obtenus et leur role devra étre mieux défini. Nous avons observé que
'action du 4-hydroxytamoxiféne était agoniste du 17f-cestradiol chez les six lignées
cancéreuses i 1'étude tout comme c'est le cas sur I'utérus normal. Pour leur part, le
raloxiféne et le ICI 182 780 ont eu une action principalement antagoniste des estrogénes
sur les lignées cancéreuses a I'étude. Finalement, nous avons confirmé 1'importance de
considérer les estrogénes exogeénes lors d'études en lien avec les estrogénes chez des

lignées cancéreuses de 1'utérus.
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Afin de poursuivre les recherches que nous avons entamées, d’autres expériences,
en plus de celles déja discutées, devront étre effectuées pour nous permettre de mieux
comprendre le mécanisme d’action du 4-hydroxytamoxiféne, du raloxiféne et du ICI 182
780 au niveau du cancer de ’utérus. Il faudrait vérifier I’action des trois anti-estrogenes
a I’étude sur les deux isoformes du ER a savoir s’ils sont capables d’induire I’activation
des ERE chez nos lignées cancéreuses de 1’utérus. Ceci peut étre vérifié par le biais de
Pintégration, dans les lignées cellulaires a 1’étude, d’un plasmide contenant la séquence
des ERE et un géne rapporteur comme la luciférase, par exemple. Comme abordé
précédemment, certaines voies de signalisation cellulaire pourraient étre impliquées dans
les actions du 17B-oestradiol et des trois anti-estrogénes étudiés ainsi, des inhibiteurs de
voies de signalisation cellulaire devraient étre utilisés pour le vérifier. D’autres essais de
prolifération cellulaire au MTT devront €tre fait sous des combinaisons de chacun des
anti-estrogénes avec le 17B-oestradiol afin d’observer leur action sous une compétition
avec le ligand naturel du ER. Finalement, nos recherches devront éventuellement étre
poursuivies avec un modele plus rapproché de la femme comme des biopsies humaines,

par exemple.

Dans I’espoir qu’un jour on puisse enrayer les cas de cancers endométriaux
engendrés par le tamoxiféne, il devient urgent de trouver des moyens pour arréter leur
développement. Malheureusement, il reste encore beaucoup a faire pour augmenter
notre compréhension du mécanisme d’action du tamoxiféne. C’est avec des études
comme celle-ci mais aussi d’autres qui y sont reliées que nous pourrons a plus long
terme réussir a développer des stratégies pour empécher les effets du tamoxiféne au
niveau du cancer de I'utérus. Un jour, peut-€tre, différentes thérapies plus ciblées pour
chaque génotype des patientes pourront étre administrées aux femmes traitées avec le
tamoxiféne. Sous forme de cocktail de médicaments, le tamoxiféene pourrait étre
administré avec un autre compos€ qui bloquerait 1’effet agoniste du tamoxiféne au
niveau de I’utérus. Si I’on découvre que 1’action agoniste du tamoxiféne est médié par
une certaine voie de signalisation cellulaire, par exemple, on pourrait administrer un
inhibiteur de cette voie. Les débouchés d’études comme la nétre ne visent pas

seulement le traitement du cancer de 1’utérus, mais ils visent aussi le traitement d’autres



75

- pathologies reliées aux estrogenes. Prochainement, il sera peut-tre possible de
développer un traitement avec un anti-estrogéne idéal qui serait bénéfique pour
I’ensemble du corps humain, c’est-a-dire qu’il posséderait les propriétés agonistes des
effets bénéfiques et les propriétés antagonistes des effets néfastes des estrogeénes pour le
corps humain. D’ici 13, il faut garder en téte, malgré son réle dans le développement
d’un cancer de I'utérus, que le tamoxiféne est trés efficace contre le cancer du sein et

que ses bénéfices surpassent ses effets néfastes.
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