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NT-PROPOS 

Il est venu le moment de cornpieter enfin une autre Ctape de ma carrière. Un projet de cinq ans 
aux études graduées qui aboutit aujourd'hui dans le ruanuScrit que vous lisQ en œ moment 

Prenez le temps de vous arrêter sur ces quelques lignes. Vous dez mieux vous situer dans le 
contexte de mes études et les hommes et les femmes pi ont longuement ooilaboré 2 
I'accomplissement de mon projet. Depuis le début de mon association avec le Dr Michaiel 

Koutsilieris, mon directeur de recherches à la et au doctorat, j'avais la certitude que la 

science est un domaine où tout est possible mais ïien n'est absolument certain ! La preuve : à 

plusieurs réprises des résuitab très intéressants se sont finalement av6& des artéfactes ou très 

difildes 2 reproduire. Ainsi, sans trop désespérer, le Dr Koutsfieris m'a proposé d'etudier le 

rôle du récepteur des glu~~~orticostéroïdes dans la biologie des ceildes humaines du cancer de 

la prostate et les ostéoblastes. Nous nous sommes donc int6ressés B I'ktude d'un des problèmes 

de santé les plus difficiles à gérer par le corps médical : le cancer secondaire des os d'origine 

prostatique* et dans une certaine mesure celui d'origine mammaire. 

Comme la plupart de maladies graves, une connaissance de base au niveau cellulaire et 

moléculaire permet de bien dénnir la stratégie à adopter pour mieux traiter les patients qui en 
sont atteints. Un survol sur quelques faits actuels sur le cancer au Canada et sur les 6tapes de la 
cancengenèse est présenté daas la première section de l'introduction. Par la suite, la physiologie 
du tissu osseux est abordé à la section deux. Ccae section apprendra certainement au lectwr 
comment le tissu osseux est formé et quels sont les composantes qui sont affectées par la 

formation de foyers métastatiques. Les deux types de réaction que les cellules métastatiques 
produisent au niveau du tissu osseux sont abordées à la section trois. Les m6tastases du cancer 

de la prostate produisent une réaction qui affecte de préférence les cellules ost6obtastiques, 

responsables de la formation du tissu osseux. L'autre réaction, soit d e  conduisant la 
destruction de l'os, est typiquement observk par les métastases d'origine mammaire. s'agit 
en fait de la section portant sur le sujet et la problématique de nos études. Quelque soit la 

réaction que ces deux types de cancer produisent, un fait demeure : une fois implantée dans l'os 
la maladie atteint un niveau d'agressivité optimale : capacité d'invasion et métastatique accrue et 

résistance, entre autres, aux traitements anti-hormonal et chimioth6rapeutique. Les traitements 

de second ligne ne sont alors que palliatifs visant surtout à atténuer la douleur des patients. Le 
problème est donc de taille et il faut, par tous les moyens possibles, trouver de nouvelles voies 
thérapeutiques. 
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INTRODUCTION 



Entre 1990 et 1994, le taux de mortalité par cancer de la prostate a niminu6 d'environ 03% par 
armée7 en Am6rique du Nord [l]. En 1996, 317 100 nouveaux cas ont été diagnostiqués, 

comparativement B 184 500 qui seront diagnostiqués en 1998. Cate diminution d t  

aürï'buable, entre autres, au dépistage par le PSA et l'analyse transrectale aux ultrasons [l]. 
Cependant, malgré les efforts pour détecter et traiter le cancer de la prostate B un stade p- a 
curable de la maladie, 39 200 patients mourront cetk am&, aux Etats-Unis, comparativement B 
41 2 0  patients morts en 1996 111. La lutte contre le cancer de la prostate, même tim que ie 

cancer du sein, constitue encore de nos jours une prbcmpation majeure pour un grand nombre 

des cliniciens et des chercheurs partout dans le monde. 

L'un des aspects le plus critique du cancer constitue 1'6mergence de m6tastases car ii œ 

stade & la maladie les traitements disponibles sont, pour la grande majorité des cancers, il 

caractère palliatif. Lors du diagnostic, les mCtastases sont souvent trop petites pour être &tectées 

(< 5mm de diamètre) et la tumeur peut alors être extirpee par chirurgie avec possibilité de 

gu6rison. H&s! Dans près de 50 % des cas. l'excision chirurgicale de la tumeur primaire n'est 

pas curative en raison de la @sence des métastases. Parmi les cancers secondaires, les 

métastases osseuses sont les plus fréquentes. Environ la moitié de tous les cancers produisent 

des métastases au niveau des os. Par contre, certains démontrent une ostéophilie très marquée: 

surtout les cancers du sein et de la prostate, puis ceux du rein, du poumon et du corps thyroïde. 

Rusque le développement du cancer secondaire des os est particulièrement critique pour la 

sunrie de patients, les futures interventions thérapeutiques doivent tenir compte des principes 

physiques et des mécanismes biologiques qui permettent l'implantation et le dCve1oppement de 

cellules tumorigènes au niveau des os. Un grand nombre de ces renseignements peuvent être 

obtenus en approfondissant nos co~aissances sur la biologie de cellules métastatiques 

ostéophiles, sur les interactions paracrines et autocrines entre ces dernières et le tissu osseux en 
regard de la réaction osseuse et de la résistance tumorale aux traitements effectifs proposés tels 

que l'hormonothérapie et la chimioth6rapie. 



1.1.1 Aetnalité sociale et économique du cancer 

Le cancer constitue aujourd'hui la deuxi8me cause de mortalité dans les pays industrialisés, 
après les maladies C a C d i o - v d W  [Il. Au Canada, on avait estim6 il 130 800 les nouveaux 

cas de cancer et ii 60 700 les décès dus à cette maladie en 1997 121. Le cancer fkappe surtout les 

personnes âgées, puisque 71% des nouveaux cas et 80% des décès dus à cette maladie 

Surviement dans la population âgée d'au moins 60 ans. Au cours de la vie, une femme 
canadienne sur 9 sera atteinte du cancer du sein, une sur 18 du cancer du côlon ou du rectum et 

une sur 21 présentera un cancer du poumon. En ce qui concerne les hommes, 1 sur 8 sera atteint 

du cancer de la prostate, principaIement après l'âge de 70 ans, et 1 sur 1 1 sera atteint du cancer 
du poumon. Le cancer du sein chez la femme et le cancer de la prostate chez l'homme sont les 

fornies de cancer les plus courantes au Canada et la deuxième cause de mortalit6 par cancer dans 
chaque catégorie de sexe, après le cancer du poumon. En 1994, l'Institut National du Cancer du 

Canada a estimé que le cancer a entraîne la perte globale de 891 000 années potentieues de vie. 

Selon cette mesure, le cancer est 1; principale cause de mortalite prémaiurée au Canada, donnant 
Lieu à 28.9% des décès pr6maturéS 1231. 

En 1993, sur le plan économique, le cancer occupait la quatrième place au Canada, en 

terme de dépenses attribuk aux soins des dadies ,  derrière les maladies cardio-vasculaires, 
les maladies respiratoires et les maladies digestives. Pour ce= année, sur les 68 milliards de 

dollars dépensés pour les soins de santé, 3,s milliards (5%) ont été dépensés pour les soins 
relit% au cancer. Sur ce montaof 2,7 milliards (795) ont été attribués aux soins hospitaliers, 435 

millions (12%) aux salaires des médecins, environ 234 millions (7%) pour les drogues 
anticancéreuses administrées aux patients et 72 millions (2%) pour la recherche sur le cancer [3]. 

Aujourd'hui, bien que près de 50% des patients peuvent être sauvés et que les taux 

comparatifs d'incidence et de mortalité ont régressé ou sont restés constants pour certains types 

de cancer, il demeure que le fardeau du cancer a augmenté au Canada [Z]. À la lumière de ces 

données, il nous apparaît que la société devrait, de toute 6vidence, porter une attention 
particulière ii cette maladie qui, malgré nos croyances, n'est pas une maladie contemporaine due 
B l'industrie ou à la modernité, mais principalement B la croissance et au vieillissement de la 



popdation, parfois aux fkteurs hbréditaires et même souvent en raison de nos habitudes de vie 

comme le tabagisme et I'alcooI. 

1.13 Contexte historique du m e r  

Le cancer est une pathologie cellulaire inhérente à la vie et l'on doit s'attendre h une évolution de 
cette maladie en parall&Ie à la vie sur terre. Par ailleurs. des paléontologistes ont trouv6 un 
dinosaure vieux d'un million d'années avec un cancer osseux sur un £@ment de la queue ainsi 
qu'me tumeur osseuse située à l'extrémité Supcrieure du f W  d'un anthropoïde exhumé à 

Java en 1891 [4]. En Égypte, des sarcomes de I'hum6m et du fémur ont éîé retrouvés sur des 

momies datant de la IVe dynastie egyptieme, qui a régne de 2900 B 2700 av. J.C. [4,5J. 

Plusieurs papyrus découverts au XIXe siècle ont montré que le cancer, ses symptômes et 
son traitement constituaient une grande préoccupation des gens à l'épcxpe de l'Égypte ancienne: 

ils y réfèrent clairement aux tumeurs du cancer du sein 145 1- Cependant, même si le cancer &ait 

reconnu 2 cette époque, on distinguait avec difficulté une tumeur bénigne ou maligne d'un 
simple abcès ou encore d'une inflammation purulente. Au cours de l'ce d'or de la Grke 

antique au Ve siècle, Hyppocrate proposait que " chaque maCadie a une cause naturelk et que 

sans cause ~h<relle aucune Maladie ne se produit" permettant ainsi de dtmysiner l'art de 

guérir associé jusqu'alors il la divinité ou à la sorcellerie [4,5J. Il a d'ailleurs décrit plusieurs 
tumeurs comme celles du cancer du sein, de l'estomac et de l'utérus. Ses observations l'ont 
même amené 2 penser " qu'il est préférable de n'appliquer aucun traitement au malade atteint 

de cancer occulte, en #et si on le traite, sa mori est rapide et si on ne le traite pas, sa vie est 
prolongée " [4,5]. Après sa mort, la médecine grecque resta stagnante et c'est 2 Alexandrie que 
se poursuivit la recherche scientifique. Parmi les Ctudiants formés à Alexandrie, Galien s'est 
illustré en écrivant près de 400 ouvrages de médecine dont Le iraité des tumeurs où il donnait 
une excellente description de ce que peut être une mitastase et il proposait, lorsque la maladie est 

avancée, des infusions de têtes de pavot (opium) pour calmer la douleur. Il décrivait également 
les tumeurs carcinomateuses comme des tumeurs qui apparaissent dans toutes les parties du 

corps et principalement au niveau des seins chez la femme. 

Au Moyen Âge, la médecine est devenue sous le contrôle de l'Église de sorte que les 
connaissances et les traitements du cancer ont connu une longue période de stagnation. À partir 
de fa Renaissance, les sciences médicales se sont enfin installées sur des bases solides et 



l'anatomie, mon t ,  avançait à pas de g h t  grâce 2 la permission de disséquer des cadavres 

1451- En France, le chirurgien Ambroise Paré, grâce aux connai'lciuices anatomiques répandues 

à i'époque, conseillait " d'tdrper le cancer pur l'oeuvre numueüc du chirurgien e h s  le cas où 

ü est petit et puisse être amputé ". C'est à cette €poque aussi que Galilée a mis au point son 

micro~cope qui a permis par la suite I'observation des cefides cancéreuses. Plus tard, Malpighi 
jeta les bases de l'histologie et kuwenhœk devint, en 1683, le père de la bactériologie en 

èécouvrant les premiers micro-organismes [4,5]. 

Au XWIe siècie, I'anglais Wfiam Harvey fit la découverte de vaisseaux sanguins et 

démontra expérimentalement la circulation sanguine. À la même époque, le chirurgien allemand 
Wdanus réussit extirper des ganglions lymphatiques B la suite d'une opération pour un cancer 
du sein 151; au Québec, le chirurgien Michel S d  effectua la premihe mastectomie totale, en 

Arn6rique du Nord 2 l'Hôtel-Dieu de Québec, sur une religieuse Augustine en 1766 141. En 
Angleterre, en 1775, Percival Pott, b tuteur de l'ontologie expérimentale, établit Londres une 

relation entre la profession de ramoneur, l'exposition aux hydrocarbures aromatiques 

polycycliques et le cancer du scrotum [4,3. 

Le XIXe siècle fut marqué par les travaux de Virchow qui, en se penchant sur l'origine du 

cancer et l'envahissement, proposa que toute cellule doit naître d'une autre cellule. ll proposa 

aussi pour la premihe fois l'existence d'une prédisposition héréditaire au cancer, d'une relation 

entre le tissu cancéreux et le tissu embryomaire indifférencié et l'existence d'un mécanisme 

m6tastatique [4,5]. Le 8 novembre 1895, Roentgen découvrit les rayons X ainsi que certaines de 
ses applications. Dès 1896, on suggéra l'utilisation des rayons X pour le traitement du cancer du 

sein et des métastases [4]. Le travail de la fin du W(e siècle en chirurgie cancéreuse fut 

grandement am6lioré grâce à l'oeuvre du chirurgien h ç a i s  Clau& Bernard [4]. 

Au début du XXe siècle, la recherche fut accentuée sur le développement de techniques 

permettant d'effectuer un diagnostic précoce du cancer et des médicaments ou de nouvelles 

méthodes pour le traiter [SI. Ainsi, en 1928, Georges Papanicolaou trouva une méthode de 

kottis vaginal pour détecter de façon précoce le cancer des ovaires et celui du col de l'ut&us. Ce 
fut aussi le début de la culture cellulaire, de la découverte des agents cancérigènes, de la 

radioththpie et de la chimioth6rapie modernes. Cependant, ce n'est qu'après la Seconde Guerre 

mondiale que la chimiothtkapie connut des succès grandissants: en 1947, Sydney Farber trouve 

qu'un dérivé de l'acide folique inhibe la leucémie aiguë; en 1948, Georges Hitchings synthetise 

par des procédés de chimie organique le ch-mercaptopurine pour traiter la leucémie enfantinee 



En 1964, Ie premier virus lié au mcer humain, soit le virus d'Epstein-Ban, fut mis en 6videnœ 

dans le dévehqpxnent du lymphome de Burkia Hubner et Todaro proposèrent alors 
l'hypothèse que le développement tumoral chez l'humain &tait aussi lie aux oncogbs 141- 

Depuis les années 1950. la science a connu une période ininterrompue de grandes 
découvertes. Notamment. la découverte de la structure de l'ADN par Watson et C&k ainsi que 
les enzymes de transcription et la transcriptase inverse par Tenim et David Baltimore. Toutes ces 

découvertes permirent, entre autre, le déveIoppement de la bioIogie moIMaire et œIui de 

certaines applications en biotechnoIogie- De nos jours, avec b dtveloppement de nouvelles 

biotechnoIogies. de la biologie r n o l ~ a i r e ,  du génie génétique et les progrès accomplis en 
chirurgie, en radiothhpie et en chimioth6rapie, pour ne nommer que oeux-1, nous sommes en 

meilleur position pour comprendre et combaître le cancer il l'aube du prochain d tna i r e .  Grâce 

à tous ces pionniers, les connaissances actuelles permettront et permettent déjà d'élucider les 
mécanismes qui influencent le développement, le contrôle de la pmlif6ration de la ceilde 
cancéreuse et l'envahissement des organes périphérigues. 

Le cancer pourrait être défini comme &nt une maladie intrinséqUe de la cellule qui se répercute 
à un moment donné sur tout I'organisme. Elle serait reiiée à la multiplication d'un clone de 

celitdes dites " transformées " qui échappent aux systèmes coordomtk normaux de régdation 
de la différenciation et de la prolifdration et qui aboutissent à la formation d'une tumeur, souvent 

maligne et génétiquement hétérogène, dont l'évolution et l'envahissement local et à distance 

serait fatal pour l'organisme tout entier. La cellule cancéreuse constitue donc l'unité de base du 

processus cancéreux, d'où l'importance d'en décrire au moins ses principales caractéristiques 

phénotypiques [6,7]. 

La cellule cancéreuse cooserve, en fonction de son niveau de différenciation7 quelques 

caractéristiques de son tissu d'origine (la sécrétion & mucus dans l'épith6lioma glandulaire par 

exemple). Les cellules cancéreuses ont un taux de prolifération cellulaire anormal et anarchique. 

En culture celluiaire, leur besoin en sérum est moins élevé que les cellules normales. Leur 
prolifération, quoique hypoth6tiquement illimitée, est hgde car on observe une importante mort 

cellulaire par hypoxie au centre des tumeurs. Le cytoplasme des cellules cancéreuses est souvent 

très basophile et leurs noyaux sont souvent volumineux, irréguliers et parfois multiples ce qui 



explique une augmentation du rapport noyau/cytoplasm. Les ceflnles cancéreuses présentent de 

fréquentes aberrations chromosomiquest surtout de type hyperploï&. La œlhile cancéreuse a k 
capacit6 d'induire des tumeurs Iorsqu'inject8es dans des sou& immune-toI6rantes dites ntuIes. 

La cellule cancéreuse consomme beaucoup plus de glucose qu'il ne lui est possible d'en 

rnhboliser efficacement Cet étaî la conduit ii sécréter' par glycolyse anaérobique, de grandes 

quanti& d'acide lactique (phénomène de Warburg). D'autre part, la cellule cancéreuse produit 

des quantités anonnales de certains enzymes cellulaires normaux et certaines c e U u l e s  tumorales 
sécrètent des facteurs qui altèrent leur propre croissance, tels que les TGFps. et des fxteurs 

angiog6niquest tel que le FGF-2. Ces facteurs sont supposés être impliqués dans l'établissement 
du ph6notype transformant, dans l'invasion et le processus métastatique de nombrenx cas de 

Cancer* 

Durant le processus de carcinog6nèse, un grand nombre de gènes reliés au développement 

sont réexprimés chez la cellule cancéreuse. Ainsi' leurs membranes externes comportent des 

antighes oncofétaux mutés surexpriméS. Ce phénomène, appelé " expression de gènes 

oncudéveloppementaux ", procure à la celiule des propri6tés immunologiques particul2res. La 

cellule cancéreuse se caractérise aussi par une perte de l'inhibition de contact. Ce ph6norn8ne est 
aisément mis en évidence en culture car les cellules cancéreuses peuvent s'empiler et continuer à 

proliférer, même en suspension, après et parfois même avant que la couche ceUiilaite atteigne la 
confluence. De plus, les cellules cancéreuses perdent leur capacité normale d'adhérence ce qui 

les rend incapables de se localiser auprès de leur voisins cellulaires appropriés, favorisant ainsi le 

processus invasif et metastatique . 

1.14 Les causes du cancer 

Tel que rapporté dans la partie historique du cancer, l'un des premiers fxteurs 
cancérigènes connus a été mis en évidence par Percival Pott en 1776. Il découvra alors que le 
cancer du scrotum chez les ramoneurs londoniens était causé par la suie incrustée dans les 

cheminées [4]. De nos jours, on cornaît un grand nombre des facteurs cancérig&nest mais on 
n'a pas encore réussi il bien d6tenniner les mécanismes d'action du processus transformant de 

ces agents. Les principaux facteurs cancérigènes comprennent des facteurs physiques, 
chimiques, génétiques ou héréditaires ainsi que les Wus 161. Ils sont rapportés au Tableau 1 où 
ils sont classés arbitrairement en facteurs endogènes et en facteurs exogènes. 



1 . G é n i w  
a Cancers héréditaires: rétinoblastome, tumeur & Wh. 
b. Anomalies chromosomiques prédisposant au cancef: trisomie 21 (Ieucémie). 

2. Endocriniens 
a Hormones: astrog&nes (cancer - du - sein, de i'endornètre). 
b. AItQation ou déficience bmmmtam: augmentation & L'mcideace 

des leucémies et des lymphomes (SIDA). 

1. Chimique 
a Hydrocarbures pdycycliques hsatmk tabac, suie (cancer du poumon). 
b. Amines aromatiques: 2-naphtylamuie (cancer & la vessie). 
c. Substances chimiques diverses :chlorure & vinyle (angiosarcome hépatique). 
d Minéraux et métaux lourds: chrome, cadmium (cancer & la prostate). 
e. Agents " promoteurs ": alcool, ester de phorbol. 

2. Phvsiaues 
a Radiaiions ionisantes: rayons X, radiations y et (cancer & la peau du sein). 
b. Rayons ultraviolets (cancer cutanés). 

3. Virus 
a Virus ADN: virus Epstein Barr (lymphome de Burkitt). 
b. Virus à ARN (retrovinis): virus des leucémies T humaines (H'ïLV). 

1.1.5 Contexte actuel en cancérigenèse 

Les études réalisées avec des cancérigènes chimiques ont permis de démontrer que le 
développement du cancer pourrait se faire en étapes multiples : l'initiation, la promotion et la 
progression [6]. L'hitiation est une étape pendant laquelle une ou des celiuies subiraient des 
dommages irréversibles, surtout au niveau de l'ADN. La promotion est une étape réversible et 
non additive dont les agents promoteurs présents permettent une augmentation du taux de 
proW'ration de foyers cellulaires initiés; cette étape est moduiée par une variété de facteurs 
environnementaux, incluant la diète, l'ilge, la balance hormonale, les processus inf.Iammatoires 
et autres. Lu progression se défht  par des changements associés avec une augmentation de la 



croissance et du caradère envahissant et métastatique des ceiïuies cancéreuses et par des 

altérations des caractéristiques biochimiques et stmcturaies da tumem. 

La découverte des virus cancérig&nes, surtout chez les anbaux, a permis de comprendre 
les mécanismes moléculaires de la cancérigenèse : les oncogènes. Cetk théorie a ét6 le htit des 
travaux des virologistes dont hilbeaxJ qui détermina, en 1963, que les cellules normales 
peuvent acquérir le phénotype W o n n a n t  suite à une infection par un virus tumorighne et par 
Temin et Baltimore qui, en 1970, démontrèrent que ces virus étaient capables de s'intégrer dans 

le génome cellulaire, via la tranScnptase inverse. Kinzler et VogeIstein ont r tkement  proposé 
un modèle plus "global" des mécanismes causals de l'oncogenèse [7]. Ce modèle est 
représenté par deux types de gènes : les gènes caretaker ou de maintenance et les gènes 
gatekeepers ou gènes garde-barri&res. Les premiers assurent l'intégrité du génome & 

comprennent l'ensemble de gknes de réparation, tels que les complexes d'excision de 

nucléotides, de réparation des mésappariements, les gènes de la f d e  ATM (gène muté 
responsable de i'ataxia telangiectasia), et probablement BRCAl et BRCA2 (gènes de 

susceptibilit6 au cancer du sein et de l'ovaire). Les seconds contrôlent directement la croissance 
tumorale par leurs effets inhibiteurs de croissance ou leurs effets sur I'apoptose et 

comspondent, grosso modo, aux gknes suppresseurs de tumeurs. Selon le modèle proposé, ie 
scénario serait le suivant : l'inactivation d'un gène de maintenance induit une instabilité 
génomique qui favoriserait l'apparition de mutations dans tous les gènes, y compris les gènes 
gardes-barrières. Si l'un de ceux-ci est inactivé, la progresion cellulaire s'emballe en mêmz 
temps que s'accroît l'instabilité génétique, synonyme de nouvelles mutations. Ainsi, les auteurs 

proposent que Lorsqu'un individu herite d'un dèIe muté de gène de maintenance, il faut une 
seconde mutation de I'aUèle normal de œ gène pour l'inactiver, et deux mutations 
supp16mentaires d'un gène garde-banière. Le risque pour ces individus de developper une 
tumeur serait alors de 5 50 fois plus élev6 que pour les sujets normaux. 



Figure 1.1 : Représentation simplinée des phases du cyde ceNulaire. Seulement les 
complexes cyclines-CDK (cyclin-dependent k e )  et les inhibiteurs des CDK ou CKI (cych- 
dependent kinase inhibitors) sont réprésentés sur ce schéma. La dégradation des cyches et 
d'inhibiteurs de certains complexes, I'autre Ctape essentieue de la progression dans le cycle n'est 
pas réprésentée. La proErne p19e codée par le transcrit altematif B du gène pl6 iNK4a 

(inhibiteur de CDK4/6) est également illustrée. Des partenaires de p19AW, à ce jour non 
identifiées, sont représentés par des étoiles avec un point d'interrogation. La protéine p19w 
a d t e  la progression du cycle en phase GI/S (et peut4ûe en G2/M). Le passage au travers du 
point de restriction (CP, controlpoint) a l'entrée dans la phase S sont contrôlés par les CD&, 
qui sont séquentieilement régulées par les cyclines D, E et A. La stimulation des celuiles par les 
facteurs de croissance induit la production et l'assemblage de cyclines D (D la2 et D3) avec les 
kinases cdk4 et cdko. Ces complexes phosphorylent des substrats, tel que le suppresseur du 
rétinoblastome (RB), dont la modification est requise pour la sortie en GI. Sous la fome 
phosphorylée, RB se dissocie des protéines E2Fs, une famille de dgulateucs de la transcription 
de la dihydrofolate réductase ( D m ) ,  la thymidine kinase 0, la thymidylate synthdtase 
(TS), la DNA polym6rase-a (POL), la CDKZ, la cyciine E, posiblement la cycline A, et la E2F- 
1 elle-même. Ce processus établit alors un effet de dtroaction positive qui favorise la 
phosphorylation de RB par le complexe cycline E-CDK2, et qui contribue I'i~~éversibiIitté de la 
restriction du point contr61e. Le déroulement de la progression se fait alors inddpendament de 
stimulis mitogènes. L'activité des complexes cyclines D-CDKs et la régulation par les protéines 
inhibitrices INK4, par exemple, sont donc essentielles dans la r6guiation du cycle au niveau du 
point de restriction. Les nombreuses mutations sur les produits de ces gènes donne du crédit au 
modèle g6ndralement admis de leur participation il une voie commune d6nnie comme la voie 
RB (RB pathway). 



Les réguiateurs du cycle ceNiilaire, partiCUli*mnt ceux qui conûfilent la progression 

ceilulaïre en phase G1, constituent des ciiles potentielles des processus oncogénîques (figure 1.1 
[8]). Une des raisons est que les cellules restent semib1es B des stimulis mitogènes tant p ' e b  

n'ont pas atteint un point de restriction tardif (le point R). Passe œ point, elles deviennent 
refractaires il ces stimuli et la mite va se &rouler de façon autonome. Il est donc logique qu'une 

pression de sélection s'exerce en faveur d'une levée du blocage œ niveau du cycle. L'incidence 
très éIev& des lésions affectant les gènes RB (rétinoblastome). cyche  Dl, CDK(~yclrn- 
&p& protek kmase)4, p16'Npk (inhi'biteur spécifïqye de CDK4) et p27m1 (iohiiiteur de 
CDKs) dans un large spectre de tumeurs s's~ccorde avec cette interprétation 181. 

Le gène p53 encode le suppresseur de tumeur le plus fiQuemment inactive dans les 

cancers humains. Les mutations que le g&ne comporte se concentrent surtout dans la région 
centraie correspondant au domaine de liaison B l'ADN, abolissant ainsi la capacit6 

tramadvatrice de la protéine [9]. Dans sa forme sauvage, le CaTaCfère multifonctiomel de p53 

s'exerce via la stimulation d'une vari6té de gènes cibles. LRS plus connus sont p2 lüp1 (inlli'biteur 
du cycle cellulaire), cycluie G1 et RPA (réparation de l'ADN), mdm2 (antagoniste de p53), 

GADD45 (réplication et réparation de I'ADN), bax (pro-apoptotique) et bcl-2 (anti- 

apoptotique). 

Des percées majeures en oncogenèse permettent actuellement de mieux comprendre le 
phénomène d'apoptose. La chronologie des grandes phases de I'apoptose comporte une phase 

de déclenchement du signal, une phase de contrôle et une phase d'exécution du signal (figure 

1.2). Les mitochodries seraient impliquées dans le contrôle et l'exécution du signal [IO, 1 11. 
Schématiquement, une cellule recevant un stimulus exogène (hormone, cytokine, agent 
pharmacologique, etc.) pourrait activer un récepteur de type fas/APO-l/CD95 ou l'un des 
récepteurs au TNF (tumor necrosis fmtor), soit le récepteur il TRAIUAPO-2 (TNF-related 

apoptosis-inducing ligand) ou le DR-3 (Death receptor-3) par exemple. Il s'ensuit la 

transmission d'un signal " de mort " via une série de protéines (de types FADD, TRADD, 
TRAF, etc.) interagissant physiquement avec les récepteurs par des domaines homologues 
(death domain ou DD, death gecttor domain ou DED) [12]. Ces signaux aboutissent 
L'activation d'une cascade de protéases B cystéine connues désormais sous le nom de caspases. 

Les caspases situées au bout de la cascade (ICUcaspase 1, CPP32/caspase3) vont dégrader toute 
une série de protéines effectrices vitales [IO-121 : soit des composants de structures cellulaires 
(lamine A nucléaire), soit 2 des carrefours de fonctions cellulaires telles que le contrôle du cycle 

cellulaire (protéine Rb), au niveau des enzymes de réparation de I'ADN (protéine ku, P M ) ,  



ou encore de la maniraton de I'ARN messager (protéine 70k ck la snRNP Ul). Les phases 
uitimes de I'apoptose sont d r i s é e s ,  entre autres, par une &gradation de I'ADN (d t ip l e s  & 

18û-200 paires de bases) et par la formation de corps apoptotiques qui seront phagocytés par l a  

cellules normales adjacentes ou les macrophages (figure 1.2). 

1 SIGNAL DE MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE 1 

TRANSDUCïiON DU SIGNAL -il) ' 
AGENTS DE L'EXECUTION DU SlGN 

Famille ICE (Caspases) 

DNA-PK -- 
Cro4quernort 

PARP e actine * 
/' 

PHAGOCYTOSE 

Figure 1 3  : Les étapes sequentieïles de la mort ceiiulaire programmée, ou apoptose. 
Schématiquement I'apoptose peut être subdivisée en trois phases: une phase de réception du 
signal de mort ceUulaire, une phase & contrôle du signal et une phase d'execution du signai. 
Lorsqu'un signal de mort cellulaire endogène est captée par un récepteur a la surfixe, il est 
transduit vers l'intérieur de la cellule grâce B des protéines de types FADD, TRADD, TRAF, 
etc. Il en résulte une chute du potentiel transmembranaire des mitochondries qui rdarguent dans 
le cytosol différentes molécules (cytochrome c, facteur AIF-1, etc.). Cette phase est contrôlée 
par des régulateurs anti-apoptotiques (bcl-2, bcl-xL) ou pro-apoptotiques (bax, bad, bak) 
capables de se Lier aux membranes mitochondriales. Dans certaines conditions, l'absence de 
signaux de survie conduit ii l'activation d'une cascade de protéases il cystéines, les caspases, 
dont les ultimes réprésentants dégradent des protéines cibles impliquées dans le maintien de 
l'intégrité structurale (Iamine, actine) ou de l'homéostasie (proMeration, réparation de I'ADN, 
epissage de I'ARN messager, etc.). Ces caspases sont spécifiquement régulées par dfl6rents 
inhibiteurs viraux (v-iap, cmA, p53) ou ceUuIaires (c-iap). Après la phase d'apoptose nucléaire, 
vient la phase d'élimination des " cadavres " assurée par des macrophages recomaissant les 
cellules mortes. "Les mitochondries seraient donc accusées de rneume. les caspases de 
complicité et les macrophages de dissUnukÙtion de la preuve. " 





l'expression & la protC-me MKP(mitogen-activatexi protein kinase phosphatase)-l dans 51 

tumeurs prostatiques de patients dont 13 avaient subi pdaWIement mie thérapie par prhîion 
aux androg8nes. La protéine MKP-1 est induite par plusieurs oncog&nes B travers la voie de ras 
et peut activer aussi la voie de MAP-kinases. Cette voie permet de reIayer vers le noyau, les 

signaux de prolififiration, via les kinases ERK(extrme1lular regulated k e s ) ,  ou les signaux 

d'apoptose, via les kinases JNK@n N-tennmal protein kinases). Les dsuitats ont démontré qoe 
dans les tumeurs des patients non traités. la prothe MKP-1 est surexprimée. surtout dans les 
tumeurs il un stade pré-invasif. Par contre. son expression diminue graduellement dans les 
stades histologiques plus d6vés. Dans ces tumeurs pré-invasives. l'activité enymatique de ia 

prottine ERK-1 est augrnene celle de INK-I est diminu&; les niveaux d'apoptose sont plus 

bas et en association avec une augmentation de I'expression de bcl-2. Dans les tumeurs des 

patients traités avec une thérapie par blocage total des androgihes, l'expression & protéirles 
M;2-1  et bcl-2 diminue tandis que celle de JNK-1 est augment&. Ces résultats stlggikent que 

la participation des oncogènes pourraient êtn l'origine de la transformation néoplasique du 
tissu prostatique et que la surexpression de MKP-1 peut inhiber I'apoptose dans les tumeurs 
humaines de la prostate, probablement en bloquant la voie JNK Ces résultats soulignent 
également l'importance de traiter efficacement le cancer à un stade @mce et éviter que les 

cellules tumorales progressent et soient engagées dans le processus m6tastatique. 



1 3  LE PROCESSUS &ASTATIQUE 

Une tumeur maligne est le résultat de la croissance d&égiée d'une œlhile tumorighe qui 
proiïfère sans respecter ses propres mécanismes de régulation (absence de réguiation initoaine); 
ni celles dictées par les interactions cellule~llule avec les ceildes des tissus adjacents (absence 
de réguiation paraaine), pas plus que les mécanismes de régulation systémique kile que la 
régulation par les hormones. Ainsi, les caractères les plus spécifiques d'une tumeur maligne' par 
opposition à la tumeur bénigne, demeurent ses capacités B envahir et a former des mdtastass, 
c'est-Mire & former des foyers cancéreux secondaires dans un tissu ou organe situé B distance 

de la tumeur primaire d'où ils sont issus. 

Les 6vénements qui conduisent au développement des m6tasta~es peuvent &e divisés en 
trois 6tapes: 1) l'invasion locale, qui comporte: (a) le d6tachement des cellules mdtastatiques de 

la tumeur primaire, @) la migration vers les tissus adjacents; 2) la néOvasculari,cation des 

foyers formés; et 3) ta dissémination à distance, dont la séquence comporte: (a) l'adhésion 

des oeildes m6tastatiques aux parois des vaisseaux sanguins ou lymphatiques, @) 

l'intravasation ou infiltration de ces vaisseaux pour atteindre la circulation, (c) l'arrêt dans les 

parois des capillaires d'un organe spécifique distant, (d) l'extravasation ou la traversée de k 
paroi capillaire vers le tissu-hôte, et (e) l'implantation des ceiiules m6tastatiques dans un organe 
distant dont les interactions avec le tissu-hôte permettent le d6veloppement d'une tumeur dite 

secondaire, et fatalement des nouvelles métastases. Avant de commencer 2 décrire plus en 
détails les étapes 6noncées ci-haut, il m'apparaît important de souligner que celles-ci découlent 
des observations rapportées surtout daos le cas de tumeurs d'origine &pitheliale' communément 

appelées carcinomes, et qui représent  environ 90% de tous les cancers humains tels que ceux 

produits par le cancer du sein et de la prostate. 

1-2.1 L'invasion Iode 

1.2-1.1 Le détachement 

La première étape d'une invasion carcinomateuse suppose que les cellules cancéreuses soient 
capables de se détacher les unes des autres. Ce detachement semble être affecté par certains 
facteurs biologiques et moléculaires tels que la perte d'expression des molécules d'adhésion 



cellulaire, ia nécrose ttunoraie et certains enymes lytkpes ou protéases d'origine tumorale. Les 
moïécules d'adhésion telles que les pro îéhs  laminine, Eadhéruie et les récepteurs des 

protéines de ia MEC ( d c e  extraceEulaire), les intégrinesT jouent un rôle CE dans plusieurs 
6vénements importants impliqués dans les pprocessos d'invasion et de rn&stask. Ces molécuiles, 
en plus de diriger les interactions ceUnle-ceUde et cellule-substrat, coordonnent aussi i'adhésion 
des ceïluïes (nomiaies et cancérenses) la matrice extracelidaixe [17. Aing la perte 
d'expression de ces molécules d'adhésion aux sites primaires causerait la rupture des 

interconnections en@ les cellules cancéreuses et provoquerait le détachement des cellules de la 

tumeur primaire. Par Meurs, les régions nécrotiques constituent un bassin riche en enzymes 
protéolytiques. Cependant, puisque les macrophages ont tendance il migrer vers les régions 
nécrotiques, il est possible que les macrophages soient la source principale pour œ bassin 
d'enzymes d'origine nécrotique ". De plus. l'activité protéolytique exercée par les proteases 
dcrétées par les cellules tumordes des-memes constitue un facteur majeur du détachement 
cellitlaire. Parmi les proteases d'origine tumorale, on retrowe les hydrolases lysosorniales, les 
enzymes collag6nolytiques et celles du système de la phmine  [18]. 

1.2.1.2 Lu migration vers le tissu adjacent 

L'Ctape suivante de l'invasion locale consiste en la pén6tration de la membrane basaie (MB) et du 
tissu conjonctif sous-jacent par les cellules cancéreuses detachées de la tumeur primaire. Puisque 
la fonction de la MB consiste à séparer l'6pith6lium du tissu conjonctif adjacent, il est possible 
de concevoir que h migration des cellules carcinomaieuses vers le tissu conjonctif implique la 
formation des brèches à travers les matrices extracelluiaires des deux structures. Le tissu 
conjonctif sous-jacent peut être composé des fibroblanes ou des cellules mésenchymenteuses 
par exemple, dont l'un des principaux r6les est de servir d'emballage et d'amarrage des 
structures corporeiles, incluant les nerfs et les vaisseaux sanguins ou lymphatiques. La MB est 
une mince structure en trois couches distinctes composées principalement de collag&ne de type 
IV, de la glycoprotéine laminine, de fibronectine et d'une protéoglycane de type heparan-sulfate 
[17]. Dans l'espace interstitiel, les éEments structurels sont organisés en fibres contenant des 
collagenes de type I et III en forme ht9icoïdale9 du col.Iag&ne de type V, ainsi que de fibres 
elastiques contenant de I'&stinee Avec la fibronectine, ces 61t5ment.s stabilisent les autres 

glycoprotéines et protéogiycanes qui composent la matrice extraceUiilaitll stromale audessous de 
la MB 1171. 



Parmi les mécanismes d'invasion du tissu conjonctif gén6ralenient accepés. on p t  

considérer (a) la motilité active des ceildes cancéreuses, d i &  ik leur capacité accrue de 

Iocomotion due B la perte de bh ib i ton  de mouvement au contact et B la diminution de 

I'adhérence à cause de la diminution en fibronectiue à la surîke ce11ube et @) l'invasion 
exercée par la pression intra-tissulaire I d e  reliée ii L'augmentation progressive du nombre de 
cellules tumordes. Cependant, le facteur d'invasion le plus important demeure la destniction de 

la mairice extraceUuiaïre (MEC) par les enzymes lytiques [Il. 

Parmi les enzymes lytiques connus, les mt5talloprotéases matricielles et les enzymes du 

système activateur du plasminogène (PA) semblent jouer un rôle majeur dans la dégradation de 
la matrice extrace11daù.e lors de l'invasion tumorale et le processus métastatique 1181. Les PA 
de types urokinase (*A) ou tissu-spécinque (PA) se retrouvent dans les tissus normaux et 
cancéreux, et sont impliqués autant dans les processus pathologiques que physiologiques 
nécessitant une protéoIyse extracelluIaire locaüsée. Le PA est une sérine-protéase qui active une 
autre sérine-protéase, la plasmine, qui peut briser directement les liens lysil-lysine phents dans 

la fibronectine, la laminine, les glycoprotéines matriCielies et les protéogIycannes. De plus, la 

plasmine active certaines procoilagénases et peut ainsi promowoir indirectement la dégradation 

du collagène 1181. Ces protéines sont contrôlées par l'expression de plusieurs inhibiteurs 

protéiques [Ml: les PA par PAL1 et PM-2 (plasminogen acrivator Mibitor -1 et -2) et les 

m6taüoprotéases par deux inhibiteurs bien caract6risés, soit le TIMP-1 et TIMP-2 (tissue 
inhibitor of rnetalloproteinase -1 et -2). 

La d6gradation de la MEC peut être effectuée par des enzymes lytiques produites non 
seulement par la cellules cancéreuses elles-mêmes mais aussi par d'autres cellules en 
conséquence de diff6rentes interactions ceUule-cellde entre les cellules cancéreuses, le stroma 

tumoral et le tissu envahi [18]. Ainsi, il existe une collagénase d'origine tumorale spécifique 
pour le collagène & type N mais inactive contre le collagène des types 1, II et III. Les 
collagènes de types 1, II et III sont en fait dégradés spécifiquement par des collagénases 
interstitielles qui n'ont pas d'activité contre le collagène de type IV. Les autres composantes du 

tissu conjonctif, telles la fibronectine et la laminine, sont d6gradées par le plasmine, générée soit 
par les cellules cancCreuses ou par les macrophages; la fibronectine peut aussi être dégradée par 
les cathepsines, I'élastase leucocytaire et les thioLprot6ases, pour lesqueiies la laminine est 
résistante; les protéoglycanes peuvent être attaquées par tous ces enzymes et par certaines 
métalloprotéases et autres sérines-protéases sauf le PA [ 181. 



À œ stade-ci, Ie plus important facteur dans k progression tumorale est la cqmcîté des 

ceildes cancéreuses activer localement les ceJiules du tissu hôte (fibroblastes, macrophages, 
lymphocytes, etc.) et 2 obliger c e N d  à produire des conditions spécifiques EavorabIes B leur 
croissance et à leurs activités (protéines et protéases de la MEC. facteurs solubIes, cytokines, 
facteurs angiog6niques, etc.). Ainsi, il a été démontré que les cellules cancéreuses sécrètent de 

grandes quantités & TGF$ sous forme latente et dont l'activation conduit à la din6renciation 

d'une population spécifique des fibroblastes en myofibroblastes qui entourent la tumeur et les 
foyers tumoraux des œllules détachées [19]. Les auteurs suggè~nt  que la réponse 
myofibroblastique à l'invasion tumorale pourrait protéger les cellules cancé~euses des effets 

cytotoxiques des cellules immunitaires et ainsi conttr'buer B l'invasion tumorale, à leur survie et à 

leur capacit6 de m6tastasier. II en est ainsi aussi pour le tissu mésenchymenteux qui sert il édifier 
le stroma de la tumeur et B favoriser le développement ultérieur du nodule cancéreux primitif en 

lui fournissant un support conjonctive-vasculaire [18]. 

Le docteur Judah Folkman avait déjà proposé en 1971 la théorie que les tumeurs restent dans un 
état de " dormance " pendant une longue et variable période de temps, puisqu'incapables de 

grossir de plus de 2 B 3 mm de diam&re en absence de néovascularisation. Ainsi bien que les 

tumeurs de 1 Zi 2 mm3 peuvent tecevoir des éléments nutritifs par dinusion, leur croissance 

dépendra absolument d'un apport sanguin adéquat par angiogénèse 1201. Folkman, proposait 
que dans la progression tumorale, le processus d'angiog6nèse semblait être un facteur essentiel, 
et qu'il serait déterminé par le relâchement d'un facteur provenant de la cellule tumorale9 le TAF 
pour hunor angiogenesis factor. Durant la progression tumorale d'un carcinome, on peut donc 
distinguer deux phases: la phase pré-vasculaire et la phase vasculaire. Pendant la phase de pré- 
vascularisation, la tumeur provenant des ceiiules CpithéIiales transformées, appelée un carcinome 
hz situ, atteint un plateau de croissance et peut rester inactive pendant des années; le taux de 

prolifération est dors balancé par le taux de mort cellulaire (apoptose), résultant ainsi en une 
masse qui reste constante 1211. Il faut dors attendre I'Çvolution des cellules cancéreuses plus 

aggressives qui vont envahir la membrane basale pour déclencher la vascularisation de la tumeur 
grâce 3 la libération des facteurs angiog6niques. Ainsi, pendant la phase vascularisée on assistera 

une croissance exponentieue de la tumeur et B l'éventuelle invasion gen6rale des ~liules 
métastatiques 



L'angiogénèse tumorale est un processus mentie l  initie par une phase d'aictivation des 

ceilules endothéliales et une phase de rtsolution ou maturation des vaisseaux néo-forxds 1211. 
Cktte séquence (fig-l), comme dans les conditions physiologiques normales, comporte 
plusieurs processus distincts mais interdépendants : (a) la stimulation des ceIldes endothéliates 
par différents fxteurs angiogéniques d'origine tumorale; @) la dégradation de la membrane 
basale de la matrice extraceiluilaire séparant les ceUules endothéliales du tissu djsdjacenc (c) la 
migration des cellules endoth6liaIes vers la tumew? (d) la proiif'ration des ceilules endothéliales 
pour former les nouveaux vaisseaux; et halernent (e) la sécrétion des composantes de la 
membrane basale qui contribuent il la formation d'un réseau de cap- et au remodelage du 

tissu [21,22]. 

F i  13 : Principdes étapes impliquées dans I'adivation des ceUuIes endothéhies au cours de 
19angiog&se. (1) Les tumeurs secrètent divers facteurs angiogdniques, telb que le VEGF et FGF-2, 
qui difusent 2 travers le tissu pour atteindre les Misseaux. (2) Ces facteurs angiogéniques stimulent ia 
production de collagénases et de l'activateur du plasminogène par Ies celiules endoth6liaies permettant h 
d6gradaîion & la membrane basale entourant le vaisseau. (3) Les ceUuies endoth6iiales peuvent dors 
migrer vers la source du stimulus et amorcer 1e bourgeonnement du vaisseau parental. (4) Les celiules 
endoth6liales proliférent rapidement pour permettre aux vaisseaux & prendre une expansion. (5) La 
synthèse de composantes de la matrice extxaceliulaire par les ceildes constituant les nouveaux vaisseaux 
permet le remodelage du réseau capillaire (Selon Gingras et BéIiveau [22]), 



La pIupart dcs facteurs angiog6niques. tels que b FGF-2 et le VEGF, exercent m e  

stimulation trifonctiomeUe sur les ceilules endothéliales: protéolyse7 migration et proiifQation 
1211. L'activation des cellules endotbéIiaies par ces cytokines induit l'expression des protéases 
qui dégradent la membrane basale autour des capîIiak avant la migration vers la tumeur 1231. 
La migration de celloles endothéhies 2k travers la d c e  extraceiluliiirie est f m  par I'actMuS 
d'un groupe de dtalloprotéases sécrétées par les cellules tumorales, les cellules endothéiiales a 
les ceïlules du stroma tumoral 118,231. Ces métailoprotéases (cathepsines, coiiap6llitses de type I 
et N, etc.) sont sécrétées sous une forme pru-etqmatique dont l'activation serait effécûxée en 

partie via le système uPA et son récepteur, uPA/IipA.R [23]. Par ailleurs, de très récents travaux 
ont détennin6 que les cellules du cancer de la prostate PC-3 sécrètent deux protéases, 17uPA et 
une autre nommée FSDs (Free Sul 'dv l  Donors). capables de convertir le plasminogène en 
angiostatine, un puissant inhibiteur naairel de l'angiogénèse et de la missance des métastases 

tumodes 1241. La présence d'un plasminoghe & type sauvage (Le. non muté) est par contre 

necessaire pour que le plasmine génère de l'angiostatine. Ces données suggèrent que Ia 
progression métastatique tumorale dépend d'une balance entre facteurs inhibiteurs et 

stimulateurs de 17angiog6nèse. 

il existe au moins trois mécanismes par lesquels une tumeur dormante peut acquCrir le 

phénotype angioghique : soit par la Iiiration de facteurs angiogéniques futés il la membrane 

basale lors de la degradation de la MEC. tels que la forme basique du FGF (tibroblart growth 

factor, ou FGF-2) et le VEGF (vascuku mdothelial growth factor); soit par l'exportation du 

FGF-2 vers les cellules cancéreuses tel qu'observé dans le développement de fibrosarcomes 

chez les souris transgéniques contenant le génome du virus du papillome bovin de type 1 [25]; 

soit par la présence d'une protéine de liaison au FGF, la FGF-BP (fibrobht growth facior- 

burdutg protein) secrétBe par les cellules tumorales et qui serait responsable, selon les récents 

travaux de Czubayko et Liaudet-Coopman, de l'immobilisation et de l'activation locale de FGFs 

emmagasinés dans la matrice extraiceUulaire [26]. Par ailleurs, ce- chercheurs ont mis en 
évidence les changements g6n6tiques qui pourraient être associés avec l'acquisition du 

phénotype angiogénique. Ces travaux, compilés par James Pluda [27], proposent que le contrôle 

de I'angiogénèse dans les fibroblastes humains se fasse via le suppresseur de tumeurs p53; la 

protéine p53 exerpnt une régulation positive sur la synthèse de la thrombospondine- 1 (TSP-1). 
un puissant inhibiteur de I'angiog6nk7 h i  la perte de la fonction du gène p53, observée dans 

un grand nombre des tumeurs humaines, serait associée avec une réduction de l'expression & 

TSP-1 et le subséquent changement vers le phénotype angiogénique 1271. De plus. il a été 

proposé que l'acquisition du phénotype angiogénique soit associh à une diminution du taux 



d'apoptose tumorale qui résulterait dors en une augmentation du taux de croissance et B Is 
subséquente invasion et formation des métastases [27]. Ces obsenrations sont basées sur le fait 

. . que I'admuiistration des agents anti-anpiOgeniques anx souris portant des tumeurs hiimaines 

xénogreffh conduit B une régression des tumeurs dans un état domiant avec un taux 

d'apoptose tumode plus 6IevC. 

Les processus d'invasion tumorale et d'angiogénèse sont donc tout B fait siniilaires car ils 
impliquent d'abord la dissolution de la membrane basale et L'action conjointe de la dégradation 

de la matrice extraceUuiaire et la migration des cellules en prolif6ration vers le stroma interstitie1. 

De plus, I'angiogénèse constitue aussi une 6tape critique dans le processus de formation de 

m6bstases: il a été demontré que le déversement des cellules cancéreuses dans la circulation 

commence seulement après que la tumeur soit entrée dans la phase vascularisée, et cpe le 

nombre des cellules candreuses entrant dans la circulation soit proportionnel à la surface de 

vaisseaux d'origine tumorale ddtenninée par le degré de néovaScuIarisation tumorale [28]. 

1.23 L'invasion à distance: les métastases 

1.23.1 L'adhésion des cellules cancéreuses aux parois des celarles 
endothe'liales 

Les plus abondantes molécules d'adhésion cellulaire, les intégrines, semblent êûe des facteurs 

clés dans la colonisation tumorale 1171. En effet, il a été démontré que les intégrines dirigent 

l'attachement entre les ceildes cancéreuses et les cellules endothéliales vasculaires, et aux 

prot6ines de la MEC telles que la laminine et la fibronectine [29]. Par ailleurs, Brooks et al. ont 

mis en évidence que l'intégrine avp3, un récepteur d'adhésion capable d'interagir avec une 

grande variété de composantes de la MEC, est sélectivement exprimée au niveau de vaisseaux 
en voie de formation et maturation mais est absente dans les vaisseaux sanguins quiescents. 
Cette expression est induite lors de I'angiogénèse par des cytokines telles que FGF-2 et TNFa 
ainsi que par des facteurs d'origine tumorale [30]. De plus, Brooks a démontré que I'intégrine 

ava3 s'associe à la m6tallopmtéase matricielle MMP(matrii metnlloproteinase protein)-type 2 

à la surface des cellules endothéliales et des cellules invasives de m6lanome in vivo. Cette 
interaction faciliterait ainsi la dégradation du collag&ne de la membrane basale endothéliale et de 

la MEC [31]. Il appd donc que l'intégrine avp3 fonctionnerait en coopération avec k 
m6talIoprotéase MMP-2 pour promouvoV non seulement l'adhésion cellulaire mais aussi la 



migration et la dégradation contrôlée de la MEC, résultant ainsi B une invasion concertée par les 
œUdes tumordes et endothéliales. 

1.2.3.2 L9en&ée &ns les vcrisseaux sanguin et lympiraaque 

Le p h h o m h e  d'intravasation ou infiltration des vaisseaux sanguins ou iymphatiques par les 

cellules cancéreuses semble être dirige par un mécankne conjugué de pression intra-tissuiaire et 
de protéolyse exercées par la tumeur. En effet, puisque les veinules et les petits vaisseam 
sanguins ont une paroi relativement mince, la pression exercée par la tumeur permettrait aux 
cellules endoth6liaIes de se séparer fdement  de la mairice et facilterait dors le passage des 
cellules cancéreuses dans la circulation. Cependant, les artères et les artérioles sont entourtes 

d'un tissu conjonctif contenant du coiiagike et des fibres Qastiques, et afnchent ainsi une plus 
grande résistance Zk l'invasion. Leur pén&ation ne serait donc faicilitée que par les enzymes 

protéo1ytiques tumoraux et les enzymes hydrolytiques sécrétés en réponse à la réaction 
inflaxnmatoire 1321. Il s'agirait virtuellement des mêmes enzymes impliqués dans la d@adaîion 
et l'invasion de la membrane basale et le tissu conjonctif sous-jacent (section I .2.1). 

1.233 La dissémurafion à travers les voies sanguine et Lymphatique 

Dans la suite de la formation des m6tastases. les cellules cancéreuses doivent d'abord emprunter 

les principales voies de transport, soit la circulation sanguine et la circulation lymphatique. Il 
semblerait que les carcinomes emprunteraient avant tout la voie lymphatique. Cependant, il 
n'existe pas de disthction nette entre ces deux systèmes de diffusion car la circulation 

Lymphatique se déverse dans le courant sanguin au niveau du canal thoraciqde 031. Ainsi, il a 
6té détermine que les cellules qui se detachent de la tumeur prostatique circulent dans le sang 
périphérique, et que le nombre de cellules circulantes est plus faible dans les cas des tumeurs 
prostatiques localisées que chez les patients atteints de cancer & la prostate à un stade avancé 
homono-réfrzlctaire [34. 

Peu importe la voie empruntée, il ne demeure pas moins que les systèmes de circulation 
constituent des environnements très hostiles pour les cellules tumorales chdantes. Il a été 

démon& que plusieurs millions de cellules sont déversées quotidiennement dans la circulation 
mais peine 0.1% y s h e n t  et font des métastases. Les études menées par Hart [35] ont m i s  



en &idence que des ceUnles des rnéianomes (3316F10) et des sarcomes (M.5070). marquées an 
'%de et injectées dans ks veines de la queue des sonris, sont virtiieiiement toutes eiimmees & 

Ia circnlation après 15 minutes. Tmnte minutes après leur injection, celles qui smvivent se logent 
surtout dans les poumons mais très rarement dans le foie, le rein ou le cœur. De ceiles-ci, moins 
de 1% seseulement y survivent après 24 hemes. Ceüe situation pourrait &e provoquée par le 
stress mécanique imposé par la circnlation, le manque d'éïhents nunitiomels, la toxicïû5 due il 
la haute concentration en oxygkne. ou bien 3i des fadeors immunologiques provoqués par les 
lymphocytes T, les P O O ~ ~ O ~ ~ ~ O ~ U C I & ~ E S ~  les macrophages et les ceIldes NK (-rd killer). 

1.2.3.4 L'arrêt dam un organe-cible et extravasaiion 

Après avoir envahi les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, les ceildes cancéreuses forment des 

embolies locales soit par interaction avec d'autres cellules tumordes et les œilules saoguines 
(piaquettes, lymphocytes, neutrophiles) ou bien par stimulation de la deposition de fibrine qui 
forme alors un petit thrombus, favorisé surtout par certains facteurs thrornboplastiques 
tumoraux. Les embolies ainsi formeeS par des cellules individueh ou en grappes de cellules 
tumorales sont alors transpom et vont se loger dans les capillaûes des organes distants, et 

souvent de façon tissu--que par adhMon avec l'endothélium capizlsire du tissu-hôte. La 
faculté d'adhésion des cellules tumorales constitue une pmpri6té essentielle pour la progression 
du processus metastatique; du moins eile semble attribuer une spécificité d'invasion des ceIIdes 
cancéreuses pour un organe donne. Les cellules m6tastatiques du cancer du sein et de la prostate, 
par exemple, demontrent une spé&cité d'adhésion pour les cellules endothéliales de la moek 
osseuse 136,371- Cependant, cette proprieté est d'une grande complexité puisque la cellule 
cancéreuse doit alors supprimer l'expression de certaines rnol&ules d'adhésion cellulaire pour se 
dktacher des autres celiules de la tumeur primaire et envahir la membrane basale et en exprimer 
d'autres à leur surface pour adherer aux membranes interne et externe des cellules endothéliales 
et pour envahir à distance un tissu-hSte et conduire & la formaiion de m&astases. Il est possible 
qu'une fois dans la cirnilation, les cellules cand~uses expriment nouveau les récepteurs 
nécessaires l'adhésion sur d'autres protéines matricielles et poursuivre leur progression. 

L'intravasation des cellules tumodes en circulation emprunte certains mecanismes 
semblables il ceux impliqués dans l'invasion au niveau de la tumeur primaire: soit une 
destruction de la membrane basde de 17endoth61ium capillaire par des collagenases sécrétées par 



les ceïïdes tumodes, ou m e  adhésion de aiides tumorales B I'endoüiéliinn cap ibk  dans les 
organesa'b1ks qui endommage la paroi des vaisseaux. Ces dommages conduisent m e  

accumdation des aeutrophiles qui peuvent alors pénétrer les espaces entre les ceiIuIes 
endothéliaies et ouvrir un passage pour fiditer rentrée des ceIldes caucéreuses dans Ie stroma 
du tissu-hôte. De plus. la présence du thrombus entourant les cellules tumorales produit 

i'aprégation des plaquettes qui sécrètent des facteurs. tels que l'histamine, qui induisent la 

perméabilité des capillaires permettant ainsi la migration des cellules potentiellement 

m6tastatiques à travers I'endothéIium 1321. 

Pour que le développement des mdtastases se produise, il faut que les cellules qui réussissent à 

h c h i r  la paroi vasculaire et envahir le parenchyme de l'organe-hôte puissent y prolifi5rer. L a  

réguiation de croissance ceUulaire par des facteurs stimulateurs et inhi'bitem, dirigée en 
grande partie par les interactions entre les cellules mdtastatiques et le tissu-hôte. semble être le 

facteur déterminant pour le développement des foyers métastatiques et la réaction subséquente 

avec les ciAldes de I'organe envahi. En général, la prolifération des cellules m6tastaîiques 

conduit à la formation de petites colonies qu'on peut appeler des rnicrométastases. Il y aurait 
dors deux phases successives dans le développement de ces foyers: une phase avasculaire 

durant laquelle les interactions paracrines entre les cellules tumorales et le tissu-hôte se font par 

simple diffusion; dans la seconde phase, la néovascularisation tumorale jouerait encore une fois 

un rôle essentiel, et elle serait aussi sous le contrôle des facteurs angiogéniques sécrétés par les 

cellules cancéreuses. Toutefois, 17angiog6nèse ne semble pas être un facteur limitant aussi 

important pour le processus métastatique de métastases que dans la tumeur in silu. 

L'importance des interactions entre les cellules m6tastatiques et le tissu-hôte est un aspect 

central de notre travail: la réaction osseuse, ostéobhstique surtout, autant que la résistance des 

cellules métastatiques ostéophiles à l'hormonothérapie et la chirniotht?rapie, sont idluendes 

par les interactions avec les cellules du tissu osseux, l'ostéoblaste et l'ostéoclaste. Avant 

d'aborder le sujet sur les métastases osseuses, il est donc impoltant de comprendre la 

physiologie du tissu-hôte : le tissu osseux. Une partie de notre sujet de recherche est basée sur le 

fait que la ndoformation pathologique de l'os dans les m6tastases ostéoblastiques est toujours 

produite par un mécanisme local impliquant directement l'activation et la diff'renciation des 

ostéobhstes, tandis que la résorption osseuse (ostéolyse) peut être produite soit par i'activation 



des ostéociastes ou bien par une ostaolyse e f f m  de façon directe OU indkck, par la ceMe 
tumorale. En effet, les facteurs de croissance tels le TGml et b IGF-I semblent jouer un &Ie 
essentiel dans la répuiation des interactions entre les cdhde~ homono- 
ind6pendantes et Ies  ostéoblastes en regard de la réaction osseuse. 

L Prolifération Pruassas 
d c s n t l a l u  .-b mitastatique 
tamo talcs des atitîutsses 

TUMEUR SECONDAIRE 
(ostéoformation ou 

ostéol ysel 

Figare 1.4 : Processus mdtastatique. Les cellules épitht5liales du cancer du sein et & la pmstate 
métastasient au niveau du tissu osseux seion un processus ment ie1  : 1) detachement & la tomeur 
primaire et envahissement du tissu conjonctif adjacent; 2) réveil de la tumeur par un ph6nomène 
d'angiog6nèse; 3) envahissement des vaisseaux sanguins ou lymphatiques; 4) transport B travers ta 
cirailation ; 5) arrêt et envahissement & I'endoth6lium du tissu osseux; 6) développement des 
m6tastases osseuses: réaction ostéobhstique ou ostéolyti~ue, et 7) fataement diséxnïnation 
extrêmernment rapide d'autres métastases. TE, tissu t5pithélial; MB. membrane basale; ST stroma 



2 PHYSIOLOGIE DU TISSU OSSEUX ET CANCER 

L'os est un tissu vivant qui se retrouve normalement dans un cycle constanmient é@liM & 

formation et de destruction visant remplacer le tissu caduque ou lésé et de maintenir le tissu 
osseux en sante. Certaines maladies peuvent pertiirbcr cd éqdi'bre (ostéopor~~e, maladie de 

Paget), tout comme les effets secondaires de œrtakes drogues th6rapeutiques ou des 

glucocordcoiaes. Cependant, la présence des cancers secondaires des os constitue la plus 
inqui6tante msnifestation chique pour un grand nombre de m c e ~ s -  Cette affliction provient du 

fait que leur développement s'avère trop souvent fatal pour les patients qui en sont atteints, a 
pour qui la médecine moderne ne pnxwe que des traitements palliatifs visant seulement 

réduire leurs souffrances. 

2.1 Strtxctnre, fonction et homéostasie du tissu osseux 

2.11 Sîruchrre osseuse 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif qui compose avec le cartilage, le système squelettique. 

Ses fonctions principales sont de servir de support et de site d'attachement pour les muscles 

nécessaires la locomotion, comme stmcture protectrice pour les organes vitaux et la moelle 

osseuse, et comme réservoir des ions calcium et phosphates pour l'organisme tout entier 

[38,39]. En tant que tissu, I'os est composé de ceildes spéciaüsées, soient les ostéuclastes et les 

ostéoblastes, et d'une matrice extracellulaire osseuse (MEO). Cette matrice est composée d'une 

substance intercellulaire contenant des fibres de collagène de type 1 et une substance amorphe 

riche en glycoprotéines et protéoglycanes. La structure et l'orientation des fibres de collagène 

sont définies par leur association avec des cristaux d'hydroxyhapatite, qui rendent à I'os la 

particularité de pouvoir se calcifier et de durcir. En tant qu'organe, 1'0s est principalement formé 

de tissu osseux spongieux et de tissu osseux compact, dont la répartition Were  selon qu'il 

s'agit d'un os long (le tibia, le fémur), d'un os court (vert8bres) ou d'un os plat (l'os de 

l'omoplate, de la mâchoire). Dans un os long on distingue trois parties: la diaphyse, un cylindre 

de tissu osseux compact, dont la cavité centrale (la médullaire) est remplie de moelle; les 

métaphyses qui sont situées entre la diaphyse et les 6piphyses. ces dernières correspondant a u  

extdmit6.s des os. Épiphyses et métaphyses sont formées de tissu osseux spongieux dont les 

mailles qu'il contient renferme de la moelle. Tous les os possèdent une surface externe et une 



. . 
@aice interne qui sont en contact avec Ies  tissus mous. Ces surfaces sont d&mt& par des 

cellules ostéogènes organisées en couches et composent ainsi le périoste (surface externe) et 

I'endoste (Surface interne) [38,39]. 

Architecture of bone 

Trabecular bone 

Cortical (m 
bone 

Cortfcal (compact) bone 

Figure 2.1 : Structure d'un os long composé des tissus osseux spongieux (trabéculaire) et 
compact (corücai). L'os trabéculaire est le site le plus actif du tisssu osseux. Ct tissu renferme 
de la m o d e  hématopoïétique qui se cantonne dans les parties proximales de l'humérus et du 
fémur, par exemple. La matrice extracelidaire de l'os est composée d'une substance 
interceiidlaire contenant des fibres de collagène de type 1 et une substance amorphe riche en 
glycoprotéines et protéoglycanes. Les ostéoclastes créent un environnement acide nécessaire 
pour l'activation des protéases lysosomiales et la résorption osseuse. Les ostéblastes activés sont 
responsables de la formation de l'os. Ils forment de lacunes ostéoiides où les os thy tes  restent 
emprissonés après minéralisation de la MEO. La vascularisation d'un os long est assurée 
principalement par l'artère nourricière et les artères périostiques qui nourissent tout le tissu 
osseux en se faufilant B travers les canaux de Havers, 



Les os sont abondamment vascularisés grâce ii la présence de nombreux vaisseux sanguins, des 

artères, des veines et de lymphatiques qyi le nomisent, lui pennethnt de faire des échanges ou 

pour drainer ses produits (figure 2.1) [#]. Ils contiennent de la moelle hématopoï6tique qui, 
chez I'adulte, se cantonne dans les vertèbres, les côtes, les os du crâne et du bassin. les parties 
proximales de l'humérus et du fernu. La vascularisation d'un os long, en particulier, est d 
principalement par l'artère nourricii3re et les artères périostiques [W. L'artère nomicière perfore 

la corticale & 1'0s et atteint la cavité médullaire où elle se divise en dwr branches qui 
fournissent des rameaux pour la médullaire et pour la partie inteme de la corticale. Les artères 

périostiques forment sous le périoste un réseau ii mailies serrées d'où naissent de nombreux 
rameaux imguant la partie externe de la corticaie. Les artères épiphysakes naissent des cen:Ies 
artériels pén-épiphysaires. Les dr io l e s  de l'os se divisent en capillaires auxquels font suite des 

capillaires veineux qui se raccordent à des veines dont la plupart sortent de l'os à sa partie 
proximale. 

2.13 IRs cellules du fissu osseux 

Des récents travaux ont &montré que les ostéoclastes sont des cellules muItinuc1éaires dérivées 

de la fusion de précurseurs hérnatopoIétiques aux stades tardifs de la voie de différenciation 
monocytaire, voire directement des macrophages avec lesquels ils partagent de nombreux 
antigènes [49]. Ils se caractérisent principalement par une activité métabolique intense car ils 

contiennent un grand nombre des lysosomes primaires et des mitochondries. Ils possèdent à 

leur surface membranaire une anhydrase carbonique de type II qui génère des protons 

transportés & travers le rebords ondulé @ d e  de la membrane en contact avec la surface 
osseuse) par une pompe h protons ATPdEpendante. Ces protons créent l'enviromement acide 

nécessaire pour l'activation des protéases lysosomiales et la résorption osseuse [SOI. 

li existe trois types de Lignées ostéoblastiques: les pré-ostéoblastes, les ostéoblastes 
matures et les ostéocytes [43]. Ces lignées proviennent des cellules rn€senchymenteuses 

condemantes et constituent donc une forme de tissu conjonctif. L'ostéoblaste mature origine 
d'un préost6oblaste et exerce toutes les fonctions requises pour fabriquer l'os. L e  pré- 
ostéoblaste se retrouve à proximité des surfaces osseuses en formation. La transition du pré- 
ostéoblaste en ostéoblaste se fait graduellement selon un gradient de dinérenciation qui atteint 



son maximum lorsque la forme mahire de h alhile envahit la d a c e  osseuse résorbee ou 
lésée. Un osteocytt est un ostéoblaste qui reste emprisonne5 dans 1'0s calcifit5 En* 10 à 2û% 
des ostéoblastes deviement des os9rocytes. Ils sont contenus dans des cavités appelées 

ostéoplastes, OU lacunes osteocytaires, et l e m  prolongements dans des canalides. C'est par la 
voie de a système Ia~~~lo-canalicuIaire que les os- qui srmivent reçoivent les nutriments 
nécessaires à leur activité biologique 1431. 

Enfm, iI faut souligner que la structure interne de I'os. soit la moelle osseuse, est 
composé de plusieurs types de cellules. Au fait, la moelle osseuse est constituée: a) des ceHules 
souches hématopoïétiques, capables de se diff6rencier en ostéocIastes, en macrophages, ai 
lymphocytes et cellules sanguines , et b) des cellules stromales qui supportent la diffdrenciation 

de cellules hématopoï6tiques et d'elles-mêmes en se diffbrenciant en ostéoblastes 141-431. 

2.1.4 Le remodelage du rissu osseux 

Le remodelage osseux correspond il un cycle constant mais éqdiiré de résorption a de 

formation de I'os [38,39]. Ce cycle est initi6 par les ostéoclastes activés qui envahissent la 

surface osseuse et détruisent celle-ci l'aide des protéases acides lysosorniales qui dissolvent 
les cristaux d'hydroxyhapatite et dégradent la ME0 créant ainsi une cavité. Cette cavité est par k 
suite occupée par les ostéoblastes qui vont M e r  une nouvelle couche osseuse en sécrétant des 

grandes quantités de collagène (type 1) a des minéraux. Quelques osteoblastes restent alors 
attrapés dans la ME0 lors de la min6raiisation de celleci et y survivent en tant qu'ostéocytes 
[38,39,44]. 

2.15 Lu réguidon du remodelage osseux 

Les hormones et les facteurs de croissance qui contrslent la biologie osseuse sont connus et 

"eux compris depuis quelque temps. Parmi ces facteurs, on retrouve les hormones 

cdciotropes qui régdent le remodelage osseux, soit l'hormone parathym%iieme . 
vitamine D3 (1,25[0H],D3 ou VD3) et la calcitonine (CT) [44,45,46]. En réponse une 

diminution de la concentration de calcium sanguin, la VD3 (transformée B partir de la vitamine 
D par un complexe enzymatique du cytochrome p450 mitochondrial appelé 1-a-hydroxylase) 
stimule l'absorption du calcium dans les intestins et favorise la résorption osseuse. La PTH. 



sé&& par la glande parathyroïdeT augmente aussi les niveaux en calcium sériqpe suite B me 
augmentation de I'activité de i'enzyme la-hydroxylase dans les reins, par une réabsorption du 

calciimi rénal et par une stimulation de la rb rp t ion  osseuse [4q. La CT semble jouer un rôle 

certain dans I'inh'bition de la résorption osseuse en inhibant le recrutement des OCS, mais n'a 
aucun effet sur la formation de 1'0s [W. Les autres hormones systémiquesT teks que 
l'hormone de croissance (GH) et l'insuline, agissent positivement sur la formation osseuse; la 

GH par une stimulation & la synthèse de IGF-1 par les cellules osseuses, et l'insuline par une 
augmentation de la production en IGF-1 par le foie et une stimulation de la synthèse de la 

matrice osseuse [47]. Les hormones systémiques affecfent, soit directement ou indirectement, 
l'activation, la prolifihtion et la diff€renciation des OBs, des 00 et & (eus prog6niteurs 
respectifs; la synthèse et la dégradaiion du coilagène et de la mairice extraceIIulaire ; et h 
production et la Ii'bération de facteurs de croissance tels que les TGFf3s et les IGFs 142441. 

Figure 2.2 : Régulation du remodelage osseux par les hormones systémiques (A) et les 
facteurs de croissance et cytokines locaux (B). Les hormones polypeptidiques (PTH, CT, 
insuline, GH), stéroïdes (VD3, glucocorticostéroïdes, œstrogènes, androgènes, hormones 
thpldes) agissent sur l' activation, la prolif6ration et la différenciation des OBs et des OCs. Les 
régulateurs locaux comprennent les facteurs de croissance polypeptidiques classiques (IGFs, 
TGFPs, FGFs, PDGF), les cytokines produites par les cellules immunes ou h6matopoïetiques 
(interleukines, les tzmwr necrosis factors, les colony-stimulaturg ffacors) et autres médiateurs 
importants tels que les prostaglandines. La dualité de fonction des nombreux réguiateurs locaux 
et systémiques sur les OBs et les OCs suggère un couplage hement contrôlé entre formation et 
résorption osseuse. 



il faut noter que les homones s y ~ q u e s ,  surtout la F"IT-I et la VD3, pewent soit favoriser' 

soit inhiber Paictivité des ceilules ostéoblastiques tout dépendant du stade de dïfZférnciati~ des 
ceUuIes répondantes [39,43,44]. Normalement, kt PFH produit une dsorption osseuse. Par 
contre, la PTH n'a pas d'effet dkct sur les 00: au niveztn de I'OS. leur princïpaIe &le 
s'avèrent être les OBs 1 4 .  Lorsque les OBs sont stimulés avec du PTH7 ils secrètent des 

fwteurs qui, à leur tour stimulent la proiifêration et la fonction des OCs 143,453. Ainsi au 

de la régulation locale du remodelage osseux, les OBs constituent les pivots travers lesqueIs la 
résorption et la formation osseuse seraient contrôIées. L'hypothèse de base suggère que les 

facteurs qui influencent i'activité des OBs sont déposb dans 1'0s par les OBs eux-mêmes 1441. 
Ces facteurs peuvent ainsi être séquestrés et emmagasinés dans la ME0 lors du processus de 

min6ralisation et être iiirés lors de la résorption osseuse7 de fqon B coordonner les activités & 

résorption et de formation osseuse 14-41. 

2.2 Hormones stéroïdes et physiologie osseuse 

À part les hormones calciotropes, il existe aussi d'autres hormones ckulantes, telles que les 

androgi5nes. les œstn,g&nes et les glucocorticost6roides7 qui agissent également au niveau des 
ostéoblastes pour moduler la synthèse des facteurs de croissance commc les IGFs, les TGFPs a 
une grande variété des cytokines qui sont dépos6s dans la ME0 et qui, leur tour, agissent 

localement pour moduler l'action des hormones calciotropes. 

2.2.1 Production et régulation des hormones stéroïdes 

Chez l'humain, la glande surrénale, les ovaires et les testicdes constituent les principales sources 

d'hormones stéroïdes [48,49,SO]. Le cortex surrénaLien produit principalement des 

glucocorticostéroïdes (cortisol, hydroxycortisol), des min6railocorticostémïdes (aldostérone) et 

Les androgènes surrénaliens (épiandrostenedione. DHEA et son sulfate conjugue D M )  150- 
521. Chez l'homme, les ceules interstitielles de Leydig sont les sources majeurs d'androgènes 

actifs circulants (testostérone et DHT); chez la femme, les œstrogènes (œstrone et <estradid) et 

les autres hormones sexuelles sont produits principalement par les ovaires au cours du cycle 

menstruel et par le placenta pendant la grossese [SOI. Les formes les plus actives de ces 

hormones sont le cortisol, le DHT et l'œstradiol. 



La synthèse et la sécrétion de ces hormones stéroïdes sont sous le contrôle des hormones 

du système portai hypothalamo-hypophysaire [48-501. Des fiil'bks niveaux cllculants de ces 

hormones provoquent la synthèse dou  la hiration de LHRH (Ieuteïnizing hormone-releasing 

hormone) ou & CRH (corticotn>pin-re1easing hormone) par l'hypothalamus dont l'action au 
niveau de l'hyphophyse sera d'induire respectivement la production &ou la libération 

d'hormones gonadotropes LH (leutehizhg hormone) et FSH (follicle-stimulahg hormone), 
ainsi que I'honnone coiticotrope ACTH (adrend corticoiropin hormone). Ainsi, la LH et la 
FSH vont agir au niveau des testicules ou des ovaires pour induire la synthèse et la sécrétion 
respective d'androgènes et d'œstrogènes. Quant à I'ACI'H, elle agira au niveau du cortex 

surrénalien pour induire la production et la hiration de giucocorticostéroïdes. Le retour B & 

niveaux physiologiques basaux de ces hormones produit un retmcontrôle afin d ' i nh i i  la 

production d'hormones GnRH et CRH par l'hypothalamus 148-501. 

À la base, les hormones stkroïdes dtrivent toutes du cholestérol [5 11. La conversion du 
cholest6rol en diverses hormones stdroïdes est concertée par un baaaie complexe d'enzymes, 
1- dans le réticulum endoplasmique et dans les membranes mitochondriales, et incluent 
la f d e  du cytochrome p450, des sulfatases, des deIhydrogénases et des réductases [SI]. 
Parmi ces enzymes, on retrouve la famille des isoenzymes 3p-HSD (3beta-hydroqsterooid 
dehydrogenase) et 17kHSD. Le rôle de ces isoe~lzymes est d'une importance majeure chez 

l'humain du fait que les surrénales sédtent de grandes quantités de DHEA et du D E A - S ,  
lesquels sont convertis en androstenedione, par les isoenzymes 3p-HSD [Sl], et puis en 

puissants androgènes et œstrogènes, par les isoe~lzymes 17fbHSD [52], dans les tissus 

périphériques. Il faut noter que la formation d la d6gradation d'hormones stéroïdes sexuelles 

jouent un rôle crucial dans ta biologie normale et tumorale des tissus hormono-sensibles, tels 

que le sein et la prostate [52]. 

2.2.2 Mécanisme d'action moléculaire des hormones stéro1des 

L'activité biologique des hormones stéroïdes sur les différents tissuscibles supposent h 
présence d'un récepteur capable de lier l'hormone avec une très haute aflnité, que ce complexe 
puisse ensuite se lier sur des séquences spécifiques en ADN d'un gène en particulier, et enfin, 
d'êtrc capable d'induire ou de réprimer la transcription du gène ciblé (figure 2.5). Les études sur 
les mécanismes moléculaires d'action des glucocorticoïdes [53,54], des œstrogihes [55,56], des 
androgènes [57,58] et des hormones stéroïdes en genéral 159-621 ont procuré une meilleure 



compdhension de I'BCtMté du complexe hormone-r6apteur (H-R), de leur mteraction ava: les 

dB6rents fxteurs ou répresseurs de transcription, sur la nature de gènes réguiés, sur la réponse 

moléculaire mimediate et sur la réponse biologique nnale. 

Les récepteurs d'hormones stéroïdes appartiennent à une superfamille de prot&es 

rthptrices qui regroupe les récepteurs aux androgènes, aux gluc~~~rticostéroïdes, aux 
œstrogènes, aux min6ralocorticostémïdes, aux hormones thyroïdiennes, à la vitamine D3, ii k 
tri-iodothyroxine CM) et à l'acide rétinoïque [ 5 9 q .  Au niveau cellulaire, les hormones 

stéroïdes, de par leur structure à caractère iipophüe et hydrophobe 1621, traversent la membrane 
cytoplasmique de m l r n i h  passive. Au sein d'une cellule cible, les hormones stéro'ides exercent 

leur effet biologique via leur liaison à un récepteur, cytoplasmique ou nucléaire, qui possède une 

haute affinité et +cité pour son ligand. Le récepteur GR, par exemple, 10rsqu'i.l n'est pas iï6 2i 
son hormone, forme au niveau du cytoplasme un complexe avec plusieurs proSmes dont ia 
protéine de choc thermique HSP(Heat-Schock Protein)-90 [Hl. La liaison de l'hormone son 

récepteur induit un changement de conformation qui a pour effet de dissocier le complexe 

hormone-récepteur des complexes de protéines de choc thermique et de permettre la 

translocation du complexe H-R, du cytoplasme vers le noyau (figure 2.5). 

Sur le plan structurel, tous les membres de la superfame des récepteurs d'hormones 

stéroïdes possèdent trois régions principales, subdivisées en six domaines 159-621. En position 

N-terminale (domaine NB), on retrouve les séquences en acides aminés responsables de la 

trans-activation des gènes cibles, et dont la présence est essentieue pour obtenir une activité 
transcriptionneiie maximale. Dans la partie centrale du récepteur (domaine C), on retrouve le 

domaine de liaison 2 I'ADN (DBD pour DNA bmdmg donuzin), implique aussi dans la 

dimérisation et la translocation nuc1éaire du récepteur (domaine D). Celui-ci comporte une 
stnictwe en doigt de zinc permettant la reconnaissance par le complexe hormone-&pteur d'une 

séquence spécifique de l'ADN @RE pour honnone responsive element) . Quant à la région C- 

terminale, elle contient le domaine de liaison a L'hormone (HBD pour honnone binding domain) 

qui, en plus de lier spécifiquement l'hormone, comporte des séquences importantes pour b 
liaison aux protéines de choc thermique, pour la dim&isation, pour la trauslocation nucléaire ei 
pour la transactivation des gènes cibles 159-621. 

Le principal effet de la liaison de l'hormone au HBD consiste à induire un changement de 
conformation du récepteur, nécessaire aux étapes subséquentes menant 2i la trans-activation des 

gènes cibles. En l'absence d'hormone. le récepteur adopte une coafonnation faisant en sorte que 



le HBD réprime la transcription des gènes cibles. La liaison de l'hormone au HBD, des 
rkepkms CytopIasmiques ou nuc1éaires lires, provoque la dimaisation du récepteur et induit le 

changement oonfoIIILationne1 nécessak pour renverser cette trans-répression produite par le 
rbpteur non lié 159-623. Le DBD est le d o h e  le plus conserd parmi les membres de k 
s u p e r f d e  des récepteurs d'hormones stéroïdes. Is DBD contient deux doigts de zinc qui 
résultent d'un anangement tétraédrique entourant un atome de zinc. Le doigt de zinc localisé en 
N-terminal est largement fesp0nsabIe de la spécificité du récepteur pour les g h e s  cibies [60,61]. 

Des ex@riences d'échanges de domaines ont permis de d6montrer que le DBD était ii la fois 

ntcessaire et sunisant pour assurer Ia specificité du récepteur aux ghes  a'bIes. Ces expériences 

ont été réalisées l'aide de protéines chim6riques où le DBD du ER était remplacé par le DBD 
du GR [60]. 

La modification de l'activation transaiptiomeile exercé par les hormones stéroïdes se fait 

via l'interaction du complexe H-R avec l'él6ment de réponse am hormones (HRE) 1 5 9 4 .  Les 
HREs sont des séquences d'ADN palindromiques spécifiquement reconnues et i i h  par les 

récepteurs des hormones stéroïdes. Dans la majorité des cas, ces élhents  cis sont locaüsés 
dans la région 5' en amont du site d'initiation de tranmiption des gènes cibles. La liaison d'un 
d i m h  du complexe hormone-récepteur au HRE a pour effet de changer la structure 

tridimensionnelle de I'ADN, permettant ainsi, avec le concours d'autres facteurs de transcription, 

la transactivation des gènes cibles [6 11. 

Les glucocorticoïdes, les œstrogènes et les androgènes stimulent ou repriment la 
transcription de gènes spécifiques [54,55,58]. L'activation üanscriptiomeIIe d' un gène dépend 

de la présence d'éléments cis-actifs situés dans les parties régulatrices non-traduites du gène, et 

de leur liaison aux facteurs de transcription zrm-actifs. La régulation dépend aussi de la quantité 

et de l'état d'activation des facteurs de trans-activation et de la présence d'autres facteurs & 

réguiaiion positive ou negative de la transcrïpton [54,59,61]. Au niveau nucléaire, on a 

déterminé deux mécanismes utiiisés par le complexe hormone-GR pour exenxr son action sur 
Ies gènes cibles [54] (figure 2.5). Premièrement, dans le modèle classique un homodim8re & 

complexe hormone-récepteur se lie aux GRE qui sont situés dans les régions promotrices des 

gènes cibles. La liaison du dimère de complexes hormone-récepteur a pour effet de modifier le 
taux de transcription de gènes impliqués dans le cycle ceildaire et celui de g8nes encodant des 
protéines qui affectent la physiologie de la cellule [543. Le deuxième mécanisme n'implique pas 
de GRE. C'est le cas par exemple des effets immunosuppresseurs et anti-inflammatoires qui 

impliquent une diminution de la transcription des gènes de la coliagtkase et de I'interIeukine-2. 



Dans œ cas, Le complexe hormone-récepteur empeChe la transcription de gènes c'bIes en 

interférant avec le complexe protéique AP- 1 (ClCtjVatting proteh-1)[53=. Des travaux récents 
ont aussi mont& que l'activité traascriptionnelle des gh~0~0rti~0ïdes p o d t  être modulée par 
les proportions relatives des isoformes a et fl de son récepteur* L'homodimère a donne un effet 
maximal alors que I'hetérOdim8re a& da ii une pius fai'bIe affinité de liaison l'ADN &ou une 
niminution de la capacité de trans-activation, ne StimuIe pas la transcription &s gènes aies 
aussi efficacement que I'homodim&e a [54]. 

NOYAU 

Figure 2.3 : Régulation transcriptionneMe par le récepteur des giucocorticostéroïdes (GR). 
La Iiaison de GCs au GR induit un changement de conformation qui a pour effet de dissocier le 
complexe GC-GR des complexes de protéines de choc thermique et de permettre la 
translocation du GR activ6, du cytoplasme vers le noyau. Au niveau du noyau, le GR activé peut 
induire ou réprimer la transcription selon deux mécanismes: en interagissant avec la dgion 
répuiatrice en ADN de gènes cibles, le GRE; ou en interagissant avec d'autres facteurs de 
transcription, tels que c-Jun ou AP- 1. 



2.23 Rôle des hormones stéroïdes dans l'homéostasie osseuse 

En ghérale, les glucocorticos~roïdes (0 bhiinbibent la synthèse de I'ADN, de l ' A N  et de 

protéines tout en accéi6rant le catabolisme (dégradation) de protéines [49,50]. Ces actions au 

niveau du r n 6 t a b o ~ e  intermédiaire se limitent : 1) au maintien & niveaux nonnaux de 

giuwse plasmatique en augmentant la glucon6ogenèse, 2) à l'augmentation & la production de 

glucose, de I'ARN et des pmté'mes au niveau du foie, 3) 2 une diminution de la consommation 
de glucose et da m6taboIisme au niveau des muscles dont L'effet se traduit par une ciiminution 
de la synthèse & protéines et une augmentation de la hiration des acides aminés, et 4) 2 une 
stimulation de la lipolyse au niveau du tissu adipeux 1491. Les effets &Iiques des GCs se 
manifestent surtout au niveau de l'os, du muscle, de la peau et du tissu conjonctif'. Ces mêmes 

effets sont responsables des effets secondaires tels que l'euphorie, l'athrophie musculaire et de 

la peau, la fragilité du tissu élastique (verge-), la fragilité capiIIaire (ecchymoses) et 
I'ostéopénie 149,631. Les GCs jouent aussi un rôle important dans l'adaptation à de nombreux 

types de stress, comme les traumatismes (accidentels ou chirurgicaux), les maladies infectieuses 
graves, les intoxications sévères et autres agressions [SOI. Les GCs sont capables d'inhiber le 

développement d'une œdème et à faire regresser une inflammation déja existante 1501. 

Il a été démontré qu'un traitement à long terme avec de doses pharmacoilogiques en GCs 

se traduit par l'état réhtaire d'une masse osseuse très diminuée et par des réductions de la 

minéralisation des os et du m6tabolisme du tissu conjonctif, un 6tat communément appelé 

ostéoporose, et qui peut conduire aussi à une ostéophie secondaire [6365]. De nos jours, des 

traitements cycliques avec un biphosphoaate ou l'homonoth6rapie ovarienne peuvent prévenir 

ces effets en contreamnt la résorption ostéoclastique [66]. 

Cependant, les effets de GCs sur les OBs, in vitro, semblent à priori contradictoires par 
rapport aux résultats in vivo. Il a été démontré que les GCs induisent, A une dose physiologique 

(10-50 nM), la différenciation des pré-0% et la maturation des OBs engagés conduisant à la 

formation de nodules (colonies osseuses composées de plusieurs couches cellulaires semblables 
aux ostéocytes matriciels) [67-711. Ces effets sont toutefois sous la dépendance d'une culture 
long terme, menant à la Mikenciation d'un nombre suffisant de pré-OBs, et d'une exposition 
constante B de faibles niveaux de GCs. Les effets des GCs in vitro semblent dépendre, comme 



aux des hormones ostéotropes systémiques' du niveau d'hormone utilise, du moment et du 

temps d'exposition et en partider, du modèle expérimental utilisé (espèces, rnaligni6t 
cellulaire. source). Ainsi. dans les cultures primaires 6 0 B s  humains. les GCs mhibent h 

prolif6ration cellulaue [70,723. Sur des cultures provenant des os fœtaux ou néona*mx de rat, les 
GCs à une dose physiologique, augmentent la synthèse de collagéne et l'activité de k 
phosphatase alcaline an cours de premihes 24 h, mais induisent mie diminution de ces 

param&es et de Pactivité mitotique après 96 h [73]. Cette niminution semble être cau* par 
une diminution de la prolifération des pré-OBs provenant du périoste 1741. Ainsi, bien que les 

GCs stimulent la diffkrenciation des OBs et favorisent la formation de nodules in vitro, 

I'inhibition de la proHikation qu'ils exercent A long terme (telle qu'elle se produit in vivo) 

pourrait aussi réduire la diff6renciation de pré-OBS et conduire &entuellement une niminution 

du nombre d'OBs et la perte de masse osseuse observée. 

Les GCs altèrent le m6taboLkme osseux indirectement en dtminuant l'absorption 

intestinale de calcium et en variant les niveaux en PTH et en VD3 [63]. Les GCs agissent 

localement en augmentant les niveaux d'expression des récepteurs pour la PTH et la VD3 
[75,76]; en ciiminuant les niveaux de transcription des IGFs [77] et des récepteurs pour les IGFs 
[78,79], ainsi que les niveaux protéiques de la protéine de liaison aux IGFs, IGFBP-2 180 1. Les 
GCs affectent la physiologie osseuse aussi en diminuant l'activité de TGFP (stimulation & k 
prolif6ration et de la synthèse de collagène par Les OBs) dans le mod&le des OBs provenant de 

os fetaux de rat [81]. Avec des OBs humains normaux, dérivés de cultures primaires' Oursler 

[82] a démontré que les GCs provoquent une forte activation de la forme latente de TGFB1, 

sans toutefois affecter les niveaux de production de la protéine ou de I'ARNm de TGFB1. Les 
auteurs suggèrent que I'activation de TGFfll par le dexamethasone pourrait &e effectuée par 

des protéases lysosomides teks que les cathepsines B et D [82]. Les GCs peuvent affecter la 

formation osseuse en diminuant a w i  Pactivité de dégradation de la ME0 exercée par le 

système PAfplasmine 1831; dans ce phknomène, l'inhibition de l'ostéofonnation exexcée par les 
GCs est effectuée par une augmentation du niveau d'expression de I'inhibiteur des PA, le PAI- 
1, sans affecter l'expression de uPA ou de PA. Enfin, les GCs semblent affecter la physiologie 

osseuse en interagissant avec d'autres facteurs locaux, telles que les cytokines L l a ,  L-6 et le 
LIF (leukenZia inhibitov factor), qui sont de puissants inhibiteurs de l'activité des OCs, de la 

formation osseuse et de la différenciation des pré-OBs 17 l,84,85]. 

Le GR a été detecté et étudié d'abord dans les cultures primaires et les Lignées cellulaires 
des OBs chez le rat [73,77,86,87]. Le GR chez l'humain a été t é t é  plus récemment, mais 



seulement dans les OBs dérivés des o ~ s a r c o m e s  humains [88]. Une partie de notre & d e  a 
consisté justement à déterminer I'entik fonctionnalit6 du GR p t k n t  dans les OBs dériv& des 

ostéosarcomes humain et de rat (voir chapitres II, III et N de la thèse). La spacificité & bison 
aux GCs a 6té analysée par des essais de liaison au ligand (hormone bmding msays)), tandis que 
I'aff?nité de liaison avec I'ADN a été réaliste par des essais de retention sur gel (DNA band-sh@ 
assq). L'activité transcriptionneiie du GR a t?tC étudiée en 6valuant les niveaux & transcription 

du gène rapporteur MMTV-tk-CAT (muse mammary fzutwr vina-thymidine kinase- 
chloremphenicol acew-mmsferase), transfecté de façon transitoire dans les ostéob1astoïdes 

humain MG43 et de rat UMR-Iû6, 

En g6n&raIe, les cestrogènes agissent comme un facteur de croissance pour les tissus qui sont 

impliqués directement ou indirectement dans les processus de reproduction. Ainsi, sur I'ut&us, 

les œstrogènes stimulent la croissance de l'épithélium glandulaire de l'endomètre. Les 
œstrogènes stimulent également la croissance du muscle lisse de l'utérus et, peut* 
indirectement, œile du système vasculaire u t 6 ~  1501. Au moment de la grossesse, les 

constituants glandulaires du sein sont soumis à l'influence combinée des a%rog&nes et de la 

progestérone. Le développement du stroma et la croissance des canaux gaiactophores sont 
stimulés par les premiers alors que la croissance des glandes elles-mêmes est stimulée par la 

progestérone [SOI. Au niveau du métabolisme hdpatique, les astrogènes produisent une 
augmentation de la synthèse de protéines de liaison ou de transport, incluant celles pour les 

œstrogènes, la testostérone et la thyroxine 1491. 

Les œstrogènes jouent un rôle important dans le métabolisme osseux, en maintenant une 

balance entre les activités ostéoblastique et ostéolytique 1891. Le réce,pteur des œstrogènes (ER) 

a été détecté dans les Lignées ostéoblastiques et ostéoclastiques en culture [9û-93]. Tout 

dernihment , Bodine et ses collègues [94] ont étudi6 le rôle du ER durant le dévelopement 

progressif du phénotype ostéoblastique des OBs dérivés des os de calvaria chez le rat. La 
réponse a I'apstradiol a été évaluée 2 deux périodes de la maturation : au stade de formation de 

nodules (jour 14) et au stade tardif de minéralisation (jour 30). Ainsi, il a été d6tenniné que 

l'œstradiol supprime La production de la phosphatase alcaline7 de I'osteocalcine, & 

l'ostéonectine et même l'expression de 17ARNm des E h  au jour 14, mais augmente 
l'expression de 1'ARNm de toutes es protéines au jour 30. Par contre, l'œstradiol stabilise les 



ARNm du TGFf3-l et de la p~o-coUag6nase de type I seulement au stade de mïn6ralisation. Par 
ailleurs, de données n5cente-s démontrent que les œstrogihes affectent le tissu osseux par des 

mécaaiismes antant directs qu'indirects qui se tduisent par des changements dans la 
concentration de facteurs de réguiation locale et systémique 195-981: augmentation & f m  
locaux ostéofonnants tels que les IGFs et le BMP-6; diminution de l'expression de la forme 

mernbrmake du M-CSF (macrophage colony-~mUC4fULg ffacor), un antagoniste des effets de 

I'œstradiol. De plus, les astroghes inhiiaent la résorption osseuse en induisant l'apoptose des 

OCs suite 2 une augmentation & Ia production de TGFf3 par les OCs [99,100,10 11. Par ailleurs, 

ces diverses propri6tés des œstrogènes peuvent expliquer les effets préventifs contre 

l'ostéopenie chez le rat femelle agé et l'effet anti-ostéoporotique observés lors d'une 
homionoth6rapie ovarienne appliquée chez les femmes pst-mtnopausées œstrogéno- 

déficientes [102,103]. 

2233 Les androghes 

La fonction physiologique des androgènes concerne les caractères sexuels primaires et 

secondiares, le squelette, le muscle squelettique, I'équiliire hydrique et le comportement 
[49,50]. La differenciation et l'intégrité tant morphologique que fonctiomeIIe des structures 

sexuelles primaires chez l'homme dépendent enti8rernent des androgènes 149,501. Ces 
structures comprennent les conduits responsables du transport des spermatozoïdes, les vésicules 
séminales et la prostate, les glandes bulbo-urétrales et les organes génitaux externes. Le penis et 
le scrotum sont également androgéno-ind6pendants. La carence en androgènes provoque des 

modifications marquées dans la texture et la répartition de la pilosité chez les deux sexes. Les 
androgènes ont aussi un effet stimulant sur les glandes cébacées (acnée commun) et sur le 

larynx, responsable du timbre de la voix. Les androgènes exercent une réguiation de k 
croissance squelettique et une stimulation du muscle squelettique chez les individus en cours de 

croissance. Il est possible que le d6nominateur commun aux effets des androgènes au niveau de 

la peau, du squelette et du muscle soit un effet général sur l'anabolisme protéique [50]. Enfin, 
les androgènes, conjointement avec la FSH, jouent un rôle essentiel dans le contrôle hormonal 
de la spermatogenèse au niveau des tubules sémidères [49,50]. 

De plus en plus de données cliniques et expérimentales soulignent I'importance des 
androgènes dans la physiologie osseuse de deux sexes. La présence de récepteurs des 
androgènes (AR) a déjà éîé démontrée dans les cellules osseuses et les chondrucytes in vitro 



1104-107]. Tout dernièrement, le groupe du Dr Abu 11083 a démontré pour la premihe fois ia 
présence et la distri'bution des ARs, in siru, au niveau des os des deux sexes, et proposé 
î'existence d'un mécanisme d'action deeae des androg6nes sur les cenules de l'os et du 
a d a g e .  Les androgihes affectent une grande variété cles fonctions ost&blastiques, mclchiant la 
prolif&ation, la diff&enciation, la production de facteurs de croissance, de cytokines et de 

protéines de la ME0 [44,107-1131. Par aillem, Orwell et Mein ont souiignC derniikement 
[Il41 la possible correlation entre le déclin de testostétone chez les hommes gigés, la diminution 

de la force musculaire, la perte de masse osseuse et l'ostéoporose maScuIine. 

2.3 Facteurs de croissance peptidique et physiologie osseuse 

Tel que souligné plus haut, Ie remodelage osseux est contrôlé par un certain nombre 

d'hormones systt5miques dont l'action dépendrait de la production de facteurs de croissance et 

cytokines locaux qui sont sécrétés par les ceIluies osseuses, emmagasinés dans la ME0 et 

h i r é s  lors de la résorption osseuse 11151. Parmi ces facteurs locaux, tes membres de la 
superfamille de TGFj3s et les IGFs constituent les plus importants régulateurs du remodelage 

osseux [115,116]. LRS IGFs sont sécrétés par les OBs [Il51 et emmagasin6s dans la ME0 en 
liaison avec de prot6ines IGFBP (IGF buiding proteini), lesquelles peuvent soit limiter, soit 

augmenter les effets des IGFs [117]. Les TGFBs sont produits localement par les OBs [I 181 et 
les OCs 11191 et sont sécrétés et emmagasinés dans l'os sous une forme inactive en liaison avec 

la protéine de latence LBP (latence binding protein) [120]. Ces facteurs, en tant que médiateurs 
des hormones systémiques, agissent de façon biphasique au niveau de l'activation, la 

prolifération et/ou la différenciation autant des OBs que des OCs 112 1- 1251. Ils seraient 
responsables du couplage entre la formation et la résorption osseuse. 

2.3.1 Les IGFs (îmuu'n-Zike growth f(u:tom type 1 and II) 

2.3.1.1 Production et sicréfion des IGFs 

Tel que décrit par Humbel [126], les IGFs sont des polypeptides simple chaîne contenant trois 

ponts disuifures. Les séquences de formes matures du IGF-1 (70 aa) et du IGF-II (67 aa) sont 
hautement conservées chez différentes espèces. Les IGFs possèdent des domaines pour se Lier 2 

des protéines spécifiques, soit leurs récepteurs membranaires respectifs et les IGFBPs. Les 



peptides IGF-1 et IGF-II affichait une homologie de séquence de 7 W  entre eux, et de 50% avec 

l'insuline [lI7]. 

Le IGF-1 est avant tout sécrété par le foie, mais peut aussi &e synthétisé et emmagasin6 
dans l'os en réponse B I'hormone de croissaince [127]. Cependant, le IGF-I peut aussi êtm 

produit dans l'os, en réponse ii la PTH a les hormones stéroïdes sexueiies, et dans d'autres 
tissus sous le contrôle d'hormones tropiques afin de promouvoir la croissance ide alou ia 

différenciation: dans la glande mrunmAire par la GH; dans le cortex sudnalien par I'ACM; 
dans les testicules par la LEI et la FSH, dans I'utérus par I'oestradioI et la progestérone; et par les 
fibroblastes en réponse aux facteurs de croissance EGF, FGF et PDGF 1481. L'ARNm du 

IGF-II a été détecté dans une grande varSté de cellules, incluant les cellules tumordesi mais la 
protéine est quelquefois indétectabIe [128]. 

Dans plusieurs tissus et fluides, les IGFs se retrouvent en complexe avec une famiue dt 
protéines de liaison spécifiques aux IGFs, nommées IGFBPs (IGF-binding protemî). Il existe 
au moins six IGFBPs impliquées dans la modulation de I'action des IGFs dans din6rents 
tissus, incluant l'os 11231. Environ 80% du IGF-1 en circulation est lié au IGFPB3 et une sous- 

unig labile acide (ALS) 11231. Des six IGFBPs, le IGFBP4, reconnu pour inht'ber l'action des 

IGFs, constitue le IGFBP majeur produit par les cellules osseuses humaines [129]. Par contre' 
le IGFBPS, un stimulateur de l'action des IGFs, affiche une très haute affinité pour 
l'hydroxyhapatite et constitue le IGFBP majeur emmagasiné dans l'os chez I'humain 

[ 130.13 11. Le IGFBP2 constitue le IGFBP majeur synth6tisé par les ostéoblastoïdes fktaux de 

rat, lesquels sécrètent aussi du IGFBP4 [132]. Par ailleurs, la production des IGFE3Ps est 
régulée soit au niveau de leur synthèse, en réponse à quelques facteurs de croissance, quelques 

homones stéroïdes ou la GH [132], ou bien par des protéases spécifiques produites par les 

ost6oblastes [ 1331 ou encore par le systeme PNpIasmine [134- 1361. 

23.1.2 Mécanismes d'ucfion des IGFs 

La plupart des effets ceilulaires des IGFs sont effectués suite ik la liaison de ces peptides au 
récepteur pour le IGF-1 (IGF-1.R). Le IGF-1.R est composé d'une sous-unité a extracellulaire 

de 706 aa. et d'une sous-unité fl transmembranire de 626 aa 11171. Tout comme le récepteur 
pour l'insuline, avec qui l'homologie de séquence est de 50 ii 60% et dont leurs domaines 
tyrosine kinase sont identiques à 84% [ 1371, le IGF-IR est un a&-h6térotétra.rnèrere Des essais 



de liaison pour le IGF-LR ont démontré que l'affinité pour I'iasuline est de 100 ii 1000 fois phis 
faible que pour k IGF-1 (Kd = 0.2-1 MI). L'activation du réoepteur, par liaison avec le IGF-1, 

produit une phosphoryIation du leceptetu au niveau des résidus tyrosine et séae Specinqnes 
[ i 171. L'autophosphorylation des résidus tyrosine s'est produit par l'activité tyrosine kinase 

d'une de deux sous unité B qui phosphoryk alors les résidus tyrosine de l'autre SOUS-unité ft du 
tétramère %& [138]. Les travaux de Kato et ses collègues Cl391 ont demontré que i'activité 

tyrosine kinase de la sous-unité est necessaire pour induire la cascade ùe sipnaiisation 

intradlulaire et la réponse biologique du IGF-1 et son dcepteur. 

Le récepteur pour le IGF-II (IGF-IyMan-6-P) est un riecepteur monom6rique capable de 

lier les résidus mannose-6-phosphate présents sur les enzymes lysosorniales [l4O]. Le d e  de 

ces récepteurs membranaires, présents dans le réseau rmns de l'appareil de Golgi, est de 

pennetûe la translocation des enzymes lysosiodes dans les endosomes. La constante 

d'affinité du récepteur IGF-man-6-P pour le IGF-II varie enm 0.017 Zà 0.7 n M  (1401. 

L'affinit6 du récepteur IGF-II/Man-6-P pour le IGF-1 est plus que 500 fois plus faiiIe que pour 

le IGF-II, mais ne se Lie pas du tout B l'insuline. La liaison du IGF-II au récepteur IGF-man-  

6-P est suivie par I'internalisation et la dégradaton de IGF-II. Ce processus est i n h i  par les 

enzymes lysosiomales 11411. Bien que le rôle du récepteur IGF-IUMan-6-P en tant que 

médiateur de la séquestration et la dégradation du IGF-II est généralement bien aocepté [141], la 

médiation des actions biologiques du IGF-II par ce type de récepteur est beaucoup moins claire 

[i  171. 

2.3.1.3 Rôle des IGFs daas la phydologie osseuse 

L'effet systémique majeur du IGF-I, produit en réponse A la GH dans le foie, se manifeste par 

une stimulation de la croissance des os et du cartilage, résultant en une croissance Lint5a.k du 

squelette[44,47,127]. À partir de &ultats cliniques sur les effets Z i  long terme du GH chez les 

patients GHdéficients, un modèle biphasique a été proposé [471: la GH induirait d'abord une 

nette résorption osseuse jusqu'g atteindre un point de transition, suivi d'une phase de formation 

de l'os. Les Ctudes récentes de Guicheux et ses coEgues 11421 semblent confinner œ modèle : 

les effets de la GH, sur l'activité ostéoclastique dans un système non fiactiom6 de culture 

osseuse chez le lapin, sont médiés partiellement via un effet direct du IGF-1 Par contre, dans 

une autre étude, les effets à cour terme avec la GH et IGF-1 chez de patients GH-déncients ont 

démontré que I'effet ostéoformant du IGF-1 n'est pas pt.BCéd6 d'une activité ostéoclastique 



11431. De plus, puisque les niveaox en VD3 augmentent tandis que ceux de la L'TH, du calcimn 

et du phosphore restent constant au cours du traitement, le IGF-1 semble stimuler l'activité & k 
1-a-hydroxylase Pr vivo. 

D'autres ttudes bz vitro ont d6monaré que les IGFs stimulent la proM6ration des OBs 
[127], des pré-OBs 11231 et des OCs 11251. De plus, les IGFs sont capables d'induire h 
synthèse du colIagène par les OBs 11241 et favoriser la formation de la ME0 11231. Les 
travaux de Liokhaa [ 1 151 ont démontré que dans les cultuns des os calvaria chez la souris, h 
PTH, la VD3 et le TGW sont capables d'induire autant la résorption osseuse que la h'bQaticm 
des IGFs. Par contre, Staal [11q a demontré, d'une part, que le IGF-1 augmente la production 
en ostéocalcine (une protéiie de la MEO), et d'autre part, que le IGF-1 bloque la résorption 

induite par Ia FTH et la VD3 dans & cultures provenant des os long chez la souris. De plus, il a 
6té demontré que les facteurs de croissance FGF-2, PDGF-BB et le TGFf31. diminuent 

l'expression de 1' ARNm du IGF-1 daas les cultures des OBs provenant de l'os calvaria fœtal de 

rat [144]. L'ensemble de ces résultats soulignent en fait l'importance des IGFs dans la fonction 

cellulaire des OBs et dans le couplage entre la formation et la résorption osseuse. 

23.2 Les TGFBs ( T r a n s f ~ ~ n g  growth fmfor betb) 

2.3.2.1 Producrion et sc'erétion des TGFB 

Les 5 peptides TGFBs appartie~ent 2 une m6gafarnilIe de facteurs de croissance et de 

différenciation ubiquistes [145]. Les TGFBs de type 1 à 5 p-ntent une analogie de structure 

supérieure à 70% et une similitude fonctiomeIle. Par contre, l'analogie de structure est inférieure 
à 40% avec les moIécules " cousines" du reste de cette mégafamille. Ces molécules ont 
toutefois des fonctions biologiques distinctes, et parmi lesquelles on retrouve l'activine et 
1' inhibine, plusieurs facteurs morphog6n6tiques et certains facteurs neurotrophiques. 

L'os représente la source corporelle humaine majeure en TGFB: il est présent 2 environ 
0.3 mgkg de tissu osseux, ce qui représente environ 1/10 de la  quanti^ obtenue ii partV de 
plaquettes. En contraste, on ne retrouve que 3 Zi 5 pg de TGFB par kg dans les tissus mous 
comme le placenta ou le rein [146]. Dans le plasma humain, les TGFBs sont stockés et 
transportés sous forme de complexes latents avec 1'012-macrogiobuiine (petit complexe latent). 

Dans piusieurs tissus, y compris I'os, k TGF-Pl nouvellement synthétise est relâché de la 



ceIlde sous forme d'un complexe inactif. Le TGF+I dimérique est en fait lié B un ensemble de 
proté'mes dont la LAP (htency-asssociatedpeptide), qui est la portion N-terminale du pn%meur 

de TGF-p 1, formant ainsi la forme lateate de TGF-pl (latent-TGF-PI) [120]. Les complexes 
w-macrogiobulùie-TGm et LAP-TGF-$ peuvent êûe liés & f q n  covalente à la LTBP (latent 
TGW bmdmg protein), une protéine de 125 B 160 kDa qui contient des séquences népétitives 
semblables ii I'EGF 11473, fomuuit alors les grands complexes latents [148]. Exceptés Ies  
complexes covalents q-macroglobuüne-TGFf3, les autres formes latentes peuvent êûe activées 

par des traitements physico-chimiques divers tels que l'acidification, l'alcaliaisation, le 

chauffage ii 8ooc et l'addition de detergents [149]. In vivo, l'activation par pH acide constitue le 

sed mécanisme physico-chimique observé. Dans le processus de résorption osseuse, les 
ostéoclastes recouvrent une poche de résorption dans laquelle le pH est extrêmement acide 

(pHc3). Il en résuite une démin6raiisation de la ME0 et une activation du TGF-f! I latent [ 1501. 

Cependant, dans plusieurs tissus, y compris l'os, l'activation du TGF-BI Iatent par l'action & 

protéases (plasmine, cathepsine D) représente le mécanisme d'activation le mieux caractérisé 
[ 1 34,135,15 1 - 1531. Dernièrement, un deuxième mécanisme physiologique d'activation a été 

propos6 [148,lHl 1551. Ce mécanisme implique la participation des thrombospondines de type 

1 ou type 2 (TSP1 et TSP;?), deux protéiies trim6riques sécrétées par les plaquettes sanguines 

activées par la thrombine et présentes dans la MEO. L'activation du TGF-f3 latent résulterait 
dors d'un changement confodonnel  du complexe LAP-TGF-p induit par l'association de 

TSPl et de la protéine LAP, et dont l'effet serait potentialisé en présence & TSP2 11553. 

2.3.2.2 Mécanisme d'acthn des TGFB et leurs récepteurs 

Les TGF$ exercent leurs nombreux effets biologiques par l'intermédiaire de récepteurs 
membranaires ubiquistes de forte affinité [M,l46.156]. Trois types de récepteurs sont présents 

sur pratiquement tous les types cellulaires: un protéoglycane transmembranaire de 2- KDa 
dénommé bêtaglycane (ou Rm) constituant un Rcepteur de stockage et présentant le TGFf3 avec 
une affinité accrue à ses deux récepteurs de signalisation (RI et E2II). Ces deux récepteurs 

transmembranaires sont doués d'une activité sérindtiiréonine kinase intrinsèque portée par leur 
domaine cytoplasmique. La liaison de TGFP sur le récepteur & type II induit une 

hét6rodimérisation RVRII et une tramphosphorylation du domaine intracytopiasmique de RI par 
RII qui conduit à une stimulation de son activité sérine-Wonhe kinase [156.157]. 



23-22! Rôle des TGFb dans La physioiopie osseuse 

Parmi les cinq g6nes de TGFP COMUS ii i'èeme actuelle, trois seulement (TGFB 1 3) sont 

exprimés chez les mammifè~ [148], et le T m 1  est le plus M d .  Ces nombreuses actions 

sont abordées plus en détails aux réferences 145 et 146. Le TGFBl est impliqué, entre autres, 
dans le contrôle du déve10ppement, de la croissance et de la diffdrenciation c e U W  chez 
l'humain et une vari6té d'autres espèces. Cettt multifonctionnalite dépend du type de ceIIde et 
de leur état de diffi5renciation. Parmi d'autres activités, Le TGFBl a la capIlcité d'induire ia 

formation de mésoderme au cours de l'embryogenèse, d'être chimioaüractif pour les 

monocytes, d'inhiber les fonctions lymphocytaires (immunosuppression), d'inhiber k 
prolif6ration de divers types de ceiIules 6pithéIiales des cclluies endothéliales, d'inhi'ber 

I'adipogenèse et de diminuer les fonctions st6oïdogènes de certaines cellules endocrines. 

L'os est une source majeur en TGFB1. est libéré et activé au niveau des sites en 

résorption. À partir d'expériences faites in vivo, on sait que Le TGF$l a un effet stimulant sur 

I'ostéogénèse et La chondrogknèse. Lorsque TGFBl est injecg sous le peri~ste du f6mw d'un 
jeune rat, il induit les cellules m6senchymateuses à se dE6rencier en ostéoblastes et en 
chondrocytes; ensuite, il stimule ces mêmes cellules a proliferer et à synthetiser les proteines de 

la matrice extra-ceilulaire et celles caractéristiques de I'os et du cartilage [158]. 

Les effets & TGFfH sur les ostt5oblastes in viiro, à partir des études sur diff6rents 
modèles cellulaires, ont donné des résultats contradictoires. Il a été demontré que l'effet & 

TGFBl sur les ostéoblastes dépendait de la dose de ce facteur de croissance, de La densité et & 

l'état de différenciation des ceUules  ostéublastiques 11591. Trois hypothèses découlent de ces 
études : le TGFBl stimule la prolif6ration des ostéoblastes mais n'a pas d'effet sur la 

différenciation; le TGFpl n'a pas d'effet sur la prolifération cellulaire, mais stimule la 

différenciation des ostéoblastes; le TGWl inhibe à la fois la prolifération et la différenciation des 

ostéoblastes. Plus réce~lmernt, l'utilisation de souris transgéniques, dans lesquelles la 

surexpression de TGF$2 par les OBs a été ciblée, a démontd que Le TGFB peut induire 

directement la résorption osseuse 11601. La surexpression spécifique de TGFp2 par les OBs se 
traduit alors par une perte progressive de l'os, associée une diminution de formation 

ostéoblastique de la ME0 par les OBs et à une augmentation de la résorption osseuse. Ce qui 
suggère qu'une présence continue de TGFB peut produire, à Long terme, un effet opposé à celui 
observé in vivo dans de conditions physiologiques normales. 



Le TGFf3l influence l'activité des OBs et des OCs en culture, avec des effets directs sur 

les OBs in vifro B une conœntrati~n de lOOpglml [12 11. Le TGWl peut ainsi modiner 
I'expression de plusieurs g8nes associés 5 la fondion des ostéobiastes. In vivo et in Vnro, le 
TGF-61 stimule la synthèse & collagène de type I, protéine importante pour I"mtégrité 
structurelle et la calcifidon de l'os. Le T-1 induit aussi la synthèse d'autres macromolécules 

de la maaice osseuse, y compris l'ostéopontine et I'ostéonectine [120]. In vitro. le TGFBl 
semble stimuler les 6vénements précooes impliquCs dans la f o d o n  d'os. incluant le 

chimiotactisme des précurseurs da ostéoblastes et la pmlif6ration de ceuxci. Ces ef5ets peuvent 
aussi ê k  indirects via la production de facteurs mitogéniques par les ostéoblastes. 

Par ailleurs. il a d'abord eté détennin6 que le TGFBl agirait comme un inhibiteur de la 

résorption osseuse en inhibant la formation et l'activation des OCs [ 1 16.12 11. Par contre. les 
travaux de Chen et Bates [122] ont démontré que le TGFB 1 recombinant (ratmumain) altère le 
remodelage osseux en réduisant le contenu en calcium des os, mais suite A une incapacité & 

intégrer la calcium plutôt que par une augmentation de la résorption osseuse. Les auteurs ont 
aussi démontré que le (r/h)TGFPl stimule la synthèse de colIagène sans affecter I'activité & la 

phosphatase alcaline li long terme (6 jours de traitement). 

fl est A noter que les OCs sont aussi responsables de 1' activation du TGFB l [ 12 1,150]. De 
plus, dans la plupart des modèles de cellules ostéoblastiques en culture, la synthèse de TGFBl 
est augmentée par la PTH et la VD3 (deux hormones ostéorésorbantes), et par les hormones 

semeIIes (lesquelles favorisent la formation de l'os). Ces résultats suggèrent donc, comme pour 
le IGF-1, un rôle pour le TGFf3l en tant que médiateur du couplage entre la formation et la 

résorption osseuse. 

2.33 IGFs et TGFB: récepteurs et voies de signalisation 

Tout comme le PDGF et le EGF. les IGFs se lient 3 des récepteurs spécifiques de la membrane 
plasmique caractérisés par une activité tyrosine kinase localisée sur l'extrémité C-terminale 
cytoplasmique du récepteur. Les effets bioiogiques résultant de L'activation des récepteurs 3 
tyrosine kinase sont g6n6ralement Liés à la régulation de processus anabolique & croissance et 
de différenciation. Ces récepteurs se phosphorylent eux-mêmes en réponse & la liaison avec le 
ligand L'autophosphorylation implique des résidus phosphotyrosines individuels sur les 



récepteurs. Ces sites de Liawn phosphorylés seraient hautement sélectifs pour œrtahes 

molécuies cytoplasmiques de signalisaton. Les nombreuses moIécules de signaiisation 
impliqués médieraient les réponses pl&otmpiques des ceiiules en regard des f- & 

missance. 

Ainsi. les récepteurs pour les IGFs, le PDGF et le EGF empruntent une voie commune de 

signaiisation [16 11. Cetîe voie, Io voie de ras, est üès bien connue et implique plusieucs 

molécules de transduction, telles que les kinases pour la PI(phosphotidi1e inosito1)-3. la protéine 

Grb(growth factor receptor-bod protek)-2, Ras' Raf, p92. le facteur d'échange de guanine 

SOS et la cascade de MAP(rnitogen&ated proteins)-kinases [117.162- 1641. Enûn., il faut 

souligner que les IGFs, comme la rnajosité de faaeur~ de croissance agissent au niveau de la 
phase GI du cycle ceIIulaire. Ces facteurs d 8 r e n t  en fait le passage de cellules activées vers la 

phase S. correspondant ii la phase de synthèse de l'ADN. Ces facteurs sont ainsi reconnus en 

tant que facteurs ou hormones de progression 1169. Les facteurs présents dans le plasma ou le 
PDGF sont reconnus pour permettre le passage de celides en phase Go (quiexence) vers k 
phase GI. Ces facteurs dit de compétence rend les cellules sensibles aux facteurs de progression 

mais sont incapables d'initier eux-mêmes la division cellulaire [165]. 

La voie de signalisation des TGFfh W e r e  de celle des IGFs du fait que 

l'autophosphorylation de leurs récepteurs implique plutôt de Aidus serine et thréonine 
individuels et de molécules de signalisation différentes telles que les proteines DPC4 [166], 

Srnad2 et Srnad3 [167], toutes les mis  de la famille du gène Mad (Mothers agaksi dpp) 11681, 
la molécule famesy1transférase-a et la proté'me MAPKKK (TAKI) 11691. Les TGFps sont 

reconnus pour agir en tant qu'inhibiteurs de la croissance de plusieurs types de cellulles, hcluant 

les cellules 6pitheIiales normales et cancéreuses en culture [167,170]. L'efEet inhibiteur de 

TGWl exercé par l'activation du récepteur de type II, par exemple, se traduit par un blocage au 
niveau de la phase Gl et par une augmentation transitoire de la production des molécules 

inhibitrices de kinases cyclinesd@endantes p21 WAK-1lCip 1 et p27Kp' [171]. Dans les cellules 

épithéliales nomales, la phosphorylation de la protéine Smad3 est essentielle pour l'effet anti- 

prolif6ratif et l'activation de l'inhi'biteur de I'activateur de la plasmine PAI-1 [167]. Affi et ses 
collègues 11661 ont récemment dttennin6 que l'induction de l'apoptose par le TGFB implique la 
phosphorylation de la protéine DPC4 h travers la voie de signalisation de SAPWINK (stress- 
activated protein k d c - J u n  N-termiid kü&zse). Par aillem, la découverte de 

l'autophosphorylation du récepteur de type II au niveau de residus tyrosine (aux positions 259, 
336 et 424)' dans un système cellulaire d'insectes suggère une dualit6 de fonction pour ce 



récepteur 11721. Ce phénomène pourrait expliquer en partie la mnltifonctionnaIité des TGW. 
Un autre facteur B retenir impliquerait le phhomène de conversation croisée (cross-a), 
souvent obsewée entre les voies de signalisation de differents f'teurs de cro* issaace- 

233.1 Facteurs de croissance et phénomène de conversation misée 

L'existence d'un pht?nom&ne de dialogue ou de conversation croisée (cross talk) en* les 

récepteurs (membranaires) origine des observations qui ont montré qu'un même ligand pouvait 
activer diff6rents récepteurs 11731 : l'histamine, par exemple, peut activer ses récepteurs en 
concentration de l'ordre de 10% et les récepteurs de l'acétylcholine en concentration de 10% 

Ce phénomène prend aujourd'hui une dimension encore plus importante dans la transrégulation 

en aval des récepteurs. En effet, le fonctionnement normal d'une cellule requiert m e  
coordination fine entre les diff6rents sentiers de transduction des signaux qui sont activés, suite B 
I'interaction d'un ligand avec son ri6cepteur. Cetk coordination est dalisée, entre autres, au 
moyen de conversation croisée inter-sentiers. Les travaux de Marx Cl741 ont ainsi détennin6 
l'existence de conversation croisée, chez certaines cellules, entre les sentiers générant de I'AMPc 

(second messager gén6ré par des récepteurs couplés au systèrie de la protéine Guadénylate 
cyclare; tels que ceux pour le glucagon ou I'ACïH, par exemple) et le sentier Ras. Ces 
interactions impliquent, possiblement, une augmentation de l'activité de la proErne kinase A 

(PU) par 1' AMPc qui bloquerait la transmission du signal de Pas B Raf-1, et empêcherait par 
le fait même l'activation de la cascade des MAP kinases 11741. 

D'autre part, il a été d6temllné que la voie de signalisation du b p t e u r  pour le IGF-1 
entre en communication avec les voies de récepteurs pour le EGF et le PDGF par le biais àe 

protéines Grb2 et Shc (SHZ-containing protein ; un substrat pour la famille de kinases Src), 
[ 1 171. Reinakainen et ses collègues 11751 ont démontré qu'il existe une conversation misée 

entre la voie de signalisation médit5 par les androghes avec les sentiers de transduction des 
quelques facteurs de croissance et leurs récepteurs (à activité tyrosine kinase), tels que ceux du 
IGF-I et du EGF. De plus, la voie de signalisation du IGF-1 est modulée par d'autres systèmes 
de signalisation incluant ceux des prot6ines G, de la potéine kinase C, ou de la voie de 

transduction JAWStat, lesquels sont reconnus pour entamer une conversation croisée avec le 
IRS(insuiin receptor substrate)- 1 [t 611. Le IRS- 1, autant que la protéine Shc, constituent les 
p~c ipa l e s  prot6ines tyrosine-phosphorylées qui se k t  Zî Grb2 dans la phase initiale de la 

signalisation de IGF-I[176]. 



Il est reconnu que le TGW ïnmf&e avec l'action de plusieurs faciwrs mitogéniques 
incIuant ie IGF-1, le P m  le EGF et b FGF, sugg&ant un mecanisme possile de 
conversation mi& a .  la voie de signalwtion de leurs récepteurs respectifs [146]. Ce 
mécanisme -poumit impliquer une diminution des mveanx de protéines et d'activité pour les 
protéines de la voie de signalisation de la famille de kinase Src. teries que pp6OSrc et 
pp53J56Lyn [177]. Ces variations conduiraient ii la nrp- des complexes Shc-Grb2 et, par 
conséquent, à une Iéguiation negative du sentier ras. Par ailleurs, il a été rapporté que les divers 
aécanismes de transduction des membres de la superfamille de TGFfls impliquent de kinases 
spécifiques et des inhibiteurs & proté'ines G. Ces études, po-t sur de mesures de l'activation 
et de niveaux des molécules intermédiaires de signaiisation suggèrent qu'au moins une voie de 

signaiisation interagit avec la voie de protéines Ras et Raf via une proeine G intermédiaire. Ii a 
6té proposé que la protéine Raf amorcerait la cascade de kinases cytoplasmiques qui mene la 
réguiation de gènes sous contrôle des membres & la famiIe de TGFBs [178]. Plus récemment, 
Rrymskaya et ses coII&gues [179], ont démontré que l'activation des récepteurs de type 1 et II 
par le TGFfll peut moduler l'activité de la PI-3 kinase stimulée par les facteurs de croissance, 
tels que le EGF, dans les celiuies hASM (humrm uinvay smooth muscle cells). 

2.4 Matrice extracellultaire osseuse et facteurs de croissance 

Les fonctions majeures d'une matrice extracellulaire sont de procurer un support physique aux 
tissus et de maintenir la viabilité dulaire.  Les interactions cellule-matrice extracelluiaire 
permettent, entre autres, d'influencer la migration, la morphologie, la croissance et la 

difErenciation celiiilaire. Les matrices extracelIdaires sont très diverses d'un point de vue 
structure, mais cette variation se produit de façon tissu-spécifque. La MEO et la membrane 
basale, par exemple, ont un contenu en protéines matricielles dB6rent permettant d'optimiser les 
fonctions individuelles de ces demières et des cellules qu'elles supportent [180]. Ii est à noter 
que la ME0 est composée surtout de collagène de type 1 mais aussi de protéoglycanes, de 

glycoprotéuies (fibronectùie), de thrombospondine et des protéines essentielles pour le 
processus de min6ralisation (ostéonectine, ostéocaicine, ostéopontine, etc.) [18i]. Les 
interactions cellule-ME0 sont effectuées par une famile de récepteurs membranaires, les 
intégrines, capables de lier le collagène de type 1, la fibronectine et la thrombospondine. Toutes 
ces proeines matricielles possèdent un domaine d'attachement cellulaire contenant un tripeptide, 
RGD (arginine-glycine-acide aspartique), permettant de les lier aux intégrines [29,180,18 1 1. 



Au nivean du tissu osseux, la ME0 semble jouer un rôle important dans le stockage des 

facteurs de croissance impliqués dans la dpuiation locale du remodeiage osseux. Le remodeiage 
osseux implique que toutes les composantes de la ME0 soient d'me part dégrad& et d'antre 

part synth&s&, réorganisées et mine- dans la MEO. Ces composantes sont 
VirtUeIIernent toutes dégradées par une f w e  de dtaiioprotéases (MME%) qui kcIuent k 
coiiagénase interstitielle MMP-1. ks géiat.iases MMP-2 et MMP-9 et la stro~ilelysine [182]. 

L'activité protéoIytique de ces enzymes est contr61ée deux niveaux a) par la présence des 
activateus de leur forme pmenymatique, p.incipalement par ceux du système PA/pIaSmine 

[lM,l35] et b) par la présence des inhiitem sp6cifiques, soient le TIMP-I et le TiMP-2 11821. 

Les dag6nases, leurs activateurs et leurs inhibiteurs sont sensés être sécrétés par les 

ostéoblastes, selon leur niveau de diff6renciiation [182], et régulés par un certain nombre 

d'hormones osthrésorbantes, telles que la PTH et la VD3 1182-1841. 

Au niveau du remodelage osseux, le système PNplasmine semble jouer un rôle centrai B 
trois niveaux: 1) par une activation de pm-coUag6nases [185]; 2) par une activation de la forme 
latente de facteurs de croissance, surtout les IGFs 11361 et TGF$s [151]; et 3) par un effet 

mitogenique de I'uPA, ou plus précisément par le ATF de I'uPA [186]. Ainsi, ii leur tour, les 

IGFs et les TGFBs hirés et actifs agissent comme puissants stimulateurs de formation d'une 
nouvelle ME0 [18q. Les deux facteurs sont impliqués dans la production du coiIagihe de type 
1 et dans l'inhibition de la dégmdation de la MEO, et contribuent ainsi à I'accumdaîion de la 

MEO. Les deux factsurs peuvent aussi augmenter la production d'autres proté'mes matricielles. 
Le IGF-1 augmente la production d'ostéocaIcine in vitro autant dans les cellules ostéoblastiques 

humaines [187] que des souris [116]. En ce qui concerne le TGFB1, il a été démontré être 

capable de stimuler la production & plusieurs protéines matricielles, telles que le collagène, la 

fibronectine, les protéoglycanes, l'ostéonectine et I'ost8opontine [121,1873. Il existe deux autres 

voies par lesquelles le TGFPl peut favoriser la formation de la ME0 en agissant sur la fonction 
des OBs: soit par une stimulation de la production des inhibiteurs de protéases, telles que le 

PM-1; ou bien, par une inhibition de la production de protéases, telle que la PA 

[ 1 2 1,122.1 34,135,1871. La conversion du plasminogène en plasmine, qui semble être 

i'activateur physiologique majeur de aollagènases latentes, est grandement facilit& par la liaison 

du plasminogène A certaines protéines matricielles. Une de ces protéines semble être la 

thrombospondine dont la production est stimulée par le TGFB 1 (1881. Ainsi la TSP peut il son 

tour activer la forme latente de TGFB1 [148,154,155]. 



Les m6tastases osseuses des cancers sont très fréquentes. Bien cpe près de 50% de tous les 

cancers peuvent en produùe, certains sont r e m l e m e n t  ostéophifes, surtout les cancers du 
sein et de la pmstate, puis ceux du rein, du poumon et du corps thplde. Les métastases 
osseuses peuvent produire deux types de réactions avec le tissu osseux: one réaction 

ostéolytique ou une réaction ostéoblastique, bien que parfois on observe une réaction mixte où Je 
processus de réparation apparaît à &té du processus de destruction. Les m6tastases 

ostéolytiques sont les plus ntquentes, habituellement multiples et classiquement représentées 

par celles d'origine mnmmnire. Les métastases ostéoblastiques s'observent surtout dans les 

cancers osseux d' origine prostatique. 

3.1 Les métastases ostéoblastiques: Ie modèle du cancer de la prostate 

Des études cliniques ont dbontré qu'environ 80% des patients atteints de cancer de la prostate 

d6veloppent des metastases osseuses qui sont accompagnées par des lésions ostéoblastiques 

[189]. Parmi les tumeurs solides qui produisent des métastases au niveau du squelette, les 

ad6nocarcinomes prostatiques sont les seules qui produisent des réactions osteoblastiques. 
L'incidence des metastases ostéoblastiques pures est de 95% pour les métastases du cancer de k 
prostate tandis qu'il n'est que de 8% pour les métastases du cancer du sein. Les lésions lytiques 
pures dans le cancer de la prostate sont un phhomène extrêmement rare. Conséquemment, les 
métastases d'adénocarcinome de prostate sont uniques par leur capacité de promouvoir kt 
formation de nouvelles masses osseuses [ 1 89- 19 11. 

Les carcinomes prostatiques m6tastasient avant tout à la colonne verte'brale, au bassin et 
dans les côtes, puis ii un stade avancé, ils s'étendent au fémur et peuvent atteindre aussi la 

ceinture scapulaire, l'humérus, le sternum, assez souvent le crâne, et dans certains cas 
l'ensemble du squelette [l92- 1941. Les caractères particuLiexs des m6tastases osseuses du cancer 
de la prostate sont leur extension. leur diffusion d leur unSonnité. En g6néral, la densification 
osseuse observée est plus &orme que dans les métastases ostéoblastiques des cancers du sein 
où l'on observe souvent une 6volution de la réaction ostéoblastique conjointe avec de 

l'ostéoporose: des plages de décalcification voisinent alors avec des foyers condensants. 



3.1.1 Génèse et progression du cancer de la prostate 

L'6tiologie du cancer de la prostate, ou encore celle de L'hypezplasie bénigne de la prostate 
(HBP), sont encore rnd connues. Jusqu'à présent, aucun changement chromosomique 
spécifique n'a été établi avec certitude dans la genèse du cancer de la prostate; même enwre, 1 

est impossible de désigner une smiple aberration chromosomique comme étant la première ii se 

produire et Zi être responsable du développement d'un adénocarcinome prostatique. Cependant, 
comme plusieurs types de cancers, le modèle selon lequel le cancer de la prostate se 
développerait 2 travers une série d'altérations gén6tiques, incluant les génes suppresseurs de 

tumeurs @53, par exemple) et des oncog&nes (tel que raï), est actuellement bien aicceptée. 

Ainsi, l'accumulation de ces changements contribuerait ii la progression des tumeurs qui 

deviendraient 6ventueIlement malignes, en grossissant leur taille et en acqu6rant la cap& 

d'envahir et de métastasier [195]. 

Il a 6té établi que certaines régions des chromosomes (p~cipdernent les bras 8p, 10q et 

16q) sont perdues au cours de la progression du cancer de la prostate. Toutefois, les 

mkcanismes moléculaires de ces altérations dans la progression de ta maladie sont encore mal 

compris. Des dom& cytog6nétiques récentes suggiirent que l'hétérog6n6té genétique, tout 

comme I'hdtérogénéité phénotypique et biologique, constituent le caractère commun de la 

tumeur primaire du cancer de la prostate 11961. Ces résultats ont été obtenus par une fine 
technique de microdissection et ampMcation de l'ADN par PCR. Ainsi, Mme Machtosh et ses 

colEgues ont déterminé que 100% des biopsies analysées portaient une perte d'hétérozygosité 

au chromosome 8p. De plus les auteurs suggèrent que la perte des alEles alternatifs de la région 
télomérique 8p22-pter, observées sur différents foyers tumoraux, se produit suite à deux 

mutations indépendantes (ou plus) durant le développement tumoral. Ainsi, les lésions 
génétiques au niveau du locus 8p22 se produirait très tôt dans la progression et, suivant une 
diss6mination latérale du cancer, ces altérations seraient présentes dans les sousclones 
dis6minés. Plus tard, des mutations additiomeks, incluant la perte de séquences rélomfique~ 
8p22-pter ainsi que sur d'autres chromosomes, donnerait lieu à de sousclones hétérogènts 
l'intérieur de la tumeur primaire. 



La prostate est une piande qui, chez l'adulte mâle, requiert le support constant d'un niveau 

adéquat d'androgènes en cirdation pour sa croissance et ie maintien de son intégrité strucanaIe 

et fonCtomeIIe: l 'éhbation ou la privation de œ support en androg8nes résulte en un 
processus actif impliquant une aiscade d'étapes biochimiques qui conduisent à la mort cellulaire 

programmée (apoptose) & ceIIdes épithéliales glandulaires [201,202]. Le dile exact des 
androgènes dans l'6tiologie du canœr de la prostate est encore incornu Les androgènes 

pourraient jouer un rôle, soit dans l'aritiatin, en supposant que l'activité du AR aurait un 
potentiel oncogénique, soit dans h promotion ou Irr progression, en stimulant la croissance et 

i'activité cellulaire & clones initiés. Cependant, qyoique les androg&nes sont in vivo les plus 

puissants facteurs mitog6niqes pour la prostate, ils n'ont pas d'effet sur les cellules épithéliales 

en culture, dont la prolifhtion est directement stimulée par des facteurs de croissance solubles 

présents dans le sang et le tissu prostatique [203]. 

La prostate est composée d'une varieté de cellules spécialisées qui peuvent êûe classées 
simplement en ceiiules épitheliales et stromales [EV, 1981. L'épithélium prostatique normal est 
composé de deux populations ceIldaires majeures: les ceIIdes basales et les cellules luminales 

(ou g.auddaks). Les cehks neuroendoc~es constituent une composante mineure du tissu 
épithéliale prostatique [198]. Ces cellules sont relativement plus abondantes dans les 

adénocarcinomes que dans le tissu normal ou hyperplasique 12041. Les cellules stromales 
prostatiques constituent un groupe de cellules mésenchymenteuses possédant la capacité de 

changer leur phhotype en réponse aux changements du micro-environnement [lg,l99]. À la 

base, on distingue deux types majeurs de cellules stromales : le premier type, majoritaire, 
correspond à des cellules positives pour l'actine du muscle lisse et négatives pour la dent ine .  
appelées myofibroblastes, et le deuxième type à des ceildes actine-négatives et vimentine- 
positives, correspondant à des fibroblastes. 

Les cellules " souches ", ou cellules avec capacité de se régen&r, sont supposées exister 
originairement dans la population des ceIIdes basales. Les ceiiules basales comportent 
davantage de récepteurs pour le EGF ( e p i d e d  growth factor) que les cellules luminales. Les 
ligands pour ce récepteur, soit le EGF et le TGFa, sont reconnus pour être des puissants 
mitogènes pour les ceildes epithéliaies prostatiques in vitro, et sont présents dans le tissu 
prostatique; ces facteurs &nt synthétisés possiblement d'abord par les cellules stromales 



[197,198]. Par con=, le Peoepteur des androgènes (AR) est e q r h é  Seulement par les ceïïuks 
épithéliales Iiuninales qui possMent un faible pouvoir de réghérescenœ. Ainsi, puisque les 

cellules luminales disparaissent suite à la privation en andmg&nes [2û2], ii est possiile que les 
andmg8nes agissent CO- f e u r  de survie plutôt que comme agent de proIif6ration dans les 

ceIldes épithéliales ltiminsles. Par ailleurs, bien qye les cellules neuroendocn'uies elles-mêmes 

semblent être non-proIifk?ratives, on a constaté que les cellules épithWes prolifQatives (cellules 

basaies) sont locaüsées de fqon  pr6ferentielle tout près des cellules neuroendomines [20a. Ces 
données suggèrent que les facteurs de croissance sécrétés par les celldes neuroendocrhes 
dgderaient & f q n  paracrine la prolif6ration des cellules épithéhiles. 

Les interactions paracrines Cpithélium-stroma jouent un rôle majeur au cours de h 
morphogénèse de la prostate lors du d6veloppement embryonnaire, pendant le développement 

de la prostate et au cours de la missance et la régression de la prostate médiées par les 
androgènes [ l99,201,202]. Ainsi, dans le cas de la prostate chez l'adulte, il a été détemint5 que 

les nkeptem des androgènes sont autant présents dans les deux types de cellules, mais que 
seules les cellules stromales produisent la Sa-réductase, une enzyme centde de la 
stéroïdogénèse masculine qui transforme la testostérone en DHT à partir des précurseurs 

suménaliens, tels que le DHEA et le D E A - S  [51,52]. De plus, les facteurs de croissance, tels 
que les IGFs et les FGFs, sont reconnus pour auto-stimuler la prolif6ration des cellules 

stromales et cellules épith6liales dont les deux types de cellules possèdent leurs récepteurs [199]. 
Les cellules strodes sont d'ailleurs la source majeure en IGF-1 dans le tissu prostatique, mais 

aussi, dans une faibIe proportion, en IGF-II. Elles semblent être aussi kt source de grandes 

quantités des facteurs apparentés EGFflGFa et des facteurs TGFfk, et dont les récepteurs sont 

exprimés par les cellules épithéliales [198]. D' autres travaux ont permis d'identifier quelques 

facteurs paracrhiens, tels que le KGF et le NGF (pour Keratinocyte et Nerve Growth Factors), 
et qui pourraient constituer les premiers facteurs à suggérer l'existence de la régulation de 

I'épithélium par le stroma prostatiqye suite à une stimulation par les androgènes [199]. Ainsi, on 

a découvert que les cellules stromales produisent du KGF mais ne possèdent pas les récepteurs 

correspondants tandis que les cellules 6pith6liales sont sensibles au KGF car elles expriment les 
récepteurs spécifiques pour le KGF. De façon similaire, les NGFs sont sécrétés seulement par le 

stroma prostatique mais leurs récepteurs ne sont exprimés que par les cellules épitheliales. 
Cependant, jusqu'à présent, il a été impossible de déterminer si le NGF est régui6 par les 
androgènes [199]. Très récemment, il a et6 tédémont115 que le FGF-7, dont le récepteur est aussi 
exprimC dans le tissu prostatique, active la transcription de plusieurs gènes normalement sous 
contrôle dépendant des androgènes [206]. 



II est miportant de swiigner ici que I e s  récents travaux & Mme Macïntosh ont demont.& 
que 33% de biopsies analysées, avec & lésions sur le chromosome 8 ~ 7  comportaient ausi une 
perte d'h6témzygosité du tissu stroma1 adjacent Ces d o ~ é e s ,  conjuguées B I'htime relation 
6tablie entre les composantes épithéliale et fibmrnusculaire du tissn prostatique et les interactions 
paraabes de stimulation et d'inhï'bition de la croissance via les factais de croissance produits, 
sugg&rent que toute altération du tissu stromal pourrait iufîuencer la croissance & clones 
tumoraux initiés. Ces résultats convergent vers I'idée que les modes d'action paracrine des plus 
importants fxteurs rnitogéniques dans les tissus prostatiques normaux et hyperplasiques ainsi 
que dans les tumeurs primaires du cancer de la prostate7 sont apparemment aitérés et tendent B 
acquérir un mode de stimdation autoaine dans les tumeurs androg6no-indépendants [191. 
Ainsi, les carcinomes prostatiques (donc d'origine épithéMe!) un stade avancé sont capables 
par eux-mêmes de produire et d'etre auto-stimulés par un grand nombre des facteurs 
mitog6niques (figure 3.2-1). 

Figure 3.1 : Moàèle hypothétique sur les interactions paracrines entre le stroma et Ies 
cellules épithéliales prostatiques. A) régulation par les facteurs de croissance dans la prostate 
normale. hyperphsique et pendant les stades précoce du cancer7 et B) au cours des stades 
avancés du cancer de la prostate. 

Les TGWs. par contre, agissent avec une certaine dualitk dans la régulation de la biologie 

prostatique: ils stimulent la prolifhtion de la majorité des cellules stromales mais inhibent la 



croissance des ceUnles épithéliales en d tu re  et agissent comme médiateurs dans I'qoptose 

induite par la privation des androgi5nes [197]. De plus, les carcinomes prostatiques à rm stade 

avancé, dit homono-indépendant, deviennent progressivement insensibies l'effi inhibiteur 

des TGW, et semblent être stimdés par ces facteurs in vivo [207]. 

3-12 Modes & propagathn des meCfastcrtses osseuses du canccrpmstniique 

Depuis plusieurs années, on est arrive à proposer trois thbries qui tentent de retracer les 

voies empruntées par les cellules metastatiques pour atteindre les vertèbres [190]. La premihe 
propose que les cellules tumorales aüeignent la colonne vertébrale après passage à travers les 

poumons via le système de la veine cave. La deUXi&rne suppose que les cellules tumorales soient 
transfCrées vers les vertèbres ik travers les canaux lymphatiques périnetuam, et la tmisi8me 
suggère que le tramport direct des cellules tumorales vers la colonne se fasse via des 

anastomoses hautement d6veloppées entre le plexus de la veine pelvienne et le système de h 
veine verte'brale. Cependant, la principale voie de diss6mination du cancer de la prostate vers la 

colonne vertébrale, surtout les parties périphériques et centrales du corps vertébral, semble se 
faire via le système de la veine vertébrale [193,194]. Il est à noter que la nature d'origine 

sanguine des m6tastases osseuses est actueuement bas& sur le fait que ni les canaux 
lymphatiques périneuraux ni les canaux lymphatiques de la moelle osseuse semblent être 

impliqués dans la diss6mination des embolies tumorales vers les os [190]. Cependant, tel que 
mentionné plus loin, cet argument reste encore hypothétique car les cellules métastatiques 

peuvent se déplacer librement entre Le système vasculaire et le système lymphatique qui sont 

interconnectés puisque le lymphe se verse dans la circulation sanguine au niveau des veines près 

du cœur [33]. 

3.13 Développement des métastases du cancer de la prostate et ré&n 
ostéobhique 

L'hypothèse de " Ia sémence et k sol " proposée par Paget semble s'appliquer confom6ment 
au développement des m6tastases ostéophiles, comme celles du cancer de la prostate et du sein, 

du fait que le tissu osseux constitue un microenvironnement favorable pour 1'6tablissement et la 
pmlif6ration de foyers métastatiques à cause de la présence de facteurs chimiotactiques 

[208,î09] et de facteurs favorisant la promotion de l'adhtkence à la ME0 [210511], la 



migration et i'invasion en direction de I'os en - f o d o n  [212], i 'dérat ion de La prolifération 
des c e U d e s  m6tastati~ues [208,213-2181 ainsi que de I'angiogtnèse tumorale [219-2211 an site 

des metastases ostéobiastïques. 

Ainsi, les ceIIdes en circulation pourraient migrer ii travers les vaisseux sanguins en 

2 des stimulis chimiotactiique, tels que le IGF-I, le IGF-II, provenant de la ME0 et 
hihérés lors de la résorption osseuse locale 12081, et au niveau du site de la métastase osseuse par 
les EGF [209]. La localisation au niveau du tissu osseux serait augmentée par l'adhésion des 
cellules métastatques du cancer & la prostate ii la ME0 [210]. La stimuIation de cette adhésion 

cellulaire, soit par les TGFBs sécrétés par les cellules m6tastatiques ou bien par i'effet 

synergique de l'expression de TGF$s et du collagène de type 1 par les ceIIdes osseuses, serait 
effectlée par l'interaction entre la ME0 et I'intégrine &pl, un récepteur d'adherence au 

coiiapène de type 1 exprim6 la surface des cellules m6tastatiques 121 1 J. Les facteurs déposés 

dans I'os semblent être aussi & puissants facteurs capables d'induire la migration des ceIIdes 

tumorales en direction de surfaces osseuses en remodeIage 1871. CeQe invasion serait faciMe 
par une activité protéolytique effectuée en partie suite & une production des metalloprotéases 2 et 

9 (MMP-2 et MMP-9) par Les ceiiules m&astatiques, et cela de façon plus efficace en présence 
de facteurs provenant du milieu ~und i t i0~6  (MC) des ost&blastes en phase & formation du 

nodule osseux et de pré-min6ralisation 12121. Dans les surfaces osseuses en remodelage, les 

facteurs libérés peuvent alors faditer la croissance de cellules tumorales ostéophiles 

[208'213,214]. 

Cependant, les OBs ne sont pas la seule source en facteurs mitogéniques pour les cellules 
mCtastatiques du cancer de la prostate. Ainsi, Bruce Zetter et ses collègues ont proposé que les 

cellules métastatiques du cancer de la prostate voyagent à travers la colonne dorsale via les 
vaisseaux sanguins paravertébraux, puis traversent l'endothélium sinusoïdal et atteignent la 

moelle osseuse où elles seraient stimulées par la tramferrine et autres facteurs de croissance non 

identifiés [2 15-2 171. Ceci pourrait expliquer pourquoi les carcinomes prostatiques atteignent 
priférentiellement ia moeile osseuse, particulièrement les os de la colonne vertébrale, où l'on 
observe une croissance beaucoup plus rapide que le carcinome prostatique in situ [21q. Par 
fleurs, Lang 12181 a détermin6 que quelques facteurs hématopoï6tiques présents dans la moelle 

osseuse stimulent trois differents types de ce1ldes du cancer de la prostate: les cellules 
androgéno-indkpendantes PC-3 et DU-145 ont été stimulées h vitro par de concentrations de 

rGM-CSF (recombinant granuiocyte/macrophage colony-stimdating factor) et de rEPO 
(recombinant erythropoietin ) ii l'intérieur du rang de concentrations sécrétées par les cellules 



osseuse ùz vivo; tandis qae les cellules androgénqmitives LNCaP ne sont stimulées que par le 
ffiM-CSF mais à de doses beaucoup plus C k v h  [218]; par contre. les faCteUTS rG-CSF 
(recombinant granuïocyte colony-stmiulating f ao r )  et rIL-3 (recombinant interi-3) n'ont 

pas d'effet significatif sur la croissance des trois lignées ceiIirlaires. Par ailleurs, Gieave et ses 

colkgues [219] ont ciahment d6montr6, autant in vivo que m vifro. I'existenœ d'une voie 
paracrine bidirectiomeUe entre les cellules du cancer de kt prostate et le stroma osseux. Ainsi 
tout comme lors de son développement au niveau de la tumeur pmstatique primain (section 
3.2.3). les interactions 6pitheIium-stroma semblent jouer un rôle important dans la progression 
de métastases en produisant un microenviromemnt favorable pour la tumorigtnèse B cause 

d'une stimulation réciproque de l'adh6rence et de la prolifération, et dans une certaine mesure de 

17angiog6nèse tumorale via la pruduction de FGF-2 et VEGF 1220,2211. 

Mais. comment le developpement de rnttastases du cancer de la prostate aboutit-il à 

l'observation clinique d'une dadon  ostéoblastique? Comment ces cellules cancéreuses 
réussissentelles à débalancer l'équili'bre en favorisant la formation d'une nouvelle masse 

osseuse. dit en cicatrisation (woven bone)? À partir de données concernant la biologie de ceflules 
métastatiques du cancer de la prostate et la régulation du remodelage osseux, les hypothèses de 

travail d'un grand nombre de chercheurs, incluant notre goupe. ont été basées sur la recherche de 

facteurs dérivés des cellules mhstatiques ostéophiles et qui agiraient sur l'activité des OBs afin 

de produire une réaction osseuse lytique ou blastique. 

Les travaux réalis& partir des années 1980, d'abord par Jacobs et ensuie par le Dr 
Koutsilieris, ont démontré que les tissus prostatiques et les Lignées du cancer de la prostate 

sécr6tent des agents mitogéaiques qui stimulent sélectivement les ostéoblastes et les fibroblastes 

de rat 122202241. Perkel et ses coll&gues 12251 ont démontré que le milieu conditionnt5 par les 
cellules du cancer de la prostate PC-3 (PC-3 CM) contient plusieurs facteurs & croissance 

connus, tels que les IGFs, les TGFfls et les FGFs. tout comme un agent mitogénique inconnu et 

différent des autres facteurs solubles testés; les effets de tous ces facteurs &aient toutefois 
hautement spécifiques pour les ostéoblastes et les fibroblastes humains 12251. Au début des 

années 1990, le Dr Rabbani avait demontré que les cellules PC-3 sécrètent un fragment amino- 
terminal de I'uPA, nommé GFD pour Growth Factor Domain. qui stimule la prolifération des 

cellules ostéoblastoïdes humaines SaOS-2 et des ostéoblastes primaires de rat (modèle des 
ostéoblastes féfawr de rat) [226]. PLUS tard, les travaux de Wian et ses collègues [227] ont mis 
en évidence l'effet mitogénique du PSA (prostatic-specific antigen) sur les ostBoblaste~ 
(humains et de rat) et les fibroblastes (de souris); l'effet de stimulation exercé sur ces cellules 



serait e f f i  in vitro ea partie via I'aictivation de la fome k n f e  de TGW @réSem dans k 
K-3 CM) et anssi, en partie, par la capacité du PSA B stimuler le détachement des OBs via une 
modulation protéolytique de rtkepteurs d'adhésion ceiïulaire effêctnée probablement par le 
système uPA/phsmhe 12273. 

Par ailleurs, le m d i e  ceUnlaire UI vino &veloppé partir des OBs f6taux de rat (extrait de 

l'os calvaria) a permis d'6tudier la Sepuence temporelle complète des 6vénements conduisant B h 
différenciation des OBs ÙZ vivo : prolif6ration et établissernent/maturation/minQatisati011 de la 

ME0 (2281. Ce modèle expimental avait été uîiW par Par groupe du Dr Goltzman [226J, 

permettant de proposer que le GFD de 17uPA, nommé ATF pour AmVto-Termuial Factor, serait 
diredement responsable du développement des rn&asmses ostéoblastiques du cancer de k 
prostate [226,229]. Dans œ sens, tous les a m  facteurs derivés de tumeurs prostatiques et 
mitog&iques pour les OBs seraient aussi impliqués- Cependant, tel que suggéré plris haut, un 
effet de proIif6ration n'est pas suflkmt pour induire les OBs à se diff&encier et compl6ter les 
dernières phases de l'activité ostéoblastique, soit la maturation, l'organisation et la minCralisation 

de la MEO. Par ailleurs, le groupe des Drs Santibanez et Martinez a détenain6 que les OBs 
f6taux de rat sont, comme prévu, stimulés par les facteurs solubles présents dans le PC-3 CM 
[226,227; toutefois, ces facteurs inhibent en même temps I'activitk de la phosphatase alcalin: 

(un marqueur & diff6renciation précoce) et le processus de min6ralisation par les OBs, mesuré 
selon 1' accumulation de calcium (un marqueur de diff6renciation tardif) [23O]. De plus, le PC-3 
CM inhibe la synthèse de cohg&ne (type 1) et stimule la production des cohg6nases 
interstitieues spécifiques aux OBs 123 11. Ces résultats indiquent que les facteurs sécrétés par les 
cellules du cancer de la prostate, autres que le ATF, stimulent in vitro la proWération des 
ostéoblastes tout en bloquant leur pcocessus de diff6renciation [23O,23 13. 

Les travaux du Dr Kimura, au Japon, poucraient aider B nuancer ces resultats 
expérimentaux [232]. En utilisant la lignée ostéoblastique humaine Tak-10, le Dr Rimura a 
d'abord demontré que le PC-3 CM, à une concentration de l'ordre de 25%, et sous conditions 
mitogeniques restreintes, est capable d'induire une stimulation de I'activité de calcification des 
cellules Tak-10; cet effet est encore plus &ident en ajoutaut de l'a-glycérophosphate, le substrat 
sp6cinque de la phosphatase acide prostatique (PAP), présente dans le PC-3 CM [232]. Ces 
résultats illustrent en fait la clficuité de bien 6tabIir la fonction de réguhteurs de la biologie 
osseuse etudiés in vitro, où leur action depend de la variabilité des mod&les celIulaires, de la 
densité des cellules en culture, de la durée du traitement, des conditions de culture, des niveaux 
de base de paranl&tres qui sont mesurés et surtout, du stade de diff6renciation des ceiîuies B 



YCtude [43,44]. Plus raCemment, Le groupe du Dr Festuccia 12333 a &di6 i'actnnte biologiqrie 
de divers CM (sumageants) préparés 2 partir de tissus extraits de patients attemts de BPH et & 

cancer de la prostate aax stades B (nmieur confinée daas la capsuie prostatiqye), aux stades C 
(imvasion tumorale Iode)  et aux stades D (tumeur invasive avec des métastases distaam), sur 
des ostéoblastes normaux &pin et rat) et me lignée d'ostéoblaste humain traasformée (MG- 
63). Ils ont Ctabli qye ces diff€rents CM stimulent la proIif6ration & t o m  ces fi- 
ostéobIastiques ainsi que I 'dvÏté de la PAP, un marqueur de diff6renciation des OBS 
[230,231]; de plus, ils ont démontré que l'effet de ces CM etait en corrélation avec la p b œ  
de uPA dont la concentration augmente selon le stade de la dadie .  Cependant, ils suggikent 
que d'autres facteurs présents dans les CM saaient aussi responsables & la prolifhtion et h 

diff6renciation des OBs 12331. 

3.1.4 Rôle & kr ME0 et des protéares &zns Ie Ccéveloppement des mectasfases du 
cancer & k prostate et lo réacfion osfe'obhstique 

Tel que souligné plus haut, les T G W  et les IGFs constituent les plus importants régulateurs du 

remndelage osseux parmi plusieurs facteurs tocaux. Les IGFs sont sécrétés par les 0% et 

emmagasinés dans la ME0 en liaison avec les IGFBPs, lesquelies peuvent soit limiter, soit 

augmenter les effets des IGFs. Les TGFBs sont produits localement par les OBs et les OCs et 

sont sécrétés et emmagasinés dans l'os sous une forme inactive en liaison avec la pmté'ie de 

latence LTBP. Rappelons aussi qu'au niveau du remodelage osseux, le système PA/plasmine 
semble jouer un rôle central soit par une activation de pro-colIagénases , soit par une activation 
de la forme latente de facteurs de croissance, surtout les TGFB et les IGFs, ou encore, par un 
effet mitogénique de 1'uPA. ou plus précisdment par le ATF de 17uPA. 

Dans ce contexte, nous avons démontré qu'une surproduction de l'@A par les tumeurs 

prostatiques et les cellules métastatiques du cancer de la prostate serait ii l'onpine de la 

dkréguiation du mécanisme de remodelage osseux et conduire à la réaction ostéoblastique 
souvent observée en clinique et expérimentalement [233,234] (figure 3.3). Il est bien établi 
maintenant que I'uPA, hautement séckté par les ceIldes métastatiques du cancer de la prostate 
et du sein, est associé au comportement biologique plus agressif dans les processus d'invasion 

tumorale et de dissémination métastatique [234]. Au niveau du site de la m&astase, la 

localisation anatomique des cellules du cancer de la prostate, tout prés des ost6oblastes, 

permettrait alors 17uPA sécrété, de conduire une déréguiaion dans la formation de la ME0 



via une hydroIyse des protéines de Iiaison aux IGF [13q et par mie activation & la forme latente 
de TGFB [15I]. La grande biodisponibilité de ces faicteurs osi6oblasti~ues ad& pemeümit 

alors d'accélérer la crolssaace & cenules omctreuses de la prostate. Sub&pemment, ces 

faicteurs agiraient en tant qae md* de la réaction OstéOblastique de f w  continue, soit en 
agissant directement sur les OBs et les OCs, ou comme le TGW qui B son tour pourrait activer 
les IGFs [134,136] et diminuer l'activité du système PAlpIasmine en induisant la production de 
PAI-I [15 11. La kaIlidine glanduIaire humaine hK2* sécdtk par les carcinomes prostatiques 
pocrrrait aussi favoriser l'invasion, la dissemination métastatique* et subséquement, la réaction 
ostéoblastique. Très récemment, il a été démontré que la hK2 est capable de déclencher m e  

cascade protéoIytique conduisant succéssivement à P h a t i o n  de l'urokinase simple chaîne a 
du plasminogène [235]. De plus, la hK2 s'est avérée 100 fois plus efficace que la hK3 (ou 
PSA) à hydrolyser les IGFBP-2 et -3. qui sont sécrétés- par les carcinomes prostatiques afin de 

moduler l'activité des IGFs produits et sécrétés par ces derni8res. 



L PLASMA 
MEMBRANE OSTEOBLAST 

Figure 3.2 : Interactions paracrines entre les ostéoblastes et les ceIhiles métastatiques du 
cancer de la prostate au niveau des métastases osseuses. La surproduction de la protéase 
uPA par les cellules métastatiques du cancer de la prostate transforme le plasminogène en 
plasmine, qui 2 son tour active les collagénases matricielles et les formes inactives ou latentes 
des IGFs et des TGFPs. La dégradation de la matrice extracellulaire libère un grand nombre de 
facteurs qui y sont séquestrés. La grande biodispom'biIité de ces facteurs, une fois activées, 
contribue, d'une part, il la pmiif'ration de clones tumoraux et, d'autre part, à la stimulation des 
ostéoblastes. Le cercle vicieux engendré par ces interactions positives conduit à la fomation de 
nouveiles masses osseuses, correspondant ti la réaction ostéoblastique observée en ciinigue. Le 
tissu osseux constitue alors un écran de protection à travers lequel la cellule mdtastatique du 
cancer de la prostate suMe et prolifere. 



3.2 Les méto9tPJes ~ l y ü q u e s  : le modèle do cancer da sein 

Les metstases osseuses du cancer du sein sont principalement de type osîéolytique, @+ois . 
mixte mais très rarement ostéoblastiqioe [1917236J. Les lésions lytiques pnres déterminées par 
radiographie ont parfois démontré une composante blastique suite à une 6valZlittion histologique 
ou par scanographie. La lésion lytique est représentée par une surface de decalcification et mie 

perte de l'os cortical. mais peut ii i'occasion &cher mie ostéopénie diffitse- L'os t r a m ,  le 
site le plus actif lors du remodelage osseux, constitue la cible pdfkntielle de cehks 
m6tastatiques du cancer do sein [Bq. Les rn&utases du cancer du sein se développent le plus 
souvent au niveau du squelette axial, surtout au bassin, il la colonne vertebraie et aux côtes. l% 

plus, bien que le a h e  et k @ions proximaïes du fhur et de L'humt5rus soient parfois 
atteintes. les sites osseux les plus distants sont rarement m6tastasiés 1233. 

3.2.1 k cancer du sein: origines, d4veloppement et progression 

Le cancer du sein est une maladie h6térogène. Cette grande diversité est exempmée par les 
nombreuses classifications histologiques [238] et l'expression d'une grande varieté des 
marqueurs caractéristiques incluant les hpteurs  d'hormones stéroi'des, des oncogènes, de 

facteurs de croissance et de récepteun de facteurs de croissance 12391. De plus, les clones 
cellulaires isolés parth des tumeurs rnammaùes aflichent une certaine hetérog6n6ité au niveau 
du caryotype [24û], de la sécrétion d'enzymes protéolytiques 12411, des récepteurs stéroïdiens 
r242.2431, de la sensibilité B la thérapie et au niveau du potentiel invasif et m6tastique 12441. 

Le cancer du sein existe sous deux fonnes : 90% de cas sont sporadiques, sans cause 
décelable, 10% environ sont familiaux Des analyses cytog6n&iques et molécrilaires de 

carcinomes sporadiques primaires ont demontré que la perte d'hét&ozygosité (LOH. pour Zoss 

of heterozygusity) affecte un minimum de 12 bras de chromosomes differents. Certaines de ces 
altérations mettent en cause de suppresseurs de tumeurs. Très récemment, Callahan a détermint5 

que la dgion 17q21 comporte deux gènes cibles pour la LOH, soit les genes désignés 

NOTCH4/INT3 et INT6 12451. L'interruption du gène NOTCH4/INT3 semble jouer un rôle 
nefaste dans le développement normal de la glande mammaire et favoriser la tumongenèse. Le 
rSle du gène INT6 n'est pas encore bien établi mais sa séquence correspondrait il un g h e  

enregistre dans GenBank et qui a 6té hautement conserv6 au cours de 17~volution. D'autres 
Ctudes dkmonrnnt que 41 % de cancers invasifs du sein comportent une LOH dans la region 



Iûq23 tout près de la région DlûS215 [M. Un possiile ~ ~ p p c e ~ ~ e u r  de tnmurrs a été identifie 
entre la région D10S215 et la région télodrique adjacente D1ûS541. Certaines tumeurs & 

cancer du sein, de la prostate a de gliobastomes wrnportent de mutatious dans cette région. La 
maladie de Cowden, qui comporte de mutations dans la même région (le gtnc 
PTEN/MMACl), est un facteur & prédisposition au cancer du sein et de la glande thyroïde 
[2q. Dans les cas & cancers h#ditaires, les gènes aSSOciés à un haut risque de développer L: 
cancer du sein inclus BRCA1, BRCAZ, p53 et le gène de la maladie de Cowden 
PTEN/MMACI [247]. Aujourd'hui, on estime qu'une femme présentant une histoire familiale 
de cancer du sein et de i'ovaire et une mutation dans l'un OU l'autre des gènes BRCA a 50% de 

risques de développer un cancer du sein seul, et 16% de risques de developper un cancer de 
l'ovaire [248]. Le rique associ6 & une mutation dans BRCAl est plus important (50%) que 

celui associ6 à une mutation dans BRCA2 (35%); par contre, une mutation & BRCAl induirait 
un cancer du sein etlou un cancer de l'ovaire, tandis qu'une mutation dans BRCA2 serait plutôt 

responsable d'un cancer du sein seul. 

Comme pour le cancer de la prostate, la progression dans chacune des étapes du processus 
invasif et m6tastatique de himeurs mammaires semble se faire ii partir de changements 
gén6tiques cumulatifs qui conduisent ainsi ik la grande h6t6mgén6it6 que caractérise les tumeurs 
du cancer du sein [249]. Le phénotype " avancC " des cellules du cancer du sein se caractérise 

par une perte de la d6pendance aux hormones, par une acquisition de la résistance. aux thérapies 

syst6miques et une augmentation du potentiel métastatique. Les facteurs responsables de cetk 

progression phénotypique sont variés et complexes. A l'origine, deux catégories de gènes sont 
impliqués : les protooncogènes et les suppresseurs de tumeurs. Le génome de certaines tumeurs 
mammaires présentent une fréquence très Qevée de mutations spontanées. La mutation de gènes 
impliqués dans les processus normaux de prolifération, de différenciation et de mort cellulaire 

contribuent à l'initiation etlou la progression de tumeurs. Les gènes BRCA, par exemple sont 
impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, via p53 et pz1 12501, et probablement dans la 
réparation de l'ADN [BI]. Il a été d6montré que les mutations sur le gène p53 sont plus 
fkéquentes lorsque des tumeurs du cancer du sein portent de mutations dans le gène BRCA2 

[240]. De plus, lorsque les tumeurs portent des mutations dans les deux gènes, on retrouve un 
plus grand nombre d'anormaiités chromosomiques multiples. Ces résultats suggèrent, d'une 
part, que les mutations du gène p53 constituent une étape nBcessaire dans la cancérigenèse 
v6hiculée par les gènes BRCA, et d'autre par&, que l'instabilité gén6tique engendrée par ces 
gènes mutés contribuerait & la progression de la maladie. 



Toutefois ces nombreuses mutations n'eqIiquent pas ii elles seules la grande 

hétémg6né'ité des tumeurs mammains. Des pestdmtïons spécifiques de régdation génétique 

aox niveaux transcriptiomef etlon post-transcniptionnel pourraient al&r a& de fkçm 

significative le phenotype. De plus, il est connu que les inter;hctions entre la tumeur et les cellules 
h6tes du système immunitaire, du stroma et de i'endothélium, entre autres, vont imposer & 

pression de sélection sur la sous-population émergente, œ qui va résulter B une CventueIIe 
dominance de cellules les mieux adaptées aux changements de I'enviromement . Par ailleurs, teI 
F e  propos6 par Cunha [2m] et ROMOV-Jessen [252], les interactions 6pith6lium-stroma 
semblent être de facteurs déterminants dans la croissance et le développement de l'épithélium 

mammaire et de la transformation de ces ceIIdes épithrliaes vers un stade de malignité. Ainsi, 

plusieurs facteurs de croissance sont supposés être impliqués dans la réguiation des interactions 
paracrines entre les celiules tumorales et le stroma, et éventuellement dans la progression 

tumorale [2ûû,Z2]. 

Il est bien établi maintenant que la croissance & carcinomes mammaires est ré@& par 
les récepteurs de facteurs de croissance, tels que le EGF.R et le récepteur de l'oncogène Her- 

%eu 1253 J. L'invasion et le processus m6tastatique impliquent l'activation d'enzymes capables 
de dégrader les barrières naturelles qui limitent la propagation de ce1Iuies m6tastatiques. Des 

résultats in vitro ont démontré que le EGF et I'arnphiréguiine ((un autre membre de la famille 

EGF) peuvent moduler l'invasion de cellules métastatiques du cancer du sein par une 

augmentation de l'expression de la MMP(matrix metaUoproteinases)-9 [254]. Deux travaux 
récents ont démontré que le factor TGFBl peut promouvoir l'invasion et i'activité métastatique 
du cancer du sein soit par une augmentation de l'activité protéolytique de l'urokinase, td que 

démontré dans les cellules du cancer du sein MDA-MB-231/ER- [255], ou bien par une 
augmentation de la production de I'uPA par les macrophages associés aux tissus mammaires de 
patientes atteintes du cancer du sein [256]. 

L'invasion locale est favorisée aussi par les interactions avec le stroma qui sont effectuées 
en partie via les molécules d'adhésion ceilulaixe, les intégrines [17,29]. Par ailleurs, les 
intégrines jouent un rôle essentiel autant pour l'iovasion locale que pour I'angiogénèse tumorale, 
la dissémination hématogène et le developpement des m6tastases ostéolytiques du cancer du 
sein [257,258]. Il est bien connu que plusieurs cellules du cancer du sein expriment I'intégrine 
cc& qui se lie I'ostéopontine, une protéine matricieue du tissu osseux. Cependant, il a été 

démontré que les cellules m6tastatiques MDA-MB-231 qui expriment de hauts niveaux 
d'expression de œ récepteur se sont avérées moins capables de produire des métastases 



osseuses, dans un modèle de m&stase osseuse chez la souris, que la popuiation de ceIIdes 
exprimant de faibles niveaux en a& 12591. 

3.2.2 Mu& de propagaüon des memfastases du cancer da se& 

Les tumeurs mammaires peuvent s'étaler par extension locale, par envahissement lymphatique 

et par voiesanguine [238]. L'extension l d e  se fait le long des ouiaux galactophores vers le 

mamelon ou dans le reste du parenchyme; vers la surface cutanée, ou en profondeur vers la 
parois musculaire, puis le long des espaces rnusculoapon6wotiques. Daas plus de 60% des 

cancers mammaires, il se produit un envahissement lymphatique 12381. Tout dépendant de la 

localisation de la tumeur, l'extension peut atteindre soit les ganglions axiuaites ou bien les 

ganglions mammaires internes. Par voie sanguine, le cancer mammaire peut metastasier à 

distance, surtout au niveau des os, du poumon et du foie. 

L'extension au système lymphatique, qui conduit par la suite au système osseux, peut 
faire appel B deux mécanismes s é p d ,  associés ou prédominants selon le cas [260]: le système 

fascicul6 d'Hanley a le système tronculaire (troncs lymphatiques principaux) de Camett et 

Howeii. Le systéme fasciculé d'Hanley fait intemenir le système lymphatique des apon6vroses 

qui enveloppent et cloisoment les muscles et les tendons musculaires, à partir d'oii les cellules 
cancéreuses mammaires atteignent les insertions au squelette. D'après les observations de 

Camett et Howell [26û], ii existe des chapelets ganglionnaires, laîéro-vertébraux, le long de la 

colonne vedbde ,  B partir d'où le corps verte'bral serait envahi en sa partie antéro-vertébrale; 
puis, en descendant le long des ganglions latéro-vertébraux, la progression cancéreuse atteindrait 

les gaugiïons pré-vertébraux lombaires, puis enfin, les troncs lymphatiques accompagnant les 
vaisseaux iliaques et fémoraux pour se rendre aux territoires inguinaux et au triangle de Scapa, 
ensemençant en route les vaisseaux nourriciers intra-ossewc ailant l'os iliaqye et au f6rnu.r. 
Plus récemment, Yoneda [261] a démontré que la dissémination des cellules du cancer du sein 

dans l'os est dépendante de la rnicrovasculature artérielle intra-osseuse, suggérant que les 
facteurs hémodynamiques sont aussi un fxteur critique agissant sur la modulation de ki 

colonisation de métastases mammaires au niveau du tissu osseux. 



3.2.3 Dévebppement dcs dtostases osseuses du amer îiù sein et rlocaion 
o s f e ~ o ~  

Ii a été 6tabli que le cancer du sem metastasie au niveau des os plus fiéquexxunetlnt qu'il d'autres 
organes et que plus & 80% de patientes un stade avancé de la maladie développent de 

métastases osseuses accompagnées par une destruction de l'os [191,236,262]. Le si&ge 

principale de ces mt5tastases est la moelle osseuse de 1'0s trabéculaii.e [258,261]. La propension 
des m6tastases mnmmairec B siéger dans la moelle osseuse semble être due à de simples raisons 
d'anatomie et d'apport sanguin [261], à la présence de sinuso'ides vasculaires composés par des 
cellules endothéliales sans membrane M e  12631 et à une spécificité d'adhérence aux cellules 
endothe'liales de la mode  osseuse 1371. Par ailleurs, Brooks [264] a demontré , in *O. que les 

cellules épitheliales mammaks dérivées de tumeurs malignes adhèrent de préf6rence aux 
cellules stromales de la moeIie osseuse qu'aux cellules du stroma mammaire. 

Ainsi, comme les cellules métastatiques du cancer de la prostate, les cellules mdtastatiques 

mammaires ont des propri6tés intrhèques qui vont permettre ou facilter i'invasion locale, la 

dissémination il distance et le déve10ppement des métastases, surtout osseuses 1258,2651; ces 

propriétés impliquent que les cellules du cancer du sein soient capabIes de: 1) produire de 

prothes nécessaires pour le detachement du site primaire, pour l'invasion locale, pour rentrer et 
sortir des vaisseaux de transport, et enfin, pour dégrader la MEO; 2) arrêter d'exprimer, leur 

surface- les molécules d'adhésion cellulaire afin de se détacher du site primaire et de les 

réexprimer pour s'arrêter au site Zi métastasier; 3) posséder une activité de migration à travers la 
circulation; et 4) pouvoir s'échapper à la surveillance du système immunitaire et swivre. 

Ainsi, les cellules cancéreuses en circulation seront transportées vers les régions vasculaires de 

la mode osseuse en traversant l'endothélium sinusoï'dal, Une fois dans la moelle osseuse 
trabédaire, ces micro-foyers peuvent alors être attirés vers les surfaces osseuses par l'action 
des agents chimiotactique iibérés de la ME0 au coius de la résorption ostéoc1astique normale 
[208,2WT2S8]. 

IJ est important de noter que l'os constitue un environnement ferme pour le 

développement de foyers m6tastatiques. En effet, la ME0 emprisonne un grand nombre de 

facteurs de croissance et de cytokines, principalement de facteurs IGFs et TGFPs, mais aussi du 

PDGF, des FGFs, des BMPs (bone morphogenic proteinr) a de I'activine [258]. Rappelons 
que la structure interne de L'os. soit la moelle osseuse. est composé de plusieurs types de cellules 
qui sécrètent aussi une grande vari6té de cytokines et de facteurs de croissance. Tout comme les 



cellules immunes, les ceildes stromales de la moelle osseuse sont m e  soma importante m 

cytokines, notamment en G-CSF, en GMCSF, en IL-IB, en IL-6, IL,-8, en LIF et TNFa [2w. 
Dans œ contexte, les œMes du cancer du sein vont d'abord ebn: exposées à la stirnuliltjon de 

cytokines et facteurs de missance s&rétés par les ceUuies stromales et les ceRules immunes de 

la moelle osseuse, et 6ventueUemenf par les facteurs produits par les cellules osseuses et par les 

facteurs libérés de la ME0 dinant le remodelage osseux normal et pathologique. 

L'ostéoiyse pathologique observée chez les patientes atteintes des m6tastases osseuses du 
cancer du sein semble être enechée soit directement par les cellules tnmoraies elles-mêmes 
[262], soit par les macrophages activés par la tumeur 1267,2681, ou bien par ks OCs activés par 
des facteurs sécrétés par la tumeur 12691, ou encore, par les OCs activés par des facteurs 

secrétés par les ostéoblastes, suite à une stimulation de ceaains facteurs solubles d'origine 
tumode [270]. Le mécanisme impliquant directement les OCs semble être le plus concordant 
avec les données cliniques et par conséquent, le plus largement 6tudié [209,259,265,269-2731. 
Ces auteurs proposent que la destruction de l'os se fait directement par les OCs lorsqu'ils sont 

activés, surtout par des agents sécrétés par les cellules tumoraies. 

Les travaux du Dr Orr, Hamilton, ont été effectués en produisant de m6tastases 
ostéolytiques chez la souris, en leur injectant les cellules monocytoïdes Walker 256 [209,214]. 

Ses résultats ont dtmontré que le développement des m6tastases ostéolytiques, ih vivo, est 

influencé par le taux de remodelage osseux et que l'activité de résorption osseuse est associée 
avec une promotion sélective de la croissance des cellules tumorales [209]. Les &ultaîs, in 

vitro, ont établi que les facteurs ostéorésorbants, tels que les TGFBs, présents dans le Chd des os 
fœtaux (de rat) en résorption, stimulent la migration dirigée des cellules cancéreuses. De plus, 

les cellules tumorales d e n t  elles-mêmes tesponsables de la génédon de médiateurs solubles 

de résorption en augmentant la production de ces médiateurs par les cellules du tissu osseux en 
résorption [209,214]. Ces mêmes conclusions ont été obtenues par le Dr Yoneda [258], en 

produisant des métastases ostéolytiques chez la souris " nude " avec une lignée humaine du 
cancer du sein, les cellules MDA-MB-23 1. Ces expériences ont consisté ii inhiber l'ostéolyse 
effectuée par les OCs en traitant les souris avec du risédronate, un biphosphonate de la f d e  
du paminodrate reconnu pour son efficacité en clinique [269]. Les résultats ont démontré que la 

diminution du taux de destruction de l'os par les OCs, limite signincativement le 

développement, la progression et le regroupement des cellules métastatiques du cancer du sein 
dans L'os. En d'autres mots, Orr et Yoneda ont démontré que le processus de destruction de l'os 
est lui-même responsable du d6veloppement de métastases ostéo1ytiques, et peut en même 



temps. augmenter la production, par les cellules métastatiques. des médiatairs qui détniisent 

L'os* 

Par ailleurs, des expériences similaires ont été effechlées par Mo- et ses co~&gues 

12701, en utilisant Les Lignées mammah H-31 et MDA-MB-231 et une lignée dérivée d'un 

mélanome humain, les cellules A375U Les travaux dakés, in vitro, sugg8rent que k 
production en IL41 par les ostéoblastes serait indirectement responsable de l'activité 

ostéoclastique induite par la présence des métastases produites par les cellules MDA-MB-23 1 et 

A375M UI vivo 12701. Les auteurs ont identifié le TGFP comme mediateUr potentiel de la 

stimulation de la production en IL1 I par les OBs. Il s'agirait en f& du TGFB produit par les 

cellules osseuses, sous forme Iatente, mais activé par les cellules nimorales. Le mécanisme 
d'activation du TGFB, dans ces conditions, est enam inconnu car l'activité des protéases uPA. 

P A  et des cathepsines n'ont pas 6té àétectées dans le milieu expérimental. 

Des 6tudes in vitro ont déterminé que les cellules cancéreuses, partid6rement celles du 

cancer du sein, peuvent stimuler les OCs en produisant une grande varidté & facteurs 

ostéoclastiques [209,214,266,271,274]. Ces facteurs incluent les prostaglandines, la 

procathepsine D, les TGFs, le PTHrP (un peptide derive du PTH avec les mêmes fonctions; 

Pm-related peptide), et de cytookies teIIes que le TNF, le IL4 et le IL-1, produits par les 
cellules tumorales, les ostéoblastes ou par les cellules stromales ou immunes. Les ceUules 
m6tastatiques du cancer du sein peuvent donc avoir la capacité soit d'induire la dîffi5renciation 

ostéoclastique 5 partir de souches hématopoïétiques, soit d'activer les OCs matures déja présents 
dans les surfaces en remodelage, ou bien les deux. & travers le relâchement de facteurs solubles 
ou encore, par contact cellulecellule [258]. 

LRS études du Dre Guise [272,273], avec le modèle expérimentai déjà utilisé par Yoneda 

[259] et Mundy [265], jumelées aux observations cliniques de Powell 12751 et Bundred [276] 

suggèrent fortement que le P ï W P  constitue l'un des médiateurs les plus importants de la 

résorption ostéoclastique observée dans les metastases du cancer mammaire. En effet, Poweli 

avait observé que la production en J?THrP par les métastases osseuses du cancer du sein est plus 

aev6 que dans les tumeurs primaires. tandis que les obsenrations cliniques de Bundred 
suggèrent une association enm l'expression en PTHrP par les tumeurs primaires du cancer du 
sein et le développement de métastases osseuses. A partir de ces obsevations, les travaux de 

Mme Guise ont souligné l'impact du blocage des effets du PTfFrP sur le développement des 
métastases ostéolytiques 12721. Les résultats obtenus ont démontré que les ceilules MDA-MB- 



231 produisent & rn&stases ostéolytiques évidentes au niveau du femur distaî, du tibia 
proximal et du fibuia chtz la souris. L'ritilisaton d'un anticorps spécifique contre le PTHrP a 
permis d'iohiber significativement l'ostéolyse localeT induite par les ceilaies mfastatiques 

MDA-MB-23 1. ansi que le taux de progresion de ces tumeurs dans l'os. 

Une étude plus dcente du Dre Guise a porté sur les effets du dexamdthasone (un 
giucocorticoïde synth6tique) sur la production & PTHrP ainsi que sur le développement a k 
progression des métastases osseuses produites par les cellules MDA-MB -231 chez la souris 
12731. Il a été détemiin6 que le dexamethasone diminue significativement l'expression de 

1'ARNm du PTHn et la production de la protéine. L'analyse des images radiographiques 
assistée par ordinateur a démontré que le dexamethasone produit une rliminution du nombre et 
de la taille de mCtastases osseuses et de la production en PTHrP au niveau des femurs avec des 

lésions ost6oIytiques chez le rat. L'ensemble de ces observations suggère que le tissu osseux ne 
constitue pas seulement un endroit fertile pour le développement de foyers tumoraux 

mammaires, mais augmente, en réponse ii la présence de ces foyers m&astatiques. l'activité 
ostéoclastique en induisant lui-même la production en PTHrP. Par ailleurs, il a été établi que le 

TGFB peut altérer le Comportement de plusieurs celiuies tumorales, particdièrement les 
carcinomes mammaires, en augmentant la production en PTHrP 1277,2721 et en IL1 1 par les 
OBs 12701. Ainsi, Yin et ses colli5gues [279] ont procédé ii la traosfection des cellules MDA- 
MB-23 1 avec le gène dominant négatif du récepteur du TGF$ (sans domaine cytoplasmique) 
ahn de rendre ces cellules insensibles à l'effet des TGFBs. Yi a ainsi démontré que h 
production en PTHrP n'est pas augmentée dans le micro-environnement osseux envahi par les 

métastases originant de cellules MDA-MB-23 1, et qu'en même temps, le nombre de lésions 
ostéolytiques diminue de façon significative. 

Quoique le PTHrP et le TGFP semblent jouer un rôle prépondhnt dans la pathologie 
osseuse, en regard de m6tastases ostéolytiques, il faut souligner qu'il existe d'autres médiateurs 
potentiels tout aussi importants [2O9,214,266,270,27 1.2741. Ces médiateurs, produits par les 

cellules tumorales, les ostéoblastes, les cellules stromales ou les cellules immunes hôtes, 

incluent le TGFa, le IL-1% le TNF, et en particulier le IL6 dont l'activité augmente de f q n  
très significative l'activité ostéoclastique induite par le PTHrP, autant in vivo que m viîro 11691. 
Il faut tenir compte aussi que les facteurs de croissance dérivés des OBs, tels que les IGFs et les 
TGFBs sont en très grande concentration et à proximité des celiules tumorales dans l'os en 

résorption. Par ailleurs, rappelons que le TGF$ augmente I'expression de P'ïHrP par les cellules 
du cancer du sein et l'interleukine IL-1 1 par les OBs. De plus les IGFs stimulent la pmlifdration 



& cellules dtastatiiqms du cancer mnmmain [BO]. Ainsi, m e  fois que les cenules 
métastatiques du cancer du sem stimnlent la résorption osseuse osteoClastique, les OCs peuvent 

iaitier un cercle vicieux daas leqiael les fa~tarrs de missance, hirés & partir de la MEO, vont 
augmenter la missance de aiiules tumorales a la production de m. Ceci conduira 
fatalemnt & une résorption osseuse locale plus agressive et B produire un environnement 
beaucoup plus favorable pour la croissance tumorale, a subséquemment B une plus grande 

destruction du tissu osseux. 

Figure 33 : Développement des métastases du cancer du sein dans Pos et réaction d l g t i q u e .  
Les ceiiules métastatiques du cancer du sein métastasient & préférence au niveau de SOS trabécu2aire, le 
site le plus actif du tissu osseux. Les ceLhiles tumorales sont représentées à l'extérieur et les ostéoclastes 
à la sucfixe pour mieux illustrer les interactions entre les diffCrentes celiules et les nombreux fa;cteurs 
impliqués. Les cellules du cancer hi sein seaètait de kteurs solubles, tels que le PTHrP a des 
cytokines, cjyi stimulent l'activité de résorption par les OCs. Les cytokines et facteurs & croissance 
hirés  Iors de h résorption osseuse stimulent la prolifhüion et ia suMe & cellules métastatiques du 
cancer du sein. Parmi ces facteurs, le TGl$ stimule la production ai ETHrP par les cenules 
métastatiques du cancer du sein ou la production de IL-1 1 par les OBS, qui a leur tour vont amplifier 
l'activité de résorption ostéoclastique. 



3 3  TMrapies 8nti-cancéreuse.s du cancer avancé et rédsbmce aux thérapies 
systémiques : le modèle du cancer de la prostate 

33.1 Le traiternent hormonal 

L'extrême semibilitté de la privation d'androgènes sur la croissance des ceildes du cancer de la 
prostate est une notion largement acceptée qui remonte au début des années 1940 [28 11. Depuis, 

le traitement standard a consisté B bloquer la production des aadrog&nes testicuIaireS. Ainsi, les 
stratégies de privation d'androgènes par chirurgie (orchiectomie) ou par œstmg6nothérapie sont 

restées longtemps les th6rapies standard de premi&re ligne. Cependant, ces stratégies se sont 
avhks peu efficaces pour le traitement du cancer avancé de la prostate, car aucun effkt 

bén6fique significatif au niveau de la prolongation & la Me des patients n'a été constaté. L'un 
des tournants majeurs permettant de modifier et d'améliorer l'approche thhpeutique a été la 

découverte, par le groupe du Dr LabrÎe [282], que les swénales sont responsables d'environ 40 
2 50% des androgènes totaux circulants chez les patients ayant subi une monoth6rapie. 
L'inefficacité de la monothhpie serait donc due au fait que les cellules prostatiques sont 

capables de produire Iws propres androgènes à partir du précurseur DHEA ou son sulfate 

conjugué, le DEA-S, fou& par les surrénales [JS et FL 97 .  Ainsi, depuis les années 1980, 
les diverses strat6gies thbrapeutiques incluent le blocage total de la production et/ou l'activité des 

androgènes testiculaires et surrénaliem. Le blocage total des androgènes est cliniquement établi 

par combinaison de la castration (chinugicale ou chimique avec des agonistes de la LHRH au 

lieu des œstrogènes) soit avec des anti-androgènes stéroïdes, tels que le cyprotérone acétate 

[283] ou avec des anti-androgènes non-stéroïdes, tek que le flutamide [284] et le dutamide 

[2 851. 

Parmi les nouvelles ththpies proposées ou actuellement h l'essai [286290], l'utilisation 
du bicalutamide (casodex) constituerait l'un des agents les plus prometteurs du cancer avancé de 

la prostate. Selon les très récentes observations de Kolvenbag 12911, les essais aux phases LI et 
III permettent actuellement de constater que le casodex est tout aussi efficace que le flutamide, 
en prolongeant sipnincafivement la mediane de survie de patients h un stade métastatique de la 

maladie. Les effets bénéfiques du casodex sont aussi observés en combinaison avec des 

agonistes du LHRH ou en monothhpie. De toute &idence, il faut attendre encore quelques 
années pour vérifier les bienfaits de ces nouvelles th6rapies. 



33.2 La &&tance au traitement hormonal 

Mdgré tous les efforts pour déteder et traiter le cancer de la pn~ate B un stade précoce et 

curabIe, ceaie maladie demeure & nos jours le type de caner le plus m e n t  a la deuxihne 
cause de mortalité par cancer chez les hommes en Amérique du Nord, avec un taux & mottaüté 
en- trés élevé [1,2]. Initialement, il a été esth6 qu'environ 70 80% des patients avec un 
cancer avancé de la prostate répondent favorablement B la monothérapie, comparathement 80 

à 9596 avec la thérapie combinée [292]. Cependant, après une moyenne de 18 mois de réponse 
positive au traitement hormonal, la plupart des patients B un stade avancé vont tventueiiement 
progresser vers un stade résistant I'hormonoth6rapie et pour lequel il n'existe pas de thérapie 
systt5mique efficace [286,287]. 

33.2.1 Le récepteur des androgènes: mIrtntinns et amp~afions 

Depuis de nombreuses années, les ktudes sur la résistance à l'hormonothérapie a été 

accentuée autour de la présence d'altérations ghétiques du récepteur des androgènes (AR). Par 
ailleurs, le concept le plus gén6raiement accepté suppose que l'initiation et la croissance 

progressive de tumeurs prostatiques sont causées par une cascade d'altérations génétiques, et 
modulées par des événements épigénétiques [section 3.1.11. Plusieurs mutations du gène du 

AR ont été trouvées dans les tissus cancéreux prostatiques humains [293-2951. La plupart de 

ces mutations sont localisées daas le domaine de liaison ii l'hormone du AR @BD). Ces gènes 
mutes produisent une prot6ine réceptrice altéde avec une activité transcriptionneUe 

significativement plus élevée lorsque iiée avez les astrogènes, la progest&one, les androgènes 

surrénaliens ou même, paradoxalement, avec des anti-androgènes. Hakirni [295] a détecté une 

mutation somatique faisant diminuer la longueur d'un polymorphisme de séquence répétée du 
AR (CAGZ4 + CAG18). La longueur de la chaine en glutamine dans la protéine AR résultante 

est inversement proportionnelie il l'activité transcnptiomelle du AR portant ces variations. Une 

diminution du nombre de CAG répétés dans le gène AR a récemment était carrelée avec 

l'augmentation du risque de développer des cancers prostatiques vers des stades 
his tologiquement très avancées (high-gr&) [296]. 

Bien que certaines mutations se produisent dans le gène du AR, la fréquence de mutations 
sont très faibles il un stade précoce, et même aux stades locaux avancées et homono-réfractaires 
récurrents [297.298]. Il est ii noter que les mutations ART3() (Val + Met) du DBD et les 



mutations CAGu -, 18 ont été trouvées plus fi6cptmtnent dans les tumeurs 8 un " grade 4evt " 

mais eès rarement dans les tumeurs au stade pr6coc.e [29s]. Ces données suggèrent, d'une parz 
qu'une proportion de tumeurs sont cIiniquement honnono-réhdakes sans porter aucune 

mutation dans le géne AR, et d'autre pax& qye de mi-anismes additionnels pourraient contribuer 
a résister & Ia thérapie et ii la " r6currence " tumorale observée. Ces mécanismes impliqueraient 
une amplification du gène AR, la présence de puissants co-activatans du AR et i'activation des 

voies de signalisation intraceflulaire e m ~ ~  par les andmgiines [299,300]. 

L'ampIifZcation de la région cbromosornaIe Xql l-12 correspondant ii la localisation du 

gène AR est une altération gt?nétique tr& fréquente dans les cancers locaux hormono-ré- 
13011. Le g&ne AR amplifid est structuralement noormal et possède une spécîf~té nonnale de 

liaison aux androg5nes. De plus, l'amplification du gtne AR conduit à une augmentation de 

l'expression de I'ARNm du gène AR et B de très hauts niveaux d'expression de kt protéine 
1299,3011. Environ 28% de tumeurs " récurrents " locaux étudiées par Koivisto et ses collègues 

possédaient de niveaux d'amplification du AR de 3 ii 28 fois plus &levés, mais aucune 
amplification n'a été obsewée dans les tumeurs primaires [302]. Ces dom& sugg8rent 
fortement un rôle pour l'amplification du gène AR dans le développement de la progression 
tumorale, plutôt que dans l'initiation, et tventueliement dans l'inefficacité de traitement de 

privation aux androgènes. 

33.2.2 Mécanismes alternat@ de résisfance Ù I'honnonothérapie 

En absence de mutations ou d'amplification du AR, il est possible d'envisager que la présence 
des " enhancers " et de CO-activateurs de l'activité transcriptionnelie du AR pounait contribuer à 

maintenir la promotion de la croissance androgénod6pendante dans un enviromeme~~t déficient 
en androgènes 12991. Cette hypothèse est basée, entre autre, sur les travaux de Yeh et Chang 
[303], qui ont cloné et caract6risé un ceactivateur spécifique du AR, le ARA-70, capab1e 
d'augmenter de 10 fois l'activité du AR. De plus, il a été détennin6 que le AR peut réguler 

directement certains gènes qui ne possèdent pas d'éléments cis ARES 13041. Par ailleurs, il faut 

souligner que l'activation transcriptionnelie du AR implique la formation d'un complexe multi- 
protéique, qui inclut les protcmncogènes Jun et Fos et la protëme RelA capables d'induire ou de 
réprimer la transactivation induite par le AR 1305-3071. 



Un autre mécanisme altematif permettant I'6mergence & tumeurs 'récurrentes " 
homono-réfractaires impIiqmmiit l'augmentation de la conversion des prCcurseurs des 

andrPg&nes d n a l i e n s  en DEfI' (par les cellules cancéreuses elles-mêmes) [51,52,282,308]. 
Ce mécanisme serait responsable de la diminution ai DHT de sedement 60% dans les tissus 
prostatiques cancéreux ap& castration, qui Climine environ 95% du DHT circuiant dans le sang. 

Ce concept a largement éîé accepté par le Dr Labrie et ses miI~gues [282,292,308], qui 
proposa& depuis cette &ouverte, le blocage total des androghes par une thérapie combinée 
visant B bloquer la production des androgiines testiculaues et sudnaliens ou I'inactivation du 

AR avec des anti-androg6nes. Une récente meta-analyse de tous les essais ciiniques publiés a 
permis de comparer i'efficacité du blocage total des androghes vernis la monothdrapie a- 

seulement les agonistes du LHRH ou I'orchiectomie. Cette meta-afzalyse a démontré que le 

blocage totale des androg&nes, avec seulement des anti-andtog&nes non-stéroïdes, permet 
significativement de prolonger et d'am6liorer la vie des patients et de ralentir la progression de la 

maladie [309]. 

Les fortes pressions de ~4ection imposées par la privation des anûrog&nes pourraient 

aussi amener à l'activation de voies de signalisation alternatives pour la promotion de la survie et 

de la croissance cellulaires 12991. Parmi les gènes régulés par le AR, certains sont impliqués 

directement dans la réguiation & la croissance cellulak les cyches A, D et E 13101 et les 
kinases dépendantes de cyches 13 1 I l  qui dguient la progression du cycle cellulaire; les gènes 
de réponse précose Jun et Fos [305,306]; les gènes de signaux de transduction intracellulaire tel 

que Ha-ras et p21 [3 12-3 131; et un grand nombre de facteurs de croissance peptidiques, tels que 
le KGF [197-1991 le TGFB [3 141, les EGFs [3 151 et les FGFs [206]. L'existence d'un 
phénomène de conversation croissée pour la voie de signalisation du AR a 6té mis en 6vidence 2 

partir de données récentes. Reinaisainen et ses coilègues 11751 ont démontré qu'il existe une 
conversation croisée entre la voie de signalisation médié par les androgènes avec les sentiers de 
transduction des quelques facteurs de croissance et leurs récepteus (à activité tyrosine kinase), 
tels que ceux du IGF-1 et du EGF. D'autres études ont démontré que le FGF-7 active la 
transcription de plusieurs gènes normalement sous contrôle dépendant des androgènes 
[ 197.3 161. De plus, la voie de signalisation du AR est aussi activée par la protéine Kioase A 

(3 171, ainsi que par le IGF-1, le KGF et le EGF en absence des androgènes [3 181. Il est donc 
possible d'envisager que, de la grande variété de molécules effectrices de transcription 
(downrtream) responsables du maintien de la croissance ceildaire andn,g&m-cEpendante, une 
partie pourrait être auto-activées ou activées par d'autres voies que celles impliquant les 
androgènes [299,30]. 



Un autre mecamSne alteniatif pourrait aussi impliqner la préSem de da le s  
nemendocrines dans ks carcinomes prostatiques am&. Selon Chen et ses colliègaes 13191, - 

de 46 a 54% de cas ~mdïés (28 patients ayant subit une plostatectomie radicale après une 
monothérapie avec des analogues du WRH) possèdent des cellules neuroendocriaes en 
dB&enciation, présentes dans la tumeur de façon héguii&re. Les indices de diffhIlciation de 

cellules neuroendocrines ont &é 6valuées par immunoréaction des anticorps specifiques contre la 
chromogranhe A et I'enoiase spkifiqye aux neurones- Une corrélation &idente entre Ie 
" grade " des tumeurs et la présence de cellules nenroendocrines diff6renci6es a été &ablie, et 

suggere que la présence grandissante de ces celuIles dans les carcinomes prostatiques plus 
hauts grades pourraient expiiquer l'insensibilité de ces cancers a l'hormonothérapie. Des f2tcteurs 
paracrines, teiies que la bombesine et la g d - r e h t e d  peptide, peuvent ainsi favoriser la 
prolifhtion et la survie de cellules cancéreuses homono-tefractaires [U)5388]. 

L'expression des gknes anti-apoptotiques constituerait un autre facteur pouvant expliquer la 

présence de tumeurs résistantes il l'hormonoth6rapie. Ce phenomène pourrait permettre aux 
cellules du cancer de la prostate de se protéger contre I'apoptose induite en absence des 
androgibes. Parmi les molécules potentieUes, la protéine anti-apoptotique bcl-2 constitue la 

cible la plus étudiée. La protéine bcl-2 est un de plus importants réguiateurs de l'apoptose avant 
l'induction de la cascade kversible déclenchée par les caspases [13-151. 

Les récents travaux de Koivisto et ses collègues [320] ont démontré que dans les nimeurs 
androg6no-dépendantes' le taux de prolif6ration est 2 fois plus é i M  tandis que le taux 
d'apoptose est 2 fois moins é t M  que dans les tumeurs primaires. L'augmentation de k 
proWration observée peut être expliquée soit par une instabilité genétique de cellules tumorales, 
soit par une amplification de g&nes (incluant celle du AR), soit par de mutations du g&ne du AR 

(surtout au HBD) ou par la capacité de certains clones il activer les voies de stimulation de la 
croissance sous contrôle des androghes. tels que le EGF, le TGFa, le EGER, le IGF-1 et le 
IGF.R, et même par la bombesine et son analogue gmtrin-rehtedpepride, deux peptides sécr6té~ 

par les cellules neuroendocrines[288]. Le mécanisme le plus possible pouvant prévenir les 
carcinomes prostatiques subir l'apoptose seraient l'expression de bcl-2. Dans certaiaS 

rapports, il a 605 ddmonfré que 72 ii 100% de carcinomes prostatique homono-réfractaires 
surexpriment la protéine bcl-2 [321,322]. Sur 77 nouveaux cas diagnostiqués et traités par le Dr 



Apakama et son équipe [323],37 (48%) ont montré une surexpiession de bc1-2 et 23 (29%) ont 
montré une accumulation nucléaire de p53 au moment du diagnostic. Après &ahment de 

certains patients (privation des androgènes), 17 patients soivis ont montré mie surexpression de 

bcl-2 a une accumiilation nucléaire de p53; 16 patients seulement avait été traités et parmi 
lesquels 13 (8 1%) &aient diagnostiqueS hormoncm&actaires. 

Par contre, une autre €tu&, sur des spécimens provenant de patients avec de tumeurs 
localisees ou mdtastatiques. a démontré que le taia d'apoptose est plus faible dans les tumeurs 
ïocaüsées par rapport aux tissus normaux, mais plus élevk dans les tumeurs dtastatiques par 

rapport au tumeurs localisées 13241. Toutefois, les taux & pmlif6ration de tumeurs locaüsees et 
m6tastatiques sont respectivement 5 et 25 fois plus élevés que dans les tissus normaux. La 

surexpression de la protéine bcl-2 et le peptide TGFf! n'a W observée que dans les tumeurs 
Iocalisées (GIeason score moyen de 5.7, avec un domaine de 2 B 9), mais aucunement dans les 

tumeurs métastatiques (au niveau de ganglions pelviens seulement). 

Les récents travaux de Bonkhoff et ses collègues [325], ont porté sur l'expression de bcl-2 
et la présence nucléaire du AR dans les précurseurs ceUuiaires du cancer de la prostate, soit sur 

les tissus prostatiques bénins et sur les néoplasies intraépithéliales prostatiques HGPIN (high- 
grade prostatic intraepithefùzk neoplasia). Il a été démontré que 22% de lésions HGPIN 
surexpriment bcl-2 par les esllules glandulaires luminales, tandis que les cellules restantes, les 

cellules basales, expriment un phtnotype normal en bel-2. Par ailleurs, dans la zone periphdrique 
et de transition de la glande prostatique, 77% de cellules épithéliales cyclantes (positives 
l'antigène de prolifération MIB-1). majontairtment basales, expriment fortement le bcl-2; dans 
la zone cenaale de la glande, une augmentation substantieUe en bel-2 a été détectée dans les 

cellules sécrétrices luminales. Dans les deux types de compartiment, les cellules basales et 
luminales montrent une réduction très importante du AR nucltaire. Bien qu'il n'y a pas de 

corrélation entre l'expression de bcl-2 et l'activité de prolifération, des niveaux remarquablement 
faibles en AR nucléaire ont été détectés dans les cellules luminales de lésions HGPIN. Ces 

résultats suggèrent, d'une part, que la présence de bcl-2 peut prevenir de l'apoptose le 

compartiment de proLif6ration ; d'autre part, la surexpression de bcl-2 dans une pohon de 

lésions HGPIN est associée avec une diminution du niveau du AR et pourrait ainsi conférer une 
résistance à l'induction de l'apoptose lors de la privation en androgiines. 



Selon le rapport da " Ncrtr*oltCJ Prome Gzncer Dorabare Report ", en 1994, environ 36% des 
hommes souriraient déjà du cancer de la prostate à un stage avanc6 de la maladie au moment du 
diagnostic [326]. Les interventions thérapeutiques teks que la plosfafecfomie radicale ou la 
radiothhpie ont montré des effets bén6fiqus, et ont &me gui% de la maladie mais, seulement 

dans Ies cas de tumeurs localis6es. Par contre, les cas de cancer de la prostate avec des 

m6tastases osseuses ou dans d'autres tissus représentent encore de nos jours un probi&me 

thérapeutique majeur. Les stratégies thérapeutiques aitemaiives pour œ cas de cancers 

prostatiques dits " honnonu-réJiadaires " sont eès limitées. La cWoth6rapie cytotoxique (ou 

pharmacologique) constitue actuellement une alternative de choix pour un grand spectre & 

cancers mktastatiques prostatiques. Hélas! Les substances chimiothérapeutiques mènent à une 

rémission temporaire de 110 à 20% de patients tout au plus. 

L'utilisation de la radiothérapie au stromtium-89 [327,328,329,330] et au samarium- 155 

[33 11. ainsi que les traitements à base de biphosphonates [332,333] sont aussi utilisés pour 

traiter les métastases osseuses. Dans la plupart de cas, ces stratégies ne visent qu'a réduire k 
douleur osseuse de patients ou à éviter de complications causées par des fractures pathologiques 

ou par la compression de la colonne vertébrale. Ces symptômes constituent les deux causes 

majeures de " morbidité " chez les patients non-traités. 

33.4 La chimiorésistance tumorde 

La doxorobicine (ou adnamycine), la daunaurubicine et autres anthracyches constituent l'un 

des principaux groupes d'agents cytotoxiques utilisés aujourd'hui dans la chimioth6rapie du 

cancer avancé [334]. Cependant, il est très fiéquent que leur efficacité soit provisoire et que la 
maladie réapparaisse après des périodes plus ou moins longues. Les mécanismes d'action de 

drogues anti-cancéreuses est d'une grande complexité. Outre des lésions directes causées au 

niveau de l'ADN, de nombreux agents génotoxiques agissent par interaction avec les facteurs de 

transcription, par inhibition directe, antagonisme, ou en altérant les interactions protéine-protéine 
nécessaires 2 de nombreuses fonctions de réguiation de gènes 13351. 

Les raisons des échecs à la chimiothérapie anti-cancéreuses sont multiples et complexes et 
peuvent être liées, soit à l'hôte soit Zi la tumeur et ii son microenvironnement Une m e u s  peut 



&e intrhsèqwment &&tante aivr msdicaments, ou peut déveIopper9 au cours du traitement, 

diff6rents mécanismes de résistance (&&ance acqnise). Sch6matiquement, cinq grands 

mtcanismes peuvent être individuatisés : (1) Paltération du transport trausmembranaire des 

agents anticancéreux (phhotype MDR pour multidmg resistmu:e), confeé par la giycopn,Eme 

membranaire P170; (2) l'altération quantitative Mou qyahtive des protéines ciilles 
(dihydmfolate reductase vs dthotrexate; topoisom6rase II vs anthr;bcyclines); (3) l'altéraîim 
quantitative et/ou qualitative d'enzymes impliqués dans le m6tabolisme des agents anticancéreux 

(P450 réductase vs doxorubicine); (4) l'altération quantative et/ou des protéïmes de dhxicaîion 

ce11ulaire (Glutathione, GIutathioneS-bran~f6rase, rnétallothion6i.e); et (5) l'activation des 

systèmes de réparation de l'ADN [336]. Les m-es de l'dtération de la réparation par 
excision de nucléotides dans Ies ceildes tumorales résistantes aux anti-cancéeux (chloro- 

nitrosourées) et les connexions entre la réparation, la tramcription et le cycle ceIIdaire ont 

récemment été abordés par les Drs Alaoui-Jamali et Mitta 13371. 

Le mécanisme de résistance A la chimiothhpie par les cellules tumorales du cancer 

avancé de la prostate demeure encore de nous jours l'implication de la giycoprotéine 

membranaire P170. Cette protéine est capable de refouler certains médicaments, en particulier 

les anthracyclines (doxorubicine, daunombicine), du compartiment intmmllulai~, vers le 
compartiment extraceildaire 13381. Deux récentes 6tudes portant sur le rôle de la glycopmtéine- 

P ont été effectuées sur différentes lignées du cancer de la prostate chez le rat Les effets 

cytotoxiques de quatre drogues reconnues pour ê t ~  de substrats de la glycoprotein-P 

(vinblastîne, taxol, doxorubicine et étoposide) et deux agents non-transportés par cette pompe à 

efflux (methotrexate et cis-platine) ont été étudiés sur une lignée androgéno-sensible et quatre 

lignées androgéno-insensibles d6rivées du carcinome prostatique Dunning chez le rat 13391. Les 
résultats ont démontré, d'une part, que toutes les lignées androgéno-ind6pendantes sont 

résistantes aux substrats de la glycopmt6ine-P, et d'autre part, que cette résistance est due A 
i'expression du gène mdrlb de rat, qui n'a pas tté détecté dans la ligmée G androgéno-sensible. 

Les études de trois anthracyclines (doxorubicine. epiduribicine et idmbicine) sur ces mêmes 

Iignées et une lignée (KB-VI) exprimant de hautes quantités du produit du gène humain MDR- 
1 (la glycoprotéine-P), ont démontré que l'action individuelle des trois drogues est beaucoup 

plus efficace dans Ia Lignée G androg6no-sensible que dans les lignées androgéno-insensibles 

[340]. L'idarubicine semble être beaucoup plus efficace que la doxorubicine et I'6pinibicine, 

étant capable de renverser la résistance conférée par la surexpression de la glycoprotéine-P dans 



la lignée KB-VI. Dans cette lignée, l'idambicine s'est avérée être 58 et 25 fois plus efficace que 
la doxorubicine et i'épinibiche. 

Le développement de lignées de rat résistantes à la doxorubicine (obtenues en augma&nt 

les niveaux de doxorubicine dans le milieu de culture) a aussi permis d'6tudier le phénomène de 

surexpression de la giycopmtéine-P et son implication dans )a résistance chimiothérapeutique 
[341]. Quaae lignées au phenotype " MDR " ont été obtenues (AT3B-1, AT3B-2, MLLB-1 et 
MLLB-2); les qyatre lignées étant plus résistantes B la vinblastine que les cellales témoins 
parentales. En blocant la giycoprotéine-P. les auteurs ont démontré que seulement les lignées 
AT3-MDR possèdent un pompe B efflux, contrairement aux lignées MLLB-MDEL Ces données 
suggèrent l'existence de mécanismes de résistance alternatives autres que la surexpression de la 

giycoprot6ine-P. 

Les études sur le phénotype MDR daos les l ignh humaines de cancer de la prostate ont 
déjà été abordées. Ces travaux, menés par Theyer et ses co11&gues 13421, ont démontré 

l'expression du gène MDR-1 codant pour la glycoprotéine-P dans les lignées androg6no- 

indépendantes PC-3 et DU-145 mais aucune détection de celle-ci daris la lignée LNCaP (ayant 
un AR muté mais fonctiomel) n'a Ué rapportée. Ainsi le. lignées PC-3 et DU445 sont 

beaucoup plus résistantes l'effet de doxorubicine que LNCaP. La réponse à la doxombicine a 
aussi été évaluée en présence de bloqueurs de la glycoprotéine-P, tek que la verapamii, les 

cyclosporines A et 2 et le tamoxifene. Cependant, les faibles taux de blocage à la résisbnce 
obtenus avec ces " chimiosensibiliseurs " suggèrent que Le phénotype MDR ne sera pas un 
facteur dominant dans la chimiorésistance du cancer de la prostate. Selon les auteurs, ces 

résultats pourraient être expliqués par la prédominance d'autres mécanismes de résistance aux 
drogues, tels que la surexpression de la topoisornerase II, l'augmentation de syst5me de 

détoxication véhiculé par la glutaîhione ou autres. 

33.4.2 R61e des bel-2 et p53 dam la résk&nce à la chimiothémpie 

Un autre mécanisme impliquerait la modulation des activités du suppresseur de tumeurs p53 par 
bcl-2. On sait par exemple que La fonction, parmi d'autres, de p53 est d'induire un arrêt en phase 

G1 en réponse 2 des agents qui endommagent l'ADN [9,10]. L'induction de I'apoptose par p53 
est cens6 éliminer les cellules ayant subi de dommages importants au niveau de l'ADN. De 



plus, il a M t t rmin6  que la protéine p53 fonctionnelle diminue i ' e x p d o n  de bcl-2 et 

augmente l'expression du facfeur pro-apoptotique Bax [9]. 

Des données cliniques ont démontd par exemple que très peu de tumeurs localisees 
expriment une protéine p53 anormale [343]. Sur 100 spécimens analysés par PCRSSCP (PCR 
single strand conformation polymorphism) et provenant d'adénocarcinomes prostaîigues 
cliniquement llocalises, seulement 5 portaient de mutations (1 sur I'exon 5, 3 sur I'exon 6 et 1 
sur l'exon 7). Aucun sptkimen provenant de patients avec du BPH ne porta& & mutations. Les 
5 sp6cimens portant de mutations provenaient en f& de carcinomes IocaiiSeS invasifs. Ces 

données suggerent que les mutations de p53 sont des événements tardifs dans la progression du 
carcinome prostatique. Les travaux de Heinderkrg et ses colkgues 13441 ont démontd que la 
p53 augmente significativement de 22% B partir de tumeurs primaires non-oraitées, à 50% dans 

les tumeurs métastatiques non-traitées et h 94% dans les tumeurs androg6no-ind6pendantes. 
Dans 82% de cas 6tudiés, le gène p53 comportait des altérations gt?a&iques, surtout des 

mutations ponctuelles et d'insertions. De plus, les auteurs ont établi une correlation entre 
l'expression de la protéine et l'accumulation de mutations daas les exons 5 2i 8. 

Deux groupes diff6rents ont trouve une très haute fhkpence de p53 mutés dans les 

métastases osseuses du cancer de la prostate [345.w. Plus récement, McDonneU et ses 
coliègues [347l ont découvert que 65 % des métastases osseuses androg6no-indépendantes du 

cancer de la prostate présentent une surexpression & hl-2 et/ou une accumulation de p53. 
L'analyse clinique a établi que la médiane de survie des patients est similaire dans chaque 
catbgone génotypique. Ceci implique que les mutations de p53 et la surexpression sont deux 

processus différents dans le cancer avancé de la prostate. Les auteurs suggèrent que ces 
altérations moléculaires, quoique communes, ne sont pas un facteur important pour la 

progresion fatale du cancer de la prostate. 

Tel que soulignk plus haut, Les tumeurs prostatiques homu>n~réfiactaireS peuvent 

montrer une surexpression de bcl-2 et dans certains cas une corrélation avec I'accumulation de 

p53 au niveau du noyau [221-2233. Par ailleurs, il a et15 démontré que les androgènes peuvent 
augmenter l'expression de bcl-2 dans les cellules du cancer de la prostate homono-sensibles 
LNCaP [348]. De plus, en surexprimant bcl-2 par les cellules LNCaP, on a observé une haute 

résistance ii l'induction de l'apoptose suite ii une élimination des androgènes ou encore par la 
privation au s6nun ou l'ajout d'esters de phorbol 1349 1. Les cellules LNCaP surexprimant bcl-2 
forment plus rapidement de plus grosses tumeurs lorsqu'inoculées sous la peau des souris nr<de 



males et sont les sedes ceIldes (coq- avec les cellules non traasfectées ou transféctées 
avec le ve~feur contrôle) 3 produire des tumeurs x6nogrefféeS dans les souris nude d e s  

Casaees 13491. Pa.  contre, la diminution de I'expression de bcl-2 avec des oligos antisens 
spécifiques abolit la &istanm B I'apoptose des ceIIdes LNCaP, induite soit par l'étoposide ou 
bien par la privation en androgihes. Plus récemnen& Beham et ses collègues [350] ont 
démontré que la surexpression de bcl-2 par les ceildes LNCaP (transfecfion stable de hl-2) 
protège ces ce11uies contre l'apoptose induite par des agents géaotoxiques. Le mhmîsme de 

protection implique une inhibition de I'importation de la protéine p53 (non mutée) vers le noyau. 
Étant donné l'absence d'arrêt du cycle cellulairt dans les ceIIdes témoins @53 positives) ou 
surexprimant hl-2 mais, qui subbissent i'apoptose, les auteurs sugghent que I'arrêt du cycle 

ceIIdaire et I'apoptose modulés par p53 sont deux phénomènes dissociables. 

L'ensemble de ces résultats suggèrent que l'implication de bcl-2 dans la résistance B 
l'induction de I'apoptose pourrait expliquer remergence de clones résistants à 

I' hormono thkrapie et les subséquents clones hautement résistants B la chimiothkrapie. 

33.43 Rôle des IGFs dans h résisfance à hz chimiothérapie 

L'hypothèse que les facteurs " de suMe " présents dans le tissu osseux peuvent protéger les 

cellules métastatiques du cancer de la prostate (et du sein) contre l'apoptose induite par les 
agents anticmdrewc est appuyée par des données très récentes. Des &des in vitro, ont 

démontré que les nombreux facteurs de croissance et cytokines, ainsi que des famurs de 
croissance non identifiés ou encore des composantes de la matrice extraceUaire peuvent être 

irnpliqu6s dans la promotion de la survie des ostéoblastes [351]. Les facteurs IGF-I, IGF-II, 

l'insuline et les bFGFs se sont a v ~ ~  capables de protéger les ostéoblastes contre I'apoptose 
induite par l'absence de sérum De plus, le PDGF et les bFGFs sont capables de potentialiser 
les effets des IGFs et de l'insuline. Parmi plusieurs antagonistes utilisés, seulement un 
anticorps contre le IGF-IR (alpha IR-3) et le TNF-alpha ont été capables d'inhiber la sunrie 

cellulaire exercée par ces facteurs, seuls ou combinés. 

Le récepteur des IGF de type 1 (IGFLR) activés par les ligands IGF-I, IGF-II et l'insuline 
est d'ailleurs reconnu par ses capacités B inhiber I'apoptose dans plusieurs cellules cancéreuses. 

Dans les cellules du cancer du colon MCLM chez la souris, le IGF-1 inhibe l'apoptose contre les 
agents cytotoxiques acthomycin D, lovastathe et doxorubicine 13521. L'acquisition de cette 



résistance multiple aux drogues est effectuée par piusieurs mécanismes, incluant h promotion 

par IGF-ï, de l'expression du gène mdr-1. de Poncogène c-H-ras ou de l'enzyme MnSOD 
(manganese supermide dismutase). Dans les cellules du cancer du sein HBLlûû, les e f f i  

cytotoxiques du 5-fluorouraciI, le methotrexate, le t a m o s n e  et le camptothéche sont bloqués 

en présence de IGF-I[353]. Les han& niveaux de saMe observés sont imputés B une inhibition 
contre I'apoptcse et non une augmentation de la prolif6ration Les effets anti-apoptotiques des 
IGFs ont même été observés dans plusieurs systèmes tridimensionnels composés soit de 

laminine' de collagène de type IV ou dans du Matrigel. 

Les effets apoptotiques des glucoc~rtico'ides dans les lignées de myelomes sont bloqués 
en présence de IGF-I et IGF-II et même avec de l'insuline mais' à des très fortes concentrations 
[354]. Les IGFs protegent ces multiples lignées (6tablies ou primairts) contre I'apoptose induite 

par la cycloheximide (iïiiteur de la synthèse & protéines) mais sont inefficaces contre la 
privation du sérum, les inhiiiteurs de topoisom6rases II ou des anticorps contre la protéine Fas. 
La protection des IGFs contre les eEets apoptotiques du dexaméthasone n'est pas liée B une 
modification de I'expression de bcl-2, Bax ou bcl-x dans ces lignées. 

Dans les cellules de la lignée dB6renciée PC-12, Parrizas et Leroith ont démontré que la 

protection de I'apoptose (contre une privation en strum) effectuée par IGF-1 est associée avec 

une augmentation du niveau d'expression de 1'ARNm et de la production protéique de Bcl-xL 
[355]. Lt IGF-1 est aussi capable de prévenir l'apoptose par l'activation d'au moins deux voies 
de signalisation diff6rentes: la voie du PU'(phosphatidylinositol 3')-kinase et la voie de MAP 

(mitogen-activated protein)-kinase [356]. 

3.3.4.4 Rôle des TGFP &ns kr résisfance à I<r chimhthémpk 

Ii est bien &abLi que le TGFB est un régulateur physiologique direct & I'apoptose dans les 
ailuies prostatiques Cpith6Liales 13571. Le TGFB est reconnu pour inhiber la prolifération des 
ceildes prostatiques épithéliales nonaales et cancéreuses en culture. Dans les lignées du cancer 

de la prostate PC-3, le TGF$ induit I'apoptose via IGFBP-3 selon un mécanisme indépendant 
de la voie de p53 ou de la voie de survie médiée par le complexe 1GFnGFI.R [358]. Les 
auteurs suggèrent que des protéines réceptrices membranaires (non identifiés) pourraient médier 

le signal apoptotique engendré par le IGFBP-3. Paradoxalement, Barrack a démontré que k 



surexpression de T m  àr +O par les ceIIdes du canm de la prostate chez le mt (MatLyLu) 
peut favoriser la tumorig~ciité Iorsqu'inoculées sous la peau des souris [170m.  

Les récents travaux de Teicher et ses co11~gues ont demontré que trois lignées hiimiiines 
du cancer de la prost;ite (PC-3, DU-145 et LNCaP) sont sensibIes, en culture, aux effets 

cytotoxiques du nelphalan, du cyclophosphamide ou de I'adriamycine 13593. Cependant, les 
tumeurs produites par ces cellules implantées dans les souris nude ou S C I D  sont hautement 
insensibies aux effets des mêmes drogues. Une augmentation gradueile des niveaux & TGFj3 
dans le sang a été détectée après l'-on individuelle de chaque drogue. Les tumeurs les 
plus résistantes aux trois drogues, soient celles produites par les ceIIdes DU-145 sont en 
corrélation avec les niveaux de T m  dans le sang de souris priant ce type de tumeurs. En faif 
la proportion semibilité/résis~ des trois tumeurs m vivo correspond avec les niveaux 
sanguins en TGFP chez les souris portant ces tumeurs. 

Ces résultats, pris ensemble, supportent l'hypothèse que des facteurs de croissance ou de 
survie, tels que les IGFs et les TGFBs peuvent protéger les tumeurs métastatiques du cancer de 
la prostate contre+ les effets cytotoxiques des drogues anticancéreuses. Rappelons que le tissu 

osseux est une riche source en IGFs et TGFB et que les tumeurs prostatiques produisent & 

grandes quantités en TGF$. Les diverses ligdes du cancer de la prostate produisent aussi des 
IGFs et du TGFB ainsi qu'une multitude de facteurs de croissance, tels que du TGF-alpha, du 
EGF (et son récepteur), du FGF, du NGF et des endothélines [360]. 



4 H'YPoTE&ES, OBJECTIFS ET M O D ~ E S  DE TRAVAIL 

4.1 Problématique et sujet d96tude 

L'induction & I'apoptose est au cœur de toutes les th6rapies visant à traiter les cancers de la 

prostate 2 tous les stades de la maladie. sauf dans certains cas un stade primaire et l odsé .  

Toutefois, les anti-androg5nes. la privation des andmg5nes, tout comme les agents 

chimiothérapeutiques sont incapabies d'induire efficacement I'apoptose de toutes les ailuies 
composant les tumeurs à un stade très a m &  de la maladie. Cliniquement, ü a été téIi que 

l'efficacité de stratégies anticancéreuses contre le cancer de la prostate et du sein diminue selon ie 
nombre de métastases, surtout de m6tastases osseuses, À même titre que le cancer metastatique 
du sein, dont les sirdarités et les divergences ont Çté abordées précédemment, le cancer très 

a v d  de la prostate représente un défi de taille pour le corps médical et la recherche 

fondamentale. 

Nos études se situent donc comme une suite logique la com@hension de mécanismes 

qui régissent la &action ostéoblastique. le pronostic extrêmement peu favorable de la présence 

de métastases osseuses, la résistance A I'hormonoth6rapie et I'émergence de clones hautement 

résistants 2 la chimioth6rapie. Étant donné que la présence de foyers 1116tastatiques du cancer de 

la prostate dans l'os produit une réaction osseuse qui semble plaire à l'hôte et à l'invité, nous 

décrivons cette aUiance comme une histoire d'amour qui va mal finir. En effet, tel que discuté 

plus haut, l'ostéoblaste est stimule par les facteurs produits soit par les ceiiules du cancer de la 

prostate ou bien par les facteurs libérés par l'activité protéo1ytique engendré par les protéases 

tumorales. L'osteoblaste activé initie alors le processus de production de facteurs de croissance 

nécessaires sa différenciation et aboutissant la min6raIisatio11, probablement partieue dans un 
premier temps, de la matrice extraiceUulaire. Un cercle vicieux s'établit alors entre les facteurs 

produits par la cellule métastatique et le tissu osseux. 

4.2 Hypothèses de travail et objeetirs 

Cliniquement, les tumeurs osseuses du cancer de la prostate sont presque toujours 

accompagnées d'une réaction ostwblastique. La douleur, les fractures pathologiques et la 



compression & k moelle osseuse sont les principaux probl&mes de patients atteints. A~lcune 

tbérapie actuelle ne peut prolonger la vie de ces patients de fgon significative. Il a été établi qae 
les tumeurs du cancer de la prostate expriment le AR B tous les stades de la maladie [300]. 
Cependant, les cancers eès avancés de kt prostate, surtout avec de m6tastases osseuses, 

comportent de clones cancéreux refI.actaires à l'hormonoth&apie et & Ia chimiothérapie. la 
compréhension de mécanismes qui permettent & la cellule cancéreuse d'échapper 2 la mort 

normalement induite par le des androgènes ou par des agents pharmacologiques ne sont 
pas encore bien élucidés. 

Contrairement aux tumeurs l m ,  presque toutes les metastases situées au niveau des 
os (du cancer du sein ou de Ia prostate) progressent vers un stade homono-refÎactaire. Au 

niveau de métastases osseuses, tes nombreux facteurs de croissauce présents sont-ils 
responsabks de cet échec? De plus en plus de données expérimentaies soulignent que la 
présence de facteurs de suMe seraient responsables d'une &stance à la therapie anti- 
cancéreuse, du moins en bonne partie (section 33.4). 

Dans le but de determiner si les ostéoblastes et les facteurs de croissance produits par les 

ostéoblastes peuvent protéger les cellules du cancer de la prostate, nous avons 6tudit5 les effets de 

l'adriamycine (ou doxorubicine) sur les cellules du cancer de la prostate, d'abord, en présence et 

en absence du milieu conditiomé par les ostéoblastoïdes MG63 (CM MG-63) et des facteurs 
de croissance IGF-1 et TGF$l, en monocouches; et deuxi&mement, dans un  système 

tridimensionnel en gel de collagène de type 1, en présence et absence des cellules MG-63. 

L'absence de réponse aux androgènes caractérisant les metastases osseuses du cancer de la 

prostate, nous a amen6 étudier le rôle du récepteur de glucocorticoïdes (GR) dans la biologie 

des ceildes PC-3. Ces 6tudes se situent dans la recherche de " conditions " ou d'agents qui 
peuvent permettre de modifier l'expression de facteurs qui altérent la réponse B la chimiothérapie 
et à l'hormonothérapie. Eiies seront abordées au chapitre IL 

Dans le même ordre d'idées, sachant que les glucocorticoïdes ont un impact sur la 

biologie de l'ostéoblaste et sur la formation de Vos, une 6tude sur les effets de l'activation du 
GR a été entreprise sur la lignée MG-63. Tout comme pour la lignée PC-3, l'état fonctionne1 du 
GR a d'abord été vérifié et les médiateurs possibles de son activité ont été détermineS. Le 



chapitre III portera donc snr le rôle du GR dans la biologie & doles  MG-63. Ces travaux ont 
&é effectués dans notre équipe, en collaboration avec M. Jocelyn Boulanger. 

Le modèle de la Iïgnée de rat PA-III a éié coonsidéé dans nos 6tudes en sachant qu'en les 
injectant dans les os chez le rat, on observe une réaction majoritairement ostéobiastique (voir 
mod&les expérimentaux, section 4.3). Le Dr KoutsiIieris avait anparavant détenminé que les 

ceildes PA-III sécrètent de I'uPA en quanti- snffisantes pour la poriner sous une forme active 
et pwéder il des essais biologiques en culture celidak. Pour les études portant sur Ia réaction 
osiéoblastique, les celiules PA-III ont ét6 coupIées avec les cellules UMR-106, d6rivées d'un 
ostéosarcome de rat et  caractérisée^ comme étant un ostéoblastoïde moins diff6~nci& Ce 
couplage permet de simuler un système de culture ceIlulaire homologue in vitro, afin d'étudier 
les interactions œiluledlule qui conduisent la réaction ostéOblastique observée in vivo. La 
présence et Mat fonctionnel du GR ont aussi été étudiés. Le but de ces expériences consistaient - 

a 6vaiuer comment l'activation du GR pourraient perturber les interactions " positives " entre 
les cellules du cancer de la prostate et les ostéoblastes. 

4.3 La cellule métastatique du cancer de la prostate et modèles d'études in 
vitro et in vivo 

II existe trois lignées du cancer de la prostate dont l'origine epithéliate, la secrétion et la répose 
aux facteurs de croissance ont 6îé bien caractérisés, soit les lignées DU-145, PC-3 et LNCaP 
[36 11. Elles originent respectivement de lésions metastatiques du système nerveux central [362], 
d'une vertèbre lombaire 13631 et d'un ganglion lymphatique [364]. La lignée LNCaP est la seule 

exprimer le récepteur des androg8nes (AR) et a répondre aux androgènes, qui induisent 
l'expression de la phosphatase acide prostatique (PAP) et de lTantigi?ne prostatique spécifique 
(PSA) [365,366]. Toutefois, le AR exprime comporte une mutation au niveau du domaine de 

liaison & l'hormone qui se lie aussi à l'œstradiol et a la progestérone, lesquelles stimulent aussi la 
croissance des ceIIdes LNCaP 1367. L'expression des facteurs de croissance et de leurs 
récepteurs sont résumés au tableau IV.1. Ces trois lignées ont grandement contribue il notre 
compréhension du cancer de la prostate au cows de quinze demi&% années. Elles ont servi et 
serviront encore comme modèles très appropriés pour 6hidier les mécanismes de progression et 
invasion tumorales, le processus metastatique, et comme pour notre intérêt, dans la réaction 
ostéoblastique pathologique et la résistance aux thérapies systémiques. 



I TABLEAU IV.1. Expression de facteurs de croissauce et de leurs récepteurs 
dans les lignées carcinomateuses de la prostate. 

I DU- 145 PC-3 LJwaP 

Sécrétion des facteurs 
de croissance 

EGF 
TGFa 
FGF-2 
IGF-I 
TGFB 

Expression des récepteurs 
EGF/TGFa-R 
FGF-R 
IGF-1-R 
TGFBR 

Les niveaux sont évalués sur une échelle comparative: +, niveaux mesurables faibles; 
H+, niveaux mesurables élevés; -, non détecté, Ti de la référence 362. 

La cellule PC-3. est androgéno-indépendante, p53 négative, établie à partir d'une mktastase 
osseuse, et exprime une grande variété de facteurs tels que le TGFB et le IGF-1 et la protéase 
uPA 13611. Expérimentalement, une grande varibté d'agents cytotoxiques sont capables 

d'induire l'apoptose de ceilules PC-3 1342,359.3681. Parmi ces agents. on retrouve le 

melphalan, le cyclophosphamide, la WicDstine (inhibition de la tubuline). le cis-platine (agent 

alkilant), et les inhibiteurs de topoisom&ases, soient I'adnamycine, la camptothécine et le 

tenoposide. Tout comme dans les études cliniques, les cellules métastatiques du cancer de la 

prostate en culture possèdent donc toute la machinerie nécessaire à l'induction de leur apoptose. 

Ceci &nt dit, il est alors possible de postuler que les résistances chiques à l'honnonoth6rapie 

et Zi la chirniotherapie soient associées un mécanisme permettant d'échapper I'apoptose. 

La lignée cellulaire humaine MG63 représente un ostéoblastoïde très bien caractérisé et 

couramment utilisée pour l'étude & la physiologie osseuse. La lignée MG-63, dérivée d'un 
ostéosarcome humain, exprime les récepteurs pour les oestrogènes pour la PTH et pur la VD3, 
la phosphatase alcaline et l'ostéocacine . De plus, les cellules MG-63 augmentent leur 

phénotype ostéoblastique en culture dans un gel de collagène de type I, en produisant entre autre 

du collagène de type 1 plutôt que du type IV et en initiant la production en IGFs [369]. LES 

4iules MG63 constituent actuellement un modèle de choix pour étudier la biologie des 

ostéoblastes, notammemt sur la réponse aux hormones, aux facteurs de croissance, aux 

cytokines et aux agents anticancéreux 1370-3731 



Ii n'existe pas de modèle animal pour le cancer de la prostate prociinsant spontanément des 
rn6tastases osseuses. Ainsi plusieurs modèles in vivo pour I'etirde des métastases osseuses du 
cancer de la prostate ont été dtveloppés chez le rat ou la souris. Les premiers modèIes d'intérêt 
ont été l'œuvre de deux groupes de recherche, soit celui du Dr Pollard aux Etats-Unis [37437q 
et ahii des Drs Geldof et Rao aux Pays-Bas [376]. Dans le modèle du Dr Po- quatre 
ligneés tumorig&nes ont été isolées des tumeurs spontanément développées chez le rat Lubond- 
Wstar (L-B). Parmi ces quatres lignées, transpIantabIes seulement chez le même rat, celles 
désignées par PA-III a été la seule B afficher la capacité de produire, lorsque déposées au niveau 
du calvaria ou du scapula chez le rat L B  mâle, de tumeurs locales sur les os et une réaction 
ostéoblastique au site osseux de transplantation. De plus, d'un point de vue histologique, la 

réaction osseuse examinée était similaire ii celle des m6tastases ostéoblastiques obsewées cha 

les patients aux stades avancés du cancer de la prostate. De façon analogue, le modèle Gddof- 

Rao a permis de produire des métastases squelettiques en utilisant une variante des tumeurs 

développées d'abord chez le rat Copenhagen, et désignée par R3327-MatLyh p77. Cette 

lignée, i n j d  dans la veine de  la queue des rats Copenhagen mâles, produit des tumeurs au 

niveau des vertèbres lombaires, quatre jours après l'injection (3761. Ces m6tastases osseuses ont 

été accompagnées d'une nette activité ostklastique concomitante avec une activité 

ostéoblastique au niveau de la columne verte'brale. D'autres mod?Aes ont été d6veloppés plus 

récemment, chez la souris et le rat [378.379]. Dans le modèle développé par Thalmann et ses 

collègues [379], les cellules LNCaP ont 6té hocdées sous la peau de souris nude males 

castrées. Les tumeurs developpées métastasient de façon spontanée au niveau du squeletie, avec 

une nette réaction ostéoblastique, dans 15 A 50% des souris. 

Pour les 6tudes que notre groupe de travail a mené, nous avons couplé les cellules PA-III 
avec les ceIldes osteoblasto~des UMR-106, dérivées d'un ostéosarcome de rat, pour simuler un 
système de culture cellulaire homologue in vitro afin d'étudier les interactions celIule-œlluie qui 
conduisent ii la réaction ostéoblastique observée in Mvo. La lignée UMR-106 est au même titre 
que La lignée MG-63, un ostéoblastoïde très bien caractérisé, et constitue un modèle valable pour 
l'étude de la biologie osseuse. Cette lignée a dcemment été utilisée, entre autres, pour des études 

visant A déterminer les voies de signalisation empruntées par l7inter1eukine-1p et les facteurs de 

croissance IGF-1, FGF-2 et PDGF-BB [370,380], Les effets de l'insuiine sur le transport et le 

m6taboiisme de la vitamine C 13811 et sur la régulation des facteurs de croissance et 

d'hormones calciotropes dans !'activité de I'enyme 24-hydroxylase (premi6re étape 

d'oxydation conduisant à la formation de VD3) 13821. 



CHAPITRE 1 

LES FACTEURS DE SURVIE DÉRIVES DES OSTÉOBWTES PROTÈGENT LES 
CELLULES PC-3 DU CANCER DE LA PROSTATE CONTRE L'APOPTOSE 

INDUITE PAR L'ADRIAMYCINE 



OBJECïiFS : La croissance tumorale des m6tastases ostéoblasti~e~, 16fraCtaù.es an traitement 
anti-hormonal et résistantes ik la chimi~thérapie~ compromet les chances de siwie chez les 

patients atteints du cancer avancé de la prostate. Ainsi, nous avons analysé la capacité des 

ostéoblastoïdes MG-63, derivés d'un ostéosarcome humain, et Ie milieu conditionnt5 par ceiles- 
ci (MC MG-63) protéger les c e U u k s  humaines PC-3, dérivées du canœr de la prostate7 contre 

rapoptose induite par i'adriamycine (ADR) m vitro. 

M~THODES : Les effets cytotoxiques de I'ADR sur les cellules PC-3 et MG-63 ont été 

6vdués par les essais d'exclusion au bleu de m a n ,  par cytoméirie en flux, par analyse de 
l'ADN g6nomique fizigmenté sur gel d'agarose et par l'essai de TUNEL (TdT-mediaîed nick 
end labbeling) et par immunocytochirnie. Ces essais ont été effectués en cuIture ctassique 

(monocouches) et dans un système ûidimensionnel en gel de collagène de type L 

RÉSULTATS : L'adnamycine (100nM) arrête les cellules PC-3 et MG-63 au niveau de la 

phase G2M du cycle cellulaire mais induit I'apoptose seulement daos les cellules PC-3. Le MC 
MG-63 (50 p g M )  et les facteurs de croissance IGF-1 (50 ng/mL) et TGFBl (25 ng/mL) 

neutralisent pdellement la cytotoxicité exercée par l'adriamycine dans les cellules PC-3. De 
plus, les cellules MG43 protègent les cellules PC-3 de l'apoptose induite par l'adriamycine 

dans le système tridimensionnel en gel de collagène de type I, tel que détermin6 par les essais de 
TUNEL- 

CONCLUSION : Ces données suggèrent donc que les facteurs de croissance dérivés des 

ostéoblastes peuvent optimiser la survie des cellules métastatiques du cancer de la prostate et 
permettre le développement in vitro de la croissance tumorde résistante la chimiothérapie. 
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OBJE-: Hormone-independent and cytotoxic dnig-reSiSbnt tamor growth in 0steobiastÏc 
metastases defines poor d v a l  in patients with advatlced pmstate cancer. Thenfore, we 
analyzed the abiIity of human osteobIast-like œlls MG43 d~) and MG03 wnditioned media 
(MG63 CM) to protect PC-3 human prostate cancer cells b m  adriamycin apoptosis, in vitro. 

METHODES: Adriamycin cytotoxicity was assesed in MG43 osteobIast-like and PC-3 
prostate cancer monolayer and thteedimensionai collagen cocuiture system using DNA content 
and man bleu exclusion assays, anaysis of indices of ceIl cycle by flow cytometry, 
determination of DNA fhgmentation on simple agarose gel and TdT-mediated nick end labeuiag 
(TUNEL) assay, and immunocytochexxüstry. 

RESULTS: Adriamycin ( 1 0  nM) arrested both the PC-3 and MG43 ceils at the G2/M phase in 

the cell cycle but induced apoptosis only in PC-3 cek, as assessed by flow cytometry, trypan 
bleu exclusion assays, and agarose gel. Optimal doses of MG-63 CM (50 pglml), insulin-like 
growth factor 1 (50 nglml), and transforming growth fmor beta 1 (25 nglmi), as determineci by 

DNA content assay, partially neutralized the adnamycin cytotoxicity of PC-3 cells detected by 
flow cytometry and %an blue exclusion. In addition, MG63 cells rescued PC-3 ce& from 
adriamycin apoptosis in the h-dimensional type 1 collagen gel system, as assessed by 
TUNEL assay. 

CONCLUSION: These data suggested that osteoblastderived growth factors can optimize 
survival of metastatic prostate cancer cells and develop cytotoxic drug-resistant nimor growth, iiz 
vitro* 



INTRODUCTION 

Ebstate cancer is the most commonly diagnosed malignant tumor and the second leadiog 
cause of amior~lated death of men in western world (1). Unfortmiately, forty prr cent of newly 

diagnosed patients with prostate camr have already metastases in bones (2). The biology of 
metastatic prostate cancer is unique in that, unüke almost ail other solid twnors metastasking in 
skeleton, it seems that growth factor-producing metastatic prostate cancer ceils duectly stimuiate 

osteoblasts to fom woven bone rather to produœ osteolysis (3-10). Arnong the local 
modulators involved in osteoblastic d o n ,  overexpression of urokinase type plasminogen 

activator (uPA) is thought to deregdate bone matrix deposition via hydrolysis of insului-like 

growth factor-binding proteins (IGFE3Ps) and activation of latent-transformig growth f a o r  
beta 1 (latent-TGFB1) (6.7). This d t s  in the increased bioavaiiability of IGFs and TGFBl in 
bone matrix which are the main effectors of the production of woven bone, locally (4-7). 

The most effective treatment for metastatic (stage D2) prostate cancer is the androgen- 

deprivation strategy by either orchiectomy or administration of lute-g-hormone releasing- 
hormone agonise ( L m - A s ) .  The effect of these androgen depletion strategies is "marginally" 
improved by the addition of antiandrogens which are acting on androgen reaptor (AR) and 

block the action of dihydrotestosterone (DHT) formed by the prostate cells using cirailating 
precursors sex steroids of a h n l  origin (1 1). It is noteworthy that although an initial response to 
andmgendepletion therapy is documented in almost al l  the newly diagnosed stage D2 prostate 

cancer patients, tumors progress to androgen-insensitive stage D3 and only 10-2096 of stage D2 
patients are alive 5 years following diagnosis (12). Salvage therapy with cytotoxic chemotherapy 

has not been effective in patients with hormone rek tory  prostate cancer (4,5,12,13). 

Because at the cellular level any type of cancer therapy induces programmed cell death 
"apop tosis" ( 12- 13,  t is conceivable that androgen-independent and cytotoxic dmg-resisiant 
tumor growth is probably associated with "'rescue" from apoptosis (5,1649). Knowing that 

metastatic foci in bones are directly associated both with the prostate cancer progression to 
hormone refiactory stage D3 and the cytotoxic dmg-resistant tumor growth (20,21), we have 

assesseci the ability of MG63 ostenblast-like human osteosarcorna cells and MG63 conditioned 

media (MG-63 CM) to protect PC-3 human prostate cancer cells fiom adnamycincytotoxicity, 
in vitro. 



W e  documenteû ttiat MG-63 osteoblast-Iike =Ils, M G 4 3  CM and osteobhst-reIated 
growth fztors, such as IGF 1 and T m 1  protected PC-3 prostate cancer ceils h m  adriamycin- 

cytotoxicity. This protection d t e d  in a cyt0t0x.k hg-resistant growth of PC-3 ceIls, in vitro. 

Therefon, we concluded that MG63 osteoblast-like osteosarcorna-derived growth factors can 

optimize the stuvivai of PC-3 prostate cancer cek. Therefore, it it isnceivabIe that an al- 
tumor biology in osteobiastic metastases should not be necessarÏly linked with the presence of 

genetidy aitered metastatic prostate cancer hinior clones. 



Mate* and Methods 

CelZ h e s  and c d  culaue assays. MG43 ostembIast-denved human osteosarcorna œiis and 
PC-3 human prostate cancer ceiis were obtained the Arnerican Type Cell (Wture (ATCC, 
Bethesda, h4D). M G 4 3  and PC-3 cek were grown in 7 5 c d  culture flasks using DuIbecco's 
modified Eagle's medinm(F- 12 (DMEM/F- 12, GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD) containing 

596 calf senun (CS). The ceils were plated at a œll density of 15x104 cells in 24-well plates and 

grown with DMEM/F-12 medium containing various concentrations (0.5 up to 5%) of CS 

depending on the expeximent. 

The PC-3 cell h e  has been established from an osteoblastic metastasis of a patient with 

hormone refractory prostate cancer (22). The PC-3 cells are p53-negatïve and androgen- 

insensitive =Ils (AR) (23) proven to be a reliable in vitro mode1 for studying ceU-ceII interactions 
reIated with prostate cancer biology in bone metastases (2,14,18,19,22,23). MG43 human 

ostwsarcoma oeiis are well-characterized osteoblast-iike osteosarcorna cells which express 

alkaline phosphatase. osteocalcin, parathymid hormone receptor (PTl3.R). in- CAMP 

production in response to PTH, express vitamin D3 reoeptor, estmgen receptor (ER), hcrease 
osteocalcin expression in response to estmgen, and enhance expression of type 1 wllagen when 
cul& on coliagen gels (1924, and references therein). In addition, both the MG-63 and PC-3 
ceil lines were successfully used in the development of a novel three-dimensional type 1 coilagen 

gel system which enableci us for the first time to produce the morphological evidence of the 

osteoblastic reaction, in vitro (2526). 

CjhtoxCciry assays. The number of alive (A) and dead (D) cells was assessed by man blue 
exclusion assay in cell cultures exposed to 100 n M  and 5 pM adriamycin (Sigma) for 6 hr, 24 hr 

and 48 hr. The MG-63 and PC-3 cells were plated at 15,ûûû ceWweU and cultured with 
DMEM/F-12 containing 5% CS for 24 hr. Then cells were washed with sem-fkee medium 

and culhired with DMEMiF-12 containing either 0.5% or 5% CS plus 100 nM or 5 p M  of 

adnamycin depending on the experiments. The ratio of alive (A) versus dead @) cek was 
computed (ND) and compared with that of oen cultures growing without adriamycin under 
identical experimental conditions (controk). 

Detecrion of upoptosis in simple agarose geL Apoptosis was assessed by the DNA 

hgmentation (DNA ladders of multiples of 180 base pairs) detected on simple agarose gel 



electrophoresis of total ceiIular DNA (27). In brief, DNA was extraded h m  œlIs which were 
detached try trypsin, pooled and lysed in 5 m M  Tris (pH 7.4), 5 mM EDTA, and 0.5% Triton 
X-10 for 2 hr on iœ. The lysate was centrifugeci at 27,000x g for 20 min. The supernatant was 
incubated with 2 0  Wml proteinase K for 1 hr at 5WC and extracml with piienoVchlomform; 
then DNA was precipitated overnight at -20°C in 2 volumes of ethan01 and 0.13 M NaCi with 

20 pg glycogen. After treatment with 1 mg/& boiled bovine panneatic RN- A for 1 hr at 
S R ,  the DNA was Ioaded (15 pg) onto a 2% horizontal agarose gel contaùllng 0.3 pg/ml 
ethidium bromide and run in lxTBE urïs/Borate/EDTA) bmer at 4.0 V/cm. Gels were 
photographeci under W Iight with PoIaroid 57 type film (27). 

Phase distribufion in the cell cycle and dètecfion of upoptusis b y m w  cytome&y. The indices of 

ceil cycle and apoptosis were assessed by flow cytometry arralyzing DNA content in propidium 
iodide (PI) and Hoechst 33342 stallied tells with a wunter EPICS 753 pulse cytometer (Coulter 
counter, Hideah, FL). This technique pennits the d d a t i o n  of the apoptotic cells excluduig 
n m t i c  celis, as reported previously (28). In bnef, adriamycin treated and control PC-3 d . s  
were milected (3.0-7.5x100,ûûû cek) and incubateci with 50 pl PI (20 pg/ml) for 30 min on 
ice. Then cells were h e d  with 950 pi of ethanol(25% in PBS) adding 25 pl of Hoechst 33342 
(1 12 pg/ml) and analyzed on EPICS 753 pulse cytometer. The MG63 and PC-3 tells were 
exposed to 100 nM and 5 p M  of adriamycin for 6, 24, and 48 hr cultured with DMEM/F-12 
medium supplernented by 0.596 or 5% CS, depending on the experiment. We analyzed 
apoptosis (hypodiploid cells; cG1) after having excluded necrotic tek and computed the % of 

apoptotic œlls and phase distribution of MG-63 and PC-3 cells into the cell cycle (28). Results 
were expressed as % of cells in Gl/Gû, S, G2/M, and as 8 of ceUs in apoptosis (<Gl). 

The effects of IGF I, TGFBI, MG63 CM on the growth of PC-3 ce& and theu protection 
ag&t adriamycci-cyfotoxicity. We nnaiyze the ability of recombinant human IGF-1 and 

TGFPl (R&D Systerns) to alter the growth of PC-3 celis and to protect PC-3 cek from 

adriamycinqtotoxicity, as assessed by the number of alive (A) and dead @) cells and AID ratio 

in monolayer cultures. Similarly, MG-63 conditioned media (CM) prepared using confluent 
MG-63 c d  cultures which were grown in 225cm2 d t u r e  flasks using DMEMIF-12 without 
CS. C M s  were wllected every 48 hr, pooled together and cenaifuged at 3,000 rpm for 3 min. 

The supernatant was then filtered over protein fdtcrs with cut-off molecular weight (MW) of 
15,000 daltons (Amicon Inc., MA, USA). Proteins in CM were quantifieci using Bradford assay 

(BioRad) and stored at -20'~ (1 mg of protein/ml). Increasing dose of CM containhg from 1 

n g / d  up to 100 pghl (final protein concentration in culhue-well) were tested in PC-3 cells 



assessing cen growth and cytotoxicity; and then 50 pglml (final concentration) of MG63 CM 

was anaiyzeü for its putative pmxtive action q a h t  adriamycin-cytotoxicity in PC-3 ce&. 

TlueeldimetlSiOMC I coikgen gel sysfem (3-0 system). Collagen was pnpared m our 

laboratory using native type I coikgen e-ted h m  rat ta3 tendons (25). W e  used this type 1 
coiIagen in an aqueous soIution containing 0.002 M acetic acid in a final concentration of 1 J 
mglml. Threeiiimensiond gels of native coikgen type I were prepared in 24-weli plates by 

rapidiy mixing MG-63, PC-3 cells, or both celi types with type I wilagen in a final conœntraîion 

of 106 ceWd of coliagen gel (in a final volume of 1 ml per weli). The collagen gels were let 
for 30 min at 370C and then incubated in a humidifl.ed CO;! incubator using 1 ml of DMEMIF- 

12 contiiining 5% CS (2526). In addition, we prepared coiIagen gels contaiaing mixed cell 

populations of 0 .~~106  of MG43 and 0 .~~106 of PC-3 cells (final concentration 106 ceWd of 

gel). Both the MG63 and PC-3 cells were homogeneously disperseci into the type 1 coUagen gel 

(2526). After 24 hr, we changed culture media and added 100 nM of adriamycin for 48 hr. 

Control collagen gels weE cultured without adriamycin under identicai experimental conditions. 

Control collagen gels were cultured without adriamycin [controls; containing only MG-63 -Ils, 
oniy PC-3 ceils. and mixed PC-3 and MG63 cells]. 

Detecfion of upopfosis in 3-0 system. After 48 hr exposure to 100 n M  of adriamycin collagen 

gels underwent fixation with phosphate buffered formaiin 10% for 4 hr and then were roufinely 

processeci and embedded in paraffin blocs. Serial sections were of 5 pm were cut and stained 
with the classic trichrome-Masson techniques as d d b e d  previously (25,26) or processeci for 

TdT-mediated nick end labelhg method for detection of apoptosis (TUNEL assay). The sections 
consecutive to those stained with the TUNEL assay (ONCOR, Inc., USA; TdT-mediaîed nick 
end labehg)] were staiaed with standard hematoqlin/eosin to evaluaîe histological features of 

apoptosis, including celi shrinkage. chromath condensation, and apoptotic body formation. 

StatLticd amlys&. DBerence in group means were assessed for statistical signincaflce using 
one-tailed multiple cornparison procedure of Dunnett only when treatments were compared with 

controi values. When single comparisons were made, Student's t test was used. 



1. AriiimnycUr cytotoxicag in PC-J niomkyer e d k e s -  Foay eight hours ex- to 100 n M  
and 5  LM of adriamycin remdcably daxeased the number of PC-3 œlls in monolayer cultures 

as compared with that of control PC-3 cells. This was suggestive of a potent cytostatic andlor 

cytotoxic action (Fig. 1). Because. supralpharmacological dose of adriarnycin decreased the 

number of PC-3 weil below the plathg number (15,000 cells), we concluded that 5 of 

adriamycin producecl a clear cytotoxic ened in PC-3 cek (Fig. 1). It is noteworthy that 
increasing concentration of CS (0.5% up to 5.0%) in the cuIn~re media margindy modified the 

eEects of 100 n M  of adriamycin but not those of 5 p M  of adriamycin. In addition, 2.5% and 

5.0% CS remarkably incteaSed the expeaed number of PC-3 cells in dtures contaiaing 05% 
CS. Apparentiy, 2.5% and 5% CS provided maximum stimulation for the growth of PC-3 cek, 
in Mrro 1). Consequentiy, a i l  future experiments were UILifonnly performed in DMEMIF- 
12 media containing 5.0% CS. 

Figure 1: The effects of adnamycin (100 nM; left panel and 5 pM; rigth panel) on the number 
of PC-3 celIs. The PC-3 ceh were cultured using DMEM/F-12 media supplemented with 0.58 
( n ), 2.5% ( 0 ) and 5% ( A ) calf senun (CS) and exposed to adnarnycin for 48 hr, as 
d e s c n i  in the Methods section. Control (adriamycin-free) cultures supplemented with 2.5% 
and 5% CS contauied higher number of PC-3 ceh as cornpared with that of 0.5% CS. 
Adnamycinexposure significantly decreased the number of PC-3 tek. The exposure to 5 p M  
of adriamycin decreased the number of PC-3 ceIls well-below the nurnber of PC-3 tek initialIy 
plaîed per well (15,000 c e k  per well). The adriamycui-cytotoxicity of PC-3 cells was not 
signincantly different among PC-3 ceii cultures supplemented with 05%. 2.546 and 5% CS. 



The expected number (control) of dead PC-3 ceils was signincantly mcnased af ta  48 hr 
expotme to phannacologicai and s n p r a p ~ 1 o p i c a l  doses of adriamycin, as assesscd by 
trypan blue exclusion [(control) = 2,530 + 240; (Adriarnycin 100 n M  for 48 hr) = 9,300 2 660; 
(Adnamycin 5 pM for 48 hr) = 12,640 + 320; Number of dead cells Q & SE)]. 

Because the comparative nnalysis of adriamycin-cytotoxicity must consider also the 

numkr of alive cells in each cell culture (cytostasis probabIy dacreases cytotoxicity), we 
computed and analyzed the ratio of dive (A) vs dead @) cek in PC-3 cuitures incubated with 
and without adriamycin for 48 hr 2). Adriamycin decreased ND ratio fiom 33 in controls 
(adriamycui-free) d o m  to 1.5 (Adriamycin-100 nM) and d o m  to 0.17 (adriamych-5 m. 

adrfamycin 

-100 nM - 5 uM- 

Figure 2: The effects of 50 pg/ml of MG63 ceii conditioned media (CM), 50 nglml of insuün- 
like growth factor 1 (IGF I), 25 nglml of transforming growth factor beta 1 (TGFPl), and 
adriamycin (LOO n M  O; and 5 p M  i) on the aiive (A) versus (vs) dead @) d o  (AID ratio; 
expressed in a log. scale). The PC-3 cells were cultured using DMEMIF- 12 media supplemented 
with 5% d semm (CS) for 48 hr (details in the Methods section). Adriamycin decreased the 
N D  ratio from 33 d o m  to 1.3 (100 nM) 2nd 0.17 (5 m. The MG-63 CM, IGF 1 and TGFBl 
partiaily neuaali?Bd the adriarnycinqtotoxicity, as documented by the increasing A D  ratio of 
adriamycin-treated PC-3 ceils. The combination treatment with MG-63 CM + IGF 1 + TGFBl 
was the most effective of increasing AID ratio of the adriamycin-mted PC-3 cells. 



To CO- the Cytastatc and cytotoxîc effkct of adriamycin, we anahnPrf controIs vs 
adriamycin--treatcd PC-3 cek by flow cytometry using the double staining method (PI and 
Hoechst 33342), as was descn'bed in the Methods Section [% of PC-3 ceb m Gl/GO; %S; 
%G2/M phase of the œlI cycle and % of <Gl= DNA fragmentation (2811. The phase 
distribution of the PC-3 cek in the ceil cycle did not Mer significatltly among controis cuitured 

with either 0.5% and 5.096 CS after 6, 24 and 48 hr [GIIGO (58%~3%), S (329&2.5%) and 
G2/M (1096-1 5 % )  1. In adnition, a few apoptotic PC-3 cek [ d l  = 0.5-1 %] were detected by 
flow cytometry in control cultures under these experimental conditions (Table I). 

TABLE 1: Apoptosis (<Gl; % of Total CeU Ntunber) and Phase Distribution (46) of PC- 
3 Cek into the Ceil Cyde (XflD) in Adriamycin-Free cultures 

0.5% CS 5% CS 

<G1 : GVGO S G2/M <Gl : GVGO S G2M 

6 hr 1&05 : 57.0105 34.k1.0 9&05 1.w0.5 : 56.&1,0 34.eI.O 10.&1.0 

24 hr 05kO.l : 56.@!.0 32.0$0.1 120+,1.0 1.m.5 : 55.&20 35.e0.5 10.0+15 

48 hr 1&05 : 62h1.0 29.k1.0 9.e1.0 1.w0.2 : 60.h2.0 32e1.0 8.w2.0 

The PC-3 œlls were cuitured in DMEMIF-12 supplcmcntcd with 5 . M  CS. 

TABLE II: Apoptosis (<Gl; % of Total Ceii Number) and Phase Distribution (%) of 
PC-3 Cek  into the CeU Cycle m e D )  in Adriamycin-treated cultures 

-- - - - - - 

Adriamyein (10 DM) Adriamycin (5 CIM) 

<G1 : GVGO S G2/M <G1 : GYGO S G2M 

6tir 1&05 : 50&05 37.&1.O 13.&05 l.wO.5 : 50.0+1.0 4û.&20 10.0&05 

24 hr 2&05 : 3.0+,05 17&0.1 80&1.O 2 2 e 3 . 0  : 46&20 44.W5 10.oi.05 

48 hr 36.m2.0 : 20+,0.1 8.0+_1.0 90.0+_4.0 70&5.0 : 54.e2.0 38.W.O 8.0+3.0 

The PC-3 ctlls were cultured in DMEiWF- 12 supplemcnted with 5.0% CS. 



CONTROL 

ADRlAMYClN (1 00nM) 

ADRlAMYClN (5pM) 

Figure 3: An example of the changes in distribution of PC-3 in the c e U  cycle produced by 
adriamycin as documenteci by flow cytometty (details in the Methods section); adriamycin-free 
cultures (upper panel) vs 100 n M  adnamycin (middle panel) and 5 p M  adriamycin Oower 
panel). The 24 and 48 hr exposure to 100 nM of adriamycin practidy blocked PC-3 d s  at 
G2/M phase in the ceil cycle and produced apoptosis. Both of the effects were more evident aller 
48 hr exposure. Five (5) p M  adriamycin induced apoptosis of PC-3 ceUs without arze~ting the 
surving EC-3 cek at G2/M phase in the ceil cycle. 



However, expcsme to adriamycin produced a -nt (6,24 and 48 hr) and dose- 
dcpendent (100 nM and 5 pM) increâse in the number of PC-3 œlls dekcted at apoptosis by 
flow cytometry (Table II, and Fig. 3). In&ed, PC-3 ce& expobed to 100 n M  of adriamycin for 6 
h .  show little changes related to the phase dismiution of tht PC-3 œlls in tk ceIl cycle and no 
evidence of apoptosis, as compared with that of controis (Table 1 and II). Twenty four hours 
exposure to 100 nM of adoamycin produced an arrest of PC-3 cells [80%] a -  the G21M phase in 
the ceii cycle (46 of those cells in the ceIl cycle) without to induce apoptosis (Table II and Fig. 3). 
The 48 hrs exposure of PC-3 ceils to 100 n M  of adriamycin produced an arriest of the PC-3 ceils 
at G2/M phase [go%] in the œll cycle and clear evidence of apoptosis [<G1=36% of the total 
PC-3 ceiis]. The phases Gl/GO 12961 and S [8%] in the cell cycle were practically deserted of 
PC-3 ceUs after 48 hr treatment with 100 n M  of adriamycin (Table 1 and Fig. 3). Most of the 

PC-3 ceiis exposed to 5 p M  of adriamycin for 48 hr undement apoptosis [aî 24 hr= 22% and at 

48 hr= 70%]; the rernaining few PC-3 ceb in the cell cycle were mainly distn'buted at the GGGû 

146-54%] and S [38-4451 phase; the G2/M phase contallzed few PC-3 cells [8-IO%] Uble II 
and Fig. 3). 

Figure 4: Adriamycin-apoptosis as assessed on simple agarose gel. The PC-3 cells were 
maintained in DMEMIF-12 media suppiemented with 5% CS in adriamycin-k culhues (lane 
B) or exposed to 100 nM (iane C) and 5 pM (lane D) of adriamycin for 48 hr, DNA was 
extracteci and anaiyzad as described in the Methods section of this manuscript. Ladders of lûObp 
were used as DNA rnakers (lane A). The presence of -180 bp DNA laciders (DNA 
fragmentation) marks the apoptotic death, in vitm. 



The adriamycin-apoptosis of PC-3 œik was confirmed also by the analysis of DNA 

fhgmentation on simple agarose gel dececting the ciassical DNA lad& which accompany 
programmed ctll death " apoptosis ". in vivo (J3g. 4). 

The @kts of MG63 CM, IGF 1, TGFBI on the growlit of PC-3 ce& ami aciiiamycin- 
cyf~toxicify~ hcreasing doses of MG43 CM stimulated the growth of PC-3 cells in a dose- 

dependent mamer. F i  pg/ml (nnal protein concentration) produced maximum stimulation in 
the growth of PC-3 ceiis (30% above controis). In addition, optimal doses of IGF-1 (50 nglml) 

increased (358 above controls) and of TGFBl (25 @mi) decreased (25% bdow controis) the 

DNA content of PC-3 cells (data no shown). These data were in concert with previous studies 
assessing the role of osteoblat-relaîed growth fxtors and osteobIast-CM in PC-3 celis (18,19). 

The optimal doses of MG63 CM (50wd). IGF 1 (SOng/ml) and TGFP 1 (25 ng/ml) partially 
reversed the adriamycincytotoxicity (100 nM and 5 CIM) of PC-3 cek after 48 hr exposure 
(Fig. 2). The combination of MG43 CM with IGF 1 and TGFfH was maximally effective of 

protecting PC-3 ceiis. thereby suggesting that MG-63 CM, IGF 1, and TGFBl act possibly via 

distinct molecuiar pathways to pro- PC-3 cells fiom adriamycincytoxicity. In addition, the 

optimai doses of MG43 CM, IGF I, and TGFBl decreased by 24.0+4% the distribution of PC- 
3 ceils at 4 1  phase and a i l  together by 35&5% @+SE; p4.01) the adriamycin (100nM)- 

apoptosis of PC-3 ceils as detected by fiow cytometry. 

3. osteobht-ntediated protection of PC-3 c e k  front adriamych-apoptosis in 3-0 systent. 
MG63 c e k  exposed to 100 n M  of adriamycin for 48 hr were also arrested at G2M phase in the 

celi cycle [GYGO phase; controls = 66.0 + 5.0 and adriamycbtreated = 3 1.0 2.0; S phase; 
contmls = 27.0 + 3.0 and adriarnycin-treated = 26.5 + 1 .O; GZ(M phase; controls = 7.0 + 2.0 

and adriamycin-treated = 42.5 I 2.0; % of MG63 cek, XkSE; @.001]. MG-63 cells were 

apparently resistant to adriamycin (100 dl)-apoptosis in monolayer cultures, as assessed by 

flow cytometry [<Gl; controis = 1.0 + 1.0 and adriamycin-treated = 2.0 + 1.5; XkSE]. 
Furthermore, MG-63 ceUs were found to be also resistant to adriamycin (100 nM)-apoptosis in 

3-D system as assessed by the TUNU assay (Fig. 5, Iower panel; A). 

Three dimensional type 1 collagen system weU-maintained the growth of MG63 and PC- 
3 ceils as describecl previously (2526). In contras& expsure to 100 nM of adriamycin for 48 hr 
resulted in a decreased number of PC-3 ce& and some contained clear morphological evidence 



of apoptosis (Fg. 5; Uppu paaeI; A vs B). In addition, exogenous IGF 1 (50 nglml) partdly 

neutralized the adriarnycin-cytotoxicity of PC-3 cek in this 3-D system (l3g. 5; Upper pan& B 
vs C). It is noteworthy that despite the exposue to 100 nM of adriamycin for 48 hr the number 
of PC-3 ce& grown in the 3-D systems which contained MG63 cek was increased by &50% 
as comparecl with that of PC-3 ce& grown in 3-D system containbg no MG63 cells (Fig. 5; 
Upper panel; B vs D). These data suggested that the early estabhiunent of local ddl 

interactions between the MG43 and PC-3 ceik in the 3-D system has rescued PC-3 ceb from 
adriamycin-cytostasis/apoptosis and pmmoted an adnamycin-resistant growth of the PC-3 ce&. 

In adnition, homogeneous dispersion of the MG-63 and PC-3 cells in the 3-D system 
completely rescued ET-3. ceils from the adriamycin-apoptosis as &&teci by TUNEL assay (Fg. 

5; Lower panel). Therefore, the MG-63 cek (a) were resistant to adriamycin (100 nM)- 
apoptosis, and (b) rescued the PC-3 ceils fkom adriamycin-apoptosis. Conceivably, MG-63 
osteoblast-like osteosarcorna ceils seccek "survival factors" that can optimize the sunrival of PC- 
3 tek, in vitro, 

Figure 5 (next page): 

Upperpanel: An example of the morphological analysis of PC-3 ceils grown in the collagen gel 
system using the classic trichrome-Masson tmhnique (type 1 collagen gel systeml3-D systern; 
for details see the Methods section). The panel A presents the number of PC-3 ceIls grown in 
adriarnycin-fke 3-D systems containing no MG-63 cek. Exposure to 100 n M  of adriamycin 
for 48 hr resulted in a decreased number of PC-3 cells and morphological evidence of advanced- 
stage apoptosis (panel B; armws indicate PC-3 cells undergoing hgmentation). , In the panel C, 
50 n g / d  of exogenous IGF 1 p d y  neutralized the adriamycinqtotoxicity of PC-3 ceUs @anel 
C vs panel B). Despite adriamycin therapy, cocdture of MG63/PC-3 tek in 3-D system 
rescued PC-3 celis fkom adriamycinqtotoxicity and resuited in an increased number of PC-3 
ceUs grown in this system (panel D; short arrow shows the PC-3 cells and long arrows shows 
the MG-63 tells; number of PC-3 ceils was compared with that of panel B and A). It is 
noteworthy that equal number of ceWml of collagen gel was grown in dl 3-D systems, 
suggesting accelerated PC-3 cell growth in 3-D systems that contained mixture of MG-63 and 
PC-3 cells (magoincation ~400). 
Lowerpanel: An exampie of the adriamycin-apoptosis in PC-3 and MG63 cells grown in type 
1 collagen gel system as docurnented by TUNEL assay (for details see the Methods section). 
MG-63 celis exposed to IO0 uM of adnamycin for 48 hr did not present evidence of adriamycin- 
apoptosis (panel A). Under identical experimental conditions 30% to 50% of the PC-3 tek 
underwent adriamycin-apoptosis (panel B). Coculture of MG-63 and PC-3 cells rescued PC-3 
cells £kom adriarnycin-apoptosis (panel C). Panel D is the negative control of TUNEL assay 
(mgnification ~500) .  





AIthough hormone depletion therapy produces a remadcable and long-standing remission of the 

primaiy tumor and soft tissue metastases such as Iung metastases (20,21,29,30) it canwt contml 

prostate cancer biology in bone metastases (274>,20,21). The pmxnce of bone lesions and more 

accurately the number of metastatic foci in skeleton (>3 foci) is strongly aSSOciated with (a) eady 

disease progression to stage D3 while stage D2 patients, and (b) the deve1opment of cytotoxic 

dmg-resistant tumor growth (4,S716,173OJ1). Furthemiore, the nmber of bone lesions is the 

most important prognostic factor that detines poor survival in advanced prostate cancer 

(4202 1) - 

The exact mechanism implicated in disease progression to stage D3 and development of 

cytotoxic drug-resistant tumor growth is poorly understood. Recently, structural andlor 

fuactionaI alterations in aodrogen receptor (AR) were documented to occur in prostate cancer 
biopsies (3 132). Functiond anaiysis of mutated ARs revealed the presence of AR with broaden 
ligand-specificity, thereby suggesting that disease progression is possibly mediated by the 
activation of mutated AR by other steroid hormones even antiandrogens (33). These data has 
offered au explanation to the so called antiandrogen/flutamide withdrawal syndrome observeci in 
stage D3 prostate cancer patients (3334). 

Eventhough mutated AR is obviously participatïng in the hormone refhctory-tumor 

growth (16.17) this cannot be a sufncient explmation for the development of cytotoxic drug- 
resistant tumor growth (2,s). Conceivably, other molecular events participaie also in the 

progression to stage D3 prostate cancer (4,s). In this context, the Baltimore group made 

important advances and described genetic alterations in prostate cancer. These molecular events 

include the allelic loss of chromosomes 5q, 8p. 10q, 1 lp, 13q. 16q, 17p, and 18q (5 and refs 

therein). Conceivably, specific hunor suppressor genes localized in the lost part of these 
chromosomes can be Linked with an altered biology of metastatic prostate cancer cek. 

Herein we examined metastatic growth from another end, assessing the d e  of human 
osteoblast-like ce& and osteobIast-related growth factors in the development of chemotherapy- 

resistant prostate hunor growth, bz vitra The pharmacological dose (100 nM) of adnamycin 
produced apoptosis following an arrest of the PC-3 cells at GUM phase in the c e U  cycle. This 

suggested that adriamycin (100 nM) exerted both a cytostatic and cytotoxic action on the p53- 

negative and androgen-insensitive PC-3 human prostate cancer cek (35-37). Similar data was 



previous1y qorted by cisplah, camptothesh, tenoposide, etoposide, vincristine, lovastatin, and 
fluorinated pyrimidines assessing apoptosis of PC-3 cek (38). 

1t is noteworthy that supraphaxmacologicai dose (5 CIM) of adnarsycin d t e d  m 

apoptosis of almost ail PC-3 cells but it did not produce an anest of the PC-3 cells at GUM 
phase in the œil cycle. Apparentiy, aduamycin can exea a dosedependent c y t o t o x i d m c  

effects which can impIicate different molecular mechanisms. Indeed, it is hown that datively 

Iow concentrations (50 up to 500 nM) of adnamycin interferes with DNA unwinding (39), 1 

ph4 of adriamycin inhibits topoisornerase II (M), and suprapharmacological concentrations (5 
up to 10 IiM) of adnamycin produce non-protein associated DNA-strand breaks suggestive of 
k-radical mediated apoptobis (41). Furthemore, c b n i c  expoure to relatively low 

concentrations (50-100 nM) that is typidy sustained in the peripheral blood for up to 12 hr 
foflowing i.v. administration of adriamycin in cancer patients, it appears to engage a unique 
growthlcell iurest death pathway invo1ving damage to nascent DNA, endoduplication of DNA, 

and differentiation-induction associated with gradual reduction of expression of the c-mye 
oncogene in MCF-7 breast cancer ceb  (42). 

Under our experimental conditions, aciriamycin (100 nM for 48 hr) did not produce 
apoptosis of MG-63 osteoblast-like human osteosarcoma ceIls but effectively blocked MG-63 
celis at G2/M phase in the ceIl cycle. Adriamycin produced apoptosis of MG63 ce& ody  at 

suprapharmacologicai doses ranging h m  5 to 10 p M  (data not shown). Therefore, MG63 
odteobIast-like c e k  were relatively resistant to adrïamycin (100 nM)-apoptosis. Furthexmore, the 

adriamycin-cytotoxicity of PC-3 ceils was p a d d y  neutralized by the presense of MG63 CM 

and exogenous osteoblast-related growth factors, such as IGF 1 and TGFB1. Apparently, 

osteoblasts-related growth factors rescued PC-3 prostate cancer tells from adriamycin-apoptosis 

in the 3-D system. This resulted in a adnamycin-mistant PC-3 ceil growth in the 3-D system 
containing MG43 osteoblast-like osteosarcoma cells. 

The importance of the stroma-tumor ceii interactions in this 3-D system were previously 
documented regarding the development of the (a) morphologic evidence of osteoplasia around 
the MG63 ceUs in response to the local growth of PC-3 ceiis (25), (b) morphological evidence 
of osteolysis in response to local growth of MCF-7 and ZR-75 breast cancer ceUs (26). as well 
as expression of angiogenic potentid of PC-3 prostate cancer ceus, in vitro (43). 

Recently, endogenous interleukin 6 was found also to be a resistance factor for etoposide- 
mediated cytotoxicity of PC-3 and DU 145 prostate cancer cells (44) and IGF I was a sufvival 



factor of PC12 cells apoptosis (45). Furthermore, the IGF I inhibition of the apoptosis of PC12 
ceb was associated with an inaieased expression of the bcl-xL &ne prodact suggesting that 
growth factors, such as IGF I can regdate apoptosis-related genes, thereby modulatiag apoptosis 
(45). Furthemore, particular checkpoints where dekcted in apoptosis-moiecular pathways which 
ccan meet with the growth factor-signai transduction pathways (4637). These checkpoints have 
implicated serine phosphorylation-elimination of a death agonist Bad gene prodact as part of the 
fesponse to sumival factors (48). Whether, similar mechanism is associated with the d o n  of 
the osteoblast-survival factors is curzrently under investigation in our laboratory. 

CONCLUSIONS 

Osteoblast-derived growth factors can optimize the Sunnval of PC-3 prostate cancer cek 
producing cytotoxic drug-resistant tumor growth, in vitro. Conceivabiy, therapeutic targeting of 
bonederived "survival factors" can improve efficiency and efficacy of hormone and cytotoxic 
dnig chemotherapy in patients with advanced prostate cancer. 

Michael Koutsilieris is a scholar h m  the " Fonds de la Recherche en Santé du Québec-FRSQ " 
and Carlos Reyes-Moreno holds a student Award fkom the FRSQ-FCAR-Sd. the authors 
thank Mr. Mawice Dufour for excellent technical assistance in fiow cytometry and the 
Departments of Obstetncs-Gyniecology Resûarch Center for continuhg support of this research. 
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L ~ A C T ~ ~ ~ T É  BIOLOGIQUE DU RÉCEPTEUR DES GLUCOCORTICO~DES EST 
EF@"ECTUÉE VIA L9EXPRESSION DU FACTEUR TRANSFORMANT DE TYPE 
BETA 1 WGFPI) DANS LES CELLULES HUMAINES PC-3 DU CANCER DE LA 

PROSTATE 



Nous avons détennine k &le du raceptau des gluc~corticoïdes (GR) dans le contrôle de la 

prolif6raîïon des cellules PC-3, une lignée humaine andn>g€no-indépendante du cancer de h 
prostate, via l'action du facteur de croissance TGVl (transfonning p w t h  factor beta 1). Le GR 
a Cté détecté dans les cellules PC-3 par une analyse de Western blot en utiüsant un anticorps 
polyclonai de lapin contre le GR humain, développé B i'aide d'un peptide synthétique @GR 

393). Le GR présent dans les cellules PC-3 lie le dexaméthasone tritic ( 3 ~ - ~ ~ )  avec une 

affinité similaire au GR de type sauvage. De plus, le complexe active GR-hormone se lie ii 

I'ADN radioactif, tel que détecté par un essai de retardement sur gel @and shift assay), a a c t k  
la îrimsaiption du g h e  ctiimérique MMTV-&<AT (mouse mammav tumor vim-thymidine 

kirrclse-chloramphenicocol acetyItrmrsferase) îransfeîé de façon transitoire dans les cellules PC-3. 

DEXA (0.1 à 100 nM) et TGFPl (0.5 8 50 ng/mL) inhiint la prolif6ration des cellules PC-3 et 
augmentent leur distriiution dans les phases Gi/Go du cycle cellulaire. Le PDGF (platelet- 

derived growrh factor) stimule la prolifération des ceIIdes PC-3 et renverse les effets inhibiteurs 
de DEXA. L'inhiition obtenue avec DEXA (100 nM) a été complètement neuealisBe avec 

l'antagoniste RU486 (1 CIM) et partiellement neutrahée par un anticorps polyclonal contre le 

TGFP 1. De plus, DEXA augmente I'expression de 1'ARNm de TGFBl dans les celldes PC-3. 
Puisque l'inhibition exercée par DEXA a été neutdide par&ieHement à l'aide d'un anticorps 
contre leTFGpl et que DEXA augmente I'expression de l ' M m  & TGFp 1, nous pouvons 
avancer que l'activité biologique du GR dans les cellules PC-3 est au moins en partie efféctuée 

via l'expression de TGFB1. 
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ABSTRACT 

We investigated the role of glucocorücoids in wntrolling the proliferation of 
androgen-independent PG3 human prostate cancer cells via the action of 
transfotming growth factor beta 1 (TGF BI). The presence of glucocorticoid receptor 
(GR) in PG3 cells was detected by immunoblotang analysis using a rabbit anti-GR 
polyclonal antibody against the synthetic human GR peptide (hGR383-393). In PG3 

cells, GR bound radiolabeled dexarnethasone with an affinity similar to wild-type 
GR. In addition, GR-ligand cornplex bound radiolabeled DNA as detected by DNA 
band-shift analysis on gel electrophoresis and tmnsadivated the mouse marnmary 
tumor virus-thymidine kinase-chlorarnphenicol acetyitransferase chimetic gene in 
transiently transfected PC-3 cells. Dexarnethasone (0.1 up to 100 nM) and TGF B I  
(0.5 up to 50 ng/ml) inhibited PG3 cell proliferation. TGF p l  and dexamethasone 
both increased the distribution of PG3 cells into the G ~ / G o  phase of the cell cycle. 

Platalet-derived growth factor (PDGF) stirnulated the proliferation of PC-3 cells and 
overcame dexamethasone's inhibition of PG3 cell growth. Dexamethasone's 
inhibition (10-TM) of PG3 cell growth was completely neutralized by RU 486 (10- 
GU) and partly neutralized by anti-TG F 1 polyclonal antibody. Furthemiore, 
dexamethasone up modulated the expression of TGF f31 mRNA in PC-3 cells. 
Because dexamethasone's inhibition was neutralized at least in part by an anti-TGF 
p l  poiycionai antibody and dexamethasone up modulated the expression of TGF f31 
mRNA in PG3 cells, we conclude that GR function in human PG3 prostate cancer 
cells is mediated at least in part by TGF pl expression. 



INTRODUCTION 

Although glucocorticoids inhibit both in vivo and in vitro the growth of certain normal 
and transformed œll lines, rite is known about the mechanism of this cellular 
response (1, 2). Glucocorticoid receptor (GR) is a transacting protein whose action 
depends on the particular DNA recognition sequence (glucocorticoid responsive 
element; GRE) within the upstrearn regulatory region of GR-regulated genes (3). In 
the prostate gland, cortisol reverses or retards certain molecular processes 
associated with programrned cell death and maintains the expression of prostate 
steroid-binding protein in castrated rats (4, 5). Furthemore, androgens antagonize 
the suppressive effects of glucocorticoids on lymphocyte proliferation (6). These data 
indicate that GR may use the same steroid response element for these particular 
molecular events (4, 7). In vitro glucocorticoid eîther inhibits or enhances the 
androgen-induced proliferation of androgen-dependent cell lines (8-IO), and 
dexarnethasone inhibits the proliferation of androgen-independent prostate cancer 
cells, such as the rat PA-III cells (1 1). 

GR function was shown also to depend on protein-protein interactions, such 
as with the judfos transcription complex (1 2). Glucocorticoids reversibly blocked the 
cell cycle at the early G1 phase, that occurred in a coordinate fashion with 

modulation of the expression of c-jun transcripts in hepatoma cells (13). In addition, 
other studies have associated glucocorücoid's action on cell growth with its ability to 
modulate the expression of autocrine factors, such as transfoming growth factor beta 
1 (TGF p l )  and platelet-derived growth factor (PDGF) (1 4,15). 

The PC-3 prostate cancer cell Iine lacks androgen receptor (AR) specific 
binding sites and expression of AR mRNA as detected by Northem analysis and SI 
nuclease protection (1 6). Therefore, we studied the presence and functional status of 
GR in human PC-3 metastatic prostate cancer cells and tested its functicn in 
regulating the proliferation of PG3 cells via TGF f31 expression. 

Our resuits documented the presence of functional intact GR in PC-3 cells. 
Increasing concentrations of dexamethasone activated endogenous GR to stimulate 
transcription activation of mouse mammary tumor-thymidine kinase-chloramphenicol 



amtykransfemse (MMTV-CAT) reporter gene in transiently transfected PG3 cells. In 
addition, dexamethasone amsted cell progression at the G1fGo phase of the cell 

cycle. 

We conclude that GR fundion in PC-3 œlls is mediated at least in part by TGF 
B1 for the follovving reasons: (a) both dexamethasone and TGF f31 inhibited PC-3 
proliferation; (b) anü-TGF p l  polyclonal antibody in part blocked dexamethasone 
inhibition; (c) PDGF stimulated .the proliferaüon of PG3 cells and neutralized 
dexarnethasone's inhibition of PC-3 cells; and (cf) dexamethasone up modulated the 
expression of TGF pl mRNA in PG3 cells. In addition, we postulate that interactions 
of GR function with autocrine factors such as PDGF and TGF pl may regulate 
growth and metastatic potential of hurnan prostate cancer cells as exempified by PC- 
3 cells. 

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

Cell culture systems: The PC-3 and CV-1 cell lines were from the American Type 
Culture Collection (ATCC, Bethesda, MD). CV-1 cells known to contain no steroid 
receptors were used as negative controls in the DNA band-shift experiments. Cells 
were grown in 75cm2 culture flasks using Dulbecco's modified Eagle medium-Fl2 
(DMEM-FI 2, GIBCOBRL, Gaithersburg, MD) containing O to 10% bovine serum 
(BS). Cells were plated at a cell density of 5 x 104 cells per well in 24-well plates and 
grown with DMEM-FI2 medium containing various concentrations of BS, depending 
on the experiment. Mitogenic activity was assessed by the uptake of tntiated- 
thymidine incorporation and DNA content (1 1). Indices of cell cycle were measured 
by Row cytornetry analyzing DNA content in propidium iodine-stained cells using a 
counter EPlCS 753 pulse cytometer (Coulter Counter, Hialeah, FL) (13) thus 
assessing the distribution of PC-3 cells into celkycle phases. We used a specific 
anti-TGF p l  polyclonal antibody (R&D Systems, Montreal, Canada) at final dilution of 
10 pghl and PDGF (Sigma. St Louis, MO; 1-25 ng/ml) to reverse the effects of 
dexamethasone and TGF on the proliferation of PG3 cells. 



Isolation of mRNA and Northern blot analysis: The PG3 cells were homogenized 
in 4 M guanidine thiocyanate (Fisher Scientifk) containing 25 mM sodium citrate, 
0.5% lauryi sarcosine, and 0.1 M Bmercaptoethanol. The homogenate was 
extracted with phenoUchloroform, and RNA was precipitated in 80% ethanol as 
described previously (1 1). The RNA content was estimated by spectrophotometty at 
260 and 280 nm. Ten (1 0) pg of poly-A mRNA was isolated by oligo-dT cellulose 
chromatography, eiectrophoresed into 1.2% agarose denaturing gel, and transfened 
to Hybond N (Amersham, Arlington Heights, IL). Membranes were prehybridized and 
hybridized as described previously (1 1). Blots were probed with 32~-labeled human 
TGF fH and GAPDH cDNA. Human GAPDH and TGF p l  cDNAs were obtained from 
ATCC. Autoradiograms were exposed to Kodak X-Omat RP films with Cronax 
lightning screens (Dupont, Lachine, Quebec, Canada). The intensity of the bands in 
the films was determined by LKB 22222223020 UIroscan XL laser densitometer 
(Pharmacia, Baie d'Urfe, Qc, Canada). Formamide was from BRL and 32~-labeled 
nucleotides were from Amersham. All other chernicals were of analyticai grade. The 
constitutive expression of GAPDH mRNA was used to evaluate the expression of 
TGF p l  mRNA in PG3 cells. 

Transient transfection and assays determing CAT activity: The ability of 
endogenous GR to activate gene transcription in PC-3 cells was studied employing 
the well-established glucocorticoid responsive MMTV-CAT chimeric gene in the 
presence of the O-galactosidase expression vector CH 1 10 (17). Transfected cells 
were treated with dexamethasone and the levels of CAT activity were used to 
determine the relative transcription activation of M W - C A 1  gene by endogenous 
GR (18). The PG3 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% charcoal- 
dextran-treated fetal calf serum, gentamycin (1 6 pg/ml), and fungizone (1 pg/ml). 
Then the cells were plated in 100-mm dishes with 4 ml of DMEM supplemented with 
charcoal-treated fetal calf serum (10%) at a density of 6 X 105 cells/plate. After 
ovemight incubation of the cells in a humidified 5% CO2 incubator, 5 ml of fresh 

medium was added 2 h before transfection. Cells were transfected by the calcium 
phosphate coprecipitation technique (17) wlh 10 pg of each reporter plasmid 
MMN-CAT and with 5 pg of Ogalactoçidase expression vector CH-1 10 (Pharmacia) 
using 960 ml of the precipitate. Plasmids were purified on a Cscl gradient, and 
transfected cells were treated with various concentrations of dexamethasone 
(Sigma), RU 486 (Roussel, France), and RI  881 (Sigma). The precipitate remained in 



contact with the ceils for 12 to 16 h After exposure to calcium phosphate, precipitate 
cells were treated mth 2 ml of 15% glycerol in Hanks' balanced saJt solution for 5 
min, washed wce, fed with media containing hormones from 1,000 X stodc solutions 
in ethanol and harvested after 24 h for CAT assays as described previously (1 7,18). 
Aliquots of cell extracts containing 10 u of 8-galactoçidase were used to determine 
CAT activity. Resuits were exprssçed as mean of triplicate experiments perfonned 
under identical conditions using supematants from three different pools of PC-3 
transfectants. 

Hormone binding assay: PG3 cells were grown in DMEM-12 medium containing 
DCGCS, pH 7.4. Cells were collected by tsrpsinization, washed three times in 
phosphate-buffered saline (PB)  (20 mM phosphate, 0.9% NaCl, pH 7.4), and 
homogenized in ice-cold TED (10 mM Tris, 1.5 mM EDTA, 1mM dlhiolthreitol. 
Extracts were prepared using a polytron PT40 (1 1). The homogenates were 
centrifuged at 30,000 Xg at 4°C for 30 min, and 200 ul of cytosol was incubated for 
12 to 18 h at O to 4°C with 1 to 20 nM of 3~-dexamethasone in the presence and 
absence of excess unlabeled steroid. Incubation was stopped by adding 200 pl of 
5% charcoal (containing 1% bovine gamma globulin in TED and 0.5% dextran T-70) 
for 10 min at 4°C. The samples were cenhifuged at 2,000 X g for 10 min at 4OC. 
Radioactivity was determined in 200 ul of the preparation mixed with 8 ml of 
scintillation liquid in scintillation vials and counted by a scintillation counter, counting 
efficiency of 50% as described previously (1 1). 

Western blotting: Extracts of PC-3 cells were prepared by lysing PC-3 cells in 
sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer and sonicating them twice for 30" at 4OC 
. Equal amounts of protein (150 mg) were resolved on a 10% SDSpolyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) (19). Then proteins were transferred onto 
irnmobilon-P membranes using BLOTTO (5% wtfvol nonfat dry milk, 0.01% Antifoam 
A (Sigma) as described previously (19). Blots were reacted for 2 h with anti-GR 

' 

antibody diluted 1:100 in BLOTO and with the anti-GR antibody purified by GR- 
affinity column. Anti-GR antibody was raised in rabbits against synthetic human G R 
peptide (hGR383gg3; N H2-Phe-Pro-Gly-Arg-Thr-Val-Phe-Ser-AsrGlyTy~C00H; 

synthesis was done by Neosystem, Shanbow, France) coupled with bovine serum 
albumin (BSA). Antibodies were detected 3 months after injection. As the hGR 
peptide was coupled to BSA and PC-3 cells were grown in DMEWF12 media 



containg CS. Western Mot analysis was performed in the presenœ and in absense 
of excess BSA. In addition, we performed this anaiysis ushg a preparation of this GR 
antibody prepurified on a GR affinity column. This enabled us to conclude that a is  
polyclonal antibody was GR-specific. Blots were washed three thes over a period of 
1 h with T'EN (20 mM tris-HCI. pH 7.8,1 mM EDTA and 140 mM NaCI), E N  + 0.05% 
TWEEN 20, and TEN aitemately (19). Finaily, filters were incubated wiai donkey an& 
rabbit lgG (Amersharn) conjugated with alkaline phosphatase in BLOrrO for 1 h. 
Filters were washed three times with E N ,  TWEEN bmer and once wiai TEN. 
Enzymatic detection was made using BClPMBT subçtrate (1 9). 

DNAGR interaction: The DNA-protein binding assays were carried out by band- 
shift analysis on gel electrophoresis using cell extracts prepared from PC-3 and CV- 
1 cells treated with or wiaiout dexamethasone (100 nM for 30' and 24 h). The 
proteins bound to the radioactive DNA were separated by gel electrophoresis (20). 
CV-1 cells known to lack steroid hormone receptors were used as negative controls 
(20). Semiconfluent PC-3 and CV-1 cells, incubated for 30 min and 24 h with 100 nM 
of dexamethasone, were homogenized using the extraction buffer (0.6 M KCI, 20 mM 
Tris pH 7.5, 20% glycerol, 1 mM DlT, 0.1 mM PMSF, 10 mglml aprotinin), and 
centrifuged at 10,000g for 10'; 5 mg of whole cell extract was used. Synthetic 
oligonucleotide GRE- US^' AGAACACAGTGTTCT~' and complementary lower 
strand were end labeled using @P) ATP and T4-polynucleotide kinase. The 
labeled oligonucleotides were annealed and purified by DNA-cellulose 
chrornatography (20). Ten thousand (10,000) counts per min (cpm) of labeled- 
annealed oligonucleotides were used per binding assay in the presence of 50 mg/ml 
poly d(l) poly d(C) (Phanacia, Piscataway, NJ, USA). The receptor-DNA complexes 
were separated on 4% polyacrylamide gel using TBE (22.5 mM Tris-Borate, 0.5 mM 
EDTA, pH 8) as electrophoresis buffer at roorn temperature. The gels were dried and 
autoradiographed by Kodak XAR-5 films using intensifying screens at -200C. 

Statistical analysis: Differences in group means were assessed for statistical 
significance using the one-tailed multiple comparison procedure of Dunnett only 
when treatments were compared with control values. When single comparisons 
were made, Students t test was used. 



RESULTS 

1. ü e t d o n  of GR In PG3 cells. The presence of GR in PC3 cells was det8Cfed by 
Western analysis using an anti-human GR polydonai antibody (FÏg. 1). 

A B C  
Rg. 1. Glucocortocoid receptor (GR) expression in PG3 œlls as deteded by Western blot 
analysis. Lane A = analysis using preimmunized rabbit serum. Lane B = analysis using 
rabbit anti-GR polyclonal antibody blotted in excess d BSA, and lane C = Westem blot 
analysis using this polyclonal anti-GR antibody after its purification on a GR affinity colurnn; 
the affinity resin was made by coupling the peptide (hGR389393) on a CNBr activated 
sepharose. Affinity column was equilibrated in PBS and aie purified antibody was eluted 
with 0.1 N acetic acid neutralized by Tris 1M, pH 7.6. 
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Fig. 2 Upper panel: saturation analysis and Scatchard analysis af glucocoiticoid receptor 
(GR) in PG3 d l s .  In this particular expenment the association constant was 0.15 x 109 
and the nurnber of the binding sites was 654 fmol per mg of protein. Lower panel: relative 
specificity of various steroid hormones such as dexamethasone (a), 
dihydrotestosterone;DHT (a), synthetic progesteronsR 5020 (O), and estradid (a), with the 
tritiateddexamethasone b inding sites in PG3 cell cytosols. Dextran-treated cytosols (DCC) 
of PC-3 cells were incubated with 10 nM tritiated-dexamethasone for 12 to 18 h at 4OC wiai 
or without increasing concentration of various unlabelled steroids. 



Fig. 3. Left panel: Glucocorticoid receptor (GR)-ONA binding analysis in CV-1 and PG3 cells as 
determined by radiolabeled DNA band-shift analysis on gel electrophoresis. Note the absence of 
GR-DNA radiolabeled band in CV-1 cell extracts; lane 1 = CV-1 cells grown in DCC treated CS, 
lane 2 = CV-1 celfs treated with 100 nM of dexamethasone for 30'. lane 3 = CV-1 cells treated with 
100 nM of dexamethasone for 30 min plus 10x excess of radioinert DNA, and lane 4 = CV-1 cells 
treated with 100 nM of dexamethasone plus tOOx excess of radioinert DNA, CV-1 cells are known 
to contain no steroid receptors. Lane 5 presents another negative control experiment (band-shift 
analysis in absence of cell extract). In contrast, GR-DNA band-shifting was detected using PG3 cell 
extracts incubated with 100 nM of dexamethasone for 30' (lane 6). This radiolabeled GR-DNA 
band density on gel was decreased in experiments using excess of radioinert DNA (lane 7 = 10x 
and lane 8 = 100x excess of radioinert DNA). We obtained similar results using extracts of PC-3 
cells incubated with 100 nM of dexamethasone for 24 h; lane 9 = detection of DNA band-shifting 
that corresponded to GR-DNA binding; and decreased density of GR-DNA band with excess 
radioinert DNA (lane 10 = 10x and lane 11 = lOOx excess of radioinert DNA). RigM panel: AbiMy of 
endogenous GR to trans-activate MMIV-CAT chimeric gene in transiently transfected PC-3 celis in 
the presence of the l3galactosidase expression vector CH 1 10. lane A = CAT activity in control 
transfectans (PG3 cells grown in medium containing DCGtreated CS). Lanes 6 and C = CAT 
activity in transfected cells incubated with increasing concentrations of R1881; lane B = 1 nM and 
lane C = 1 mM of Rl88l. Lanes DF = transfedans treated with increasing concentration of 
dexamethasone; lane D = 1 nM, lane E = 10 nM, lane F = 100 nM of dexamethasone. lane G-i = 
CAT activity in transfected cells treated with 1. 10 and 100 nM of dexamethasone plus 1 mM of RU 
486, respectively; lane J = the effects of 1 mM of RU 486 alone. Results are presented as % 
above controls. Percent (%) of acetylated chloremp henicol activity in control transientiy t ransfected 
cells was = 1 + 0.1; mean and the standard error of the mean of triplicated determinations (X + 
SE). ' p<O.001. 



Functional status of GR in PC-3 ceils. Because immunodetedion of GR in PC-3 
cells does not provide evidence for the fundional &tus of hormone binding domain 
(HBD) of GR, we performed receptor binding assays. We docurnented that GR in 
PG3 cells had an association constant similar to that of wild-type hGR (Fig. 2; upper 
panel). The association constant was 0.1 3 0.01 X 109 MI, and the GR number 
was 650 2 20 fmol per mg of protein. Specificity for ligand binding was documented 
by radioactive ligand displacement experiments (Figure 2; lower panel). These data 
were in concert with our previous findings with regard of GR in androgen- 
independent PA-III prostate cancer cell line (1 1). Therefore, PG3 cells contained 
GR wioi intact ligand binding capacity. 

To investigate further the functional status of GR in PG3 cells, we analyzed the 
ability of activated GR (G R-dexamethasone complexes) to bind radiolabeled D NA 
by DNA band-shift analysis (FÏg. 3; left panel). The radiolabeled-DNA binding 
analysis (band-shift analysis on gel electrophoresis) was done both with and wiaiout 
10 and 100-fold molar excess of radioinert DNA using whole cell extracts of PC-3 
cells preincubated with or without 100 nM of dexamethasone for 30' and 24 h. 
Activated GR were able to bind radiolabeled DNA (Kg. 3, left panel; lanes 6 and 9). 

Specificity was determined by (a) the absence of the conesponding radiolabeled 
DNA-GR band in extracts of CV-1 cells known to lack the expression of steroid 
receptors (Fig. 3, left panel, lanes 1-4); (b) the absence of DNA-GR radioactive band 
in negative control experiments containing no protein (Fig. 3, left panel, lane 5) and 
by (c) the decrease density of the GR-DNA radioactive band in excess radio inert 
DNA (Fig. 3, left panel, lanes 7.8 and 10,11). Therefore, PC-3 cells contained GR 
with intact DNA binding capacÏty. 

The ability of GR in PC-3 cellç to bind DNA does not preclude intact transcription 
activii. Therefore, we tested whether increasing concentrations of dexamethasone 
stimulated the transcription activi in PG3 cells. This was done by measuring 
increasing levels of CAT activity in transiently transfected PC-3 cells with the MMTV- 
CAT chimeric gene in the presence of the B-galactosidase expression vector CH 
1 10. Dexamethasone stimulated the transcription activity of MMTV-CAT chimeric 
gene (Fig. 3. nght panel, lanes 0-F). Trans-activation of MMTV-CAT chirneflc gene 
with 100 nM of dexamethasone was completely blocked by 1 mM of RU 486, a 
glucocorticoid and progesterone receptor blocker (Fig. 4, right ?anel, lane G-1). RU 



486 alone (Fig. 3, lane J) had no efFect on the transcription activation of MMTVCAT 
reporter gene. In addition, 1 nM up to 1 mM concentration of R1881, an androgen 
agonist, did not stimulate transcription activity of MMNCAT chimeric gene (Fig. 3, 
right panel, lanes B and C) thus confiming the androgen-unresponsive phenotype of 
PG3 cells. Therefore, GR-DNA binding in PG3 cells was transcriptionaily active. 

Biological relevance of GR function for the proMeration of PC3 C~IIS. Incubation 
of PG3 cells wïth increasing concentrations of dexamethasone (0.1-100 nM) 
inhibited the proliferation of PG3 cells as detected by (a) the decreasing rate of 
incorporation of 3~4hyrnidine (cprnlpg DNA) into PG3 cells after 24 h (Fig. 4, upper 
panel, A and B) and (b) block of the expected increase of DNA content after 48 h 
(Fig. 5; AG). RU 486 did not alter significantly the proliferation rate of PC-3 cells, but 
it reversed completely dexamethasone's (10-7 M) inhiblion of PG3 cell proliferation 
(Fig. 4; C and Dl respectively). 

Using flow cytometry to analyze the phase distribution of PC-3 cells into the cell 
cycle, we documented that 100 nM of dexamethasone significantly enhanced the 
distribution of PC-3 cells at the Gl/Go phase (from 47.6 t 1.2% up to 54 f 1.6%; X + 
SE; pc0.05), thus decreasing the distribution of PG3 cells at the S + G2/M phase. 

This was suggestive of an arrest (block or prolongation) of the progression of PC-3 
cells into cell cycle at the G1/Go phase. No microscopie evidence of apoptosis was 

noted in PC-3 cells after 48 h of treatment with 100 nM of dexamethasone. 

Possible mediators of glucocorticoid inhibition of the growth of P W  cells. TGF 
f31 decreased the rate of PG3 cell proliferation as detected by SH-thymidine 
incorporation (Fig. 4; lower panel, A-C) and DNA content (Fig. 5; D-F). Anti-TGF p l  
polyclonal antibodies at a final concentration of 10 pg/ml marginally stimulated the 
proliferation of PC-3 cells (Fig. 4; upper panel, F). Because prostate cancer cells 
express TGF BI ,  it is conceivable that anti-TGF pl antibody at least temporarily 
neutralized the effect of steady-state expression of TGF B I  in PG3 cells (36). 
Futhemore, this anti-TGF pl  antibody, known to neutralize the effects of TGF f31 (R 
& D Systems) partially neutralized the effect of dexamethasone's inhibition of PC-3 
ceII proliferation (Fig. 4, upper panel, E). Anti-TGF pl ,  at a final concentration of 10 
pg/rnl, partially blocked TGF f31 inhibition of PG3 cell proliferation (Fig. 4; lower 
panel, D). In addition, TGF f31 increased the distribution of PC-3 cells at the GllGo 



phase of the cell cycle (from 48 & 1.2% up to 57.6 I 0.3%; X & SE; p4.05), thus 
anesüng (blocking or prolonging) the progression of PG3 cells into the S + G2/M 

phase. PDGF (1-25 nglml) çtimulated the growth of PG3 cells as detected by (a) the 
tntiated-aymidine incorporation assay (Fig. 4, upper panel, H and 1) and (b) the DNA 
content assay (Fig. 5, G-1). PDGF overcame completely dexamethasone's (10-TM) 
inhibition of PG3 cell growth (mg. 4; upper panel, G). 

To çtudy further the possible relevance of GR function on the expression of TGF Pt 
in PG3 cells, we evaluated the expression of TGF $1 mRNA in PG3 cells after 
treatrnent with dexamethasone for 0, 2, 12.24, and 48 h by Northem analysis of the 
relative expression of TGF BI (TGF Bl/GAPDH) poly-A mRNk The expression of 
TGF mRNA was up modulated by 100 nM of dexamethasone (Fig. 6). 

Fg. 4. (Next page) 

Upper panel: dexamethasone inhibited the incorporation d tritiated-thymidine (cpmlmg of 
DNA) into PC-3 cells. lane A =IO* M, and B = 1 0 ' ~  M of dexarnethasone. RU 486 (1 0 6  M) 
have no effect on the proliferaüon of PC-3 cells (lane 0) but blocked completely 
dexamethasone's (10-7 M) inhibition of PG3 cells (fane C). Dexamethasone's (10-7 M) 
inhibition of PG3 cells was partially neutralized by an anti-TGF f31 polyclonal antibody at 
final concentration 10 pg/ml (lane E). At this concentration anti-TGF pl polyclonal antibody 
increased the proliferation of PG3 cells (lane F). PDGF stimulated the proHeration of PG3 
cells in a dose-dependent manner (lane H = 10 nglml and I = 25 nglml). Twenty five (25 
nglml) of PDGF reversed the dexamethasone (1 oo7 M) inhibition of PC-3 cells (lane G). 

Lower panel: The inhibitory effects of 0.5 ng/ml (lane A), 10 nglrnl (lane B), and 25 ng/mI 
(lane C) csf TGF pl. Lane D = the effeds of 25 nglml of TGF B1 plus TGF pl polyclonal 
antibody at final concentration 10 Wml and Lane E = the effects of TGF pl polyclonal 
antibody at final concentration 10 Ccglml alone. Lane F = the effeds d 25 nglml d TGF $1 
plus IO-~M d dexamethasone. PG3 cells were cultured in DMEM/F-12 medium containing 
0.5% BS and mitogenicity was assessed by the rate of tritiated-thymidine incorporation into 
PC-3 cells after 24 h incubation with the substance under investigation. 

Results were expressed as % above or below controls=incorporation of tritiated-thymidine of 
P G 3  cells (cpmlpg DNA) treated with dexarnethasone or grovvth factors minus 
incorporation d Mated-thymidine of control PC-3 cells divided by the latter and multiplied 
by 100). The mean value and the standard error of the mean (X + SE) of the tritiated- 
thymidine incorporation into control PG3 cells was = 15,347 544 (cpmlpg DNA) of 
triplicated determinations .' pc 0.001. 





Fig. 5. DNA content ( pgEwell) of PG3 cells treated with dexamethasone (lanes; A = 1 o8 M, 
B = 10-8 M, and C = 10-7 M), TGF pl (lanes; D = 0.5 nglrnl, E = 10 nglml, and F = 25 nglml). 
and PDGF (lanes; H = 10 nglml, and l = 25 nglmi) for 48 h. Lane G = the effeds of 1 0 0 ~ ~  of 
dexamethasone plus 25 nglrnl of PDGF. Dexamethasone and TGF #31 inhibited the 
expected increase d DNA content observed in contrdç; and PDGF increased the expected 
DNA content in control PG3 cell cultures. Note the wmplete neutralization of 
dexamethasone's inhibition of PG3 cells by PDGF. Results were expressed as in the 
legend t i ~  the Figure 1. The mean value and the standard error d the rnean (X SE) of DNA 
content for control P G 3  cells was = 5.178 & 0.1 62 (pg/well) d triplicated deteminations. 
+ P< 0.001- 
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DISCUSSION 

The PG3 cell iine was estabiished from an osteoblastic metastasis of a patient with 
hormone refractory advanced prostate cancer (21). The PG3 cells have been used 
as an in vitro model to study the paracrine interactions between metastatic prostate 
cancer cells and osteoblasts leading to the osteoblastic reaction in metastatic 
prostate cancer (22, 23). The PG3 cells were characterized to lack androgen 
receptor (AR) expression (16). There is now evidence suggesting that certain tumor 
cell clones in advanced prostate cancer patients can adapt to conditions of androgen 
deprivation as well as evidence of the existence of AR-negative prostate tumor cell 
clones within prostate cancer tumors. These data have enhanced interest in studying 
the biology of androgen-independent prostate cell lines, such as PG3 cells. 

In addition, data exist to indicate the interaction of GR and AR on the same 
steroid-responsive element to regulate transcription activation (4-7), suggeshng that 
GR function could become relevant to the biology of androgen-independent prostate 
cancer cells (4-6,11). Therefore, we studied the functional status of GR in PC-3 cells 
and whether TGF pl  expression, a growth factor 
proliferation and programrned cell death in the 
glucocorticoid effects on the proliferation of PC-3 cells. 

well known to control cell 
prostate (24-28), mediated 

Western blot analysis using GR polyclonal antibodies raised against a 
synthetic GR peptide (hGR383-393) documented GR expression in PC-3 cells (Fig. 

1). The GR in PC-3 cells have had an hormone binding dornain ( HBD) capable of 
binding dexamethasone with an affinity sirnilar to wild-type GR (Fig. 2). The GR- 
ligand complex was able to bind DNA, thus trans-activating the expression of MMTV- 
CAT chimeric gene in transiently transfomed PC-3 cells (Fig. 3). In addition, 
dexamethasone up modulated the expression of TGF p l  poly-A mRNA in PC-3 cells 
(Fig. 6). Therefore, GR function inhibited the proliferation of PC-3 prostate cancer 
cells at least in part via a TGF pl-dependent mechanism (Figs. 4 and 5). Because 
the up modulation of the expression of TGF p l  mRNA was not spectacular. it is 
conceivable that dexamethasone's effects on the proliferation of PC-3 celis may also 
implicate activation of latent TGF $1. 



Because GR and AR are postulated to use the same steroid-responsive 
element for certain molecular events (M), it seemed conceivable that androgens, if 
functional AR were present in PG3 cells, would probably also inhibit the groW of 
PG3 cells. Indeed, androgens inhibited the proliferation of stably transfected PC-3 
cells with wild-type AR cDNA (29). These data suggested that prostate cancer cell 
clones exemplified by PG3 cells should diier profoundly from normal prostate cells 
and other AR-responsive prostate cancer cell clones, because (a) conditions of 
androgen deprivation will not affect cell growth, and (b) expression of the androgen- 
unresponsive phenotype is linked with a growth advantage of these cells cornpared 
with androgen-dependent prostate cancer cells (29). 

It is tempting to speculate that hormone-depnvation therapies prescribed for 
advanced prostate cancer patients would inhibit the proliferation of the androgen- 
dependent cell clones without affecting the growth of other androgen-unresponsive 
prostate cancer cell clones such as those exemplified by PG3 cells. This may be 
relevant to tumor cell biology of the most cornmon site of prostate cancer 
progression, osteo blastic metastasis (30-32). Therefore, g l ucocorticoid therapy may 
be a justifiable therapeutic approach, aiming to inhibit proliferation of androgen- 
unresponsive prostate cancer cells exernplified by PG3 cells. 

Recently, hydroxy-flutamide (OH-FIu) 'a pure anti-androgen' withdrawal 
produced an objective clinical response in patients with advanced prostate cancer 
who experienced disease progression under combination hormonal therapy 
(gonadotropin hormone-releasing hormone analogue (GnRH-A) plus OH-FIu) (33, 
34). This indicated that among prostate cancer cell clones certain cells are taking 
advantage of the administration of antiandrogens such as hydroxy-flutamide (34). 

Although the exact pathogenic mechanisrn of this response remains unclear (35). it 
is conceivable that advanced prostate cancer is a disease composed of a mixture of 
cell clones that (a) may respond to androgens, (b) may respond paradoxically to 
androgen and anti-androgens, and (c) may not respond. 

Because GR function inhibited PC-3 cell growth, we investigated the role of 
growth factors such as PDGF and TGF pl for this action. PDGF stimulated the 
proliferation of PG3 cells and completely overcame dexamethasone's inhibition, 



suggesting dexamethasone's d o m  modulation of PDGF expression in PC-3 cells. 
This was in conceit with the reported mechanisrn of dexamethasone's inhibition of 
DDTlMF-2 ductus deferens cell fine (9). The proliferation of PG3 cells was also 

inhibited by TGF pl ,  and an anti-TGF pl polyclonal antibody partially blocked 
dexamethasone's inhibition of PC-3 cells, îndicating that dexamethasone could exert 
O t s  action on PG3 cells using another mediating mechanisrn. By assessing the 
phase distribution of the PG3 cell cycle, we determined that both TGF f31 and 
dexamethasone arrested the progression of PG3 cells at the G ~ / G o  phase of cell 

cycle. In addition, dexamethasone up modulated expression of TGF pl  mRNA in P G  
3 cells (Fig. 6), but Ï t  could indirectly activate also latent TGF BI. Therefore, we 
concluded that glucocorticoid inhibition on PG3 cell growai was mediated at le& in 
part by TGF BI expression, which is in concert with other studies reporting that 
dexamethasone and TGF arrested the hepatoma cell cycle at the 0 1  phase (13) 

and that dexamethasone's inhibition of hepatoma cell growth was mediated by TGF 
fl1 expression (1 4). 

Recent studies have documented that TGF mRNA expression is 
dramatically elevated in prostate cancer tumors (36) . The production of TGF f31 by 
metastatic prostate cancer cells could explain the marginal but significant stimulation 
of PG3 cell growth produced by anti-TGF pl  polyclonal antibody in our experiments 
(Fig. 4; upper panel, lane F). 

In addition, TGF BI overproducing MATLyLu prostate cancer cells 
(engineered by stable transfection) produced more extensive metastatic disease 
than untransfected MATLyLu cells (28). In these experiments endogenous and 
exogenous TGF p l  transiently inhibited the growth of R3327 MATLyLu prostate 
cancer cells (28). Loss of sensitivity to TGF pl  in MATLyLu R3327 cells was 
explained via down-regulation of TGF f3 receptors, uncoupling of TGF $ receptors 
from their signal transduction pathway, or stimulation of growth factors that overcome 
the growth inhibition (28). In this context, TGF B is known to stimulate the production 
of basic fibroblast growth factor (37), PDGF (38), insulin-like growth factor 1 (39), and 
PDGF receptors (38) in several in vitro systerns. Therefore, the TGF $1 inhibition of 
PC-3 cell growth could be a transient efffect that might not influence the proliferation 
of metastatic prostate cancer cells in vivo. 



In contrast, up modulation of TGF fl1 expression could increase the metastatic 
wpacÏty of PC-3 cells (28) via a plethora of other TGF pl-mediated effec2s 
documentad to Ïnterefere wïth the biology of cancer cell, such as (a) extracellular 
matrix protein formation and degradation (a), (b) inhibition of cell adhesion to 
fibronecün via overexpression of tenascin (41), (c) modulation of integrins adhesion 
molecules (42), and (d) angiogenesis (43). 

CONCLUSIONS 

We conclude that (a) functionally intact GR is present in PG3 cells, (b) GR function 
is mediated at least in part by TGF f31 expression in PG3 cells, and (c) interactions 
of GR function with growth factors such as PDGF and TGF f31 could modulate 
proliferation and possibIy the metastatic potential of human prostate cancer cells as 
exemplified by PC-3 cells. 
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L ' A C T T V ~ ~  BIOLOGIQUE DU RÉCEPTEU~R DES GLUCOCORTICOIDES EST 
MIID* PAR L'ACTIVATION DE LA FORME LATENTE DE TGF-81 (LATIENT 
TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA 1) DANS LES CELLULES MG43 

D'OSTÉOSARCOME HUMAIN. 



Nous avons étudié l'& fonctiomel du récepteur des glucocortiicodes p h n t  dans les œIIules 
MG43 par des essais de liaisons au xécepteur, & deraardement de migration sur gel a par 
eransadivatioa du ghe reporteur Mh4TV-&€AT transf'té de fkpn transitoire dans les ceIIdes 
MG-63. Nos nhltats ont démontré que le dexam6thasone augmente la distn'bution des cellules 
MG-63 dans la phase Gl/@ du cycle cellulaire, diminuant ainsi le taux de synthèse d'ADN et k 

croissance ceIIdaire. Par ailleurs, le TGF-BI produit aussi une inhiiition & Ia prolifhtion des 
cellules MG-63. Nous avons constate que l'effet inhibiteur du dexam6thasone sur la missance 

de cellules MG43 a été neutralisé par i'anfagoniste RU486 et un anti-corps développé contre le 
TGF-B 1. De plus, le dexiundthasone augmente le niveau de TGF-B 1 actif (détecté dans le milieu 
conditionnt5 par les cellules MG-63) sans alb5rer signincativemnt le niveau d'expression de 
i'ARNm de TGF-BI dans les cellules MG-63. Nous pouvons donc conclure que, dans les 

cellules MG-63 d'ostéosarcome humain, l'activité biologique du nhpteur des glucocorticoïdes 
est médiée par l'activation de la fome latente de TGF-6 1. 
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We analyzed gIucoc0rticoid roceptor firnction by usuig ligand binding assays, DNA band-shift 
analysis, and traos-activation of the mouse mammaiy -or h-thymidine kinase- 
chloramphenicol acetyltrmsferase reporter gene in transiently transfecfed MG43 homan 
osteosarcoma cells. Dexamethasone increased the distn'bution of MG43 cells in the GI/- 

phase of the œil cycIe, thus decreasing the rate of DNA synthesis and celi growth. Its e f f i  on 
MG43 cell growth was neutralized by RU486 and anti-transforming growth factor beta 1 (TGF- 
BI) antibody. In addition, (a) dexamethasone increased the levels of the active TGF-BI in MG- 
63conditioned media without sipificantly aitering the expression of TGF-6 1 mRNA in MG-63 
cek, and (b) TGF-BI hhi'bited the proliferation of MG-63 cek. Therefore, we conclu& that 

giucocorticoid reccptor fiuiction is mediateci by the activation of latent-TGF-61 in MG-63 

osteosarcoma ceU% 



INTRODUCTION 

Glucocorticoid receptor (GR) is a trans-acting protein whose action depends on the r#irtic.uk 
DNA recognition sequence (giuc~corticoid responsive element; GRE) within the apstream 
regdatory region of GR-reguiated genes (Evans 1988). In addition, GR fimction &pends on 
pmtein-protein interactions, such as those with the jun/fos tranScnption complex (Jonat et al, 
1990). Growth f ~ t o r ~ .  such as transforming growth factor beta 1 (TGF-61) and pklet-derived 

p w t h  factor (PDGF), mediate the action of glucocorticoids on ce11 p w t h  (Syms et aï, 1984; 

Johnson et al, 1993). In vitro, glucocortiwids either inhibit or enhance the proMeration of 
various ceil Iines (Syms et al, 1984; Koutsiiieris et al, 1992, Reyes-Moreno et al, 1995). 

In cünical practice, glucocorticoids are widely used in the prevention of 
posttransplantation tissue rejection and the treatment of rheumatoid arthritis, advancd metastatic 
cancer, and asthma. Chronic therapy with glucocorticoids has been M y  associateci with an 

increased rate of bone resorption and bone frachues (Peck et al, 1984). In addition, hi&-dose 
ciexametfiasone therapy was reporteci to produce a subjective and sometimes an objective clinicai 

response in advanced prostate cancer patients experiencing hormone refiactory (andmgen- 

insensitive) bone metastases (Hellmann et al, 1993). Therefore, there exist stmng interest to 
investigate the mediators of GR fiuiction in osteoblast-like cells, which in tuni, modulate bone 

physiology and c e U  to c d  interactions in bony metastasis. 

MG63 is an osteoblast-like human osteosarcoma c e U  line that contains relatively low 

levels of alkaline phosphatase and higher levels of type III than type 1 coiiagen, expresses 
osteocaicin, and it responds poorly to parathymid hormone but weii to 1,25-dihydroxyvitarnin 
D3 (Jukkola et al, 1993). In this study, we used MG63 osteosarcoma celis as an in vitro mode1 

for studying GR function in osteoblast-like ceils. 

Fit, we documented the presence of intact GR in MG-63 cells using iigand binding 
assays and DNA band-shift analysis; and m e a s u ~ g  the endogenous GR transcription activity in 
transiently transfected MG-63 ceiis with the mouse mammary tumor virus-thymidine kinase- 
chloramphenicol acetyltransferase reporter gene (MMTV-CAT chheric gene). Because (a) 

dexamethasone and TGF-BI inhibiteci the proMeration and œll growth of MG-63 ceus, (b) 

RU486 and anti-TGF-BI neutrahhg antibodies blocked dexamethasone's inhibition of MG-63 
cea. and (c) dexamethasone failed to modulate the expression of TGF-BI mRNA but increased 



the Ievels of active TGFBl in MG-63 conditioned media (CM), we conclude that GR fimctim m 
MG43 osteo~atc~ma ce& is probably mediated by activation of latent TGF-61. 

M A T E R I A L  A N D  M E T H O D S  

Ceii cuinIre and bioassay systens The MG43 and CV-1 d lines were obtained h m  the 
American Type Culture Collection (ATCÇ Bethesda, MD, U.S.A). The cek were grown in 75- 
cm2 culture flasks ushg Dulbacco's modined Eagle medium/F-12 (DMEMIF-12, 
GIBCOIBRL, Gaithersburg, MD, U.S.A) containing O to 10% bovine se- dependhg on the 
expriment Cek were p M  at a ceII density of 5 x 104 œlIs per wen in 24-weil plates. Ceil 
proliferation was assesseci by the rate of ûitiatPn thymidine incorporation (cpm/mg of DNA), 
and cell growth by the DNA content (mg DNA/weil) and cell number. Indices of œll cycle were 

measmed by flow cytometry analyzing DNA content in propidium iodine-stained cells using a 
counter EPICS 753 puise cytometer (Coulter Cornter, HiaIeah, FL) thus assessing the 

distribution of MG-63 celis into cell-cycle phases. Results were expressed as perant (%) above 
or below controls; measurements in treated ceUs minus measurements of controls were divided 
by the latter X 100 (Koutsilieris et al, 1992; Reyes-Moreno et al, 1995). We &O used a specific 
anti-TGF-B1 polyclonal antibody at final dilution of 10 rnglml to reverse &xamethasone8s 

inhibition of MG-63 ceil proliferation. At a concentration of 5 m g l d  this anti-TGF-B1 
neutdzing antibody can block 50% of the activity of 0.25 ngmi of rhTGF-B1 in celi assays 

(R&D Systems,MinneapolisJdN; Reyes-Moreno et al, 1995). Measwements of active TGF-B 1 
in MG63 CM were done by the quantitative "sandwich enzyme immunoassay technique (R & 

D Systems). 

Isolation of mRNA and Northern blot anaïysis. The MG43 tek were homogenized in 4 M 

guanidine thiocyanate (Fisher Scientific, Montreal, Canada} containing 25 mM sodium citrate, 
0.58 lauroyl sarcosine, and 0.1 M 2-mercaptoethanol. The homogenate was extracted with 

phenoVchloroform and RNA was precipitaîed in 80% ethanol as described previoudy 
(Koutsilieris et al, 1992; Reyes-Moreno et al, 1995). The RNA content was estimated by 
spectrophotometry at 260 and 280 nm. Ten mg of total mRNA was anaiyzed in 1.2% agarose 
denaturing gel and transferred to Hybond N (Amersham. Ariington Heights, L). Membrane 
was prehybndized and hybridued as describeci previously (Koutsilieris et al, 1992). Blots were 

probed with 32~-labeled human TGF-B1 obtained fiom ATCC. The analysis of 18s mRNA 
quantitaîed TGF-B 1 mRNA expression. Autoradiograms were exposed to Kodak X-Omat RP 



fiims with Cronax îîghtnmg screens (Dupont, Quebec, Canada) for 3 days (signal for TGF-81) 
and 2 h (signal for 18s). The intensity of tbe bands in the films was determhed by LKB 2222- 
020 UItrascan XL laser densitometer (Pharm;u=ia, Baie d'Urfe, Qc, Cauada). Formamide was 
h m  BRL and 32p-1abeied nucleotides were from Amersham. AU other chernicals were of 

analytical grade. 

Transient transfection and assays determinhg CAT activity. The ability of endogenous GR 

to activate gene transcription in MG43 ceUs was studied employing the well-established 

glucocoaicoid responsive MMTV-CAT chimeric gene in the presence of the Bgalactosidase 
expression vector CH 110 (Govindan et al, 1991; Reyes-Moreno et al, 1995). T r a n s f '  cek 
were treated with de~amethasone, and the levels of CAT activity were used to detennine the 

relative transcription activation of MMTV-CAT gene by endogenous GR The MG43 cells were 

cdtured in DMEM/F-12 supplemented with 10% charCoal-dextran-treated fetal calf serum, 

gentarnycin (16 mm), and fungizone (1 mglml). Then the cells were plated in 100-mm dishes 

with 4 ml of DMEMIF-12 supplemented with charCoai-treated fetal caK serum (10%) at a 
density of 6 X id ceiwp1at.e. M e r  ovemight incubation of the cells in a humidified 5% CO;? 

incubator, 5 ml of fresh medium was added 2 h before transfection. Cells were transfected by the 

calcium phosphate coprecipitation techniqie with 10 pg of each reporter plasrnid MMïV-CAT 

and 5 pg of 8-galactosidase expression vector CH4 10 (Pharmacia. Uppsala, Sweden) ushg 960 
ml of the precipitate. Plasmids were purified on a Cscl gradient, and transfected cells were eeated 
with various concenbrations of dexametha9one (Sigma, S t Louis, MO) and RU486 (Rowel, 

Romsinville. Fmce). The precipitate rernained in contact with the cells for 12 to 16 h. ARer 
exposure to calcium phosphate, precipitate cells were treated with 2 ml of 15% glycerol in 

Hanks' balanced salt solution for 5 min, washed twice, fed with media containing hormones 

from 1,OOOX stock solutions in ethan01 and harvested aller 24 h for CAT assays as descnbed 
previously (Govindan et al, 1991; Reyes-Moreno et al, 1995). Aiiquots of ceii extracts containing 
10 U of f3-galactosidase were used to determine CAT activity. Results were expressed as mean 
of triplicate experiments performed under identical conditions using supematants from three 
different pools of MG63 transfectants. 

Hormone binding assay. MG-63 cek were grown in DMEMIF-12 medium con-g 
dextran coated charcoal caLf semm (DCC-CS), pH 7.4. C e h  were wUected by trypsinhtion, 
washed three times in phosphate-buffered sahe (PBS) (20 mM phosphate, 0.9% NaCl, pH 
7.4), and homogenized in icecold TED (10 m M  Tris, 1.5 mM EDTA. 1 mM dithiolthreitol. 

Extracts were prepared using a polytron PT-10 (Koutsilieris et al, 1992). The homogenates were 



centrifugai at 30,000 Xg at 4OC for 30 min, and 2ûû ml of cytosol was hcubated for 12 to 18 h 

at O to 4OC with 1 to 20 n M  of 3~-dexamethasone in the presence and absence of excess 
unlabeled stemid, Incubation was stopped by adding 2 0  ul of 5% charCoal (containing 1% 

bovine gamma giobulin in TED and 05% de- T-70) for 1 O min at 4°C. 'Ibe sampIes were 
centrifhged at 2,000 Xg for 10 min at 4OC. Radioactivity @und W o n )  was determinai in 200 

pI of the supernatant mixed with 8 ml of scintillation liquid in scintillation vials and comted by a 
scintillation wunter, with a comting efficiency of 504b (Koutsilieris et al, 1992). 

DNA-GR interaction. The DNA-protein binding assays were carried out by band-shift analysis 
on gel electrophoresis using cell extracts prepared h m  M G 6 3  and CV-I ceh treated with or 
without dexamethasone (10-7 M for 30 min. The proteins bound to the radioactive DNA were 

separated by gel efectmphoresis (Harris et al, 1985; Reyes-Moreno et al, 1995). CV-1 cells 

which are known to lack steroid hormone receptors were used as negative controk (Govindan et 
ai, 1991). Serniconfiuent MG43 and CV-1 cell cultures were incubated for 30 min with 10-7 M 
of dexamethasone and then homogenized using the extraction buffer (0.6 M KCl, 20 mM Tris, 
pH 7.5,20% glycerol, 1 mM IITT, 0.1 mM PMSF, 10 mglml aprorinin) and centrifuged at 

10,ûûOg for 10 min; 5 pg of protein œlI extracts was used for binding assays. Synthetic 
oligonucleotide giucocortocoid responsive element ( G E )  5' AGAACACAGTGTTCT~' and 

complemeatary lower sttands were end-labeled using (32~) ATP and T4-polynucleotide kinase. 

The labeled oligonucleotides were anneded and purified by DNA-ceUulose chromatography 
( H u  et ai, 1985; Govindan et al, 1991; Reyes-Moreno et al, 1995). For each binding assay; 

10,000 counts per min of labeled-annealed oligonucleotides were used in the presence of 50 
mglml poly d o  poly d(C) (Pharmacia, Piscataway, NJ7 USA). The receptor-DNA complexes 
were separated on 4% polyacrylamide gel using TBE (22.5 mM Tris-borate, 0.5 mM EDTA, 
pH 8) as electrophoresis bufEer at room temperature. The geis were cirieci and autoradiographeci 
by Kodak XAR-5 films using intensifying screens at -20% 

Sfaosticai analysis. Differences in group means were assessed for statistical sipnincance using 
the one-tailed multiple cornparison procedure of Dunnett only wheo treatments were compared 
with control values. When single cornparisons were made, Student's t -test was use& 



M o n  of functional GR In MG43 cdls, The GR in MG43 ceh had an association 
constant simila. to that of wild-type hGR The association constant was 0.35 * 0.15 X 109 M-I 
and the GR number was 444 f 55 h o 1  per mg of protein (X f SE) (F&. 1). These data were m 
agreement with previous reports studying GR in osteoblast-like cells (Chen et al, 1986). 

Bound (PM) 

Fig. 1: An example of the Scatchard analysis of tritiated dexamethasone binding sites in MG-63 
cell extracts, as described in Materials and Methods. In this experiment Ka was 0.35 ' 0.15 X 
log and the GR number was 444 f 55 fmol per mg of protein O( SE). The insert presents 
the saturation curve of tritiated dexamethasone binding in MG43 ceIl extracts. 

To investigate further the function of GR in MG-63 celis, we analyzed the ability of actiwted GR 
(GR-ligand complexes) to bind radiolabeled DNA detected by DNA band-shift analysis (Fig. 2). 
The band-shift analysis on gel electrophoresis was done with and without 10-fold and 100-fold 
molar excess of radioined DNA using ceiI extracts of MG-63 cek preincubaied with or without 
10-~  M of dexamethasone for 30 min. Activated GR could bind radiolabeled DNA (Fig. 2; Ianes 



68). Speaficity was detefmined by (a) tbe absence of the corresponding fadiolabeled DNA-GR 
bands in extracts of CV-1 cek known to lack the expression of steroid e r s  mg. 2; 1mes 1- 

4), (b) the absence of DNA-GR radioactive band in negative control experiments containhg no 
protein (Fig. 2; lam 5), and (c) the decreased density of the GR-DNA radioactive band with 
excess radioinert DNA (Fig. 2; lanes 7 and 8). Therefore, we concluded that MG43 ceils 

containecl GR of intact DNA binding capacity. 

Fig. 2: DNA band-shift analysis in CV-1 cell extracts (lanes 1-4) and MG43 cells (lanes 6-8). Note 
the absence of glucocorticoid (GR)DNA radiolabeled band in CV-1 cell extracts (negative contml 
experirnents); lane 1 = nontreated CV-1 cell extracts, fane 2 = CV-1 cell extracts preincubated with 
100 nM of dexamethasone, and lanes 3 and 4 = as in lane 2 but analyzed with 10-fold and 100- 
fold molar excess of radioinert DNA, respectively. Lane 5 = negative experirnent (analysis without 
cell extract). The GR-ligand complexes of MG83 ceIl extracts preincubated with IO-' M of 
dexamethasone for 30 min bound to radiolabeled DNA (lane 6). Incubation with 10-fold and 100- 
fold molar excess of radioinert DNA decreased the intensity of the DNA-GR-ligand band in MG-63 
cells (lane 7 = 1 0-fold molar excess, and lane 8 = 1Wfold molar excess). 



The a b ' i  of GR in MG43 ceIls to bind DNA does not preclude mtad tmuaipion 

activity. Therefore, we tested whether mcrmsing conœnaatons of dexamethasone stimdated the 

transcription activity in MG-63 ce& This test comprised measuring aie inczeaSmg levek of 
CAT activity in transientiy W é c t e d  MG43 ce& with the MMlllr-CAT chimenc gene in the 
presence of the Bpaiactosidase expression vector CH 110. Dexamethasone stimuIaîed the 

transcription acîivîty of MMTV-CAT chimeric gene (Eg. 3; lanes 2-5). Tm-activation of 
MMTV-CAT chimeric gene with 1 0 7  M of dexamethasone was completely blocked by 10s M 
of RU486, a giucocomooid and progesterotle feceptor blockr @g. 3; lane 6). RU486 (106 M) 
had no effect on the transcription activation of MMTV-CAT reporter gene (Fig. 3; lane 7). 
Therefore, GR in MG43 cells was traascnptionally active. 

ng. 3: Endogenous glucocorticoid receptor transcription acüvity in MG-63 cells transiently 
transfected with the mouse mammary tumor virus-thymidine kinase-chloramphenicol 
acetyltransferase (MMTV-CAT) reporter gene as described in Materials and Methods. Lane 1 = 
basal levels of CAT activity in MG63 transfectants, and lanes 2-5 = CAT activity in MG-63 
transfectants incubated for 30 min Wh dexamethasone lane 2 = 10-lO M. lane 3 = 10-9 M. lane 4 
= 1 O-* M. and lane 5 = 1 O-' M. Dexamethasone's stimulation (1 o~~ M) was blocked by 1 o 6  M 
RU486 (lane 6). RU486 (IO* M) did not increase CAT acovity in MG-63 cells (lane 7). 



Bioiopicai devance of GR huictiotl for the prdifdon and c d  8rt,wth of MG43 c e k  

Incubation of MG43 ceils with increaSmg oo~lcentrations of denmethasone decreased the 

ex* rate of ceil growth and prolifezafion of MG63 cek in the control cen cuitures as 

deteaed by (a) the deaeassd the rate of the expected tritieted thymidine incofporation (cpmlmg 
DNA) after 24 h of incubation (Fig. 4 ripper panel), (b) the decmsed of the expecred DNA 
content (mglwell) after 48 h of incubation (Fig. 4, middle panel), and (c) the deæased of bie 

expected number of MG63 cells a k r  4 days of incubation with dexamethasone lower 
panel). RU486 (106 M) did not significantly alter the rate of MG63 cell growth (Eg. 4, middle 
panel; lanc F, and lower panel; Iane D) but cornpletely r e v e d  dexamefhasonek inhibition (10-7 
M) of MG-63 cells @g. 4, middle panel; lane D, and lower pane1; lane B). 

Using flow cytometry to analyze the phase distriiution of MG63 œlls into the cen cycle, 

we documented that 10-7 M of dexamethasone significantly enhanced the distribution of MG63 
cells at the Gl/Go phase (fiom 47.6% * 1.2 to 64% f 2.6; X * SE; p~û.05)~ consequently 
demeashg the distniution of MG-63 cells at the S + @/M phase in the cell cycle. This was 
suggestive of an arrest (block or prolongation) of the progression of MG63 œlls in the GllW 

phase. No microscopie evidence of apoptosis (detachment of MG63 cek fiom weils) was 
noted in MG63 cells after 48 h of treatmcnt with 10-7 M of dexamethasone. 

Fig. 4 (next page): 

Upper panei: Decreasing rate of tritiated thymidine incorporation in MG-63 cells after 24 h of 
incubation with increasing doses of dexamethasone (A=IO-~ M, E3=10* M, and ~ = 1  
M) and TGF-BI (D=l nglml, E=10 nglml, F=25 nglml). Tntiated thymidine incorporation in 
control cell was 5,443 f 166 (X * SE). Experiments were perfomed as desccibed in 
Materials and Methods section. 

Middle panel: Decreasing d the expected DNA content in MG-63 cells after incubation with 
increasing doses of dexamethasone (A=IO-~ M, B=IO* M, and C=IO-~ M) and TGF-B1 
(H=10 nglml, 1=25 nglml). The DNA content in control cell culture was = 1.44 * 0.15 
(rng/well;X * SE). RU486 (106 M) and anti-TGF-Dl ab (10 mg/ml) produced no effect in 
MG-63 cell growth (lanes F and G, respectively). RU486 (106 M) blocked the 
dexamethasone's inhibition (1 0'7 M) (lane D); and anti-TGF-81 ab (1 0 mg/ml) partially 
blocked the dexamethasone (10'7 M) and TGF-Dl (25 ng/ml) inhibition d MG-63 cells 
(lanes E and J, respectively). 

Lower panel: The expected number of MG-63 cells was decreased after incubation with 10- 
M of dexamethasone (A=IO-~ M) for 4 days. RW86 (1 0 6  M) (lane B) and anti-TGF-Bl 

(10 mglml) (lane C) blocked the dexamethosone's ( 1 0 ' ~  M) inhibition d MG-63 cells. 
RU486 (1 0-6 M) and anti-TGF-BI ab (10 rnglml) have no effect on MG-63 cell growth. 



Possible mediators of giucocorticoid inhibition of the growth of MG-63 d i s  TGF-BI 
decreased the rate of pmliferation of MG63 cells (Fig. 4, upper panel D; lanes E and F) and of 
the œ U  growth (Fig. 4, middle panel; lanes H and I). Although anti-TGF-61 polyclonal 
antibodies at a final concentration of 10 m g h l  did not affect the growth of MG43 ce+lls (Fig. 4, 

midde panel; lane G, and lower paneI; lane E), it partially blocked the effect of dexamethasone 
on MG43 ceils (Fig. 4, middle panel; Iane E, and lower panel; lane C). la additon, as expected 
it partidy blocked the TGF-BI inhibition (50 @ml) of MG-63 celis (Fig. 4, middle panel; lane 

0- 



To shidy the possi'ble mdiation of GR fiuiction by the expression of T-1 rnRNA, 
we evaluateû the dative expression of TGF-81/18S mRNA in MG43 œIls mcubgtcd with or 
without 10-7 M of ckxamethasone for 12, 24, and 48 h. Nortkm d y s i s  mealed that the 

reMve expression of TGF-f31/18S mRNA in treated MG63 œIls dici not signincantly di&r 
fiam the relative expression of TGF-81118s mRNA in control MG43 tek 5). 

(hours) 12 24 48 
DEXA - + - + - + 

12 24 48 
lncu bation (hours) 

Fig. 5: Northem analysis of the relative expression of TGF-B1/18S in MG63 cells as described in 
Materials and Methods. No difference was found in the relative expression of TGF-B1/18S mRNA 
between treated and control cells incubated for 12. 24, and 48 h with 10.7 M of dexamethasone or 
vehicle. The experiment was performed as described in the Materials and Methods. 



In contmst to the expresion of mRNA in ceIls, the levels of actin TGFBl were 
refllsukably highcr in MG43 CM incubaîed with 10-7 M of dexiimethacone th;m in wntro1 MG- 
63 CM treated with vehicle (V) for 48 h {O = 0.56 f 0.1 and @EXA) = 1.56 * 0.1 ngFml; 
pcû.001; (X SE)}. The TGF-8 1 levels did not M e r  significantly between the CM of MG43 
ceb treated and nontreated with dexamethesone for (a) 12 h (V) = 0.24 f 0.08: @EXA) = 0.28 
* 0. 10, and @) 24 h: (V)= 034 f 0.09; (DEXA) = 0.45 f 0-05 nglml; X + SE) (Fig. 6). 

Hg. 6: Determination of active TGF-BI levels in MG-63 wnditioned media (CM) as 
described in the Materials and Methodç. There was no significant increase after 12 and 
24 h of incubation with  IO-^ M d dexamethasone in the treated MG-63 CM compared 
with control MG43 CM. The levels of active TGF-BI was significantly increased after 48 h 
of incubation as measured by EUSA assay (R 8 D Systerns). 



DISCUSSION 

Although the clinical use of long-tenn therapy with glucocorticoids Ieads to a remadcable 
decrease in bone m a s  and to pgthoiogic fbctures in humans (Peck et al, 1984; Chen et al, 1986). 
in vitro the GR fbnction induces the éeerentiation ofosteoprogenitor ceils (Kamaiïa et al, 1992). 
The seemingly paradoXical effkcts of giucocorticoids in vitro suggests ttLat dexamethasone can 
induœ the differentiation of osteopmgenitor cells while cmmentiy inh'biting the proliferation of 
osteoprogenïtor cells and osteoblasts, which in tum decmws the number of mature osteoblasts 
afier long-term therapy, leading to net bone loss in vivo (Chmg et al, 1994). 

The GR function in bones depends on the foliowing: (a) the differential expression of the 

ostemgenic factors involveci in the autocrine regdation of osteoprogenitor œls and osteoblasts 

(Centreiia et al, 1994). (b) the differential expression of growth factor receptors and other growth 

factor-binding proteins, such as insulin-like growth factor-binding proteins (IGFBPs) and 
TGFBbinding proteins (Koutsilieris, 1995; Centrella et al, 1994), (c) modulation of the 

expression of extrace11uiar matrix proteins (Heino and Massague, 1989; Koutsilieris, 1995); and 

(d) modulation of protease activity, such as the plasmhogen activator/pIasxnin system (Man et 

ai, 1991; YEE et al. 1993; Koutsiiieris, 1995; Koutsilieris et al, 1993) and cathepsin-B and -D 
(Oursler et al, 1993). 

We used the MG63 osteoblast-like human osteosarcorna celis as an in vitro system for 
studying the possible mediation of GR function by TGF-B 1 expression in bone cells. Our studies 
documenteci the bct iond integrity of the GR in MG63 ce& as analyzed by ligand binding 
assays, DNA band-shift anaiysis, and transcription activity of the MMTV-CAT reporter gene in 

transiently transfected MG-63 cells. Dexamethasone and TGF-81 inhibited the growth and 

proliferation of MG-63 cek. Anti-TGF-61 antibody neutralized dexamethasonets inhi'bition of 
MG-63 ceus, and dexamethasone increased the levels of active TGF-BI in MG-63 CM without 
altering the expression of TGF-61 mRNA in short-term cultures (12 up to 48 h). 

There are confiicting reports in the litexatm regarding the effects of TGF-B1 on 

osteoblasts. TGF-81 is a multipotentid cytokine that influences bone formation and resorption. It 
is synthesized as a hi&-molecular-weight precursor that is proteolyticaily processecl before 
secretion, to yield a mahue 12.5-Da TGF-61 peptide and a 100-kDa latency associated peptide 
(LAP). Secreted TGF-B 1 (latent-TGF-61) comprises two 12.5-kDa peptides covalently lioked 



via disulfide bonding and two LAP pro@eces nomvalently associated with the TGF-BI peptide 
dimer, this is the form of TGF-BI secretd by osteoblasts. The d e  of TGFBS in bone 
physiology and pathology was been recentiy summarized by CentreIla et al 1994. Various 
stemid hormones appear to have important regdatory ef fw on local TGFBs expression in 
bone. Because the effects of TGFBs are biphasic and distinct variations exist in the relative 

potency of the TGFB isofoms (TGF-61-3) in bones, changes in the expression and sctivatcm of 

spacific TGFBs may account for a particula. ceIl type regdation (Johnson et ai, 1993; Centda et 

d, 1994). 

In our study dexamethasone's inhibition of MG63 c d s  was reversed by an anti-TGF-6 1 

antibody. Therefore, it is wnceivable that TGF-BI can mediate GR function in MG43 
osteosarcoma ceiis. Previous studies ( k l e r  et al, 1993) reported that dexamethasone (10-8 M 
for 48 h) has no signifiant effect on the expression of TGF-81 mRNA in primary cultures of 

en~yrnaticaily pqarecl normal human osteoblasts (hOBs). In that report, although a 

dexamethasone-dependent increase for up to 90% of the TGF-B1 activity was detected in hOBs 
CM after 48 h of incubation it did not affect the TGF-B1 expression at either the mRNA or 

peptide levels. Therefore, the authors suggest tbat dexamethasone can activate latent TGF-81 by 
upmoduiating the expression of proteases such as cathepsin-B and -D (Oursler et al, 1993). 

Our study &O found that dexamethasone does not modulate the expression of TGF-81 
mRNA in MG-63 osteobIast-Iike hwnan osteosarcoma cells. Therefore, the anti-TGF-61 

antibody reversal of dexamethasone's inhibition was probably causeù by activation of laîent 

TGF-6 1. The quantitative analysis of active TGF-6 1 con£irmed higher TGF-81 levels in MG-63 
CM preincubated with dexamethasone than in control MG43 CM. Therefore, we conclude that 
dexamethasone also incxeases active TGF-B1 levels without affecthg its expression in MG-63 
osteoblast-like osteosarcoma cells. Because we and others have documenteci that GR function in 

various cancer cell hes GR is mediated by TGF-81 expression (Reyes-Moreno et al, 1995; 

Johnson et al, 1993). it is temping to speculate that mediation of GR fwiction by the activation 

of latent-TGF-6 1 probably is an osteoblast-specinc regdation. 

The Saos-2 osteoblast-like human osteosarcorna cells, after long-term exposure to 

dexamethasone, express phenotype componding to better differentiated osteoblasts compare 
with the original Saos-2 ceiis (Rao et al, 1994). Corroborating data exist suggesting that TGF-BI 

potentiates the differentiation of osteoblasts (Cheng et ai, 1994). In addition, there are also daia 

suggesting that the increasing TGF-81 activity, in its turn, can stimulate the expression of TGF- 



Bi mRNA in long-terni cultures (Obbaghen-Schilling et al, 1988). Therefore, it is possi'ble mat 
expression of the well-Merentiated phenotype in osteobiast-Iike tek, afkr long-tenn trmtmnt 

with dexamethasone, can be simply umscd by the eff- of Îucreasing TGF-61 action in human 
osfeosarcoma ce&, 

In the context of prostate cancer therapy, the use of ~~~0~0rCic0ids pmvided some 
evidence for a subjective and in a few cases an objective cIinical response in patients experiencing 
androgen-insensitive prostate cancer with extensive osteoblastic metastases (HeIlmiuin et ai, 
1993). In addition, GR bction inhibited the d growth and the proliferatim of androgen- 
independent human prostate cancer cells (Reyes-Moreno et ai, 1995). Therefore, it is tempting to 
postulate that highdose m e n t  with dexamethasone can alter the evolution of osteoblastic 
metastases in the advanced prostate cancer patients pmgressing to the andmgen-insensitive stage 

of the disease. 
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CHAPITRE IV 

L'A- BIOLûGIQUE DU R&C]EPTEUR DES GLUCOCORTICOïDES 
AGIRAIT COMME MODULATEUR DES INTERACTIONS 

CELLULECELLULE AU NIVEAU DES METASTASES 
OST~OBLASTIQUES CHEZ LE RAT 



Nous avons &di6 l'état fonctionnel du récepteur des glucocorticoïdes (GR) a sa clipaaté à 

moduler les intemctions œUule~Uuie entre les œUuies PA-III du cancer de la prostate de rat et 
Ies ostéobIastoïdes UMR-106, &nvBes d'un OSteOsarcome chez le rat. Ces celluIes ont été 

uîihées en tant que modèle in Miro pour 6tudier l'activité biologique du GR dans les tumetus 

induites par les cellules PA-III au niveau du squeliette chez le rat et la subséquente réaction 
ostéoblastique observée. L'état fonctionnel du GR des deux lignées celinlaires a 6îé detemiin6 par 
des essais de liawn à l'hormone, par des essais de retardement sur gel et par des essais 

d'activité transcnptionnel du GR dans les ceiiules PA-III et UMR-100 transfectees de f q n  
transitoire avec le gihe rapporteur MMTV-&€AT. Le dexaméthasone et le fadeur transformant 
& type beta 1 (TGF-BI) inhibent la pmlif6ration ceMaire des deux lignées œNuIaires. 
L'inhibition obsemée par la dexarn6thasone a été renversée par les factem de missanœ IGF-I 
(mnJn-like growth factor I )  et PDGF @latelet&rived gr& factor) ahsi que par un anticorps 

anti-TGF-$1. L'IGF-1, le PDGF, I'activateur du plasminogtne de type urokinase @PA). le 

milieu conditionné des ceiIules CTMR-100 (CM UMR-100) et celui des œUules du cancer de fa 

prostate PA-III (CM PA-III) stimulent la pmIif6ration des deux lignées ce~ulaires. LAS effets 
mitogéniques de lTuPA, de I'IGF-1 et du CM PA-Iii sur les cellules UMR-106 ont éte 

neutralisés en prCsence d'un anticorps anti-IGF-1- De plus, le dexam6thasone exerce une 
régulation différentielle sur l'expression des ARNm du TGF-f31 (augmentation) et de de7uPA 

(diminution) dans les cellules PA-III sans ai3ecter de façm apparente l'expression de 1' ARNm 
de TGFB l et uPA dans les cellules UMR- 106. Ces données suggèrent donc que TGF-$1, uPA 
et IGF-1 pourraient moduler au moins en partie les interactions cellulecellule et agir comme 
médiateurs de l'activité biologique du GR dans les celiules PA-III du cancer de la prostate et les 

ostéobIastoïdes W- 106. 
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We anaïyzed the glucocorticoid receptor (GR) function and its 

ability to modulate cell-ce11 interactions between the PA-III rat 
prostate cancer and UMR 106 osteoblast-like rat osteosarcoma 

cells as in vitro mode1 for studying GR function in PA-III cell- 

induced tumor and blastic reaction in rat bone. intact a was 
detected by ligand binding assays, DNA band-shift, and GR trans- 

activation analysis of PA-III and UMR 106 cells transiently 

transfected with the mouse manmiary tumor virus-thymidine kinase- 

chloramphenicol acetyltransf erase reporter gene . ïkxamethasone 
and transforming growth factor beta 1 (TGFpl) inhibited the 

growth of PA-III and üMR 106 cells. Dexamethasone8s inhibition of 
PA-III and UMR 106 cells was reversed by anti-TGq1 antibody and 

exogenous insulin-like growth factor 1 (IGF-1) . Exogenous IGF-1, 
urokinase- type p l a d o g e n  activator (uPA) , UMR 106 condi tioned 

media (CM) and PA-III CM stimulated the proliferation of PA-III 

and UMR 106 cells. The mitogenic activity exerted by uPA and PA- 

III CM in UMR 106 cells was completely neutralized by anti-IGF-1 

specific antibody . In addition, dexamethasone up regulated TGFB1 
mRNA and dom regulated uPA mRNA expression in PA-III cells 
without affecting TGFpl and uPA mRNA expression in UMR 106 cells. 

These data suggested that TGF$l, uPA, and IGF-1 rnediate at least 

in part cell-ce11 interactions and GR function in PA-III prostate 

cancer and UMR 106 osteosarcoma cells. 



Although rat and human prostate and several prostate cancer ce11 

lines contain glucocorticoid receptor (GR) the importance of C;R 

function in the biology of prostate cancer remains hypothetical. 
(1-3) GR is a traas-acting protein whose action depends on the 

particular DNA recognition sequence (glucocorticoid responsive 

element; GRE) w i t h i n  the -Stream regdatory region of GR- 

regulated genes. (lf4) GR function also depends on protein- 

protein interactions, such as the jun/fos transcription complex 
(5) and autocrine factors, such as transforming growth factor $1 

( T G F ~ ~ )  and platelet-derived growth factor in certain in vitro 

systemç. ( 3 . 6 4 )  

Spontaneously developed prostate cancer tumors in aged germ- 

free Lobund-Wistar (L-W) rats (PA tumors) have given birth to 

four  transplantable androgen-insensitive prostate cancer ce11 

lines (PA-1, -II, -III, and -IV cells) . (9-11) The PA cells 

exhibited selective metastatic potential to various visceral 

organs in L-W rats. ( 9 8  In addition, transplantation of PA-III 

rat prostate cancer cells over the scapula, calvaria, and tibia 
of Lobund-Wistar rats produced PA-III cell-induced tumors and 

blas tic reaction in rat bones. ( This os teoblas tic reaction 

was microscopically similar to woven bone produced by the 

metastatic prostate cancer cells in human skeleton. (11-15) 

Recently, several studies have documented the pivotal role of 

urokinase- type plasminogen activator (uPA) in the pathophysiology 

of blastic reaction produced by metastatic prostate cancer cells 

in bons. (16-18) The selective mitogenic activity exerted by uPA 

in rat and human osteoblast-like osteosarcoma cells was 

attributed either to its N-terminal domain the so called "growth 

factor domain-GFDn (16) or its catalytic COOH-terminal domain 

capable of activating plasminogen to plasmin, thereby producing 

limited hydrolysis locally. (17 . 18) The latter waç doc-ented 



that produces limited pxoteoIysiç of insulin-like growth factor- 

binding proteins (IGFBPç) (17-19) and latent-transforming growth 
factor beta 1 (n;~pl) (2*-24), which in turn can increase 
bioavailability of IGFs and activate T G F ~ ~  in bone matrix. Ia 

t h i s  context, U P A / ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ / ~ ; F B ~ / I G F ~ / I G F B P S  interactions was 

postulated to play an important role for both the metastatic 

growth of prostate cancer cells and blastic reaction in rat and 
human borie. (22.23) 

To analyze the possible role of GR function in androgen- 

insensitive PA-III cell-induced tumors and the subsequently 

produced blastic reaction in rat skeleton, we first characterized 

GR in PA-III prostate cancer and üMR 106 osteosarcoma tells. 

These cells have been succesfully used in the past as in v i t r o  

models for studying biology of androgen insensitive prostate 

cancer cells and os teoblast-like cells , respectively . (22 . 23 ) 
Then we assessed possible mediators of GR function in PA-III and 

UMR 106 cells, evaluating the interplay between GR function and 

PA-III/UMR 106 ce11 conditioned media (CM) , TGFPI, uPA, and IGF-I 

to control the growth of PA-III and UMR 106 cells. In addition, 

we analyzed the ability of GR function to regulate the expression 

of TGF$~ and uPA mRNA in PA-III and UMR 106 cells. 

Herein we report that GR function (i) differentially 

modulated the expression of T G F ~ ~  (up regulation) and *A (dom 

regulation) rnRNA in PA-III cells, (ii) increased T G F ~ ~  activity 

in UMR 106 cells without affecting the expression of T G F ~ ~  mRNA 

in UMR 106 cells, and (iii) inhibited the growth of PA-III and 

UMR 106 cells. In addition, dexamethasone's inhibition of PA-III 

and UMR 106 cells was neutralized by exogenous IGF-I and anti- 

TGFB~ antibody, and uPA and PA-III CM stimulated the 

proiiferation of UMR 106 cells by an IGF-dependent mechanism. 

Therefore, we conclude that T G F ~ ~ ,  uPA, and IGF-I are implicated 

in cell-ce11 interactions between prostate cancer cells and 

osteoblast-like cells and TGFP-dependent mechanism mediated at 



hast in part GR function in PA-III prostate cancer and UMR 106 

osteosarcoma cells. Therefore it is conceivable that GR function 

possibly modulates cell-ce11 interactions in PA-III cell-induced 

tumors and blastic reaction in rat bone- 

C d 2  culture systems. The PA-III ce11 line was obtained by Dr. 

M. Pollard, Lobund Laboratory, University of Notre Dame (Notre 

Dame, IN). PA-III cells have been successfully grown in our 

laboratory for more than 10 years. The UMR 106 osteoblast-like 

osteosarcoma cells and CV-1 cells wexe obtained from the American 

Type of Ce11 Culture (ATCC, Bethesda, MD) . The CV-1 cells known 
to contai. no steroid receptors were used as negative controls in 

the DNA band-shif t experiments . ( 3  ) 

Cells were grown in 75-an2 culture f l a sh  using Dulbecco's 
rnodified Eaglels medium/F-12 (DMDl/F-12, GIBCO/BRLt Gaithersburg, 

MD) containing 10% bovine serum (BS) . The cells were plated at a 
ce11 density of 5 x 104 cells in 24-well plates and grown with 

DMEM/F-12 medium containing various concentrations (0.5 to 10%) 

of BSt depending on the experiment. Indices of ce11 cycle was 

measured by f low cytometry analyzing DNA content in propidium 

iodine-stained cells with a counter EPICS 753 pulse cytometer 

(Coulter counter, Hialeah, FI,) , ( 3  6 J 7 )  thereby assessing the 

phase distribution of PA-III and UMR 106 cells in the ce11 cycle- 

Mitogenic activity was assessed by tritiated-thymidhe 

incorporation and D m  content assays in treated cells as compared 

with re£erence the values of concurrent control ce11 cultures. 

( 2  13-1s) We uçed the pan-specif ic anti-TGF~ polyclonai 

neutralizing antibody (R&D Systemç, Minneapolis, MN) at a final 

dilution of 10 p g / d  (dilution of 5 ~ g /ml can neutralize by 50% 
the activity of 0 -25 ng/& of rhTû~P1 in ce11 bioassays) ( 2 )  to 



test its ability to interact w i t h  dexamethasone to control the 
growth of PA-III and UMR 106 cells. Recombinant human IGF-1 and 
T G F ~ ~  were also from the R&D Systems. Çpecific anti-human IGF-1 

monoclonal neutralizing antibody (UB3 -189 ) able to neutralize 

also rat IGF-1 (3,17.18) was obtained from the National 

Institutes of Health (NIADDK-NIH, Bethesda, MD). Rat uPA was 

purified in our lakatory £rom PA-III CM (17) and human uPA was 

frorn Sigma (St . Louis, MI) . 

Hormone binding assay. PA-III and üMR 106 cells were grown in 

parallel ce11 cultures using m / F - 1 2  medium, contaihg 10% CS 
2 

in 75-an culture f l a s h .  PA-III and UMR 106 cells reaching 

confluence (approximately 7 -d) w e r e  collected by trypsinization, 

washed three times in phosphate-buffered saline (PBS; 20 mM 

phosphate, 0.9% NaC1, pH 7.4) , and hornogenized in ice-cold TED 

(10 mM Tris, 1.5 mM EDTA, 1 rnM dithiolthreitol) . Rctracts were 
prepared using a polytron PT-10 as previously described. (2 , 3 ) 

The homogenates were centrifuged at 30,000 X g at 4OC for 30 
min, and 200 pl of cytosol was incubated for 12 to 18 h at O to 

4OC with 1 to 20 nM of 3~-dexamethasone in the presence and 

absence of excess unlabeled steroid. Incubation was stopped by 
adding 200 pl of 5% charcoal (containing 1% bovine gamma globulin 

in TED and 0.5% dextran T-70) for 10 min at 4OC. The samples were 

centrifuged at 2,000 X g for 10 m i n  at 4OC. Radioactivity was 
determined by measurements of 200 pl preparation which was mked 

with 8 m l  scintillation liquid in scintillation vials. Counterrs 
counting ef ficiency was 50%. ( 3 )  

D m - G R  interaction. The DNA-protein binding assays were 

carried out by band-shift analysis on gel electrophoresis uskg 

PA-III and UMR 106 ce11 extracts prepared from confluent PA-III, 

UMR 106, and CV-1 cells. The proteins bound to radioactive 

synthetic GRE DNA (see below) separated by gel electrophoresis. 

( 3 r 2 5 8 2 6 )  The CV-1 cells known to lack steroid hormone receptors 

were used as negative controls. (3,261 PA-III, UMR 106, and CV-1 



cells were incubated fox 30 '  with 100 nM of dexamethasone to 

ensure fi111 activation of putative GR and then homogdzed us* 

the extraction buffer (0.6 M KC1, 20 mM Tris pH 7 . 5 ,  20% 

glycerol, 1 mM m, 0.1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinin) and 

centrifuged at 10,000 x g for 10'. Five (5) pg of protein 

extracts was used for binding assays. Synthetic oligonucleotide 
GRE-US 5 ' AGAACACAGTGTTCT~ ' and complementary lower s trand were 
end-labeled using (y32 P) ATP and T4-polynucleotide kinase. The 

labeled oligonucleotides w e r e  annealed and purified by DNA- 

cellulose chromatography . ( 2  2 5 f  26) Ten thousand (10.000) counts 

per min of labeled-annealed oligonucleotides were used per 

binding assay in the presence of 50 pg/ml poly d(1) poly d ( C )  

(Pharmacia, Piscataway, NJ) . The receptor-DNA complexes were 

separated on 4% polyacrylamide gel using TBE (22.5 mM Tris- 

borate, 0.5 mM EDTA, pH 8) as electrophoresis buf fer at the room 

temperature. The gels were dried and autoradiographed by Kodak 

XAR-5 films using intensifyhg screens at -2o0C. 

Transient transfection and assays of ULT a c t f v i t y .  We 

analyzed the ability of endogenous GR to activate gene 

transcription in PA-III and U M R  106 cells transiently transfected 

by the MMTV-tk-CAT chimeric gene in the presence of the B- 
galactosidase expression vector cH110. The reporter plasmid MWïV- 

tk-CAT was constructed by the 352 bp HaeIII-PvuII fragment of 

MMTV-long terminal repeat by the addition of BamHI linkers and 

insertion at the BamHI site of p ~ ~ ~ ~ ~ 8 + .  The construct contained 

224 bp of tk-sequences adjacent to the CAT gene. The region 

between the TATAAA box and -224 contained al1 the hormone 

regulatory elements identified by nitrocellulose binding assay 

and DNAase-I footprinting. (3826) The PA-III and UMR 106 cells 

were cultured in DMEM/F-12 supplemented with 10% charcoal- 

dextran-treated fetal calf serum. gentamycin (16 pg/ml), and 

fungizone (1 pg/ml) . Then the cells were plated in 100-mm dishes 
with 4 ml of DMEM/F-12 supplemented with charcoal-treated fetal 

calf serum (10%) at a density of 6 X 105 cells/plate. =ter 
overnight incubation of the cells in a humidified 5% CO2 



incubator, 5 ml of fresh medium was added for 2 h before 

transfection. Cells were transfected by the calcium phosphate 
coprecipitation technique, us* 10 pg of reporter p l a d d  MWW- 

CAT and with 5 pg of &-galactosidase qression vector CHllO 

(~harmacia, Montreal, Canada). ( 3 f 2 6 )  Plasmids purified on a Cscl 

gradient and transiently transfected cells were treated w i t h  

various concentrations of dacamethasone (Sigma); RU 486, a G]R 

blocker (Roussel, Paris, France) ; and R1881, a synthetic androgen 

(Sigma) to assess whether endogenous GR and androgen receptor 

(AR) can activate transcription in these cells. The precipitate 

remained in contact with both the PA-III and UMR 106 cells for 6 
h. Then cells w e r e  treated with 2 ml of 15% glycerol in ~ a n k s '  
balanced salt solution for 3 min, washed twice, fed with media 

containing hormones from 1,000 X stock solutions in ethanol and 

finally harvested after 24 h for CAT assays as described 

previously. (2,261 Aliquots containing 10 unitç (u) of 15- 

galactosidase were used to detelmine CnT activity in these 

experiments. Results were expressed as mean of triplicate 

experiments done under identical conditions . (2 26) 

~xtraction of mRNR and analysis by Northern blots. 

Confluent (70-75%) cultures of PA-III and UME€ 106 cells were 

homogenized in 4 M guanidine thiocyanate (Fisher Scientific, 

Montreal, PQ) containing 25 mM sodium citrate, 0 -5% lauroyl 

sarcosine, 0.1 M 2-mercaptoethanol, and kept at -200~. The 

homogenate was extracted with phenol/chloroform and RNA was 

precipitated in 80% ethanol as described previously. (2 8 3 ) The RNA 

content was estirnateci by spectrophotometry at 260 and 280 m. 
Membrane was prehybridized and blots of total were probed 

with 32~-labeled cDNA probes labeled by random priming using 

[%] ~ C T P  (Amershan; Cat. No. PB 10205; 3,000-4,000 Ci/mmol, 10 
C i )  . Hybridization waç at 42OC as previously described ( 3  ) . 
The human cDNA probes of T G F ~ ~ ,  uPA, GAPDH were obtained from 

ATCC (Bethesda, Md) . Autoradiogram were exposed to Kodak X-Omat 
RP films with Cronax Lighting screens (Dupont, Lachine, PQ) for 3 

days. The intensity of the bands in the films was determined by 



LKB 2222-020 Ultroscan XL laser densitometer (Pharmacia, Baie 

dg Urfe, PQ) . Formamide was from BE&. Al1 other chemicals w e r e  of 
analytical grade. 

Stat is t fcal  crnaIysis.  Differences in group means were assessed 
for statistical significance using the one-tailed multiple 

comparison procedure of m e t t  only when treatments were 

c o q a r e d  with control values. When single cornparisons w e r e  made, 

Studentgs t test was used. (3 r13 -15 )  



1. &fgsrrrd-bfndfng danta;fn of GR in PA-XII and 106 

cells. Hormone binding studies confirmed GR in PA-III and UMR 

106 ce11 extracts. The association constant (Ka) was 0.22+0.1 x 

log r1 (x%E) in PA-III cells and 0.1e0.1 x log (Ps) in 
UMR 106 cells. Cytosols conta- binding capacity of 97225 

( x ~ E )  £mol per mg of protein (PA-III cells) and l35.7%8 (*SE) 

£mol per mg of protein (UMR 106 cells) . These data were in 
concert w i t h  w h a t  is known about GR in rat prostate cancer cells 

and osteosarcoma cells, indicative of intact GR homone-binding 

domain in PA-III and UMR 106 cells. (182827828) 

2. LWA-binding domain of GR in UMR 1 0 6  and PA-III cells. 

An intact GR-binding domain does not necessarily prejudge an 

intact GR-DNA binding doaain. Theref ore, DNA-band shif t analysis 

documented that activated GR in PA-III and UMR 106 cells binds 

radiolabeled GRE (Fig. 1, lanes 6 and 9) . The specif icity of the 
radiolabeled band in our experiment was detexmLned by its absence 

(a) in experiments using extracts of CV-1 cells known to contain 

no steroid hormone receptors (Fig. 1, lanes 2-4) , (b) in control 
experiments performed without ce11 extxacts (Fig- 1, lanes 1 and 

51, and (c) its decreasing signal in cornpetition experiments 

using 10-fold and 100-fold rnolar excess of radioinert GRE (Fig. 

1, lanes 7, 8, 10, 11). 



Fig. 1. Ari example of the DNA band-shift analysis in CV-1, PA- 
111 and UMR 106 cells, Note the absence of GR-DNA radiolabeled 
band in CV-1 ce11 extxacts (control experiments); lune 1= 
analysis without ce11 extracts, lane 2= CV-1 ce11 extracts 
preincubated with 100 nM of dexamethasone, and lanes 3 and 4= as 
in laae 2 but analyzed with 10-fold and 100-fold molar excess of 
radioinert GRE DNA, respectively. GR-DNA radiolabeled band was 
also absent in analysis without ce11 extracts in lane 5 ,  GR-DNA 
radiolabeled band was detected in both the PA-III and UMR 106 
ce11 extracts ( l a e s  6 and 9, respectively) . The signal of the 
GR-DNA radiolabeled band decreased when ce11 extracts as in lanes 
6 and 9 were analyzed in the presence of IO-fold and 100-fold 
molar excess of radioinert GRE DNA (PA-III cells: laaes 7, 8, and 
UMR 106 cells: laaes 10, 11, respectively). 



3. ~ranscrdpfion actfvstion in Pa-SSI and tZHR 106 tells. 

Because, an intact GR-DNA binding domain does not necessarily 

prejudge a transcriptiodly active GR, we d y z e d  -ans- 
activation of PA-III and UMR 106 cells transiently transfected by 

the MMTV-tk-CAT reporter gene in the presence of the g- 

galactosidase -session vector CHl10. CAT activity was measured 

in response to dexamethasone and RI818 treatment in aliquots 

estimated to contain 10 d t s  (U) of 8-galactosidase activity. 

~ncreasing concentrations of dexamethasone s thulated the 

transcription activity of the MMTV-tk-CAT chimeric gene in PA-III 
and UME€ 106 cells (Fig-2, PA-III; lanes 2-4: UMR 106; lane 10). 

R1881, a synthetic androgen, did not activated transcription 

of MMTV-tk-CAT reporter gene in transiently transfected PA-III 

cells (Fig. 2, lanes 6-8) and marghlly stimulated CAT activity 

in transiently transf ected UMR 106 cells (Fig.  2, lane 11) . These 
data confirmed androgen-insensitivity phenotype of PA-III cells 

and AR in UMR 106 cdls. ( 2 f 2 9 )  The levels of CAT activity 

stimulated by RI881 (10-~ M) was significantly lower than those 

obtained by dexamethasone ( 1 0 ~ ~  M) in transiently transfected UME€ 

106 cells (Fig. 2, ime 10,11). Because the experiments were 

perf ormed in aliquots containing 10 U of p-galactosidase 

activity, these data possibly suggest signif icantly lower number 

of AR compared with that of GR in UMR 106 cells. 
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F i g .  2. Endogenous transcription activity of GR and AR as 
detected by CAT activity in PA-III and UMR 106 cells transiently 
transfected with the MMTV-CAT chimeric gene in the presence of 
the f3-galactosidase expression vector CH 110. CAT activity was 
analyzed in aliquots containing 10 Units (U) of p-galactosidase 
activity as described in Materials and Methods. PA-III cells:  
L-e 1= contxol analysis (without hormone treatment) , lanes 2= 1 . . 

nM, lane 3= 10 n& l&e 4= 100 nM of dexamethasone. RI881 failed 
to stimulate CAT activity in PA-III cells as detected in laae 5= 
control anaiysis, lme 6= 1 lame 7= 10 n& and Iane 8= 100 nM 
of R1881; UMR 106 cells: lame 9= control analysis, lane 10= 100 
nM of dexamethasone, laae il= concentration of 100 nM of RI881 
modestly stimulated CAT activity in UMR 106 cells. 



4.  me role of OR functfon in PA-111 lADZ 206 ce21 

gr&. Dexamethasone significantly enbnced the distribution of 
PA-III and üMR 106 cells in the Gl/Go phase, suggestive of an 

arrest or prolongation of ce11 cycle in G~/Go phase (Table 1). In 

addition, increasing concentrations of dexamethasone decreased 

3~-thymidine incorporation (Fig. 3 ,  upper panel) and DNA content 

in PA-III and UMR 106 celis ( F i g .  3 .  l ower  panel). RU486, a GR 
blocker reversed dexamethasone8s inhibition of PA-III (Fig. 4, 

upper panel) and UMR 106 cells ( F i g -  4, upper panel) , There w a s  

no microscopie evidence of apoptosis in PA-III and üMR 106 cells 

treated with 1 0 - ~  M of dexamethasone for 48 h as assessed by 

trypan blue exclusion test. ce11 detachment, ce11 shrinkage, 

chromatin condensation and fragmentation of nuclei, 



F i g .  3. Dexamethasone' s inhibition of the tritiated-thymidine 
incorporation (upper panel) and DNA content (ïower panel) in PA- 
III and UMR 106 cells after 24 h and 48 h incubation, 
respectively. Cells were cultured in DMEM/F-12 medium containing 
0.5% BS. Results were expressed as % below controls ( %  below 
control= incorporation of tritiated-thymidine or DNA content in 
cells treated with dexamethasone minus incorporation of 
tritiated-thymidine or DNA content of control cells divided by 
the latter and X100). Tritiated-thymidine incorporation of 
control PA-III cells=13,649~534 and UMR 106 ce11s=17,733~1,044 
(cpm/pg DNA;  SE) and DNA content of control PA-III 
cells=3.99~0.11 and üMR 106=3.7410.31 (pg DNA/well; =SE) in 
triplicate determinations.+p~O.001. 
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Fig. 4.  U p p e r  panel: Dexamethasone decreased the DNA content in 
PA-III (CI) and UMR 106 (1) cells (lanea A and D, respectively) . 
RU486 did not alter significantly DNA content in PA-III and UMR 
106 cells (lunes C and F, respectively) but blocked 
dexamethasone's inhibition in PA-III and UMR 106 cells (lanes B 
and K. respectively). Lower panel: A n t i - ~ ~ ~ p l  polyclonal antibody 
did not alter the DNA content in PA-III and UMR 106 cells (lanes 
C and F, respectively) but blocked at least in part the 
dexamethasone's inhibition in PA-III and üMR 106 cells (laxres B 
and E, respectively). Experimental conditions were as described 
in the legend to the Fig. 3. Control levels of DNA content in PA- 
III cells =3,99 + 0.118; UMR 106 cells =3,75 5 0.311 in 
triplicate determinations (pg DNA/well; =SE) . *p<O. 001. 

5. IGF-I and T G F / ~ ~  act ions  in PA-XII and ûMR 106 c e ~ h i ~  
Increasing concentrations of T G F ~ ~  significantly lowered the DNA 

content of PA-III and UMR 106 cells (Table 2). Under identical 



experimental conditions, 25 ng/ml of T G F ~ ~  enhanced the 

distribution of PA-III and üMR 106 cells in the GofG1 phase of 

the cell cycle. This was indicative of an a n e s t  or prolongation 

in the GO/G1 phase of the ce11 cycle (Table 1) . In addition, the 
effects of the TGFB ~  (10 ng/mï) and dexamethasone (10-7 M) were 
additive in lowering the ENA content in PA-III and UMR 106 ce11 
cultures (Table 2) . Therefore, TûFBl and dexamethasone had 

apparently similar effects in PA-III and üMEX 106 cell growth. 

D-amethaaona 100 n M  

plus 10 ng/ml ?iGFB1 

plus anti-TGF~I ab 

plus 10 n g / m l  PDGF 

plu= 10 n g / m l  XGF-I 

- - -  - -- - - -- - 

DNA content in control PA-III= 3.33z0-21, U M R  106 cells= 

3.8840-16 ; X-E; DMEM/F-12 containi- O - 5% CS < 48h incubation) - 
* P < O ,  001,  

IGF-1 increased the distribution of PA-III and UMR 106 cells 
in the S+G2/M phase of the ce11 cycle (Table 1) and exogenous 

IGF-I stimulated the proliferation of UMR 106 and P A - I I I  cells 



(Table 3) . Interestingly, 10 n g / d  of IGF-1 completely reversed 
T G F ~ ~  and dexamethasone inhibition of PA-III and UMR 106 cells 

(Table 2)  . Therefore, IGF-1 and TGF$l/dexamethasone had oppusite 
effects on ce11 growth and ce11 distribution into the ce11 cycle. 

S m r u m -  Proeh DMEMIF- 12 < control> 

plus 10% calf se- 

plus ariti-IGF-I ab (1:2,000) 

plus I G F - X  (10 ==/ml) 

plus XGF-1 + anti-XGF-I ab 
plus  WMR 106 -11-CM (100 pg/ml) 

plus UMR 106 cell-CM + anti-IGF-I ab 

Serum-froe DHEWIF-12 < conttol> 20,778 2 2,007 

]plus 10% cale senant 62,174 2 1,781- 

plus anti-fGF-I ab (1:2,000) 18,997 2 2,11L 

plus IGF-I (10 ng/ml) 57,982 3 2,663* 

plus  IGF-I + anti-IGF-I ab 22,132 " 1,278 
plus PA-III cdl-CM (100 pg/ml) 35,663 * 2,281* 
plue PA-XII cell CM + mi-IGF-I ab 21.338 2 1,223 

6,  P A - I I I / ï M R  1 0 6  CM and uPA effects in P A - I I I  and UMR 

1 0 6  cells, UMR 106 CM and PA-III CM stimulated the 

proliferation of PA-III and UMR 106 celis, respectiveiy. Because 

anti-IGF-1 monoclonal antibody completely blocked these actions, 



we concluded that mitogedc activity of UMR 106 CM and PA-III CM 
was mediated at least in part by an --dependent mechaniçm 

(Table 3 ) .  

Seruan-f  rse D M E W / F - 1 2  <control> 17,677 * 1,223 
p l u s  rat uPA 1 xlg/ml 16,651 = 2,198 

10 ng/ml 16,389 2 1,955 

100 n g / d  15,004 * 1,557 
1 C L S / ~  15,550 * 2,866 

p l u s  rat uPA 1 ng/ml 23,468 2 854 

10 ng/ml 37,029 * 1,241* 
100 =/ml 46,582 * 3,237* 

p l u s  rert uPA 10 ng/ml 23,249 * 3,025 
+ a r i t i - I G F - I  ab (1:2,000) 

plus hurmm uPA 0-1 p g / m l  22,652 2 1,877 

10 p g / d  38,155 * 2,334* 

Rat uPA purified from PA-III CM (17) and human uPA 

stimulated the proliferation of UMR 106 osteosarcoma cells (Table 

4). The concentration of human uPA (100 pg/ml) required to 

stimulate üMR 106 rat osteosarcoma cells was 100-fold to 1000- 



fold higher than that of rat uPA (100 ng/ml). These data 

suggested a species-specific barri- for human uPA actions in UMR 

106 rat osteosarcoma cells. Rat and human uPA had no appreciable 
effect on the proliferation of PA-III cells (Table 4 ) .  Therefore, 

the mitogenic actions exerted by human and rat uPA on UMR 106 

cells were apparently cell-specific. The proliferative activity 

stimulated by rat and human uPA in UMR 106 osteosarcoma cells was 

completely neutralized by anti-IGF-1 monoclonal antibody. 

Therefore, mitogenic actions of uPA in üMR 1 0 6  cells was mediated 

by an IGF-dependent mechankm (Table 4) . 

7.  t ? ~  function and TGF~I and @A nRlQa expression. To 

further characterize the interplay between GR function and T G F ~ ~  

and uPA actions in PA-III and UMR 106 celis, w e  assessed by 
Northern analysis the effects of dexamethasone on TGFBI and uPA 

mRNA expression (10-~ M of dexamethasone for 48 h). Dexamethasone 

d o m  modulated uPA m m  (Fig. 5) and up modulated (2-fold) TGF~I 

~ R N A  expression in prostate cancer cells as was reported 
( 2 r 3 )  

previously. Dexamethasone did not alter TGFpl mRNA 

expression in UMR 1 0 6  rat osteosarcoma cells ( F i g .  5) and uPA 

mRNA was undetectable in UMR 106 cells. Failure of dexamethasone 
to modulate T G F ~ ~  m m  expression was previously reported in MG- 

63 human osteosarcoma cells and normal human osteoblasts. The 
increasing TGFpl activity detected in these ce11 systems was 

attributed to activation of latent-TGFBI by the up regulated 
( 3 0 , 3 1 1  

cathepsin-B and -D expression. 



RELATIVE EXPRESSION OF uPA mRNA 
(uPAIGAPDH: % below control PA-III cells) 

RELATIVE EXPRESSION OF TGFpi mRNA 
(TGFplIGAPDH: % below control UMR 1 O6 cells) 

ineh rua 
0 0 0 0 0 0  u 7 



in addition, 10 ng/ml of IGF-1 completely reversed 

dexamethasone ' s inhibition of PA-III and UMR 106 cells (Table 2 ) , 

Recently, dexamethasone down regulated IGF-1 mRUA q r e s s i o n  in 

UMR 106 tells. 
(32) 

Therefore, it is fair to state that dom 

modulation of IGF-1 mRNA and activation of latent-TGFfh m d a t e  

probably dexamethasone's inhibition of UMR 106 cells. 

Because PA-III  ce11 CM contained IGF activity (Table 3 ) ,  

conceivably producing IGFs. it is possible that an IGF-dependent 

mechanism participates in the dexamethasone inhibition of PA-III 
cells . 



Recently, the ability of transplant& PA-111 cells to produce the 

osteoblastic reaction in L-W rat skeleton was exploit& as an in 
vivo mode1 for studying the paracrine interactions between 

prostate cancer cells and osteoblasts . (2.9.11, l7 , 18.22-24) The 

failure of androgens and androgen-depletion therapies ta modulate 

the growth of PA-III tumors in L-W rats - )  suggested that 

AR function is not necessary for the development of the 

osteoblastic reaction in this system. (22 , 23 ) This concerts 

clinical data suggestkg that osteoblastic metastases in advanced 

prostate cancer are frequently androgen-insensitive and comon 

sites of diçease progression toward the terminal stage of the 

disease (hormone refractory cancer; stage D3). (33-35) The median 

sumival in stage D3 prostate cancer patients is 4 to 12 monthç. 

(35) 

Recently, the use of high-doses glucocorticoids treatment 

( 0 - 5  mg/kg/day) provided evidence for subjective and in a few 

cases objective clinical response in stage D3 hormone ref ractory 

prostate cancer patients. (368 37) In addition, previous studies 

have shown that GR function inhibited the proliferation of 

androgen-insensitive PC-3 human prostate cancer cells, ( 3 )  

suggesting that GR function can be of clhical importance in 

hormone ref ractory prostate cancer. (22 , 23 ) Theref ore, we 

analyzed the possible mediators of GR function in PA-III and UME€ 

106 osteosarcoma cells, evaluating the interplay of 

glucocorticoids with PA-III CM, UMR 106 CM, T G F ~ ~ ,  uPA, and IGF-1 

to control the growth of PA-III and üMR 106 cells. 

Intact GR was detected in PA-III and UME€ 106 cells and 

dexamethasone inhibited the growth of PA-III and üMR 106 cells. 

Dexamethasone's inhibition of UMR 106 and PA-III cells was 

neutralized by a n t i - ~ ~ ~ p  antibody. In addition, GR function 

dif f erentially modulated the expression of T G F ~ ~  (up modulation) 



and uPA (dom modulation) in PA-III cells while had no effect on 
T G F ~ ~  mRNA expression in UMR 106 cells. We did not detect uPA 

mRNA eression in UMR 106 cells. Although it is possible that 

UMR 10 6 osteosarcoma conta- uPA mRNA expression undetectable 

by North- analysis used in our eeriments. it is fair to 

conclude that in the context of cell-ce11 interactions presence 

of uPA receptor alone is enough to direct the Mtogenic activity 

exerted by PA-III cell-produced uPA on IJMR 106 osteosarcoma cells 
(l6,17,22,23) 

To date several studies have documented the important role 
of T G F ~ ~  in prostate cancer tumors. (22 23 38, 39) Tû~pl inhibited 

the growth of human prostate cancer cells, (3) interf ered with 

extracellular matrix protein formation and degradation, (38 , 39) 
inhibition of ce11 adhesion to fibronectin via overacpression of 

tenascin, (40 )  modulation of integrins adhesion molecules, (41)  
and angiogenesis . (42 ) Theref ore, increased expression of T G F ~ ! ~  

mRNA 9 PA-III cells and increased T G F ~ ~  activity in UMR 106 

cells produced by dexamethasone treatment can affect the growth 

of PA-III cells, ability of PA-III cells for invasion and 

metastases, and cell-ce11 interactions between PA-III cells and 

rat bone cells. 

The failure of GR to modulate T G F ~ ~  mRNA expression in UMR 

106 osteosarcoma cells is in concert with previous studies which 
reported that dexamethasone increased T G ~ f 3 1  activity without 

affecting T G F ~ ~  mRNA expression in human MG-63 osteosakcoma cells 

and normal human osteoblasts. The increasing TGFBI activity in 

normal human osteoblasts and MG-63 osteosarcoma cells was 

attributed to up regulation of cathepsin-B and cathepsin-D 
( 3 0 , 3 1 )  

wression, which in turn activated latent-TGF~~. In 

addition, the ef fects of TGF~I are known to depend on the 

presence of other growth factors, degree of ce11 differentiation 

and confluence of the osteoblast-like culture systems, (31t43-45) 

suggesting that local IGFs and uPA expression/activity and GR 



function can interplay with TG@1 expression/activity to control 

cell-ce11 interactions and ce11 growth of PA-III and UMR 106 

cells , 

in this conte, our data documented that üMR 106 CM and PA- 

III CM contained mitogens which exerted their actions by an IGF- 

dependent mechanism. Furthermore, the m i  togenic ac tivi ty exerted 
by rat uPA purified by PA-III CM (17) and human uPA on UMR 106 

osteosarcoma cells was mediated by an IGF-dependent mechanism. 

Therefore, uPA participates in PA-III and UMR 106 cell-ce11 

interactions b~ a IGF-dependent mechanism, Finally , 
dexamethasonefs inhibition was neutralized by exogenous 
administration of anti-TGFB~ antibody and IGF-1, therw 

suggesting that GR function is at least in part mediated by a 

TGFP-dependent and IGF-dependent mechanisms in both the PA-III 

and UMR 106 cells* 

Based on these data, it is tempting to postulate that high- 

doses dexamethasone treatxrtent cari have an impact on cell-ce11 

interactions in PA-III cell-induced =or in rat bone, 

Particuïarïy, d o m  regdation of uPA expression in PA-III tells 

can produce changes in cell-ce11 interactions in t h i s  system. 

Decreasing uPA expression can temper local hydrolysis of IGFBPs, 
(17,18) which in its turn decreases IGFs 

bioavailability/activity, locally (Fig.6). fn addition, 

dexamethasone can down regulate IGFs expression in rat 

osteoblasts. 
(32 

Consequently, both these mechanisms can result 

in decreasing IGFs activity , provoking regression of the PA-III 
cell-induced tumor and blastic reaction in rat bone (Fig. 6)- 

Purthemore, dexamethasone's up regulation of T G F ~ ~  

expression in PA-III cells (Fig. 6) combined with increasbg 

TGFB ~  activity in UMR 106 cells (Fig.6) predict net increase of 
T G F ~ ~  activity in PA-III cell-induced tumors in rat bone. 



Therefore, high-doses glucocorticoid treatment possibly regresses 

PA-III cell-induced tumor in rat bone. It is conceivable that 

similar mechanisms mediate the objective yet unexplainable 

clinical response fortuitously produced by the use of high-doses 

glucocorticoid therapy in hormone refractory prostate cancer 
patients (3,22,23,36,37) 

REGR€SSON 
OF P M I  

CELL-MWCED TUMOR 
IN RAT BONE 

F i  6 ,  An attempt to summarize the putative changes in cell- 
ce11 interactions produced by high-doses dexamethasone treatment 
in PA-III cell-induced tumors in rat bone. It is conceivable that 
glucocorticoids decreases IGFs activity and increases TGFB 
activity, which in turn can inhibit the growth of PA-III prostate 
cancer cells and local rat osteoblasts, thereby provoking 
regression of PA-III cell-induced tumor in rat bone. We postulate 
that similar changes in cell-ce11 interactions in osteoblastic 
metastases are possibly associated with the objective clinical 
response fortuitously produced by high-doses glucocorticoid 
therapy in stage D3 hormone refractory prostate cancer patients. 
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CONCLUSION 

Le cancer de la prostate localisé et diagnostiqué, précocement, peut, dans une grande majonté de 
cas &e 6radi~ué. Cependant, environ 30 à 40% des nouveanx cas diagnostiqués soufhnt Qéja 
d'un cancer avancé de la maladie- Lz cancer avancé de k prostate se caractérise par la présence 

de m6tastases distantes; d'abord au niveau des ganglions et, à un stade tri% avanct, au niveau 
des os. Le nombre croissant de m6tastases osseuses (> 3) constitue un facteur extrêmement peu 

favorable B la survie des patients. La privation aux androgènes constitue la stratégie 

thérapeutique standard contre le cancer avancé de la prostate. Lzs observations cliniques du Dr 
Culig ont démontré que le AR est eqrim6 autant dans les tumeurs primaires que dans les 
tumeurs récidivistes et leurs rn6tastases 13001. Kleinerman a même démontré que le AR &ait 

présent dans 38 des 42 métastases osseuses analysées et développés à partir du cancer de k 
prostate[383]. La progression de la matade vers un stade réfractaire à I'hormonothérapie, 

malgré la présence du AR à tous les stades de la maladie, suggère une approche différente pour 
braiter la maladie. 

Plusieurs agents chimioth6rapeutiques, tels que l'adriamycine, le mithoxantrone, le 

cyclophosphamide et la suramine, administrés seuls ou combinés, ont souvent été utilisés contre 

le cancer avancé de la prostate [335,34û-342,359,3681. Cependant, les résultats sont décevants 
en raison de l'exeme résistance de ces mttastases à la chimioth&apie. Les mécanismes 
impliqués dans la résistance tumorale Z i  la chimiothérapie ne sont pas encore bien élucidés. 

Nos résultats ont conf ï ïé  l'importance de facteurs de croissance (IGF-1, TGFf31. etc.) et 

des protéases tumorales (uPA, etc.) dans les interactions qui favorisent le développement des 

m4tastases osseuses du cancer de la prostate. Ces interactions sont aussi responsables de la 

réaction ostéoblastique subséquente. Dans œ contexte, nous avons démontré pour la premiike 

fois que ces mêmes facteurs pourraient être, en partie, directement responsables de la protection 
contre l'apoptose induite par des agents cytotoxiques, tels que l'adnamycine. 

Il est même possible de proposer que les facteurs de croissance et cytokines présents dans 

l'os seraient aussi impliqués dans la variabilité de réponses I'hormonothérapie et à la 

progression de la maladie au niveau des métastases osseuses. Les 6tudes m vivo de Teicher et 
ses collègues abondent dans le même sens [359]. En effet, ces expériences ont démontd que 



les tumeurs produites par les lignées hmnaines du cancer de la prostate (PC-3, DU-145 et 
L N W )  chez les souris nude ou SCID sont hautement hseinseIes aux effets cytotoxiques de 

l'adriarnycine, du melphalan et du cyclophosphamide. Dans ces conditions bi vivo, la résistance 

observée est associée B de grandes quantités d'expzession en TGQ. 

Par aillem, 1 a été démontré que les nombreux facteurs de croissance et cytokines 
présents dans le tissu osseux agissent aussi comme facteurs de survie pour les ostéobiastes en 
culture, en absence de sérum [351]. Les IGFs, l'insuline et Ie bFGF, et autres facteurs solubles 

encore non identifiés, constituent des puissaots facteurs de survie pour les ostéobhstes dans ces 
conditions. Nos analyses par cytométrie en tlux ont demontré que les ostéoblastoïdes MG63 
sont intriasèqyement résistants B I'ADR. Après 48 heures de traitement, aucun indice 
d'apoptose n'a été détecté avec une dose de 100 nM à' ADR, la réponse à YADR se traduisant 
dors par un blocage dans la phase G2/M du cycle cellulaire. LES niveaux d'apoptose induite ik 

une dose de 5pM n'était que de 19% après 48h de traitement (dom& non montdes). 

Les facteurs de survie du tissu osseux sont aussi capables de protéger les cellules 
métastatiques du cancer du sein (3e~trog6no-n6gatives contre les effets des agents cytotoxiques. 
En effet, la réponse B I'ADR par les cellules MDA-MB-23lERo a récemment été 6tudiée. 
L'analyse par cytométrie en flux montre que la lignée MDA-MB-231 répond A I'ADR, dans les 
mêmes conditions de culture et aux mêmes concentrations en ADR, de façon similaire B la 

Lignée PC-3 en culture classique (tableau II). On observe alors, une augmentation du nombre de 

ceildes en apoptose (cG1) en fonction de la dose (100nM et 5p.M) et du temps d'exposition 
(6'24 et 48 heures). 

La lignée MDA-MB-231, tout comme la lignée PC-3, est homono-indépendante. Les 
cellules MDA-MB-23 1 sont aussi stimulées par IGF-I(50nglm.L) et par de doses croissantes de 

CM MG-63, aux mêmes doses que celles utilisées avec PC-3 (figure IC). Une diminution du 
nombre de cellules vivantes conjuguée un plus grand nombre de cellules mortes, explique la 

variation du rapport VA4 (vivantes/mortes) de 25.4 dans la population témoin, à 4.8 en présence 
de TGFP 1 (figures 1C et 2C). Par contre, le IGF-I, le CM MG-63 et le TGFBl se sont av& 
capables de bloquer partiellement les effets de I'ADR après 48h de traitement (figure 2C). Ces 

résultats pourraient expliquer pourquoi cliniquement, les patientes soufnant du cancer du sein 
oestrogéno-insensible (ER3 et portant des métastases osseuses ont un pronostic extrêmement 
peu favorable à leur survie. La p&nce de facteurs de survie du tissu osseux pourrait aussi 



expiÏqner pourquoi les meurs de ces patientes sont extrêmement insens'bles B la 
chimiothérapie et pomquoi la maladie progresse plus rapidement qye chez les patientes souffimt 

d'un cancer du sein ER+ [384,385j. 

TABLE II : Apoptose (<Gl; % du nombre total des ceildes) et dishibution (%) des 
celinles MDA-MB-231 dans le cyde cellulaim (X+SD) 

ail : m m  S C;21Y 

Les cdluks MDA-MB-231 ont Ct t  mises en cukure avec du DMEM/F- 12 B 5.0% a. 





IGF 1 (50 nglml) d41 

Rapport nombre des cellules vivantes sur mortes 
(ND RATIO) Log 

Figure 2C : Les faeteus de survie dérivés des ostéobiastes protègent partiellement les 
ceUdes MDA-MB-231 contre les effets cytotoxiques de I'ADR. L'ADR ii lûûnM et 5 pM 
diminue le ratio A D  de 25.5, au niveau du temoin, ik 2.3 et O. 1 1 respectivement Le CM MG- 
63, le IGF-1 et le TGFBl sont capables de bloquer partienement les effets de I'ADR et 
d'augmenter le ratio ND. 

Le cancer du sein exprime l'origine un phénotyp homonodépendant, non-m6tastatique 
et sensible à la privation aux œstrogènes. La progression de la maladie vers un stade a v d  se 
caractérise par un phenotype homono-indépendant, résistant aux thérapies antiastrog6niques et 
cytotoxiques avec des propri6tés de croissance hautement invasives et m6tastatiques. Cette 

progression est souvent accompagnée & mutations altérant la fonction du ER ou la croissance 
aberrante de cellules canCereuses ER-nkgativa (ER inactif ou nonexprimé). Il est donc 

possible que d'autres phdnornènes soient aussi impliqués dans la résistance il la chimiothérapie 
dans les tumeurs ER-nhgatives. Le modèle cellulaUe MDA-MB-23 1 œstrogéno-indt?pendant, 
contrairement ik la lignée MCF- ER+, exprime une pmté'ie p53 mutée et non-fonctionnelle 
[386], n'exprime pas le phhotype de MDR de résistance multiple aux drogues [387], et produit 
jusqu'h 5 fois moins de l'oncogène mti-apoptotique hl-2 en réponse aux oestrog&nes [388]. 
Ces trois facteurs sont donc moins importants daos la résistance ià la chimiothdrapie des clones 
ER'. 



lï a 6tc démontré que les œildes MDA-MB-231, ainsi qye 1s tumeurs primaires ER- peu 
diffhnciées, expriment de f q n  mmthtive le factair de ûamai@ion NF-kappaB 13891. Lt 
facteur de transcription NF-kapeaB est Strictement contrô16 par le ER dans les ceildes du camr 
du sein ER+. De plus, il a i96 démontré que la présence de NF-kappaI3 protège les ceildes 
cancéreuses conm l'apoptose induite par le TNF(tumor necru&$faaor)-alpha, les radiations 
ionisantes et la daunonibicine 1389,390,3911- Par ailleurs, en absence de sérum dans le milieu 
de culture, la voie de sipnaiisation anti-apoptotique empruntée par I'insuline chez les cellules 
MO(Chinese Hmnrter 0vary)-R surexprimant le récepteur pour l'insuline (IR), l'activation & 

NF-kappaB constitue une étape essentieue pour abolir le signal Gapoptose 13921. Dans ces 
conditions, l'action anti-apoptotique de I'insuline dépend entihement de I'activit6 tyrosine b a s e  

du IR. La suite implique les voies de signalisation Raf-l-dépendante qui active aiors NF- 
kappaB et la voie PB-kinase-dépendante. II est donc possible que les facteurs & survie présents 

dans le tissu osseux activent le f a d w  NF-kappa et s'opposent ainsi aux effets cytotoxiques 

des agents chimioth6rapeutiques. L'activation de NF-kappaB pourrait alors inhiber I'apoptose 
par un effet combiné de régulation des gènes impliqués dans la réparation de l'ADN etfou dans 

le cycle cellulaire, tandis que la voie PU-icinase-dépendante activée pourrait moduler l'activité 
des protéines de contrôle de I'apoptose de la f a d e  BCL-2. 

En effet, la voie PI-3-kinase semble être la voie empruntée par les facteurs de croissance et 

les cytokines dans la promotion de la survie cellulaire [393-3971. Les travaux de D a .  13931 et 

del Peso 13941 ont démontré que la PI-3-kinase, activée par les facteurs de survie et les 

cytokines, phosphoryle directement la sé~e-thréonine kinase Akt dont la suite de la cascade 

aboutit à la phosphorylation de la protéine BAD (Bcl-xUBcl-2 associated death promotes). La 
proteine BAD phosphorylée serait alors séquestrée dans le cytoplasme sous la forme d'un 

complexe avec la protéine 14-3-3, permettant alors d'abolir l'apoptose et promouvoir la survie 

cellulaire. Des données récentes attrïibuent un rôle direct pour la familie des protéines 14-33 et 

la prot6ine p 1 1, en s'associant avec la protéine BAD ou en interagissant avec les protéines Raf-1 
kinase, la protéine kinase C et la PI-3 kinase, de façon à amplifier la cascade conduisant à la 

phosphorylation de la pro the  BAD 13981. De plus, des récents travaux ont d6tennin6 que les 
protéines de la famille B U - 2  anti-apoptotiques @cl-2 et bcl-xL) et pro-apoptotiques (BAD et 
BAX-alpha) constituent les " point-contr6Ie " suite aux dommages à l'ADN causées par les 
agents chimiothérapeutiques 1399-4011. Ces études suggèrent que ces proteines s'opposent ou 
induisent I'apoptose en amont de l'activation des caspases ou autres protéases apoptotiques. Ces 

protéines peuvent favoriser l'apoptose en ouvrant les mégapores mitochondriales qui ii'bèrent 
alors le cytochrome c ou d'autres agents apoptotiques (la kinase AIF ou Apaf, par exemple) qui 



vont activer Ies  caspases et tes autres pmtéases ins>Ii@a dans p h  d ' e x ~ ~  du si@ 
apoptotiqye. L'induction de I'apoptose par BAD et BAX-alpha se produit par liaison & ceIIes- 
ci, B i'etat non-phaqhoryI6, avec bcl-2 ou bcl-xL. 

SURVIE + - y  
Figure 3C : Voie de signalisation des facteurs de d e  et Ieur adion anti-apoptoüque. En 
absence & signaux & amie, les agents cytotoxiques ou pharniecoIogiques induisent i'apoptose suite ii 
kt rupture membranaire des mitochondries et B l'activation des caspases ou autres protéases (A). 
L'oncogene pro-apoptotique Bad non-phosphoryIé interagit avec 1 s  protéines anti-apoptotiques ancrées 
dans la mitochondrie a permet l'ouverture de mégapores. Les facteurs de croissance et les cytokines 
agissent comme f~teurs & sunrie en empruntant une voie commune dans le =lai du signal qui aboutit B 
la phosphorylation & Bad et B l'opposition du signal apoptoticpe des agents cytotoxiques (B). 
L'activation du facteur & transcription WkappaB peut aussi favoriser la survie ceiiuke ai induisant 
probabIement La transcription & gènes & survie (réparation, détoxication, les g h e s  précoces c-fos et c- 
myq e*)* 

Ainsi, I'ensemble des résultats expérimentaux exposés ci-haut pourrait définir les 
mécanismes moléculaires intracellulaires du mode d'action des facteurs de survie, en s'opposant 
aux effets cytotoxiques des agents pharmacologiques. La compréhension de ces mécanismes 
comporte un intdrêt très particulier dans la mesure où de nouvelles voies thdrapeutiques contte le 
cancer peuvent être développées. 



Figure 4C : mets de g i u c o c o r t i ~ o ~ d e s  et du TGFBl sur les interactions entre les d u l e s  du 
cancer de la prostate et ks osteobiastes. Le dexaméthasone (DEXA) et le TGWl i n f i l i t  h 
prolifi%ation cellulaire des celuiies métastatiques du cancer & la prostate (PC-3, PA-III) a des 
ostéobiastoTdes (MG-63, UMR-LM). Le GR activé, p h t  et fonctionnel dans chacune des 1ignées B 
i'étude, augmente la tmsaiption & I'ARNm du TGml dans les lignées PC-3 et PA-III et active hi 
forme latente de œ polypeptide via une pmtéoIyse effectuée par les cathepsmes B et D, produites par les 
ostéoblastes. L e  DEXA et le TGWl diminuent la biodisponibilité des IGFs via une stimulation & h 
production des IGBFPs ou par une répression & leur expression, surtout dans tes ostéoblastes. Les GCs 
affectent i'activité de SUPA suite à une diminution & son expression par les œflules & cancer & hi 
prostate ou par une augmentation & la production du PAI-1 par les ost8oblastes. Les effets uih'biteurs 
du DEXA et de TGml peuvent étre bloquées, en dûwe, en présence & IGF-I, PDGF ai un anticorps 
dirigés contre le 'ïûm 1. 

LRS 6tudes portant sur la fonction du GR ont démontré que le dexaméthasone inhibe la 
prolif6ration de cellules humaines du cancer de la prostate PC-3 et des ostéoblastoïdes MG-63 
(figure 4C). Le TGF$l serait, selon nos résultats, l'un des médiateurs directs des effets des 
glucocoaicoïdes dans ces lignées, soit par une augmentation de l'expression de son ARNm 

(PC-3) ou de son activation (MG-63). Dans le sysîèrne homologue in vitro compos6 de lignées 
de rat PA-III (cancer de la prostate) et UMR-106 (ostéoblastoïde), le TGFpl constitue aussi un 
médiateur important dans la réponse au dexaméthasone. De plus, œüe demi&= Ctude a 



démontd qye les GCs peuvent modifier l'expression etlm la produdion de plas importantes 

molécules impiiquées dans le développement tumoral et la réaction ostéobiastique subséqyente. 
L'ensemble de ces résuIt;rts su@ qn'un effet comb'm6 de diminution ai uPA, en IGF-1 
(probablement PDGF et autres faicteurs) et m e  angmentation en TGWl pourrait conduire B une 
régression tumorale et à une inhibition de la réaction ostooblastique W~gure 4C). 

A partir de résultats chiques ou expérinaentaux in vivo, il est possible & postuler que les 

effets des GCs Vi w o  pourraient impliquer un effet combin6 de niminution en IGF-I et une 
augmentation en TGFf31. Chez les personnes soufnant d'asthme. par exemple, un traitement ii 
long terme et il des doses relativement élevées en GCs conduit à un étaî ostéoporotique (63-651. 

Chez les patients GHd&icients, un araitemnt ii long terme avec du GH ou le IGF-1 produit, au 
cours des six premiers mois, une perte de masse osseuse mais un net gain de masse osseuse 
après douze mois de traitement [47]. De plus. chez les souris ttansg6niques, la surexpression 
spécifique de TGFp2 par les OBs se traduit par une perte progressive de L'os. Cet état 

osteoporotique ch- les souris semble ê t ~  associé une incapacité des OBs a former et 

min6raliser la ME0 et à une augmentation de la résorption osseuse [160]. 

Les GCs pourraient constituer un agent thérapeutique d'avenir contre le cancer avancé de 

la prostate ou du sein en interf€mt avec la fonction de facteurs de progression et de survie de 

métastases osseuses. Hellman rapportait en 1993 14021 qu'un traitement à hautes doses en 

GCs, combine avec une irradiation de la base du cAe ,  avait produit un effet bénéfique " très 
important " chez deux patients à un stade terminal du cancer de la prostate. Les métastases 

osseuses se trouvaient alors au niveau des nerfs craniens et I'ensemble du squeIette. Storlie 

rapportait en 1995 [403] qu'un seul traitement ii faibles doses en GCs (0.75 mg deux fois par 
jour) peuvent produire une amélioration symptomatique importante chez des patients & un stade 

métastatique du cancer de la prostate. À titre d'exemple, il a été observé que sur 36 patients 
traités, 30 montraient une niminution de 50 à 80% du niveau en PSA; sur les 23 patients avec un 
niveau en PSA réduit de 50% ou plus, 8 montraient une régression tumorale (tel que détecté par 
une scannographie osseuse), 7 sont restés stables, 5 montraient une certaine progression et 3 

n'ont pas subit d'examen radiographique adéquat. Par ailleurs, le dexam6thasone est aussi 

utilisé en combinaison avec d'auttes agents chimiothérapeutiques pour traiter le cancer avand 
du sein. Ces traitements chimioth6rapeutiques combinés (cyclophosphamide, vincristhe, 

adriamycine et dexam6thsone) sont grandement plus efficaces avec des chimiosensibiliseurs, 
tels que la quinine et la verapamil [4û4]. Les travaux du Dre Guise ont porté sur les effets du 
dexam6thasone sur la production de PTHiP ainsi que sur le dt5veloppement et la progression de 



rn6tmtases osseuses produites par les cellules MDA-Ml3 -231 chez le rat 12731. Il a etc 
âétefmin6 que le dexaniethasone diminue significativemeni l'expression de I' ARNm du PTHrP 
et la production de la protéihe- L'analyse des images radiographiques assistée par ordinateur a 
démontré que le &-ne produit une niminution du nombre n de la taille de m6tastases 

osseuses et de la production en PTHrP au niveau des femurs avec des lésions ostéolytiques chez 
le rat, 

Nos travaux ont souligné aussi l'importance du TGFBl dans la réponse aux GCs par les 
ceilules du cancer & Ia prostate (PC-3/PA-m) et des ostéoblastes (MG-63/UMR-106). Dans les 
quatre lignées cellulaires le TGF$l inhibe la prolifératioa In vivo, une exposition chronique au 
TGFj32 peut conduire 2 une perte progressive de l'os, associée à une diminution de formaton 

ostéOblastique de la ME0 par les OBs et une augmentation de la résorption osseuse. Les 
travaux de Erlebacher et D e ~ c k  vont démontré par I'utilisation & souris transg&~iques, W 
lesquelles la surexpression de TGFB2 par les OBs a éîé ailée [160]. Cm suggère qu'une 
présence continue de TGFB peut produire, ik long terme, un effet opposé celui obsenré m vivo 
dans de conditions physiologiques nonnales. L'enigme reste toujours le rôle de TGWl dans k 
biologie de tumeurs prostatiques, in vivo. 

Des récentes expériences, in vitro, ont détenninti que le TGFBl peut inhiir la 

prolifération des cellules du cancer de la prostate en partie via une augmentation de IGFBP-3 et 

IGFBP-5 [405], par une inhi'bition de I'association de la PKC@rotein kinase W p h a  2 la 
membrane cytoplasmique interne [406], ou par une induction de l'apoptose A travers un effet 
direct de IGFBP-3 13581. Il est intéressant de constater qu'un pré-traitement en IGFBP-3 peut 

sensibiliser les cellules du cancer du sein aux effets cytotoxiques de la &amide et ce, & f q n  
ind6pendante aux IGFs [407]. À partir de ces données. il est possible de suggbrer que le 

TGF$l pourrait avoir un effet négatif sur la croissance et la survie de celides du cancer de la 
prostate. Si tel est le cas, alors comment expliquer les hauts niveaux de production et & 

sécrétion de TGWl par les carcinomes prostatiques? À ces propos, les études effectués in vivo7 

suggèrent que la surexpression de TGFf3l peut augmenter le potentiel invasif et métastatique de 

tumeurs prostatiques [170] ou protéger Les tumeurs prostatiques contre l'apoptose induite par les 

agents cytotoxiques [359]. 

Reiss a récemment 6mis l'hypothèse que le TGW pourrait jouer le rôle de suppresseur de 

tumeurs dans les stades primaires de plusieurs types de cancers, tels que les cancer du seint de 
I'estomac et du colon, dans un grand nombre de lymphomes et autres; tandis que dans les 



stades plus avancés, k TGFfl agimit comme promoteur & tumeurs 14081. Le TGW serait en 
effa le mediatenr des agents chimiopdventas tek que les rétinoïdes et le tamoxifêne. Par 
wntze, à un stade du développement et de la progression tumorale. il se produit dans ces types 
de cancer une &sistance B i'effet i n h i  ou de suppression de TGFf3. Cette résistance d t  
la conséquence de mutations inactivatrices de ggnes impliqués daas la sigdisatïon de TGFj3 
incluant les récepteurs de TGW de type I et type II, ainsi que pIusieurs molécuies de 

sipnaiisation, telles que les protéines Smad [l66- l69,4O8]. 

Dans les tumeurs lodsées, Perry [W] a demontré que les peptides TGWl et TGFB;! 
sont smxprimés. Dans le tissu normal adjacent, le TGFpl est plus exprime au niveau du 
stroma tandis que le TGFp2 et le TG-3 sont plus prédominants dans le tissu épithélial [a. 
Par contre. une d y s e  du niveau de TGWl dans le sang a dbmontré qu'il n'y a pas de 

différence entre les niveaux de patients avec une BPH et les patients avec du cancer de la prostate 

à tous les stades de la maladie [4 101. 

Une autre étude a démontré que dans le tissu prostatique normal (néonatal, prépubère et 

chez l'adulte) la forme latente LAP-TGFB1 et le récepteur du TGFBl de type II (Rcn) sont 
hautement exprimés dans le tism 6pithiia1, comparativement au stroma adjacent [411]. Il a été 

établi aussi que les carcinomes prostatiques expriment encore plus de LW-TGF$l que les 
tissus normaux. Par contre, la présence de RcII est peine d6tectable dans quelques carcinomes 

analysés. L'expression de RcII et LAP-TGF$l dans le stroma tumoral est identique ii celui & 

stroma du tissu pros tatique normal [4 1 11. 

La lignée androgéno-sensible du cancer de la prostate L N W  est insensible aux effets 

inhibiteurs de TGFB1, probablement en raison d'une inactivation du RcII ou de la présence de 

protéiies qui interfèrent avec la Liaison de TGFP 1 ii ses récepteurs 14121. Guo et Kiprianou 

[171] ont récemment procédé la transfection stable du gène sauvage codant pour le RcII dans 

les cellules LNCaP. Dans les clones surexprimant RcII, le traitement avec du TGFBl induit 
alors un arrêt dans la phase G1 et une augmentation de l'expression de I'ARNm et de la 

production protkique de p21 W""'Q' et p27Kp1, deux inhibiteurs de cyclines qui empêchent la 

progression de la phase G 1 vers la phase S. 

Il est donc possible que les TGFf3 puisse jouer un rôle, d'abord comme suppresseur de 

tumeurs et ensuite, comme promoteur de tumeurs. Au cours de la progression de la maladie la 

surexpression de TGFB pourrait, par des mécanismes encore à dénnir, augmenter le caractère 



invasif et métastatique du cancer de k prostate soit en s<rpprimant 1 'immunité c e b k e  et 

humorale, soit en augmentant I'angiogénèse ou la formaton de la matrice extrsacelhillan, ou 
encore en moduiant l'expression fadears de croissance par les ddes stromales a augmenter 
aiois la motdit6 ceiïniairie 1145.146J. Une stratégie visant à n5duire la ~~uexpression de T G F ~  
pourrait donc constituer un moyen efficace con= le cancer de la prostate. 

La opacité des GCs à modifier I'expression des facteurs de promotion himoralt et de 

snrvie cellulaire au niveau des os suggère, selon nos résultats, que les stratégies anticandrwses 
futures doivent tenir compte de l'importance de bloquer au maximum ces interactions. Parmi 
les potentiels fxteurs de survie pour les carcinomes prostatiques, et présents dans l'os, on 
retrouve le IGF-1, le TGFBl et I'intedeukine TL4 14131. En effet, le IL6 est reconnu pour 
rescaper les cellules du cancer de la prostate contre I'apoptose induite par le cir-pWe et 

I'étoposide. Les travaux de Giuiani et ses coII5gues ont démontré que les biphosphonates 
(surtout l'étidronate et i'alendronate) sont capables d'inhiber la production en IL6  par les OBs 
137 11. Les biphosphonates sont déjà utilisés dans les traitements chimiothérapeutiques contre le 
cancer du sein et de la prostate [332,414,4153. Dans une récente révue, les Drs Guise et Mundy 

abordent le sujet des métastases osseuses, et proposent I'utilisafion de biphosphonates contre le 
cancer du sein et de la prostate [4 161. Ccs agents seraient capables d'inhiber la résorption 
osseuse et de limiter ainsi la présence de facteurs de croissance et de cytokines qui stimulent les 
cellules m6tastatiques ostéophiles [415]. Si le d6veloppement de m6tastases prostatiques et la 
réaction ostéoblastique subséquente sont initiés par une résorption osseuse, alors il est possible 
que ces agents soient très efficaces pour la prévention de tumeurs ayant une croissance 

androgéno-indépendante et résistante B la chimiothérapie. 

À la lumière des récentes données, des connexions de plus en plus évidentes entre la 
transcription, le cycle cellulaire, les voies de signalisation de facteurs de suMe et les régulateurs 

de I'apoptose commencent à mieux se d6finir. Tel que nous le proposons, les travaux de L a .  
et Christofori [417 ont démontré récemment l'importance & supprimer les facteurs de survie 
ahn de potentialiser le traitement chimiothérapeutique. Ces expériences ont démontré que les 
tumeurs produites par les cellules " beta " du pancréas, dans les souris transg6niques EüplTag2 
déficientes en IGF-II, ont un taux d'apoptose extrêmement plus élevé que les tumeurs se 
développant dans les souris normales. De plus, les lignées etablies B partir de tumeurs de souris 
déficientes en IGF-II sont beaucoup plus sensibles aux signaux âpptotiques que la lignée 

parentale. La privation en sérum et des agents chimiotb6rapeutiques tels que la daunomycine, 
17&oposide et la Wicristine induisent efficacement I'apoptose & ces cellules [417J. 



Enfin, une stratégie intéfessante ii explorer serait donc l'utüisation des inh'biteurs des 
récepteurs B tyrosine kinase ou des inhtiiteurs des kinases impliquées dans la voie & 

sigoaüsation de ces raCepteurs. Le 8-358,774 est un inhibiteur de i'activité tyrosine kinase et de 
l'autophosphorylation dti EGFR à des doses aussi fmbes que 2 a 20 n M  respectivement. De 
plus, ces effets inhibiteurs sur le EGFR déclenchent aussi I'apoptose dans les cdnles humaines 
du cancer du colon (cellules DiFi) [418]. Deux nouveaux inhiiiteurs non spécifiques, &nv& 

du 6-qiipyride[2~-d]pyrimidine, ont aussi démontré leur capacité anti-prolif6rative et anhi- 
migratoire [419,420]: le PD089828 et le PD166285. Ces agents sont capables d'inhiber 
l'activité tyrosine kinase des FGF-R-1, du PDGFR-beta, du EGFR et de la proteme kinase c- 
Src. L'inhibition de I'autophosphoryIation du PDGFR avec ces deux agents conduit aussi B 
one inhiiition de la phosphorylation des protéines de signalisation tels que la phospholipasec- 
gamma (Pm-gamma), la protéine Grb2, la PI-3-kinase et les MAP-kinase de 44 et 42 kDê 
Les tyrphostines RG50875 et RG13022 constituent aussi deux puissants inhibiteurs de la 
prolif6ration cellulaire [421]. Ces deux inhibiteurs agissent en bloquant la phospholyration des 
molécules impliquées dans les voies de signalisation du EGF.R et du PDGF.R dans les cellules 
des glioblastomes A172 et des gliomes Hs683. 
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