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SUMMARY

In this preliminary study, we have determined the receptors in normal human prostatic tissue or from
patients with benign prostatic hypertrophy and patients with prostatic cancer. A single point assay using
a dextran-coated-charcoal treatment of cytosol is utilized. This method permits the elimination of
endogenous steroids and is also useful when specimens are too small to provide the larger number of
aliquots necessary for multiple steroid receptor analyses. The results are discussed in the light of several
problems inherent to this assay. We conclude that adenoma-tissue contains more receptors than neopla-
sic tissues for the progesterones receptors but that there is no significant difference for the estrogen-
receptor and the androgen-receptors. For all the adenoma tissues and some neoplasic tissues the level of
the estrogen-receptors is always lower than the one for androgen-receptor which itself is lower than the
one for progesterone-receptors. We think that the expression of the results as a ratio of two levels of
steroid-receptors gives a better evaluation of the receptors. The ratios Progesterone-receptor/Estrogen-
receptor and Androgen-receptor/Estrogen-receptor are always greater than 1.5, except for some neopla-
sic tissues and we think that, as in breast tumors, there are perhaps two kinds of neoplasic tissues, one
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hormone-dependent, the other not.

INTRODUCTION

Le caractére déterminant des récepteurs cytosoliques
aux oestrogenes et a la progestérone a été largement
démontré en ce qui concerne le pronostic et I’éventuel
traitement hormonal dans le cancer du sein [1-4]. On
peut penser que, de méme, le dosage des récepteurs
des androgenes sera discriminant dans les cas d’adé-
nomes et de carcinomes prostatiques. De nombreux
problémes retardent la mise au point d’'une véritable
technique de routine et empéchent d’établir, avec cer-
titude, des corrélations entre les taux en récepteurs
hormonaux et les différentes affections atteignant la
prostate: quantité de tissus disponible a doser parfois
faible, taux normaux en récepteurs inconnus, présence
de protéines circulantes liant les hormones de fagon
non spécifiques [5], concentration en hormones
endogenes trés importante dans le tissu prostati-
que [6-8].

Nous avons entrepris d’étudier les récepteurs cyto-
soliques aux androgénes auquels nous avons ajouté,
en raison de leur role dans la thérapeutique des
cancers prostatiques, I'étude de récepteurs cytosoli-
ques aux oestrogénes. Nous avons pensé que, comme
dans le sein et 'endomeétre [9, 10], les récepteurs aux
oestrogenes pourraient induire la synthése de récep-
teurs a la progestérone dans le tissu prostatique. C’est
pourquoi nous avons également dosé les récepteurs
cytosoliques 4 la progestérone. Nous avons pallié le
manque de matériel tissulaire en ne prenant en con-

-idération qu'un seul dosage fait en triple exemplaires
pour une concentration saturante en hormone radio-
active. Nous n’avons pu effectuer qu'une seule série de
mesure concernart une prostate saine provenant d’un
sujet de 39 ans. . 2mploie d’hormones de synthése
radioactives ou non, moxestrol, promégestone et
méthyltrienolone remplagant respectivement I'oestra-
diol-178, la progestérone et la dihydrotestostérone,
permet de réduire en grande partie le probléme des
liaisons non spécifiques.

En effet, ces hormones se lient avec une grande
affinité aux récepteurs cytosoliques leur correspon-
dant et contrairement a 'hormone physiologique, ne
se lient pas aux protéines circulantes[11,12]. Au
moment du prélévement, les malades sont souvent en
cours de traitement, ce qui augmente encore 'imprég-
nation hormonale des tissus prostatiques. Certains
auteurs observent une compétition entre le diéthylstil-
bestrol pris par le malade et le moxestrol marqué lors
des dosages des récepteurs cytosoliques des oes-
trogenes [ 13]. La dilution des hormones radioactives
par les hormones endogénes entraine donc une esti-
mation erronée du nombre des réceptaurs cytosoli-
ques [14-15]. Pour cette raison, nous avons traité les
cytosols par incubation en présence de charbon dex-
tran avant de doser les récepteurs [16]. Nous avons,
par la suite, comparé les concentrations en récepteurs
aux oestrogenes, a la progestérone et aux androgénes
dans les cas d’adénomes et de carcinomes.
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MATERIEL ET METHODES

(a) Steroides

Méthyltriénolone R 1881 (17-hydroxyl-17a-méthyl-
4.9,11-oestra-trien-3-one), R 1881[6,7°H], A.S. 87 Ci/
mmol; Promégestone R 5020 (17x,21-diméthyl-19-
nor-4,9-pregnadiene-3,20-dione), R 5020[6,7°H], A.S.
87 Ci/mmol; Moxestrol R 2858 (11fMéthoxy-17a-
éthinyl-estradiol), R 2858[6,7°H], A.S. 90 Ci/mmol.

Toutes des hormones proviennent de New England
Nuclear.

(b) Tissus

Ils proviennent de patients agés de 57 & 84 ans et
présentant un adénome ou un carcinome prostatique.
Dix échantillons sont obtenus par résection trans-
uréthral et cinq par exérése. Le matériel a doser est
adressé au laboratoire par le chirurgien qui choisit
des lamelles épaisses, moins altérées par la chaleur.
L’autre partie du matériel de résection est envoyé en
anatomie-pathologie. Dans les cas d’exérése, on
préléve une section centrale de la prostate. Une moitié
est envoyée pour analyse histologique, I'autre nous
servira aux dosages des récepteurs au laboratoire. Les
tissus sont rapidement congelés dans de I'azote
liquide, au maximum une demi-heure aprés le
prélévement. Ils sont ensuite stockés 8 —20°C jusqu’au
dosage effectué au plus tard un mois apreés le préléve-
ment. Nous n’avons pas observé de différence signifi-
cative du nombre de récepteurs pour un méme tissu,
entre la conservation 8 —70°C et 4 —20°C pendant
un mois. 'examen histologique confirme le diagnostic
sans toutefois préciser, dans le cas de cancer, le stade
de la maladie. Il permet aussi de savoir s’il existe des
lamelles non atteintes par laffection et qualitative-
ment, dans quelle proportion.

(c) Preparation du cytosol

Les manipulations faites en vue de l'obtention du
cytosol sont effectuées a une température inférieure a
4°C. Les tissus (100 a 500 mg) sont pulvérisés a I'aide
d’'un thermovac et homogénéisés au potter de verre
dans 1/3 (p/v) de tampon tris pH 7,4 (Tris (Hydrox-
yméthyl)-aminométhane 5mM; Ethyléne-diamine-
tétra-acétique acid | mM; Dithioérythreitol 0,1 mM;
Glycérol 10%). Aprés ultra-centrifugation a 100000 ¢
pendant 60 min, on obtient la fraction cytosolique
correspondant au surnageant. Celle-ci est diluée au
1/5 (v/v) avec une solution de charbon dextran (Dex-
tran T 70 0,59; charcoal 5%) et incubée pendant
30 mn & 4°C, puis centrifugé a 5000 g pendant 10 min.

Le dosage des récepteurs cytosoliques est effectué
sur le surnageant ainsi obtenu.

Les protéines sont dosées par la méthode de Lowry
et al.[17] avec, pour standard, 'albumine du sérum de
boeuf. Les concentrations sont ajustées si nécessaire a
1-1,5 mg/ml avec du tampon tris.

(d) Dosages des recepteurs cytosoliques

Le protocole est le méme pour les récepteurs aux
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androgénes, aux oestrogénes et a la progestérone. Une
aliquote du cytosol (100 ul) est mise a incuber toute
une nuit a 4°C en présence d’'une part, de 100 ul d’une
solution 5-107°M d’hormone radioactive (liaisons
spécifiques + liaisons non spécifiques), d’autre part,
de 100 pl d’une solution 5-10~° M d’hormones radio-
actives et d’un excés (100 x) d’hormone froide (liai-
sons non spécifiques). Chaque essai est effectué en
triple exemplaire. La fraction d’hormone radioactive
restée libre est séparée de celle liée aux récepteurs par
incubation avec 500 ul de charbon dextran (Dextran
T 70 0,1%; charbon 0,5%) 10 min a 4°C, suivi d’'une
centrifugation a 5000 g pendant 10 min et 4 4°C. Une
aliquote (500 ul) du surnageant est dosée dans 5 ml de
liquide de scintillation, sur 1 min. En cas d’exérése, la
quantité de matériel étant plus importante, on effectue
parallélement, une analyse en dix points de concen-
tration croissante en hormone marquée (0,15-10"° M
a 9,2-107°M). Les résultats sont obtenus par la
méthode de Scatchard[18] corrigée par Chamnes et
McGuire[19] et par celle des inverses de Lineweaver
et Burck[20] modifée par Karr et al.[21].

Ces méthodes permettent d’établir aisément la con-
stante de dissociation (Kp) ainsi que la concentration
maximale en récepteur (B,,.,). Cependant, comme le
décrivent certains auteurs [22], en présence d’un ou
de plusieurs points aberrants, ces valeurs peuvent étre
plus ou moins erronées. L’erreur est plus importante
pour de faibles concentrations en hormone marquée
ou pour des tissus a faible teneur en récepteurs. L’em-
ploie d’un calculateur préconis¢ de plus en
plus [23-25] doit permettre d’éliminer ces points si
nécessaire et de fagon non arbitraire. Pour notre part,
nous n’utilisons pas de programmateur. Tous les
résultats rapportés dans ce manuscript sont ceux
obtenus pour une seule concentration en hormone
radioactive a 5-107° M, les méthodes en plusieurs
points servant a établir le K, et 4 comparer la valeur
du B, avec la concentration en récepteur obtenue
par la méthode en un point.

(e) Methode statistique

Comme nous ne disposons que d’un échantillon
d’effectif trés réduit, nous ne pouvons pas en tester la
normalité, Par conséquent, nous avons utilisé pour les
comparaisons des valeurs, un test non paramétrique.
Nous avons choisi le test de Mann—Whitney, tel que
le décrit Siegel[26], parce qu'il est relativement puis-
sant et parce qu'il donne la probabilité exacte du
risque.

RESULTATS

Les résultats concernent les récepteurs aux oes-
trogénes, a la progestérone ainsi qu’aux androgénes.
Pour plus de commodité, nous utilisons respective-
ment les abréviations suivantes: R-M (M = Moxes-
trol R 2858), R-P (P = Promégestone R 5020), R-MT
(MT = Méthyltrienolone R 1881).
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Tableau 1. Nombre de récepteurs aux oestrogénes (R-M), a la progestérone (R-P) et aux
androgeénes (R-MT) dosés avant et aprés traitement du cytosol au charbon dextran pour quatre
tissus prostatiques différents

R-M

R-P R-MT

-DCC 4 5 2 2 12
+DCC 96 41 32 38 87

19 13 12 10 19 10 7
87 50 108 45 103 78 51

Résultats exprimés en fmol/mg prot

(a) Validite du traitement du cytosol par le charbon
dextran (D.C.C.)

Nous avons affectué sur quatre cytosols différents,
les dosages des récepteurs avant et aprés traitement
au charbon dextran. Les valeurs obtenus (Tableau 1)
montrent 'augmentation du nombre de récepteurs ac-
cessibles au dosage aprés incubation au D.C.C. Ceci
est en accord avec la forte imprégnation hormonale
existante dans les tissus prostatiques [7-14] et le peu
de récepteurs libres dans la fraction cytosoli-
que [27-28].

L’augmentation du temps d’incubation ne permet
pas de doser un plus grand nombre de récepteurs.
Nous pensons doser ainsi la fraction libre et une
grande partie de la fraction liée des récepteurs ou,
peut étre, comme 'ont décrit certains auteurs, la tota-
lité des récepteurs [16-27].

(b} Validite de la methode en un point

Nous avons corrélé pour 10 cytosols les résultats
obtenus en un seul dosage avec incubation par une
concentration saturante en hormone radioactive et
ceux obtenus par Lineweaver. Les équations des
droites de régression pour lesquelles X représente les
valeurs définies par Lineweaver et Y celles en un seul
point sont les suivantes:

Pour les androgénes: Y= 0,81 X + 11.31;r? = 098
(Méthyltrienolone)

Pour les oestrogénes: Y= 077 X + 1.44; r?* = 0,81
(Moxestrol)

Pour la progestérone: Y = 092 X + 10,70; r? = 0,93
(Promégestone)

Les différentes constantes de dissociation sont de
2-107°M pour le Moxestrol 0,8-10"°M pour la
promégestone et de 1,810 ° M pour la méthyltrieno-
lone. Elles correspondent a celles trouvées par cer-
tains auteurs [24].

(¢} Specificite des sites de liaisons

Elle est étudiée par compétition avec les différents
stéroides utilisés (Tableau 2). On voit que pour un
exces de compétiteur de 200 fois, P et MT n’ont
qu'une faible affinité pour les liaisons spécifiques
R-M. Les liaisons R-P sont elles aussi peu affectées
par la compétition de M, MT peut cependant
déplacer 36Y%, des liaisons de grande affinité R-P.
Enfin. pour les liaisons spécifiques R-MT, alors que
M n’a que peu d’affinité pour ce récepteur, P montre

une grande affinité puisqu’il déplace 829, des liaisons
R-MT. Ceci est en accord avec les études faites par de
nombreux auteurs et qui décrivent la dualité de la
Méthyltrienolone qui se lie aux récepteurs
androgénes, mais aussi a ceux de
térone [27, 29-32].

aux
la proges-

(d) Liaison de R 1881, R 5020 et R 2858 par les recep-
teurs cytosoliques de prostates adenomateuses et cun-
cereuses

Les concentrations cytosoliques en récepteurs aux
androgénes, aux oestrogénes et a la progestérone
exprimés en fmol/mg- prot, sont reportés sur le Tab-
leau 3, ainsi que les rapports (R-P)/(R-M) et
(R-MT)/(R-M).

Nous avons réenis sur le Tableau 4, les valeurs
médianes et les valeurs extrémes ainsi que ta valeur P,
issue du test de Mann-Whitney, obtenues pour cha-
cun des récepteurs hormonaux étudiés dans les
adénomes et les épithéliomas.

Nous observons (Tableau 3) que les taux en récep-
teurs a la progestérone sont élevés dans le cas des
adénomes. Comme de Vogt [9], nous trouvons tou-
jours, dans les cas d’adénomes, des taux de R-MT
supérieurs a ceux de R-M. L’analyse statistique
montre que les taux de récepteurs a la progestérone
sont plus élevés dans les tissus adénomateux (Tableau
4). La différence entre les rapports (R-P)/(R-M) des
tissus cancéreux et adénomateux est significative au
seuil de 29 et, entre les rapports (R-MT)/(R-M), elle
est significative au seuil de 4%, Les taux de récepteurs

Tableau 2. Une aliquote de cytosol (100 ul) est incubée
avec une solution 5:107° M d’hormone radioactive. une
nuit a 4°C. Hormones li¢es et libres sont séparées par la
méthode au charbon dextran. Les incubations sont faites
en absence (controle) ou en présence d'un exceés de 200 fois
de compétiteur. Aprés correction pour les liaisons non
spécifiques, les liaisons spécifiques sont calculées comme la
quantité de récepteurs liés au radioligand en présence de
compétiteur et exprimé en pourcentage des liaisons du
controle.

Liaisons specifiques (%, du controle)

Competiteur R-M R-P R-MT
Moxestrol 0 85.6 773
Promégestone 74.5 0 18,2
Méthyltriénolone 85.0 63.8 0
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Tableau 4. Valeurs extrémes et médianes pour les différents récepteurs dans le cas de
tissus adénomateux et cancéreaux et valeurs de P calculées par le test de
Mann—Whitney

Medianes Valeurs
(fmol/mg prot.) extremes Valeurs de P
Moxestrol Adénomes 61 27-287 0.147
R-M Carcinomes 80 28-257 ’
Promegestone Adénomes 248 123-1149 0076
R-P Carcinomes 161 94-273 )
Methyltrienolone  Adénomes 115 64-459 0.360
R-MT Carcinomes 114 22-183 ’
. Adénomes 3,93 3,29-11,11
R-PR-M - Carcinomes 205 0.37-5.61 0.020
Adénomes 1,83 1,03-4,26
R-MT/R-M Carcinomes 1.00 0,50-2.49 0.037

aux oestrogeénes et aux androgénes ne différent pas
significativement dans les cas d’adénomes et de carci-
nomes.

Contrairement a certains auteurs [33], nous ne
trouvons pas de corrélation entre 'age des patients au
moment du prélévement et le nombre de récepteurs,
qu’ils soient aux androgeénes, & la progestérone ou aux
oestrogénes. D’aprés notre étude (voir Tableau 3)
nous pouvons discerner deux catégories d’épithé-
liomas: le groupe “a” ayant comme les adénomes,
R-M < R-MT et le groupe “b”, ayant, au contraire,
R-M > R-MT. En utilisant toujours le meme test sta-
tistique, nous avons essayé de voir si les différences
entre ces deux groupes étaient significatives. Il en
résulte que les taux de R-P (P = 0,057) et de R-MT
(P = 0,057) ainsi que les rapports (R-P)/(R-M) du
groupe “a” seraient supérieurs a ceux du groupe “b”,
Par contre, les taux de R-M (P = 0,557) restent invar-
iables entre les deux groupes.

Ces résultats viennent fortement étayer notre obser-
vation, a savoir I'existence possible de deux sortes de
tumeurs malignes, ['une d’entre elle ayant des taux de
récepteurs proches de ceux calculés dans le cas des
adénomes, l'autre ayant des taux de récepteurs aux
oestrogeénes analogues mais des concentrations en
récepteurs a la progestérone et aux androgénes
faibles.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Dans cette étude préliminaire, nous avons tout
d’abord doser les concentrations en récepteurs stéroi-
diens des différents tissus étudiés, puis nous avons
essayé d’apprécier lefficacité de ces récepteurs, en par-
ticulier des récepteurs aux oestrogenes, en considérant
les récepteurs a la progestérone comme marqueurs de
leur activité.

En effet, les oestrogénes jouent un role important
dans le développement des adénomes ainsi que dans
le traitement des cancers prostatiques. C’est pourquoi

* T.U.R.: Trans-urethral resection.

nous avons calculé les rapports entre concentrations
de R-P et de R-M ainsi qu'entre R-MT et R-M, et
nous avons cherché a corréler les différentes valeurs
obtenues avec les deux affections des tissus étudiés,
adénomes et carcinomes. Les valeurs obtenues par la
méthode en un seul dosage ne correspondent pas
exactement a celles calculées par la méthode de Line-
weaver. Nous avons choisi une concentration en hor-
mones trities a la limite de la saturation afin
d’éliminer certains risques d’erreur dus & une concen-
tration massive en hormone radioactive comme cela a
été décrit [ 14].

Des dosages analogues en un seul point ont été
proposés et sont utilisés pour définir les concen-
trations en récepteurs dans les tumeurs du
sein [ 1. 36-38]. Cette technique a de plus, 'avantage
de permettre d'é¢tudier plusieurs récepteurs et ceci
méme pour de petits échantillons. Comme le mon-
trent nos résultats (Tableau 1), lincubation du cytosol
par une solution de charbon dextran permet d’amé-
liorer le dosage des récepteurs stéroidiens prostati-
ques en ¢éliminant une grande partie de ’hormone
endogene.

Des expériences de compétition nous ont permis de
verifier I'existence d’une affinité de 'hormone synthé-
tique R 1881 pour le récepteur a la progestérone.
Nous avons, au cours de ce travail, dosé des tissus
obtenus par T.U.R* et trouvé, comme d’autres
auteurs [ 15], des valeurs positives en récepteurs. Il y a
effectivement destruction d’une partie du matériel
protéique par la chaleur au cours des résections. En
effet, dans ce cas, la moyenne des pourcentages de
protéine par rapport au poids frais est diminuée de
moitié. Les concentrations en récepteurs étant
exprimés en fmol/mg de protéines, la correction est en
partie effectuée lors du calcul des résultats.

Les concentrations des récepteurs aux androgénes,
a la progestérone et aux oestrogénes sont trés dif-
férentes selon les auteurs [24, 32-35]. Pour notre part,
nous avons toujours eu quelque soit I'état de la pros-
tate et pour les trois récepteurs, des valeurs positives,
celles-ci étant néanmoins plus ou moins élevées: C'est
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pourquoi nous avons adopté I'expression proposée
par Ekman et al.[25]: tumeur “pauvre en récepteur”
ou tumeur “riche en récepteur”.

Les taux des récepteurs a la progestérone sont
moins élevés dans les cas de carcinomes que dans les
cas d’adénomes. La grande quantité de récepteurs a la
progestérone observée dans les tissus prostatiques
adénomateux est en accord avec les nombreux rap-
ports indiquant le réle des oestrogénes dans le déve-
loppement des adénomes chez le chien comme chez
I’homme [39,40]. En effet, les récepteurs aux oes-
trogénes induisant la synthése de récepteur 4 la pro-
gestérone [9, 10], les taux élevés de ces derniers peu-
vent étre un effet de Paction oestrogénique [32]. Par
contre, les concentrations des récepteurs aux oes-
trogenes et aux androgénes des tissus adénomateux et
cancéreux ne sont pas significativement différentes.

Nous n’avons pas encore assez de recul, ni un assez
grand nombre d’analyses pour établir des corrélations
entre les deux groupes de tumeurs et la qualité de la
réponse au traitement hormonal. On peut néanmoins
envisager que, comme pour le cancer du sein [1-4],
les tissus “pauvres en récepteur” avec, dans le cas de
la prostate RM > R-MT et (R-P)/(R-M) faible, répon-
draient mal au traitement hormonal alors que ce
méme traitement serait efficace pour les tissus “riches
en récepteur” evec avec R-M < R-MT et (R-P)/(R-M)
¢leve.

Dans les limites de I'échantillon étudié, nous pou-
vons conclure que Détude des récepteurs aux
androgenes, a la progestérone et aux oestrogénes peut
etre effectuée sur de petites quantités de tissus prove-
nant de résection trans-uréthrale par la méthode en
un seul dosage pour une concentration de 5-107°M
en hormone marquée aprés incubation préalable du
cytosol par une solution de charbon dextran; que les
tissus prostatiques adénomateux et cancéreux mon-
trent des différences quant a leurs concentrations en
récepteurs a la progestérone; et que les tissus néopla-
siques étudiés peuvent étre classés en deux catégories:
“riches en récepteurs” et “pauvres en récepteurs”.
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