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1. Découverte et Développement de la Contraceptionrhlanale

C'est au début du 20 siecle que, pour la premiére fois, la possibititéahibition de la
fertilité par des extraits ovariens administrés yaie orale fut démontrée chez la souris par
Ludwig Haberlandt, Professeur de Physiologie aiVersité d'Innsbruck.

Des extraits stéroidiens administrés a différerddétes animaux reproduisent cette inhibition
de la fertilité.

Des 1931, L. Haberlandt émet le concept de contpidssible des naissances par
'administration d'hormones.

Le développement du premier extrait stéroidienglpfinfecundin” ne put aboutir en raison
du déces prématuré du Professeur Haberlandt et disparition de son fidele collaborateur,
le gynécologue viennois le Docteur Otto Fellnetesail'annexion de I'Autriche a I'Allemagne
nazie.

C'est Edward Doisy qui procédera le premier arketion de I'estradiol a partir des ovaires de
truies.

Russell E. Marker, chimiste travaillant d'abord sié&ndomaine de la pétrochimie, va mettre
au point une méthode de transformation de la sapogédstéroide d'origine végétale) en une
molécule progestative. La méthode d'extractionadprbgestérone a partir d'ovaires est tres
peu rentable (les ovaires de 2 500 truies gravédes nécessaires a l'extraction d'l mg de
progestérone). R.E. Marker voit la solution danslisation de sources vegétales comme
'agave, le yam, riches en diosgénine dérivantaledpogénine. C'est au Mexique qu'il va
trouver la "Cabeza de Negro" utilisée par les attwmoes pour faciliter la capture du poisson
dont il va extraire la diosgénine. Ne trouvant anecaide dans l'industrie, il fonde sa propre
entreprise (Syntex) dans un vieil atelier de petaerexicaine.

Carl Djerassi et dautres chimistes de Syntex déeot l'augmentation de [l'activité
progestative par retrait du carbone en positiond&9la progestérone. Hudson Hoagland,
brillant biologiste, et Grégory Pincus, physioldgis peu soutenus par leur université,
développent un centre privé de recherche, le "Wstee Foundation for Experimental
Biology". S'y associe rapidement Min-Chueh Changvauconfirmer la possibilité d'inhiber
l'ovulation chez la lapine par la progestéronag dans Sperofét al. 1999).

La noréthistérone et le noréthynodrel devienndi@pidque disponibles ( cité dans McCann &
Potter 1994). M. Chang, en les administrant pae vmiale aux lapines, montre un taux
d'inhibition de l'ovulation de 100 %. Grace a ummd@euse donatrice, la recherche dans ce

domaine fut menée a bien par G. Pincus et M. Cligamgermirent la mise au point de la
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premiere contraception hormonale. Cette formidatdeouverte fut annoncée en 1955 a

Tokyo a I"'International Planned Parenthood Meéting

Extrémement sensibilisé par I'accroissement dérpbgyae et ses conséquences sur la misére
des hommes, G. Pincus, par son acharnement, pééhaiboration de la contraception
hormonale et I'apporta dans le domaine public (Rri®©65).

Depuis cette époque, la compréhension du contggdethalamo-hypophysaire de I'ovulation
a bien évolué. Néanmoins les mécanismes complexesrédulation hypothalamo-
hypophysaire sont encore imparfaitement appréhengesdle inhibiteur de la progestérone
et des progestatifs sur la pulsatilité de la GnRidnédotropin releasing hormone)
hypothalamique entrainant un ralentissement deidération hypophysaire de la LH
(luteinizing hormone) est considéré comme le méraai contraceptif principal au niveau
central (Kasa-Vubet al. 1992).

Des estrogenes seront ajoutés aux progestatifsd@irtenir un contréle du cycle. La pilule
estroprogestative était née.

Enovid® fut enregistrée en 1960 (150 ug de mestein® 85 mg de noréthynodrel). Dans le
méme groupe de chercheurs, John Rock voit dangréggestatifs une possibilité de contrer
l'infertilité.

L'utilisation de la contraception hormonale s'acpagnera de changements importants dans
notre société ou elle est largement diffusée.

Dans les années 1970, les effets secondaires @umsil'impact du dosage de la pilule
estroprogestative vont étre mis en lumiére. Le gesdficace le plus faible va étre recherché.
L'estrogéne puissant contenu dans les préparaéistieprogestatives contraceptives est a
l'origine des complications cardiovasculaires obSes.

Le risque de thrombose veineuse profonde et de ossilpe conséquence, l'embolie
pulmonaire, est accru par l'utilisation d'estrogeneaux de facon dose dépendante. Les
premiéres études épidémiologiques montrérent ugueismultiplié par 6 de thrombose
veineuse au cours de Il'utilisation des pilules opstigestatives fortement dosées en
éthinylestradiol (80 — 100 pg) (Helmriet al. 1987; Thorogooet al. 1992) .

Les premieres études "cas contréle" et de cohorteégalement révéler une augmentation du
risque d’accident vasculaire cérébral et dinfaacdu myocarde avec les préparations
hautement dosées en éthinylestradiol (Hannadoml. 1994; Helmrichet al. 1987; Jicket al.
1978; Lidegaard 1996; Vesseyal.1984).

Les premiers progestatifs utilisés en contracepioinété obtenus a partir de la testostérone.

Le retrait du carbone en position 19 transformehib&rone en noréthindrone, molécule
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progestative conservant néanmoins des proprietéboliques et androgéniques. Cette
derniere molécule a également la propriété de léerécepteur des estrogénes mais les
répercussions cliniques sont négligeables aux dd8isges (Edgren & Stanczyk 1999).

Les molécules progestatives dérivées de la 19stogeerone sont outre la noréthindrone, le
noréthynodrel, l'acétate de noréthindrone, le daeé d'éthynodiol, le lynestrénol, le
norgestrel, le norgestimate, le désogestrel etdtogiene.

Le désogestrel et le gestodene, molécules lessmaidrogéniques de cette famille, sont
utilisés dans les préparations estroprogestativagraceptives dites de troisieme génération
(associés a 20 ou 30 pg d'éthinylestradiol).

La premiére génération d'estroprogestatifs estcténaée par I'emploi d'éthinylestradiol a 50
Kg ou plus. La seconde génération utilise les mtagjés proches de la noréthindrone, comme
le Iévonorgestrel (LNG) en association a 30 ou §%lgthinylestradiol.

Comparé au lévonorgestrel, le désogestrel compunaengroupe méthyl en position 11 et le
gestodene une double liaison entre les carbonest1B5. Le norgestimate est souvent
considéré comme un progestatif de troisieme généaraNéanmoins, il parfois considéré
comme un progestatif de seconde génération ennrad® sa métabolisation nhotamment en
LNG .
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Figure 1 : Nouveaux Progestatifs : Gestodene, Norggmate et Désogestrel

1°"® Génération ZMe Génération
OCOCH, OH
OH aC=CH aC=CH
Testostérone Noréthistérone Lévonorgestrel

3°Me Génération

OCOCH;
| aC=CH

HON

Gestodene Désogestrel Norgestimate

(D'apres C. Matthew Peterson, 1995)
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La réduction du pouvoir androgénique des progéstsiiccompagne d'un effet favorable sur
le taux de cholestérol et les lipoprotéines plagmas et concourt a offrir aux patientes une
contraception plus sécurisante au niveau cardioNaise (Gevers Leuveet al. 1990;
Kloosterboer & Rekers 1990).

Sous la pilule de troisieme génération, le risqtiefaictus du myocarde n'apparait pas
augmenté par rapport a la population générale in@ss réduit par rapport a l'utilisation de la
pilule estroprogestative de deuxieme génératiowig.et al. 1997). Avec la simple réduction
du dosage en éthinylestradiol (< 50 pg), l'augntemadu risque d'accident vasculaire
cérébral thrombotique n'est plus significative @PAWHO Collaborative Study of
Cardiovascular Disease and Steroid Contracepti®@7)L De ce point de vue, l'utilisation
d'une pilule de troisieme génération (gestodénal@ogestrel) n'apporte pas de bénéfice
significatif supplémentaire (Lidegaard 1996; Lidaegh& Kreiner 1998).

Dans les grandes études évaluant les répercussemgéovasculaires éventuelles de la
contraception estroprogestative orale, le risqudio@asculaire apparait dominé par I'age, le
tabagisme, I'hypertension, le diabete, les antétédeardiovasculaires personnels et
familiaux, les antécédents de migraine et la digghimie (1997; Lewigt al. 1997). L'histoire
familiale d'infarctus du myocarde et le tabagisifiectent réellement le risque d'infarctus du
myocarde associé a l'utilisation de la pilule getogestative (Lidegaard 1996).

Si le risque thrombotique veineux n'apparait péisencé par les progestatifs utilisés seuls,
les progestatifs de troisieme génération, en coamm a ['éthinylestradiol, semblent
augmenter ce risque (Madelenat & Koskas 2008; $p&@®eCherney 1993). Les études
concernant l'utilisation des générations de piluestroprogestatives les plus récentes
(préparations les moins dosées) objectivent laigiarce d'une augmentation de risque
(multiplié par 3 ou 4) par rapport a l'incidencenslda population générale. L'utilisation d'une
préparation de troisieme génération versus deuxigémgration s'accompagne d'un risque
augmenté de thromboembolisme veineux multiplié & ou 2 selon les études (1995;
Farmer & Lawrenson 1996; Jiek al. 1995; Spitzeet al. 1996).

La découverte de mutations prothrombotiques conenfiécteur V de Leiden permet de mieux
sélectionner les patientes a risque de thrombapbdion leur histoire personnelle et familiale
(Vandenbroucket al. 1994). Dans un certain nombre de situations aliesg la contraception

estroprogestative ne pourra étre utilisée aveasécu
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2. Développement de la Contraception Progestative

La contraception progestative seule pourra troweaeplace lorsque I'éthinylestradiol est a
eviter (risque thrombotique veineux ou artérielpérgension artérielle, tumeur estrogéno-
dépendante, migraine accompagnée, lupus érythéxatgu

Selon la molécule progestative et son dosage, fiedsesur l'axe gonadotrope et sur
I'endomeétre, principales cibles contraceptivegraatifférents.

Les progestatifs dérivés des androgenes possedmentactivité antigonadotrope établie,
inhibent le pic de LH et représentent le principentcaceptif des premieres pilules
estroprogestatives mais aussi celui de la dergé@nération (Christin-Maitre 2008).

Certains dérivés de la 17-hydroxyprogestérone legjnanes) possedent également une
action antigonadotrope puissante (Couzetetl. 1999; Jamiret al.2003).

Dans le groupe des norpregnanes, l'acétate de esinélget la promégestone, non disponible
actuellement en Belgique, sont utilisés pour leamvpir antigonadotrope face a des kystes
ovariens fonctionnels et en contraception progestapure mais sans reconnaissance

officielle dans cette indication.

Figure 2 : Classification des Progestatifs

Progestérone Testostérone Spironolactone
N Dydrogesiérone

Drospirénone

S — Nor-pregnanes iy SRR
P4 _ p‘ g Noréthistérone Lévonorgestral
Ace:tate da ¢ }jprorérone Fmegfﬁ‘ tone Lynestrénol Norgestinate
Acélate de mégestrol Pr aEges tone Dignogest Désogesirel
Acélate ge chionmanidone Acétate de Gastodéne

nomégestrof
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Par contre, les microprogestatifs sont enregisdegss l'indication contraceptive. Il s'agit de
petites doses de progestatifs utilisés seuls, atintp(0,075 mg de désogestrel ou 0,030 mg
de LNG) commercialisées en Belgique sous les nosspectivement de Cerazette® et
Microlut®. Dérivés de la 19-nortestostérone, leaible dosage tend a limiter leurs effets
meétaboliques indésirables.

L'effet contraceptif est obtenu par une action emétoiale et un épaississement de la glaire
cervicale. Le transfert tubaire peut également Btoalifié. L'ovulation est inconstamment
inhibée sous Microlut® (60%). L'inhibition plus msante de I'axe gonadotrope observée
sous Cerazette® en fait une contraception pludefigRice et al. 1999; McCann & Potter
1994; Riceet al. 1999).

L'efficacité contraceptive du microprogestatif cltess femmes motivées et bien conscientes
de l'importance d'une prise réguliere est du méme@ue celle de la pilule estroprogestative
(Graham & Fraser 1982).

Le probleme principal de cette contraception prtaie® seule réside dans l'apparition
irréguliere des saignements. Le profil des saigmtsnest en effet imprévisible allant de
'aménorrhée (20 %) aux saignements irréguliergrémégies ou spotting selon I'abondance)
(Graham & Fraser 1982).

Ces saignements constituent la raison principal&adét de la pilule progestative (Broome &
Fotherby 1990).

Sous cette contraception, des kystes ovariensiéomals peuvent étre observés. Néanmoins,
ceux-ci ne représentent pas un probleme cliniografgiatif (Tayobet al. 1985).

Dénuée des effets vasculaires des estroprogestatifsontraception progestative voit son
développement également dans des méthodes a pationgée.

Ces méthodes simplifient 'utilisation de la cooéation en augmentant la compliance.

Le Norplant® 1 est constitué dec@psules de silastic contenant en tout 216 mg d& g
diffuseront le principe actif durant 7 ans. Le disiiif, placé en sous cutané, offre une sécurité
contraceptive aussi importante que la stérilisattonle DIU (Royet al. 1984). Lors des
premiers mois d'utilisation, la dose de LNG rel@&gwans la circulation par I'implant (85
png/24h) est du méme ordre que celle obtenue lorka d#ise d'un microprogestatif. Les
mécanismes d'action contraceptive du Norplant® similaires a ceux de la mini pilule
progestative (Segait al. 1991).

Comme observé chez les utilisatrices de microptaties les saignements irréguliers (80 %
des patientes au cours de la premiere année ghtitin) représentent l'inconvénient principal

de cette méthode contraceptive (Nilsson & Holmall @houpeet al. 1991).
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Commercialisé en Belgique, un implant (Implanon®) @ mg de 3 céto-désogestrel en
diffuse 60 pug quotidiennement et assure la coaptamn durant 3 ans. Les bénéfices et les
effets secondaires sont comparables a ceux du &u@l(Diazet al. 1991; Olssoret al.
1990).

Une contraception injectable (Depo-Provera® : 150 de microcristaux d’acétate de
médroxyprogestérone (MPA) en solution aqueusend@rastrer en intra-musculaire tous les 3
mois) est disponible depuis les années 1960 damairte pays et est reconnue pour son
importante efficacité contraceptive (1 grossessel€d femmes aprés 5 ans d'utilisation)
(Belseyet al. 1986; Rosenfieleet al. 1983). Les mécanismes d'action contraceptive tte ce
méthode sont ceux observés pour lI'implant et lesapiogestatifs. De plus, en raison du taux
circulant élevé de MPA, une inhibition du pic deLld est observée. Comme décrit pour les
précédentes contraceptions progestatives, un dalsleprtes importants induit par cette
meéthode est le saignement irrégulier (70 % desempi@s au cours de la premiere année
d'utilisation) (Belseyet al. 1986; Rosenfielett al. 1983). Plus de 25 % des patientes arrétent
le Depo-Provera® au cours de la premiére annégigdition (Cromeret al. 1994). Au cours

du temps, les saignements s'amendent et 80 % terstpa présentent une aménorrhée apreés
5 ans d'utilisation contrairement a la situatiosarliée sous Norplant® ou seulement 10 %
des utilisatrices obtiennent une aménorrhée apmsssd'utilisation (Gardner & Mishell, Jr.
1970).

3. Développement du DIU et du DIU-LNG

Dés le début du 28°siécle, une méthode contraceptive voit son dépeloent : le dispositif
intra-utérin. E. Grafenberg en Allemagne et T. @ia Japon sont les péres du DIU
(Grafenberg E 1930; Ota 1934)

L'efficacité du DIU sera majorée par l'adjonctioa cuivre en 1969 (Zippeet al. 1969).
L’ajout d'un progestatif au DIU va permettre uneill@ere tolérance clinique en réduisant
dysmeénorrhée, ménorragie et taux d'infection pehee(Lethabyet al.2000). Le Mirena® est
un DIU en forme de T contenant 52 mg de LNG (DIU&)Net relarguant 20 ug de ce
progestatif quotidiennement (Luukkaineh al. 1986) ). La concentration plasmatique de
LNG observée chez les patientes porteuses d'undBltype Mirena® représente la moitié de
celle observée sous Norplant® (Bilian 2007). Ellernpet une suppression partielle des
gonadotrophines. Les cycles sont ovulatoires d@n%8des cas, 1 an aprés linsertion du

dispositif (Nilssonet al. 1984). L'action contraceptive est celle du DIU iepgiuit une réaction
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inflammatoire endométriale contre un corps étran@@rtiz et al. 1996). L’expression
endométriale de glycodéline A, glycoprotéine inhibdinteraction entre les gamétes, est
décrite sous DIU-LNG comme sous DIU au cuivre (Maimdet al. 1997). Suite a I'adjonction
du LNG, I'endométre apparait décidualisé et lesdga atrophiques (Nisolle & Foidart 2009).
L’action atrophiante sur 'endometre, et I'épaissiment de la glaire cervicale, impropre au
passage des spermatozoides, complétent les méeanisomtraceptifs de cette méthode
hautement fiable (0,2 % de grossesse) (Sivin & $S¢hi®87).

Endéans les 2 ans d'utilisation du DIU-LNG, 70 % gatientes présentent une oligo-
ameénorrhée et 30 % deéveloppent une aménorrhée. €oabservé sous contraception
progestative pure, l'utilisation du DIU-LNG s'accpagne, dans les premiers mois
d’utilisation, de métrorragies indésirables (Ch91p

Le DIU-LNG permet d'obtenir un effet contraceptifrdnt 7 ans. Il est également indiqué en
thérapeutique dans les métrorragies fonctionnelldhyperplasie endométriale (Orlzt al.
2008). C'est en Finlande qu'il a été essentiell¢miemlié dans ces indications. Il apparait une
alternative efficace et moins onéreuse aux traitesnehirurgicaux utérins (Luukkainen &
Toivonen 1995).

Les mécanismes pathogéniques des saignementssiftarationnels sont toujours a I'étude.
L'endometre, cible majeure des progestatifs etadprbgestérone, subit des remaniements
périodiques importants au cours du cycle menstruel.

Sa croissance, observée durant la phase proliférabus I'action de I'cestradiol, est suivie
d'une maturation durant la phase sécrétoire saasioh de la progestérone préparant
'endomeétre & une éventuelle implantation. En ¢abs de grossesse, lors de la chute du taux
circulant de progestérone, I'endometre se dégradae partie superficielle s'élimine au cours
des regles. Les stéroides sexuels apparaissent eaamfacteurs systémiques permettant
I'évolution de I'endomeétre a travers les différermbases caractéristiques du cycle menstruel.
La chute du taux de progestérone représente unegténoié dans le déclenchement du
saignement. Différents parametres régulant I'actitas stéroides dans I'endomeétre sont

impliqués dans l'apparition des saignements endaawtfonctionnels.
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4. Mécanismes Généraux d’Action des Stéroides et StitecGénérale de leurs

Récepteurs

- Mécanismes d’action des stéroides

Les stéroides agissent sur leurs cellules ciblesoetrélant la transcription de genes apres
fixation sur leurs récepteurs nucléaires. Les réxep des stéroides font partie desilger
famille des récepteurs nucléairgsvans 1988).

Les récepteurs de stéroides partagent une structuremune avec les récepteurs des
hormones thyroidiennes, de la vitamine D, de lac&tinoique, du cholestérol et des acides
gras. Cette famille inclut également des protémegsésentées dans de nombreuses especes
allant des insectes a l'espece humaine dont orrdgies ligands, ce sont les récepteurs
orphelins.

Pour régler positivement ou négativement la trapSon, les récepteurs nucléaires
interagissent avec des molécules capables de seaten a la machinerie transcriptionnelle
de base ou de modifier I'état d'acétylation degimes chaperonnes. Les récepteurs nucléaires
se fixent a leurs éléments de réponse (HormonedRespElement — HRE) en présence de
leur ligand. En l'absence de ligand, le récepteuntacte, via son domaine de fixation au
ligand, des corépresseurs qui entrainent notamnf@ntésacétylation des protéines
chaperonnes qui stabilisent leur fixation sur becdésoxyribonucléique (ADN) et rendent la
chromatine inaccessible aux facteurs de transoriptPar contre, la fixation du ligand au
récepteur entraine un changement spatial de delgisc est en mesure de fixer les
coactivateurs responsables de l'acétylation dedé€imes chaperonnes et permettre leur
dégagement de I’ADN accessible ainsi a la trangoriplls stabilisent la liaison du récepteur
ou de la machinerie basale de transcription syrdenoteur. (Brosenst al. 2004; Weigel
1996).

- Mécanismes d’action des récepteurs nucléaires &tienas
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Figure 3 : Mécanismes d'action des récepteurs nudies stéroidiens

Coryrighl 2001 Banjamin Cumimings, &n mpsind of Addeson Wisky Longman, ina,
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- Structure Générale des Récepteurs Stéroidiens

La région N-terminale (A-Bjjui est la moins conservée dans la super faméke d
récepteurs nucléaires comprend 20 acides aminédepoiécepteur de la vitamine D et
600 acides aminés pour celui des minéralocorticoideette région contient un
activateur de la transcription AF1(activation fuon) agissant de fagon constitutive

indépendamment du ligand.

La région G domaine de liaison a 'ADN, le DBD (DNA Bindingdinain) comprend
8 cystéines en position stable qui permettent imébion de deux doigts de zinc. Ce
domaine est essentiel a l'activation de la trapson. La fixation du ligand entraine
un changement dans la configuration du récepteumgtéant la liaison a HRE sur le
géene cible. La spécificité de liaison du réceptawson HRE est déterminée par le

premier doigt de zinc. Le deuxiéme doigt de ziner la dimérisation du récepteur.

La région DO située entre le domaine de liaison a 'ADN etdgion E, domaine de
fixation de I'hormone, permet le contréle du tradsi récepteur a partir du cytoplasme
ou il est synthétisé, vers le noyau. Cette régishégalement un site de rotation

permettant des modifications spatiales.

La région E/F, domaine de liaison a I'hormone, le LBD (Liganddéng Domain), est
située a l'extrémité carboxylée du récepteur. Qeétton permet, outre la liaison a
I'hormone, la dimérisation des récepteurs et Vatibn de la transcription par une
zone fonctionnelle appelée AF2. C'est aussi l'éhdde liaison aux protéines
chaperonnes. Contrairement & AF1, l'activité de AéRend totalement de la fixation
de I'hnormone au récepteur (Drummond 2006)
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Figure 4 : Organisation structurelle des récepteursiucléaires
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Figure 5 : Structure générale des récepteurs desésbides
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5. Structure du Récepteur de la Progestérone et Mésares d’Action

Le récepteur de la progestérone (PR) fait partigadamille des récepteurs nucléaires. Ce
récepteur active la transcription de génes apxesidn du ligand (Liet al.2003).

D’autres voies de signalisation sont décrites (sas, MAP kinases ...) (Migliacciet al.
1998). La progestérone contréle I'expression debmenx genes dans le systeme reproducteur
mais également dans d'autres tissus.

Il existe de plus des effets rapides de la progeste indépendants du phénomene de
transcription, ce sont le effets non génomiques la@dbdramanianet al. 2008a;
Balasubramaniaret al. 2008b; Boonyaratanakornkét al. 2008). Il s'agit de mécanismes
d'action extranucléaire de la progestérone. Aiasprogestérone posseéde la capacité de se
fixer au récepteur de I'ocytocine, couplé aux praé G et d’inhiber son action (Grazzti

al. 1998). C’est par le biais d'un dérivé, l'allopregmlone ne se fixant pas sur PR mais
modulant I'action du récepteur de lI'acide gammaaiinyrique que la progestérone peut
engendrer des effets sur le systeme nerveux c€Bwahyaratanakornkit & Edwards 2004).
Des récepteurs membranaires a la progestéroneal&orits. Certains présentent une structure
apparentée a celle des récepteurs couplés awina®@ (Zhuet al. 2003) et pourraient étre

impliqués dans le contrble de la parturition (Kastet al.2006).
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Figure 6 : Mécanismes extra-nucléaires de la progg&sone

Nature Roviews | Drneg Discovory

Schematic diagram of a steroid hormone interactingwith four classes of membrane
receptors to generate second messengers linking iariety of signal-transduction
systems. Steroid-hormone rapid actions, membrane ceptors and a conformational
ensemble model.

(D'aprés AW. Norman, MT. Mizwicki & DPG Norman, 2004)

26



Figure 7 : Voies de signalisation de PR
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Le récepteur de la progestérone contient commeif&&gents membres de la super famille
des récepteurs nucléaires, une extrémité N-termin@ domaine central de liaison a I’ADN,
et une extrémité C-terminale permettant la fixatchn ligand. Le LBD, contient, outre le
domaine de liaison a I'normone, des déterminantdinh@risation (DI) liant des protéines
chaperonnes comme les protéines de chocs therm({gl&RS) en l'absence de ligand. Ce
LBD contient également une séquence de localisatimtéaire (NLS). Le DBD contient une
seconde séquence de localisation nucléaire et nraide de dimérisation dépendant de la
fixation a ’ADN. Les NLS contrdlent le trafic nuabcytoplasmique des récepteurs nucléaires.
Ces signaux entrainent PR dans le noyau (GuiochamdWet al. 1994). Un domaine
d'activation de la transcription AF1 est localisnsl I'extrémité N-terminale et le domaine
d'activation AF2, hautement conservé, est situé dartrémité C-terminale. AF2 est activé
suite a un changement spatial du récepteur créenpoche hydrophobe permettant la liaison
a une famille de co-activateurs, les SRC (SteraédelRtor Coactivators). La liaison de la
progestérone a son récepteur induit des changencenfsrmationnels qui permettent la
dissociation des protéines de chocs thermiquesmiddimérisation du récepteur et la fixation
des homodimeres au niveau des €léments de répdager@égestérone (PRES) au niveau du
promoteur des genes cibles (Cheung & Smith 200&i; &©'Malley 1994).

Le LBD de PR, lié a I'hormone, comporte des hélicesngées en sandwich. Le LBD de PR
comparé a celui du récepteur des estrogenes( EBYmporte pas I'hélice 2. Néanmoins, la
nomenclature des hélices a été conservée par hgimawec le récepteur de ER. Ainsi la
derniere hélice du LBD de PR est dénommeée hélicald® que le récepteur n’en comporte
gue 11. Cette hélice comporte la séquence d'activai-2. La mobilité de cette hélice 12 est
responsable des propriétés dynamiques différentdsBd dans sa forme apo (non liée) et
holo (liée). Cette hélice impliquée dans la fonttiactivation AF2 ne serait pas stable dans
la forme apo. Un agoniste stabiliserait I'nélice déhs une conformation active grace a
laquelle le recrutement des co-activateurs pouseadérouler. Le RU486 empéche I'hélice 12
de se positionner dans sa conformation active. lithéoccuperait ainsi une position
empéchant les co-activateurs de se recruter malgirait par contre une conformation

propice a une interaction des molécules co-répresgXu & Lambert 2003).
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Figure 8 : Structure tertiaire du domaine de liaismm du ligand du récepteur de la

progestérone lié a un agoniste

Le positionnement d’'un agoniste dans la poche hydphobe de liaison du ligand d'un
récepteur stéroidien induit un repli de I'hélice HR2 (en vert) dans une position propice a
l'interaction avec des coactivateurs et a I'activié transcriptionnelle.

(D'apres SP Williams, 1998)
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6. Les isoformes du Récepteur de la Progestérone (PR)

Plusieurs isoformes de PR ont été décrites daspelbe humaine, dont les 2 principales sont
hPRA et hPRB (Clarke 1990; Taylet al. 2009). La distribution tissulaire et leur fonctina
sont pas identiques (Graham & Clarke 1997; Graha@l&ke 2002). Ces isoformes sont
codées par le méme géne situé sur le chromosoméutilisation de 2 promoteurs distincts
aboutit a la synthése de 2 ARN(acide ribonucléiqne¥sagers différents. L'hPRA, la forme
la plus courte, ne contient pas 164 acides amin@othaine N terminal de hPRB. L'hPRB, la
forme longue, contient dans son domaine N-termina®™ domaine de transactivation AF3.
La ™ isoforme décrite, hPRC, serait impliquée dans delehchement de la parturition
(Taylor et al. 2006; Tayloret al. 2009). Cette isoforme de 60 kDa est tronquée e¢eriinal

et ne comporte qu'une partie du domaine de liagdaslkRDN (Wei et al. 1990). Cette isoforme
ne possede pas le premier doigt de zinc et nesecligr a ’ADN mais a la capacité de lier la
progestérone. Sa distribution est essentiellemgiopasmique et sa fonction hypothétique
serait de séquestrer la progestérone, lI'empécharsediixer aux autres isoformes. Elle a
eégalement la possibilité de lier hPRB I'empéchantd lier aux éléments de réponse de la

progestérone induisant ainsi un effet dominant tiégiar hPRB.
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Figure 9 : Les isoformes de PR : PRA, PRB , PRC
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PRB semble un plus puissant activateur de la trgten que PRA (Giangrande &
McDonnell 1999; Richeet al.2002; Weiet al. 1990)probablement en raison de la présence
d’un troisieme domaine d'activation AF3 situé aveau de I'extrémité N-terminale (Sartorius
et al. 1994). PRA peut fonctionner comme un répresseurimgnt sur d'autres récepteurs
stéroidiens incluant PRB et ER ( récepteur desgsiies) . Ce mode d'action répresseur peut
s'exprimer a la fois aprés liaison d'agonistes 'antdgonistes a PRA. Un domaine inhibiteur
(ID) est responsable de cette activité de répresseast situé au niveau de I'extrémité N-
terminale de PRA. Néanmoins, cette séquence I[@gaement présente au niveau de PRB.
Un mécanisme spécifique situé au sein de I'extéeNiterminale jouerait un rble suppresseur
sur ID au sein de PRB. Le domaine AF3 pourrait @reorigine de l'inhibition de ID,
domaine commun aux récepteurs A et B (Leonhetrdt. 2003).

Les fonctions spécifiques de PRA et PRB ont pu éamactérisées par les modéles murins
apres ablation sélective de PRA ou PRB.

L'absence de PRA contribue & un phénotype cars&tpar une infertilité, une hyperplasie
endométriale, une anovulation, des anomalies avae® en présence d'une réponse normale
de la glande mammaire a la progestérone.

L'ablation sélective de PRB ne modifie pas la ré&gouatérine a la progestérone. Les souris
sont fertiles. Néanmoins, elles montrent de sévamesnalies du développement de la glande
mammaire normalement induites par la grossessen@abyet al. 2003; Mulac-Jericevic &
Conneely 2004)

Si PRB joue un réle essentiel et prépondérantadsdnce de ligand, une majorité des genes
sont régulés in vitro par lisoforme PRA (Jacobseml. 2005). Le rapport PRA/PRB varie
dans différentes conditions physiologiques et gdathiques. La réponse au ligand, qu'il soit
agoniste ou antagoniste, est influencée par la esdration cellulaire des différentes
isoformes et probablement aussi des différentstivataurs et co-répresseurs (Made al.
2002; Sartoriugt al.2003).
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7. Les Modulateurs Sélectifs du Récepteur de la Prageme (SPRMs)

- Intérét du développement des SPRMs

Depuis une cinquantaine d'années, de hombreux tedte ont été synthétisés. Cette classe
pharmacologique a été développée dans le domaina dentraception, en gynécologie
fonctionnelle et dans le traitement de la ménopadsanmoins, outre les saignements
indésirables observés sous contraception progestates molécules sont accompagnées
d'effets indésirables incluant changement d’hunmagpression, inconfort abdominal (Sitruk-
Ware 2004). Certains progestatifs synthétiquesciss@ux estrogénes dans le traitement de
la ménopause ont montré des effets déléteres saieet sur le systeme cardiovasculaire
(Beral 2003; Rossouwt al.2002).

Le développement des stéroides se tourne depuigugseannées vers une nouvelle famille :
les modulateurs sélectifs du récepteur de la ptégee.

Depuis la mise au point de la mifépristone (Philild©81), la famille s'est agrandie et est
constituée de ligands de PR possédant un speattividé allant de I'antagoniste pur (PA) a
des molécules aux effets mixtes agonistes/antagsnis

Le SPRM idéal éviterait I'administration de progddta la patiente ménopausée non
hystérectomisée, présenterait des effets antipratifs endométriaux et mammaires tout en
maintenant les effets protecteurs des estrogénesvaau osseux et cardiovasculaire. En
contraception, il permettrait un contrdle endonaétoptimal sans inhiber la production
d'estrogénes endogenes. Il serait dénué des affatslogiques indésirables des progestatifs
et pourrait contréler les pathologies gynécologgguimrmonosensibles tels les fibromes

utérins et I'endométriose.

- Définition des SPRMs

L'activité de PR peut étre inhibée par des molécstéroidiennes ou non stéroidiennes que
sont les antagonistes de PR. Le chef de file diegyanistes stéroidiens est la mifépristone ou
RU 486. Cette molécule a été développée largeneerd & domaine de la gynécologie et de
l'obstétrique ces derniéres années (Pinteted. 2009).

Les différents ligands du récepteur de la progestrmpeuvent entrainer tout un spectre

d'activités allant de I'agoniste pur a I'antag@nést passant par des activités mixtes.
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Les modulateurs sélectifs du récepteur de la ptégae (SPRMs) constituent une famille de
molécules possédant des propriétés mixtes agofaistagonistes en fonction du type
cellulaire, des promoteurs des génes et des veisgdalisation (Spitz 2003).

- Mécanismes d'Action des SPRMs

Les antagonistes de PR empéchent les interactmRRdavec les co-activateurs et permettent

le recrutement de co-répressew@mme le NCoR (co-répresseur nucléaire) et le SMRT

(Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid hormpnkors de la liaison d'une molécule
agoniste a PR, celle-ci réduit la possibilité déactles co-répresseurs. Le rapport entre les co-
activateurs et les co-répresseurs détermine legioagoniste, antagoniste ou mixte du
ligand de PR. Par exemple, lI'onapristone (ZK 982@€)it une association avec les co-
répresseurs NCoR et SMRT plus puissante que regtl&afmifépristone et ne permet pas le
recrutement des protéines co-activatrices. L'ostpre est classé comme un antagoniste pur
de PR contrairement a la mifépristone. La miféprist modifie la conformation de
'extrémité C-terminale de PR qui inactive AF2 et permet pas l'interaction avec les SRCs
(Onateet al. 1995). La mifépristone déplacant I'hélice 12, @tka conformation de la poche
hydrophobe nécessaire a la fixation des coactivetauAF2 (Tanenbaurat al. 1998). Les
SPRMs permettraient le recrutement a la fois desctivateurs et des co-répresseurs.

Dans la plupart des conditions, l'activité trangtiannelle dépendante de I'activation des

récepteurs stéroidiens nécessite une synergiedanetle entre AF-1 et AF-PKastneret al.

1990). Cette synergie impligue une association miggete du ligand, au sein méme du
récepteur entre les extrémités N et C-terminalesRU486 ne permet pas cette interaction
(Tetelet al.1999).

L'antagonisme de PR peut également se réalisedapapie de_|'hétérodimérisation des

récepteurs ou par compétition pour PRE

La mifépristone possede une affinité plus impodarur PR que la progestérone et entre en
compétition avec elle pour la liaison a PR. Leatacts moléculaires semblent différents
entre le LBD et la mifépristone en comparaisona®gacts créés par un agoniste (Benhamou
et al. 1992). En présence de mifépristone, les étapesivition de PR telles la dissociation
des HSPs, la dimérisation et la liaison aux HREssont pas altérées. Le phénomeéne de
dimérisation apparait méme renforcé en présenamifdpristone ainsi que I'association de
PR a 'ADN (DeMarzoet al. 1992; Skafar 1993). L'onapristone permet égalertaefikation

de PR aux HREs mais n’'offre pas la méme forceaigson que la mifépristone (Leonhardt &
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Edwards 2002; Leonharét al. 2003). La régulation de certains genes par lesigis n'est

pas dépendante de la liaison du récepteur aux HBBss.interaction protéine-protéine au

niveau du récepteur active d’autres voies d’'adtivaties facteurs de transcription. Cette voie

de régulation est le plus souvent négative. AifsivB-t-il exercer une répression de l'activité
de NF-kappa B, de Stat5 induit par la prolactine,AP1 (fos/jun) (Edwardst al. 2000).
RUA486 et ZK98299 semblent se comporter comme desistgs de PR sur des génes cibles

régulés par PR mais en présence de voies non qulassde contrble de la transcription

(Leonhardtet al.2003).

Figure 10: Mécanismes d’action des ligands de PR
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- Evaluation des propriétés progestatives/antiprogéats d’'une substance

Le test de Mc Phailappréciant I'activité progestative d'une substadétermine le degré de

prolifération et de transformation endométrialdal&apine prépubére imprégnée initialement
par I'estradiol (Mac Phail MK, 1934). Les proprigténtiprogestatives d'une molécule peuvent
étre estimées en l'administrant conjointement g@ri@gestérone. Selon cette méthode, la
mifépristone, l'onapristone et le VA2914 se comgurtcomme des antagonistes purs et
I'asoprisnil présente des propriétés mixtes (E&geal. 2000).

Le maintien et l'inhibition du corps jaune chezcechon d'Indeest une autre méthode

permettant d'évaluer la propriété progestative on d'une substance. Dans les conditions
physiologiques, la chute de la progestérone indugécrétion de prostaglandines PGE-2
Les cochons d'Inde sont traités par la substanéeakuer du 18" au 17™ jour du cycle,
ensuite un prélevement sanguin mesurant le métalwincipal de PGFe2est réalisé. Les
antagonistes de PR inhibent la sécrétion de prastdige PGF- @ utérine, inhibent la
lutéolyse et prolongent la vie du corps jaune (E&el.2000).

Une induction de menstruatiggrécoce par des SPRMs administrés en phase |lutéateles

primates constitue également un modele animal déétle I'action anti-progestative d’'une
substance.

L'action abortivedes SPRMs peut étre testée chez les cochons déstientes traitées aux 43

et 44™Sjours de gestation. Ce test a montré une actiortiab de la mifépristone supérieure
aux autres molécules de la famille des SPRMs.
Les études d'affinitpermettent de calculer une affinité relative daisbn a PR d'une

molécule testée par rapport a celle de la progestéi_'adjonction de doses croissantes de la
substance a évaluer permet de mesurer la congéentii réduit de 50 % la liaison de la
progestérone marquée a son récepteur. Des étadiisitd' de récepteurs peuvent également
étre conduites pour les ligands des récepteurs aefogenes, des androgenes, des
glucocorticoides et des minéralocorticoides.

L'étude des lignées cellulairpsermet d'éclairer les propriétés agonistes ouwganiates d'une

méme molécule en fonction du contexte cellulairedetla dose administrée. Des lignées
cellulaires exprimant une isoforme de PR et cosfiectées avec un gene rapporteur sont
mises en contact avec un ligand a tester. AinsiRI&86 peut montrer des propriétés
d'agoniste ou d'antagoniste selon la lignée célultudiée. Une action agoniste du RU 486

est observée sur les cellules T47D de cancer mamimamain en présence d'un activateur de
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la protéine kinase A ou apres transfection du gapporteur synthétique PRE-tk-LUC
(Attardi et al. 2002; Becket al. 1993; Liuet al. 2002). Par contre, la mifépristone comme le
VA2914 réduisent au sein des cellules T47D, |'#étide la phosphatase alcaline dépendante
de la progestérone (Attardi al. 2002). Dans les mémes conditions, I'asoprisnit@®aporte
comme un antagoniste moins puissant que la mitépes{Demanno, 2003 96 /id}.

Le RU486 montre des propriétés antagonistes dankgrhge des cellules Hela aprés
transfection du geéne rapporteur PRE-tk-LUC. Lesfédéinces d'action dépendent de
I'expression de co-facteurs de PR, les cellulesaH®{primant plus de co-répresseurs NCoR
et SMRT que les cellules T47D qui elles, exprimans de co-activateurs SRCHliu et al.
2002).

8. Lesligands de PR

- La progestérone

La progestérone est le ligand physiologique delP&st principalement synthétisé et sécréte
par l'ovaire chez la femme non ménopausée. Ceid¢ederive du cholestérol qui, transféré
dans la mitochondrie, va subir un clivage par uremiere enzyme située dans la membrane
interne de la mitochondrie. Le transfert dans l¢oationdrie s'effectue grace a la protéine
StAR (steroid acute regulatory element) (Clatkal. 1994). Apres clivage de la chaine
latérale du cholestérol, la pregnénolone est forfegeyme P450scc = side chain clivage). La
pregnénolone est ensuite métabolisée en progestégnace a la 3Rhydroxystéroide
déshydrogénase. Aprés l'ovulation, la partie mudaldollicule se réorganise pour former le
corps jaune. Les capillaires du stroma prolifeegménéetrent dans la lame basale. Les cellules
de la granulosa lutéinisées sont en mesure de ipeodula fois les estrogenes et la
progestérone en grande quantité et de les libé&mes t circulation grace au réseau capillaire
développé. La sécrétion de la progestérone a plartiorps jaune est sous la dépendance de la
LH. En dehors de la grossesse, la durée de viemhs gaune est de 14 jours. Son apoptose est
génetiqguement programmeée. La chute de la progestést responsable du déclenchement
des menstruations. En cas de grossesse, le camps gra maintenu grace a la présence
d'hCG stimulant les récepteurs de la LH pendant3lgaremiers mois de grossesse. Le
placenta prendra ensuite le relais hormonal.

La molécule de progestérone présente une strucanactéristique a 4 cycles comme les

stéroides dérivés du cholestérol. Elle contientaBdmes de carbone. Son squelette, le

37



cyclopentanoperhydrophenanthrene comprend uneidoncétone en C3, deux méthyles en
C10 et C13, un groupe COCH3 en C17 et une doudboh en C4.

Figure 11 A : Cyclopentanoperhydrophenanthrene

Figure 11 B : Progestérone
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- Les progestatifs

Les progestatifs sont des analogues structurela geogestérone, de la testostérone ou de la

spironolactone (Sitruk-Ware 2004).
a) Dérivés de la progestérone

Ces dérivés contiennent un groupement COCH3 eneflihe double liaison en C4. Les
dérivés de la progestérone sont classés en pregnases de la hirthydroxyprogestérone et
en norpregnanes, issus de la 19- norprogestéragd€rivés présentent une activité lutéo-
mimétique et antigonadotrope proportionnelle adsedadministrée. L'acétate de cyprotérone
présente de plus une capacité de liaison au rageges androgenes (AR) dont elle inhibe le

fonctionnement.
b) Dérivés de la 19-nortestostérone

La transformation d'un androgéne en progestatifabise par la fixation d'un radical éthinyl
en position C17. Les progestatifs de cette clagsergpartis en 2 groupes : le groupe estrane
représente les progestatifs dits §& génération qui posséde une activité androgénitle e
groupe gonane, les progestatifs d&&°2t 3™ générations dont I'activité androgénique est
réduite. Ces progestatifs utilisés en contraceppossedent des effets antigonadotropes
dépendant de la dose administrée (Erkkola & Landgg®s).

c) Dérivés de la spironolactone

La drospirénone dérivée de la spironolactone ptés#ges propriétés antiminéralocorticoides
conduisant a une diminution de la rétention sodde/drique. Son affinité pour le récepteur
des minéralcorticoides (MR) est cing fois supégearcelle de l'aldostérone. De plus la
drospirénone posseéde une action antiandrogéniqumrdee de 30% de celle détenue par
I'acétate de cyprotérone (Sitruk-Ware 2005).
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Figure 12 A et B : Les dérivés de la progestérone ée la testostérone

A. Les dérivés de la progestérone

H,C

PROGESTERONE

COCH, 0
" OH

0 0
17-HYDROXYPROGESTERONE f 19-NORPROGESTERONE

o

VA-2914

B. Les dérives de la testostérone

OH

N
TESTOSTERONE § OH

o o

OH
\"C=CH

19-NORTESTOSTERONE LEVONORGESTREL

\ ¥

(D'apres AE Schindler et al., 2003)

40




- Ligands de PR a potentiel antagoniste (PAs) d'afaadassification reposant sur

les effets endométriaux observés lors du test dBMAd et sur le potentiel abortif

a) RU486 (mifépristone)

Le RU486 est le premier antagoniste du réceptels geogestérone décrit et développé dans
le début des années 80 (Philibert 1981). Il possedepropriétés anti-glucocorticoides et une
affinité pour GR trois fois plus importante queleale la dexaméthasone. Il est dérivé de la
19-nortestostérone et présente une affinité pougddtre fois plus importante que celle de la
testostérone. Un radical triphényl-éthylénique e@sitpn C11 lui confere des propriétés
antiprogestatives. Son affinité pour PR est cing fplus importante que celle de la
progestéerone {Philibert, 1989 97 /id}.

Le RU486 ne présente aucune affinité pour MR nirfigfR dans I'espéce humaine (Chwalisz
et al. 2000).

b) ZK98999 (onapristone)

L'onapristone possede une structure similaire aud@®Uet est considéré comme un
antagoniste pur de PR. En raison d’une toxicitéati@pe importante, son développement a
éteé interrompu (Chabbert-Buffedt al. 2005). Cette molécule ne possede pas d'activité
estrogénique ni antiestrogénique dans I'espéce imenf@hwaliszet al. 2000). Il exerce une
activité antiandrogénique via sa liaison a AR. 8ctivité antiglucocorticoide est moindre que

celle observée pour la mifépristone (Chwabsal. 1995).

- SPRMs en cours de développement: asoprisnil ou d86lfpristal ou VA2914

Les SPRMs, dérivés stéroidiens actuellement enscder développement ont conservé
certaines des structures des progestatifs notamlaeionction cétone en C3 et le radical
meéthyl en C13 présents dans la molécule nativeadedgestérone ainsi que des fonctions
substituées en C17 qui augmentent la demi-via@iuité biologique des composés. De plus,
ils possedent un radical encombrant en C11 quidenféere une activité antagoniste.
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L'asoprisnil présente une forte affinité pour PRifianncet al.2003; Schubertt al.2005). I
posséde une affinité modérée pour le récepteugldescorticoides (GR), faible pour AR et
ne montre aucune affinité pour ER et MR.

L'ulipristal ou VA2914 dérive de la 19-norprogestd (Gainer & Ulmann 2003). Un radical
triphényl- éthylénique lui a été ajouté. Initialamhece composé a été développé sous le nom
de CDB2914 par la Contraceptive Development BradahNational Institute of Health
(USA). Il posséde une structure proche de celleRt#A86 mais differe par une activité
antiglucocorticoide minime (Hilét al. 2000) et une affinité minime pour GR (Attawti al.
2004). Sa métabolisation par le foie contre-indigo® utilisation en cas d’insuffisance
hépatique. Les syndromes de malabsorption peuv@hiire son efficacité ainsi que les
inducteurs enzymatiques qui accélérent sa métailbiolis Aprés une administration orale de 1
a 200 mg, la molécule est détectable dans le saprgs 15 minutes. Le pic de concentration

est obtenu 30 a 60 minutes apres l'ingestion (§anUImann 2003).
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Figure 13 : Structure chimique des ligands de PR potentiel antagoniste

Mifepristone (RU 486) Onapristone (ZK 98 299)

Asoprisnil (J 867) Ulipristal (VA2914)
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9. Impact gonadotrope des ligands de PR

La GnRH joue un réle clé dans le contréle centedladreproduction (Ghariet al. 1990). Elle
régule la synthese et la sécrétion des gonadotrephaprés fixation a son récepteur, le
GnRHR (Duvalet al. 1997). La régulation de la sécrétion de la GnREede de I'expression
du GnRHR constituent des mécanismes de contrékniésis de I'action de la GnRH. La
guantité de GnRHR au niveau des cellules pitugagenadotropes est influencée par les
stéroides sexuels {Sakurai, 1997 119 /id}.

- La progestérone

La progestérone exerce un rétrocontréle négatifesufonctions hypothalamo-hypophysaires
tant chez I'animal que chez I'hnomme. La progesé&inhibe la pulsatilité de la GnRH. Le
ralentissement de la pulsatilité ainsi observé leasp lutéale permet d'éviter la survenue d'un
second pic ovulatoire garant de la mono-ovulatibas stéroides ovariens régulent la
fréequence de sécrétion de la GnRH au niveau hgjmotiique et cette fréquence regle la
synthése des gonadotrophines (Marshall & Griffi®3)9 Les stéroides sexuels agissent par
'intermédiaire des neurones a kisspeptine sumksones a GnRH. Ceux-ci possedent le
récepteur GPR54 dont la kisspeptine est le lig@whtrairement aux neurones a GnRH, les
neurones a kisspeptine présentent des réceptéunosdetns et également celui de la leptine.
Régulés non seulement par les hormones stéroidiemags également par des facteurs
métaboliqgues et environnementaux, les neurones sapdgptine constituent une étape
essentielle dans la régulation de la sécrétiola d@nRH tant a la puberté que chez 'adulte.
Sous l'action de la leptine, ils synthétisent laskieptine. Ces neurones régulent de facon
opposée l'expression du géKéss-1au sein du noyau arqué ou ils I'inhibent et du moya
antéroventral périventriculaire (AVPV) ou ils lainstilent.. Les neurones arqués seraient
impliqués dans le rétrocontréle négatif des st@woigdur la sécrétion de la GnRH et les
neurones a kisspeptine du noyau AVPV régulerdebntrole positif des stéroides sur le
pic préovulatoire des gonadotrophines (Dunggal.2007; Roeaet al. 2008; Roaet al.2009).
L’expression du GnRHR au niveau des cellules @iigs est réduite lors de la phase lutéale
et induite aprés la lutéolyse (Crowder & Nett 1983n observe une augmentation de la
sensibilité hypophysaire en péri-ovulatoire a laRBIn secondaire a une augmentation de

I'expression du géne du GnRHR. Cet effet ne spaaitrégulé par I'estradiol. En effet, le géne
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du GnRHR ne contient pas de ERE. Par contre, l& tsas de la progestérone avant
'ovulation pourrait expliquer cette augmentatiolexgpression (Netet al. 2002). PRE est
présent au niveau du gene codant pour le GhnRHRe @Gbservation est en accord avec une
régulation de ce géne par la progestérone.

La progestérone réduit l'activité d'un promoteur toenscription au niveau des cellules
pituitaires humaines. L'addition de RU486 diminugalément l'activité du promoteur de
transcription. La surexpression de PRA ou PRB aweani des cellules pituitaires réduit
l'activité de ce méme promoteur (Chestgal. 2001). Les récepteurs de la progestérone sont
exprimés au niveau des cellules pituitaires unigerengonadotropes (Garrido-Graaé al.
2008).

- Les progestatifs

L'effet antigonadotrope des progestatifs est baama (Erkkola & Landgren 2005). Ceux-ci,
développés en contraception, permettent l'inhibite la sécrétion des gonadotrophines et du
pic de la LH a mi-cycle. Le taux moyen de la LH éshinué. La fréquence de sa pulsatilité
est diminuée et la réponse a la GnRH exogéne dsiteé L'étude in vitro de cellules
pituitaires traitées par progestatifs montre lfiion de la sécrétion de la LH et non
I'inhibition de la synthése de celle-ci qui resteckée dans les granules cytoplasmiques (Zhao
et al.2004).

- Les antagonistes de PR et les SPRMs

La mifépristone présente un effet inhibiteur au niveau pituitade la sécrétion des
gonadotrophines (Sarkar 2002). Administré a la abseng/kg/j, le RU486 permet d'inhiber
le pic de la LH sans réduire le taux d'estradial.sécrétion basale de la LH n'est pas affectée
par le traitement (Heikinheimet al. 1996). La réponse pituitaire a I'administration lde
GnRH n'est pas modifiée par I'administration de B&J4.'action antigonadotrope du RU486
n‘apparait donc pas médiée uniquement par I'nymapthyeikinheimaet al. 1995). Une dose
guotidienne inférieure a 2 mg/j ne permet pas diehl'ovulation (Bairdet al. 2003a; Baird

et al.2003a).

Le VA2914 est une substance hautement efficace par voie.ddgale simple dose de 2 mg,

administrée le jour du proestrus chez le rat, grévi'ovulation. Par contre I'administration
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sous-cutanée, jusqu'a 8 mg, ne permet pas de bldquelation chez tous les animaux.

L'action contraceptive de la molécule est obsergalement lors de I'administration en

continu chez le rat (Reet al. 1998). Chez la femme ménopausée traitée par 1'esgatiol

et 50 mg de VA2914 per os durant 6 semaines, lesadmirophines sont freinées

significativement. Néanmoins, la freination de I8H-et de la LH est déja observée dés
I'utilisation de 2,5 mg de VA2914 (Christiaet al. 2002). Les propriétés anti-ovulatoires du

VA2914 chez la femme n'ont pas été rapportées ldalittérature avant notre étude. Celle-ci

permettra d'évaluer les propriétés antigonadotr@vesituelles de la molécule a 3 dosages

différents.

L'asoprisnil, 11B3-benzaldoxime SPRM, a été sélectionné podeéualoppement en raison de
ses propriétés progestatives, antiproliférativesiaeau de I'endometre et pour I'absence
d'activité abortive. Chez la femme non ménopausgiee molécule a montré des propriétés
freinatrices de la LH (Chwaliszt al.2005).

10. Effet des ligands de PR sur 'endometre

L'endométre est une muqueuse fortement vasculars®eposée de 2 zones, une

fonctionnelle en contact avec la lumiére utérineret basale a partir de laquelle se reconstruit
'endométre apres la desquamation menstruelle. Bmithélium de surface, on observe un

plexus capillaire. Outre I'épithélium de surfa@s glandes et le stroma, I'endometre contient
un nombre non négligeable de cellules inflammasoipé peuvent atteindre 40 % du contenu

cellulaire lors de la menstruation (Salamonsen So\iéy 1999).

- La progestérone

L'endometre, cible principale de [arogestérone subit des modifications fonctionnelles
durant le cycle menstruel (Massaial. 1993). Les changements endométriaux sont le reflet
de limprégnation stéroidienne. Aprés la phaseifprative sous le contrdle de l'estradiol,
'endométre présente une phase sécrétoire sountdle de la progestérone produite par le
corps jaune. Durant cette phase, les glandes denémortueuses, s'élargissent et se dilatent.
Les cellules épithéliales des structures glandedais’hypertrophient. Les sécrétions
glandulaires, riches en glycogéne et glycoprotéammraissent dans la lumiére des glandes.

Les modifications histologiques observées dandderetre au cours du cycle ont été décrites
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par Noyes dés 1950. Ces criteres histologiques giggnt de dater précisément le cycle
{Noyes, 1950 389 /id;Noyes, 1950 389 /i&in fin de phase sécrétoire, la décidualisation
signe la fin de la fenétre d'implantation qui daesientre le 20"et le 24™jour du cycle. La
décidualisation est caractérisée par une transitt@@senchymo-épithéliale des cellules
stromales, par les modifications de la matrice amdilulaire (MEC), la sécrétion de
prolactine, d'IGFBP1 (Insulin Growth Factor BindiRgotein-1), de prostaglandines (PG), de
cytokines et par linvasion des cellules NK (ndtukdler) présentant un phénotype
spécifiguement décidual (CD 56+, CD 16-) contraeetmau NK systémiques qui sont CD
56- et CD 16+ (Bilinskit al.2008).

Figure 14 : Criteres de Noyes
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- Les progestatifs

L’action endométriale degrogestatifs dépend de la molécule, de son dosage, de sa €urée
de son schéma d’administration, de la présence au diestradiol. Les modifications
observées vont de l'inhibition de la croissanceoarétriale avec décidualisation stromale et
infiltration par une population cellulaire inflamto&e a une atrophie pouvant comporter des
zones de nécrose tissulaire. Le traitement protjeating terme peut conduire a une fibrose
et des calcifications endométriales réversible@él de la thérapeutique (Song & Fraser
1995).

Les progestatifs peuvent exercer une activité egpptive au niveau de I'endométre rendant
celui-ci impropre a la nidation, inhibant la syrdbale PR, accroissant I'importance du stroma
et réduisant le nombre de glandes ainsi que l'cedromal (Erkkola & Landgren 2005).
Sous progestatif seul au long cours, I'endomeétparajit fin et atrophique avec répression des
récepteurs de I'cestradiol (Moyer & Felix 1998).

Un apport estrogénique persistant en I'absencerdgestatif entraine une stimulation
endométriale et 'augmentation de risques d’hy@esipl Au cours de I'étude PEPI (1996),
une hyperplasie endométriale a été observée chéz 66s patientes ménopausées, recevant
des estrogénes, aprés trois ou quatre mois seulesuemnt I'initiation du traitement. Par
contre, sous traitement combiné estroprogestatifcuge augmentation d’hyperplasie
endométriale n'a été objectivée. Le probleme pamelgps SPRMs est I'effet antagoniste
potentiel au niveau de I'endomeétre soumis aux geétres endogénes ou exogenes.
L’endomeétre en présence d’estradiol non opposéupaprogestatif, présente une activité
mitotiqgue dominante et une absence d’apoptose.

Lors d’'un traitement combiné estroprogestatif, megdifications cycliques de I'endométre

sont remplacées par un état atrophique.
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- Les antagonistes de PR

a) Onapristone

L’onapristone dont le développement a été internorspite a une toxicité hépatique est
considéré comme un antagoniste pur de PR. D’audm, @l présente des propriétés
estrogéniques dans le modele murin.

L’onapristone augmente le poids utérin chez lamgiubére, action non retrouvée chez le rat
adulte. Sous onapristone, la hauteur de I'épithéendomeétrial luminal est augmentée. Cette
action est inhibée complétement par un anti-estregrur, le ICl 182780 (Bigsby & Young
1994). En outre, sous onapristone, une synthes@&D&l au sein de I'épithélium utérin est
induite. Cet effet est inhibé par le tamoxifeneheg le rat traité par estradiol et onapristone,
'onapristone parait renforcer la stimulation dépithélium glandulaire et luminal observée
sous estradiol seul. Aucun effet antiprolifératifdemétrial n’est observé dans ce modele
{Chwalisz, 2000 340 /id;Chwalisz, 1998 7 /id}.

Par contre, dans un modele d’endométriose appliheé le rat, un effet antiprolifératif sur
'endometre ectopique est observé sous onaprig®idekemann K., 1995). L'expression de
certains génes apparait altérée dans I'endométi@seice L., 2003). Ainsi, I'expression du
géene Cyr6l contrélant 'adhésion et I'angiogenapparait modifiée dans I'endométriose.
Les anti-estrogenes et les anti-progestatifs réduikexpression de Cyr61. Cette modulation
de I'expression génique est proposée comme mecarsanmdidat dans le role thérapeutique
des SPRMs dans I'endométriose.

Administrée aux doses de 2,5 et 5 mgr tous lesig jdurant 4 & 7 cycles, I'onapristone induit
une atrophie endométriale dose dépendante chednt@tp non humain (Gopalkrishnan K,
2003)

L'onapristone administrée a des patientes ménopausa la dose de 1 ou 10 mg
guotidiennement durant 56 jours combinée a 2 mgstlamiol oral induit une activité
proliférative endométriale. Au sein de I'endoméfpeésentant des glandes dilatées, aucun
cas d’hyperplasie n’est rapporté. La détection dki7kest néanmoins positive dans chaque
biopsie. Aucune différence de marquage n’est oéseselon le dosage utilisé (Camesin
al. 2003)
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b) Mifepristone

Comme I'onapristone, antagoniste pur de PR, laprigtone présente une activité abortive.
Le modele du cochon d’'Inde permet de quantifier émentuelle activité agoniste de PR
résiduelle. Dans ce modéle, la mifepristone ne nequas d’activité anti-lutéolytique.

Par contre, dans I'espéce humaine cette molécutaamre pas d’action agoniste au niveau
de l'utérus.

Comme l'onapristone, elle présenterait une actegttogenique via ER chez le rat immature
(Dibbset al.1995). Cet effet est néanmoins controversé (Bigshypung 1994).

Dans l'espece humaine la mifépristone ne se liggag a ER et inhibe la prolifération
endométriale chez les patientes soumises auxgesies endogenes (Brenredral. 2002;
Narvekaret al.2004).

L’administration chronique a faible dose augmeréxpression de ER et AR et inhibe
'expression de PR (Narvekast al. 2004) alors que la combinaison d'estradiol et de
mifepristone accroit I'expression de ER, PR et ARhaveau de I'épithélium glandulaire et du
stroma (Brenneet al.2002).

L’endomeétre observé chez les patientes soumisasrafépristone a des dosages inférieurs a
2 mg quotidiennement, révele un aspect soit inobansgit déstructuré (Batistt al. 1992;
Croxattoet al. 1998; Marionst al. 1998).

Administrée a la dose de 2 a 10 mg quotidiennemé&ntmifepristone induit une
déstructuration architecturale de I'endomeétre : aaiipn de glandes dilatées kystiques,
activité mitotique réduite et absence de transftionasécrétoire. Il est a remarquer que
l'inhibition de I'ovulation est observée chez lajorédé des patientes sous 5 mg (Baitdal.
2003b; Croxattoet al. 1993; Ledgeret al. 1992; Narvekaret al. 2004). L'endometre de
patientes exposées a 50 mg par jour pendant 6 rdeéde un caractére prolifératif et
sécrétoire. L'immunodétection de ER et PR au niwaesiglandes reste inchangée par rapport
aux contréles dont 'endometre a été prélevé eselalliculaire. Par contre, la détection de
ER au sein du stroma est augmentée. Les obsersatéalisées sont en faveur d'une
imprégnation estrogénique non opposée par un@ibgestatif (Murphyet al. 1995).

Sous 10 mg de mifepristone administrés quotidiemmtrpendant 6 mois, une hyperplasie
simple de I'endometre est décrite chez 14 % degergas traitées pour fibrome utérin
(Chwaliszet al. 2005). La révision de ces cas a infirmé I'hypes@asimple et a converti le
diagnostic en glandes endométriales kystiques. Soasl0 mg de mifépristone, le méme

groupe rapportait un taux de 28 % d’hyperplasiegpten(Eisingeret al.2003).
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Chez une patiente soumise a 400 mg par jour deprisfene en cures de 6 mois répétées
pour un syndrome de Cushing, une hyperplasie simpléendomeétre avec élargissement
utérin global a été décrite. Cette anomalie s'ésblue spontanément lors de l'arrét du
traitement (Newfielcet al.2001).

Sous 200 mg de mifepristone administrée quotidieramt et au long cours dans le cadre de
méningiomes inopérables, 14 % d’hyperplasies entltates ont été décrites, 8 %
d’hyperplasies accompagnées de polypes et 2,6 86lgpes seuls (Horne & Blithe 2007).
Utilisée a hautes doses, la mifepristone manifdste propriétés anti-progestatives et anti-
glucocorticoides. Le taux de I'hormone adénocomtame (ACTH) est augmenté pouvant
expliquer une stimulation de la surrénale et umassement de la production d’estradiol. Le
phénomene d’hyperplasie endométriale rapporté @spliipart du temps réversible et
surévalué a la lumiere de la nouvelle classificadmatomopathologique définie récemment

par les experts dans ce domaine (Horne & Blithe7200

Les effets des PAs observés au sein de I'endordatre I'espéce humaine ou chez les autres
primates semblent bien différents de ceux rappal@és les modeles murins. Chez le primate,
les PAs induisent une inhibition de la prolifératiendométriale en bloquant I'action de la
progestérone, inhibant la croissance et la difi@egion observées normalement en phase
sécrétoire et inhibant la croissance des arteriealégs. D’autre part, ils inhibent l'activité
mitotique au cours de la phase proliférative blaua croissance glandulaire, stromale et
artérielle estrogénodépendante. Par contre, ehext bu le cochon d’Inde, les PAs n’inhibent
pas la croissance utérine estrogénodépendantea nprdlifération endométriale. Une
physiologie différente pourrait expliquer ces effeariables observés sur I'utérus de primate
et de murin. Par contre, chez la lapine, les efféititeurs des PAs présentent une certaine
similitude avec les observations réalisées chegrilmate. Les PAs inhibent la croissance
endométriale. Par contre, ils stimulent la croissadu myométre et du stroma endométrial
chez la lapine. A nouveau, des différences int&esp sont observées. Les données issues de
ces modeles animaux ne sont donc pas directemanspiwsables a I'espece humaine
(Chwaliszet al.2000).

- Les SPRMs

a) VA2914
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Le VA2914 apparait un puissant antagoniste dedggstérone selon le test de McPhail. La
prolifération des glandes endométriales observéas progestérone chez la lapine immature
prétraitée par estradiol est inhibée de facon dépendante par le VA2914 (Hiét al.2000).
Chez la patiente ménopauseée, traitée par estm@a@iba raison d’l mg par jour combiné soit a
de la médroxyprogestérone 2,5 mg soit a 5 ou 1@enyA2914 par voie orale pendant 6
semaines, les biopsies endométriales révélent megeis d’hyperplasie dans le groupe
VA2914 (11/20 patientes). Aucune hyperplasie ndgstrite sous progestatif (Christiah al.
2002). Chez une patiente sur 12 soumises au VARB14ng) durant 3 cycles dans le cadre
de I'évaluation de cette molécule sur les myomas aspect endométrial kystique sans atypie

est rapporté (Leveret al.2008).

b) Asoprisnil

Cette molécule posséde une sélectivité endométiae le primate humain et non humain.
Elle présente des effets antiprolifératifs endoragk importants sans propriété abortive.
L’asoprisnil se comporte en agoniste en I'absereerdgestérone. Cet effet serait induit par
les modifications spatiales de I'extrémité carboegyminale de PR permettant le recrutement
de coactivateurs. En présence de progestéroneptiaril se comporte en antagoniste, effet
qui peut s’expliquer par un phénomeéne d’hétérodsagéon de PR lié a différents ligands
(Leonhardt & Edwards 2002).

Evalué par le test de McPhail, il montre des efégfsnistes mais limités en comparaison de
I'effet engendré par la progestérone. En présemcerdgestérone, I'effet antagoniste reste
inférieur a celui observé sous mifépristone. Cleezolchon d’Inde non gravide, il agit comme
un agoniste, permettant la transformation ségeétte I'endometre (Elgeat al.2000).

Chez le primate non humain, un aspect endométoialpnolifératif est observé en présence
d’'une aménorrhée et d'une estradiolémie compativiec une phase folliculaire. A haute
dose, l'asoprisnil administré durant 39 semaineduiinune atrophie endométriale. Les
marqueurs de prolifération (Ki-67 et histones plmasplées) sont réprimés méme lors de
I'utilisation de la molécule a faibles doses (Bren& Slayden 2005).

Les endométres de patientes soumises a l'asoprsmitrent une désynchronisation entre
I'épithélium endométrial et le stroma: faible tséwrmation sécrétoire et peu ou pas de
mitoses au sein des glandes, effet sur le strommbla allant de la compaction aux
modifications prédéciduales focales. Les paroiérmttires développent un épaississement

particulier (Chwaliszet al. 2005; Williamset al. 2007). Dans I'endométre fin soumis a
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I'asoprisnil, il n'est pas toujours possible defé@iéncier la zone basale de la fonctionnelle
(Williams et al.2007).
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c) Autres : SPRMs non stéroidiens

Ceux-ci sont a I'aube de leur développement. Pétudés a ce jour sont publiées dans ce
domaine. Le composé dit "25" un analogue non st@&noibenzimidazole-2-thione inhibe
chez le rat immature la croissance endométrialaitedgar les estrogenes. Par contre, il ne
possederait pas d’action freinatrice sur la LH cleemt castré (Dongt al. 2004). Une série
de molécules 5-benylidene-1,2-dihydrochromeno(Bjd#holines possédant une tres forte

affinité pour PR et une sélectivité tissulairedrus versus sein) est a I'étude (hal.2003).

d) Nouveaux critéres d’évaluation des endometres S&rRMs

L'utilisation a long terme des SPRMs et des PAseamnis d'observer des modifications
endométriales inhabituelles par rapport aux crtédassiques d’évaluation (OMS).
L'utilisation de ces molécules ne conduit pas aspeats endométriaux observés sous
estrogénes seuls ou l'activité mitotique et l'algenl’apoptose sont prévalentes. Dans le
développement des SPRMs et dans celui de la nmsfépe, des hyperplasies endométriales
ont été rapportées (Baigt al.2003b; Chwaliszt al. 2005; Eisingeet al. 2003; Newfieldet

al. 2001; Bairdet al. 2003b). La révision des lames d’endométres soandifférents SPRMs

et PAs a conclu a un exces de diagnostics d’hyasipkt a I'absence d’éléments réellement
inquiétants pour la sécurité endométriale (HornBlighe 2007). Pour répondre aux exigences
de la FDA (seuil de sécurité endométriale : 1% ains1d’hyperplasie selon les critéres de
'OMS) la poursuite des études sur I'endometre seutamx SPRMs est essentielle ainsi que
l'utilisation d’autres techniques d’évaluation. Bane cadre, la recherche d'un marqueur
comme le PTEN, géne suppresseur de tumeur, pewetrsa place (Mutter 2000).

Selon les diverses observations réalisées surmniésneetres soumis aux SPRMs, un aspect
particulier émerge, comportant une désynchronisagatre le stroma et les glandes, la
présence possible de dilatations glandulaires dgyss et la coexistence au sein d’'une méme
glande d’aspects mitotique, apoptotique et séeeeidiutteret al. 2008). Le terme PAEC,
c'est-a-dire PRM Associated Endometrial Changesngierde regrouper les observations
réalisées jusqu’a présent sur les endometres soansistte nouvelle classe thérapeutique
(Mutter et al.2008).
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11..Mécanismes Impliqués dans les Saignements Endoraék Observés sous

Progestatifs

Sous traitement progestatif, I'endometre va sudsrrdodifications qui vont dépendre du type
de progestatif, de son dosage mais également édexidds endogenes qui sont sécrétés en
fonction du pouvoir antigonadotrope de la molégqrlegestative en présence.

Sous DIU-LNG qui délivre au sein de l'endométre aoecentration de LNG 1000 fois
supérieure a celle observée lors d'une prise analsous-cutanée, les glandes apparaissent
atrophiques, le stroma décidualisé et la vascaltmis altérée (Critchlegt al. 1998; Ferenczy
2003; Nisolle & Foidart 2009; Critchlegt al. 1998; Ferenczy 2003). L'expression de ER et
de PR est réduite, ainsi que celle de AR (Buebal. 2003; Galantt al. 2004; Jonegt al.
2000; Zhuet al. 1999). La vascularisation endométriale est égaterfirtement modifiée
sous DIU-LNG avec augmentation de la densité eéfratibn de la maturation vasculaire
(Nisolle & Foidart 2009; Stephaniet al. 2007). Ce déficit de maturation vasculaire
s'accompagne d'une réduction de péricytes (Stephahial. 2007). L'exposition de
'endométre au DIU-LNG pendant 1 & 3 mois entraim@ccroissement du nombre de petits
vaisseaux immatures de facon tres significative. duaface occupée par les éléments
vasculaires dans I'endometre augmente de faconriampe avec le temps (Stepharieal.
2007). Les effets du LNG (accroissement de la de&nsisculaire, de la surface vasculaire
dans l'endometre, altération de la maturation Jase) permettent d'expliquer les
saignements indésirables observés durant les memieis d'exposition a cette molécule
gu’elle soit administrée sous forme d’implant soutané ou associée a un DIU (Hicketyal.
1999b; Rogeret al. 1993; Stephaniet al. 2007; Stephaniet al. 2007; Roger®t al. 2000;
Stephanieet al.2007).

Les hypotheses explicatives des saignements endameétne sont pas univoques et
impliquent l'expression des récepteurs stéroididasis I'endométre (PR, ER, AR),
l'intracrinologie endométriale, les altérationslaenembrane basale et de la MEC, I'hypoxie,
la génération de radicaux libres ainsi que lesupeations de l'angiogenese (Critchietyal.
2006; Krikunet al.2002; Lebovicet al.2000).
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- Modulation de I'expression des récepteurs steroiglgans I'endometre
(PR, ER, AR, GR)

a) Expression endométriale de PR

L’expression de PR dans I'endometre est régulédgsaestrogenes qui l'induisent et par la
progestérone qui la réprime (Garaia al. 1988; Moteet al. 1999). Elle varie selon les
compartiments cellulaires et la période du cyclée Est modulée essentiellement dans le
compartiment glandulaire, I'expression dans le mstroétant stable au cours du cycle
(Critchley et al. 1993; Garciaet al. 1988; Lesset al. 1988). Au niveau de la région basale
de I'endométre, PR est exprimé dans les glandés sittoma tout au long du cycle ; par
contre au sein des glandes de la partie fonctitendel 'endometre, son expression décroit de
la phase proliférative a la phase sécrétoire.

L’expression des isoformes parait également régdiiéremment selon le compartiment
cellulaire et la période du cycle.

L'expression de PRB dans le stroma de la zoneitomatlle décroit de la phase proliférative
a la phase sécrétoire pour atteindre un taux godétectable en fin de cycle (Mangsl al.
1997; Wanget al. 1998). L'expression de PRA est persistante dasgdena tout au long du
cycle au niveau de la zone fonctionnelle. Au niveaucompartiment épithélial de la zone
fonctionnelle, I'expression des 2 isoformes dimidueant la phase sécrétoire. La freination
plus importante de I'expression de PRB par la pstagene expliquerait la régulation
différente de I'expression de ces 2 isoformes.

Le taux d'expression de PR est élevé dans leslesldiromales a proximité des vaisseaux
utérins (Perrot-Applanatt al. 1988; Perrot-Applanagt al. 1994). PR est observé dans les
parois vasculaires endométriales : absent au nivéaul'endothélium des vaisseaux
endométriaux humains, il est par contre exprimé raveau des cellules stromales
périvasculaires (Critchlegt al.2001; Critchleyet al.2006; Perrot-Applanadt al. 1988).

Il existe cependant une controverse quant a l'alesefe PR au niveau des cellules

endothéliales endométriales humaines (Iruela-Aret@d. 1999; Vazqueet al. 1999).

b) Expression endométriale de ER

Les estrogenes jouent un réle fondamental au nidgeala fonction endométriale dont ils

contrblent la prolifération et le développementcudaire (Ferenczet al. 1983; Smith 2001).

56



lls contrélent de nombreux génes au niveau dedmédre et induisent I'expression de PR, de
ER, du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factorfletla lactoferrine (Lessest al. 1988;
Meduri et al. 2000; Tenget al. 2002). Le VEGF est un médiateur clé local de la
néovascularisation de la zone fonctionnelle delbemetre. Son ARNm est accru des le milieu
de la phase proliférative (Shifrex al. 1996).

L'action des estrogenes est médiée par les réredEeu et ERR codés par 2 génes distincts
(Kuiper et al. 1996; Mosselmaet al. 1996). Le réle de ERM3 au niveau utérin n'est pasre
déterminé. La forme la plus abondamment exprimées dandometre est ERFujimoto et

al. 1999; Matsuzaket al. 1999). La prolifération endométriale est dépenelalet ERR (Couse

et al. 2000). L'expression de kRest accrue dans les compartiments glandulairechal de

la couche fonctionnelle en phase proliférative &trdit lors de la phase sécrétoire, sous le
contrble de la progestérone. Au niveau de la coushsale, ER est exprimé dans le
compartiment glandulaire et stromal tout au longeycie (Garciaet al. 1988; Snijderst al.
1992). ERRB est détecté au sein de l'endothéliurdest cellules musculaires lisses des
vaisseaux endométriaux. Jusqu'a présent, PR et AR n'ont pu étre mis en évidence au sein
de ces structures. Par contre, ils sont exprimgsni@nt au niveau des cellules du stroma
périvasculaire. Leur expression est accrue paesemgenes et réprimée par la progestérone
au niveau de la couche fonctionnelle de I'endom&eéon ces observations, les phénomeénes
tels l'angiogenese et la perméabilité vasculairerailent étre médiés par ERR alors que
l'influence des progestatifs et des androgénesnédiserait qu’indirectement, a partir des
cellules stromales périvasculaires (Critchégyal. 2006).

Un variant de ERR, appelé hERRcx / 32 est obtenémssage alternatif de I'exon 8 de ERR
(ERR1) (Ogaweaet al. 1998). Tout au long du cycle menstruel, I'immumrpression de ER[31
au niveau endométrial apparait stable. Au contrdiegpression de hERRcx / 32 apparait
réduite dans les glandes de la zone fonctionnellendieu de la phase sécrétoire. Cette
inhibition de I'expression n'est pas constatéeiwaean de la couche basale endométriale. Des
études in vitro ont montré la possibilité d'obsemes homodiméres ERERa ou ERB- ERR

ou des hétérodimeres EFERR au niveau du méme type cellulaire {Cowley, 71997 /id}.

La co-expression de ERRBcx / 32, dans un type agkuexprimant ERR1 et/ou &Rdevrait
permettre une modulation importante des effetsogétriques au niveau de lI'endometre et
accroit encore la complexité des mécanismes régissdonction endométriale (Critchlest

al. 2002).
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c) Expression endométriale de AR

AR est exprimé au niveau de I'endometre et priteipant au niveau des cellules stromales.
L'expression de AR est augmentée par l'estradiolnetbée par la progestérone. Les
antagonistes de la progestérone augmentent I'expmede AR dans le stroma et l'induisent
dans les glandes endométriales (Slayeteal. 2001; Narvekaet al. 2004). L'administration
d’androgénes induit une atrophie endométriale. eGall peut étre expliquée par I'effet
inhibiteur des androgenes sur I'expression deptéaes ER et PR (Hirstt al. 1992). Les
effets antiprolifératifs induits par les inhibitsudu récepteur de la progestérone semblent
médiés par AR. En effet, I'administration de fluideinhibe I'effet induit par les antagonistes
de PR sur I'épaisseur endométriale, sur l'effetcdmpaction du stroma et sur l'index
mitotique (Slayden & Brenner 2004). L'administratid’antagonistes du récepteur de la
progestérone inhibe I'activité mitotique estrogé&pmhdante au niveau des glandes
endométriales. Cet effet paradoxal (les antaganduierécepteur de la progestérone ne se lient
pas aux récepteurs des estrogénes) a été appédé dafi-estrogénique fonctionnel non
compétitif’. L'activation du récepteur des andraggersemble le mécanisme clé de cette

inhibition de la prolifération en présence d'esémogs (Brenner & Slayden 2005).

d) Expression endométriale de GR

GR est exprimé au niveau endométrial dans le campent stromal incluant les cellules
lymphoides et endothéliales {Bamberger, 2001 3&&iAnderson, 2003 357 /id} et ce
indépendamment de la phase du cycle {Vienonen, 3684id}. Ce récepteur est également
exprimé par les cellules uNK (Cellule “Natural kit utérine) (Hendersoet al.2003).Ce
récepteur pourrait avoir un réle dans l'implantatia prolifération cellulaire endométriale,
I'apoptose et le remodelage endométrial {Jabbdli6 348 /id}. Une expression
endométriale augmentée de GR est observée chpatleates ménopausées meétrorragiques

sous traitement hormonal substitutif estroprogés{atani et al. 2008).

- Intracrinologie endométriale

L'action d'un récepteur stéroidien est dépendamta disponibilité des ligands et de la nature
de ceux-ci. Certains systemes enzymatiques, pegesgans I'endometre, permettent la

transformation de stéroides, modifiant ainsi lewispance. La famille de la 4%
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hydroxystéroide déshydrogénase (17R3HSD) compremeér@bres dont 6 isoformes ont été
caractérisées dans l'espece humaine. Le rble d&R3&SDde type 2 est de transformer
l'cestradiol en estrone, la testostérone en andedittne et la 20 dihydroprogestérone
(inactive) en progestérone. Lors de la phase s#métla 17BHSD2 est induite par la
progestérone (Casest al. 1994; Mustoneret al. 1998). Cet enzyme va décroitre lorsque la
concentration de progestérone diminue ou lors tlaitement par un antagoniste du récepteur
de la progestérone (Maentaustaal. 1993; Mustoneret al. 1998). Le LNG, qui peut lier a la
fois AR et PR, induit I'expression de la 17RHSDZ2shette expression n'est pas stable et
diminue avec le temps. Ainsi, lors de la mise eac@ldu DIU-LNG, on observe des hauts
taux de 17BHSD2 endométriaux des le premier moistraiéeement. Trois mois apres
l'insertion du dispositif, le taux de 17BHSD2 vardére dans I'épithélium glandulaire. De
concert, on observe une diminution de I'expressienPR au cours du temps. Ainsi, cet
enzyme convertissant I'estradiol en un estrogenasypuissant, lI'estrone, peut participer aux
saignements fonctionnels observés pendant les @remois d'utilisation du DIU-LNG,
établissant une situation intracellulaire de "défice estrogénique fonctionnelle" (Critchley
et al. 2006). Les antagonistes du récepteur de la prges sont a I'étude dans différents
essais cliniques visant a inhiber les saignements progestatif seul. Les antagonistes de PR
augmentent I'expression de ER et réduisent l'egjmesde la 17BHSD2 (Critchlegt al.
2006).

- Altérations de la membrane basale et de la mateixtra-cellulaire : r6le des
métalloprotéases matricielles (MMPSs) et de leutsbiteurs physiologiques
(TIMPs)

a) Les métalloprotéases

La régulation des métalloprotéases matriciellesdet leurs inhibiteurs représente un
mécanisme clé du contrble des saignements de tteFtde (Galanet al. 2000; Galanet al.
2004; Skinneret al. 1999; Vincentet al. 1999). L'augmentation d'expression et I'activation
des MMPs apparaissent comme des éléments clés dendéement du processus de la
menstruation (Kokorineet al. 1996; Salamonsert al. 2002). Synthétisées sous forme
inactive, elles sont soit sécrétées soit expring@es forme de protéines transmembranaires.
Elles sont contrblées par des inhibiteurs tissedaspécifiques, les TIMPs et sont capables

d'hydrolyser la MEC et des protéines non matrieeetomme les molécules d'adhésion, des
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facteurs de croissance et des cytokines. La faméke MMPs est divisée en 4 groupes : les
collagénases, les stromélysines, les gélatinades 8MPs de type membranaire (Woessner,
Jr. 1999). L'expression des MMPs varie au coursdifésrentes phases du cycle menstruel.
L'expression de la MMP-1 (collagénase-1), MMP-2dtpéase A), MMP-3 (stromélysine- 1),
MMP-7 (matrilysine), MMP-9 (gélatinase B) et MMP-{2étalloélastase) est accrue durant
la menstruation alors que celle d'autres MMPs conam26 (endométase) est exacerbée
durant la phase proliférative (Goffiat al. 2003; Henrietet al. 2002). Durant la phase
sécrétoire sous l'action de la progestérone, lesgion et l'activite des MMPs dans
'endometre est maintenue quiescente. L'expérinientanimale confirme l'importance de la
chute de la progestérone dans le déclenchemert ahenstruation et dans la régulation des
MMPs et ce, quel que soit le taux d'estradiol (RpidkdOwenet al. 1998). Au milieu de la
phase sécrétoire, I'utilisation de mifépristoneaestompagnée d'une importante altération de
la MEC de I'endomeétre et de saignements abond8wahhet al. 1990). Sous DIU-LNG,
I'expression de la MMP-9 est augmentée dans lekle®l stromales, épithéliales et
endothéliales (Skinneat al. 1999). Celle-ci est également augmentée cheztilesatrices de
MPA a titre contraceptif (Vincengt al. 2002). La MMP-3 parait particulierement exprimée
chez les patientes présentant des saignementdDsdusNG (Oliveira-Ribeiro et al. 2004)

ou sous Norplant® (Marbaigt al. 2000). La synthése de TARNm de la MMP-1 est |sesd

au sein des zones de dégradation de la MEC endalaéthez les utilisatrices de Norplant®
(Galantet al.2000).

Les cellules inflammatoires peuvent également doundr a I'expression des MMPs. Outre les
cellules épithéliales et stromales, les celluledoemétriales inflammatoires sont a l'origine de
l'induction et de l'activation de MMPs (Salamonseinal. 2000). Le rble des cellules
inflammatoires dans l'augmentation de la MMP-1 etlal MMP-9 a été démontré chez les
utilisatrices du DIU-LNG et les utilisatrices de fgtant® (Milne et al. 2001; Vincentet al.
1999). Il a été observé une augmentation de 'ARdEB MMP-1, 2, 3, 7, 9 et 12 dans
I'endometre d'utilisatrices du DIU-LNG a court terfl mois aprés l'insertion du dispositif)
alors que le taux d’ARNmM de la MMP-26 apparaisdaitinué. Apres 6 mois d'utilisation du
DIU-LNG, on observe une diminution de I'expressi@s MMPs-2 et 3 dans I'endometre. La
technique de zymographie a permis de confirmertiVé de la MMP-2 plus souvent
présente chez les utilisatrices du DIU-LNG. Cedilsral'expression, variant en fonction du
temps, peuvent contribuer a expliquer les difféesnabservées dans le profil de saignement
des utilisatrices du LNG au cours du temps d’exposi{Labied, 2009 186 /id}.

60



Diverses cytokines participent a la régulation ‘dgpression des MMPs (Goldman, 2003).
C'est par la voie du TGH®&ansforming growth factor) que la progestérortelia des MMPs
d’origine épithéliale et stromale permettant le mian de l'intégrité de la MEC endométriale
(Bruneret al. 1995).Durant le cycle menstruel, les 3 isoformes du T@Efkes 2 types de
récepteurs TGFRR1 et 2 sont exprimés (Gaide Chesayaet al. 2008). Les TGF3s sont des
régulateurs de la prolifération cellulaire, de I#édentiation et du remodelage de la MEC
(Joneset al. 2006). L'expression de 'ARNm des TGFR-Rs appataitle tout au long du
cycle. Par contre, les isoformes du TGF[3 sont enges differemment au cours du cycle. Le
lefty-A/endometrial bleeding associated factor (EBAinhibiteur de la voie de signalisation
du TGFR2, augmente au cours de la phase sécrptireatteindre un maximum au cours de
la menstruation (Cornedt al. 2002) . La balance entre le lefty-A/EBAF et le T&ZRpourrait
moduler I'expression des MMPs lors de la phaseétse et de la phase menstruelle.
L’expression maximale du TFGR3 est observée duaaphase proliférative et contrdlerait la
phase de réparation tissulaire (Gaide Chevromhay.2008).

Les TGFRs sont sécrétés sous forme de complexa#fsriaés a différentes molécules de la
MEC ou a des molécules péricellulaires et peuvetre éctivés par différentes
métalloprotéases, par la thrombospondine, pardanmihe et par les intégrines. L'expression
anormale du lefty, en dehors de la phase périmenikgtr a été observée dans I'endométre de
patientes souffrant de saignements irréguliersiimalliet al. 1997).

b) Les inhibiteurs des métalloprotéases

Parmi les inhibiteurs physiologiques des métalltfases, les TIMPs-1 et -2 sont exprimeés
dans I'endometre de facon constitutive au courscytle, seul le TIMP-3 présente des
variations cycliques. Durant la phase prolifératiles TIMPs-1, -2 et -3 sont présents dans
tous les compartiments cellulaires. Les TIMPs-Retont associés a I'endothélium vasculaire
et aux VSMCs (cellule musculaire lisse vasculaides artérioles spiralées (Zhang &
Salamonsen 1997). L'expression de TIMP-3 est maeinen fin de phase sécrétoire,
coincidant avec la pré-décidualisation des cellstesmales (Gaet al. 2001; Goffinet al.
2003; Higuchiet al. 1995). Le TIPM-3 est également produit par letuted endothéliales et

stromales non décidualisées (Henekal.2002; Zhang & Salamonsen 1997).
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- Pertubation de I'angiogenese et de la maturatioscudaire

a) Définition de I'angiogenése

L'endometre est un des rares tissus qui, chedtkaguésente une angiogenese physiologique.
Les mécanismes contrdlant le développement deidgegese dans I'endomeétre peuvent étre
altérés et contribuer aux saignements endomeétgathologiques.

Le processus de formation de nouveaux vaisseawts gu réseau vasculaire existant est

appelé angiogenese, la vasculogenese consistdatf@mation de vaisseaux embryonnaires

a partir d'angioblastes. L'angiogenése surviennatament lors de phénomenes de réparation
tissulaire ou lors de développements vasculairdofmiques. Néanmoins, chez la femme en
phase reproductive, ce phénoméne d'angiogenesgadalphysiologiguement a la fois dans

l'ovaire et dans I'endométre (Weston & Rogers 2000)

b) Vascularisation utérine

Les arteres utérines donnent naissance aux aegregdes d'ou sont issues les arteres radiales
qui s'étendent a travers le myometre jusqu'a latijom entre le myomeétre et I'endometre.
Ensuite, les artéres radiales se divisent en artesales qui vont assurer la vascularisation de
la partie basale de I'endometre. D’autre part deses spiralées se développent et assurent la
vascularisation de la partie fonctionnelle de lnétre. Ce sont ces artéres qui vont subir les
modifications les plus importantes au cours dueyoknstruel. Apres la menstruation, elles
sont courtes. Elles vont ensuite s'allonger dutanphase proliférative, s'épaissir et se
connecter par un réseau précapillaire au plexus-épithélial capillaire. Durant la phase
sécrétoire, les artéres spiralées continuent &eelapper, formant un réseau de plus en plus
tortueux. Apres la menstruation, qui a permis mi@ation de la partie fonctionnelle de
I'endomeétre, le réseau vasculaire va subir une iitapt® croissance et des remaniements
influencés par les facteurs qui contrélent I'angizgse (Weston & Rogers 2000).

D’un point de vue histologique, l'artere radialé estourée d’'une couche épaisse de cellules
musculaires lisses exprimant I'actindo-smooth muscle actirm{SMA)], ainsi que la chaine
lourde de la myosine [myosin heavy chain (MHC)] b&ktonet al. 1999). Au fur et a mesure

de leur convergence vers la lumiere endométriatestructures artérielles perdent des cellules
musculaires lisses péri-vasculaires jusqu’a atteitel plexus capillaire sous-épithélial qui est

formé seulement de cellules endothéliales et nimerplus lo-SMA (Smith 2001).
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Figure 15 : Vascularisation utérine
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c) Mécanismes de I'angiogenése

L'angiogenése peut se développer selon 4 mécanidmé®urgeonnement, l'intussusception
(division interne du vaisseau), I'élongation etvisculogenese postnatale, qui permet la
réalisation d'une angiogenése par incorporatiorpréeurseurs de cellules endothéliales a
partir de la moelle osseuse. Les principaux méonass d'angiogenese reconnus dans
I'endométre sont l'intussusception ou I'élongaphridt que le bourgeonnement (absence de
l'intégrine avlR3, marqueur du bourgeonnement), mécanisme pdrecessentiel dans la

croissance tumorale (Weston & Rogers 2000).

d) Contrdle moléculaire de I'angiogenese

L'estradiol présente un effet mitogénique sur lebules endothéliales endométriales. Par
contre, cet effet est inhibé par la progestérormhibition de prolifération des cellules

endothéliales endométriales par la progestéroneamttgonisée par l'administration de
mifépristone (Weston & Rogers 2000).
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Figure 16 : Contrdle moléculaire de I'angiogenésele switch angiogénique
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VEGF : vascular endothelial growth factor; EG-VEGF: endocrine gland-vascular

endothelial growth factor ; FGF : fibroblast growth factor ; TSP1 : thrombospondine 1 ;
TSP2 : thrombospondine 2.

(D’apres A Bikfalvi, 2006)
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Le contrble moléculaire de I'angiogenése dépend diuéquilibre entre facteurs pro- et

anti-angiogéniques.

I) Promoteurs de I'angiogenése

Un des promoteurs de I'angiogenese le plus étsdile ¥EGF. |l posséde des propriétés de
puissant mitogéne sur les cellules endothélialepparait essentiel dans la vasculogenése et
dans l'angiogenese et est présent dans tous $ess.tik'inactivation d'un simple alléle du
VEGF est létale a un stade embryonnaire précoaesécmence de l'importance de cette
molécule dans le développement vasculaire inhérémiit développement tissulaire.

Le géne du VEGF chez 'homme est situé sur le chsome 6. Il comprend 8 exons qui
subissent un épissage alternatif conduisant a férimes du VEGF dit A. D'autres VEGFs
issus de genes distincts ont été decrits, le VEGE,BD, E, PIGF1 et PIGF2 (Hicklin and
Ellis, 2005). Trois récepteurs sont décrits, le WWRZ {Shibuya, 1990 176 /id}
VEGFR2/KDR ( kinase insert domain-containing regigherman et al., 1992), VEGFR3
{Pajusola, 1992 178 /id}.

Le VEGFR2/KDR est exprimé principalement dans kehdlium. Ce récepteur est
surexprimé au niveau des cellules stromales dapartée superficielle de I'endomeétre durant
la phase prémenstruelle (Nayekal. 2000). Cette augmentation d'expression suit léectia

la progestérone. L'administration de progestérahbelires apres la chute de celle-ci permet
d'interrompre l'induction de I'expression de VEGFRRniveau stromal mais ne le permet pas
au niveau endothélial. Il est a noter que I'expoesde la proMMP-1 est également induite de
concert dans les mémes cellules stromales lora deute de la progestérone. L'expression du
VEGF est augmentée en phase prémenstruelle etapmitdécliner ses actions a travers le
récepteur VEGFR2/KDR surexprimé au méme momentqi@ey et al. 2006).

Facteur angiogene essentiel et non redondant, 8RAEpeut étre induit par des cytokines
telles que le TNFe: (Tumor Necrosis Factar}, le TGF-3 (Transforming Growth Factor-i3) et
I'lGF1 (Insulin-like Growth Factor) (Giudicet al. 1997; Tazuke & Giudice 1996). L'hypoxie
est un facteur essentiel de stimulation du VEGFAeet'inhibition de la thrombospondine 2
qui maintient normalement I'endothélium vasculairéétat quiescent. L'HCG est un autre
facteur qui permet la stimulation de l'angiogengseours de l'invasion endométriale par le
trophoblaste (Berndit al.2006).

Les molécules de VEGF-A se fixent sur les réceptdersurface VEGFR2/KDR et VEGFR1

ainsi que sur un corécepteur la neuropiline 1 (N@hibuya 2001)L’Endocrine Gland-
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VEGF (EG-VEGF) est un mitogene spécifique pour lesutedl endothéliales des glandes
endocrines (LeCouter & Ferrara 2002). Il permettiVation d'un récepteur a 7 domaines
transmembranaires couplé aux protéines G. Le staeadésions endomeétriotiques exprime
davantage le EG-VEGF que lI'endometre eutopique.uiel présente des différences
significatives d’expression du EG-VEGF en relataarec la phase du cycle, le surexprimant
en phase sécrétoire (Leeal.2009). Son role dans I'angiogenese endométridlsuspecté et

a I'étude.

La surexpression d’autres facteurs angiogéniquesldeVEGF et son récepteur, certaines
MMPs, les angiopoiétines, est décrite dans leorésendométriotiques prolifératives en
faveur d’'un réle de I'angiogenése dans la pathcgede la maladie (Bourleat al. 2006; Di
Carloet al.2008).
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Figure 17 : La famille des facteurs de croissanceasculo-endothéliaux (VEGF) et de

leurs récepteurs.

sFLT

Les neuropilines sont
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La stimulation du VEGFR2 et du VEGFR1 par les difféents membres de la famille
induit l'angiogenése, celle du VEGF-R3 la lymphangigenése. Par ailleurs, la
neuropiline 1 (Nrpl) et la neuropiline 2 (Nrp2) sohdes corécepteurs. Dans certains cas,
une forme soluble du VEGF-1 est produite (sFLT1), gi a pour conséquence de limiter
'angiogenése. Les spécificités des différentes foes de VEGF et des placental growth

factors (PIGF) sont indiquées.

(D’'aprés A Bikfalvi, 2006)
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Les facteurs de croissance fibroblastiqu€FGF) appartiennent a une famille qui contient
actuellement plus de 20 membres. Le FGF1l (acide)eeFGF2 (basique) ont été
particulierement étudiés pour leurs propriétés @ygiiques. Ces protéines se lient a des
récepteurs de surface cellulaire spécifiques &igxtiyrosine kinase. Quatre types ont été
décrits (Ornitz & Itoh 2001). Le FGF1 et le FGF2t ates effets plus marqués sur la
prolifération des cellules endothéliales capillaigeie le VEGF. Le FGF2 régule la production
des activateurs du plasminogene, I'expressionrdégrines. Le FGF2 est capable également
d'induire I'expression du VEGFC et de participé&a ymphangiogenése (Bikfalvi 2006).

Les angiopoiétines et leurs récepteursont également des molécules clés dans le comtedle
'angiogeneése. L'angiopoiétine 1 (Ang-1) permetddiire la formation de tubes capillaires in
vitro a partir de cellules endothéliales et estniliée comme le ligand de la kinase
transmembranaire Tie 2. Protéine glycosylée deD&, KAng-1 se lie a son récepteur Tie 2
et active sa phosphorylation. La délétion du gesdant pour I'Ang-1 conduit a la Iétalité des
embryons. Chez la souris, des le développementyembaire précoce, I'Ang-1 est exprimée
au niveau du myocarde et du mésenchyme. A un stiééliéeur, elle est exprimée dans les
cellules environnant les vaisseaux en développeméAng-1 induirait, au niveau des
cellules endothéliales, la synthése des factewsporsables du recrutement des cellules
périvasculaires (Yancopoulat al. 2000). L'interaction de 'Ang-1/Tie-2 est respobadu
maintien de I'intégrité des vaisseaux sanguinseaforcant les interactions entre les cellules
endothéliales et les cellules péri-vasculaires aatiesn (péricytes et cellules musculaires
lisses) et en stimulant le recrutement de ceslesllu

D'autres angiopoiétines (2 — 3 — 4 — 5) ont étdtifiées. L'Ang-2 apparait comme un
antagoniste de I'Ang-1 (Hanahan 1997). L'actionrj&, via I'inhibition de Tie-2, conduit a
une perte de contact entre les cellules endotksliet les cellules périvasculaires, permettant
I'action des facteurs proangiogenes tel que le VEEGR reprise de I'angiogenese. Ainsi le
VEGF, Ang-1 et Ang-2 possédent des roles compléaireist dans le développement et le
maintien du réseau vasculaire.

La réduction d’expression de I'’Ang-1 est décritexles patientes ménorragiques (Heweeétt
al. 2002).

Le TGF[3 exerce une action biphasique sur les cellulesta@tales in vitro, stimulatrice a
faible concentration et inhibitrice a plus fortencentration. In vivo, il stimule I'angiogenese
et est exprimé en phase prémenstruelle dans I'etdomar les cellules immunitaires {Jones,
2006 212 /id;Tuxhorn, 2002 423 /id}.
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Les régulateurs du développement et facteurs neuranix

Un certain nombre de génes, importants pour le ldgpement embryonnaire, régulent
egalement le développement vasculaire.

Les membres de la famille des éphrines et leueptéars, les récepteurs Notch et les Notch-
ligands, et les molécules de la famille hedgehogleetrs récepteurs participent au
développement vasculaire. Notch (1, 2, 3, 4) repres une famille de récepteurs
transmembranaires qui lient un certain nombre ginlis dont Delta et Jagged (Uyttendaele
et al. 2001). Ces récepteurs apparaissent essentieleraodelage de la vascularisation
embryonnaire, a la différentiation des arteresest kines et a I'angiogenese (Maillebsal.
2001) ; (Poleet al.2001). Un ligand de Notch, Delta- 4, est fortemexgrimé au cours de la
néoangiogenese chez l'adulte. D'autres protéireslgyeinog, participent aussi au remodelage
de la vascularisation embryonnaire. Elles sontiemges dans le tissu vasculaire postnatal et
permettent 'augmentation du diametre des vaiss@nlget al.2001).

Les éphrines (EphB2) et leur récepteur EphB4 ppeit au développement vasculaire et
déterminent la spécificité des cellules endothédiabrtérielles et veineuses. Leur expression

est augmentée dans les tumeurs endométrialesegéAdams & Klein 2000).

II) Inhibiteurs de I'angiogenéese

La thrombospondine 1(TSP1) est un inhibiteur puissant de l'angiogem@s&vo et in vitro
(Lawler 2002). Les thrombospondines sont des glyatémes produites a partir de cellules
normales ou transformées. La perte d'un géne ssgmure de tumeur entraine une réponse
angiogénique par diminution de la sécrétion de T&BXyene suppresseur capable de réguler
I'expression de TSP1 est la protéine p53 dont riatfon est altérée dans la maladie de Li-
Fraumeni. La TSP 1 inhibe I'angiogenése grace &ffiets sur la prolifération, la migration et
la survie des cellules endothéliales mais égalersantla mobilisation de facteurs pro-
angiogéniques. Elle peut empécher la mobilisationV&EGF en inhibant I'activation de la
MMP-9. Si la TSP1 inhibe le développement des eaigs sanguins, ce n'est pas le cas pour
celui des vaisseaux lymphatiques. La TSP 1 eseptégians les cellules stromales. Elle est
surexprimée par la progestérone. Elle est égalenhectée dans la membrane basale des
vaisseaux en phase sécrétoire (lruela-Aredpa. 1996).

Le fragment hémopexine(PEX) est I'extrémité C-terminale de la MMP-2. Bllesséde une

forte activité anti-angiogénique in vivo (Brooks al. 1998). Elle inhibe l'activité catalytique
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de la MMP-2, inhibe la dégradation de la MEC etmaration cellulaire. Son rble dans
'endometre, néanmoins, n'a pas été défini.

Une glycoprotéine membranail@ECK (reversion inducing cysteine rich protein with Kaza
motifs) posséde également la capacité d’inhibiltea MMPs et du contréle de I'angiogenese.
Sa surexpression est associée a une réponse amgiogéOhet al.2001).

Le facteur plaquettaire 4 (PF4), polypeptide de 7 kDa produit par les plamsetinhibe
I'angiogeneése in vitro et in vivo (Maione & Shad#90). Son action pourrait étre exercée par
l'inhibition de la liaison du FGF2 et du VEGF areuécepteurs. Il inhibe également les
récepteurs du FGF par dimérisation des réceptauishiition des capacités de liaison
(Perolletet al. 1998).

Le développement vasculaire normal requiert I'actie différents facteurs en cascade. Ainsi,
le VEGF entraine la prolifération, la migration ket survie des cellules endothéliales
aboutissant a la formation de vaisseaux désordomoediérarchisés et immatures. Ensuite,
d'autres facteurs comme I'Ang-1, le TGFle PIGF permettent la stabilisation et le
remodelage vasculaire. Le PDGF (platelet-deriveowtt factor) est un des principaux
effecteurs entrainant le recrutement des péric@esrecrutement est indispensable afin de
stabiliser les vaisseaux et les rendre insens@l&sacteurs de prolifération. Le flux sanguin
participe également au modelage vasculaire (Caetriz0i04).

Les péricytes peuvent présenter une grande digatsipphénotypes intermédiaires entre ceux
des cellules musculaires lisses et ceux des fiaspdd ainsi qu’exprimer des marqueurs
immunohistochimiques variables en fonction du tissie I'espece et de [|'étape de
développement (Gerhardt & Betsholtz, 2003). Le N@ét2'alpha smooth muscle actin-(
SMA) sont utilisés comme marqueurs péricytairesjsnaicun d’'eux n’est parfaitement
spécifique ni exprimé par tous les péricytes.

L’origine des VSMCs est complexe et peut variefarction du tissu (Carmeliet 2000). Ces
cellules se difféerencient a partir de cellules mébgmateusem situ tels que les péricytes
(Nehlset al. 1992; Schoet al. 1995), les cellules stromales, les cellules mythépales et les
myofibroblastes (Lazaret al. 1993). Elles peuvent également se différencieradirpde
cellules endothéliales ou a partir de précursewsmbélle osseuse ou de macrophages
(Carmeliet 2000). Au fur et a mesure du processudiffiérenciation, les VSMCs expriment

des marqueurs caractéristiques incluamEMA et la MHC (Priceet al. 1994). LaSMA est
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une protéine contractilie du cytosquelette et un desqueurs les plus précoces de
différenciation des VSMCs (Skakit al. 1986). Elle est fortement exprimée dans les ptaicy
(Nehlset al.1994). La MHC est une protéine contractile quiaapfi aprés §SMA, dans les
VSMCs différenciées (Owens 1995; Prateal. 1994; Schwartz & Liaw 1993).

Figure 18 : Stabilisation et Maturation des Vaisseax

(1) Vaisseau immature composé de cellules endatagl{CE),
(2) Recrutement des VSMCs et renforcement desigmctellulaires
(3) Vaisseau stabilisé et mature
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(D’aprés P Carmeliet, 2004)
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- Hypoxie

Les saignements utérins physiologiques dépendalat crute de la progestérone n'impliquent
pas uniguement des médiateurs de l'inflammatiors kgalement les métabolites conséquents
de I'hypoxie induite par la constriction des artespiralées. Des molécules controlant la
vasoconstriction sont probablement impliquées neais nature n'est pas encore parfaitement
déterminée. Le role des prostaglandines, des eélitoth, de I'angiotensine Il est proposeé.
L'expression des récepteurs de I'endothéline eritonction du cycle (O'Reillgt al. 1992)
L'expression de l'angiotensine Il et de ses réceptearie également au cours du cycle
(Ahmedet al. 1995).

Le principal facteur angiogénique induit par I'hymoest le VEGF (Sharkegt al. 2000).
L'hypoxie induit la transcription du VEGF. Le proteor du VEGF contient I'élément de
réponse pour le HIF (hypoxia inducible factor). Pamtre, le promoteur de VEGFR2/KDR ne
posséde pas I'élément de réponse pour le HIF. L&FR/Etimule I'expression de
VEGFR2/KDR dans l'endothélium vasculaire (Kremet al. 1997). Le VEGF, le
VEGFR2/KDR et les métalloprotéases sont exprimésomeert par les cellules stromales de
la partie fonctionnelle de I'endometre en prémeestau moment de la chute de la
progestérone. Le VEGF est capable d'induire I'esgioe des métalloprotéases (Wang &
Keiser 1998; Unemoret al. 1992) L'hypothese émise par Critchley est l'ingilan en
cascade, apres la chute de la progestérone, dategdi inflammatoires et de prostaglandines
locales qui induisent une vasoconstriction et umexression de cytokines. La constriction
des artéres spiralées s'accompagne d'hypoxie amtuis VEGF qui lui-méme induit son
propre récepteur,VEGFR2/KDR, au niveau des cellstemmales de la région fonctionnelle
endométriale. Le VEGF est ensuite capable, parastion au niveau de VEGFR2/KDR,
d'induire l'expression des métalloprotéases au de@ cellules stromales. L'inflammation
induit un large afflux de leucocytes. Ces cellufglammatoires renforcent I'action du VEGF
sur l'activation des métalloprotéases (Critctdegl. 2006). Des perturbations de ces contrbles
moléculaires sont proposées comme des mécanisraegiéls de I'apparition de saignements

anormaux.
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12.Développement des SPRMs - Utilisation en Gynécaodes SPRMs (article de
revue)
Cet article de revue présente les applicationseiets des SPRMs, celles en voies de
développement et celles toujours a I'étude.

Gynecological Endocrinology, February 2009; 25(2): 67-73 informa
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Abstract

Selectve progesterone receptor modulators (SPRM) represent a new class of synthetc steroids, which can interact with the
progesterone receptor (PR) and can exert agonist, antagonist or mixed effects on verious progesterone targer tssues o vivo.
This review evaluates the acrual and potendal wsefulness of SPRMs in gynaecology.

Keywords: SPRM, progesierone, progesterone receptor, contracepiion, therapeutic abortion, endometriosis, myoma, woman,

human

Introduction

The progesterone receptor (PR) belongs to the
nuclear receptor super family and controls specific
genes involved in female repraduction. The primary
action of progesterone is to initate and maintain
pregnancy. Progesterone, the natural ligand of the PR,
represents the pure agonist, onapristone, mifepristone
show a purc antagonist activity and asoprisnil exhibits
partial agonist/antagonist effects [11, The synthesis of
mifepristone, the first PR antagonist (PA) was a
starting point of drug discovery and the research
programme in the area of PAs [2-4].

Progesterone is involved in the contro! of ovulation,
facilitating the luteinising hormone (LH) surge.

It wransforms the endometrium from a proliferative
to a secretory state and, together with estradiol,
maintains cndometrial integrity [S] preparing the
endometrium for implantation. It inhibits uterine
contractlity [6].

In uterus, progesterone controls the growth and
differentiation of endomeirial and myometrial cells.
During the luteal phase, in the primate uterus,
progesterone inhibits estrogen induced mitotic actv-
ity in the functional zones of the ecndometrial
epithelium but shows some stimulatory effect on both

the basalis and endometrial angiogenesis [7]. Proges-
terone can also play a key role on growth of benign
smooth muscles tumours from uterine myometrium
[8-10]. In normal breast epithelial cells, progesterone
has important mitogenic properties with a peak of 2
mitotic activity during the luteal phase [11].

Synthetic progestins administered with estrogen
in post-menopausal women are involved in the
moderately increased risk of breast cancer {12,13].
In the mammary glands of nulliparous Breal/p53
deficient mmice, the PA mifepristone prevents
mammary tumorigenesis [14].

From the physiological properies of progesterone
and the pharmacological profile of synthetic proges-
tins, and their possible drawbacks, it appears that the
potential advantages and the clinical applications of
selective progesterone receptor modulators (SPRMs)
are very promising in major public health areas.

Clinical application of the SPRMs
Medical abortion

Mifepristone, the first glucocorticoids, and PA (2], a
derivative of norethindrone, alters the endometrium
and causes decidual necrosis and trophoblast to
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separate from decidus [2,15-17). Mifepristone sen-
sitises the pregnant uterus and cervix to endogenous
and exogenous prostaglandins, increasing uterine
activity and inducing cervical softening. Mifepristone
is well absorbed orally and reaches a peak serum
concentration in pregnant woman within 2 hours.
The pharmacokinetics is similar for any dose over
100 mg. The half-life of mifepristone is approxi-
mately 19 hours in pregnant women [16].

Mifepristone used alone with oral doses ranging
from 50 to 400 mg allows complete abertion in 60—
80% up to 48 days gestation, The addition of small
doses of a prostaglandin analogue (such as mis-
oprostol) has a synergistic effect resulting in nearly
100% complere abortion [18,19] with lower doses
than those required when the prostaglandin analogue
is used alone. Moreover, the addition of mifepristone
to misoprostol increases complete abortion at 2 faster
rate up to 63 days gestaton [16].

The most commonly used medical abortion
regimen worldwide is presently mifepristone fol-
lowed by a prostaglandin analogue. The FDA-
approved regimen consists of 600 mg of oral
mifepristone followed by a prostaglandin analogue,
usually misoprostol, 36-48 hours later, This regi-
men has been reported to induce complcte abortion
in 92-99% womecn [20-23], As expected on the basis
of its pharmacokinetics, lower doses of mifepristone
are equally effective as the 600 mg dose when
combined with a prostaglandin analogue [24-26].
In the large trial performed by the World Health
Organisation, pregnant women were included up to
63 days gestation and received either 200 mg or
600 mg mifcpristone, followed 48 hours later by an
oral administration of 400 ug misoprostol. Both
groups showed similar complete abortion rates (89
and 88%, respeciively) [26]. This efficacy is similar
to that of vacuum aspiration. In addition, studies
using 200 mg mifepristone combined with 800 ug
misoprostol administered vaginally to more than
4000 women also confirmed the efficacy of this low
dose of mifepristone [27-29]. The vaginal adminis-
tration of misoprostol prolongs the efficacy of
mifepristone regimens up to 63 days. A shorter
interval between the administration of mifepristone
and prostaglandin analogue does not impair the rate
of abortion [30].

The use of mifepristone between 9 and 13 weeks
gestation is equally effective as a cervical primer [31].
Animal smdies showed thar mifepristone induces
collagen remodelling, It caused a decrease in
collagen organisation with decrcased fibril length
and diameter [32]. The prostaglandin analogue,
rmisoprostol, is more commonly used in this indica-
ton because it is cheaper and largely available.
Neverthelegss, bleeding and abdominal pain are
decreased with mifepristone compared with miso-
prostol [31,33].
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Mifepristone for sccond trimester abortion de-
creases the interval between induction to abortion
and increases the success rate. It is administered in
either 200 or 600 mg dosing and followed by
prostaglandin analogue.

Management of miscarriage

A randomised placebo controlled trial showed that
expulsion occurred in 82% of women with first
rimester arrested pregnancy, within 5 days after
administration of 600 mg mifepristone compared
with only 8% of women given placebo but the success
rate was comparable with that of a misoprostol used
alone [34],

Emergency contraception

Emergency contraception (EC) is a term used to
describe a group of methods for preventng an
unwanted pregnancy that are administered during
the first few days after unprotected intercourse. It can
decrease individual woman's pregnancy risks by as
much as 89% after a single coitus. EC is an important
action for woman giving them a chance to aveid the
psychelogical and physical consequences of un-
wanted pregnancy including the need for legal or
clandestine abortion [35).

Several approaches to EC have been described,
including high doses of estrogens, danazol, intra-
uterine devices, oral contraceptive with estrogen and
progestin [36], a progestin alone (levonorgesirel)
and SPRMs (mifepristone and VA 2914). The
Yuzpe regimen invelved the combined use of
ethinyl estradiol 100 ug and 0.5 mg of levonorges-
trel, repeated once 12 hours apart, with the first
daose given within 72 hours of unprotected inter-
course. This regimen, which was popular in the late
seventies and early eighties, has now been sup-
planted by a more effective and better tolerated
progestin only product, coniaining levonorgestrel.
They were to be used within 72 hours of unpro-
tected intcr-course.

PR modulators offer another option for EC. They
can maintain efficacy for periods of time, longer than
72 hours in a single dose regimen [37,38]. A higher
efficacy of mifepristone compared with the Yuzpe
regimen was also observed. Side effecis such as
nausea, vomiting, headache, dizziness, fatigune;, low
abdominal pain and hot flushes were obscrved less
frequently in women receiving mifepristone [39].
Lowering the dose of mifepristone from 600 to
10 mg did not significantly impair its effectiveness as
an emergency contraceptive [40]. Low doses of
mifepristone are associated with less disturbance of
the menstrual cycle length. A dose as low as 10 mg
seems preferable to the 600 mg dose [38]. This trial
also showed that unlike levomorgestrel or Yuzpe



regimen, the efficacy of mifepristone does not appear
to decline with increased interval up to 120 h.

Recently, a second generadon PR modulator
with lower anti-glucocorticeid activity than mife-
pristone  was tested in EC. Parncipants were
randomly assigned to receive a single dose of
50 ug of VA 2914 plus a placebo 12 hours later or
two doses of 0.75 mg of levonorgestrel taken 12
hours apart. VA 2914 was at least as effective as
levonorgestrel in prevenung pregnancy after un-
protected intercourse. Lower efficacy with increas-
ing interval berween intercourse and EC treaunent
above 48 hours was observed only with levonor-
gesuel. In contrast, the effectiveness of VA 2014
did not decline after 48 hours. Adverse effects were
generally similar in both treatment groups, but
more nausea was observed among the VA 2914
wreated women. Nausea, as a side effect, has not
been reported in other trials with VA 2914 at
higher doses. Moreaver, VA 2914 was also cffective
in preventing pregnancy when administered after
ovulation [36]. In both groups, women experienced
considerable variation 1n menstrual cycle length
when compared with their reporred individual
normal cycle length. On average, the onset of
menses after EC use was 2, 1 day earlier than
anticipated in levonorgestrel users and 2, 6 days
later in VA 2914 users [37).

Acceleraton of tubal transport of fertilised eggs
has been reported in rats exposed o ant-progestogen
{41]. No information is available in women. It is well
documented, however, that mifepristone does not
increase the risk of tubal pregnancy [41,42].

Long-term comrraception

PAs and SPRMs do have contraceptive potentizl
possibly, by several mechanisms (5,43]. They inhibit
ovnlation by blocking the LH surge and can induce
endometrial desynchronisaton, thereby interfering
with implantation. Recently, mifepristone but not
levonorgestrel was shown to inhibit human blastocyst
artachment to an in viro endometrial three-dimen-
sional cell culture model [44). High doses of
mifepristone may even induce follicular atresia [45].

The threshold dose for ovulation inhibidon is
2 mg/day. At a lower dosage, ovulation occurs and
the administration of 0.5 mg mifepristone daily or
5 mg weekly is not effective in pregnancy prevention
[46,47]. Two-hundred milligrams of mifepristone,
administered 48 hours after the I.H surge, shows
contraceptive efficacy. However, this option is not
clinically relevant because the detection of an LH
surge routinely is an expensive and an unreliable
method [5,47].

Administration of mifepristone, in the late luteal
phase, is not effective in pregnancy prevention
[48,49].
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VA 2914 is an orally actve steroidal SPRM which
demonstrates potent PA activity in vive and n witro
[50] with a reduced and-glucocorticoid activity
compared with mifepristone [51]. This compound
shows ant-ovulatory activity and post-coital anti-
fernility activity in rats [52].

We evaluated ovulation inhibition by VA 2914 in
women, in a continuous regimen of administration of
25, 5 and 10 mg/day for 3 months,. We also
examined the endometrial impact in cach group.

Anovulation (defined by absence of progesterone
above 3 ng/ml) was obtained in nearly 80% women
in the 5 and 10 mg/day groups with a high rate of
amenorrhea (81,2 and 90%, respectvely). Plasma
estradiol levels remained in the physiological folli-
cular phase range.

Endometrial histological analysis showed pre-
dominantly a pattern of secretory phase. Some cysuc
glandular dilatations were observed in rare cases. No
hyperplasia was detected [53].

We quantified the effects of VA 2914 on endo-
metial vascularisation, fibrillar matrix and vascular
endothelial growth factor (VEGF)-A expression in
endometrial biopsies from 41 women before and
after 12 weeks treatment. No changes were noted in
structure, number and size of endometrial vessels,
The collagen nerwork and VEGF-A distibudon
remained comparable during the luteal phase at
baseline and under VA 2014 treatment [54]. From
these observations, wa conclude thar long-term VA
2014 treatment does not result in an endometrial
morphology comparable with that induced by a
progestn. It thus acts on endomerrial cells, in a
specific way, which is clearly distinct from that of
a progestin.

Treammen: of uterine lelomyomata

Uterine leiomyomata, also named fibroids, are
benign mmours that occur in up of 35% women
above 35 vyears. They account for up o 40% of all
hysterectomies [55]. Non-surgicel weaunent optons
for symptomatic leiomyomata are limited because
gonadotropin releasing hormone agonists (GnRHa)
induce hypo estrogenism and side effects limiting the
treatment duraden [36]. Even, when a decrease in
leiomyomata size of 36% is observed after 12 weeks
of GnRHa treatment, the uterus remarns [o pre-
treatment size within & months after treatment
completion. The indications of GnRHa are thus
limited to short-term pre-surgical treatment [57].
Progesterone and PR seem to play a key role in the
control of urerine fibroid growth [58]. Mirodc
activity is maximal during the luteal phase [59].
Several studies have shown an up-regulation of PR in
uterine leiomyomata compared with normal adjacent
myometrium at mRNA and protein levels [60]. The
exptession of the proliferation marker Ki-67 is also
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increased in leiomyomata, when compared with that
in normal myometrium, and up-regulated by pro-
gesterone [60]. Expression of epidermal growth
factor, a proliferative cytokine, and Bel2, an apoptosis-
inhibiting protein is also increased in fibroids
relative to the adjacent myometrium, specifically
during the secretory phase [61]. Progesterone in-
creases Bel2 protein expression in primary leiomyo-
mata cell culrures [62]. Progestins finally attenuate or
cven rocversce the inhibitory effects of GnRHa on
leiomyomata size when used as add-back therapy
[63-65]. However, Mifepristone has opposite effects
[66] and may decrease proliferation of these smooth
muscle cells, suggesting 2 clinical usefulness of
SPRMs for the treatment of myomas. Asoprisnil,
a mixed progesterone agonist/PA with no anti-
glucocorticoid effect, inhibits proliferation and
induces apoptesis in cultured uterine leiomyoma
cells in the absence of comparable effects on cultured
normal myometrial cells suggesting a cell type
specific effect [67].

Down regulaton of VEGF, of adrenomedullin, a
vasoactive hormone and of their receptors was shown
by western blot analysis in cultured human uterine
leiomyoma cells rreated with VA 2814, This action of
VA 2914 was not observed in the surrounding
normal myometrial cells, suggesting a cell type
specific acuon of this SPRM on leiomyoma cells
[68].

In clinical studies, daily treatment with 5-50 mg
mifepristone for 3-6 months resulted in a reduction
in uterus and leiomyoma volumes, ranging from 27
to 49% and 26 to 74%, respectvely. Moreover, the
prevalence and severity of dysmenorrhoea, meno-
rrhagia and pelvis pressure were reduced. Treatment
was well tolerated. Nevertheless, endomertrial hyper-
plasia, a serious adverse effect of mifepristone was
detected in 28% women [65]. A 20% reduction of
myoma volume was also observed in over 90%
patients treated with 12.5 mg mifepristone or
GnRHa [69]. The recurrence rate after cessation of
reatiment was 40% after GnRHa and 17.8% after
mifepristone [64].

Asoprisnil (5, 10 or 25 mg) given orally, once daily
for 12 weeks reduced the uterine volume as well as
the volume of the largest leiomyoma in a dosc-
depcndant manner. At 10 and 25 mg; it suppressed
pelvis pressure after 12-weeks treatment in contrast
to placebo, which was inactive. No decrease of
plasma estradiol or increase of cortisol was observed.
This trearment is well tolerated and reduces sig-
nificantly both duration and intensity of uterine
bleeding in a dose-dependant manner [70].

Treatment of endomerriosis

Endomertricsis is an estrogen-dependent disease due
to ectopic endometrium. It causes pelvic pain,

1

dysparcunia, dysmenorrhoea and inferulity [71].
Pelvic pain is the result of a local inflammatory
reaction and up-reguladon of cyclooxygenase
(COX)- 2, The use of COX-2 inhibitors is therefore
an effecuve symptomatic option [72]. Use of
therapeutic agents, which hinder endometriosis, is
limited by their side effects, GnRHa and GnRH
antagonists use results in a hypo estrogenic state with
hot flushes and bone loss, which limits the treatment
duration. Progestins, the other therapeutic option,
can induce bloating, breakthrough bleeding, mood
changes, acne, hirsutism that can alter therapeutnc
compliance [73].

Inhibiting ectopic endometrium proliferation with-
out inducing estrogen deprivation would be an
important goal for the treaiment of endometriosis.
In this indicadon, SPRMs may ultimately have an
important place. Mifepristone inhibits endometrial
cells proliferation by activatng the nuclear factor-
kappa B signalling pathway [74]. Mifepristone also
promotes apoptosis in human endometrial cells by
over expression of Bax, the apoptosis promoting gene
and by down-regulation of the anti-apoptosis gene
Bei2 [75].

Mifepristone (5 or 50 mg/day for 6 months or
100 mg/day for 3 months) improved the clinical
symptoms associated to endometriosis [75]. The
50 mg daily dosc clicited a mean 55% regression of
visible endometriosis after 6 months of weatment.

Asoprisnil, which inhibits endometrial prolifera-
ton and prostaglandin synthesis [76], was studied in
subjects with a laparoscopic diagnosis of endome-
triosis at 5, 10 and 25 mg (versus placebo) for 12
weeks. All doses were significantly effective on pain
scores, at all treatment months compared with
placebo [70]. The effect on bleeding pattern was
also dosc-dependent. Asoprisnil was well tolerated in
short-term studies, and no serious adverse event was
reported during treatment period and follow-up [76].

Conclusion

PAs and SPRMs are largely used for fertlity control.
They have proven efficacy for abortion and EC. In
long-term contraception, they offer an estrogen-free
contraception with a better bleeding pattern than that
associated with progestns. Because they control the
growth of leiomyoma and endometrial cells without
inducing an hype estrogenic state, their use in
endometriosis and symptomatic leiomyomata could
be promising. Large Phase III trials in patients with
menorrhagia associated with uterine fibroids are in
progress, Efficacy and safery of long-term adminis-
tration for management of uterine bleeding, endo-
metriosis and uterine fibroids are actively studied.
On the basis of their pharmacological and clinical
features, SPRMs could have in the future important
potential implications in women’s hesalth care.



Some of them such as asoprisnil and mifepristone
inhibit mammary cpithelial cells proliferation, in
animal models. They might have a key role in the
prevention and weatment of benign and malignant
breast pathologies.

Some concern appeared inidaily about endome-
trial safety because hyperplasia was described on
mifepristone treatment, Endometrial biopsies from
patients treated with different SPRMs were recently
reviewed by a panel of experienced pathologists to
develop consensus observations and recommenda-
tons {77]. New terminology and diagnostic criteria
were defined as PRM- associated endometnal
changes. These observatons are reassuring as no
pre-malignant lesions were seen, However, long-
term follow-up is necessary to bemer define the
specific role of this new class of agents as well as of
their regimen of administration.
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Les estroprogestatifs utilisés en contraceptiosgrtent des limitations d'utilisation en raison
de leurs effets secondaires cardiovasculaires.ilitaiion des progestatifs seuls en
contraception est alors souvent l'alternative psépdorsque les moyens mécaniques ne sont
pas souhaités. Les progestatifs utilisés seuls,cqusoit par voie orale ou non orale, sont
souvent accompagnés de saignements fonctionneésirallles qui altérent la compliance a la
contraception. Les modulateurs du récepteur derdaestérone et les antagonistes du
récepteur, comme la mifépristone, possedent dgwigtés antigonadotropes, inhibitrices de
'ovulation et induisent des modifications endomaéds permettant d'obtenir un effet
contraceptif. Le VA2914, SPRM stéroidien que notgdiéns, présente des effets anti-
ovulatoires chez I'animal (Reetl al. 1998)

Un des objectifs de notre étude est d'évaluer l'aicin antigonadotrope éventuelle du
VA2914 dans lI'espece humaine et d'autre part, d'éhaer si cette action antigonadotrope
potentielle est dose dépendante.

Le profil de saignement sous cette molécule n'esag connu. Celui-ci sera donc observé
ainsi que la tolérance clinique a la molécule.

L'impact endométrial des antagonistes du récepteua progestérone et des SPRMs est loin
d'étre completement éclairci.

La caractérisation de 'endometre sous VA2914 fapartie de nos objectifs.

Différents éléments impliqués dans le contrle deintégrité endométriale et dans
'angiogenése endométriale seront étudiés.

Ainsi, I'expression des récepteurs hormonaux ER, AR sera évaluée avant et en fin de
traitement par VA2914 dans lI'endométre.

Les effets sur la vascularisation endométriale etteanolécule ne sont pas connus. L'étude
de la vascularisation endométriale comprenant dgecss qualitatifs et quantitatifs, sera
réalisée en cycle témoin et sous VA2914. L'intégde la MEC sera observée. Certains
facteurs moléculaires impligués dans la régulati@s saignements endométriaux seront
évalués (MMPs et TIMPS).

Les systéemes assurant le controle de la vasculansendométriale et de sa maturation seront

egalement examinés (VEGF et récepteur, angiopeighrécepteur).
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1. Evaluation de I'administration continue de VA 2914ur I'axe gonadotrope et sur
'endometre: étude prospective randomisée portant sur 3 dosadiéférents versus
placebo.

Résume de I'étude clinique (les détails figurentrdaes articles ci- dessous) :
- Méthode

Nous avons réalisé une étude de phase Il (testodointaires sains) multicentrique en double
aveugle dont les objectifs principaux sont I'évAtrades effets sur I'axe gonadotrope et sur
'endometre du VA2914, SPRM stéroidien.

Cette étude porte sur 46 patientes présentantydeessaéguliers et ovulatoires.

Trois dosages de la substance sont étudiés: 2,% cau 10 mg sont administrés
guotidiennement par voie orale versus placebo dsamois.

Avant la randomisation, les patientes sont évalygmslant 1 mois (cycle témoin). Une
échographie pelvienne par voie vaginale est orgarasi 19 jour du cycle témoin évaluant
I'épaisseur de lI'endometre et son aspect, 3 dimensivariennes, le nombre de follicules et
leurs dimensions, 3 dimensions utérines. Une bégopsdométriale est réalisée 6 a 8 jours
aprés le pic de la LH et une biologie est réalisée 2™ (biologie générale et évaluation
hormonale) et ZI"jours du cycle (dosage de la progestérone).

Au cours du 3" mois de traitement versus placebo, I'échograptietalisée au £1%jour du
cycle ainsi que le jour de la biopsie endométrigliest-a-dire 6 a 8 jours apres le pic de la LH
ou au 21™ jour en l'absence de pic. Des prélévements samgont réalisés 2 fois par
semaine, du®8®au 24™jour du troisiéme cycle de traitement.

Le pic de la LH est détecté au moyen d'un dosagaite.

Le critére d'anovulation est défini par un tauwpdagestérone inférieur a 3 ng/ml.

Un recueil quotidien de données est réalisé ppati@nte concernant d'éventuels saignements
ou effets secondaires.

Apres randomisation des 46 patientes, 11 constitieegroupe placebo, 12 le groupe traité
par 2,5 mg de VA2914, 12 le groupe sous 5 mg & ftoupe sous 10 mg de VA2914.
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Figure 19 : Résumé du Calendrier de I'Etude Clinige

STUDY SCHEDULE

Study Procedure Screening | Baseline Cycle | Randomi Treatment Cycles Post-

Visit (28 days) ~zation (3 x 28 days) B Treatment
Visit Cycles Cycle 3 Cycle
1&2

Cycle Day D2 | D11 | Day | D1orD2of D11 DayLH D24 | D30/M5
(1) | (+1) | LH | Cycle1 (+1) +6/8 (+1) | (End-of
+6/8 (1) Study
Visit)

Visit Name S B1 | B2 R DB1 DB2 ES

Study Medication Allocation 1 tab every morning
starting at D2 of cycle 1

> > < > <

Home Diary <

> < >

to D20) (up to D20)

Home Urine LH Monitoring <

=

Informed Consent X

Ancillary Protocol Consent X

Eligibility X X

Demographics X

Medical/Surgical & X
Gynecological History

Vital Signs (a) X

Physical Examination X

*)|x|x
x| XX

Gynecological Examination X

Cervical Mucus Sample X X

Pap Smear (if last pap X
smear > 1 year ago)

Transvaginal Ultrasound X X X

Laboratory X X X
Blood Exams

Sample | Hormone X D3, D7, D11, D14, D18,
&) Analysis D21, D24, D28 (f)

Progesterone X X

Drug Assay D3

Endometrial Biopsy X X
(Ancillary Protocol for cycle
3)

Urine Pregnancy Test X
(hca) @

Prior and Concomitant X X X X
Medication

x| x
>

Bleeding & Menstrual X
Cycle Length

Adverse Event reporting X X X

Study Medication reporting

Subject Status X

i
=
>HK|X XX

Return of fertility follow-up

Notes:

(a) Blood pressure, heart rate and temperature

(b) Fasting conditions

(c) Liver and renal function, CBC, cholesterol, fasting glucose, triglycerides, electrolyte profile

(d) For Baseline (Day 2): E2, progesterone, LH, FSH, cortisol, testosterone, TSH and prolactin.

For Cycle 3 (at Day 3): Cortisol and testosterone

For Cycle 3 (2 times a week): E2, progesterone, LH, FSH

(e) If pregnancy suspected, blood sample will be done for pregnancy test

(f) If day LH +6/8 doesn't fall in the mentioned days (e.g. D20), blood sample will be done at this day (D20 instead of
D21)
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Une analyse histologique classique sera réalisée fooites les biopsies endométriales. La
prolifération sera estimée par la recherche dédame Ki 67, corrélé a l'index mitotique mais
sans spécificité par rapport a la phase du cyclelaiee et par l'utilisation d'anticorps
antihistone H3 phosphorylée, marqueur de prolii@naspécifique de la mitose (utilisation
d'un anticorps marquant I'histone H3 lorsqu'ellgiel® phosphorylée sur la sérine 10 en
début de prophase de mitose et ceci jusqu'en fittldphase). La corrélation du marquage
histone phosphorylée/index mitotique est supérieuta corrélation Ki 67/index mitotique
(Brenneret al.2003).

- Résultats de I'Etude Clinique
a) Effets sur I'axe gonadotrope

L'inhibition de l'ovulation définie par un taux geogestérone inférieur a 3 ng/ml est obtenue
chez 81,8 % des patientes sous 5 mg de VA2914 @tréimuotidiennement et chez 80 %

des patientes sous 10 mg/j. Dans le groupe desnpeditraitées par 2,5 mg, seulement 9,1%
présentent une inhibition de I'ovulation. Si durEnB™ cycle de traitement, les taux de la

FSH sont en moyenne plus bas dans les groupes(®reg) et chez les patientes anovulatoires
sous 2,5 mg, ils ne présentent pas une inhibitmportante comme observée lors de

l'utilisation de progestatifs antigonadotropes. thax d'estradiol est maintenu durant toute
I'étude dans des valeurs de phase folliculaire iplogique et ce dans les différents groupes
traités. Les taux de la LH sont maintenus dansé&eenordre de valeur dans les différents
groupes traités. Néanmoins, il existe une élévatamporaire de la LH chez 4 patientes sous

5 ou 10 mg qui ne présenteront pas d'augmentatigauk de progestérone.
b) Profil des saignements et tolérance clinique

Une aménorrhée est observée chez 90 %, 81 % e®B6l&s patientes sous 10 mg, 5 mg et
2,5 mg de VA2914 respectivement. Chez les patietriees conservant des cycles, le
nombre de jours de saignement décroit au coursraterhent et cela de facon dose
dépendante. Des effets secondaires tels que céplai@é, mastodynie, douleur pelvienne
apparaissent un peu plus fréquemment sous la #hdtigpe par rapport au groupe placebo.
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c) Aspects échographiques

L'épaisseur endométriale n'apparait pas modifigeifstativement au cours du traitement par
rapport a 'endometre mesuré en phase follicul&@hez les patientes sous 2,5 ou 5 mg de
VA2914, qui présentent des cycles ovulatoirespli@ion échographique de I'endométre au
cours du 3" mois de traitement est semblable & celle obseswés placebo (aspect en grain
de café en phase folliculaire et aspect hyperéatogh phase lutéale). Chez les patientes
présentant un cycle anovulatoire, l'aspect typigiéa phase folliculaire est observé de facon
constante. Chez les patientes sous 10 mg de VAgaaddiennement, I'aspect endométrial
échographique ne dépend pas du statut ovulatoireycle et présente un aspect typique de
phase folliculaire. Chez 8 patientes traitées sDy iR est décrit un aspect particulier
comportant 2 couches endométriales hyperéchog@&msérs par une lame hypoéchogene
(relecture rétrospective des échographies de 3esestir 4).

Le développement folliculaire observé échograpigent n'apparait pas inhibé sous la
thérapeutique. 54,5 % des patientes sous 2,5 M{AA@814 présentent au moins 1 follicule
de diametre supérieur a 14 mm, 63,6 % des patisoies5 mg et 60 % dans le groupe sous
10 mg également. Des kystes ovariens ont aussbégrves au cours de I'étude (supérieurs a
30 mm : 1 patiente dans le groupe placebo, 1 gatisous 2,5 mg de VA2914, 4 patientes
sous 5 mg et 3 patientes sous 10 mg). Tous leskyatl'exception d'un, vont spontanément
disparaitre alors que le traitement est maintereukyste persistant s'averera étre une lésion

endométriotique apres résection ccelioscopique.
d) Histologie endométriale

L'aspect histologique de I'endometre, apres 3 meisraitement par 2,5 ou 5 ou 10 mg de
VA2914 quotidiennement, apparait le plus souverdréséire. Un aspect de dilatation
glandulaire kystique est observé chez 1 patients &b mg et chez 1 patiente sous 10 mg
présentant un cycle anovulatoiré"{8mois de traitement). Un polype a été décrit chez u
patiente sous 2,5 mg de VA2914 af™3cycle de traitement. Aucune atypie n'a été

mentionnée. La dilatation kystique observée a aidliftee d™aspect kystique inactif”
comportant un stroma dense, des glandes dilat@éegpithélium glandulaire cubique, non
sécrétoire ou d'aspect sécrétoire précoce compakammitoses.

La prolifération cellulaire estimée apres marquagel'antigéne Ki67 et de I'histone H3

phosphorylée est observée de facon persistante ldastsoma quelle que soit la phase du
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cycle physiologique et le traitement. Au cours decle physiologique, la prolifération
cellulaire s'annule dans I'épithélium glandulairepidase lutéale tardive. Chez les patientes
traitées par VA2914, la prolifération s'annule @éage lutéale en cas d'ovulation mais persiste
de facon minime en cas d'anovulation (Chabbert3@006)( Chabbert-Buffet N , 2006).

En conclusion cette étude, évaluant pour I§°%ois les effets du VA2914 (administré par
voie orale et quotidiennement) sur l'axe gonadetrdgns I'espece humaine, montre dans 80
% des cas, un effet anovulatoire a partir de 5sags modification significative des taux de
base des gonadotrophines et sans inhibition dudaeasgtradiol.

L'aménorrhée est obtenue chez plus de 90% destaatisous 5 ou 10 mg. Le développement
folliculaire n'est pas inhibé. L'épaisseur endomaktréchographigue n'apparait pas augmentée
mais ne présente pas d'aspect linéaire typiquéattephie observé sous progestatif seul.
L'histologie endométriale est en faveur d'un asperétoire dans la majorité des cas.
Néanmoins, un endometre kystique inactif est débet 2 patientes.

Aucun effet indésirable important aux doses tesiéasurt terme n’est apparu.

Cette étude a fait I'objet d'une publication.
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Effects of the Progesterone Receptor Modulator VA2914 in
a Continuous Low Dose on the Hypothalamic-Pituitary-
Ovarian Axis and Endometrium in Normal Women:

A Prospective, Randomized, Placebo-Controlled Trial

Nathalie Chabbert-Buffet, Axelle Pintiaux-Kairis, and Philippe Bouchard, on behalf of the VA2914
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Department of Obstetrics, Gynecology, Reproduetive Medicine, and Public Health (N.C.-B.), Hospital Tenon, 75020 Paris,
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Context: Progestin-only pillg, the main hormonal alternative to ethi-
nyl estradiol-containing pills in women bearing vaseular risk factors,
are poorly tolerated due to irregular bleeding. In contrast, proges-
terone receptor modulators can inhibit ovulation, alter endometrial
receptivity, and improve cycle control.

Objective: We evaluated the effects of a new progesterone receptor
modulator, VA2914, administered continuously for 3 months, on ovu-
lation and endometrial maturation.

Design, Settings, and Patients: Forty-six normal women were in-
cluded in a prospective, placebo-controlled, randomized trial, con-
ducted in four referral centers.

Intervention: VA2914 (2.5, 5, or 10 mg/d) was administered con-
tinuously for 84 d. Pelvic ultrasound (treatment d 67 and 77), hor-
monal monitoring (FSH, LH, estradiol, and progesterone on treat-
ment d 59, 63, 67, 70, T4, 77, 80, and 84), and endometrial biopsy
(treatment d 77) were performed.

Main Outcome Measure: Ovulation inhibition was assessed by the
absence of progesterane values above 3 ng/ml at any time during
treatment month 3.

Results: Anovulation was observed in 81.8% women in the 5-mg
group and 80% in the 10-mg group, and amenorrhea occurred in 81.2
and 90% of eases in the 5- and 10-mg groups. We did not detect any
cases ol endometrial hyperplasia despite estradiol levels that re-
mained in the physiological follicular phase range throughout treat-
ment cycle 3.

Conclusions: Continuous low-dose VA2914 can induce amenorrhea
and inhibit ovulation without down-regulating estradiol levels or
inducing endometrial hyperplasia in normal women. Long-term stud-
ies with a larger population are required to confirm the contraceptive
efficacy of this regimen. (J Clin Endocrinol Metab 92: 3582-3589,
2007)

NTIL RECENTLY TWO main hormonal concepts have

been used for the development of hormonal birth
control: combined oral contraceptives (COCs), containing
ethinyl estradiol (EE), and progestin-only contraceptive
methods. COCs suppress gonadotropins by a dual-blockade
mechanism, with progestin acting via the hypothalamus, and
EE at the pituitary level. Secondarily, follicular development
does not occur beyond the small antral follicle stage. Because
of the vascular and metabolic side etfects of EE, COCs cannot
be used in women with vascular risk factors. Progestin-only
contraceptive methods are devoid of vascular and metabolic
side effects. Their contraceptive effect is due to suppression
ofthe LH surge (althoughnotobserved with all compounds),
endometrial desynchronization, and alteration of cervical

First Published Online June 19, 2007

*See Acknowledgments for members of the VA2914 Study Group.

Abbreviations: COC, Combined oral contraceplive; CV, coefficient of
variation; E2, estradiol; EE, ethinyl estradiol; ', progesterone; PRM,
progesterone receptor modulator; US, ultrasound.
JCEM is published monthly by The Endocrine Society (http:/www.
endo-society.org), the foremost professional society serving the en-
docrine community.

mucus. Progestin-only contraceplive use is associated with
high discontinuation rates [up to 25% of women (1)] due to
irregular bleeding. Because the prevalence of women with
increased vascular risk is expected to increase in the coming
decades, the development of effective, vascular risk-free (i.c.
estrogen free), well-tolerated contraceptive methods is
crucial.

Progesterone receptor modulators (PRMs) with mild or
potent antiprogestin activity are a class of progesterone re-
ceptor ligands that may exert contraceptive activity by dif-
ferent mechanisms, including blockade of ovulation and en-
dometrial desynchronization (2-4). Mifepristone (5) was the
first PRM to be used in women and has been evaluated for
contraceptive use (6-9). Low doses (up to 2 mg/d) cause a
delay in ovulation and/or disturb the endometrial matura-
tion without marked effects on follicular development (10).
Its use is associated with good contraceptive efficacy al-
though there is limited experience reported. Higher doses
usually suppress follicular development (6, 11, 12). Finally,
long-term use of RU 486 has been associated with increased
endometrial thickness, in part due to excessive gland devel-
opment without hyperplasia (13).
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Chabbert-Buffet ef af. » Effects of Continuous Low-Dose VAZ914

VA2914 is an orally active steroidal PRM initially devel-
oped by the National Institutes of Health (Contraceptive
Development Branch) under the name of CDB-2914. VA2914
demonstrates potent progesterone antagonist activity in vitro
and in oivo (14). However, its binding and antagonist potency
with respect to the glucocorticoid receptor is significantly
reduced, compared with that of mifepristone, indicating that
VA2914 belongs to a new class of dissociated PRMs that have
reduced antiglucorticoid activity (15, 16). The pharmacolog-
ical effects of VA2914 have been examined in a variety of
animal models, and the compound has been shown to exhibit
antifertility activity during continuous low-dose administra-
tion (17-19). This compound is currently being evaluated for
treatment of uterine leiomyoma and contraception.

We report the first prospective, randomized, controlled
trial using VA2914 for ovulation inhibition. Three doses of
VA2914 (25,5 10mg/d) were administered continuously for
3 month and compared with placebo.

Subjects and Methods
Subjects studied

Women in good general health, aged 18-35 yr, were eligible for
enrollment if they had regular menstrual cycles of 25-32 d in length,
accepted the use of condoms, or were not sexually active. Exclusion
criteria included pregnancy; use of oral contraception, intrauterine de-
vice, or other hormonal treatment (including herbal and homeopathic
medication); use of agents known to induce hepatic 450, cardiovascu-
lar, hepatic, renal, or gastrointestinal disorder; metrorrhagia; cancer;
depression; mental illness; epilepsy; migraines; and overweight or un-
derweight women (body mass index =< 16 or = 28 kg/m?).

Study design

This prospective, randomized, double-blind study was conducted at
the Endocrine Unit of Hospital Saint Antoine and the Department of
Obstetrics and Gynecology at Hospital Antoine Béclere (Clamart,
France) as well as two clinical sites within the Department of Obstetrics
and Gynecology at Liege University (Belgium) from October 2004 to
April 2005.

The study was conducted in accordance with the guidelines of the
Declaration of Helsinki, and the ethics committees of St. Antoine Hos-
pital and Liege University approved the study protocol. Participants
were recruited by community advertisements and primary care
providers.

Due to the exploratory objectives of the study, the sample size was
not based on statistical considerations but on usual practices in similar
exploratory phase Il studies. To obtain complete data from 10 women
for each arm of the study, we set out to enroll 12 subjects per treatment
group, thus a total inclusion of 48 subjects. Randomization was per-
formed in blocks of four and stratified by study site to ensure even
distribution of the treatment groups.

HRA Pharma (Paris, France) provided VA2914 (2.5, 5, and 10 mg) and
placebo formulated in matching tablets in identical packaging, and
funded all study-related expenses.

After having provided informed consent, participants were included
in a pretreatment cycle designed to document normally ovulating spon-
taneous cycles and screen for exclusion criteria. Fach participant re-
ceived a home study card to complete daily with information on vaginal
bleeding, side effects, treatment intake, concomitant treatments, and
home urinary LH surge monitoring (Dectra Pharm, Strasbourg, France).
Bleeding episodes were recorded as lighter than, similar to, or heavier
than a normal period, with light bleeding within 2 d of an endometrial
biopsy disregarded for analysis purposes.

Volunteers exhibiting an ovulatory baseline cycle {luteal phase P =
3 ng/mlond 21) and normal transvaginal ultrasound (on d 21), normal
laboratory exams, and negative urinary human chorionic gonadotropin
were randomized. Treatment was started on the first or second day of
menstrual bleeding after the baseline cycle and taken daily in a contin-
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uous fashion for 84 d. Participants were instructed to return their treat-
ment packs at the end of the study to confirm compliance.

To determine the effects of the compound on cervical mucus, the
Insler score (composite score of volume, elasticity, and Spinnbarkheit or
ability to fern) was evaluated on treatment d 67 and compared with
baseline (cycle d 11).

Endometrial biopsies were performed using a pipelle (CCD) and a
cervical dilatator (Os Finder, Medsys 5A, Gembloux, Belgium). Endo-
metrial biopsies were scheduled 6-8 d after the LH surge during the
baseline cycle as well as on treatment d 77 in the absence of a detectable
urinary LH surge or 6-8 d after the LH surge between treatment d 57
and 84.

Pelvic ultrasounds were performed twice during treatment (d 67 and
77 or on the day of the endometrial biopsy] to determine ovarian size
and structure, number and size of follicles, and endometrial thickness.

Blood samples were collected for the baseline cycle and treatment d
59 to determine biochemical and hematelogical markers as well as con-
centrations of serum cortisol, TSH, and prolactin. Blood samples were
taken on d 3 and 21 of the baseline cycle and on treatment d 59, 63, 67,
70, 74, 77, 80, and 84 to measure serum estradiol (E2), FSH, LH, and
progesterone (I’). Concentrations of VA2914 and its principal metabolite
(VA 3877A) were measured on treatment d 59 and 80. Samples were
collected between 0800 and 0900 h before drug intake.

Hormonal analysis

Serum FSH and LH concentrations were measured by sensitive flu-
oroimmunometric assays {AutoDelphia; Wallac, Inc., Turku, Finland).
FSH, within- and between-assay coefficients of variation (CVs) were 1.3
and 1.5%, respectively, at the level of 2 U /liter. The detection limit was
0.01 U /liter. For LH at the level of 0.3 [U/liter, CVs were 6.7 and 1.8%,
respectively. The detection limit was 0.01 1U/Titer.

E2 was measured by a direct RIA using Diasorin reagents (Anthony,
France). The cross-reactivity of estrone and estriol was only 0.6%. CVs
at the level of 50 pmol/liter were 3.6 and 10.4, respectively, and at the
level of 260 pmol /liter, 2.9 and 6.8%, respectively.

P was measured by RIA using CIS Bicinternational reagents {Gif sur
Yvette, France). The only significant cross-reacting steroids were: de-
oxycorticosterone, 6.2%; 20a-dihydroprogesterone, 2.2%; and 63-dihy-
droprogesterone, 2.1%. CVs at the level of 10 ng/ml were 3.5 and 4.5,
respectively, and at the level of 18.8 ng/ml, 4.4 and 4%, respectively.

Plasma concentrations of VA2914 and VA3877A, the compound’s
main monodemethylated biologically active metabolite (16), were de-
termined by Aster-Cephac (St. Benoit, France) using a fully validated
bioanalytical method that couples HPLC with tandem mass spectros-
copy (20).

Endometrial samples analysis

Endometrial biopsy samples were fixed in formalin and processed for
routine light microscopy. Specimens were evaluated in a blinded fashion
by two independent pathologists who dated by standard criteria (21, 22)
and classified them as proliferative or early (d 17-19), mid- (d 20-22),
or late (d 24-26) secretory according to the Noyes criteria (21, 22). When
difficulties in biopsy dating were noted, unusual findings were written
by pathologists in a specific comments section.

Data analysis and statistical methods

The primary outcome measure for this pilot trial was the absence of
P levels above 3 ng/ml (23} at any time bebween treatment d 57 and 84
(absence of luteal function).

Secondary outcome measures included the following clinical and
biological parameters measured after 84 d of treatment, analyzed in
comparison with control eycles: cycle length, menstrual bleeding pat-
terns, follicular and luteal phase levels of plasma E2 and P, diameter of
the dominant follicle (ultrasound), endometrial maturation based on
ultrasound (endometrial thickness and echo pattern), and biopsy.

Finally, this trial also aimed to characterize the steady-state pharma-
cokinetics of VA2914 on chronic administration.

Analyses of the treatment effect were performed for all randomized
subjects that completed the study (84 d of treatment) for whom primary
efficacy data were available (efficacy valuable population). Analyses
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were repeated for the per-protocol population after exclusion of major
protocol deviations. Analyses of safety data were performed for all
randomized and treated subjects that received atleast one dose of study
medication (safety valuable population)

A pair-wise comparison of the proportion of subjects without ovu-
lation was performed between each of the three VA2914 freatment
groups vs. placebo using a Fisher'sexact test, after a Hochberg procedure
for multiplicity to maintain the overall type [ error to 0.05. In addition,
a Jonckheere-Terpstra trend test was used to evaluate whether the treat-
ment effect was correlated with the dose of VA2914 administered. Com-
parison of the secondary outcome criteria and safety parameters were
performed between treatment groups using a Fisher exact test for cat-
egorical variables and a Kruskall Wallis test for continuous variables. All
statistical analyses were performed using two-tailed tests at a 5% sig-
nificance level. Data management and statistical analyses was per-
formed by Altizem (Nanterre, France) using Oracle Clintrial {SAS, Cary,
NC)

Results
Demographic data and treatment compliance

Forty-six healthy women participated in the study, and the
four groups were evenly balanced (Table 1).

Pharmacokinetics

Plasma levels of VA2914 and its metabolite VA 3877A
increased in a dose-dependent manner as shown in Table 2

Effects on the pituitary ovarian axis

The threshold dose for inhibition of ovulation was 5 mg/d
group (Table 3). A statistically significant dose-dependent
trend was observed (P << 0.001).

E2 levels remained in the physiological follicular phase
range in all groups and were not down-regulated (Fig. 1A).
FSH levels were normal (Fig. 1B). No statistical ditference
between groups was observed.

LH levels were not low (Fig. 1C). Persistently low levels of
progesterone (i.e. <3 ng/ml) were observed in most subjects
in the 5- and 10-mg groups, although a temporary rise in LH
levels was observed in four women (Fig. 1D).

No statistically significant impairment of follicular growth
was observed on ultrasound (US) scan. In fact, at least one
growing follicle (diameter = 14 mm) was observed on treat-
ment d 67 and 77 in 54.5% women in the 2.5-mg group, 63.6%
women in the 5-mg group, and 60% women in the 10-mg
group (P = ns vs. placebo for each treatment group). Ovarian
cysts (=30 mm) occurred in one patient in the placebo group,
one patient in the 2.5-mg/d group, four patients in the
5-mg/d group, and three patients in the 10-mg/d group. All
cysts bul one spontaneously resolved, whereas treatment
was maintained. In one patient, who became pregnant
shortly afterward, the cyst was still present at the end-of-

TABLE 1. Patient characteristics

Placeho 2.5 mg 5 mg 10 mg
=11 n=10 m =111 n =10}
Origin
Caucasian (n) 11 11 11 9
Other in) 0 0 0 1
Age (yr, mean) 26.1 238 276 26.4
BMI (kg/m?*, mean) 20.7 219 20.5 22.3
Cyele lenth (d) 28.8 28.8 28.2 28.4

BMI, Body mass index.

Chabbert-Buffet ef al. * Effects of Continuous Low-Dose VA2914

study visit. It was subsequently diagnosed as an endometri-
oma during laparoscopy performed after delivery.

Cervical and endometrial effects

No significant modification of the Insler score was ob-
served in treated women, compared with baseline (data not
shown).

Amenorrhea rates and mean bleeding days per month for
each treatment group are presented in Table 3. Bleeding days
decreased with successive month of treatment, with amen-
orrhea in nearly all subjects in the 5- and 10-mg groups by
treatment months 2 and 3. Breakthrough bleeding was re-
ported in four women in the placebo group, four women in
the 2.5-mg group, three women in the 5-mg group, and one
woman in the 10-mg group.

Endometrial appearance on US did not show any polyps
or thickening, compared with baseline, and there was no
significant difference between treatment groups in terms of
endometrial thickness (Table 3). In terms of echo pattern, a
constant three-layer appearance was associated with inhibi-
tion of ovulation in treated women. This specific three-layer
pattern included two hyperechogenic layers delineating a
hypoestrogenic pattern, reminiscent of secretions in the uter-
ine cavity.

Endometrial histology is summarized in Table 3. The de-
gree of concordance between the two pathologists was 75%
The biopsies predominantly showed usual patterns of a se-
cretory endometrium in the 2.5-, 5-, and 10-mg freatment
groups, evenin women with progesterone levels consistently
less than 3 ng/ml throughout the treatment d 57-84 period.
The glands exhibited cystic glandular dilatation for one pa-
tient in the 10-mg group and one in the 2.5-mg group (Fig,
2). Both of these individuals had persistently low levels of
progesterone. Polyps were diagnosed in one woman at base-
line and in one woman in the 2.5-mg group during treatment,
but neither of them was detectable on US nor showed any
atypia.

Safety

Reported physical side effects are shown in Table 4. There
were no blood pressure changes or weight gain.

Laboratory exams (liver function, electrolyte profile, cre-
atinine, blood sugar, total cholesterol, and triglycerides) as
well as serum cortisol, prolactin, and testosterone values
showed no appreciable variation between baseline and after
84 d of treatment (data not shown).

Two cases of hyperthyroidism were reported during the
trial, both in the 5-mg group. Both women were subsequently
found to have had a subclinical disease (abnormal TSH and
thyroid antibodies) before enrollment.

Discussion

VA2914 provided a high level of anovulation (i.c. absence
of luteal function) in the 5- and 10-mg groups (81.8 and 80%,
respectively) without suppression of gonadotropin secretion
as shown in Fig. 1. This PRM effect comes in contrast with
whatis commonly observed with progestins (24-26). Within
the limits of our study, and in particular with the sampling
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TABLE 2. Compound pharmacokinetics during treatment month 3
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Placebo 2.5 mg 5 mg 10 mg
in=11) fn = 11) n = 11) n = 10)
Treatment d 59
VA 2914 (ng/ml)
Mean (= sD) 0 6.9 (11.8) 7.916.6) 1591(21.9)
Range 0.7-38.8 0.4-199 4.0-66.8
VA2914 +3877A (ng/ml)
Mean (= sD) 0 8.9 (14.9) 11.109.3) 21.1(28.4)
Range 0.8-49.3 0.7-29.6 5.4-87.5
Treatment d 80
VA 2914 (ng/ml)
Mean (= sD) 0 4.7(5.8) 15.3{24.2) 18.7i21.2)
Range 0.8-19.3 1.0-71.9 4.1-39.7
VA2914 +3877TA ing/ml)
Mean (= sD) 0 6.3107.4) 18.3(25.1) 25.6 (28.6)
Range 0.9-24.2 1.1-87.1 2.7-76.7

Concentrations of VA 2914 and its main metabolite 3877A are indicated.

protocol, transient increases in LH levels were observed in
four women, in whom increases in P were absent (Fig. 1E).
These LH increases may be inappropriate, in duration, ki-
netics, or timing in relation to follicular maturation, and are
suggestive of an out-of-phase low LH response that has been
associated with anovulation or luteinized unruptured follicle
(27). The absence of a follicular response to an LH increase
may also be related to a direct ovarian effect already de-
scribed in the rat (28) as well as in women. In normal vol-
unteers, mifepristone seems to act on FSH action, oocyte
maturation, and granulosa cell function (29-32).

One of the key features of our study is the maintenance of
follicular phase levels of E2 in treated women. This is indeed
a significant advantage as far as clinical tolerance and bone
fractures are concerned. This is in conftrast to the conse-
quences of using high-dose progestins (33).

The contraceptive effects of PRMs have been evaluated in
several studies. The effects of mifepristone appear to be dose
dependent: daily doses of 2-10 mg mifepristone suppress
follicular development, block the LH surge, and delay ovu-
lation (10, 34), with no pregnancies reported after 200 months
in 50 women who received either 2 or 5 mg mifepristone
daily as their only contraceptive method (8), whereas lower
doses are usually inefficient (35). Administration of daily
doses of 10-100 mg asoprisnil for 28 d (36) resulted in an
increase in cycles length that was proportional to the dose of
asoprisnil. In contrast with mifepristone, the effects on ovu-
lation were inconsistent and lacked dose dependency. This
is also in contrast with the results observed for VA2914.

Endometrial effects of PRMs are still a subject of conten-
tion because of the potential unopposed effect of persistent
follicular phase levels of E2. Amenorrhea is induced in most

TABLE 3. Effeets of VA 2914 on luteal function and endometrial maturation

Placcho 2.5 mg 5 mg 10 mg
(n=11) (n = 11) in=11) n =10}
Anovulation rate, % (P vs. placebo) 0 9.1 81.8 80.0
(NS) (P = 0.001) (P = 0.001)
Amenorrhea (%)
M1 0 3(27.3) T(63.3) 8(80)
M2 0 4 (36.4) 9 (81.8) 9(90)
M3 0 2(18.2) 9(81.8) 9 (90)
Mean duration of bleeding (d)
M1 5.6 4.8 5 3.9
M2 5.6 4.7 14 1.4
M3 6.4 4.2 1.25 0.3
Endometrial thickness (mm)
Mean (= sD)
Baseline 5.2(1.9) 5.8(1.8) 6.7 (3.8) 6.7 (1.7)
Treatment d 67 5.812.3) 4.8(2.7) 6.7 (1.6) 5.512.0)
Treatment d 77 6.31(2.5) 5.7(3.4) 6.3 (2.3) 5.4 (1.8)
Total P < 3ng/ml Total P < 3ngml Total P < 3ngml Total P = 3ng/ml
Histology (treatment d 77), n (%)
Proliferative 2(18.2) 2 3(27.3) 2 1(9.1) 1 0 0
Secretory 6 (54.6) 0 4 (36.3) 3 10 (90.9) 8 4(40.0) 3
Atrophie 0 0 0 0 0 0 210(20.0) 2
Polyp 0 0 109.1) 1 0 0 0 0
No tissue 3(27.3) 2 3(27.2) 2 0 0 4 (40.0) 3

Amenorrhea rates and mean duration of bleeding were determined according to the study card reports. Mild bleeding within 2 d of an
endometrial biopsy was not included. Endometrial thickness was determined from transvaginal US seans performed on d 11 of the baseline
eyele and treatment d 67 and 77. Histological analysis of endometrial biopsy samples was performed on d 6 -8 after urinary LH surge for baseline
cyele (data not shown) and on treatment month 3 (or on treatment d 77 in the absence of a urinary LH surge). M, Treatment month.
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studies, but histological data are controversial. In our study,
bleeding patterns were excellent because 80 and 90% women
were amenorrheic in the 5- and 10-mg/d groups, respec-
tively, by treatment month 2. Very few days of spotting were
reported by the participants. This may be a significant clinical
advantage because once informed about the expected occur-
rence of amenorrhea during treatment, women may reach a
high compliance rate (37).

The histological patterns were those of a normal cyclic
endometrium and could be easily classified as proliferative,
secretory, or atrophic endometrium, except for two subjects
exhibiting cystic dilated glands. This aspect, which is specific
to PRMSs, has never been described before except during a
trial with mifepristone (38) and very recently in a trial with
asoprisnil (39). Secretory endometrium was also reported in
women exhibiting low progesterone levels on the day of the
endometrial blop’b‘f suggesting that the compound may also
exert an agonistic action on lhe endometrium. The same
aspects have been described with other PRMs [asoprisnil, the
prototype of the so-called mesoprogestins (39) and mifepris-
tone at high dose asreported by Gravanis ef al. (40) in women
with inactive ovaries]. The impact of such a finding on the
contraceptive efficacy is probably mild because the main
effect of PRMs is to block the LH surge. In most studies
ovulation does not occur in 80-90% of volunteers. Finally,
although anovulation does not occur in all patients, no preg-
nancy was observed in the Baird study (8), suggesting that
the effects on the endometrium and the inhlbl tion of ovi-
lation are synergistic into producing efficient contraception.
Obviously more studies are needed to assess this effect. Two
women in the placebo group had proliferative endometrium,
in both cases due to mistiming of their ovulation schedule,

as is often the case in clinical trials. Samples without material
obtained during treatment may be related to endometrial
atrophy, defined as an endometrial thickness measured on
US scan on the day of the endometrial biopsy less than 5 mm,
according to the European Medicines Agency (41), for one
subject in the placebo group, two subjects in the 2.5-mg
group, and one subject in the 10-mg group. In other cases Ehe
lack of material may be related Eu operator failure. No spe-
cific patterns such as disordered architecture or abnormal
vessels were present. Polyps without atypia were diagnosed
on endometrial biopsies for the baseline cycle in one patient
and in one patient from the 2.5-mg/d group, i.e. without any
correlation with the dose of VA2914. There were no signs of
endometrial hyperplasia in any of the specimens studied.
Very low doses of mifepristone (0.5-1 mg/d) induce a
delay in endometrial maturation (42-44). The endometrium
1s mactl\ e in women treated with low doses (2 or 5 mg) (7).
These low doses of mifepristone are associated with a de-
crease in menstrual bleeding or even amenorrhea. Amenor-
rhea is probably related, at least in part, to the inhibition of
ovulation (7, 8, 42). In long-term studies with mifepristone,
endometrial hyperplasia has occasionally been observed.
Simple endometrial hyperplasia was observed in 25% of
women receiving 10 mg mifepristone daily for 6 months (13,
45) for the treatment of myoma. Administration of 1 mg
mifepristone daily for 5 months was associated with in-
creased endometrial thickness and dilated glands in 25 and
43% of the monophasic cycles, respectively (35). Mifepris-
tone’s endometrial effects are incompletely understood but
need to be compared with studies of the endometrium, using
contraceptive methods that do not suppress E2 production in
long-term studies. Endometrial samples in our study did not
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Frc. 2. Specific histological aspects observed during treatment with
VA2914 for a HES-stained specimen. The eystie inactive agpect show-
ing dilated glands with an inactive, nonpolarized epithelium was
observed in two patients in this study. Magnification, = 100 (A} =200 (B).

show the same appearance, but this may be related to the
shorter treatment duration. Additionally the definition of a
new histological classification may be useful to allow proper
description of the aspects observed under PRM treatment.
Such a modified classification has already been suggested
(46) to allow a more accurate description of endometrial
hyperplasia (47). In a recent expert meeting organized by the
National Institutes of Health on the endometrial effects of
PRMs, a panel of pathologists indicated that the current
World Health Organization classification was not suitable to
describe the non physiological secretory aspect observed
during PRM treatment, including disordered architecture
with desynchronization of glandular and stromal compart-
ments, mixture of proliferative and secretory endometria
with association of mitotic and apoptotic figures, mitotic and
secretory aspects, and cyslic glandular dilatation (McFar-
land, H., and D. Blithe, submitted for publication). In our
study, nonphysiological secretory aspects were observed,

J Clin Endoerinal Metab, September 2007, 92(9):3682-3589 3587

with a discrepancy between a compact stroma and glands
with morphological characteristics of an early secretory
phase. Occasionally, rare mitoses could be observed in these
glands.

General side effects were those usually observed with oral
contraceptives. Pelvic pain was reported to be moderate or
mild in this study. It was associated with ovarian cysts larger
than 30 mm in two women. All of the cysts had disappeared
on treatment d 77 except for one, subsequently diagnosed as
endometriotic. Functional cysts have been described with
progestins and in a study using continuous mifepristone 1
mg/d (35) for inhibition of ovulation. In this study recording
incomplete inhibition of ovulation, cysts occurred in 22%
women and may be due to the incomplete suppression of
gonadotropins. No clear relationship between gonadotropin
levels and the occurrence of cysts was identified.

Acne was reported by 18 and 25% of women in the 5- and
10-mg/d groups, respectively. Although the lesions were
considered to be mild, this frequency is significant. None of
the patients in the placebo or 2.5-mg/d group reported acne.
Interestingly none of the patients had a significant increase
in testosterone levels, although LH levels were not low as
previously mentioned. In addition, the affinity of VA2914 for
the androgen receptor is very low, compared with other
androgen receptor ligands (relative binding affinity, 15%,
compared with dihvdrotestosterone; Blve, R., unpublished
data).

In this preliminary study, we clearly demonstrate that the
threshold dose for ovulation inhibition with continuous low-
dose VA2914 is 5 mg/d. This dose induces amenorrhea in
more than 80% of women after 2 months of treatment,
whereas E2 levels remain in the physiological follicular
phase range. Importantly, endometrial biopsies always
showed an absence of hyperplasia, although longer studies
are necessary. General and gynecological safety data were
satisfactory. Further studies with long-term follow-up are
required to evaluate the contraceptive potential of low doses
of VA2914 and their endometrial impact. Because of their
excellent tolerance and their capacity to inhibit ovulation
without suppressing endogenous E2, PRMs are leading can-
didates for EE-free contraception.
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TABLE 4. Adverse events (safety population)

Chabbert-Buffet ef al. * Effects of Continuous Low-Dose VA2914

(:hg.(]b]o‘ \;:E:D]ﬁj;\ "nE'_mJ]-fz\ h: U_m][';‘ P {all groups vs. placebo)
Headache 2(18.2) 6 (50.00 5(41.7) 4(36.6) NS
Dysmenorrhea 21(18.2) 3125.0) 2(16.7) 1(9.1) NS
Acne 0(0.0) 0 (0.0 31(25.0) 2(18.2) 0.037
Mastodynia 0(0.0) 21016.7) 1(8.3) 109.1) NS
Pelvie pain 0(0.0) 1i8.3) 2(16.7) 1(9.1) NS
Leueorrhea 1(9.1) 0(0.0) 1(8.3) 1(9.1) NS
Seborrhea 0(0.0) 1i8.3) 1(8.3) 1(9.1) NS
Nausea 1(9.1) 0(0.0) 2(16.7) 000.0) NS
Vomiting 0(0.0) 2116.7) 0(0.00 109.1) NS

NS, Not significant.

Disclosure Summary: E.G., amember of the VA2914 Study Group, is
an employee of HRA Pharma, the pharmaceutical company that is
developing VA2914 and sponsored this study. None of the other authors
has any commercial relationship with HRA Pharma besides the funding
of the study.
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2. Effet du VA2914 sur la matrice extra-cellulaire ¢& vascularisation endométriales

in vivo

A partir de 46 patientes recrutées lors de [|'étwtieique de phase Il, des biopsies
d'endomeétre issues de 41 patientes ont été obtgruuescette étude sur la MEC et la
vascularisation endométriales (criteres d'inclusies patientes, caractéristiques des patientes,

analyses hormonales, histologie endométriale éfgear a la premiere étude).
- Analyse de la vascularisation
a) Méthode

La vascularisation endométriale est étudiée pasysteme d'analyse d'images informatisées.
Les vaisseaux endométriaux sont marqués par 2ogpsicsur coupe en paraffine. L&, 1
I'anti-a-SMA, marque les VSMCs. Le second, I'anti-vWF martgs cellules endothéliales.

Les VSMCs immunoréactives poua-SMA sont marquées en rouge alors que les cellules
endothéliales immunoréactives pour le VWF appagaise€n brun. Le tissu endométrial
marqué est observé au microscope au grossisse®@xt &elon l'intensité du marquage
SMA (méthode décrite par Rogers, Plumkett, Affa2@d0)(Rogerset al.2000),un score de

0, 1 ou 2 est attribué aux vaisseaux sanguinscdeesO correspondant a l'absence de
marquagea-SMA, le score 1 représentant un marquage distrib@éacon irréguliére et
incompléte autour de la circonférence d'un vaissdauscore 2 décrit un marquage
comprenant toute la circonférence du vaisseau. dmeptage des vaisseaux aux 3 scores
différents est effectué sur I'entiéreté du tissuoemetrial.

Le contour de chaque vaisseau est ensuite surigrdifférentes couleurs selon le score, le
turquoise étant utilisé pour les vaisseaux de sg@pole bleu pour le score 1 et le rouge pour le
score 2. Le contour de la surface totale du tisglyaé est souligné en vert (programme
Adobe Photoshop). L'analyse d'images informatiséesiste a décomposer l'image colorée
en composants rouge, vert et bleu. Chacun des ganfmest analysé indépendamment afin
d'obtenir une image binaire dans laquelle estaife une valeur 1 aux pixels appartenant aux
vaisseaux et une valeur 0 appartenant au bruitodd. fChaque image binaire permet de

déterminer un nombre de sections de vaisseauxyface des sections de vaisseaux {uen
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la surface totale du tissu a analyser furh'analyse d'images et ses mesures sont réabsées
I'aide du programme Aphelion 3.2 (Adsis, France)Personal Computer.

Les capillaires sont caractérisés par la présersméda de cellules endothéliales
immunoréactives pour le facteur de VWF tandis ge artérioles et les veinules sont
caractérisées par des cellules musculaires immacativés pour é-SMA formant une couche
continue autour des cellules endothéliales margpaee vVWF.

Cette étude endométriale a été réalisée sur lgssib® prélevées durant le cycle témoin et

apres 3 mois de traitement sous les difféerentsgissde VA2914.

b) Résultats de I'analyse de la vascularisation

Dans tous les groupes analysés, la surface reldésesaisseaux dont la paroi est constituée
uniquement de cellules endothéliales (VWF) appatiement inférieure a celle occupée par
les vaisseaux plus matures (VWFSMA).

80 % de la surface vasculaire est occupée partisodes et les veinules (VWWF4SMA) a la

fois dans les endometres prélevés au cours du tduailein et aprés 3 mois de traitement.

Avant traitement, les vaisseaux entourés de csllmlasculaires lisses sont de plus grande
taille que les capillaires.

La taille des vaisseaux n'est pas modifiée suitetr@itements par le VA2914.

- Mise en évidence du réseau fibrillaire de collagdaas I'endometre et du VEGF

a) Méthode

La coloration argentique permet de mettre en éwveeles réseaux de fibres réticulées
composées principalement de collagene de typH &t IV. Cette technique est réalisée selon
un protocole décrit par Gordon JR et Sweets HHE(&rdon & Sweets Jr HH 1936) et est
appliguée aux biopsies endométriales incluses effpee et montées sur lames silanées.

Un marquage en immunohistochimie du VEGFA seraedgaht réalisé sur ces biopsies
d'endométre. Les coupes sont d'abord traitées ddirdémasquer les sites antigéniques,
bloquer les peroxydases endogénes et empécheitdssde liaison non spécifiques des
anticorps. Elles sont ensuite incubées successieraeec les anticorps primaires et

secondaires. La révélation est réalisée par unnubgene. Les coupes sont ensuite contre-
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colorées par I'nématoxyline. La disposition ett¢irsité de lI'immunomarquage sont alors
observées.
L'expression de 'TARNm du VEGFA, sera recherché@&samplification par RT-PCR aprés

I'extraction de I’ARN sur tissus congelés et brayes

b) Résultats

L'intégrité de la matrice extra-cellulaire marqyo2e la coloration argentique n'est pas altérée
par le VA2914 aux différents dosages.

L'immunomarquage du VEGFA, dont l'intensité est unés par le systéme semi-quantitatif
décrit par (Narvekaet al. 2006), montre une distribution similaire du VEGHEAans les
différents compartiments endométriaux au coursydledémoin et aprés 3 mois de traitement
avec les différentes doses de VA2914. Le marquage g VEGFA montre une forte
intensité dans la portion apicale du cytoplasme delfules épithéliales de surface et
glandulaires. Il apparait de plus faible intensité niveau du stroma et des cellules
endothéliales. L'expression de 'ARNm du VEGFA thjess modifiée par le VA2914.

En conclusion le VA2914 n'altere ni la matrice extra-cellutaiendométriale ni le réseau
vasculaire et ne modifie pas I'expression de lacjpale cytokine angiogénique que constitue
le VEGFA, maintenant ainsi un endometre stablelaimia celui observé en phase sécrétoire

lors des cycles ovulatoires.

Les détails de cette étude sont exposés dansléastiivant qui a bénéficié d'une publication.
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Background: VA-2914 is aselective progesterone receptor modulatorwith potential contraceptive
activity that induces amenorrhea, whereas progestins cause endometrial spotting and bleeding.
This abnormal bleeding due to progestins is a consequence of focal stromal proteolysis by an
increase in naked vessel size and density.

Objective: Our objective was to quantify the effects of VA-2914 on endometrial vascul arization, fibril-
lar matrix, and vascular endothelial growth factor (VEGF)-A expressioninendometrial biopsies from 41
women before and after 12 wk daily treatment with a placebo, or 2.5, 5, or 10 mg VA-2914.

Methods: Collagen fibrillar network was stained by silver impregnation. Vessel area, density, and
structure were quantified with a computer-assisted image analysis system after double immuno-
staining using an anti-von Willebrand factor (endothelial cells) and an anti-« sSmooth muscle actin
(vascular smooth muscle cells) marker antibody. VEGF-A mRNAs were quantified by RT-PCR and
localized by immunohistochemistry.

Results: The endometrial vessels, collagen network, and mRNA |evels of VEGF-A were identical during
the luteal phase at baseline and in VA-2914 treated women. VEGF-A distribution was unchanged.

Condusions: VA-2914 does not alter the endometrial matrix and cells, and does not modify the
endometrial vessel morphology as compared with baseline biopsies. (J Clin Endocrinol Metab 93:
4525-4531, 2008)

varian estrogens induce endometrial proliferation during
0 the proliferative phase of the menstrual cycle. After ovu-
lation, progesterone induces glandular secretion and stromal
(pre-}decidualization. In the absence of embryo implantation,
the decrease of both ovarian steroids in the late secretory phase
triggers a cascade of events leading to vascular damage, proteo-
lytic breakdown, shedding of the functional laver, and menstrual
bleeding. Irregular extracellular matrix breakdown and bleeding
between menstruations are common disorders that occur in di-
verse endometrial pathologies or upon progestin treatment (1).
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Progestin administration causes endometrial vessel remodel-
ing characterized by an increased number of dilated and “naked”
vessels devoid of pericytes that are associated with endometrial
bleeding (2).

Progesterone receptor ligands include not only pure agonists
or antagonists but also compounds with mixed activity. They all
belong to the class of selective progesterone receptor modulators
(PRMs). Many PRM:s display direct antiproliferative effects in
the endometrium, justifying their possible use in the treatment of
endometriosis and myoma-associated bleeding. They also sup-
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press late follicular development, block the LH surge, and retard
endometrial maturation, which renders them potential estrogen-
free contraceptive drugs (3).

VA-2914 is a steroid derived from 19-norprogesterone with
potent iz vitro and mvivo progesterone antagonist activity (4, 5).
Acute and chronic toxicology studies in animals indicate a sat-
isfactory safety profile, with considerably less antiglucocorticoid
activity in cell culture (4) and in the rat (6) than that of mife-
pristone. [t inhibits ovulation in rats in a dose-dependent manner
upon single-dose oral administration and exhibits, by a decrease
in implantation sites, an antifertility activity during continuous
low-dose administration (7). VA-2914 is also effective as post-
coital contraception in animal models (6, 7) and women (8).

A series of phase I clinical studies has been performed to
determine the effects of VA-2914 on ovulation and endometrial
maturation in women (9). We recently evaluated the effects of
VA-2914, administrated continuously for 3 months, on ovula-
tion and endometrial maturation in 46 normal women. Anovu-
% of women in the 5 and 10 mggroups.
Plasma estradiol (E2) levels remained in the physiological fol-
licular phase range throughout treatment. No endometrial hy-

lation was observed in 8

perplasia was noted. Amenorrhea occurred in 82 and 90% of
women in the 5§ and 10 mg groups {10).

In this study we evaluate the effects of low-dose VA-2914
on the degradation of the endometrial matrix, as well as on
endometrial vessel characteristics and the expression of vas-
cular endothelial growth factor (VEGF)-A, an angiogenic cy-
tokine known to play a key role on blood vessel growth and
maturation {11).

Patients and Methods

Patients

The study was approved by the Ethics Committees at the University
of Liege and Saint-Antoine Hospital of Paris, Written informed consent
was obrtained from each subject. There were 46 women, .1gm‘] 1835 yr,
with documented regular ovulatory menstrual cycles (25-32 d), within
20% of ideal body weight, not currently using an intrauterine device, and
not having used reproductive hormonal medications or glucocorticoids
for atleast 12 wk before the study, randomly assigned to either a placebo
orone of the three trearment groups (2.5, 5, or 10 mg/d VA-2914; HRA
‘he ther:

Pharma, Paris, France DY Wassta rred on the firstor second d.-ay
of menstrual bleeding aftera baseline observational cycle and raken daily

for 12 wk. Women agreed to prevent pregnancy by abstinence or use of

barriercontraception, or they were protected by tubal ligation or partner
vasectomy. An endometrial biopsy was performed on d 638 afrer the LH

surge determined by a urinary test during baseline e and treatment
month 3. Endometrial biopsy was performed on treatment d 77 in the

absence of derectable urinary LH surge during rrearment month 3.

Hormonal analysis
F2 was measured by a direct RIA using Diasorin reagents (Anthony,
France). The cross-reactivity of estrone and estriol was only 0.6%.
Coefficients of variation at the level of 50 pmol/fliter were 3.6 and
10.4%, respectively, a ndarthelevel of 260 pmol/liter, 2.9 and 6.8%,
respecrively
]'l

rogesterone was measured by RIA using CIS Bio International re-
agents (Gif sur Yvette, France). The only significant cross-reacting ste-
, 20a-dihydroprogesterone 2.2%,
and 63-dihydroprogesterone 2.1%. Coefficients of variation at the level

roids were: deoxycorticosterone 6.2%

J Clin Endocrinol Metab, November 2008, 93(11):4525-4531

of 10 ng/ml were 3.5 and 4.5%, respectively, and at the level of 18.8
ng/ml, 4.4 and 4%, respectively (10).

Endometrial tissues

Human endometrial biopsies were obtained from 41 women who
completed the study with a Cornier Pipelle suction curerte (C.C.I. In-
ternational, Paris, France). A fragment was immediately snap frozen and
stored in liquid nitrogen until analysis. The other part of the biopsy was

ay

fixed in 4% formaldehyde solution in PBS and embedded in paraffin.
Histological sections were stained with hemaroxylin and eosin. Speci-
mens were evaluated in a blinded fashion by two independent pa-
thologists who classified them as proliferative orearly {(d 17-19), mid
(d 20-22), or late (d 24-26) secrerory ;acum'dmg to classical criteria
(12). The immunohistology and quantitarive analysis were performed on
an entire tissue section (5 um thick) with a mean size of 25 mm? and a
mean number of gland sections of 100,

von Willebrand factor (VWF)/«-smooth muscle actin
(SMA) double immunostaining
Se

nohistochemistry. Endomerrial vessels were

ial sections were mounted on silanized slides and used for immu-

identified by double immu-
nostaining of endothelial cells and smooth muscle cells. The primary
antibodies (Abs) used were a rabbit polyclonal antihuman vWF (A082;
Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark) and a mouse monoclonal anri-
aSMA (clone 1A4, A2547; Slgnm—f\ld rich Corp., St. Louis, MOJ. Slides
were washed in Tris-HCI (pH 7.6} berween all steps unless otherwise
stated. Endogenous peroxidase was blocked with 3% H50, for 20 min
at room temperature. Slides were incubated with normal sheep serum
(Hormonology Laboratory, Marloie, Belgium) for 30 min at room tem-
perature, directly followed by vIWF Ab (1:500 in normal sheep serum/
Tris 10%) overnight at 4 C. A swine antirabbit Ig conjugared to perox-
idase (P0217; Dako Denmark A/S) was used as a secondary Ab. 3'3-
diaminobenzidine HC1 (DAB+) {Liquid DAB+
system, K3468; Dako Denmark A/S) was applied for 15 min at room
remperature in the dark as a chromogen, and sections were rinsed in

substrare chromogen

H,0. Slides were incubated with normal goar serum (Hormonology
Ab, aSMA (1:
400 in normal goar serum/Tris 10%), for 90 min at 37 C. A goar anri-
mouse Ab conjugated to biotin (E 0433; Dako Denmark A/S) diluted
1:400 in Tris buffer for 30 min at room temperature was used as a
secondary Ab, followed by an incubation for 30 min ar room tem-

Laboratory) before incubation with the second primary

perature with streptavidin-alkaline phosphatase (D 0396; Dako Den-
mark A/S) diluted 1:500. Finally, Fast Red chromogen system (K4016;
Dako Denmark A/S) was applied for 10 min ar room temperature in the
dark. Sections were rinsed in H,O and mounted in Aqua Polymount
(Polysciences, Inc., Warrington, PA}. Negative control was performed by
replacing each primary Ab wirth normal serum.

VEGF-A immunohistochemistry
VEGF-A protein was localized in sections of paraffin-embedded en-
al biopsies. Sections were stained with VEGF-A Ab by the fol-

domerr
lowing steps. After dewaxing and rehydrating, tissue sections were sub-
alin pressure cook at 1.4 bar and 126 Cfor 11
min using citrate buffer, and were then allowed tw cool for 20 min.

jected to antigen retrie
Endogenous peroxidases were blocked in 3% H,QO, for 20 min atroom
temperature, and nonspecific binding of the primary Ab was blocked
with 10% BSA. Incubation with rabbit polyclonal antihuman VEGF-A
Ab (A-20; Sanra Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) diluted 1:50
was conducted 60 min at roomtemperature. Sections were washed in PBS
(5 5 min) before incubation with the secondary Ab (goat antirabbic
EnVision/HRP, K4003; Dako Denmark A/S) for 30 min at room tem-
perature. Finally, staining was revealed with the 3'3-diaminobenzidine
HCl system, and secrions were counterstained with hematoxylin.

Location and intensity of immunostaining were measured using a
semiquantitative scoring system. This scoring system is a standard

method used in previous studies (13-16}, and a high correlation has been
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FIG. 1. Image analysis and vessel quantification. &, The contour of each ty,
in the original image by the following different colors: Blue for vessels scor
scored one (inset neates the area of tissue in
images of score 0 vessels (B} and hinary image of score 1 vessels {

demonstrated berween objectively measured immunoreacrivity (image
analysis) and semiquantitative scoring of immunostaining patterns (16},
Immunostaining intensity and distribution of epitopes in all tissue sec-
rions were assessed on a four-point scale: 0 = no staining, 1 = mild
staining, 2 = moderate staining, and 3 = intense staining, and expressed

as a mean score and range.

VEGF-A mRNA expression

Frozen tissue was pulverized using a Dismembrator (B, B

raun
Biotech International, GmBH, Melsungen, Germany) and suspended
in lysis buffer [5 M guanidine thiocyanate, 25 mm sodium citrate, 17 mm
N-lauroylsarcosine, a nd 0.1 M 2-merca pmﬂh.‘, nol (pH 7)). Toral RNA was
purified by the QIAGEN method (QIAGEN Benelux B.V., Venlo, The
Netherlands). The concentration and purity of RNA were derermined

by spectrophotomertry. RT-PCR amplificarion was performed using
the GeneAmp Thermostable rTth Reverse Transcriptase RNA PCR Kit
(PerkinElmer, Branchburg, N]
VEGF-A,5'-TCTACCTCCAC

nd the following specific pair of primers:
CATGCCAAGT-3 and 5'-GCTGCGC-
TGATAGACA A-3' (104 bp produer); and 288, GTTCAC-
CCACTAATAGGGAACGTGA-3 and 5 ITCTGACTTAGAGG-

CGTTCAGT-3" (212 bp product). Reverse transcription was performed

from 10 ng RNA rotal at 70 C for 15 min, followed by 2 minar 95 Cro
denarure DNA. PCR a mpli fication was run as follows: 15 sec ar 94 C,
I0secar 60 C “Azand
15secar 94 C

285 and followed by a final 2-min extension step at 72 C. RT-PCR

and 15 secat 72 C during 31 cyeles for VEC

20 sec at 68 C, and 10 sec at 72 C during 15 cycles for

products were resolved on 10% polvacrylamide gels and analyzed using
a Fluor-5 Multimager (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA} after
staining with Gelstar dye (FMC BioProducts, Rockland, ME}. Products
were quantified by normalization with respect to 285 rRNA. The levels
of expression were compared ar baseline and in a combined group of
women exposed ro various doses of VA-2914,

Staining of the argyrophilic fibrillar network
Silver impregnation of histological sections was performed as previ-
ously described (17).

e of vessel was drawn manually
zero and 1
measurements are performed. Binary
"} contained in the original Image
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Image analysis and measurement

Slides were observed with an Olympus mi-
and
an-

croscope (Omnilabo, Aarrselaar, Belgium

the entire section (mean area 25 mm?>)
alyzed ar magnificarion of X400, Vessels were
identified by positive vWF staining, and the pres-
ence of pericyres was documenred according to
the o SMA staining as previously described in de-
tail (2). Briefly, a coating of the endothelial cells
with aSMA posirive cells (pericytes) was ¢ nsidered

as rerminal venules or arterioles, whereas “naked

for vessels vessels were considered to be capillaries. A score
{zeroor one) was atrri buted ro blood vessels accord-
ing to the absence or presence of oSMA staining.
Vessels were counted in the entire biopsy.

The contour ofeach vessel rype was drawn man-
ually ar 400 % magnification using Photoshop software (Adobe Systems,
SMA negarive vessels

an Jose, CA) by two different colors: blue for

), and red for aSM A stained vessels (score 1), Tissue boundaries were

delineated in green and (Fig., 1A). The color image was then decomposed
into its three components: red, green, and blue (18). Figure 1, Band C,shows
binary images of vessels scored zero and one, respectively.

The area of each vessel section and the relarive vascular area, defined
as the ratio of vessel secrion surface to toral rissue area, were measured
in each hinary image. Image processing and measurements were per-
formed with the sofrware Aphelion 3.2 from ADCIS S.A. (Normandy,
France) on a personal compurter.

Statistical analysis

The parameters were

xpressed in rerms of the mean = si. Analyses
for statistical significance were evaluared by the Kruskal-Wallis rest with
Dunn’s correction for multiple comparisons. Then, for comparison be-
rween two groups, the Mann-Whitney U test and paired Wilcoxon were
used. Statistical significance was serat P < 0.05.

Results

Patients and endometrial histology

Patient’s characteristics and endometrial histology are de-
scribed in Table 1 and have been reported in detail elsewhere
(10). Briefly, all women in the placebo group and most patients
(nine of 11) exposed to VA-2914 2.5 mg/d experienced normal
menstrual cycles, whereas amenorrhea was observed in the ma-
jority of women receiving 5 or 10 mg/d {Table 1). During the
baseline cycle, 32 biopsies showed typical features of the midsecre-
tory phase, and one showed a polyp. No tissue could be obtained
from eight women. After 12 wk treatment with VA-2914, 17 bi-
opsies were classified asa secretory pattern, and one as proliferative.

TABLE 1. Patient’s characteristics and endometrial histology at baseline cycle and during the third treatment cycle

Baseline cycle Placebo VA-2914 (2.5 mg/d) VA-2914 (5 mg/d) VA-2914 (10 mg/d)

No. of patients a1 9 11 12 9
Mean age = sb (yr) 26052 261 =39 238 =54 276x52 26460
No. with amenorrhea 0 0 2 9 9
Histology

No. with proliferative 0 2 1 0 0

No. with secretory 32 5 5 10 2

No. with polyps 1 0 0 1 1

No. with atrophic 0 2 0 0 1

No. with absence of tissue 8 0 5 1 5
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during baseline cyde (A}and after 12 wiowith 2.5 mafd 8}, 5 moéd (C), and 10 mg/d VA-2914. Original
magnification, =200. & and F, Stromal collagen-nch argyrophilic fibrillar network usng sitver impregnation .
Endometrium after 12 wk treatment with placebo (E}and 10 ma/d VA-2914 {F) Criginal magnification, x200. G and
H, Immunolocalization of aShA, VWF, and VEGF in endarnetrium. In the double immunostaining, oSMA positive cells
(pericytes) were labeled In red, and VW positive cells (endothelial cells) were stained in brown. aSMA negative vessels
(G}, vessels with a continuous layer of aShA postive perivascular cells (H). Criginal magnification, =400, 1and J,
Immunolecalization of VEGFA in endometrial glands (G}, stroma (Str.), surface epitheliurn (Surf ), and vascular
endathelium (VE) during the baseline cyde () and after treatment with 10 mag/d VA-2914 0}, The VEGF-A distribution
was identical in the endometrium of women treated with 2.5 or 5 ma/d VA-29714 (data not shown). Criginal
magnification, =200

No tissue was obtained from 11 patients. Pa-
tients with polyps were excluded for further
analysis.

The histological features of endometria
in women at baseline during the midsecre-
tory phase {Fig. 2A) and after 12 wk con-
tinuous treatment with VA-2914 (2.5-10
mg/d) (Fig. 2, B-D} were similar.

E2 and progesterone plasma levels during
thethird treatment month are described in Ta-
ble 2, All women in the placebo-treated group
exhibited an endometrial secretory pattern with
E2 and progesterone plasma levels typical ofa
midluteal phase. Among the six women ex-
posed to VA-2914 2.5 mg/d, three had pro-
gesterone plasma levels above 6 ng/ml, indic-
ative of an ovulation, and their endometrium
also showed the expected secretory pattern.
Three other women in that group had proges-
terone plasma levels below the range of an
ovulatory cvcle {0, 0, and 2 ng/ml, respec-
tively). In two of them, an endometrial pattern
of asecretory phase was documented. Among
the 13 women exposed to VA-2914 5 or 10
mg/d, only three had progesterone plasma lev-
els above 6 ng/ml (24, 16, and 13 ng/ml, re-
spectively). In the 10 other women, progester-
one plasma levels were below the detection
limit. Therefore, the histological demonstra-
tion of a secretory pattern m these women
should be ascnbed to a VA-2914 injury. [nall
women, the E2 plasma levels were in the range
of a spontaneous midfollicular phase. Alto-
gether, these data suggest thatexposure to 5-10
mg/d VA-2914 blocks ovulation but does not
induce the histological changes classically elic-
ited by antigonadotropic progestins.

Stromal breakdown and fiber lysis

Staining of argyrophilic fibrillar network
documented the integrity of the collagen-
rich fibrillar network in all biopsies at base-
line and after treatment with placebo or all
doses of VA-2914 (Fig. 2, E and F). This is
in sharp contrast with the stromal break-
down and extensive endometrial matrix
proteolysis in women with progestin-only
contraceptives (1, 19). This indicates that
VA-2914 does not elicit the extensive endo-
metrial stromal breakdown observed after
progestin exposure.

Microvessel density and area
Altogether, more than 12,000 vessel
sections were counted and characterized.
Capillaries were identified by the isolated
presence of vWF positive endothelial cells
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TABLE 2. E2 and progesterone plasma levels during the third treatment month with placebo or 2.5, 5, and 10 ma/d VA-2914

Treatment groups Patient nos. Endometrial characteristics E2 (pg/ml) Progesterone (ng/ml)
Placebo 1 Early secretory (d 24) 80 20
2 Early secretory (d 18} 180 18
3 Midsecretory (d 20) 70 14
4 Midsecretory (d O} 60 21
5 Early secretory (d 18) 120 10
2.5 mo/d VA-2914 1 Midsecretory (d 20) 160 18
2 Early secretory (d 8) 100 9
3 Proliferative 200 0
4 Early secretory (d 18) 120 10
5 MWidsecretory (d 0) 40 0
[ MWidsecretory (d 20) 100 2
5 mg/d VA-2914 1 Early secretory (d 18) 280 24
2 MWidsecretory (d 20) 150 1
3 Midsecretory (d 20) 90 0
4 Midsecretory (d 20) 30 0
5 Late secretory (d 25) 50 0
6 Late secretory (d 25) 40 o]
7 Late secretory (d 28) 30 16
8 Late secretory (d 23) 110 0
g Late secretory (d 25) 260 0
10 Midsecretory (d 20) 40 0
10 mg/d VA-2914 1 Midsecretory (d 20) 200 Q
2 Midsecretory (d 20) 160 13
3 Midsecretory (d 20) 40 0

(Fig. 2G), whereas a continuous layer of aSMA positive cells
coating the endothelial cells characterized small arterioles and
venules {Fig. 2H).

The relative vascular area (ratio of vessel section surface to
total tissue area) was determined in endometrial biopsies of 32
women at baseline during the midsecretory phase and after treat-
ment with VA2914 (Fig. 3, Aand B). At baseline, about 80% of
the vascular areas were occupied by vessels coated with a SMA
positive cells. After 12 wk treatment with various doses of
VA-2914, this proportion remained unchanged (Fig. 3B).

The mean vessel section areas were determined by a comput-
er-assisted method (Fig. 3C). Vessels coated with smooth muscle
cells were larger than “naked” capillaries in all groups. Their
respective sizes were identical at baseline and during treatment
with VA-2914. No difference in vessels counts, density, and size
was observed with a Mann-Whitney U test. The comparison of
values from each individual woman at baseline and after treat-
ment by a paired Wilcoxon test failed also to show a significant
difference.

VEGF-A immunolocalization

During the baseline cycle, VEGF-A was strongly localized in
the apical part of the cytoplasm of the surface epithelium [score
2.5 (range 1-3)] and of glandular epithelial cells [score 2.9 (range
2-3}]. Mild expression was also found in the stroma [score 0.8
(range 0—1}] and endothelial cells [score 0.8 (range 0—1)] (Table
3 and Fig. 21). VEGF-A localization remained unchanged in all
cellular compartments after 12 wk treatment with placebo or
VA-2914 (Table 3 and Fig. 2]).

VEGF-A expression
The mRNA expression of VEGF-A was analyzed by RT-PCR
in endometrial tissue from 11 women at baseline and from eight

women treated with various doses of VA-2914, The VEGF-A

mRNA levels remained unchanged (data not shown).

Discussion

VA-2914 is a new PRM that is undergoing clinical testing. En-

dometrial changes associated with a minimum of 3 month

chronic treatment with PRMs, including VA-2914, were recently
evaluated by a panel of pathologists. Biopsies exhibited an un-
usual architecture characterized as glandular dilatation and little
evidence of mitosis, consistent with the proposed antiprolifera-
tive effect of PRMs {20). The specific aspect observed in endome-
trial biopsies during PRM treatment is now described as PRMs
Associated Endometrial Changes (21). In our study the endometria
were mostly secretory at doses of 2.5 and 5 mg VA-2914 indepen-
dently of E2 and progesterone levels (Table 2). Atrophy has been
described at 10 mg dosage (Table 1). In this study, §2 and 90%,
respectively, of women became amenorrheic during the 12 wk daily
treatment with 5 or 10 mg {see also Ref. 10). Although a com-
parison between endometria after treatment with oral VA-2914
and after treatment with an oral progestin such as oral levonorg-
estrel (LNG) is an appropriate design for a subsequent clinical
study, this phase IIA protocol aimed at evaluating in a limited set
of women the impact of VA-2914 upon the endometrial histol-
ogy, ovulation, and endocrine ovarian activity in women with
documented spontaneous ovulatory cycle. This first clinical
study indicates that a 12-wk exposure to VA-2914 5 or 10 mg/d
causes anovulation, amenorrhea, and a persistent E2 secretion
with an endometrial pattern thatclosely resembles that of a spon-
taneous ovulatory cycle during the midluteal phase. This pattern
1s strikingly distinet from that observed with other PRMs that
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FIG. 3. Quantification of vessel types in endometrium at baseline or after 12 wk
treatment with VA-2914. A, The relative vascular area represents the percentage
of total tissue area occupied by vessels, 1tis calculated as the ratio between the
ction surfaces > 100 1o total tissue area. B, The relative proportion of
pes refers to the percentage of naked and pericyte-coated vessels. C, The
mean vessel section area (um®) represents the mean absolute area occupied by
both types of vessels. These parameters were determined by computer-assisted
method for “naked” capillarie only) and smoath muscle cell-coated
\ F+ and aSMA+}in endometrium collected during baseline cycle
) and after 12 wk treatment with VA-2914 at doses of 2.5 mg (n = &), 5mg

(n =10}, and 10 mg (n = 3} (P = 0.05). Th el parameters of endometrium

W xposed 1o placebo (n = 5) e identical to those of the baseline
(data not shown)

cause endometrial hyperplastic changes that are worrisome for
chronic administration (22).

Argyrophilic staining of the collagen fibrillar network
showed no evidence of endometrial matrix degradation during
the midsecretory phase of spontaneous ovulatory cycle {control)
orin womenexposed to VA-2914. Focal stromal breakdown, i.e.
menstrual-like tissue collapse and fragmentation, and lysis of the

J Clin Endocrinol Metab, November 2008, 93(11}:4

collagen-rich argyrophilic fibrillar network are classically ob-
served in endometrial biopsies performed at menstruation or at
the start of a bleeding episode in women receiving sc or intra-
uterine LNG as progestin {1). Such focal and stromal breakdown
and collagen fiber lysis are evidenced in bleeding endometria,
and associated with higher activities of collagenase-1 and gela-
tinases A and B together with lower tissue inhibitor of metallo-
proteinase-1 than in nonbleeding endometria (1, 19). The ab-
sence of matrix remodeling and collagen lysis in normal secretory
endometria and in women receiving VA-2914 suggests that the
endometrial changes elicited by menstruation and/or prolonged
progestin exposure are absent in our patients.

We have shown previously thatextensive endometrial remod-
eling was induced by exogenous LNG administration in the form
).

eight women exposed for 1 month to the LNG-releasing intra-

of an intrauterine system (-

Endometrial samples obtained in

uterine system displayed an 11.5-fold mcrease in small naked
vessel number and a 6-fold increase in pericyte-coated vessels. In
women using the long-term LNG-releasing intrauterine system,
a 4-fold increase in the number and size of fragile capillaries was
observed (2). We hypothesized that such an increased number of
fragile “naked” capillaries could easily be injured and respon-
sible for bleeding. Therefore, we compared in this study the im-
pact of VA-2914 or of endogenous progesterone during the mid-
secretory phase of spontaneous ovulatory cycle (baseline cycle)
on the pattern of endometrial vessels. Endometrial VA-2914 ex-
posed women exhibited identical blood vesselnumber, area, den-
sity, and maturation in comparison to the pattern of normal
spontaneous secretory endometrium under the influence of en-
dogenous E2 plus progesterone. This pattern of endometrial ves-
sels was observed independently of the endogenous levels of E2
and progesterone {Table2). In the same patients, we documented
previously the persistence of physiological E2 levels (10). The
similarity of pattern in the presence of endogenous progesterone
or of VA-2914 is somewhat surprising because VA-2914 is not
a progestin but a selective modulator of the progesterone recep-
tor. This pattern may contribute to explain the high level of
amenorrhea observed in our patients. Additional clinical study
comparing the impact of orally given synthetic progestin in the
presence or absence of VA-2914 will be necessary to delimit more
precisely the impact of this new drug on the endometrial
physiology.

The presence of VEGF-A mRNA and protein have been dem-
onstrated in the human endometrium throughout the menstrual
cycle (23). Most studies, including ours, have shown predomi-
nant localization of VEGF-A in the apical part of surface and
glandular epithelial cells compared with the stroma (24). In this
study, VA-2914 did not modify the VEGF-A distribution or its
relative staining intensity. Thus, this PRM acts in a way distinct
from that of mifepristone, which increases microvessel density
and decreases stromal VEGF in endometria of women exposed
for 120 d to mifepristone {13).

Altogether, this preliminary phase II study performed on a
limited number (46) of women confirms that the PRM VA-2914
maintains matrix and vessel stability, does not impair the ex-
pression of the angiogenic cytokine, VEGF-A, and allows the
maintenance of a stable vascular network that closely resembles
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TABLE 3. Semiguantitative evaluation of VEGF-A immunolocalization in endometrium during baseline and treatment cycdes

Third treatment cycle

Baseline cycle Placebo VA-2914 2.5 mg/d VA-2914 5 mg/d VA-2914 10 mg/d
(n = 32) (n=5) (n=8) (n =10) (n=3)
Surface epithelium 2.5(3) 1.8(2) 343 2.8(3) 303}
Glands 2.9(3) 2(2) 313) 2.8(3) 3(3)
Stroma 0.8(1) 0.5(0.5) 0.7 (1 0.7 1
Endothelium 0.8(1) 0.6 (1) 0.7 0.5(0.5) 11

Mean score (median} (F

= 0.05). 0, Absence of staining; 1, staining of less than 25% of the surface epithelium, or glands, stroma, or endothelium; 2, staining between

25 and 50% of the specific structures; 3, strong more than 50% of the structures studied

that observed during the secretory phase of spontaneous ovula-
tory cycle despite anovulation and amenorrhea. This drug could,

in

this way, be associated with an improved clinical tolerance

profile because it is devoid of the endometrial matrix and vas-
cular remodelingassociated with menstruation or with the bleed-
ing conveyed by withdrawal of progesterone.
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3. Etudes expérimentales complémentaires réalisées lsgsrendometres de patientes

soumises au VA2914 et sur les endomeétres prélemssdu cycle témoin

a) Expression de ER et PR

L’expression des récepteurs hormonaux ER, PR, ARtéaévaluée avant et en fin de
traitement par le VA2914 dans I'endométre.

L'expression des ARNms des récepteurs stéroidie@i® analysée par RT-PCR. Le taux
d'expression des ARNms de &Bt ERR n'est pas modifié suite au traitement@p&fA2914.

Par contre, I'expression de PR augmente signiieatent dans I'endometre des patientes sous

VA2914 par rapport au cycle témoin.

A NS B NS c 1 5 ok
13 ~0.8 "
= . = v < v,
31.0. . vyl 2.0.67 L4 o 21.04 (7S . _.I'!_
£ — | E E | —ie— o
o ® o 0.4 v E
<0.5] —— ° < ° <0.5
2 Co A L : o .
e *ete v go0.2 —:'l':— =o" o
[ :. v
0.0 - 0.0 - 0.0 -
Cycle Traitement Cycle Traitement Cycle Traitement
de base VA-2914 de base VA-2914 de base VA-2914

Expression en ARNm des récepteurs stéroidiens lgambomeétre durant le cycle de basg (
(n=11) et aprés 3 mois de traitement avec lesrdiftés doses de VA2914 (n=8)2,5 mg/j ;
V¥ 5 mg/j ;m 10 mg/j) (U.A.=unité arbitraire) (NS=non signifidg ** p < 0,005).
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L'étude de I'expression des récepteurs ER, PR, &R par immunohistochimie dans les
endometres a permis de montrer la persistanceravaau élevé de ER et PR sous VA2914.
Une réduction de limmunodétection est observée gl et PR dans les glandes en phase
lutéale chez les patientes sous VA2914 ayant pt&sese ovulation ou chez les patientes
sous placebo biopsiées en phase lutéale tardiveminodétection spécifique de PRB est
intense au niveau des glandes des patientes §gige VA2914 mais anovulatoires par
rapport aux patientes traitées ovulatoires et aatteptes sous placebo en phase lutéale
tardive. L'immunodétection de AR n'est pas accouws &/A -2914 (Chabbert-Buffet 2006).

b) Impact du VA2914 sur I'expression des MMPs et deslenhibiteurs

Le taux d’expression des MMPs et de leurs inhibgquhysiologiques les TIMPs 1-3 a été
analysé par RT-PCR. Pour réaliser cette analyags awons disposé d'endometres préleves
chez 11 patientes durant le cycle de base et chatightes traitées par VA2914. L'expression
de '’'ARNm des MMPs- 7, 9 et 11 est augmentée derfaggnificative tandis que celle de
TARNmM de la MMP-26 et du TIMP-3 est significativemt réduite sous traitement par
VA2914. L'expression de 'ARNm des MMPs -2, 14, 1%, et 19 et des TIMPs- 1 et 2
n'apparait pas modulée par le VA2914. L'ARNmM desMdML et 3 n'a pu étre détecté.
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arbitraire) (NS=non significatif ; *g 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005).
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c) Effet du VA2914 sur I'expression des facteurs aggies

Outre I'expression du VEGFA exposée ci-dessuse ctds ARNm des VEGFB, C, D et de
leurs récepteurs, VEGF-R1 et 2, des angiopoiétines2 et du récepteur Tie-2 a également
été recherchée. Cette analyse a été realisée pRORTsur les tissus endométriaux recueillis
chez 11 patientes en cycle témoin et 8 patientes ¥82914.

L’ARNmM du VEGF-R1 n'a pu étre détecté dans nos ddlens.

Le rapport ARNm Ang-1 sur ARNm Ang-2 n'apparait pasdifié par la thérapeutique.
L'expression des autres facteurs angiogenes asatiest pas modifiée lors du traitement par
VA2914. Ces différentes données n'ont pas été ¢esli

A s NS B NS c NS
- 9 0.8 < 1.00
< ° < <
v ) =2
% 1.51 ° o EO.6 hd v = 0.8] .:. ':g
Z °5e —_— | Z . " Z 0.6] o0 —sot—
x 1.0 2 v % 0.4 —ﬁg:— —_—— = —t—
< o* . @ % "0 O 0.4] .
3 0.5 . b 0.2 v 3 o2 )
i) w w
> > . > ° v
0.0 o - 0 - 0.0 -
Cycle Traitement Cycle Traitement Cycle Traitement
de base VA-2914 de base VA-2914 de base VA-2914
D NS E NS F
—_ - %%
< 0.5] . < 2.0 ~0.8
o =) ° o <
E 0.4 ELS’ o0 ov D06 oo
Z 0.3 . w0 P —ve— —— | E .
% ° < 1. o 0.4
(=) 0.2' e e E L - < _.:—
L L ; - o v
i . 0.5 ° 0.2 o
8 0.1 ° LA 8 é:o:n .. °
~ o - > 0.0 0.0 : L
Cycle Traitement Cycle Traitement Cycle Traitement
de base VA-2914 de base VA-2914 de base VA-2914
G NS H NS - NS
—~ 2.07 ~1.51 < 1.57
< . < 2
5 2
= 1.51 2 ° £ .
[= o e 1.01 o v =z 1.0
z e o = . 4 L]
& 1.0 H ° Z . —=2_ | Z
_'.'_ v
N T oo’ ~ 0.5 . o0 0.51 oot
ocn 0.51 ° oY 32 : g —_—
< o .' - .. ‘: ..... ;O
0.0 —= 0.0 - % 0.0 —
Cycle Traitement Cycle Traitement £ Cycle Traitement
de base VA-2914 de base VA-2914 de base VA-2914

Expression en ARNm des cytokines angiogenes (VEGB;AC,-D, VEGFR2 et Ang-1, -2,
Tie-2) dans I'endométre durant le cycle de bay¢n=11) et aprés 3 mois de traitement avec

les différentes doses de VA2914 (n=8)2,5 mg/j ; ¥ 5 mg/j ;m 10 mg/j) (U.A.=unité
arbitraire) (NS=non significatif ; ** p< 0,005).
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D. DISCUSSION
GENERALE

111



Nous avons realisé la premiere étude évaluant tenpel antigonadotrope éventuel du
VA2914 dans I'espece humaine.

Celui-ci permet d'inhiber l'ovulation & partir dendg en prise quotidienne orale. Cette
inhibition gonadotrope observée peut étre attribaéan effet agoniste de la molécule.
Néanmoins, par rapport aux progestatifs antigomages utilisés classiquement en clinique,
le VA2914 aux doses étudiées n'exerce pas un fffigtateur des gonadotrophines aussi
puissant et ne s'accompagne pas d'une réductidausud'estradiol plasmatique. Ses effets
moins intenses sur I'axe gonadotrope que ceux \wdsepus progestatif sont néanmoins dose
dépendante et ne seraient pas attribuables aslsectaédicamenteuse.

Il a été rapporté trés récemment une freinationgdesdotrophines et du taux d'estradiol par
un composeé proche, le CBD-4124 administré a dessdaltant de 12,5 mg quotidiennement a
50 mg dans le cadre d'une étude de phase Il cantdrefficacité éventuelle de la molécule
sur I'endométriose ou sur les fibromes utérinsfélet al. 2009). L'inhibition gonadotrope
plus importante a haut dosage permet d'obtenieggait une freination du taux de FSH et de
l'induction de l'aromatase.

Les doses de 5 et 10 mg de VA2914, utilisées dersiotre protocole ont I'avantage de
permettre I'obtention d’'un effet anti-ovulatoirensaaltérer le taux d'estradiol endogene,
évitant les potentiels effets secondaires a lommdede la carence estrogénique. Chez 4
patientes sous 5 ou 10 mg de VA2914, une élévadomporaire de la LH a été observée.
D'autre part, une ovulation a été observée cheaines patientes témoignant d'une variabilité
individuelle de la freinabilité de I'axe gonadoteopt de l'insuffisance des dosages utilisés
pour obtenir une reproductibilité parfaite chez tésules patientes. Néanmoins, I'effet
contraceptif potentiel de cette molécule n'étard paiguement déterminé par son impact
gonadotrope, les dosages de 5 et 10 mg pourrderérer non seulement suffisants mais
aussi les plus intéressants afin d'éviter la carezgirogénique éventuelle induite par un
dosage supérieur.

Les mécanismes exacts par lesquels le VA2914 esemceactivité antigonadotrope ne sont
pas connus. A la lumiere des mécanismes décritslesyrogestatifs et la mifépristone, il est
possible de suspecter un role a la fois hypothajaeniet hypophysaire. Il est logique
également de faire le rapprochement avec le méoandsaction de la mifépristone qui, au
niveau pituitaire, inhibe la sécrétion des gonagfimes, permettant a faible dose d'inhiber le
pic de la LH sans réduire le taux d'estradiol (li#ikimo et al. 1996; Sarkar 2002).

L'absence de modification de réponse pituitairadniinistration de la GnRH en présence de
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mifépristone permet également d'envisager un rngh@timalamique important dans le controle
antigonadotrope exercé par les PAs et les SPRMgiftHeimoet al. 1995)

Contrairement a la mifépristone qui inhibe le déppement folliculaire (Croxattet al.
1993), nous n'avons pas observé d'inhibition dedessance folliculaire. De plus, nous avons
observé des kystes fonctionnels qui se sont résploistanément. Ceux-ci sont probablement
favorisés par I'absence de freination des gonagloitnes mais également par l'absence de pic
de LH qui ne permet pas la rupture folliculaire;dasant ainsi les follicules persistants. Il est
a remarquer que nous avons observé un kyste notidonel dans I'étude qui s'est avére étre
de I'endométriose non inhibée par la thérapeutigioes que d’autres SPRMs sont en
développement dans cette indication (Chwadisal. 2005).

Au cours de I'étude, les stéroides sexuels orsepté des valeurs stables ne permettant pas
de réaliser une activité d'interrupteur neuro-endan, de déclencher le pic de la LH et
l'ovulation (Clarke 1995; Leyendecket al. 1972). L'élévation temporaire de la LH chez 4
patientes ne s'accompagne pas de sécrétion deegpéogne. |l est possible que la
chronologie du pic de la LH soit inadéquate papaat a la maturation folliculaire.

A la lumiere des données actuelles, nous ne sorpagesn mesure d'envisager un réle intra-
ovarien spécifique du VA2914. Un effet ovarien dirde la mifépristone a été suggéré. En
effet, sous cette molécule administrée a dose enitpul0 mg chez des femmes présentant
des follicules de 11 mm de diamétre maximum, orenlesune inhibition des taux d'inhibine
sans modification des taux de la FSH (Heikinheigtoal. 2005). L'onapristone présente
également un réle intra-ovarien inhibant la produrctde progestérone et réprimant
I'expression de PR dans les cellules de la graafldsnathet al. 1997).

Nous n'avons pas observé de compaction de la glamécale sous VA2914. Au contraire,
des pertes physiologiques transparentes abondantesté constatées fréquemment tout au
long de I'étude chez des patientes sous traiterNgatnmoins, cet effet n'a pu étre quantifie
valablement par le design de I'étude. On peut adengtie sur ce parametre le VA2914
n'‘exerce pas un effet agoniste.

De l'acné a été observé chez 18 et 25 % des piestus 5 et 10 mg de VA2914
guotidiennement. Cet effet secondaire significaigat augmenté sous la thérapeutique, est
probablement le reflet de la non-inhibition gonadpé. Si les taux de testostérone totale sont
restés dans les valeurs normales, il est possiele taux de la testostérone litaie été
modifié. Une origine ovarienne de cet effet secmedast vraisemblable. En effet, le VA2914
a une tres faible affinité pour AR (affinité deisian relative de 15 % par rapport a la
dihydrotestostérone) (Chabbert-Buffet 2006).
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L'observation du profil de saignement montre us traut taux d'aménorrhée atteignant 81,2
% chez les patientes soumises a 5 mg de VA2910 &t @hez des patientes soumises a 10
mg. La durée moyenne du saignement diminue en daunsitement pour atteindre 1,25 jour
au troisieme mois de traitement sous 5 mg de VA2810,3 jour sous 10 mg. Cet effet
clinigue n'est pas superposable a celui observé&s swogestatif seul sous lequel les
saignements indésirables représentent un tel indogdie 25 % des patientes suspendent leur
thérapeutique (Vekemanst al. 1997). Une angiogenese aberrante est observée sous
progestatif. Une modification de la densité vascel@ndométriale et une altération de la
maturation de la paroi des vaisseaux, déficitairg@éricytes et en cellules musculaires lisses
ont été décrites (Hickegt al. 1999b; Hickeyet al. 2000; Jondett al. 2005; Rogerst al.
1993; Stephaniet al. 2007). Des altérations de la membrane basale pmgestatif sont
egalement constatées (Hicketyal. 1999a) ainsi que des altérations de la MEC (Gadaat.
2000).

Les observations échographiques ne montrent pasddications d'épaisseur de I'endometre
sous VA2914 par rapport au cycle contréle. L'émaisendométriale moyenne observée au
troisieme cycle sous VA2914 (de 4,8 mm sous 2,561%ymm sous 5 mg et 5,5 mm sous 10
mg) et l'aspect endométrial échographique ne cpomdent pas aux éléments
échographiques habituels visualisés en phase sigerdD'autre part, si cette épaisseur n’'est
pas celle d’'une phase lutéale normale, elle n'est pon plus représentative d'une
imprégnation par progestatif seul. Dans ce casidmeétre est généralement fin, linéaire. Un
aspect échographique particulier a été observe &lpatientes sur 20 comprenant 2 couches
hyperéchogénes séparées par une lame hypoéchaggr@ant la présence de liquide ou de
glaire entre les 2 feuillets. Ces effets ne sost@assiques d'une imprégnation progestative
endométriale. Selon [I'étude rapportée réecemmenmt lptie et als, un accroissement
echographique de I'épaisseur endométriale non adkédose est observé sous CDB4124 de
12,5 & 50 mg administré quotidiennement dans utegtd'endométriose ou de fibromatose
utérine. Une aménorrhée est décrite chez ces pidriéchogénicité endométriale n'est pas
rapportée (loffeet al.2009).

Les caractéristiques histologiqgues observées au dei I'endometre au cours du cycle
menstruel sont bien établies. Les effets mitogésqdes estrogenes dominent la phase
folliculaire et les modifications sécrétoires insi par la progestérone caractérisent la phase
lutéale {Noyes, 1950 389 /id}.

Si la mifépristone est utilisée largement dans denbreux pays a court terme dans

I'indication des interruptions de grossesse, detmeint aucun SPRM ne posséde d'indication

114



clinique a long terme. Les répercussions endoniésride cette nouvelle famille de stéroides
sont a I'étude. Certains parametres histologigoasrgient s'avérer inquiétants pour un usage
a long terme. L'utilisation d’asoprisnil ou de npféstone, pour des durées de 2-3 mois, est
accompagnée d'un épaississement endométrial elatktidn kystiqgue des glandes (Baktl

al. 2003b; Williamset al. 2007). Cet aspect kystique de I'endométre app@ésitimportant
sous le nouveau composé étudié, le CDB-4124, &balases et a plus long terme. Dans les
endomeétres sous CDB-4124, les formations kystiguésentent des parois fines. Le stroma
endométrial apparait fortement réduit (loéfeal. 2009) .

L'objection principale de [l'utilisation a long teemdes SPRMs est constituée par leurs
propriétés antagonistes de PR au niveau de l'ertdorpermettant ainsi une stimulation
estrogénique non opposée par une molécule a gutimestative. L'absence d’'imprégnation
progestative accroit de 2 a 10 fois le risque deceaendométrial (Shapiret al. 1985;
Zeleniuch-Jacquottet al.2001).

Les anomalies endométriales décrites sous SPRMssendimitent pas aux glandes
endométriales mais également aux vaisseaux. Sopssasl, les parois vasculaires paraissent
épaissies comme classiquement dans les polypesnétritux. Cet aspect vasculaire apparait
distribué a travers tout I'endometre.

La présence de dilatations glandulaires kystiquesesn de I'endomeétre est habituellement

observée chez les patientes en anovulation.

L’activité mitotique endométriale en présence dmas de différentiation sécrétoire a souleve
suffisamment d'inquiétudes pour qu'un panel d'égpmmatomopathologistes de I'endométre
examinent en aveugle des biopsies d'endométre soamdifférents SPRMs émettant
conclusions et réserves et aboutissant a une rlewlassification anatomopathologique.

Les modifications particulieres observées danseledometres soumis aux SPRMs sont
regroupées sous le terme PAEC, c'est-a-dire « PRIgodated Endometrial Changes »
(Mutter et al. 2008). Ces modifications regroupent les anomabeshitecturales de
'endomeétre (kystes), les anomalies épithélialegstulaires. Jusqu'a présent, aucune lésion
atypique ou néoplasique de I'endometre n'a étéalseous SPRMs.

Les caractéristiques endométriales observées tremedans aucune catégorie classiquement
décrite par I'OMS, permettant un diagnostic prédis.existe une combinaison non
physiologique de caractéristiques histologiques aloserveées de concert dans un endometre
normal & un moment du cycle. Des glandes inaciespoptotiques apparaissent au sein

d'un stroma intact. Une métaplasie tubaire cilippasaissant normalement sous un climat
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estrogénique est présente au sein d'un endomésernant des caractéristiques sécretoires ou
d'inactivité. Les glandes peuvent présenter uneit@cimitotique au sein de modifications
sécrétoires ou en présence de cellules apoptotiduess glandes kystiques présentent une
activité mitotique faible ou une différentiationcsétoire. Les glandes les plus dilatées sont
entourées d'une paroi fine. Des modifications as@s sont également constatées comme
les ectasies vasculaires dans le stroma et I'épsésaent des parois vasculaires. Des thrombi
n'‘ont pas été visualisés dans les vaisseaux egtssitpntrairement a la situation observée
sSous estrogenes non opposes. Le stroma ne pré@sentie caractéristiques attribuables a une
imprégnation progestative. Il apparait fibreux eésente des figures mitotiques. Il est
désynchronisé par rapport aux modifications glamides. En concordance avec les
observations de la littérature récemment rapporsesles modifications histologiques
induites par les SPRMs, nous n'avons pas obseragyp®d endométriale. Une
désynchronisation entre le stroma et les gland8 abservée, le stroma conservant un aspect
de phase folliculaire par sa densité et sa pralifén cellulaire alors que les glandes
présentent un aspect sécrétoire. Les glandes aggmraplus larges qu’en phase folliculaire
et polarisées avec des sécrétions. Des glandesjugstont été observées chez 2 patientes,
l'une sous 2,5 mg de VA2914 et l'autre sous 10todes 2 présentant un cycle anovulatoire.
Les marqueurs de prolifération nous ont permis datrar une persistance de celle-ci dans le
stroma quelle que soit la phase du cycle physiqlagiet le traitement. Dans I'épithélium
glandulaire, la prolifération persiste de faconimia en cas d'anovulation en faveur d'un effet
antagoniste de la substance sur 'endometre.

Les répercussions a long terme restent a évaluer.

Sous mifépristone, 2 @ 5 mg durant 6 mois, la fin@tion endométriale parait abolie (Baird
et al. 2003b). La prudence veut que chaque composé te remtvelle classe thérapeutique
soit évalué séparément a longue échéance en tersecdrité endométriale.

Dans une phase lutéale physiologique ou dans uongtte soumis aux progestatifs, ER et
PR sont réprimés. Concernant l'expression de ERRgtle VA2914 ne se comporte pas
comme un progestatif. L'expression de 'TARNm deaER de ERR n'est pas modifiee et
'expression de ’TARNmM de PR est induite témoigndinin effet antagoniste. Néanmoins, une
régulation négative de ER et PR est décrite damngglendes des patientes traitées mais
ovulatoires. Une détection spécifique de PRB appaas intense dans les glandes des
patientes traitées par VA2914 et anovulatoiresrggport aux patientes traitées ovulatoires.
L'immunodétection de AR ne présente pas d'augmentabus VA2914 contrairement a ce

qui est rapporté pour la mifépristone (Slayeeml.2001). Par contre, I'expression de PRB est
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exacerbée sous mifépristone 200 mg comme nousn&webservé sous VA2914 chez les
patientes anovulatoires (Sehal.2003).

Les effets du VA2914 sur I'endométre sont donc riésdypar la présence ou non de
progestérone. L'expression de PRB dans l'endontaireain sous VA2914 alors que la
prolifération est réduite, suggere un role de PRiBmérite d'étre clarifié. En effet, il est
classiqguement admis suite aux expériences sur lemsnque le contréle de la prolifération
cellulaire endométriale par les molécules progesatest sous le controle de PRA et non de
PRB (Conneelyet al. 2003; Mulac-Jericevic & Conneely 2004). Néanmotnss récemment
une prolifération endométriale conduisant a I'hypesie a été observée chez des souris
surexprimant naturellement PRA par rapport a PRBtteCmodification endométriale est
inhibée par la mifépristone, démontrant un contrdee la prolifération endométriale
indépendant d’'un mécanisme estrogénique. La régulde la prolifération endométriale est

soumise au rapport ER/PR mais également a celusdesmes de PR (Fleisat al.2009).

Contrairement aux patientes soumises aux progssteuls, les patientes sous VA2914
présentent un haut taux d'aménorrhée. Lors du esaignt physiologique menstruel comme
lors de I'administration du progestatif seul, lgr@éation locale du stroma endométrial et une
lyse du réseau fibrillaire riche en collagéne sdassiqguement observées (Galanal. 2000).
Sous VA2914, aucune dégradation de la MEC n'a létéroée. Le role des MMPs dans les
saignements normaux et pathologiques de I'endorhétmeain est bien connu. La MEC de
'endomeétre est constituée notamment de fibreoti@gene de types | et Ill, de fibronectine,
d'acide hyaluronigue. Du collagéne de type IV etadaminine sont présents dans les lames
basales des glandes et des vaisseaux sanguin®ldments matriciels sont la cible des
MMPs. L'ARNm de ces MMPs est environ 1000 fois plalsondant dans I'endometre
menstruel que dans I'endometre prolifératif oué&éme. Les stéroides ovariens participent a
la régulation des MMPs (Vassilegt al. 2005) Lors du saignement physiologique, la
production endométriale de MMPs-1, 3, 8, 9 et 1gnaente (Goffinet al. 2003; Vassilewet

al. 2005). Une augmentation de l'activité¢ des MMPs13,29 est observée au niveau des
endometres hémorragiques sous progestatif alosm@aiminution de celle du TIMP-1 est
constatée (Galardt al. 2000; Galankt al. 2004). L'expression des MMPs-1, 2, 3, 7, 9 et 12
apparait plus importante lors des premiers moididation du DIU-LNG suggérant leur réle
dans les altérations de la MEC et dans les saigmsnfienctionnels observés. Au cours du
temps, la réduction du pourcentage des patienf@sneant la MMP-2 et 3 peut contribuer a

expliquer la diminution des saignements indésialilbservés a plus long terme sous ce
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méme dispositif (Labie@t al.2009). Sous VA2914, les ARNm de 2 MMPs prédomiesiaiu
moment des menstruations, a savoir la 1 et la B8f son détectables. La MMP-7, la
matrilysine, est augmentée sous VA2914. Cette MMP sairtout exprimée en phase
proliférative et réprimée par la progestérone. TR4Ps de type 1 et 2 ne sont pas influencés
par le VA2914, par contre I'expression du TIMP-paxait diminuée. Le profil d'expression
des MMPs dans I'endometre des patientes traitée¥A2014 peut contribuer a la stabilité
endométriale observée. La réduction du taux densaignt en début de traitement par dépot
de MPA est observée lors de I'adjonction de migtpnie et accompagnée d'une diminution de
I'expression de la MMP-1 et 9 (kt al.2007; Liet al. 2007; Liet al.2007; Liet al.2007; Li

et al.2008).

L’administration de 50 mg de mifépristone tousldgours chez les nouvelles utilisatrices du
dép6t de MPA est accompagnée d'une augmentatidexgeession de Ei® PRA et PRB.
Cette induction n'est plus visible apres 10 sensadieetraitement. Une atrophie endométriale
est constatée en fin de traitement étial. 2008). Sous mifépristone 2 ou 5 mg, administrée
durant 120 jours, la densité vasculaire apparajtramtée et I'expression du VE@§timée de
facon semi-quantitative par immunohistochimie gamiminuée chez les patientes en
ameénorrhée (Narvekat al. 2006). Sous VA2914, nous ne constatons pas deficaiatin de
I'expression du VEGFA ni de modification de sarisition qui apparait prédominante au
niveau de la portion apicale des cellules épithediale surface et glandulaires. L'absence de
modification de la distribution et de l'intensité@ dharquage du VEGFA et la stabilité du
rapport Ang-1/Ang-2 avant et sous traitement par29P4 n'est pas en faveur d'un
remodelage vasculaire important. Un déséquilibresda production de 'Ang-1 et Ang- 2 a
été suggéré comme mécanisme participant aux saarierfonctionnels (Hewett al. 2002).
Chez les patientes sous progestatif, I'expresseiiAthg-1 est réduite alors que celle de
'Ang- 2 est augmentée. Ce rapport modifié pouréite a l'origine d'une anomalie de
maturation des vaisseaux sanguins pouvant expligeesaignements indésirables (Hevedtt
al. 2002).

L'observation de la vascularisation endométrialposge au DIU-LNG durant 1 a 3 mois
montre une augmentation trés importante (11,5 fdis§ petits vaisseaux non matures
constitués exclusivement d'un endothélium. Le nendervaisseaux partiellement matures est
augmenté de 6 fois. Au plus long cours, ces vaiss@amatures ou partiellement matures
restent néanmoins 4 fois plus fréquents que dassetelométres non soumis a cette
thérapeutique. La surface vasculaire et la deasitgnentent au cours du temps sous le DIU-

LNG (Stephanieet al. 2007). De telles modifications ne sont pas obsnsous VA2914 et
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peuvent contribuer I'absence de saignement. Auisatwicycle témoin, nous avons observé la
présence de vaisseaux matures occupant 80 % dddaesvasculaire totale. Aprés 3 mois de
traitement sous VA2914 aux différentes doses, awtiamgement vasculaire n'est observé.
Au niveau du réseau vasculaire endométrial, le \l&28e parait donc pas se comporter

comme un agoniste.

Nous assistons actuellement a I'émergence d'unehewlasse thérapeutique de stéroides :
celle des SPRMs

Des propriétés antigonadotropes peuvent étre obserselon le dosage utilisé et permettent
d'inhiber l'ovulation commkes progestatifs.

Les propriétés abortives du chef de file que ctuestia mifépristone sont largement utilisées
a travers le monde. L'administration ponctuellendambres de cette famille est admise pour
mettre fin a une grossesse (mifépristone) ou enraception d'urgence (mifépristone et
VA2914).

L'administration a plus long terme n’est réalisgéauellement qu’au cours d'études cliniques.
Celles-ci concernent l'asoprisnil dans le traitemeles Iéiomyomes utérins ou de
I'endométriose en phase Il et lll, le VA2914 engehH dans la thérapeutique préopératoire de
léiomyome, le Proellex dans le traitement des I§mmes et de I'endométriose et la
mifépristone dans le domaine des Iéiomyomes etdaar du sein.

La sécurité endométriale a long terme reste lagougmation majeure du corps scientifique
dans le développement de ces molécules. La définitd'une nouvelle entité
anatomopathologique a émergé de la confrontatian aleservations endométriales sous
SPRMs par un panel d'experts. Néanmoins, l'aveewradnous dire s'il est raisonnable
d'utiliser ces composants en administration costiow séquentielle.

Si un certain nombre de critéres histologiques @gigsent communs aux endometres soumis
aux SPRMs, selon l'agent, la dose et le schémandiadration, les effets peuvent étre
variables. La sécurité de chaque molécule en péigicdevra donc étre évaluée a long terme.
La stabilité du réseau vasculaire et de I'expresdies molécules contrélant I'angiogenese,
'absence de caractéristiqgues histologiques spéesi d'endometres sous estrogenes non

opposeés par un progestatif sont néanmoins des Btemassurants.

119



E. CONCLUSION
ET
PERSPECTIVES

120



Dans le domaine extrémement important de santéiquéblque constitue la pathologie
mammaire, la place des SPRMs doit étre définie.

En effet, ces molécules aux potentialités antagemide PR pourraient trouver une place a la
fois dans le traitement et la prévention des né&ggamammaires. Chez les souris déficientes
en Brcal/p53, la mifépristone a montré des progsi@ntitumorales sur la glande mammaire
(Poole, 2006 science). Par contre, les progestatifd connus pour majorer le risque de
cancer du sein (Beral 2003; Rossoetval. 2002).

Dans un avenir proche, I'amélioration de la conmgaau DIU-LNG durant les premiers mois
de traitement, pourrait étre une des premiéresagipins des SPRMs. En effet, I'adjonction
de mifépristone a un implant sous cutané au LN@rmn@ d'observer une diminution des

saignements indésirables (Cheaztgal. 2000).

Dans le développement de la contraception sansgeste, la famille des SPRMs doit trouver
sa place. La sécurité endométriale a long termehien sir étre évaluée ainsi que les effets
secondaires de chaque substance en développeneepiofil de saignement doit également
étre établi a plus long terme. En fonction de casmpeétres, des schémas d'administration

avec ou sans progestatifs pourraient étre dégagés.

Les progestatifs synthétigues associés aux estesgé&mt dimportantes conséquences
cardiovasculaires. Actuellement, nous ne disposiass de données des effets des SPRMs

dans ce domaine qui reste un large champ d'exj@orat

Les expérimentations sur les propriétés angiogenesion des SPRMs sont encore tres
limitées. Les premiers résultats ne sont pas eeufade 'augmentation de I'expression des
facteurs pro-angiogénes dans I'endométre. Les tépr exactes des membres de cette
famille des SPRMs dans I'angiogenése méritented&ablies et ce de facon tissu dépendante

afin d'évaluer un potentiel thérapeutique dansoreaine.

Face aux difféerents champs d'action possibles deRMS en clinique, ces molécules

nourriront encore longtemps la recherche fondanenta
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La caontraception d'urgence évolue vers des molécules de

plus en plus efficaces et aux délais d'action prolongés. Les
modulateurs s¢lectifs du récepteur de la progestérone sont en
cours de développement dans ce domaine. La réduction des
dosages permet la réduction des cafits et I'utilisation de |z
médication en une seule prise augmente la compliance.

La diffusion large de I'information concernant la contraception
post-caitale doit bien sir accompagner les progres
technalogiques réalisés ces derniéres années.

Introduction

La contraception d'urgence désigne un groupe de méthodes de
prévention de la grossesse utilisées durant les premiers jours
aprés un rapport sexuel non protégé (1): les estrogeénes a haute
dose, le danazol, le dispositif intra-utérin, la contraception estro-
progestative a haute dose (régime de Yuzpe: 100ug d'éthinyles-
tradial combiné & 500pg de lévonorgestrel administrés dans les
72 heures suivant un rapport non protégé et répétés 12 heures
plus tard), le progestatif seul (lévonorgestrel administré a la dose
de 0,75mg dans les 72 heures suivant un rapport non protégé et
repété 12 heures plus tard ou en une seule prise 1,5mg dans les
72 heures suivant un rapport non protégé) et les anti-progesteé-
rone ou modulateurs sélectifs du récepteur de la progestérone
[SPRMSs] (2).

L'utilisation de la contraception post-coitale ou d'urgence devrait
étre diffusée davantage et étre systématigue lors de l'utilisation
inappropriée de la contraception classigue, lors d'accidents sur-
venus durant cette utilisation (rupture du préservatif, oubli de
2 pilules ou plus,..} ou dans un contexte de non-utilisation de la
contraception ou d'agression sexuelle, Néanmoins, cette méthode
ne doit pas se substituer & la méthode de controle des naissances
mise en place préventivement, son efficacité étant plus grande
que la contraception de wrattrapages. D'autre part, cette contra-
ception d'urgence n'offre pas de protection vis-a-vis des maladies
sexuellement transmissibles (3). Dans certains pays, ou la diffu-
sion de 'information concernant la contraception d'urgence est

large, l'utilisation de cette contraception permet de réduire les
grossesses non désirées, notamment chez les adolescentes, et per-
met d'observer une réduction importante du taux d'avortement.
Au contraire, aux Etats-Unis, ou fa diffusion de cette contracep-
tion est faible, approximativement la moitié des grossesses sont
non programmees et la moitié de celles-ci se terminent par un
avortement (4).

La contraception d'urgence utilisée aprés un seul rapport sexuel
non protégé et dans les délais recommandés peut prévenir
Jusgu'a B9 du risque de grossesse. La possibilité de cette se-
conde chance doit donc étre diffusée largement et l'acces a cette
contraception d'urgence facilité. Placer des barrieres pour accéder
a celte contraception est une forme de violation des droits fon-
damentaux humains. Le lévanorgestrel, en tant gque contraception
d'urgence, fait partie de la liste des médicaments essentiels de la
World Health Organization (WHO), enregistrée et reconnue dans
plus de 100 pays.

La contraception d'urgence par lévonorgestrel, n'ayant pas de
contre-indication et rencontrant les critéres d'une molécule dis-
ponible sans prescription, doit pouvoir étre obtenue dans un délai
court nécessaire a son efficacité. Néanmoins, a I'heure actuelle, il
existe encore de nombreux pays ol I'obtention du |évonorgestrel
en contraception d'urgence passe par la prescription d'un méde-
cin, ce qui retarde, de fagon injustifiée, la prise du traitement (5).
Les réticences de prescription ou de diffusion peuvent pravenir
des médecins eux-mémes, des pharmaciens ou des représentants
gouvernementaux suite a la croyance non fondée d'un effet preé-
ventif du lévonorgestrel sur |'implantation de I'oeuf fertilisé. Le
lévonorgestrel, molécule progestative, ne peut inhiber Iimplanta-
tion de I'veuf et n'affecte pas une grossesse existante. Par contre,
le lévonorgestrel peut retarder ou prévenir I'ovulation. Il peut éga-
lement interférer avec la fonction du sperme (6-12). Une autre
réticence guant a la diffusion de la contraception d'urgence pro-
vient de |a crainte d'une moindre utilisation de méthodes contra-
ceptives préventives ou de protection contre les maladies sexuel-
lement transmissibles (préservatif). Néanmoins, plusieurs études
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ant montré que la disponibilité de la contraception d'urgence ne
réduisait pas l'utilisation des préservatifs et ne modifiait pas le
compartement cantraceptif préventif (13, 14).

Une autre équipe a étudié l'effet d'une provision en contraception
d'urgence. Celle-ci, néanmoins, n'a pu montrer une diminution du
taux de grossesse. Par contre, elle n'a pas montré une augmen-
tation du taux de maladies sexuellement transmises. Le taux
d'utilisation du préservatif n'a pas été modifié chez ces patien-
tes qui beénéficiaient de la contraception d'urgence prescrite &
I'avance (15).

Un autre obstacle est le prix élevé de la contraception d'urgence
dans certains pays. L'étude de |a pharmacocinétique de la prise
d'une dose unigue d'1,5mg de lévonorgestrel comparée a l'admi-
nistration de 50 mini-pilules & 30pg de lévonorgestrel a montré
une biodisponibilité comparable dans les deux groupes. Lorsgue
la préparation de 1,5mg de |évonorgestrel n'est pas disponible,
il est donc légitime de preconiser la prise des 50 mini-pilules de
30ug gui sont généralement largement diffusées et a bas prix
dans la plupart des pharmacies, et méme dans les régions rurales
reculées (16).

Silinsertion post-coitale d'un dispositif intra-utérin au cuivre est
une option efficace jusgu'au 5 jour apres la date présumée de
I'ovulation, néanmoins, cette méthode est plus contraignante gue
la prise d'un médicament par vaoie orale, nécessitant une équipe
disponible et entrainée & la mise en place de ce dispositif (17).

Evolution de la contraception
d'urgence au cours du temps

Sile régime de Yuzpe a été longtemps la seule méthode médi-
camenteuse dont nous disposions, celle-ci fut supplantée par
I'utilisation du lévonorgestrel. Deux études, une chinoise et une
multinationale, ont comparé ['utilisation du lévonorgestrel a
0,75mg donné en deux fois @ 12 heures d'intervalle avec le régime
de Yuzpe. L'utilisation du lévonorgestrel s'est avérée plus efficace
que le régime de Yuzpe (risque relatif 0,51). Les plaintes digestives
étaient significativement réduites avec l'utilisation du lévonor-
gestrel. Le profil de saignement et le temps de réapparition des
regles ne différaient pas entre les 2 traitements.

Ensuite, l'utilisation du lévonorgestrel en 2 administrations de
0,75mg a 12 heures d'intervalle a été comparée a l'utilisation du
lévonargestrel en une seule prise a la dose de 1,5mag. L'efficacité
des 2 farmes d'administration est similaire ainsi que les effets se-
condaires, a l'exception des maux de téte qui sont plus importants
dans le groupe traité par l'administration de 1,5mg de lévonor-
gestrel en une prise (17).

Une autre famille de stéroides a également été étudiée dans le
domaine de la contraception d'urgence. |l s'agit des modulateurs

du récepteur de la progestérone dont le chef de file, connu pour
ses propriétés antagonistes du récepteur de la progestérone et ses
capacités abortives, est la mifépristone.

La mifépristone a €té étudiée en contraception d'urgence 2
la dose de 600mg, 50mg, 25mg et 10mg. Celle-ci peut étre
administrée jusgu'a 120 heures apres le rapport sexuel non pro-
tégé. La réduction des doses de mifépristone et l'allongement
du délai post-coital n'ont pas montré de réduction d'efficacité.
Par contre, en réduisant la dose de mifépristone, la perturba-
tion du cycle est moins importante et le retour des régles se fait
plus précocement. Le délai observe dans le retour de régles est
attribusble aux propriétés antagonistes du récepteur de la pro-
gestérone. Cette molécule administrée en phase pré-ovulatoire
bloque I'ovulation et retarde les menstruations. Cet allongement
est néfaste car une ovulation peut survenir plus tard au cours
de ce cycle prolongé si aucune autre contraception n'est utilisée.
D'autre part, I'allongement du cycle est un facteur d'anxiété pour
les patientes (18, 19).

La mifépristone interfére avec la fonction folliculaire et I'ovula-
tion, induit la lutéolyse et modifie I'endométre en fonction du do-
sage et du schéma d'administration (20). La prise de mifépristone
retardée entre la 72°™ et la 1207 heure aprés un rapport sexuel
non protégé ne semble pas diminuer son efficacité. Les effets se-
condaires de la mifépristone sont moindres que ceux observés
lors de la prise du régime de Yuzpe et similaires & ceux observés
sous lévonorgestrel. L'efficacité de la mifépristone est telle gue
les études comparant son efficacité au régime de Yuzpe ont été
interrompues et le régime de Yuzpe abandonné. Peu d'informa-
tions existent sur l'utilisation de la mifépristone et du taux de
grossesses extra-utérines. Les études sur les rats montrent un
transport accéléré de 'oeuf fertilisé dans la trompe du rat sous
antiprogestagene (21).

Si une patiente porte une grossesse extra-utérine, la mifépristone
ne perturbera pas le développement de celle-ci (22). La propor-
tion de grossesses extra-utérines observées dans les études sur la
mifépristone ne montre pas d'incidence modifi¢e par rapport a la
population générale (23).

Le VA 2914, modulateur sélectif du récepteur de la progestérone,
a egalement éte testé en contraception d'urgence en comparai-
son au lévonorgestrel administré en 2 fois dans les 72 heures
suivant un rapport non protégé. Le VA 2914 permet de prévenir
85% des grossesses prévues en fonction du jour du cycle ou est
survenu le rapport non protége, contre 69% dans le groupe sous
lévonorgestrel. Les effets secondaires sont similaires dans les 2
groupes, 3 l'exception des nausées qui apparaissent augmentées
dans le groupe sous VA 2914, Cet effet n'est néanmoins pas rap-
porte dans la littérature sous cette molécule a des dosages plus
éleves [24, 25). Le VA 2914 est un modulateur du récepteur de Iz
progestérone de seconde génération qui possede moins d'activité
antiglucocorticoide que la mifépristone et ne posséde pas de pro-
priétés abortives.
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Dans cette étude, le lévonorgestrel montre une efficacité dé-
croissante aprés les 48 heures de délai alors gue sous VA 2914,
I'efficacité ne semble pas décroitre au cours du temps. Chez les
patientes sous VA 2914 qui ont pris le traitement 4 jours ou plus
aprés le jour suppose de ['ovulation, aucune grossesse n'est surve-
nue, contrairement aux patientes sous lévonorgestrel pris dans les
mémes conditions. Le retour des régles a lieu 2 jours plus tét que
les regles prévues chez les utilisatrices du lévonorgestrel et avec
un retard de 2,6 jours chez les utilisatrices du VA 2914,

Cette nouvelle molécule que représente le VA 2914 semble pro-
metteuse en contraception d'urgence avec une efficaciteé élevée et
prolongée dans le temps.

En conclusion, la contraception d'urgence évolue vers des molé-
cules de plus en plus efficaces et aux délais d'action prolongés. La
réduction des dosages permet la réduction des colts. Lutilisation
de la meédication en une seule prise augmente la compliance. La
diffusion large de 'information concernant la contraception post-
coitale doit bien sir accompagner les progrés technologiques réa-
lisés ces dernieres années.
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ABSTHACT

Cumently developed  progesterane receptor modulators (PRMs) are  steroid-derived
compounds with mild or potent antiprogestin activity, PRMs may exert ¢ contraceptive
actvity by different mechanisms such as blockade of ovulation and endometrial
desynchronization. Their potendal clinical applications are manifold and are very promising
in major public health aress, including emergency contraception, long term oestrogen-free
contraception (adiministered alons, or in association with a progestin-anly pill to improve
bleeding patterns), endomerriasis and myoma tearment. The niechanisims of their ant-
avulatory effects and of the endometrial modifications eheited during long term PRM
treatment ave still not fully elucidated, In future clinical applicadons, PR.Ms will be

administered orally, via intrauterine systems or vaginal rings.

KEYWOR S
Endometriumn

INTRODUCTION

Progesterone (P) inioates and nuuntaing pregpancy,
This homnone also fcilicates the LH surge, at least in
murine speeies, transforms the proliferative endome-
rium  into a secretory one and, topether with
oestradicl, muaintains endometrial integrity, Subse-
quently, P keeps the uterus quiescent by inlibiting
myometrial contactility, Progesterone receptor mod-
ulators (IPRMs) antagonize all these actions, The first
compound of chis class, INU 486, has been described in
an abswact by Philibert e ol in 1981, a5 an anti-
glucocarticoid compound with anti-progestogenic
activity, U 486 was subsequently developed with

Progestins, Progesterone receptor modulators, Contraception, Uterine bleeding, LI surge,

the scientific support of Professor EE Baulien. The
first clinical application of RU 486 (later renamed
mifepristane) was termination of pregnancy, which
has delayed the further development of this class of
campaunds due o the negative image of mifepristone
related to abortion.

Until recently hormonal conmaceptive methads
either have combined an oestrogen and a progestin (as
in combined oral contraceptives [COCs|, containing
ethiny! cestradiol [EE]), or consisted of the adnnuis-
tration of only a progestin. COCs suppress gonado-
wopins by a dual blockade mechanism, at the
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h\,rpothﬂ]:nnic and pitntary  level Comcqucntly.
follicular development does not progress beyond the
small anwal follicle stage. Because of the vascular and
metabolic side effects of EE, COCs cunnot he vsed in
women with vascular risk factors,

Progestin-only contraceptive methods are deveid of
vascular and nistabalic side effects because of the low
dosc that is delivered. Their contraceptive effect is due
to suppression of the LH surge {(alcthaugh not observed
with all compounds), endometsial desynchromization,
and alteration of the cervical mucus. Progestin-only
contraceprives use 15 associated with high disconrinoa-
tion rates (up to 25% of the women') due to irregular
bleeding. Since the prevalence of women with
augmented vascular risk is expected o increase in
the coming decades, the development of effective,
vascular risk-free (i.e., oestrogen-frec), well-tolerated
contraceptve mechods is crucial,

Currently developed PRMs are steroid derived
compounds with a bulky radical substitution at carbon
11 (Figure 1). Interacton of these compounds with

CHy
N

/J

HaC

HO_
N
|
H He P
‘.‘~-—-—O-CH3
o}

Asoprisnil (J B67)

progesterone receprors resuls n a specific alteration of
the throe-dimensional structure of the ligand binding
domain of the receptar which does not allow the
activation of the tanscriptional machinery, This
family of progesterone recepror lipands comprises
molecules with mild or potent antiprogesan activity.
PR Ms contraceptive  activity by
diffecent mechanms, including blockade of ovulation
and endometrial desynchronization™; they may thus be
considered as porendal ocestrogen-free contraceptive
drugs (Figure 2). Interestingly, clinical data show that
the treamment with these compounds is not associated
with liypo-oestrogenism. The potential clinical appli-
cations of PRMs arc very diverse and extremely
promising in major public health areas (Table 1), They
ixclude emergency cantraception (EC), and long term

mMay exert a

oestrogen-free contraception (whereby the PRM is
administered alone, vrn associadon with a progesan-
only pill to improve bleeding patterns). In the future,
PRMs will likely be administered orally, via intrau-
terine systems ([US) or vaginal rings.

HaG..
I NH

Ulipristal (VA2914)

Figure 1 Chemical structure of some PRAMs, Progesterons ligands with antagonist proparties currently undergoing
clinical davelopment are steroidal derivates with the ketone function &t carbon 3 and me1_:i1~,»t fadncal _at carhon 13
involvad in ligand hinding lo the receptor. Substitution at carbon 17 leads to an increased Dioaclvity. Finally, & bulley

radical at carbon 11 is responsible for the antagonistic pomential

The Eyopean Jonmal of Comtraception and Reproductive Health Care

223

127



Prugestesone reeeplor irodularors for eomraeptivi
! ! . f

Chahberr-Buffer o al,

Figure 2 Surnmary of the m

Mechanismot action

LH surge blockade

Impaired endometrial

maturation

QOvarianantiovulatory

cffoct?

from this application and pending issues

Table 1 Main PRMs undergoing clinical deveiopment

ity

Polential additional

Advantages

Persistence of
cndogenous

aostradiol secretion

QESTROGEN FREE
COMTRACEPTION

WITHOUT DESTRADIOL

DEPLETION

AMENORRHOEA
Myoma shrinkage
Reliefof
endometriosis
associated pain

Pending issucs

Mechanismis)
of LH surge
blockade

LGNG TERM
ENDONMETRIAL
MODIFICATIONS

ain issues in PRMSs use for contraception: mechanism of action, main benefits expected

Compound: 1C0,
trade nams™
(molacule cods)
{routes of
administration)

Company

Trials: phase and field of application

Asoprisnil

1867}
lorall

Uliprisial
{CDE/VA 2914)
(oral, 1US, VR}
Mife pristons,
Mifagyna™,
{RU 488)

(eral)

Proellex™ [oral)

ZK230211
(oral, IUS)

OrgMN [aral)

TAP (USA)

HRA Pharma (France),

MIH {USA],
Praglerm {Switzerland)

Exstgyn (France)

Repros (USA|
Schering [Garmany)

Organaon

Phase il-Il: myomas

EC

Phase II: oesrogsen free contraception,
myomas foral, IUS, VA

Meadical abortion, EC
Phase |-|l: contraception, metastatic breast
cancer irsatment (arall

Phase |I-Il: myomas, andormatriosis loral)
Phase |-I: dyefunctional bleeding {IUS), breast cancer

Contraception, breast cancer

ICD: imternational commen denomination; EC: emergency contraception; IUS: intrauterine system, VR: vaginal 1ing.
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EMERGENCY CONTRACEPTION

The current ‘gold standard’ for EC 1s the administra-
ton of a single dose of levonorgestrel as eacly as
possible after the intercourse. [ts efficacy is highest
within the first 72 hours buc, in accordance with the
WHO recommendations, this option can be offerad
up to 120 h o women informed of the risk of failure.
Levonorgestrel (LING) delays or inhibits ovulanon if
administered early enough in the follicular phase.
However, once ferdlization hus tken place, LNG can
not prevent the esmblishment of an ongoing preg-
mincy. Ortiz recentdy showed thar post-coital LNG
does not interfere with post fertilization events in
menkeys’. The same may not apply to PRMs, which
black ovularion and affect implanration.
Antiprogesting were used for BC primarily because
of the LH surge blockade they induce, The precise
mechanism of this acrion is not fully elucidated and
animal data suggest that, compared to levonorgestrel,
mifepristone may exert a specific action®. Proof of
concept studies in animals have shown that short term
administration of PRMs could medulate the uterine
environment and interfere with implantation and early
pregnancy. Banaszak er al.® have shown that the
inhibition of progesterone action by the progesterone
receptor antagonist ZK 137.316 in intact and
ovariectomized baboons altered the action of human
chorionie gonadotropin (hCG) on the endomeninm
at the eime of uterine vecepuivity. This PRM reduced
the epithelial plague reaction, completely inhibired
alpha-smooth muscle actin (alpha SMA} expression in
stromal fibreblasts, and induced the reappearance of
the progesteronce (PR} and oestrogen (ERalpha)
receprors in epithelial cells,. However, short tenm
treatment (ten days) had no effect on the expression of
glycodelin in the glandular epithelinm. These results
indicare that klocking the action of progesterone on
the endomerrium even for a short period of time has a
profound effect on the hCG-induced response in
srromial Abrohlasts. Using an in vito model of human
blastocyst adhesion to cultured human endometrial
cells, Petersen et al® demonstrared that the antipro-
gestin Org 3171(} has anti-attachment properties. The
mechanism of this effect has to be determined since
neither the morphology of endometrial cells (e.g.
pinopodes developed normally) nor the expression of
biochemical markers of implantation such as glycode-
lin A and Leukaemia Inhibiting Facror were modified.

Recendy, Gemzell-Dhanelsson's eam has shawn thae
mifepristone, but not LNG, mhibiss human blastocyst
attachment to an i wpirre endometrial three-dimen-
sional cell culture model”. This body of evidence can
be integrated in the potential vse of mifepristone for
EC, although some of these swudies were not
conducted with this initial purpose.

Several climleal oials have compared the effective-
ness of mifepristone to that of other established
methads of EC including danazol, LNG, an intra-
urerine contraceptive device and the classical Yuozpe
method {ethinyl oestradiol 100 pg and LNG 500 pg,
repeated after 12 h)™'2. Different doses of mifepris-
tane have also been compared™™', In all these studies
the number of expected pregnancies has been
determined by the probabilities of conception by
cycle day from established conception rates' 1% All
methods (with the exception of danazol) achieved 1
marksd decrease in the number of expected pregnan-
cies. Mifepristone has the distinct advantage to be
highly effecrive up to 120 hours after unprotected
intercourse whereas, with the exceprion of [UDs,
other methods must be applied during the initial 72
hours'™ ™, Moreover, side effects such as nausea,
vomiting, headache, and breast rendemess were
simificantly less frequent among women given
mifepristone than with the other substances” . In
one smdy, 19% of women wmking mifepistone
complained of excess bleeding as compared to 31%
of the women taking LNG',

Women using PRMs for EC have more often a
delay in the onset of their next menstrual period than
women using other methods, This s a drawback
since the onset of menses reassures the woman who
has used EC on the successful prevention of
pregnancy. The use of a barrier method of contra-
cepiion is therefore required until the next menstrua-
tion. This delay is dose dependent; it is longer with
doses of 600 and 100 mg mifepristone than with
doses of 25 mg or 10 mg'?!*. Since the success rates
are similar wich all doses, the lowest dose of
mifeprisione is recommended. Currently, nufepris-
tone is used for EC in China'’; it will be authorized
in ather countries in the fature. Ulipristal bas also
been cvaluated for EC in u randomised trial
compering it with LNG'™, Based on the estimated
cyele day of unprotected intercourse, B5% and 69%
of anticipated pregnancies, respectively, were averted
in a group of 1500 women.
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LONG TERM CONTRACELITION

Miﬁ'priﬁ:onc”, previously known under the denomi-
nation U 486, was the first PRM o be used in
women; it hos been evaluared for contraceptive
g 1202
in ovulation and/or disturb the endemetrial matura-
tion withour marked effeces on follicular develop-
ment™, When given daily in a dose of 5 mg,
mifepristone  displays  good contraceptive  efficacy
althongh the experience reported is limited™. Higher
doses usually suppress follicular developmene™ >,
Finally, long term use of RU 486 has been associated
with incrensed endometiial thickness, in part due to
excessive gland development withaut nt}rpinz?.

PRMs may act by several mechanisms including
ovulation inhibition and endomerrial effects. Ata dose
of 1 mg/day, mifepristone delays luteal-phase endo-
metrial maruration without modificarion of the men-
strual eycle in appraximately four out of five cases™ . Ir
thecefore appeared pussible to dissociate the effects of
treatment with such PRM drugs, which could lead to
the development of 2 method of contraception that

. Low doses {2 mg/d or less) cause a delay

would act primarily on the endemetrium withaut
interfering with owvulation, However, mifepristone
administered at a very low dose (0.5 mg/d or 5 mg
once weekly) to wonien rnot using contraception, did
pet prevent pregnancy, notwithstanding & delay in
endometrial matmuration and in appearance of proges-
terone-dependent markers™ .

The threshold daily dose of mifepristone capable of
inhibiting ovulation is 2 mg and that of uliprstal
5 mg’!, Available data on the impact of asoprisnil on
gvulation show no dose response consistency”.

Daily doses of 2 to 10 mg mifepristone suppress
follicular development, block the LH surge and delay
ovalation™!
reported after 200 months of exposure in 50 women
wheo received either 2 or 5 mg of mifepristone daily as
their only method of contrz.ccpticngﬂ. Weekly doses
of 50 mg mifepristone were recently reported o be
effective for long-term contraception”. Higher doses
of this compound can even block follicular maturation
and induce follicular atresia. Mifepristone nuy also
hinder tubal function, and eventually the ultimate
steps of oocyte maturation and fertilization™.

Amenocrhoea was observed in most studies. This
may be seen as a benefic which is already aimed at in
the extended or continuous administration of oral

. In a recent study no prepgnancies were

mncrnccptivcs” Once informed of the expecred
agecurrence of amenorrhoea during treatiment, women
may achieve @ lugh compliance rate™. However, the
nduction of amenarrhoes requires a high degree of
endomervizl safety. [n the different studies reporting
on hoononal profiles in women using low doses of
PRMs persistent levels of oesiradiol mr the physiolo-
gical follicular phase Tange have been  described,
resulting i a potential ‘unopposed oesuadiol’ ex-
posure. This effect, but also previous reports on
ultrasound appearance and histological aspects of the
endometrium 0 WoOmMen Teceving lJ1.'1&:13risr;t:lufz“r
have raised the concern of its endametrial safery, A
new histological classification may be needed to
property describe the aspects observed under PRM
treamment. Such 2 modified classification has already
been suggested to allow a more accurate description of
endomersal hyperplasia™, In a recent expert meeting
on the endometrial effects of PR-Ms organized by the
NIH"", 2 panel of pathologists indicated that the
current WHO classification is not suitable to describe
the ‘mon physiological secretory aspect’ observed
during PRM treatment. One observes a disordered
architecture with desynchronization of glandular and
stromal compartments, a mixture of proliferative and
secretory endometria associated with mitotic and
apoptotic figures, secretory aspects, and cysue gland-
ular dilatation. There were no signs of atypia. The
observed dilated glands may account for the ultra-
sound findings of thickened endomenium,

Management of irregular bleeding induced by
progestin-only contraceptive regimens

Mifepristone and other PRMSs may be used to reduce
the occurrence of bleeding irregularities nduced by
progestin-only contraceptive methods™>*, Bleeding is
indeed one of the main drawbacks of oestrogen-free
contraception, and may lead to treanment discontinua-
tion in 15 1o 25% of women.

The PRM compound Org 31710, administered
monthly (150 mg) to women using the desngestrel-
only contraceptive pill (75 pg/day), restored o regular
blecding pattern, with a significantly lower frequency
of irregular, prolonged, or frequent bleeding®. Yet,
the beneficial effece, which was evidenc at the
beginning of the treatment, seemed to abate with fime.

In women using progestin-releasing subdermal
contraceptive implants, bleeding has been correlated
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to vascnlar fingility, independently of oestradiol or
progesterone circulating levels. In a double-blind
placebo controlled study™, women wearing a LNG-
releasing  coneraceptive implant were treated with
50 mg mmfepristone once every four weeks. Althongh
the mumber of bleeding episodes tended to decrease
independently of treatinent in all women over the 360
days of the study, the duration of bleeding cpisodes
decreased significandy more rapudly in the mifepristone
group. Furthermoere, wonien using mifepristone were
mote likely to comply with cthe rearment.

The precise mechanism of action of mifepristone in
rhat concext s not established; it mught have a direct
effect on the endometrium, less likely one on
oyularion. This effect might hinder the contraceptive
efficacy of progestogen-only contraception. However,
no pregnaney occurred during the 300 cycles followed
by Cheng ¢f wi. Although this imited body of evidence
curreratly available’ dees net show a decrease in
contraceptive efficacy, this point needs to be con-
firmed in large scale studies.

The cellular mechanism of this effect 15 stll under
evaluation, During the physiological menstrval cy-
cle’™*, progesterone withdrawal results in an up-
regulation of inflammatory mediators, production of
matrix meralloproteinases (MMPs), a leucocyte nflux
and expression of stromal vasculer endothelial growth
factor (VEGF) receptor in the upper endometrial
zones. The potential mechanism(s) involved in abnor-
il bleeding during synthetic progestin use include®’
changes in the ratio of pro- versus anti-angiogenic
factors; alterations in metalloproteinases and tissue
inhibitor of metalloproteinases (TIMP); changes in
tisue factor, 1 known haemostasis mediator in the
endometrium; and increased endomerdal leukocytes
with a particular emphasis on uterine natural killer
(UNE) cells, In women starting with a treatment with
depot medroxyprogesterone acetate (DMPA)™
stead of the synchronous maturation of glands and
stroma seen in nommal secretory endometriumi, one
observes confluent stromal cell decidualization with
small, attenuated glands, The addition of mifepnistone
te DMPA an altered maturation of the
endometrinm. The glands shaw persistent sub-nuclear
vacuoles, more chamcteristic of an early luteal phase,
and stromal oedema, more characteristic of a mid to
late luteal phase. Progesternne and oestrogen receptors
and signalling pathways may be modified as well as cell
prolifecation a5 shown in DMPA users weated with

. I

Causes

mifepristone””. Short-term exposure to mifepristone
(single dose of 25 mg) increases the expression of
endometrial ERalpha and pregesterone receptor iso-
forms A and B, and promwtes cell proliferation,
Prolonged exposure to mifepristane (25 mg owice o
oonth for three months) does not alter the suppression
of these receptors caused by DMPA and is associated
with pemisting endometrial atrophy, Endometrial
apoptosts a5 well is down-regulated in these patients™'
in the short term while langer cerm administration does
not result in any significant modification of apoptotic
rates. Modulation of endomerrial cells enviranment
such as immune cells chemo-atwaction or matrix
metalloproteinase (MIMP)} expression has also been
reported in new DMPA vsers ereated with mifepos-
tone ', in whom the decreased rates of breakthrough
bleeding ave associated with decrensed MMP-1 and
MMP-9 expression and fewer mast and T cells,

New routes of administration of PR Ms

Administration of the PRM ZK 230 211 using an
intrauterine system (TUS) has been tested m primates”
and in women™. The effects of a ZK 230 21 1-releasing
LUS on bleeding patrems and endometrial growth in
ovariectomized, artifically cycled macaques™ has been
compared to those of a blank device. The PRM-IUSs
{but not the blank devices) induced extended, frank
menstruation shoctly after insertion when  inserted
during the late luteal phase, indicating a local anti-
progestn actien. QOestadiol dependent endometrial
proliferation was inhibited and progesterone withdrawal
bleeding prevented over time during subsequent cycles.

[USs releasing either ZK 230 211 at a rate 1, 4 or
8 pg/24 h (ZK-[US) or LNG (ar 20 pg¢24 h, LNG-
[US) have been inserted four to cight weeks before
hysterectomy in wonien complaining of menorrhagia
or dymnenmrhoeaﬂ. Bleeding and spotting were
unchanged by the use of ZK-TUSs but increased in
women wearing an LING-TUS. The endome trivim swas
partly atrophic in 9-30% of women following the use
of ZK-TUSs as compared to 67% after LNG-IUS.
Expression of proliferation markers was low following
the wse of both [USs.

Studies on the VA 2914 releasing IUS are currently
being conducted in menkeys, Preliminary data have
shown amenorthoea in all treared animals (unpub-
lished data collected ar the Population council
website],
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Dat: fom studies conducied in the Populanon
Cotneil laboratories indicate that the potent proges-
terone receptor modulator VA 2914 (also called CDYB-
2914} ean cross the vaginal mucosa in rabbits. VA 2914
is being mvestignted for its potential a5 1 caumUOS,
Bleed-fiee contruceptive for wamen when delivered
through a sustained-release system such as a vagunl
ring” Thirty nine women were enrolled 1n a study
evaluating the effects of a three months teatment with
the CDB-2914 ring on phanmacokinerics, inhibition of
ovnlaten, and bleeding patterns. Preluninary findings
indicate that the ring had an effect on ovulation.
Subjects were judged te have fairly regular blecding
patterns, though some had long cycles with fewer
bleeding and spotting  episodes {unpublished dat
collected at the Population Couneil website).

CONCLUSION

PRM; are an ariginal class of compounds with
potential clinical applications in gynzecology  that

could significandy improve women's quality af life.
They may represent a new class of oestrogen-free
contraceptives not eamsing a drop i endogenous
oestradial levels. In addidon, PRMs mduce amenor-
rhoea, o sygmficant advantage compared o progestin-
only pills. Finally, in addition to their potential
contraceprive efficacy, these compounds could be
used to control bleeding due to myomas ot progestin-
cniy treamuent, myonma grl:lwth, and endomeriosis
associated pain. To allow the further development
of the leng tenn use of PRMs, more data on
the specific endametrial changes induced by PRMs
are required. Parenteral routes of administration by
means of 1USs or vaginal rings are curencly being
evaluated.

Conflic of inferest Dr Chabbert-Buttet has pre-
viously been an investigator in chinical trials con-
ducted by Organon and HR.A Pharma, which assessed
blesding effects of
PRMs.

control and anti-ovulatory
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