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Propriétés cestrogéniques des phyto-cestrogénes alamdignée de cancer du sein.

Implication des domaines de transactivation du rgteur aux cestrogenes alpha.
Les phyto-cestrogénes (PE), molécules d'origine tedgé possédent des homologies structurales awec le
cestrogénes leur permettant de se lier aux récepspdrcifiques aux cestrogénes (RE) et d’agir comese d
molécules pro- ou anti-cestrogéniques. Les cestragéinkes RE sont impliqués dans de nombreux prosess
physiologiques et physiopathologiques, notammermalecer du sein. Il existe deux formes deaRE6 et 46
kDa) qui different par leur partie N-terminale, est situé le domaine de transactivation AF-1. Lexdane
domaine de transactivation AF-2, ligand dépendesttsimilaire dans les deux REL'objet de cette étude est
de trouver parmi les PE testés ceux capables deleraspécifiquement le RE (appelés SERM) dans igneéé
cancéreuse mammaire, les MCF-7, afin de mieux cenge leur impact sur le cancer du sein. Aingpparait
que les propriétés pro-cestrogéniques de certairsoREassociées a leur capacité a mobiliser le hens--1
dans I'activation transcriptionnelle du REA l'inverse, les composés mobilisant préférefdiakent le domaine
AF-2 du REx induisent une faible activation transcriptionnadten’ont pas d’'effets cestrogéniques. C'est le cas
de I'entérolactone et la naringénine, SERM poténtipii pourraient étre de bons candidats dans drecde

nutrition préventive contre le cancer du sein.

Mots clés : phyto-cestrogénes, récepteurs aux césgegdomaines de transactivation, MCF-7, modulateu

spécifiques des récepteurs aux cestrogenes.

Estrogenic properties of phytoestrogens in a breeatcer cell line. Respective contribution

exerted by estrogen receptor alpha transactivationctions.
Phytoestrogens (PE) are plants compounds shanngtwtal similarities with estrogens. These compmisin
which bind to estrogen receptors (ER), may induc@bibit estrogen action and have the potentiatlisyupt
estrogen signalling. Estrogens and ER are invoimatumerous physiological and/or pathological peses, in
particular in breast cancer. The humanmEHRERY) gene can be alternatively spliced into protein§@®tnd 46
kDa respectively, which differ on their N-terminahere is located the transactivation domain AFie $econd
transactivation domain AF-2, which is ligand-depamig is present in both ER. To elucidate the yeatlaar
mechanisms of ER activation/inhibition by PE inthér details and find selective estrogen receptodutators
(SERM), we performed a comprehensive analysis atengy comparison of hERtransactivation by PE in a
human breast cancer cell line, MCF-7. We show #stogenic properties of some PE are linked tor thei
capacity to induce an AF-1-dependant transactimatiohERu. In contrast, the PE inducing an AF-2-dependant
transactivation of hER are weak agonists and more importantly, they dadigplay any estrogenic properties.
Such compounds, as enterolactone and naringenmiméntaresting SERM, and further investigationsustidoe

performed to evaluate their potentials as candidfatea nutritional prevention of breast cancer.

Key words: phytoestrogens, estrogen receptorssaivation functions, MCF-7, selective estrogeceptor

modulators.
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ABREVIATIONS

8-PN : 8-Prényl-Naringénine

AF : Domaine de transactivation

AFSSA : Agence Francaise de Sécurité SanitaireAle®nts
AFSSAPS : Agence Francaise de Sécurité Sanitag®dmluits de Santé
Akt : Protéine kinase B

AP-1 : Activator Protein 1

Boite A : Boite Activatrice

C : Coumestrol

CBP : CREB Binding Protein

CDK : Cyclin Dependant Kinase

CHIP : C-Terminus of hsp70-Interacting Protein
CREB : cAMP response element binding protein
D : Daidzéine

DBD : DNA Binding Domain

DES : DiEthylStilbestrol

E : Equol

E;: cestrone

E, : 17 3-cestradiol

E;: cestriol

ED : Entérodiol

EGF : Epidermal Growth Factor

EL : Entérolactone

eNOS : endothelial NO Synthase

ERA : Estrogen Replacement and Atherosclerosis
ERE : Estrogen Response Element

ERK : extracellular-signal regulated kinase

FSH : Folliculo Stimulating hormone

G : Génistéine

GnRH : Gonadotrophin Releasing Hormone
GRIP-1 : Glucocorticoid receptor Interacting

HDL : High Density Lipoprotein

HERS : Heart and Estrogen/Progestin ReplacemediyStu
Hip : Hsp Interacting Protein

Hop : Hsp Organizing Protein

Hsp : Heat Shock protein

ICI : ICI 182,780

IGF : Insulin-like growth factor



IP : Immunophiline

LBD : Ligand Binding Domain

LDL : Low Density Lipoprotein

LDL-R : LDL Receptor

LH : Luteinizing Hormone

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

MMP : Matrix Metalloprotéases

Nar : Naringénine

NF-kB : facteur nucléaireB

NLS : Nuclear Localization Signal

NO : Nitric Oxyde

NR : Nuclear Receptor

PE : Phyto-cestrogenes

PK : Protein Kinase

P1:K : Phospholnositol-3 Kinase

pS2 : trefoil facteur 1

R : Resvératrol

RE : Récepteur aux cestrogénes

RP : Récepteur a la Progestérone

S : Sérine

SERD : Selective Estrogen Receptor Down regulator
SERM : Selective Estrogen Receptor Modulator
SHBG : Sex Hormone Bonding Globulin

Spl : Specificity Protein 1

Src : sarcoma virus tyrosine kinase

SRC-1 : Steroid Receptor Coactivator 1

STAR : Study of Tamoxifen And Raloxifen

STAT-5 : Signal Transducer and Activator of Traision
Ts, T4: Hormones thyroidiennes

Tam : Tamoxiféne

TGF : Transforming Growth Factor

THS : Traitement Hormonal Substitutif

TK : Thymidine Kinase

TNF : Tumor Necrosis Factor

TRAP : Thyroid hormone receptor activating protein
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
VENUS : Vegetable Estrogens in Nutrition and thel8ton
WHI : Women Health Initiative

WHIMS : Women'’s Health Initiative Memory Study
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l. Les phyto-cestrogénes

A. Origine et diversité des phyto-cestrogenes

1. Historique, définition et structure générale

L'existence de perturbateurs endocriniens dans ¢md® végétal a été mise en
évidence dans les années 1940. En effet, des kaabimliennes paissant dans des prairies
riches en trefle et en luzerne connaissaient deblégmes d'infertilité, des avortements
précoces ainsi que des anomalies au niveau deafgareil reproducteur (Bennetts al,
1946). De plus, les males castrés présentaienan@malies de la prostate et de la glande
bulbo-urétrale et sécrétaient un fluide mammair@: B suite, de nombreuses études ont
rapporté d’autres effets de substances végétaleslasuertilité des herbivores. Ces
perturbateurs endocriniens ont pris le nom de phgstrogenes (PE) dans la littérature a la fin
des années 1980.

Les PE (par exemple la daidzéine) sont des mokdgkues du monde végétal,
présentant des homologies structurales avec lemgeses endogenes, comme leB3-17
cestradiol (k) (figure 1). De par la présence d’'un noyau phénolique, itd sapables de se
lier aux récepteurs spécifiques aux cestrogenes éRpguvent agir comme des agonistes ou

des antagonistes des cestrogénes.

OH OH

HO
Daidzéine 17B-cestradiol
MM : 254 g/mol MM : 272 g/mol

Figure 1. Homologies structurales entre les cestrogenes et les PE :
exemple de I'E; et de la daidzéine

Les PE sont trouvés dans un grand nombre de végétan quantité variable. Ce sont
des molécules de faible poids moléculaire, posgédanou plusieurs cycles aromatiques
porteurs d’au moins un groupe hydroxyle. Ces subst appartiennent a la grande famille

des polyphénols.
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Les PE sont présents sous formes conjuguées aediffétypes de radicaux sucrés et
sont ainsi appelés glycosides : [gglucosides, associés a un radical glucose, leylasg
associés a un glucoside acétylé et les malonyksycaés a un glucoside malonylé. Les
malonyles ne sont pas présents naturellement @snalimentsa priori, mais obtenus par

transformation lors des processus de cuisson.

2. Les différentes classes de phyto-cestrogenes
Les coumestanes, les lignanes ou entérolignanssfldeonoides et les stilbenes
représentent les différentes classes de PE.

a) Les coumestanes
Les principaux coumestanes présentant une actestéogénique sont le coumestrol et
le 4’'méthoxycoumestrol. Le coumestrol est le corplasplus cestrogénique de la famille
(figure 2).

OH

Coumestrol
MM : 270 g/mol

Figure 2. Structure chimique d'un coumestane : le coumestrol

Dans les plantes, les coumestanes apparaissentdiong attaque fongique ou
bactérienne, ce qui leur conféere le rdle de phgtdak (Le Bars et Le Bars, 1987). lls sont
trouvés majoritairement dans les germes de tréfledeesoja, les légumes et la luzerne
(Cornwellet al, 2004).

b) Les lignanes
Les lignanes sont caractérisés par une structur€3=63-C6. Le matairésinol et le
sécoisolaricirésinol sont les lignanes les plusliéts Ces deux molécules ne possédent pas
d’activité cestrogénique, mais peuvent étre coraepar la flore intestinale en entérodiol et
entérolactonefigure 3), appelés entérolignanes, qui eux possedent unéé@cestrogénigue
(Setchellet al, 1981).
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Sécoisolaricirésinol
MM : 362 g/mol

Matairésinol
MM : 358 g/moli

H3
1 Enzymes intestinales l
bactériennes
HO HO on
0 Oxydation o
irréversible
Entérolactone === )
MM : 298 g/mol Entérodiol
OH MM : 302 g/mol OH

Figure 3. Structures chimiques des lignanes et des entérolignanes
(Duncan et al,, 2003)

Le matairésinol et le sécoisolaricirésinol ont kemgps été considérés comme les
principaux précurseurs des entérolignanes. Cepénilamrécemment été démontré que le
pinorésinol et le laricirésinol, abondants dansliniantation, peuvent aussi étre des
précurseurs d’entérolignanes (Mildetral, 2005). Par ailleurs, il a été montré chez leqed
la lignine, un polymeére glycosylé, peut étre clivee éléments plus simples, eux-mémes
meétabolisables en entérolignanes (Begairal, 2004).

Les lignanes sont principalement retrouvés dargrdine de lin, mais également en
tres faible quantité dans quelques céréales, fouitggumes.

C) Les flavonoides
Cette classe regroupe plus de 5000 molécules dedgraariabilité structurale
(Nijveldt et al, 2001). La structure de base des flavonoidesnesstiucture diphénylpropane
C6-C3-C6, formant deux cycles aromatiques (A etli@ par trois carbones formant un

hétérocycle Cf{gure 4).
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Figure 4. Structure de base des flavonoides (Ross et Kasum, 2002)

Les flavonoides sont classés selon la nature deditutions présentes sur les cycles
de ce motif de base et selon la nature du cyclellCs’agit de glycosylations,
d’hydrogénations, d’hydroxylations, de malonylaspde méthylations et d’acétylations.

De ce fait, les flavonoides peuvent étre divisésigrsous classes : les flavones, les
flavonols, les flavanones, les flavanols ou catéehi les anthocyanidines et les isoflavones.
Compte tenu du grand nombre de molécules, cet éxpodimitera aux flavanones et aux

isoflavones, composés qui nous intéressent pluspiérement pour la suite de nos travaux.

- Les principales flavanones sont la naringénine, la 8-prényl-naringénine,
I'hespérétine, I'isosakuranétine et I'ériodictyfi(ire 5). Les flavanones sont caractéristiques
des agrumes et sont concentrées dans la peaub&dba la partie blanche et spongieuse

localisée entre la peau et la chair.

Naringénine

8-Prényl-naringénine
MM : 272 g/mol

MM : 340 g/mol

Figure 5. Structures chimiques de deux flavanones : la naringénine et la
8-prényl-naringénine
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- Les principales isoflavones sonlia génistéine et son précurseur la biochaninaA, |
daidzéine et son précurseur la formononétine gliytatéine.

Ces molécules sont caractérisées par l'attachemientycle B en position 3 de
I'hétérocycle. Elles ne présentent pas de carbsymétrique et ont donc une structure plane.
Par conséquent, leur structure est trés prochesltie de I'E, avec notamment une distance
entre les deux groupements hydroxyles de 18t Ain angle diédre entre ces derniers
(Katzenellenbogen, 1980). Cette étude bibliographigt nos travaux se focaliseront sur la

geénistéine et la daidzeéine, représentées dditaila 6.

Génistéine Daidzéine
HO O MM : 270 g/mol HO 0~ MM : 254 g/mol

Figure 6. Structures chimiques de deux isoflavones: la génistéine et la daidzéine

Les isoflavones peuvent exister sous forme d’agigspmais le plus souvent, dans les
plantes, elles se présentent a I'état de glycosi@llkss sont trés majoritairement présentes
dans les plantes de la famille des Iégumineusesnenla soja, le trefle, la luzerne, les pois et
haricots en grain, ainsi que dans une racine dwkulongtemps utilisée dans la pharmacopée

chinoise.

d) Les stilbénes

lIs sont constitués de deux noyaux aromatiquesgdarsun groupe éthylénique. Le
principal stilbéne connu est une phytoalexine elevératrol figure 7). Il existe en fait deux
isomeres de cette molécule, mais seule la fomaes est douée d’activité cestrogénique
(Cornwell et al, 2004). Les stilbenes sont peu répandus et patesipent retrouvés dans les
baies de raisin, donc dans le jus de raisin einlé@ehmet al, 2004).

Le resvératrol est également présent dans les weieghet ses produits dérivés, ainsi
gue dans certaines plantes médicinales, plus pkgtiement dans des racines utilisées en
meédecine traditionnelle chinoise (Chueigal, 1992).
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Trans-Resvératrol
MM : 228 g/mol

Figure 7. Structure chimique d'un stilbéne : le frans-resvératrol

B. Sources alimentaires et biodisponibilité des plogstrogenes chez

'’Homme

Les PE sont apportés dans l'alimentation par lexdyts végétaux. lls peuvent
également se retrouver chez des animaux ayant limengation végétale. Cependant, les
données de biodisponibilité acquises par exempdz G rat et le poisson tendent a montrer
gue ces composés ne s’accumulent pas dans les tmsdes produits deérivés. Aussi,
I'exposition humainevia les produits animaux n’est pas significative (GemLatonnelleet
al., 2007).

Il existe une grande diversité, mais aussi une dgavariation, des effets des PE
observés chez I'Homme. Ceci s’explique, d’'une pa#r la relation entre les quantités
ingérées et les effets physiologiques n'est pabliétale facon correcte chez I'Homme
(AFSSA et AFSSAPS, 2005). D’autre part, il existe relles variations entre la quantité
ingérée de PE et les concentrations circulantess duifférents parametres :

- La variabilité des formes d’apport, s'il s’agit tifaents ou de gélules (Hubert
et al, 2005 ; Vergneet al, 2008a).

- La variabilité dans la composition des mélangeggétant une incidence sur la
biodisponibilité des molécules.

- La variabilité interindividuelle, comme la divessitle la flore intestinale. Par
exemple, Mathey a montré que pour 100 mg d'isofl@goingérés de facon réitérée, les
concentrations circulantes pouvaient varier delD M selon les individus (Mathest al,
2006).
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1. Sources alimentaires et exposition des populations
Il existe des bases de données exclusivement aéesaaux concentrations des PE
trouvées dans les plantes et les produits alinrestderivés : ces bases de données sont issues
notamment du programme européen VENUS (Vegetabteodens in Nutrition and the
Skeleton), ainsi qu’une étude américaine menéddraripe de Horn-Ross (Horn-Ross al,
2000 ; Kielyet al, 2003).

Les principales sources alimentaires de coumestomgses légumes. Cependant, ils
restent trés peu répandus dans l'alimentation huenakn effet, les concentrations de
coumestrol sont trés faibles, de lI'ordre de quedgdizaines de pg /100 g de poids sec de
certains légumes (pois, choux de Bruxelles, hasicBinto...), jusqu’a des quantités
inférieures au g /100 g de pain au sésame (Thamgisal, 2006). Les germes de soja et de
trefle ont des concentrations plus élevées, respeoent 7 et 28 mg/100 g de poids sec
(Cornwellet al, 2004).

La plus grande source connue de lignanes est ilaegda lin, faiblement consommée
dans un régime alimentaire traditionnel. Les gmibe lin contiennent 153 pg de matairésinol
et 375 mg de sécoisolaricirésinol pour 100 g ddgeec. Les autres sources alimentaires de
lignanes sont les céréales, les fruits secs ainsregumes. L'analyse de différents thés noirs
ou verts a révelé des quantités de I'ordre de 8 ad. de lignanes pour 100 g de poids sec
(Thompsoret al, 2006).

L'ubiquité des lignanes, la diversité des précursed’entérolignanes dans les
végetaux et leur abondance dans les céréales, rénupar complétes, en font une des
principales sources de PE dans [lalimentation dexpulations occidentales non
consommatrices de soja (Bhaldhal, 2006). De plus, I'utilisation récente et croidsade
graines de lin dans la fabrication de pains massiagians I'alimentation des animaux tendra
certainement a augmenter les apports en lignamesbleau 1 récapitule les concentrations

en lignanes de divers aliments.
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Tableau 1. Concentrations en lignanes de quelques aliments, en pg pour
100g de poids frais (Thompson et a/,, 2006)

MAT SECO LAR PINO
GRAINES
Graine de soja 1,8 791 99,6 88,7
Graine de sésame 1231 7.3 10524 68145
NOIX
Marron 05 172,7 78 5,6
Pistache 0.1 44 6 123 31,2
LEGUMES
Chou vert 04 5,9 66,7 248
Ail 48 42,0 54,4 4819
FRUITS SECS
Abricot sec 0,6 147.6 62,1 190,1
Datte séchée 0,3 106,2 116,9 100,0

MAT : matairésinol ; SECO : sécoisolaricirésinol ; LAR : laricirésinol ; PINO : pinorésinol

Les flavanones sont assez répandues dans l'alittentaumaine, notamment dans les
agrumes, majoritairement sous forme glycosylée awveglucose ou avec des disaccharides
comme le rutinose ou le néohespéridose. Chaqugara&éd’agrume est caractérisée par un
profil particulier de flavanones : les glycosideggentant un rutinose comme I'’hespéridine
(hespérétine glycosylée) sont sans saveur et palenent présents dans le citron, la
mandarine et I'orange, alors que ceux présentanhéohespéridose comme la naringine
(dérivé sucré de la naringénine) conférent un gmbgr caractéristigue du pamplemousse et

de I'orange amere.
Comme les jus d’agrumes sont les jus de fruitples consommeés dans le monde, ils

contribuent donc fortement & I'apport de PE darainfientation (SCEES, 2006). Les
principales sources alimentaires de flavanones@mrgignées dans fableau 2
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Tableau 2. Sources alimentaires des flavanones totales
(mg/100 g de poids frais ou mg/L) (Silberberg, 2005)

Pamplemousse 440 - 880
Peau de pamplemousse 1468 -2 746
Jus de pamplemousse 96 - 543
Orange 270 - 600
Jus d'orange amere 487 - 584
Jus de mandarine 230 - 440
Jus de citron 131 - 290

Concernant les isoflavones, les études de Liggimsétabli les concentrations de
geénistéine et de daidzéine dans divers fruits,négguet noix (Liggin®t al, 2000a ; b), dont
les valeurs sont rapportées dansaldeau 3 |l apparait ainsi que les concentrations les plus

élevées se trouvent dans les graines de soja.

Tableau 3. Sources alimentaires de la génistéine et la daidzéine, en pg/100 g de
poids frais (Liggins et a/., 2000a ; b)

GENISTEINE DAIDZEINE
LEGUMES
Lentilles 8 14
Graines de soja 83 800 58 300
FRUITS
Fruit de la passion 11 7
Groseille 178 46
Raisin 125 59
NOIX
Cacahuéte 16 8
Noisette 19 6
Noix de coco 11 8

Il existe deux catégories d’aliments traditionnalsiatiques: ceux de premiére
transformation, obtenus par pressages et trempagesessifs et ceux obtenus par
fermentation. Le produit le plus connu obtenu pampages successifs est le tofu et des doses
d’isoflavones allant de 3,6 a 67,5 mg pour 100 dafie ont été rapportées (Cornwel al,
2004). Les produits obtenus apres fermentation Esnhattos (suite a I'action dgacillus
natto), les misos (suite a I'action’Aspergillus oryzag et les tempehs (suite a I'action de
Rhizopus oligospori)s
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Ces produits sont consommés tels quels, ou renttan$ la formulation d’autres
produits alimentaires. De nombreux produits a lseoja sont disponibles sur les marchés
occidentaux tels que les jus de soja, les yaolasscremes desserts, les steaks de soja, les
saucisses... Léableau 4 présente les concentrations en isoflavones dejgeeluns de ces
produits dérives.

Tableau 4. Concentration en isoflavones d'aliments dérivés du soja,
en mg/100 g ou en mg/ 100 mL, (Thompson et al., 2006 ; Vergne et al., 2008a)

Fromage de soja 65,0
Yaourts au soja 10,0
Créme dessert vanillée 1,8

Lait de soja pour nourrissons 18a3,8

Par ailleurs, de nombreux compléments alimenta@esase de PE et plus
particulierement d’isoflavones de soja sont aujtwiddisponibles sur le marché, qui a
nettement augmenté ces dix dernieres années danpales occidentaux. Actuellement,
environ 150 compléments alimentaires sont dispesibsur le marché francais. Ces
compléments sont principalement destinés aux femmésopausées pour compenser le
déficit naturel en cestrogénes et pallier les symptde la ménopause.

Les concentrations en isoflavones de plusieurs tmgnts alimentaires
commercialisés en France ont été mesurées et Fajguonalier peut étre compris entre 2 et
100 mg selon les prises recommandées par les isisties compléments alimentaires
(Vergneet al, 2008a).

Au niveau mondial, toutes les populations sont egpe aux isoflavones, a des
concentrations diverses selon leur situation ggggaie et/ou leur régime alimentaire.

Les populations asiatigues ont une consommatiorvééleen légumes et
particulierement en soja, aliment traditionnel depglus de 4000 ans, ce qui représente 25 a
50 mg d’isoflavones par jour en moyenne (Messinal, 2006).

Dans les pays occidentaux, la consommation derssja faible depuis son apparition
dans les années 1940, mais les apports moyensoflavises dans une alimentation
occidentale typique ont été estimés a 0,4 mg/jaSSA et AFSSAPS, 2005).
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Il existe toutefois des exceptions, il s'agit dégétariens et des végétaliens ou encore
des orthorexiques. En effet, dans ces populatiensoja est largement consommé car |l
constitue une source importante de protéines. Aihsa été montré que les végétariens
présentent des concentrations plasmatiques judifu’'evis plus élevées que les omnivores
(Peeterset al, 2007).

Des teneurs faibles en isoflavones ont été reteaigdans des laits commerciaux de
vaches qui recoivent des concentrés a base depgojaaugmenter leur production laitiere.
Deux études réalisées en Australie et en Francporggmt que des concentrations en
isoflavones peuvent varier de 1 a 1000 pg/L sekm daisons (étable ou péaturage) et
I'alimentation (concentré ou herbe) des animaung@et al, 1998 ; Antignacet al, 2003).

Les laits fermentés, les fromages et les dessmtéd sont donc susceptibles de contenir de
faibles quantités d’isoflavones (AFSSA et AFSSARS05). Ainsi, une poule nourrie avec
une alimentation fortement concentrée en soja fratks ceufs dont le jaune contient des
isoflavones (Saitoket al, 2001).

Les stilbenes, derniére famille de PE, sont aseez@pandus dans l'alimentation. Le
resvératrol se trouve principalement dans certaims rouges (de 0,1 a 15 mg/L en fonction

des cépages, notamment les Bourgognes) et dacadalsueteddbleau 5.

Tableau 5. Concentrations en resvératrol dans divers produits alimentaires
(Cornwell et al., 2004)

JUS DE RAISIN 5,0

VINS (en mg/L)

Cabernet sauvighon 04-89
Merlot 10-15,3
Vin blanc 00-0,3
CACAHUETES (en mg/100 g)

Cacahuéte verte 0,20-0,70
Beurre de cacahuéte 0,02-1,00
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En conclusion, les sources des PE et I'exposities populations a ces composés
peuvent étre trés variables, mais leur simple pEEsa’impliqgue pas forcément un effet
physiologique. En effet, pour étre actif au nivdesulaire, un nutriment doit étre absorbé,
métabolisé, puis transporté jusqu’aux cellulesesptandis qu’une autre partie est éliminée.
La biodisponibilité des PE est donc un parameétygomant a considérer dans l'interprétation

des effets physiologiques de ces molécules.

2. La biodisponibilité des phyto-cestrogénes

La biodisponibilité d’'un nutriment se définit comnaefraction de I'apport alimentaire
capable de remplir un réle biologique. Elle prendaen compte les notions d’absorption, de
transport, de métabolisme, de distribution, de ketge et d’élimination de ce nutriment
(Duncanet al, 2003). La plupart des PE sont sous forme de glges (glucosylés, acétylés
ou malonylés) dans les végétaux et sont donc faduitilogiquement. Ces formes conjuguées
sont hydrolysées par les glycosidases des entéo¢Rowlandet al, 2003). Les composés
aglycones ainsi obtenus, en raison de leur camdfphile, peuvent alors étre absorbés et
rejoindre le foie, organe clé du métabolisme des R& niveau du foie, les PE sont
hydroxylés, sulfatés ou glucuronidés afin de petmadeur élimination par voie biliaire ou
leur distribution dans la circulation générale. Uretie des PE, non absorbée dans l'intestin,
se retrouve au niveau du colon ou ils vont sulaiction d’enzymes issues du métabolisme
bactérien qui les transformeront en métabolitegsa@entérodiol ou I'équol par exemple).

Ainsi, les lignanes peuvent étre convertis en moéschbioactives, les entérolignanes,
par déhydroxylation et déméthylation (Axelsenal, 1982 ; Xieet al, 2003). L'entérodiol
par exemple, peut étre alors directement absonbé&ubir une oxydation irréversible pour
donner I'entérolactone. Cette conversion n’est pagématique, puisque certains lignanes
(sécoisolaricirésinol, matairésinol) ont été dé&edans les urines (Duncanal, 2003).

Les isoflavones peuvent subir des transformatiomgasres. Ainsi, la génistéine peut
étre transformée en para-éthyl-phénol et la daigzén équol, une isoflavane qui a des

propriétés cestrogéniqudgy(ire 8) et/ou en O-desméthylangolensine.
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Figure 8. Un métabolite de la daidzéine ayant des propriétés cestrogéniques :
I'équol

Le carbone asymétrique est représenté par une étoile

L’équol a un carbone asymétrique. Il existe donaxdénantiomeres, le R-équol et le
S-équol. Cependant, il semblerait que seule la do®n soit produite par les bactéries
intestinales (Setchedit al, 2005). La proportion de producteurs d’équol vaitede 30 a 50%
selon les études, les méthodes d’analyse, les gigng étudiées et probablement les modes
alimentaires (Setchedlt al, 2002 ; Matheyet al, 2006).

L’ensemble des PE circule majoritairement sous &wanjuguée dans le sang, soit
sous forme libre, soit lié a des protéines plasuas comme l&Sex Hormone Binding
Globulin (SHBG) ou I'albumine jusqu’aux tissus cibles (Shet et al, 2002 ; Zhanget al,
2003). Les PE sont éliminés majoritairement dassuenes (80%), seulement 5% étant
éliminés dans les féces. Chez I'Homme, les form&sééées sont pratiquement toutes des
formes glucuronidées (Shelnettal, 2002 ; Rowlanckt al, 2003).

Les concentrations des PE dans les fluides bidlegig augmentent
proportionnellement avec les apports alimentaitgsnontrant que I'absorption est dose-
dépendante (Kamt al, 1997 ; Lampest al, 1999). Toutefois, I'absorption ne semble pas étre
un phénomeéne linéaire, car au-dela d’'une certaise thgérée, les systémes entérocytaire ou
hépatique semblent saturés (Setchedl, 2003).

Ainsi, les concentrations circulantes de PE somiakes et plusieurs études sur la
biodisponibilité des isoflavones montrent des cotrations de 0,5 a 5 uM, voire de 10 uM
(Setchellet al, 2001 ; Bennetau-Pelissesbal, 2003 ; Matheyet al, 2006). Des populations
ayant une consommation occidentale traditionnel®ivpnt avoir des concentrations
plasmatiques d’entérolignanes de l'ordre de 10 8 M (Lampe, 2003). Un régime
particulierement riche en lignanes peut cependanher des concentrations plus élevées, de
l'ordre du uM (Lampe, 2003 ; Peetasal, 2007). Des concentrations circulantes de 6 a 7
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UM de naringénine ont été mises en évidence chirrime (Erlundet al, 2002 ; Kanazet
al., 2007).

Les effets tissulaires des PE vont dépendre de d¢eacentration locale, de la
spécificité du tissu, ou encore de la compétitiemcad’autres molécules. Ainsi, de hombreux
facteurs peuvent influencer la biodisponibilité &&s: la microflore intestinale, le sexe, I'age,
I'ethnie de l'individu ou encore la composition chique du nutriment ingéré (Rowlaed al,
2003). Enfin, une adaptation physiologique de Rl est possible au cours d'une
exposition chronique aux PE (Setchell, 1985).figare 9 représente schématiquement la

formation des métabolites de PE aprés ingestion.

BOUCHE
Glycosides
+ Aglycones
FOIE
Glucuronides
+ Sulfates
+ Hydroxyles
- + Métabolites
DUODENUM SYSTEME SANGUIN
Glycosides Glucuronides
+ Aglycones CYZLE ENTEROHEPATIQUE + Sulfates
ESICL . IAIRE + Aglycones libres
Glucuronides + Aglycones-SHBG
+ Sulfates + Aglycones-Albumine
| + Hydroxyles .. + Métabolites

JUJENUM
Glycosides
+ Aglycones
REIN
Glucuronides + Sulfates
+ Métabolites
COLON

Glucuronides + Sulfateg +
Aglycones + Métabolites

(Equol, Entérodiol, Entérola¢tone...
! ! ORGANES CIBLES

Sein, Os, Systéme nerveux,
Vaisseaux sanguins, ...

ANUS URINE
Elimination (5%) Elimination (80 a 90%)

Figure 9. Métabolisme des phyto-cestrogénes

Les PE sont ingérés sous forme de glycosides ou d'aglycones, puis subissent diverses
transformations. Les métabolites passent ainsi dans le systéme sanguin et peuvent agir
sur les tissus cibles

=) Absorption  [EEE) Distribution [EEE) Elimination
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. Estrogenes, récepteurs aux cestrogenes

Dans les tissus des mammiferes, bien que prodw#dment, les cestrogénes exercent
des effets biologiques essentiels a la manifestadtun grand nombre de processus
physiologiques et physiopathologiques. Ces effaiat svéhiculés par des récepteurs
spécifiques, également facteurs de transcriptiaprimés au niveau des nombreux tissus
cibles. Méme si les cestrogenes sont principalerassbciés a la reproduction chez les
femmes, leur importance sur le systeme reproduat@siculin et certaines fonctions non liées
a la reproduction, comme la régulation du systéandic-vasculaire ou la formation osseuse a
aussi été établie. lls peuvent également avoiragéiens sur le cerveau, le rein, le systeme
immunitaire et le foie. Ainsi, toute perturbatioe ¢ta concentration des ocestrogénes peut

conduire a certaines pathologies, notamment lareagenése de tissus cible.

A. Les cestrogenes : structure, synthese et concensatirculantes

Les cestrogénes sont des hormones stéroides lipsphill8 atomes de carbone,
synthétisées principalement dans les ovaires etektcules, mais aussi, dans une moindre
mesure, dans les tissus périphériques. Les cesaw@logenes existent sous trois formes :
'cestrone (B, responsable de «I'hypercestrogénisme » reldtézcles obeses, le 37
cestradiol (B), l'cestrogéne endogene le plus puissant et loks(Hs), « produit de
dégradation » se retrouvant essentiellement chiezrimme enceintdifure 10).

o OH
HOe E, Ho HO @

17B-cestradiol E; CEstriol E;
MM : 270 g/mol MM : 272 g/mol MM : 288 g/mol

Figure 10. Structure chimique des cestrogenes

~

Chez la femme pré-ménopausée, la synthese desgessisos’effectue a partir du

cholestérol, principalement au niveau des ovaiesglant la phase folliculairédure 11).
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Cholestérol

desmolase 1
Prégnénolone > Progestérone
17a-h ya’roxy/asel l

17a-hydroxyprénénolone —_— 17a-hydroxyprogestérone

desmolase l l
aromatase
Déhydroépiandrostérone ) 4-androsténedione > CEstrone E;
aromatase 1
5-androsténediol —_— Testostérone —_ 17B-cestradiol E,
CEstriol E;

Figure 11. Voie de synthese des cestrogénes

La dégradation de la chaine latérale du cholestirdi que de multiples réactions
d’oxydoréduction et d’hydrolyses conduisent a larfation d’androgenes, précurseurs des
aestrogenes. Le cholestérol, jusqu’alors mis emrésest métabolisé en androgénes par les
cellules de la theque interne. Les cellules derdmgosa importent ensuite ces androgenes
produits et les transforment en cestrogenes grdeetdvité aromatase. Il existe également
une synthese d’cestrogénes au niveau des glandésosomrénales, qui possédent aussi

l'activité aromatase (Thibault et Levasseur, 2001).

Chez la femme ménopausée, les ovaires cessentodaingr des cestrogenes. Cette
synthese s’effectue alors, comme chez 'lhomme\aan des tissus périphériques tels que le
foie, les cellules du tissu adipeux du sein, ldhiles osseuses, les cellules de I'endothélium
vasculaire, les glandes surrénales ou encore dwarsllules du cerveau (Simpson, 2003).

L’action de ces cestrogenes sera alors beaucoujophlsée.
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La régulation de la synthése des cestrogénes sukeirphysiologique appelé « axe
gonadotrope »figure 12). Des neurones hypothalamiques secréetent une -+heuanwone, la
gonadolibérine, ou GnRKGonadotrophin Releasing Hormoned)ette sécrétion présente la
particularité d'étre pulsatile : elle se réalise 'mc" toutes les 60 a 90 minutes en moyenne.
La GnRH est véhiculée par le systéeme porte hypathalhypophysaire, de I'nypothalamus a
'adénohypophyse et va alors stimuler la sécrétiendeux hormones par les cellules
endocrines gonadotropes de I'adénohypophyse :Ha(F&liculo Stimulating Hormonkeet la
LH (Luteinizing Hormong La FSH et la LH sont véhiculées par la circalatsanguine et
vont stimuler les cellules endocrines de l'ovaimgi vont alors sécréter deux types
d'’hormones : les cestrogénes et la progestéroneh@esnes mobilisent les réserves en
cholestérol, induisent I'expression des enzymesssaires a la production d’cestrogenes,
augmentent la synthese de testostérone par ladesellie la théque ou encore facilitent
'aromatisation de la testostérone epn dans les cellules de la granulosa. Les cestrogénes,
véhiculés par la circulation sanguine, agissemigeau de divers organes cibles, permettant
notamment la réalisation de la fonction de reprtidac De plus, comme tout stéroide, les
aestrogenes contrblent leur propre synthese, esamgisle facon rétroactive au niveau de

I'hnypothalamus et de I'hypophyse (Leung et Armgird980).

-/+
HYPOTHALAMUS <
+l GnRH
HYPOPHYSE ANTERIEURE 4‘/—*
. l Fot Rétrocontrole
LH Rétrocontrale
OVAIRES
...1 CEstrogénes

TISSUS CIBLES

Figure 12. Représentation fonctionnelle simplifiée de I'axe gonadotrope
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Les cestrogenes sécrétés sont véhiculés au niveguisasous forme sulfatée ou
glucuronidée (60%), lieés spécifiqguement a la SHRG2{), de maniere non spécifique a des
protéines plasmatiques comme l'albumine (15%) dinesous forme libre (5%).

Chez la femme pré-ménopausée, les concentratiowslatites d’'k varient en
fonction du cycle ovarien, d’environ 0,36 nM pendianphase folliculaire jusqu’a 2,80 nM au
moment de l'ovulation. Lors d’'une grossesse, laceatration d’k peut atteindre 70 nM,
grace a la production placentaire. Apres la ménsgages concentrations chutent pour
atteindre des concentrations équivalentes a detlagées chez 'lhomme, de I'ordre de 0,04 a
0,21 nM (Chambliss et Shaul, 2002).

Les cestrogenes ont de nombreuses cibles d’act®mpableur caractére lipophile, ils
peuvent traverser la membrane plasmique et se sigcifiguement a des protéines
intracellulaires, provoquant ainsi une réponse agétro-dépendante. Dans de nhombreux cas,

cette réponse nécessite une liaison avec desmestparticulieres, les RE.

B. Les récepteurs aux cestrogenes

1. Présentation générale

Dans les années 1960, une protéine capable depkeifiquement I'k est découverte
dans l'utérus de ratte, dont la séquence ne futwsgue bien plus tard (Walter al, 1985 ;
Greenet al, 1986). Une seconde protéine capable de lier figpéement les cestrogenes fut
découverte dans les années 1990 (Kugieal, 1996 ; Mosselmaet al, 1996). La protéine
initialement trouvée a alors pris la dénominati@nrécepteur aux cestrogéregREq), la
seconde de récepteur aux cestrog@n@E3). Depuis, diverses isoformes ont été identifiées.
Les RE appartiennent a la super famille des réaeptaucléaires, a laguelle est rattachée une
tres large variété de facteurs de transcriptioanilydépendants tels que le récepteur a la
progestérone, aux minéralocorticoides, aux glutmoddes, aux hormones thyroidiennes, a
la vitamine D... (Commitee, 1999 ; Germahal, 2006). Tous ces facteurs de transcription
sont impliqués dans de nombreux processus physipieg tels que le développement, la
reproduction ou la différenciation cellulaire. Ldsux formes de RE appartiennent a la
troisieme sous-famille du groupe A des récepteudéaires, la famille des récepteurs aux
hormones stéroidiennes. Elle comprend des réceptews composés de 6 différents
domaines (A a F) (Commitee, 1999).
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Le géne codant la protéine REe nomme NR3AL (Nuclear Receptor 3A1) et est situé
sur le chromosome 6 (6Q25.1) et celui codant lé&pre REB, appelé NR3A2, est situé sur le

chromosome 14 (14Q23.2). Ces deux génes distinotsemnent de la duplication d’'un géne
ancestral il y a environ 450 millions d’années (Bain et al, 2006).

2. Localisation des récepteurs aux oestrogenes
Les deux RE( et3) sont exprimés differemment selon les tissus,iduien chez la
souris que chez 'Homme (Enmaek al, 1997). La connaissance du niveau d’expression du
RE, de sa distribution tissulaire ainsi que deolanke prépondérante dans un tissu permet de
mieux comprendre les effets des RE dans les tigbles (ableau 6etfigure 13) (Mueller et
Korach, 2001).

Tableau 6. Distribution tissulaire de REa et de RER
(Gustafsson, 1999 ; Setchell et Cassidy, 1999)

SNC | SCV | T6I rein utérus os | prostate | foie | sein

REa + + - ++ ++ + + + +

RER ++ + + + + ++ ++ - +

Les niveaux d'expression de RE varient d'un tissu a l'autre :
- absent ; + expression modérée ; ++ forte expression ;SNC : systéme nerveux central ;
SCV : systéme cardio-vasculaire ; TGI : tractus gastro-intestinal.

(-i'— Cerveau REPB

siF——  Thymus REB

"

Poumon RER

Systéme vasculaire REa/B  — ;- Seins REa/p

Glandes surrénales REa b Wit [
Reins REa 1 / Ovaires REa/B

Prostate RE[ &1 Vessie REB
Testicules REa

—— Os REB

d

.

o ?

Figure 13. Distribution tissulaire de REa et de REP (Setchell et Cassidy, 1999)
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L’expression du gene codant le &®Eest forte dans I'épididyme, les testicules,
I’hypophyse, 'ovaire, I'utérus et le rein et plfable dans la prostate, le foie, le thymus et le
cceur. En revanche, celle du gene codant IB &gt forte dans la prostate et I'ovaire et plus
modérée dans l'utérus et le poumon (Kuieeal, 1997 ; Setchell et Cassidy, 1999 ; Pearce et
Jordan, 2004).

Les deux RE et RE3 ont été détectés au niveau du tissu mammaire.ebeeau
contient également les deux formes de RE en péetiadans les régions de I'hypothalamus,
I’hypophyse et les territoires impliqués dans lesctions de reproduction (aire sexuellement
dimorphique du noyau supra optique) et mnésiquésbélilt et Levasseur, 2001). Cette
distribution tissulaire hétérogéne a été reliéaa sélectivité d’'action de I'E

3. Structure des récepteurs aux cestrogenes

Les RE sont composés de 6 domaines nommés A, B, Eget F figure 14).

NLS NLS Dimérisation

DBD LBD
AF-1 AF-2
REa 185 263 302 552 595
NH, A/B - b E F |COOH
17% 18%
97% 55%
REB 1 148 214 248 500 530

NH, A/B - b E F COOH

Figure 14. Structures, régions fonctionnelles et pourcentages d’homologies de
séquences de REa et de REB (Klinge, 2000 ; Metivier et a/., 2001)

AF : transactivation function ; DBD : DNA binding domain ;
NLS : nuclear localization domain; LBD : ligand binding domain.

La région amino-terminale (NHy), qui contient les domaines A/BCette région est
peu conservée entre les récepteurs nucléaires prlsente une forte variabilité en séquence

primaire ainsi gu’en longueur. Elle posséde unection d’activation de la transcription
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indépendante de la liaison du ligand : le domaire-1A ou TAF 1 (transactivation
function 1). Les activités transcriptionnelles ssude ce domaine sont dépendantes du
promoteur et du type cellulaire, signifiant que teetégion peut interagir avec des
corégulateurs spécifiqgues d’'un type cellulaire (Bet al, 1990). L'activation de ce domaine
est aussi associée a I'état de différenciationadeellule (Merotet al, 2004 ; Huetet al,
2008).

Le domaine C, ou domaine de liaison a 'ADN, le DBDNA Binding Domain).

Ce domaineest trés conservé et contient deux structures g de zinc, qui vont établir des
contacts avec des séquences nucléotidiques spasfigppelées éléments de réponse. Dans
le cas des RE, ces séquences spécifiques se noras&RE (Estrogen Response Element).
Ce sont des séquences palindromiques de la fABE&ETCA xxxTGACCT .

La premiére structure en doigt de zinc contientsons-domaine, appelé boite P,
impliqué dans la reconnaissance directe des ERHEleluxieme structure en doigt de zinc
contient un sous-domaine, appelé boite D, impligaés le processus de dimérisation
(formation d’homo ou d’hétéro-dimeres), mais quteddine également l'orientation et la

structure spatiale du récepteur.

Le domaine D, domaine charniére ayant un role confaationnel. Aprés fixation
du ligand, ce domaine va permettre le changementodormation et le maintien de la
structure tridimensionnelle de la protéine. Il \galément permettre la localisation nucléaire
des RE grace a une région NLS (Nuclear Localiza8anal). Par ailleurs, il contient une
zone d’interaction avec la protéine de choc themmige 90 kDa, la Hsp90 (Heat shock
protein). Ce domaine contribue a la spécificitdaepolarité de la fixation du récepteur a
I’ADN.

La région carboxy-terminale (COOH), qui contient les domaines E/F. C’est le
domaine de liaison du ligand, le LBD (Ligand Bindig Domain). C’'est un domaine trés
conservé, multifonctionnel, qui permet, en plusladiaison du ligand, la dimérisation, la
localisation nucléaire, I'interaction avec des Hs$ples corégulateurs (en absence de ligand).
Il possede un second domaine de transactivatidf-2,,0u TAF 2. Dans le cas des RE, ce
domaine est constitué de 12 hélicesrganisées en trois segments antiparalléles. et

former une cavité hydrophobe ou le ligand va pousbnsérer (Duax et Weeks, 1980). La
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présence du ligand provoque le déplacement dadéhéP : le domaine AF-2 va pouvoir étre
fonctionnel (Moras et Gronemeyer, 1998). Le domahie2 est donc un domaine ligand-
dépendant. Tout comme le domaine AF-1, les actiti@nscriptionnelles issues du domaine
AF-2 sont dépendantes du promoteur et du type lagly ainsi que de I'état de
différenciation de la cellule (Berrgt al, 1990). La fonction de la région F, absente de
certains récepteurs nucléaires, reste peu conrares B cas des RE, elle jouerait un réle dans
la spécificité du ligand et influencerait I'actii@t transcriptionnelle (Weatherman et Scanlan,
2001).

Il existe des similarités structurales et fonctielles plus ou moins fortes entre le RE
et le RB. Les pourcentages d’homologie varient significatnent d’'un domaine a l'autre
(figure 14). Ainsi, le DBD est conservé a pres de 97%, cedignifie que les deux RE
peuvent se fixer sur les mémes séquences nuclfdiliet donc activer la transcription de
genes cibles identiques. En revanche, il n'y a §b% d’homologie au niveau du LBD,
signifiant qu’elles n'ont pas la méme spécificité khison aux ligands. Enfin, le BEne
possede gu’'une forme tronquée d’AF-1, limitant iag#s capacité de transactivation (Hall et
McDonnell, 1999 ; Pearce et Jordan, 2004).

AF-1
IR boite 1 IR boite 2
Boite Al Boite A2/Boite A3
5104 S118 S154
1 5106 5167 184
NH. A B

Figure 15. Les différentes boites d'activation et de répression composant les
domaines A/B du REa (Metivier et al, 2001 ; Huet et a/., 2008)

Dans les domaines A/Bigure 15) se trouvent des régions inhibitrices (IR) et de
nombreux résidus sérines (S) pouvant étre phosf@sopar les MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase) lors de modifications post-tradumtielles. En particulier, la S118 est un site
de phosphorylation important, qui sera étudié dansravail. De plus, le domaine AF-1 est
composé de boites activatrices (A) bien distinabesnmeées boite Al et boite A2/boite A3
(Metivier et al, 2001).

40



L’existence d’'un récepteur membranaire aux cestexgy@anété découverte a la fin des
annéees 1970 (Pietras et Szego, 1977). Diverseestiethdent a prouver que ce récepteur
membranaire est structuralement similaire aux REEsifjues et que les deux forntegt 3
seraient représentées (Pappasal, 1995 ; Razandet al, 1999 ; Chambliss et Shaul, 2002).
Récemment, des sites de liaison aux cestrogendséscau niveau membranaire et dans le
cytoplasme ont été mis en évidence dans les MOfarriagtonet al, 2006). Si la structure
exacte de ce récepteur membranaire n'est pas coirseenblerait qu'une palmitoylation de

la forme classique de RE soit nécessaire a cessalje membranaire (Levin, 2005).

4. Les différentes formes de récepteurs aux cestrogénes

Chacun des deux genes codant les RE peut dontiéredies protéines, grace a un
épissage alternatif au niveau de 'ARNm. Ainsiexiste au moins six variants issus du gene
NR3A1l codant le R&, impliguant six promoteurs différents. Ces promageuont étre
utilisés préféerentiellement selon la lignée celt@aans laquelle ils sont exprimés. La plupart
de ces variants ne différent qu’au niveau de [éUTR (Untranslated Region) et vont étre
traduits en forme longue de REou REn66 (Flouriotet al, 1998). Cependant, une autre
isoforme a été découverte : le ®b figure 16). La forme de 46 kDa est issue d’'un épissage
alternatif de I'exon 1A de 'ARNm (Flourioet al, 2000). Aprées traduction, la protéine
obtenue est tronquée des 173 premiers acides amiés forme longue de 66 kDa. La
protéine RE66 est donc composée de 595 acides aminés, alerke REx46 n'en posseéde
que 422. Les deux isoformes dedR&ont capables d’induire une réponse physiologagpres

fixation d’un ligand.

1 1 3 302 552 595
REa

REa
46 kDa

Figure 16. Structures de REa66 et REa46
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Plus récemment, une nouvelle isoforme dexREété mise en évidence : le ¢&3b.
Elle est dépourvue des domaines de transactivdtied et AF-2, posseéde un DBD et un
LBD partiel. Les premiers travaux sur cette forme REx suggeéerent une localisation

membranaire (Wangt al, 2006).

Cinqg isoformes majeures ont également été déqites RE (Moore et al, 1998 ;
Heldring et al, 2007). Elles sont capables de moduler I'activatiauite par I'iz et auraient
un impact sur la régulation de géenes cestrogénoadépées (Ramsegt al, 2004 ; Leunget
al., 2006).

C. Voies de signalisation des récepteurs aux cestregene

Historiquement, il a été montré que les cestrogagssent en régulant la transcription
de génes cibles grace a leur interaction avec legjRi vont alors jouer le réle de facteurs de
transcription ligand-dépendants (Jensen et DeSqmif&3). Ce paysage s'est complexifié
progressivement avec la découverte d§ R#osselmaret al, 1996), des diverses isoformes
de REx et de RB ainsi que d’'un récepteur membranaire (Wahgl, 2006). Par ailleurs, il
existe des geénes cestrogéno-dépendants ne posgitanin ERE dans leur séquence
promotrice, permettant d’envisager des interactiamsc divers cofacteurs de transcription
(Paechet al, 1997 ; Sabbakt al, 1999 ; Kushneet al, 2000 ; Safe, 2001). Cette diversité
permet ainsi I'implication de nombreuses voies dgnaisation et va donc permettre
différentes réponses physiologiques que nousstiétailler.

1. Régulation des récepteurs aux cestrogenes par lesgmes
chaperonnes
Dans toute cellule eucaryote, les chaperonnes mialiées, notamment la Hsp90, sont

requises pour optimiser le repliement et la loadil;mm de nombreuses protéines
néosynthétisées, dont les RE (Redesiital, 1987). L'association entre la Hsp90 et les RE
est capitale pour leur capacité de liaison a uankiget pour leur role transactivateur. Cette
interaction maintient les récepteurs dans un étedctif associé a une incapacité
transactivatrice, levée par la liaison de I'hormofiRenoir et al, 1986). En absence

d’hormone, le RE est sous forme d’hétéro-oligomemaprenant la Hsp90, la Hsp70, la Hop
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(Hsp70-Hsp90 organizing protein), la Hip (Hsp7Qemacting protein), la protéine chaperonne
p23 et une immunophiline (IP) (Richter et Buchrzf01).

Si la Hsp90 ne peut correctement jouer son rélehdgeronne moléculaire, les RE
immatures sont rapidement ubiquitinylés selon ucanime impliquant I'ubiquitine-ligase
CHIP (C-terminus of Hsp70-interacting protein) ensle plus souvent dégradés par le
protéasome (Connetit al, 2001) {igure 17).

RE
, IP
Hop
Hsp70
‘—\l 2
Inhibiteur
de Hsp90 Chaines d'ubiquitines

7\

CHIP !
CHIP PROTEASOME

Figure 17. Régulation des RE par les protéines chaperonnes

1- Maturation du RE par fixation d'IP et de P23
2- Fixation d'un inhibiteur de Hsp90 qui induit la fixation de CHIP.
L'ubiquitinylation du RE par CHIP améne alors une dégradation protéasomale

Les IP sont recrutées au niveau de I'hétéro-conepfe¢ interaction avec la Hsp90.
Ces co-chaperonnes possedent une activité peptiolyl isomérase (PPlase) qui participe au
repliement des RE.

La maturation des RE est ATP-dépendante : classigog le récepteur néosynthétisé
est pris en charge par un complexe appelé « foldesg constitué d’'un dimere de Hsp90 et
d’autres protéines de choc thermique (comme HspY(Hop), qui va alors aider a la
maturation du RE. Selon un mécanisme ATP-dépendates séquences de

dissociations/associations de protéines co-chapesoaboutissent a un complexe mature au
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sein duquel le RE possede une fonctionnalité mdeirfRratt et Toft, 2003). Au cours de sa
maturation, le RE acquiert une conformation luiféoant une affinité maximale pour son

ligand, due a I'ouverture progressive de la poahéaison au ligand.

Lors de la fixation d'un ligand, le RE subit de rnmeuses modifications post-
traductionnelles comme des phosphorylations, deXylations, des sumoylations, des

prénylations ou encore une ubiquitinylation.

2. Modifications post-traductionnelles des réceptewansx cestrogenes
a) Phosphorylations

De nombreux résidus seérine, thréonine ou tyrosin®H peuvent étre phosphorylés,
apres la liaison d'un ligand, a des facteurs déssamce ou encore a des cytokines. Les
kinases impliguées sont notamment les PKA (prdtgiase A), Akt (protéine kinase B), src
(sarcoma virus tyrosine kinase) ou encore les MANKrphy et al, 2006). De nombreuses
études ont mis en évidence que la fixation d’'uarddydonné au RE et les phosphorylations
qui en résultent influencent la stabilité du réeeptet donc sa demi-vie (entre 3 et 5 heures).
Ainsi, les ERK (extracellular-signal regulated lsea inhibent la dégradation du complexe
RE/E; (Marsaud et al, 2003). Ces phosphorylations peuvent modifier tiNée
transcriptionnelle du RE. Notamment, la phosphaigtade la S118 du REpar une CDK
(Cyclin dependant kinase) en réponse a (Ioelet al, 1998) ou par les MAPK, en réponse
aux facteurs de croissance (Kabal, 1995), augmente sa capacité de transactivatian. L
phosphorylation du résidu tyrosine en position §8# src contrOlerait I'activité AF-2
dépendante de RE en influencant la conformation du LBD, en répomsda liaison de
’hormone (Yudtet al, 1999).

b) Acétylations
Les acétylations sont, pour la plupart, le fait peotéines a activité histone-
acétyltransférase (HAT), généralement cofacteurs BE&. Le niveau d’acétylation des
protéines est contrdlé par un processus inversdiguamt I'intervention de protéines a
activité déaceétylase. Ainsi, I'addition de groupeseacétyles au niveau de quatre résidus
lysine situés en 266/268 et 302/303 duoR&.gmente son activité transcriptionnelle en
présence d'E(Wanget al, 2001 ; Kimet al, 2006).
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C) Ubiquitinylations

La molécule d’'ubiquitine est activée par une enzyifetivation E1 nécessitant
I'hydrolyse d’ATP. La molécule d’'ubiquitine activést ensuite prise en charge par différents
types d’enzymes de conjugaison, E2. Méme si cexsaii? peuvent réaliser un transfert direct
de l'ubiquitine sur la protéine cible, dans la migodes cas, les E2 transférent I'ubiquitine
aux E3 ubiquitine-ligases, avant sa liaison firgifecte ou indirecte a la protéine cible. Parmi
les enzymes E3 se trouve notamment la protéine QFBs et Haendler, 2006). Les enzymes
E3 constituent les déterminants essentiels de éaifspté de reconnaissance des protéines
dégradées ensuite par le protéasome.

De nombreuses études ont montré I'implication deola ubiquitine/protéasome dans
le recyclage des RE en présence de ligands agemastd’anti-oestrogenes (Wijayaratne et
McDonnell, 2001). L’inhibition de cette voie catdigoe réduit I'activité transcriptionnelle du
REa et 'immobilise au niveau du noyau (Stenogral, 2001). La demi-vie du REest de 5

heures environ en présence g4t de 3 heures en son absence (Marsaat, 2003).

d) Sumoylations

La protéine SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) @htifiee chez la levure est
représentée sous trois formes paralogues chezdesnifieres. Selon un processus similaire a
'ubiquitinylation, SUMO est greffée sur des résdiysine situés dans des séquences
protéiques particulieregKxE (¢ = leucine, isoleucine, valine ou phénylalaninesjysine ;
E=glutamate). Récemment, il a été montré que SUMOvat étre greffée au niveau de la
région charniére de RE au niveau des lysines 299, 302 et 303. LetR&insi sumoylé,
possede alors, notamment en présence, &E d’hydroxytamoxiféne, une capacité de

transactivation accrue (Senésal, 2005).

e) Prénylations
Comme nous l'avons vu dans le paragraphe « a) Bbogdptions », le RE peut étre
phosphorylé par activation de la voie des MAPK.t€eaftoie de signalisation dépend de
I'activité des petites protéines G de la famillesRKatoet al, 1995). L’activité GTPase de
ces protéines est notamment régulée par des puscdegprénylation, impliquant les enzymes
farnésyltransférase et géranyltranférase. La fixatle radicaux farnésyl (lipide en C15) et
géranylgéranyl (lipide en C20) au niveau des pmneficibles favorise leur ancrage

membranaire et leur activation (Zhang et Casey6)199
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Il existe encore d’autres voies de régulation gogsme détaillerons pas ici comme la

neddylation, ou encore celle qui implique le catpssignalosome.

Le RE peut moduler la transcription des géenes gEgstmdépendants par interaction
directe ou indirecte avec I’ADN. La premiére intgian directe mise en évidence est une

interaction avec les ERE, qualifiée de voie dealigation génomique « classique ».

3. Voie de signalisation génomique « classique »

En absence de ligand, le RE est séquestré au niygaplasmique au sein d'un
complexe inhibiteur organisé autour d'un hétéro{olaxe avec notamment les Hsp70 et
Hsp 90. La fixation d’'un ligand va provoquer lagtisiation de I'hétéro-complexe, diverses
modifications post-traductionnelles et induire drarmgement conformationnel du RE. Tout
ceci va alors activer la dimérisation du réceptéuomodimérisationa/a ou [/, ou
hétérodimeérisation/p). Ce dimére va alors avoir une forte affinité ptasg ERE (Hallet al,
2001). Cette fixation du ligand permet également réerutement de cofacteurs de
transcription, dont certains sont déja bien conmas, exemple SRC-1 (Steroid Receptor
Coactivator 1), GRIP-1 (Glucocorticoid Receptorehaicting Protein 1), CBP/p300 (CREB
Binding Protein) ou encore TRAP220 (thyroid hormoreceptor activating protein)
(McKennaet al, 1999).

IP
P23
p Ligand
i’23 (o)
RE
IP > >

Complexe Récepteur Dimérisation Activation de la
inactif « activé » transcription

Figure 18. Schéma de la voie de signalisation « classique »

RE : Récepteur aux cestrogeénes ; POL : polymérase ;
IP : immunophilines ; ERE : élément de réponse aux cestrogénes
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Cette voie « classique », représentée darigylae 18, nécessite I'activité des deux
domaines de transactivation AF-1 et AF-2. Ces diamaines vont permettre le recrutement
séquentiel et cyclique de différents cofacteurgaescription (Metivieret al, 2001).

La séquence consensus ERE (AGGTCAxxxTGACCT) pewet @ibdifiée au niveau
d’un ou plusieurs nucléotides, ce qui n'empéchelpasconnaissance par le RE. C’est le cas
pour le promoteur du géene codant la protéine p8@t h séquence consensus présente une

substitution de I'adénine en position 4 par unenqueet de la thymine en position 7 par une
adénine (AGGTCAxxxT&CCA). De méme, pour le promoteur du géne codant [&jm®

du complément C3, deux nucléotides sont modifiéSGAG GxxxTGACCT) (Gruberet al,
2004).

Il est maintenant évident que cette voie de sigaibn « classique » est loin d'étre
unique et que les RE peuvent réguler I'expressiengdnes par de nombreux autres

mécanismes génomiques.

4. Voies de signalisation génomiques dites « ERE- ipelédantes »

La plupart des génes régulés par;liEont pas dans leur région promotrice une
séquence consensus palindromique aussi parfaiteinqiEERE. Ces voies « ERE-
indépendantes »figure 19) impliquent une interaction de RE avec I'ADNa d’autres
facteurs de transcription. Dans ce cas, la régi®D he se lie pas a I'ADN, mais est
impliqguée dans [linteraction protéine-protéine, a@ans le recrutement de protéines
corégulatrices. Ces voies ERE-indépendantes pemteitix RE de réguler I'expression de
nombreux genes. Ce mécanisme d'action est fréquammtlisé par les récepteurs
nucléaires, ce qui rajoute de la complexité das®ftets induits par les RE (Gottlichetr al,
1998).
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Figure 19. Les différentes voies transcriptionnelles régulées par les RE
(Nilsson et al,, 2001)

C’est le cas de l'interaction de RE avec les pn&®ic-fos/c-jun aprés liaison de J'E
(figure 19, mode AP-). Ce complexe va alors se lier spécifiquemenA®N au niveau des
sites AP-1 (Activator Protein 1). Ce mécanisme i@etla régulation de genes comme celui
de l'ovalbumine, ou encore de I'IGF-1 (Insulin GtbwFactor 1). Les mécanismes
d’interaction entre les RE et c-fos/c-jun requiédes deux domaines AF-1 et AF-2. En effet,
le domaine AF-2 va lier des coactivateurs p160 (SRdali GRIP-1), qui vont stabiliser le
complexe protéique contenant le &REt c-fos/c-jun. Ce complexe, stabilisé et activa,se
fixer a TADN au niveau du site AP-1 et régulerttanscription de géenes cibles (Paetfal,
1997 ; Weblet al, 1999 ; Kushneet al, 2000 ; Ascenzetal., 2006).

De la méme facon, des génes comme celui du LDL-&v(Density Lipoprotein
Receptor), ou de la cycline D1 (Ascertial., 2006), avec des séquences promoteurs riches
en GC peuvent étre régulés grace a une interaetie le RE et le facteur de transcription
Spl (Specificity Protein 1)figure 19 mode Sp) Cette voie de transactivation est
dépendante du domaine AF-1 et varie en fonctiotigdund, du type cellulaire ainsi que du
sous-type de RE. Il semblerait notamment que leptexe REB/Spl ne soit pas actif (Kirat
al., 2003).
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Il existe également une régulation de la transomptle genes ayant dans leur région
promotrice des sites de liaison au facteur de trgptgon STAT-5 (Signal Transducer and
Activator of Transcription). Ainsi, le géne coddatprotéinef3-caséine contient au niveau de
son promoteur deux sites GA$ dctivated sequence), qui sont reconnus spécifignepar
STAT-5. Méme si une interaction entre le RE et STAA clairement été identifiée, les effets
de cette interaction paraissent moins clairs :agestauteurs pensent que cette interaction
provoquerait une inhibition de la transcription uitd par STAT-5 et que cette inhibition
serait dépendante d’AF-2 (Fauldg al, 2001). D’'autres auteurs pensent qu’elle serait
indépendante d’AF-1 et AF-2 et qu’elle augmentdradtivité transcriptionnelle de STAT-5

selon la lignée cellulaire (Bjornstroet al, 2001).

L’E, peut aussi contrdler la répression de la transonpde certains genes comme
notamment celui codant l'interleukine 6 (IL-6), gaiervient dans le métabolisme osseux.
Cette répression est induite par I'interaction de &ec deux facteurs de transcription : le
facteur nucléair&B (NF-kB) et CCAAT/enhancer binding protefh (Stein et Yang, 1995).
Cette voie est la seule connue de répression tiptisnnelle par les REfigure 19,

inhibition par NF- kB).

Toutes ces voies génomiques vont faire appel &etiention séquentielle de divers

corégulateurs de transcription.

5. Corégulateurs des récepteurs aux cestrogenes
Comme nous l'avons vu précédemment, la fixatiomdigand aux RE conduit & un
changement conformationnel du récepteur, induigamecrutement séquentiel et cyclique de

corégulateurs pouvant activer ou inhiber la trapson des genes cibles.

a) Coactivateurs
La fixation d’'un ligand agoniste comme I'E2 condait une modification de la
structure tridimensionnelle des RE, marquée paepaositionnement de I'hélice 12 contre les
hélices 3, 5 et 11 du LBD (Brzozowsd al., 1997). Ainsi le domaine AF-2 va former une
poche hydrophobe permettant l'interaction spécdigiu récepteur avec des coactivateurs
possédant un motif caractéristique LxxLL de liaisax récepteurs nucléaires. De nombreux

coactivateurs possedent ce motif de liaison :
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Les coactivateurs de la famille p160dont les représentants majeurs sBRC-1
(NCoA-1), SRC-2 (TIF-2/GRIP-1/NCo0A-2) et SRC-3 (AIRA\CTR/RAC3), présentent une
assez forte homologie de séquence entre eux (4Q#®@st associée a un effet similaire de ces
trois coactivateurs sur I'activité transcriptiorieeties récepteurs nucléaires. Cette similarité
suggere l'existence d'une certaine redondance ifamatlle entre eux. Cependant, des
expériences d’invalidation génique chez la sounsliguent qu’ils jouent des roles
physiologiques difféerents. Les souris SRC-1 KO gs@sistantes aux hormones stéroides et
présentent une croissance réduite de leurs orgaéesido-sensibles (Xet al., 1998). Les
souris SRC-2 Knock Out (KO) sont infertiles, sugadrson role essentiel dans les fonctions
de reproduction (Gehiat al., 2002) Les souris SRC-3 KO ont quant a elles utiéepille,
une puberté retardée accompagnée d’une fonctiandegtive altérée et un développement
réduit de la glande mammaire (¥tial, 2000). SRC-3 joue également un role importansda
'oncogenése puisqu’il est surexprimé dans desearardu sein et des ovaires.

Les protéines cointégratrices CBP et p300Ces protéines sont majoritairement
recrutées par les coactivateurs de la famille p&60font le lien avec la machinerie
transcriptionnelle basale. CBP et p300 agissentsgnergie pour moduler l'activité
transcriptionnelle des RE (Smi¢h al., 1996).

TRAP 220 (thyroid hormone receptor activating proten, 220 kDa). Sous-unité du
complexe DRIP (vitamin D receptor interacting pnofARC, elle est capable de s’associer
aux deux formes liées du RE et de recruter lARNm@rase |l (Burakoet al.,2002).

La protéine PELP-1 (proline, glutamic acid, leucinfich protein 1). Identifiée dans
des cellules de cancer du sein, elle possede, cosomenom l'indique, un taux élevé de
proline, de leucine et d’acide glutamique ainsi geaf motifs LxxLL. Comme les protéines
P160, PELP peut recruter CBP/p300 (Vadlanaidil.,2001).

Les cointégrateurs ASC-1 et ASC-2 (activating sighacointegrator). ASC-1,
initialement cloné sur la base de son interacti@tde récepteur des hormones thyroidiennes,
s’est révelé étre un coactivateur des RE. ASC-entitié en 2000, est surexprimé dans de

nombreux cancers humains (prostate, ovaire). Cedégpateurs sont capables de moduler
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l'activité des RE, seul ou en coopération avec tiésu cofacteurs, tels que SRC-1 ou
CBP/p300 (Kimet al.,1999).

La protéine PGC-1 PPARy coactivator-)}. C’est un régulateur clé de la
thermogenese au niveau du tissu adipeux brun etudicle squelettique. PGC-1 est aussi un
coactivateur de RE pouvant se lier a sa région Afal son motif N-terminal LxxLL en
présence d’Emais également au domaine charniere D, de man@madmo-indépendante
(Tcherepanovat al.,2000).

La protéine MLL (mixed lineage leukemip Impliguée dans la translocation
chromosomique a l'origine de leucémies, elle appairaussi a certains complexes possédant
une activité histone-méthyltransférase (HMT). Lat@ine MLL-2 interagit avec le REvia
son motif LxxLL (Moet al.,2006).

Ces différents coactivateurs, par leur activitétdme acétyltransférase (HAT)
intrinseque (p160, CBP/p300) ou par le recrutendenprotéines possédant une telle activité,
induisent l'acétylation des histones. La neutréilisa de la charge des histones par les
groupements carboxyles empéche leur interaction B&BN chargé négativement et aboutit
a une décompaction de la chromatine, permettafiison des RE et conduisant a une
activation transcriptionnelle. La transconformattnrécepteur consécutive a la fixation d’'un
ligand agoniste permet également le recrutementtré¢'s types de coactivatewis différents
domaines fonctionnels ou séquences consensus, cqguamexemple les coactivateurs a
activité ATPase. Certains coactivateurs peuventliese au domaine AF-1 des RE. En
particulier, 'TARN SRA (steroid receptor activatogurexprimé dans de nombreux cancers
(sein, utérus et ovaire), est impliqué dans lastaativation de la forma du RE (Lanzet al.,
2003). L’hélicase p68 agit en synergie avec SRie®membres de la famille p160 pour une

activation transcriptionnelle maximadel REx en présence d’HWatanabeet al.,2001).

b) Corépresseurs
La fixation d’'un ligand antagoniste mixte de tymdoxifene ou tamoxifene aboutit
guant a lui, a une conformation du récepteur carsée par un repositionnement de I'hélice
12 masquant le site de fixation du récepteur aactbeateurs de type LxxLL et permettant le

recrutement préférentiel de différents corépresspar les RE.
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Les corépresseurs N-CoR et SMRT (silencing mediatdor retinoid- and thyroid-
hormone receptors).La fixation d’'un ligand aux RE conduit a la disstion de SMRT et N-
CoR, rendant possible leur association aux dift8reonactivateurs. Ces deux corépresseurs
sont également capables de réprimer l'activité B& en présence d’antagonistes par
inhibition de leur activité AF-1-dépendante (Smith O’'Malley, 2004). Ces cofacteurs
s’associent aux domaines AF-2 et peuvent égaleseehier a des corépresseurs secondaires
pour former des complexes présentant une activigtorie-déacétylase (HDAC). La
déacétylation des histones renforcant l'interactiostones/ADN, la chromatine est plus
compacte, le recrutement des coactivateurs estldoité et la transcription des génes cibles

réduite.

Les corépresseurs secondaires peuvent eux-mémsédpoaune activité HDAC ou
recruter d’autres complexes protéiques la possédant

La protéine L-CoR (ligand-dependent corepressor)Ce corépresseur peut interagir
avec le domaine LBD du RE(région 283-377) de maniére cestrogéno-dépendandste
capable d’interagir avec les HDAC 3 et 6 (Fernareded, 2003).

La protéine RIP140 (receptor interacting protein, 40 kDa). Elle bloque I'acces des
coactivateurs de type AF-2 grace a son motif Lxdtlcecrute les diverses HDAC 1, 2, 3, 5 et
6 (Castett al.,2004).

La protéine RTA (repressor of tamoxifen transcriptional activity). Cette protéine
s’associe au niveau du domaine AF-1 dwRIE limite ainsi I'activité agoniste du tamoxiféne
(Norriset al.,2002).

La protéine REA (repressor of estrogen activity) Elle limite 'association de SRC-1

au RE en présence ¢'Et peut également s’associer aux HDAC 1 et 5 @at al.,2004).

La protéine MTA-1 (metastatic tumor antigen-1).Elle est capable d’inhiber I'activité
transcriptionnelle du RE par recrutement des HDACetl2 et par dissociation des
coactivateurs. Elle inhibe également les voies génomiques cestrogéno-dépendantes en
séquestrant le RE au niveau du cytoplasme (Cheal, 2002).
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Le récepteur orphelin Dax-1 (DSS-ACH critical regim on the X-chromosome gene
1). Il peut inhiber I'activation transcriptionnellesl deux formes de RE en présence de ligand
soit par association directda un motif LxxLL, soit par un recrutement différegitide

corépresseurs (Zharmg al.,2000).

L’identification de tous ces cofacteurs a largemamnpliqué la compréhension des
mécanismes d’activation transcriptionnelle et sedéllde nombreuses questions : expression
différentielle selon les tissus, régulations poathtictionnelles des cofacteurs, recrutement
spécifique de certains types de cofacteurs au nideacertains promoteurs... Cependant deux
modeles de recrutement des coactivateurs sontagy@gs

- un modeéle combinatoire ou les différents typesam®plexes sont recrutés au méme
moment au niveau du promoteur et agissent de dopaer le remodelage de la chromatine.

- un modele séquentiel ou les complexes possédsnpradtéines a activité HAT sont
les premiers recrutés au niveau du promoteur. d&sgociation conduit au recrutement du
complexe TRAP, puis de 'ARN polymérase. Dans lebutes de cancer du sein MCF-7,
'ordre d’association des cofacteurs au niveau iumpteur ps a été identifie comme étant
ERa/AIB1/p300/TRAP/ARN POL Il (Shangt al.,2000).

Parallelement a ces voies génomiques, il est apgaeude nombreux effets des
aestrogénes étaient trop rapides pour étre la coaséq d’'une activation transcriptionnelle,
suggérant I'existence de voies de signalisationg@romiques des RE.

6. Voies de signalisation non génomiques
Une action non génomique se définit comme tout@majui ne va pas initier ni
directement influencer, I'expression d’'un géne.eElhduit des effets rapides comme

I'activation d’'une voie de signalisation en cascadiecompatibles avec I'activation de genes.

L’E, modulerait ainsi la concentration intracellulagte calcium ou la production
d’AMPc et activerait des voies de signalisation amria voie des MAPK, ou encore celle de
PIK (Phospholnositol 3 Kinase) (Maringt al, 2002). Tous ces effets ne sont pas modifiés
par des inhibiteurs de transcription (actinomyddjeou de traduction (cycloheximide) (Losel

et Wehling, 2003)ce qui confirme qu’ils ne dépendent pas d’'une actéenomique. Ces
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effets sont trés rapides, de I'ordre de quelquesrsies a quelques minutes. En 1998, Beyer
et Raab, en couplant & la BSA (Bovine Serum Albumin), I'empéchant aidsifranchir la
membrane plasmique, ont observé que liRodulait la concentration intracellulaire de
calcium (Beyer et Raab, 1998). Ainsi, ils suggeéume cette action serait induite par un RE

membranaire.

Enfin, il existe des voies ou les RE, sans liaidam ligand, peuvent étre activés.

7. Voies de signalisation ligand indépendantes
En absence d’k les RE peuvent étre activés par phosphorylatiaades protéines
kinases A ou C, par des signaux extracellulairesnge des facteurs de croissance, par des
neurotransmetteurs ou des cytokines, ou par desatégrs du cycle cellulaire (Le Gadt al,
1994). L'EGF (Epidermal Growth Factor) mime aines leffets de I'k dans l'utérus de
souris. De méme, l'insuline, I'IGF-1, la dopaming encore le TG (Transforming Growth
Factor3) peuvent activer les RE. Les cibles principalesee facteurs de croissance sont les

nombreux résidus S présents dans le domaine AFRIEd{Nilssonet al, 2001).

En résumé, les cestrogenes sont impliqués dansndiereases voies de signalisation,

permettant ainsi une régulation fine des actiofislages et tissulairedigure 20).
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Figure 20. Schéma montrant la complexité des actions génomiques et non
génomiques des RE (Bjornstrom et Sjoberg, 2005)

Le complexe nucléaire E,-RE peut se lier a 'ERE et aux complexes AP-1, STAT, c-jun,
Spl ou NF-kB, eux-mémes liés a 'ADN au niveau de leur propre site de reconnaissance.

Les complexes membranaires E,-RE activent la cascade des protéines kinases conduisant
a la phosphorylation des facteurs de transcription comme AP-1, STAT, SRF (serum
response factor) CREB (cAMP response element binding protein) et NF-kB.

La phosphorylation conduit a l'activation de la transcription et/ou a la modulation de
I'activité transcriptionnelle de RE/AP-1, RE/STAT-5, RE/Spl ou RE/NF-kB au niveau du
promoteur.

La cascade des protéines kinases a également pour cible les RE eux-mémes et les
coactivateurs des récepteurs stéroidiens, augmentant ainsi l'activité transcriptionnelle

des RE au niveau des ERE.

Les actions distinctes des RE par de multiples sites se traduisent par une extréme
finesse dans le contrdle de la régulation de la transcription des génes cibles.
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lll. Des cestrogenes aux phyto-cestrogénes : Impact sustnte

humaine

Les cestrogenes sont des hormones endogenes, quiagbitpiitaires, avec des effets
physiologiques multiples. lls sont essentiels pleudéveloppement des caractéres sexuels,
mais assurent également des fonctions dans le aperhent et la physiologie du systeme
osseux, du systéme rénal, du systeme nerveux teatemcore du systéme cardio-vasculaire.
Chez I'homme, les cestrogénes jouent un réle darspdamatogenése et dans l'activité
prostatique (Deroo et Korach, 2006). Les cestroggmeent un réle prépondérant dans la

reproduction et la croissance cellulaire (proliféna et différenciation).

A. Roles physiologiques des cestrogénes et des récepteu

cestrogenes

1. Invalidation des récepteurs aux cestrogenes
Une grande partie des roles physiologiques des R anise en évidence par la
réalisation de modeles murins expérimentaux, olgéewes codant les RE ont été invalidés.

Ces sont les souris KO.

Dans les modéles murins REO, les deux genres male et femelle présentent une
absence de comportement sexuel. Chez la femelgpiarait une hypoplasie de l'utérus et
une insensibilité aux cestrogenes, comme pour lavhgs structures du tractus reproductif
sont immatures. Au niveau des ovaires, des anosnsiet visibles, puisque les follicules sont
hémorragiques et sans corps lutéal, la theque ygsrtnophiée. Au niveau de la glande
mammaire, le développement, normal jusqu’a la gaberarréte a ce stade. Chez le male est
observée une atrophie testiculaire et une diminutie la quantité de sperme et de
spermatozoides. Enfin, il existe des différencetables au niveau du tissu osseux, avec
notamment une réduction du diametre, de la longeéwte la densité des os. Le systéme
cardio-vasculaire est lui aussi altéré, avec ur bmsal de NO (Nitric Oxide) faible (Couse
al., 1999 ; Couse et Korach, 1999 ; Curtis Hewital, 2000 ; Carreaet al, 2003).

Le REx est donc impliqué dans la fertilité, le développetnde la glande mammaire

ainsi que dans le maintien de la densité minérsdeuse.
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Chez les souris RIKO, les altérations du systéme reproducteur soatideup moins
marquées. Chez la femelle, le développement dérlistet de la glande mammaire, ainsi que
le comportement sexuel, ne semblent pas différdats souris sauvages. Seules quelques
anomalies ovariennes ont été détectées, notammeniveau de la maturation folliculaire.
Chez le méle adulte, il y a une hyperplasie ddsleslépithéliales au niveau de la prostate et

de la vésicule séminale (Kregeal, 1998 ; Couse et Korach, 1999).

Dans les modeles murins double KO, les femelles sdartiles et présentent une
hyperplasie utérine. A la puberté, un phénomenedersion sexuelle apparait et les cellules
ovariennes se redifférencient en cellules de Seib@s structures semblables a des tubes
séminiferes se développent. Les méales n’ont pasodgortement sexuel et présentent une

diminution de leur production de spermatozoidesu@géet al, 1999).

Dans les années 1990, un jeune homme de 28 ansuaeemutation provoquant
linvalidation du gene codant REa été étudié afin d’identifier le phénotype assoai
'absence de Ré fonctionnel. Ses principales caractéristiqueseétaiine grande taille avec
une poursuite lente de sa croissance ainsi qu'timeterd de sa formation osseuse, couplé a
une ostéoporose. Ces observations soulignent [@ampn des cestrogenes dans la

minéralisation osseuse lors de la puberté (Setitd, 1994).

2. Effets physiologiques et cellulaires des cestrogenes
a) Les cestrogénes et la fonction de reproduction
Les cestrogenes sont des molécules essentielledadéorsction de reproduction. lls
interviennent lors du développement des caracteegsels primaires et secondaires de la
femme et ont des effets bien connus au niveau ul&rlis, des ovaires, des glandes

mammaires, ainsi qu’'au niveau de la régulation dgsles menstruels a travers son

rétrocontrble sur I'axe gonadotrope (Hewitt et Katra2003).
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Figure 21. Contréle du développement et de la maturation des follicules ovariens
par les cestrogeénes

Au niveau de I'hypophyse, I'Eest responsable de la régulation de la productem
gonadotrophines LH et FSH et de la sécrétion deHGp& I'hypothalamus. Les cestrogenes
contrblent ainsi le développement et la maturaties follicules ovariens, le mécanisme
d’ovulation et la formation du corps lutéal au rvedes ovairedigure 21).

La fonction utérine est sous le contrdle des oestreg, puisqu’ils induisent
I'expression de divers facteurs de croissance (EGF1) et permettent la différenciation des
cellules utérines, pour I'implantation de I'embryoifs sont également indispensables au
développement des cellules des glandes mammanesgidéola puberté et de la lactation en

stimulant la sécrétion de prolactine.

Au moment de la ménopause, les ovaires arrétemrggsivement de produire des
aestrogenes, a la suite de I'épuisement du stockodiwes. Cet arrét de la synthése des
aestrogenes est en général précédé de quelques pamoibarrét de la sécrétion de la
progestérone. Ce changement physiologique nornnalesi le plus souvent vers I'adge de 50

ans. Les multiples conséquences de cette hypogésteo(bouffées de chaleur, insomnies,
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irritabilité, fatigue, secheresse et atrophie valgis ..) touchent une large population : en
2004, 10 millions de francaises étaient ménopauséesviron 400000 femmes entrent en

ménopause chaque année.

La présence ou l'absence d’cestrogenes peut égalepmmewoquer ou accentuer
certaines pathologies, notamment les risques dadmesl cardiovasculaires, divers cancers

(seins, endometre, ovaires) ou encore |'ostéoporose

Au niveau cellulaire, le role des ocestrogénes semdibmétre est complexe et se
combine a celui de la progestérone (Punyadegral, 2003). L'E;, est impliqué dans la
multiplication des cellules de I'endomeétre, quiieula la fin de la phase folliculaire et au
début de la phase lutéale. Il s’agit d’assureeabryon putatif un environnement convenable
a son implantation. L'expression des RE et desptéoes a la progestérone (RP) est induite
par I'E; au niveau du tissu endométrial. La encore, desghénes de modulations, non
génomiques pour la plupart, induisent des réguiatitnes des RP et des RE en fonction du
cycle menstruel (Matsuzaldt al, 1999). La concentration locale d’'Est aussi importante
dans la régulation de I'endometre. Les cellulesingg expriment majoritairement le RE
mais également le BE(Punyadeerat al, 2003). Cette distribution explique que chez les
souris REIKO, l'utérus apparait hypoplasique avec une ingditéi aux cestrogenes tandis
gue celui des souris BEO suit le cycle classique de prolifération et ééon (Kregeet al,
1998).

Chez le male, il existe une activité aromatasegé®de convertir les androgenes issus
des tissus périphériques en cestrogenes. Ainsi,edE responsable du développement du
comportement sexuel du méale, ce qui en expligutation chez le méale REKO. Bien que
les mécanismes d’action ne soient pas encore lanus, les cestrogénes exerceraient

également un réle dans la spermatogenese (Caetedu2003).
Cependant, le systéme reproducteur n'est pas le sihle des cestrogénes. Nous

avons donc décidé, a titre d’exemple, de décriraites des effets de IEsur le tissu osseux,

le systéme nerveux central et le systéme cardiowNaise.
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b) Les cestrogenes et le tissu osseux

Les cestrogénes ont un réle essentiel dans la téguldu remodelage osseux. Dans
les années 1940, I'équipe d’Albright a associé tetus cestrogénique aux descriptions
cliniques de I'ostéoporose, maladie du squelettact@risée par une diminution de la densité
minérale osseuse et une détérioration de la micchitacture de I'os chez des femmes
ovariectomisées (Reifenstein et Albright, 1947¢tude récente « Women Health Initiative »
(WHI) réalisée chez des femmes ménopausées a déntamtérét d’'un traitement hormonal
substitutif (THS) a base d’cestrogenes sur la ptéweres fractures et 'augmentation de la
densité minérale osseuse (Cauteyl, 2003).

Les souris femelles REKO présentent des os plus courts et plus fins gaesduris
sauvages, ce qui confirme ces observations épidiégmoies et cliniques (Curtis Hewigt
al., 2000).

Les cellules osseuses, ostéoclastes et ostéoblagpsnent les deux formes de RE
(Zallone, 2006). En conditions normales, les od&&bes contribuent a la résorption osseuse
par I'élimination continue de portions microsco@sgd'os. Les lacunes ainsi formées sont
ensuite comblées par l'action des ostéoblastesprqgduisent la nouvelle matrice osseuse.
L’E, augmente la formation osseuse en inhibant I'asapties ostéoblastes, mais surtout en
stimulant 'apoptose des ostéoclastes (Manolagjas, 2002).

La diminution des cestrogénes circulants lors deméaopause peut donc provoquer
une importante résorption de I'os au niveau des#s, affaiblissant son architecture puisque
la perte est plus rapide que la formation osseseuisant #ostéoporose.

La culture d’ostéoblastes de souris a permis detmmoque I'effet anti-apoptotique de
'E, pouvait étre induit par I'activation rapide devaie Src/ERK (Koustenet al, 2001 ;
Edwards, 2005 ; Wesslet al, 2006). De plus, I'induit une diminution de la production de
cytokines pro-résorptives telles que IL-1, IL-6, A (Tumor necrosis factor) ou encore M-
CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor), ainsuge augmentation de la production
de TGF8, qui induit I'apoptose des ostéoclastes (Syedhetska, 2005).

Enfin, 'E, est capable d’'inhiber RANK-L (Receptor ActivatdrdF-kB - Ligand) et
d’augmenter la production d’'OPG (osteoprotegeri®ux cytokines fortement impliquées

dans le remodelage ossefigire 22).

60



TN

OPG
- K, RANK-L @ RESORPTION
OSSEUSE
Précurseur RANK-L
ostéoblastique soluble
Cellule M-CSFQ | Q T

multipotente

@ e
RANK 3 /

Precurseur x
ostéoclastique Pré-ostéoclaste
IL-1
IL-6
E - TNF-a

N—"

Figure 22. Effet de I'E2 sur différents facteurs influengant l'activité des
ostéoclastes (Hofbauer et a/., 2000)

1: La cellule multipotente est stimulée par M-CSF, qui lié a son récepteur, fait
proliférer la cellule, qui devient un précurseur ostéoclastique.

2 : La ligison de RANK-L a son récepteur induit la différenciation de la cellule, qui
devient alors un ostéoclaste en pré-fusion. L'OPG peut bloquer cet effet en neutralisant
RANK-L.

3 : RANK-L, ainsi que les cytokines IL-1, IL-6 ou le TNF-a, stimulent la fusion des
cellules. Les ostéoclastes sont alors activés et préts a résorber l'os.

C) Les cestrogenes, la cognition et les maladies
neurodégénératives
Les RE sont exprimés dans de nombreuses régioosrdaau, dont I’hnypothalamus,
I’hippocampe, le striatum, le cortex cérébral ouaa le cervelet, ce qui suggere un rble des
cestrogenes dans les fonctions cérébrales (Chakyaidsore, 2004).
Des études épidémiologiques pour évaluer I'impast destrogenes sur la cognition

ont été realisées. En particulier, I'étude «WomeHsalth Initiative Memory Study »

61



(WHIMS) et I'étude « Heart and Estrogen/ProgesteplRcement Study » (HERS), ont pu
mettre en évidence des pertes de fonctions coggitchez des femmes traitées avec des
cestrogenes (Graddt al, 2002 ; Rappet al, 2003). Au contraire, I'étude de Yaffe en 2006 ne
met pas en évidence d’effets de,l$tir la cognition (Yaffest al, 2006).

lIs auraient également des effets sur certaineadies neurodégénératives comme la
maladie d’Alzheimer ou encore la maladie de Padan&n effet, la maladie d’Alzheimer est
en partie liée a I'accumulation de plagygamyloides, ce qui provoque une détérioration
progressive des fonctions intellectuelles, dontmiémoire. Les cestrogenes diminueraient
'accumulation de3-amyloides par une action catabolique de leursupséars (Amanteat
al., 2005). La maladie de Parkinson résulte d’'une wéggscence des neurones synthétisant la
dopamine. Or, les cestrogénes peuvent réguler lthésa de la dopamine en inhibant la
dégénération dopaminergiqgue par de nombreux ménarsiscomme la réduction de
I'apoptose ou la régulation de facteurs de croissareurotrophiques (Shulmai al, 2002).
Ces régulations pourraient donc avoir une incideswrela maladie de Parkinson. Un réle
bénéfique a également été attribué aux cestrogemas dertains cas de dépression
(Grigoriadis et Kennedy, 2002).

Chez des rattes ovariectomisées, un traitement dged¢'&, diminuerait I'anxiété et le
comportement dépressif (Speneerl, 2007).

Méme si les mécanismes d’action des cestrogénds systeme nerveux central ne
sont pas connus, il semble que les cestrogenegidiaiént la réponse aux neurotrophines,
molécules importantes dans la formation des sysa@Setzet al, 2004).

Au niveau des neurones, I'expression defPRést stable et constante durant le
développement, tandis que celle deoR& lieu lors du développement néonatal. A fieut
réguler I'expression de facteurs anti-apoptotigo@sme Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) dans
I'hippocampe ou le cortex et diminuer I'expressidun facteur pro-apoptotique Bad (Bcl-2
antagonist of cell death) (Heldrireg al, 2007).

d) Les cestrogénes et le systéme cardio-vasculaire
De nombreuses études cliniques observationnellesitotbué des effets bénéfiques
aux cestrogenes sur le systeme cardio-vasculairefférn le THS diminuerait les risques de
maladies coronariennes jusqu’a 50% et jouerait doncdle cardio-protecteur (Grodstegh
al., 1999).
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Toutefois, les études cliniques prospectives HER®A (Estrogen Replacement and
Atherosclerosis) et WHI n'ont pas démontré de mtide du systeme cardio-vasculaire par
les cestrogenes chez des femmes post-ménopauskessol démontré en revanche une
augmentation du risque d’infarctus du myocarde owcoe des problemes
thromboemboliques veineux. L'étude HERS a été @éergrématurément en raison de
laugmentation de problemes coronariens et thrommibméiques chez les femmes ayant un
THS (Hulleyet al, 1998). L’étude ERA n’a pas montré non plus d&sfleenéfiques du THS
sur I'athérosclérose (Herringtat al, 2000). L'étude WHI a, elle aussi, mis en évidenoe
augmentation de risques cardio-vasculaires cheZel@snes ayant un traitement a base
d’cestrogenes (Rossouw, 2002). Il existe donc unscodiance entre les études
éepidémiologiques et les études cliniques prospestiv

Le role des cestrogenes au niveau de la synthélggogeotéines sériques impliquées
dans le transport des lipides a été étudié. Laheget des HDL (High Density Lipoprotein,
assimilés au «bon cholestérol ») augmente alors gelle des LDL (Low Density
Lipoprotein, le « mauvais cholestérol ») diminueadql& et Walsh, 1994). Les risques
d’athérosclérose (rétrécissement des arteres parddpots lipidiques) ou de thrombose
(formation de caillots de sang coagulé) s’en trotndonc limités. Les cestrogénes ont aussi
une action sur les diverses lipases impliqguées tansétabolisme des lipoprotéines et des
lipases lipoprotéique et hépatique. Toutes ces éksrevoquent un effet protecteur des
aestrogenes vis-a-vis des maladies cardiovascul@taskson, 2007).

Les cellules endothéliales et les cellules muskregdisses vasculaires expriment les
RE. Ces cellules ont un réle majeur dans la vaatadibn des vaisseaux et également dans
linitiation de l'athérosclérose, l'agrégation plegjtaire et les processus d’inflammation
(Arnal et al, 2004 ; Landmesseat al, 2004). Ainsi, I'; stimule la libération rapide de NO
des cellules endothéliales en activant la eNOSaiedial cell Nitric Oxide Synthase) de
fagcon calcium-dépendante. Cette libération de NdDitrune inhibition de la prolifération des
cellules musculaires lisses et de l'adhésion desoleytes dans les dépbts de plaques
lipidiques. Cet effet non génomique de Jl’Rourrait étre di a un récepteur membranaire
localisé au niveau desaveolae(figure 23), des microdomaines membranaires caractérisés
par une composition particuliére en lipides et eiéines (Simoncineét al, 2002).

Par ailleurs, sur des cultures de cellules endale8| I'E, active rapidement la
protéine anti-apoptotique p38b, membre de la fandks MAPK et inhibe la protéine pro-
apoptotique p38a (Edwards, 2005).
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Figure 23. Schéma représentant l'activation par I'E; de la eNOS
(Chambliss et Shaul, 2002)

Des REa membranaires ont été localisés au niveau des caveolae des cellules
endothéliales. La liaison de I'E; sur ces récepteurs induit I'activation de la protéine Gay,
entrdinant alors une cascade d'activation, dont les voies MAPK, ainsi que des
perturbations des concentrations de Ca* intracellulaire.

Ainsi, les concentrations d'cestrogenes réegulent dembreux processus
physiologiques. Une modification de ces concermnati peut provoquer l'apparition de
symptébmes génants particulierement dans le caa dehopause, ou des pathologies telles

gue les cancers cestrogéno-dépendants.

3. Utilisation thérapeutique des cestrogenes
L’cestrogéne de synthése majeur utilisé est I'éthyasitradiol. En association avec un
progestatif, il est utilisé comme moyen de contpéioa, en pilule normodosée ou minidosée
ou encore sur des stérilets hormonaux.
Un autre agoniste de synthese a été utilisé enc€rale diéthylstilbestrol (DES). Il
était préconisé pour la prévention d’avortementsnggeés et d’autres complications de
grossesseEn 1971, « The United States Food and Drug Adnmatish » a mis en garde
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contre |'utilisation du DES chez les femmes enesimn raison, entre autres, d'un plus grand
risque d'adénocarcinome du vagin et du col derlistées futures jeunes filles exposées
uteroa cette molécule. Le DES, commercialisé en FrdecE948 a 1977, a alors été retiré du
marché (Schrager et Potter, 2004 ; Newtlaildl, 2006).

L'utilisation d’cestrogenes de synthése est ausgsjuinte lors de la ménopause. Pour
pallier le déficit des cestrogenes endogenes et dorter les effets indésirables de la
ménopause, un THS a été mis en place. Ce traitecoesiste a administrer, par voie orale,
nasale ou transdermique, de,l'EBouvent associé a un progestatif, tous deux dthése.
L’E, de synthese est utilisé en France et plus glolmlerman Europe. Dans d’autres pays
comme les Etats-Unis, les cestrogénes utilisés darigitement sont d’origine équine. En
2004 en France, la proportion de femmes de 48 an64sous THS était de I'ordre de 30 a
50% (Azoulay, 2004).

Jusqu’a une période récente, le rapport bénéfisgghs du THS était considéré
comme largement favorable. Les seules contre-itidita étaient les cas avérés ou les
antécédents familiaux de cancers du sein ou dsgaacers cestrogéno-dépendants ainsi que
les troubles thrombo-emboliques veineux. Le TH®®@cdmontré des bénéfices potentiels sur
l'atténuation des symptdomes de la ménopause da $innitation des risques d’ostéoporose et
d’accidents cardio-vasculaires (AFSSAPS, 2005).

Cependant, de récentes études cliniques prospedaivieremis en cause la balance
bénéfices/risques de ces traitements, semant ke dans I'esprit du public (Azoulay, 2004).
En patrticulier, les études HERS et WHI ont mis eidénce de forts risques d’accidents
cardio-vasculaires avec le THS (Hulley al, 2002). De plus, I'étude WHI a également
montré des risques importants de développer unecatie sein. Initialement prévue pour
durer 8 ans et demi, elle a da étre arrétée en gadk: conseil de suivi et d’éthiqgue au début
de la sixieme année. Le rapport bénéfices/risqoes kg THS a alors été jugé défavorable
(Azoulay, 2004).

La « Million Women Study » menée aux Royaume-Uniftme le sur-risque de
cancer du sein associé au THS chez les femmeséamops et montre également que ce
risque augmente avec la durée de la prise de TH$alB2003). Cette observation a été
confirmée par une récente étude européenne d'aigsry I'« E3N-European Prospective

Into Cancer », (ESN-EPIC). Par ailleurs, ce risgegient significatif, méme sur une courte
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période de prise, lorsque le THS est composé dogstes et de progestérone synthétiques
(Fournieret al, 2005).

L’AFSSAPS a publié une « mise au point » sur le TH@cais en septembre 2005 et
sur les THS en général en juin 2006, en tenant tog toutes les études épidémiologiques
récentes. Elle conclut gu’il existe un sur-risqecadncer du sein, augmentant avec la durée
du traitement, chez les femmes utilisant un THS@gsDgestatif, quels que soient la voie et
le schéma d’administration. Ce risque est toutefaetivement faible puisque sur une année,
le nombre de cancers du sein « THS-induits » eapads entre 3% et 6% des cas (AFSSAPS,
2005 ; 2006).

Dans le cas de pathologies cestrogéno-dépendantess draitements a base de
molécules cestrogéniques et/ou anti-cestrogéniquestérélaborés. Ces molécules peuvent
moduler l'effet des oestrogénes endogénes. La nad®nSERM, « Selective Estrogen
Receptor Modulator » est alors apparue.

B. SERM et visée thérapeutique

1. Notion de SERM

Les SERM sont des ligands des RE présentant uneité@cmixte agoniste et
antagoniste en fonction des tissus considérés. &érpliquer ce phénoméne de molécule
modulatrice, I'équipe de Katzenellenbogen (KatzZiemblogen et Katzenellenbogen, 2000) a
développé un concept de pharmacologie tripartitesiAtrois facteurs influenceraient I'action
sélective du récepteur : la nature du ligand, petg'isoforme avec lequel le ligand forme le
complexe ligand/récepteur et l'interaction ligagdapteur avec les facteurs de transcription
(figure 24).

Ce qui va déterminer I'activité agoniste ou nonndaemposé est moins I'affinité pour
le RE que la faculté qu'il aura a placer le RE densiéme configuration que le ferait }E
(ligand endogéne) (Dutertre et Smith, 2000)
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Figure 24. Pharmacologie tripartite du récepteur aux cestrogénes
(Katzenellenbogen et Katzenellenbogen, 2000)

Comme nous l'avons vu précedemment, en présenagonistes comme les
aestrogenes, I'hélice 12 du domaine de liaison dus®Eeplie au-dessus de la cavité ou se
retrouve le ligand et forme des liens entre leschgl3, 5, 6 et 11 du domaine de liaison au
ligand. Ainsi, le domaine AF-2 forme une poche lnyihobe qui permet une interaction avec
des coactivateurs spécifiques possédant le motictaistique LxxLL. En présence d'un
SERM comme le raloxifene ou le tamoxiféne, I'hélic® ne peut se replier au-dessus de la
cavité car la chaine latérale du SERM s’y retrolvieelice 12 se replie donc dans une cavité
entre I'hélice 5 et la partie carboxyle terminaéelthélice 3 (Brzozowsket al, 1997 ; Shiau
et al, 1998). Ce mouvement de I'hélice 12 cache un wvélidine trés important pour le
recrutement de certains cofacteurs dépendantshdemibne. Cette nouvelle conformation
permet le recrutement préférentiel de différentsepyesseurs par le RE.

En présence d’'un antagoniste total comme I'ICI 18@,(ICl), la conformation de RE
est complétement modifiée et ne permet plus daatéosn entre I'hélice 12 et le reste du
domaine de liaison du ligand. Cette conformatiorp@&che alors toute activation du RE
(figure 25).
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Figure 25. Conformations majeures induites par les agonistes et les antagonistes
du RE (Heldring et al,, 2007)

A : conformation lorsque le RE est lié a un agoniste comme I'E;
B : conformation lorsque le RE est lié @ un SERM comme le tamoxiféne
C : conformation lorsque le RE est lié a un antagoniste comme I'ICT

2. Utilisation thérapeutique des SERM

Il existe différentes classes de SERM, qui évdiuam fonction du temps et leur
utilisation varie selon les pathologies ciblées.s Grolécules sont représentées dans la
figure 26.

La premiere classe de SERM est la famille des éngléthylenes, dont la molécule de
référence est le tamoxifene, SERM le plus couraminiifisé dans la prévention et le
traitement de cancers cestrogéno-sensibles. Il davsignificativement le risque de cancer du
sein chez les femmes pré et post-ménopausées, endelunétabolisme des lipides en
diminuant les concentrations plasmatiques en LDésetassocié a une diminution du nombre
d’infarctus du myocarde (Goldstegt al, 2000 ; Jordan, 2007).

Cependant, le tamoxifene est controversé puisquiimente considérablement le
risque de cancer de I'endometre et est a l'origi@@ombreux effets secondaires, tels que les
bouffées de chaleur, I'absence de régles, ou emtmw@roblémes de cataracte ou des risques
de thrombose (Fishat al, 1998). Enfin, le taux de résistance au tamoxiEsteassez €leve.
D’autres molécules de la famille des triphénylé&hgs existent, dont les plus importantes
sont le torémiféne ou encore le clomiphéne. Lenmtifiéhe a une activité réduite au niveau de
I'os, mais comparable au tamoxifene pour les awfiets négatifs, comme I'augmentation du
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risque de cancer de I'endometre (Goldseiral, 2000). Il est utilisé en deuxieme intention
pour le cancer du sein métastasé chez la femmepaésée.

Le clomiphene est lui composé d’un mélange de déenéoisomeres, le zuclomiphéne
et I'enclomiphene. Il est aujourd’hui utilisé comtfinfertilité. Il augmente la sécrétion de la
GnRH, donc de LH et de FSH, ce qui va induire llation (Goldsteiret al, 2000).

La deuxieme classe de SERM est la famille des hkimphéenes, dont la molécule la
plus connue est le raloxifene. Il s'agit de SERMddexieme génération. La demi-vie dans le
plasma du raloxifene étant beaucoup plus courtecglie du tamoxiféne (28 heures pour le
raloxifene contre 5 a 7 jours pour le tamoxiféniedloit étre utilisé en plus grande quantité
(Goldsteinet al, 2000). Il démontre les mémes propriétés queroxi#ene (Walshet al,
1998). Par contre, il n"augmente pas les risquesdmeétriose (This et Guyot, 2004). Le
raloxiféene est maintenant principalement utilisésike traitement de I'ostéoporose, puisqu’il
réduit significativement le risque de fracture ass@ la ménopause, comme I'a démontré
'étude MORE (Multiple Outcomes of Raloxifen Evalioa trial) (Kaniset al, 2003). Le
raloxifene ne semble pas avoir d’effet sur la cognj mais est associé a 'augmentation du

risque thromboembolique veineux (Martiabal, 2004).

Un autre benzothiophéne, I'arzoxifene est en coigtude. C’est un antagoniste de
I'E . plus efficace que le tamoxifene ou le raloxifénevitro etin vivo sur des modéles de
cancer du sein (Detret al, 2003). Les études précliniques confirment égatenupie
l'arzoxiféne a une plus grande activité agonise lgualoxifene sur le métabolisme osseux et
sur celui du cholestérol. Il inhibe également Egffles cestrogenes sur I'endometre et l'utérus
(Sporn, 2004).

3. Utilisation thérapeutique des anti-cestrogenes

Il existe une deuxieme catégorie de moléculesge cgdls anti-cestrogénes purs, ou
SERD (Selective Estrogen Receptor Down-regulatoes membres de cette famille vont
empécher, par encombrement stérique, la diménsdtiorécepteur et favoriser son adressage
au protéasome. Les SERD sont caractérisés pafdearaffinité pour le RE, leur capacité a
contrer l'effet de I'iz et a bloquer la prolifération de cellules résistarau tamoxifene. Les
SERD les plus connus sont I'ICI, les ZK-253 et ZB837 ou encore I'EM-800figure 26)
(Hoffmannet al, 2004).
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L’ICI a une affinité forte pour le RE et a obteransautorisation de mise sur le marché
en janvier 2004 pour les cancers du sein résistantamoxifene. Les ZK-253 et ZK-703 sont
respectivement administrés par voies orale et sotaiée, ils inhibent la progression
tumorale de cellules de cancer du sein et diminleemiveau d’expression de RE sur des
modéles murins (Hoffmanet al, 2004).

Il existe donc de nombreuses molécules avec unenapto ou anti-cestrogénique
selon le tissu ciblé, mais aucune ne semble éffsamment spécifique. C’est pourquoi il
nous parait intéressant de mieux comprendre |lessegfhysiologiques des PE, ainsi que leur
mécanisme d’action au niveau du RE, afin de tropaemi ces molécules des SERM, ce qui
ouvriraient la voie pour une éventuelle utilisatien nutrition préventive des pathologies

cestrogéno-dépendantes.
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Figure 26. Structures des principaux ligands du récepteur aux cestrogenes

A : ligands agonistes ; B : principaux SERM dérivés du tamoxifene ;
C : principaux SERM dérivés du raloxiféne ; D : principaux SERD
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C. Les effets des phyto-cestrogénes

De nombreuses études épidémiologiques et cliniqnegté effectuées ces dernieres
anneées pour évaluer les effets de la prise de PEsanté humaine. Les revues de Teresa
Cornwell en 2004 et d’Aedin Cassidy en 2006 énuntdeeplupart de ces études. L'ensemble
de ces données montre la complexité d'interpréteeffets des PE, en fonction de la forme et
de la quantité ingérées, ou encore de I'dge deperes composant les études (Cornetll
al., 2004 ; Cassidgt al, 2006).

1. Les phyto-cestrogenes, la fonction de reproductioteenénopause
Chez les femmes pré-ménopausées, la prise de PEm@Sisoflavones/jour)

provoque une modification du cycle menstruel (Ghsst al, 1995) et plus particulierement
un allongement de la phase folliculaire du cyclesiaqu’une diminution du taux de LH et de
FSH. Ces effets sur le cycle menstruel n'ont pasrétrouvés dans une étude plus récente
(Duncanet al, 1999). Chez les femmes ménopausées, les étudestsatéressées aux effets
des PE sur les symptdomes de la ménopause, notarteadiduffées de chaleur, les insomnies
ou les problemes de concentration. L’ensemble deébedes montre une réduction de ces
symptémes, mais rapporte également un effet plapabiiculierement élevé (Albesdt al,
2002 ; Kurzer, 2003). Les données actuelles ne gttent donc pas de conclure concernant

I'efficacité des PE sur les symptémes liés a laopanse.

2. Les phyto-cestrogénes et I'ostéoporose

Chez les femmes ménopausées, l'influence des P slensité minérale osseuse a
fait 'objet de nombreuses études, dont la plupa@rhontrent un effet bénéfique. Ainsi, une
premiere étude a montré que les femmes consomreaplus d’isoflavones avaient une
densité minérale osseuse lombaire plus importaméel@s autres groupes, notamment celui
des femmes pré-ménopausées (Meial, 2001). De méme, la génistéine (54 mg/jour)
présente un effet positif sur la résorption osséieabitoet al, 2002). Cependant, d’autres
études ne montrent pas d'effet des PE sur I'osgiBat al, 2003).

Chez I'animal etin vitro, il y a une action positive des PE sur la minéedion
osseuse, la différentiation ostéoblastique et ilition de I'activité ostéoclastique (Rasst
al., 2002). Récemment, notre équipe a montré queitzéiae et I'équol stimulaient I'activité

de la phosphatase alcaline des ostéoblastes emec(Mergneet al, 2008b).
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3. Les phyto-cestrogenes et le systéeme nerveux central

Des études récentes concernant les effets desrPEssisteme nerveux central ont été
meneées. Un régime riche en isoflavones (100 mg/jpermait associé a une amélioration des
mémoires a court et a long terme (Fteal, 2001). De méme, il y aurait une amélioration des
mémoires verbale et logique chez les femmes mésépauconsommant 69 mg/jour
d’isoflavones pendant 6 mois (Kritz-Silversteinal, 2003). Ces observations de I'impact des
PE sur les fonctions cognitives restent a confir(Reurnieret al, 2007).

Des études comportementales chez le rat ont mdagé&ffets bénéfiques des PE sur
les performances mnésiques et sur I'apprentisdagel(et Lephart, 2001).

In vitro, les PE (notamment la génistéine) ne démontrebpgeu d’effet protecteur
contre la formation de plaqug$amyloides (Zhaoet al, 2002 ; Banget al, 2004 ).
Cependant, I'équipe de Schreihofer indique queéPlEscomme la génistéine et la daidzéine,
sont capables d’induire une activation transcripiglle des RE similaire a celle de J'BHans

une lignée neuronale (Schreihofer, 2005).

4. Les phyto-cestrogenes et le systeme cardio-vasa&ulair

Les isoflavones et les lignanes semblent dimineeiDL cholestérol et le cholestérol
total, méme si ces résultats sont sujets a consev¢loweset al, 2000). Chez 'Homme, il
existe un lien entre la concentration sérique etéretactone et la diminution du risque
cardio-vasculaire (Vanharant al, 2003). De méme, une consommation réguliere de vin
rouge (« French Paradox ») limite les risques ddadies cardio-vasculaires. Cette
observation pourrait étre liée a la présence deragol dans le vin rouge (Renaud et Ruf,
1994).

Les mécanismes cellulaires par lesquels les PEaeat avoir un effet sur le systeme
cardio-vasculaire sont encore flous. La génistantere la eNOS rapidement (10 minutes)
une série de phosphorylations et une augmentativiR, et ces effets ne sont pas inhibés
par des antagonistes spécifiques des voies delisagian classiques des cestrogenes @tiu
al., 2004).
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D’'une maniére générale, tous ces travaux, auxtedsudivergents, rendent difficile les
conclusions quant aux effets physiologiques desl®z 'Homme. Ainsi, les PE ne sont pas
utilisés dans un but thérapeutique, mais de nomlrempléments alimentaires a base de PE
sont vendus. Ces produits ont une grande populanipées des consommatrices car les PE
présentent l'intérét d'étre naturels. De plus,riasentes études risques/bénéfices publiées sur
les THS de la ménopause, fortement médiatiséessustité une relative appréhension chez
les femmes ménopausées, les conduisant a rechelebalternatives dans le traitement de
leur ménopause. Cependant, I'impact des PE suangé £t donc sur les cancers cestrogéno-
dépendants restent encore a éclaircir. En paricuks effets des PE sur le cancer du sein,

largement répandu, semblent encore méconnus eérequde plus amples études.
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V. Impact des cestrogenes, des SERM et des phyto-cesénogs

sur le cancer du sein

A. Le cancer du sein

1. Epidémiologie

Le cancer du sein est la premiere cause de mértadit tumeur maligne chez la
femme. Cette tendance touche tous les pays ocaigenindustrialisés, les populations
asiatiques étant moins touchées. Depuis 2000, ehagunée en France, environ 42 000
nouveaux cas sont diagnostiqués et 12 000 décésesmmsés. Actuellement, une femme sur
dix est/sera confrontée a cette maladie dans satve®n incidence avant 50 ans a doublé
depuis 20 ans. Cette augmentation est en partieaduree généralisation du dépistage du
cancer du sein. Ce dépistage précoce de la maladieet d’améliorer la survie des patientes
(65% a 5 ans et 48% a 10 ans).

Le cancer du sein est une maladie plurifactoritiet il est difficile de déterminer une
cause exacte. Il existe cependant un grand nonebf&cteurs de risques :

- La prédisposition génétique, responsable de 5 a d68%ocas. Il s'agit alors
d’'une transmission héréditaire d’'une anomalie ggnétau niveau de genes impliqués dans
les processus de canceérisation. Ces genes soréspplereast cancer susceptibility genes »,
comme BRCA-1, muté dans 40 a 45% des cas de caduesein héréditaires et BRCA-2
(Goldberg et Borgen, 2006).

- L’exposition prolongée aux hormones endogénes; €& particulier. Cette
exposition peut étre liée a une puberté précoceafdpn des regles avant 12 ans), une
ménopause tardive (aprés 55 ans), une absenceosiegse menée a terme avant 30 ans ou
méme une absence totale de grossesse (Keen etsbayviD03 ; Oldenburgt al, 2007). De
plus, I'exposition a des hormones exogenes, conan@ise d'un THS, ou encore la prise de
contraception orale, augmente egalement les risggieancer du sein (Oldenbuegal, 2007).

En revanche, une grossesse avant I'age de 24 mgigjae I'allaitement semblent diminuer ces
risques (Russet al, 2005).

- Les facteurs dits environnementaux. Ainsi, la coms@ation d’alcool, une

alimentation trop riche en sucres et en graissesrore le manque d’exercice physique

augmenteraient les risques de cancer du sein. @&udtacteurs environnementaux sont
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reconnus comme étant impliqués dans I'apparitiogahcer du sein, notamment I'exposition

a de fortes irradiations, comme ce fut le cas darfes a Nagasaki ou a Hiroshima.

Les cancers du sein sont cliniquement classés @n adégories : les cancers dits RE
positifs (RE+) et les cancers dits RE négatifs |R&elon le niveau d’expression de RE dans
une biopsie de tumeur. Les tumeurs de sein RE+septent 50 a 80% de la totalité des
tumeurs du sein et leur proportion augmente a\vagel’ La présence de RE est actuellement

corrélée avec un meilleur pronostic de survie (idgdl, 2006).

2. Développement de la glande mammaire
Le sein est une glande exocrine qui se développmars de la vie d'une femme, du
stade feetal jusqu’a la ménopause, sous linfluedee facteurs de croissance (IGF)
d’hormones thyroidiennes {TT,;) et d’hormones sexuelles comme la progestérorieset
aestrogenes (Thibault et Levasseur, 2001fiduae 27 représente une coupe de sein.

muscles
pectoraux

muscles inter- 3 \
costaux — 7 &

.4
cite —— " g

graisse et tissu

conjonctif LN

glande mammaire ¥ '.{
{ lobule ) —
'\

[
I

gt sinus
i-:) galactophore galactophore

Figure 27. Coupe de sein

La glande mammaire est constituée de deux compantsncellulaires : la couche
mésenchymateuse, contenant nerfs, vaisseaux sanfjbmoblastes ou encore tissu adipeux,
et la couche épithéliale, avec les canaux galaci@shet les lobules. Les lobules sont
composeés d’alvéoles. Une coopération existe emtsedeux compartiments tout au long du

développement de la glande.
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Durant la vie feetale, seulement quelques structorasimaires sont formées, avec
assez peu de canaux galactophores et de lobuleés Ag naissance, cette structure reste
guiescente jusqu'a la puberté. C’est a cette pérguee les ovaires se mettent a produire les
hormones sexuelles (cestrogénes et progestérorieyoujouer un role essentiel dans le
développement de la glande mammaire, puisqu’ellest induire la croissance et la
prolifération des canaux galactophores, lobulesaletoles (Russoet al., 2005). Ce
développement va alors contribuer a la formatianldbules dits de type 1, structures de base
de la glande. Ces lobules évoluent ensuite verslalmdes de type 2, puis de type 3,
notamment sous l'influence d’cestrogenes, de prégast et de facteurs de croissance.

En absence de grossesse, la structure de type la @dlis représentée, méme si
certaines structures de type 2 et 3 peuvent apparabdrs d’'une grossesse, en revanche, la
structure prédominante est la structure de tygeoB/ék, 2001 ; Russo et Russo, 2004). En fin
de grossesse et pendant la lactation, ces straalertype 3 évoluent encore jusqu’aux lobules
dits de type 4 : ces structures ont pour but dduyre du lait. Les alvéoles commencent alors
une régression a partir du sevrage. Il s’effectue imvolution des structures 3 et 4 vers des
structures de type 2, puis de type 1 a la périeda dhnénopause. Ce cycle est schématisé dans

la figure 28.
Lobule de type 1

Involution liée a I'dge %ﬁl Maturité sexuelle

Lobule de type 2 Lobule de type 2

Grossesse

Lobule de type 3 Lobule de type 3

Involution liée au
sevrage

Lactation

Lobule de type 4

Figure 28. Evolution de 'architecture de la glande mammaire
(Russo et Russo, 1998)
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La glande mammaire est donc en évolution constnteours de la vie de la femme.
Le nombre de ses cellules en difféerenciation etreissance étant tres important, elle plus

sensible aux processus de cancérisation (Olss00).20

3. Mécanisme de cancérogenése mammaire
Une cellule cancéreuse differe d’'une cellule ditgaie » par un certain nombre de
caractéristiques, acquises tout au long du développt tumoral : mutation au niveau de
genes dits de « susceptibilité au cancer », ins#itésiaux signaux régulant la croissance

cellulaire, échappement au systéme d’apoptosencare invasion tissulaire.

La cancérisation commence par une phase d’initiattei de nombreuses mutations
génétiques vont s'accumuler dans la cellule. lak@as y avoir une surexpression de facteurs
pro-oncogenes. La cellule reste tout de méme deetidar I'environnement cellulaire grace
aux jonctions « gap ». Ensuite suit la phase denption, ou la cellule devient indépendante
suite a la perte de communication intercellulaliepeut également y avoir la perte de
fonctionnalité d’anti-oncogenes : la cellule peedcbntréle sur sa croissance cellulaire. Ce

processus est schématisé darfgglare 29.

m
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Figure 29. Initiation, promotion et progression d'une cellule tumorale : réle de
I'équilibre entre anti et pro-oncogénes

+: anti-oncogéne *pr‘o-oncogéne
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En se multipliant de maniere incontr6lée, les dedliicancéreuses finissent par former
une tumeur. Dans 95% des cas, les cancers du sedleé\eloppent a partir des cellules
épitheliales des canaux galactophores et des ktilge nomment alors des adénocarcinomes
(Cancer, 2007).

Il existe deux situations (Cancer, 2007):

- Les cellules cancéreuses se trouvent uniquemetintarieur des canaux
galactophores et des lobules, sans infiltrationtdssis environnants : ce sont les canaers
situ. Ce type de cancer est plutét considéré commactedr de risque de cancer du sein que
comme un cancer du sein & proprement parler.

- Des cellules cancéreuses infiltrent les tissussavaits, il s'agit de cancers
infiltrants. Cette infiltration nécessite la fornmat de nouveaux vaisseaux (angiogenese
tumorale) par migration et prolifération de celkilendothéliales issues des vaisseaux pré-
existants (Boudreau et Myers, 2003). Les celluksarales vont sécréter divers facteurs qui
enclenchent I'angiogenése, comme des facteursailgsance pro-angiogéniques, VEGF par
exemple (vascular endothelial growth factor) ou elesymes spécifiques appelées les MMP
(métalloprotéases de la matrice), qui ont la capade dégrader la matrice extracellulaire
(Van Hinsbergtet al.,2006). Ces MMP sont fortement exprimées lors deetus avancées et
sont impliquées dans la progression, l'invasiorcagcers ainsi que le processus de métastase.
Ce nouveau réseau de vaisseaux permet alors smtutude se développer et de mettre en
place les processus d’envahissement métastasifjaeslissémination meétastasique d’un
cancer mammaire se fait aussi par le systéme lytgpiea(lymphangiogenése). La présence
de métastases indiqgue un stade critique de la ealathde final dit d’échappement

thérapeutique, car les principales thérapies petdanefficacité.

4. (Estrogenes et les récepteurs aux cestrogenes daremnleer du sein
Les femmes avec des concentrations circulanteseeéded’l: et de testostérone

présentent un risque significativement plus élexvé&évelopper un cancer du sein cestrogéno-
dépendant (Caulegt al, 1999). Chez la femme ménopausée, les sourcesigaies de
testostérone sont les glandes surrénales et CEljeedt I'aromatisation périphérique dans le
tissu adipeux de testostérone ep Ees femmes en surpoids ou en situation de stress
présentent donc plus de risques. De plus, les fensoes THS ont un risque accru de
développer des tumeurs RE+ et RP+, ce qui suggeeias soient considérées différemment

des RE- et RP- pour leur prise en charge thérapeu{iCheret al, 2004).
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En Inde, les tumeurs mammaires observées sonttiedieenent des tumeurs RE-,
vraisemblablement d0 au fait que ces populationiseraient relativement peu de

contraceptifs ou de THS a base d’cestrogenes (Tetvalj 2007).

Au niveau cellulaire, certains auteurs consideresampte tenu des données
épidémiologiques et du sur-risque de cancer assmeoté cestrogenes, que l'effet deJl’'E
intervient des la phase d'initiation. Ainsi, bEserait capable de provoquer des mutations
géniques a l'origine des processus tumoraux (@fws, 2003).

La promotion des tumeurs peut suivre linitiatiosi, le systéme immunitaire est
déficient. Celle-ci nécessite un mécanisme de rEgp@uUX oestrogénes, reconnus comme
facteurs de croissance. Or, au niveau du seinREssont exprimés dans certains types
cellulaires, comme les cellules épithéliales peurEx et le REB, ou encore dans les cellules
myoépithéliales pour le HE La liaison de I'iz aux RE dans ces cellules leur permet de jouer
les rbles de sondes et ainsi d’'influer sur la péadition, en faisant notamment fluctuer la
sécrétion de facteurs de croissance (Anderson,)2002

Le réle de 'k dans la prolifération de ces cellules est prineipent d0 & son
implication dans la progression du cycle cellulaitet effet de I'ikz dans le cancer du sein
passe notamment par la régulation de c-myc, misévatence aussi bien sur des cellules
normales ou cancéreuses du sein (Leygua, 1995). Cette régulation est schématisée dans
la figure 30.

Les complexes cyclines-CDK, qui controlent la pesgion du cycle cellulaire sont
aussi des cibles de régulation de,l'EEn particulier, en présence d’anti-cestrogénes, un
diminution de 'ARNmM de la protéine cycline D1 estiservée, protéine activant CDK4 et
CDK6, ce qui entraine une diminution de la phosplation de pRB (protéine du
rétinoblastome) et donc une inhibition de la pregi@n du cycle cellulaire (Doisneau-Sixou
et al, 2003 ; Buttet al, 2005). Le réle majeur de LEur la progression du cycle cellulaire est
donc sa régulation sur la cycline D1 et sur c-mytayson et al, 2005), qui entraine

I'activation du complexe cycline E/CDK&dure 30).
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Figure 30. Schéma simplifié de I'implication de I'E> dans la progression du cycle
cellulaire dans les cellules du sein
(Doisneau-Sixou et al., 2003 ; Mawson et al/,, 2005)

=P \/oie directe d'activation
-y Voie indirecte, faisant intervenir des cascades d'activations

5. Divers traitements existants

Un bilan pré-thérapeutique est réalisé afin de ssthé traitement le plus adapté. De
nombreux facteurs orientent ce choix : type de eae situ ou infiltrant), age et état général
du patient, ou encore sensibilité aux hormones.tr@ugypes de traitements sont ainsi
proposes, seuls ou en association :

- La chirurgie, technique la plus ancienne dans ke dm cancer du sein. La
mastectomie a quasiment disparue, laissant place amammectomie moins large.

- La radiothérapie, qui a pour but de diminuer lesdiges du cancer du sein.
Les complications sont rares, mais il peut appargarfois des cedemes du sein, ou des

altérations pulmonaire et cardiaque.
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- La chimiothérapie, qui est indiquée pour des stadesicés de cancer du sein
avec métastases. Les molécules utilisées peuventciissées en différentes familles en
fonction de leur mode d’action : antimitotiqueseaty alkylants, anti-métabolites ou encore
inhibiteurs de topoisomérase (enzymes assurampiraisation/déspiralisation de I'ADN). Le
probléme majeur de ce traitement est la cytotaxidés molécules et la sélectivité des tissus
visés. En effet, la chimiothérapie est aussi togigur des tissus sains a renouvellement éleveé,

comme la moelle osseuse ou le tube digestif.

Le dernier type de traitement utilisé est I'hormibhwapie, chez les personnes

atteintes d’'un cancer du sein hormono-dépendant.

B. L’hormonothérapie, les SERM et les phyto-cestrogéaes le

cancer du sein

Les hormones, plus particulierement les cestroggoesnt un rdle essentiel dans le

déclenchement mais aussi le développement du cdacagin (Yager et Davidson, 2006).

1. L’hormonothérapie

L’efficacité de I'hormonothérapie n’est avérée qmer des cellules tumorales
exprimant en forte quantité les RE et les RP. Depes années 1960, de nombreuses
approches ont été utilisées afin de réduire la eatnation et/ou les effets des cestrogenes
circulants (Bush, 2007).

Dans le cas des cellules tumorales exprimant lesdB® progestatifs de synthese sont
utilisés pour les stades avancés de cancer du lsesnmolécules les plus utilisées sont le
meégestrol ou la médroxyprogestérone. En moyenn& 30% des cancers répondent a ce
type de traitement.

Les ovaires étant la majeure source d’cestrogereslalfemme pré-ménopausée, une
drogue agoniste de la GnRH peut étre utilisée @dditbloquer la production d’cestrogénes par
les ovaires (castration pharmacologique réversible molécules utilisées sont la goséréline
ou la leuprolide.

Une autre alternative pour un traitement hormorstl laitilisation d’inhibiteurs
d’aromatases, visant a diminuer la production agétrigjue, puisqu’elles sont responsables de

la synthése des cestrogenes a partir des androgugieurs générations d’anti-aromatases se
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sont succédées, mais les inactivateurs de troisigémeration se sont progressivement
imposés comme hormonothérapie de référence. Iteexisux types d’agents de troisieme
génération : les inactivateurs stéroidiens, quilnmt irréversiblement le site de fixation de
'androsténedione a I'aromatase et les inhibiteuns stéroidiens, qui se fixent réversiblement
a I'heme du cytochrome P450, coenzyme du complexetigité aromatase. Ces inhibiteurs
d’aromatases ne sont recommandeés que chez les eemémopauseées, leurs effets chez les

femmes pré-ménopausées n’étant pas encore conusis, (B07).

Enfin, une autre stratégie vise a bloquer les £ftlds cestrogenes sur les cellules
canceéreuses, sans pour autant diminuer les coatiens circulantes d’cestrogenes. Pour cela,
les molécules utilisées sont les SERM et les SERD.molécule de référence pour le
traitement des cancers du sein est a I'heure detleetamoxiféne, qui bloque I'action des
aestrogenes en se liant aux RE (Katzenellenbodg€ate¢nellenbogen, 2000). De nombreuses
études ont montré les effets bénéfiques du tamuxifet déterminé une durée optimale de
traitement a 5 ans (Fishet al, 1998 ; Tan-Chiwet al, 2003). Cependant, a cause de son
activité cestrogénique sur certains tissus, il pessi étre la cause, entre autres, d’apparition
d’autres cancers comme le cancer de I'endométrte @euble action du tamoxiféne, ajoutée
a I'apparition fréquente de résistance des celldeesancer du sein, ont conduit a rechercher
des dérivés plus efficaces, ayant moins d’effetorsaaires. Le torémiféne est alors utilisé en

deuxieme intention. Enfin, en cas de résistant@l peut étre utilisé.

2. Données expérimentales sur les SERM et les phyttragénes dans
le cancer du sein
Afin de trouver des molécules adéquates pour léetn@nt du cancer du sein, de
nombreuses études cliniques, ainsi que des étugesimentalesn vivo et in vitro ont été

réalisées ces derniéres années.

a) Les SERM
Une premiere étude clinique, nommée « Breast CaPmarention Trial », a permis
d’évaluer I'effet du tamoxifene sur le développetndun cancer du sein chez des femmes dites
a haut risque. Cette étude, menée sur 5 ans, aénorg diminution d’environ 50% du risque
de développer un cancer du sein avec 20 mg/jotardexifene. Cette étude a révélé que cette

diminution touchait principalement les cancers RE#sher et al, 1998). Une deuxieme
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étude, « Italian Tamoxifen Prevention Study », & éalisée avec le tamoxifene chez des
femmes ayant des risques faibles a modérés dersathesein. S'il N’y a pas eu de différence
significative entre les deux groupes, il appaidigz les femmes ayant un plus fort risque de
cancer du sein, un plus faible risque de cancer REee le tamoxifene (Veronest al,
2003). L'étude « Royal Marsden Hospital » ainsi djgtude « International Breast Cancer
Intervention Study » ont également montré les effeEnéfiques du tamoxifene sur
'apparition de cancer du sein RE+ (Cuzeikal, 2003). Il semble donc que le tamoxifene a
un impact significatif sur la prévention des cascdu sein chez les femmes a haut risque
(Jordan, 2007).

Dans le traitement du cancer du sein évolué, desai® de phase Il ont testé
I'efficacité du raloxifene (This et Guyot, 2004)n EEaison de son efficacité modeste dans ces
études, le raloxiféene n'a pas été évalué au-deia Batraitement du cancer du sein. La STAR
(Study of Tamoxifen And Raloxifen) a comparé pendaans I'efficacité du tamoxiféne (20
mg/jour) et du raloxiféne (60 mg/jour) chez des rie@s ménopausées et a haut risque de
cancer du sein. Ainsi, le raloxifene est aussicatfe que le tamoxifene pour réduire les
risques de cancer du sein (Jordan, 2007).

Des études cliniques ont confirmé que l'efficaeitéa sécurité du torémiféne étaient
cliniquement équivalentes au tamoxiféne dans léetreent de patientes présentant des
tumeurs RE+. Le torémifene est indiqué pour desnfemn ménopausées n‘ayant pas de
probleme d’insuffisance hépatique ni d’hyperplaied’ endometre (Goldsteiet al, 2000).

L’arzoxifene, lui, est similaire au raloxiféne. Létudes pré-cliniques ont trouvé un
fort effet anti-cestrogénique sur le sein. En phdiéaude |, ses effets secondaires les plus

communs sont les bouffées de chaleur. Actuellentengtudes continuent en phase Il et ll.

De nombreux travaux expérimentaux sur des modelesnsnet sur des lignées
cellulaires ont été effectués. lls montrent queataoxiféne pourrait prévenir l'initiation et la
promotion de tumeurs mammaires chez le rat (modiéle thérapeutique » ou les tumeurs
mammaires sont induites par un carcinogene chimigugiméthylbenzanthracene, DMBA).
Le raloxifene réduit, mais dans une moindre megure le tamoxiféne, la croissance de
tumeurs mammaires chez le rat. Dans d’'autres madeldamoxifene apparait plus efficace
gue le raloxiféne pour prévenir I'apparition ou développement de tumeurs mammaires
(This et Guyot, 2004).
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Dans un modeéle de xénogreffe tumorale chez desissaunude » athymiques
ovariectomisées, I'arzoxifene inhibe la progressimmorale de facon plus puissante que le

tamoxiféne ou le raloxiféne (Schafetral, 2001).

Le tamoxifene seul induit une faible prolifératides cellules MCF-7, lignée humaine
issue d'un cancer du sein, tandis qu’il a un ediieti-prolifératif en présence d;EThis et
Guyot, 2004). En présence d’cestrogenes, le ralxife un effet anti-prolifératif dans les

MCF-7 supérieur a celui du tamoxiféne (This et Gug604).

b) Les SERD

L’intérét de trouver des molécules ayant les méefiets antagonistes que les SERM,
sans avoir leurs effets agonistes a poussé véusi&ales SERD et notamment I'lCI, qui est le
plus étudié (Howell, 2006).

Une premiere étude clinique effectuée sur 19 fempusg-ménopausées avec une
résistance au tamoxifene a montré que les dewsdrices femmes ont obtenu des bénéfices
cliniues suite a un traitement avec I'ICl et cecir une longue période de traitement
(Osborneet al, 1995). Deux études cliniques en phase Il cheZadtemes ménopausées avec
un cancer du sein ont confirmé les bénéfices @4 (Howell et al, 2002). En 2005, Steger a
montré sur 126 patientes que I'ICl était efficacebien toléré chez des patientes ayant au
préalable subi une hormonothérapie (Stegexl, 2005).

Dans un modele de xénogreffe tumorale (MCF-7) chlies souris « nude »
athymiques, I'ICI inhibe la progression tumoralesiséante au tamoxiféne (Osborge al,
1995). Au niveau cellulaire, I'ICI provoque la dédation de RE& et inhibe la prolifération
des cellules MCF-7 (Gaddbt al, 2004).

C) Les phyto-cestrogenes
Un effet protecteur des PE sur le cancer du sdité &nvisagé lors de I'analyse des
données épidémiologiques obtenues dans les pamdatasiatiques par rapport aux
populations occidentales. En effet, il existe usgoaiation entre I'importante consommation
de soja des populations asiatiques et leur pluslefairéquence de cancers ocestrogéno-
dépendants (Jakes al, 2002).
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Précisons cependant que cet effet favorable n'@rguvé principalement que chez
les femmes asiatiques, d’autres facteurs tels '‘qupdrtance de la dose consommeée par ces
femmes (12 a 40 mg/jour d’isoflavones), la duréexdosition (souvent depuis I'enfance,
voire in uterg, ainsi que les interactions avec d’autres nutnim@otamment les acides gras
oméga 3 sont également a considérer (Cassticyt, 2006). En Occident, la consommation
des PE n’est pas associée a une diminution dueridgucancer du sein et au contraire dans
certains cas a une augmentation (AFSSA et AFSS2HN).

L’ensemble de ces études suggére que les PE aueffiectivement un rble protecteur
plus important chez les femmes pré-ménopauséestpreles femmes ménopausées (Duffy
et al, 2007).

L’impact de I'administration de lignanes a égaletn&é étudié sur la prévalence du
cancer du sein par des études rétrospectives (Blwcetal, 2006). Ainsi, I'analyse de Horn-
Ross de 2001, effectuée sur une population planigtie aux Etats Unis, n’a pas montré
d’'effet de la prise de matairésinol et de sécoigitésinol sur les femmes pré et
ménopausées. Au contraire, I'étude de Leinseiser2@®, menée sur une population
germanique, a montré une diminution du risque decexa du sein avec la prise de
matairésinol et une corrélation inverse entre texentrations sériques en entérolignanes et le
risque de cancer du sein. Enfin, I'étude de Mc Camr2004, menée aux Etats Unis, montre
une réduction du risque de cancer du sein dansolgg de femmes pré-ménopausées. Ces
résultats sont confirmés par des travaux plus téageontrant une corrélation inverse entre la
consommation de lignanes et les concentrationslaintes d’entérolignanes avec le risque de
cancer du sein (Pillegt al, 2006 ; Touillaudet al, 2007). Au contraire, I'étude de Keinan-
Boker n'a pas pu mettre en évidence de corrélagotre lignanes/entérolignanes et

prévention du cancer du sein (Keinan-Bo&keal, 2004).

La génistéine administrée par voie orale induit, fdgon dose dépendante, une
prolifération des tumeurs (MCF-7) implantées cheg sburis « nude » athymiques (Allretd
al., 2001). De méme, la geénistéine stimule les tumenasmmaires induites par le DMBA
chez des souris sauvages, mais pas chez les &ialksO (Day et al, 2001). Cependant,
d’autre études sur des souris « nude » implantémsdes MCF-7 ou avec des cellules MDA-
MB-231 (cellules de cancer du sein RE -) n'ont pamtré d'effet de la génistéine ni de la
daidzéine (Galleet al, 2006). En particulier, le traitement avec de émigtéine induit une
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différenciation et non une prolifération des tunse®ddCF-7 et MDA-MB-468 de souris
« nude » (Constantincet al, 1998).

Des effets anti-prolifératifs des lignanes chez d®esiris « nude » athymiques
ovariectomisées ayant des tumeurs mammaires MCRt7ét@ montrés (Bergmaet al,
2007 ; Saarineet al, 2007). La génistéine a un effet prolifératif adgaerme sur des tumeurs
MCF-7 de souris «nude » tandis que I'entérodiol I'ehtérolactone la réduisent. En
combinaison, les entérolignanes inhibent la stitmidanduite par la génistéine (Powetral,
2006).

Au niveau cellulaire, les PE se lient aux RE et det effets qui peuvent étre
similaires a ceux induits par bEsur la prolifération des MCF-7 (Hsiedt al, 1998). La
génistéine, la daidzéine et le coumestrol (10 pfitydent la prolifération des MCF-7 en
culture (Schmidet al, 2005). Cependant, le consensus actuel est gitio, les isoflavones
ont un effet prolifératif a de faibles concentraaphysiologiques, de 1 nM a 1 uM) et un
effet anti-prolifératif & de fortes concentratidiag®ses supra physiologiques) sur les MCF-7
(Messina et Loprinzi, 2001 ; Adlercreutz, 2003 ;tManuraet al, 2005 ; Rice et Whitehead,
2007)

Des résultats similaires ont été retrouvés aveaidgérolignanes et les flavanones.
Ainsi, les lignanes stimuleraient la proliferatidas MCF-7 pour des concentrations de 1 a 50
KM, mais inhiberaient cette prolifération en présed’E;, (Mousavi et Adlercreutz, 1992).

La 8-prényl-naringénine aurait un effet cestrogémigqlans les MVLN, cellules
dérivées des MCF-7. D’une maniere générale, lepgment prényl confere a cette molécule
une affinité élevée pour le LBD du REet une activité cestrogénique importantgivo etin
vitro (Milligan et al, 2002 ; Zierawet al, 2005). Les effets de la naringénimevitro sont

encore controversées (Schaefeal, 2003 ; Harriset al, 2005).

Les résultats de ces études cliniques et expéralesntoncernant la relation entre
effets des PE et le cancer du sein sont donc camgés, puisque des rbles a la fois
protecteurs et stimulateurs ont été mis en évideDetie diversité montre l'intérét de mieux
connaitre leurs effets cellulaires, ainsi que lr@canisme d’activation au niveau des RE, afin
de comprendre leurs effets sur des tissus cestratfpendants. Ces résultats permettraient de
trouver, parmi ces PE, des candidats potentielsN6BRnNne éventuelle utilisation en nutrition

préventive sur des pathologies cestrogéno-dépersdante
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Les nombreuses études menées a I'heure actuellesiRE ne permettent pas de
conclure quant aux effets réels de ces moléculesdsunombreux problemes de santé
publique, en particulier sur la ménopause et leeadu sein. Alors que beaucoup d’études
épidémiologiques ou cliniques ont été réaliséesezapeu de travaux se sont intéressés a la
compréhension de leurs mécanismes d’action cetbgatt moléculaires. Or, méme si ces
molécules appartiennent a la grande famille deypb@nols, des difféerences notamment
structurales doivent influer leur capacité a induwine réponse physiologique.

Dans ce contexte, le travail que nous avons emdreguait essentiellement deux
objectifs :

- Reéaliser une analyse comparative des mécanismesvdtgon transcriptionnelle de
REa par I'E; et une collection de PE.

- Rechercher un lien entre les mécanismes d’activatanscriptionnelle du REet les
effets cestrogéniques des PE sur la lignée ceBuMCF-7, un modele d’étude de cancer du

sein.

Dans un premier temps, nous avons mesure l'aativatanscriptionnelle de REpar
les PE. En particulier, il s’agissait d’'identifilzss domaines de transactivation AF impliqués
dans cette activation. Nous avons ensuite étudi€ @h détail des molécules issues de trois
sous familles de PE, les entérolignanes, les ofles et les flavanones et analysé leurs
propriétés pro- ou anti-oestrogéniques dans les MGH se focalisant sur les critéres
suivants : (1) la régulation de génes cestrogéneratigmts, (2) la prolifération cellulaire et (3)
la régulation de l'activité des métalloprotéasesadmatrice.

L’ article 1 de ce manuscrit présente les résultats obtenus lageentérolignanes.
Cette sous-famille parait la plus intéressantequéd’entérodiol et I'entérolactone présentent
des profils d’activation distincts et qui differemtec celui de 'k Le but de ce travail a donc
été de mieux comprendre les rbles respectifs desath@s AF et des différentes boites
composant le domaine AF-1 dans l'activation trapsionnelle de RE dans les MCF-7.
Difféerents mécanismes cestrogéno-dépendants, cuursétre impliqués dans le processus
de cancérisation, ont également été étudiés. QGutide a permis de caractériser les
mécanismes d’action et les propriétés pro- ou @stirogéniques de I'entérodiol et de
I'entérolactone, afin de définir leurs actions emntt que SERM potentiels. Puisque

I'entérolactone induit I'activation transcriptionfeede REx préférentiellementia le domaine
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AF-2 et n'a pas d’'effets pro-cestrogéniques, cetécoule présenterait des potentialités en

tant que SERM, dans le cadre d’une protection trutrelle contre le cancer du sein.

L article 2 rassemble les résultats obtenus avec les isoflav@eite sous-famille de
PE est tres étudiée depuis quelques années, nmisoleclusions sur leurs propriétés
cestrogéniques restent tres controversées. Pouer tdigxpliquer les résultats divergents
observés, nous nous sommes intéressés aux meécanisieculaires de [l'activation
transcriptionnelle de REinduite par les isoflavones et a leurs effetscautaines propriétés
cestrogéno-dépendantes. Ce travail a montré quésddavones ont des propriétés pro-

cestrogéniques, quel que soit le contexte cellulaire

La derniere partie de ce travail présente les memmésultats obtenus avec la sous
famille des flavanones. Les profils d’activatioartscriptionnelle obtenus lors de cette étude
préliminaire montrent une différence de mécanisragetdation transcriptionnelle de RE
entre la naringénine et la 8-prényl-naringénineusNavons donc cherché a comprendre leurs
mécanismes d’activation respectifs. La naringérineyme I'entérolactone, semble impliquer
préférentiellement le domaine AF-2 alors que laréhpl naringénine serait un agoniste pur
de REx, comme I'k.

Enfin, la derniére partie de ce manuscrit sera acnée a l'interprétation et a la

discussion générale de nos résultats.

90



MATERIEL ET METHODES

91



. MATERIEL

A. Lignées cellulaires utilisées

1. Une lignée cancéreuse mammaire : la lignée MCF-1(eéro
ATCC : HTB 22)

Cette lignée est frequemment utilisée comme mod@&tidein vitro de cancer du
sein. Ce sont des cellules épithéliales d’'un adgmowome mammaire, issu en 1970 d’'une
patiente de type caucasien agée de 69 ans. Cde®gtllules adhérentes, qui ont une forme
pseudo-circulaire avec de rares prolongements agopques. Elles se présentent souvent
sous forme de petits amas cellulaires. Cette ligirstalite « différenciée ». Les deux formes
de REi, de 66 et 46 kDa, sont exprimées de facon endogiesent majoritaires par rapport
au RBB (Flouriotet al, 2000 ; Penott al, 2005).

2. Des lignées modeles d’étude
Nous avons utilisé 3 lignées de cellules épithésiaddhérentes, qui n’expriment pas
les RE mais qui représentent des modéles d’étudsatro tres utiles pour une meilleure
compréhension du mode d’activation moléculaire &e EBerry et al, 1990 ; Tzukermaet
al., 1994 ; Metivieret al, 2001).

a) La lignée HepG2 (numéro ATCC : HB 8065)
Cette lignée, issue d’'un carcinome hépatique daumg¢ homme argentin de 15 ans,
date de 1975. Cette lignée est dite « différensiég la transactivation du REapres

transfection passe par le domaine AF-1 (Metal, 2004).

b) La lignée HeLa (numéro ATCC : CCL 2)
Cette lignée est issue d’un carcinome utérin diememe noire de 31 ans, prélevé en
1951. La transactivation du REaprés transfection passe par le domaine AF-2edigtiée
est dite « dé-différenciée » (Merettal, 2004).
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C) La lignée CHO (numéro ICLC : HTL 95003)
Cette lignée, issue d'un ovaire de hamster, est ditdé-différenciée » et la
transactivation du RiE aprés transfection passe de fagon équivalentéepatomaines AF-1
et AF-2.

B. Milieux de culture

Toutes les lignées cellulaires utilisées sont w@&éts en routine dans du Dulbecco’s
Modified Eagle Medium DMEM (Sigma) contenant 1% rdibiotiques (pénicilline 100
U/mL, streptomycine 100 pg/mL, Sigma) et 5% de weme veau feetal (SVF, Sigma)
préalablement décomplémenté, qui permet l'apport fdeteurs de croissances. La
décomplémentation du SVF s’effectue par chauffagé°& pendant 20 min.

Pour les expérimentations, un « milieu expérimentast utilisé : il s’agit d’'un milieu
DMEM/F12 (Invitrogen), ne contenant pas de rougepkénol (indicateur coloré de pH) et
contenant 2,5% de SVF décomplémenté et déstéréirdé’ éviter toute interaction avec les
stéroides éventuellement contenus dans le SVF.d&auties également 1% d’antibiotiques et
du bicarbonate de sodium (1,2 g/L). La déstéraidatonsiste en deux agitations d’une heure
dans de la glace du SVF préalablement décompléreemié&langé a du charbon végétal actif
1% (Sigma) et & du dextran 0,1% (Sigma). Le chadida dextran sont ensuite éliminés par
centrifugation (30 min, 900 g), le SVF est stééiar filtration (0,22 ., Nalgene).

C. Produits chimiques

L'E,, la naringénine (Nar), la 8-prényl-naringénineP(8) ainsi que le tamoxifene
(Tam) proviennent des laboratoires Sigma.

La génistéine (G), la daidzeine (D), I'équol (E) mélange racémique, I'entérodiol
(ED) et I'entérolactone (EL), sont issus de syntséshimiques réalisées par le Dr. Svitlana
Shinkaruk-Poix au Laboratoire de Chimie OrganiqueOeganométallique (LCOO) de
I'Institut des Sciences Moléculaires (ISM), UMR 526NRS, Bordeaux. La pureté de ces
produits est a 95% par analyse RMN.

Le coumestrol (C) et le resvératrol (R) provienngatla société APIN fine chemical
basée a Abingdon Oxon (UK).
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La solution stock d’Eest préparée & TM dans de I'éthanol (EtOH). Des solutions
meéres sont préparées a?1® dans du DMSO (Di Methyl Sulfoxide, Sigma) pours le
entérolignanes ou dans de I'EtOH pour toutes leseaumolécules. L’ICI provient du
fournisseur Tocris, la solution stock a une conegion de 1¢ M dans du DMSO.

Ces solutions sont stockées a 4°G, (g D, E, ICI) ou a -20°C (ED, EL, C, R, Nar, 8-

PN), a I'abri de la lumiere.

D. Plasmides utilisés

Les différentes constructions plasmidiques utikséet été aimablement fournis par le
Dr. Gilles Flouriot de I'équipe « Récepteur desroggnes et destinée cellulaire » de 'UMR
CNRS 6026 a Rennes, sauf le pSGBR#ti a été fourni par le département du Pr. J.A.

Gustafsson (Dpt Biosciences and Medical Nutritidarolinska Institute, Sweden).

Ser 118
lo)

REa A B c D E F

REa 66 AF |
REa A79 CF

Figure 31. Schéma des différentes constructions utilisées

Les pSG5, pSGRiB6 (HEO), pSGREA79, pSGRE46 et pSG5RE sont des
vecteurs d’expression eucaryotes ne contenant auseguence codante (plasmide vide
pSG5) ou contenant respectivement les séquencestesd(ADNc) de R&66, REXA79,
RE046 et RB. Les constructions du REsont représentées schématiquement dafiguise
31 Le pSGREA79 contient TADNc codant une forme tronquée deoBE& c'est a dire
délétée des 79 premiers acides aminés. Il a éehwlat partir du plasmide pSGhé&Eb (Ali
et al, 1993 ; Flouriokt al, 2000).
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Le pSGREA79 S118A contient TADNc codant le R&79, avec une mutation
ponctuelle au niveau de la S118, qui a été remplaad une alanine. Ce changement ne
permet plus la phosphorylation du récepteur sue girine en position 118. Ce plasmide a
été obtenu a partir du plasmide pSGBE S118A (Aliet al, 1993).

Le pCMV-Galactosidase (Promega), est un plasmide contdeagéne bactérien
Lac-Z codant I'enzyme-galactosidase, qui donne une réaction colorée résepce du
substrat ONPG (O Nitro-Phény-D-Galactopyranoside, Sigma). Ce plasmide estsatili

comme témoin de transfection et permet de détertiaféicacité de la transfection.

Les plasmides pC3-LUC et pERE-TK-LUC sont tous ddeg vecteurs rapporteurs.
lls contiennent en amont de la séquence codanudéétase, le promoteur humain du
complément C3 ou la séquence consensus ERE devgmtoinoteur du gene codant la
thymidine kinase (TK) (Flouriogt al, 2000 ; Metivieret al, 2001 ; Merogt al, 2004).

Contrairement au plasmide rapporteur pC3-LUC, ksipiide rapporteur pERE-TK-
LUC peut étre activé par les RE endogenes expramés les cellules MCF-7 (Penet al,
2005). Afin de discriminer l'activation par le réteur endogéne et par le récepteur
transfecté, nous avons donc utilisé le plasmide-p@3 pour les transfections dans les
cellules MCF-7. En revanche, dans les cellules HelepG2 et CHO, qui n’expriment pas de
facon endogene le RE, nous avons utilisé le plasmpBERE-TK-LUC, qui présentait une

meilleure activation que pC3-LUC dans ces troindigs cellulaires.
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. METHODES

A. Culture cellulaire

Toutes les opérations de culture cellulaire soaligées dans des conditions stériles,
sous hotte a flux laminaire vertical (Eurocyt 1E&I FluFrance). La culture des cellules est
réalisée dans un incubateur (Hera Cell), qui petenetaintien des conditions de température
(37°C) et de concentration en €(®%). Les cultures sont effectuées dans des ffacken
culture de 75 ou de 182 érfGreiner Bio One).

Lorsque les cellules atteignent la subconfluenes, piquages sont réalisés. Pour
cela, le milieu de culture est éliminé et les delurincées par du PBS (Phosphate Bufer
Saline) pour éliminer toute trace de SVF. Apreésitaaid de trypsine 2,5% (Invitrogen), une
incubation a 37°C pendant 2 a 5 min permet le d&mant et la dissociation des cellules.
L’action de la trypsine est neutralisée par I'ajdatmilieu de culture contenant du SVF. Les
cellules sont comptées a I'aide d’'un compteur delles (Beckman Coulter), puis une partie
de la suspension cellulaire est utilisée pour eeserr de nouveaux flacons de culture, tandis
gu'une autre partie est utilisée, apres dilutiorecagte, pour ensemencer des plaques
multipuits (24 ou 96, Greiner Bio One) ou des itke Pétri (Greiner Bio One) pour la

réalisation des différentes expérimentations.

Des lots de congélation sont réalisés régulierenaéint de limiter le nombre de
repiguages. Une partie de la suspension cellukstecentrifugée et le culot cellulaire est
repris dans un tampon de congélation constitué @ de DMEM, de 20% de SVF
décomplémenté et de 10% de DMSO, & raison d€ 8ellliles par mL. Ce mélange est alors
réparti dans des cryotubes (Greiner Bio One) aG3®ndant 4 h, puis a -80°C, afin d’avoir
une congélation progressive. A l'inverse, la déébatipn s’effectue rapidement en reprenant

les cellules dans du milieu de culture.
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B. Etude de la prolifération cellulaire

Pour étudier la prolifération cellulaire, les cla MCF-7 sont ensemencées dans des
plaques 24 puits a raison de 25000 cellules pds plains du DMEM contenant 5% de SVF.
Apres 24 h, les cellules ont adhéré, le milieu ddétuce est éliminé, puis du milieu
expérimental contenant les molécules & testerjestéa(10® M pour I'E, 10° M ou 10°M
pour les PE, 1®M pour I'ICI), seules ou en combinaison avec,|&/ou I'ICI, ou le solvant
seul (EtOH ou DMSO a 0,1%).

Les cellules sont comptées a l'aide du compteucelleles aprés 1, 3 ou 5 jours de
traitement. Deux types de traitement ont été affextLes traitements de 24 h ou 72 h sont
réalisés dans du milieu expérimental ne contenaside SVF, tandis que celui durant 5 jours

est réalisé dans du milieu expérimental conten&d2le SVF décomplémenté déstéroidé.

C. Transformation, amplification et purification d&ADN plasmidique

Afin d’amplifier TADN plasmidique, une transforman bactérienne est tout d’abord
nécessaire. Tous nos plasmides contiennent le déneesistance a I'ampicilline et sont
introduits par choc thermique dans la souche baciée compétente Escherichia coli
contenue du kit « One Shot TOP 10 competent cellawitrogen). Les tubes (50 pL) sont
donc placés dans de la glace pendant 30 min, puwisiis a un choc thermique de 42°C
pendant 30 s. Du milieu riche (250 pL) permettdatneliorer I'efficacité de transformation
est alors rajouté, puis les tubes sont mis entamitd0 g a 37°C pendant 1h. La suspension
de bactéries transformées est ensuite étalée subaites de Pétri contenant du milieu LB
(Luria Bertani)-agar, composé de 1% de Tryptonec{@e Dickinson), 1% de NacCl, 0,5%
d’extrait de levure (Fisher Bioblock) et de 1,5% Agar (Becton Dickinson), avec de

'ampicilline (100 pg/mL, Euromedex).

Aprés une incubation d’une nuit & 37°C, une colaleebactéries isolée, transformée
par le plasmide recombinant, est repiquée dansilileunbB contenant le facteur de sélection
des bactéries transformées (ampicilline).

La culture bactérienne est amplifiée a partir diteceolonie et 'ADN plasmidique
peut étre purifié selon le protocole de purificatmasmidique du kit « Midi Prep » (Qiagen).
La quantité d’ADN plasmidique est dosée par spetimtométrie UV. L’absorbance est lue a
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260 nm, puis a 280 nm. La concentration en ADNmldi&jue est calculée, selon la formule
ci-dessous et les ADN plasmidiques sont alors ggasex -20°C jusqu’a utilisation.
[ADN] en pg/mL = (DO260nm — DOblanc) x 50 x facteudilution

La qualité de I’ADN récupéré est un facteur impotrtpour obtenir, par la suite, une
bonne efficacité de transfection. Ainsi, le rapdo@®260/D0280, qui refléte la pureté de la

préparation d’ADN plasmidique est calculé. Celudait étre compris entre 1,8 et 2,1.

D. Transfections transitoires

La transfection cellulaire permet I'expression dengs d'intérét dans une cellule
donnée. Pour cela, nous utilisons la techniquerdesfert d’ADN plasmidique par les
liposomes.

Pour I'étude de l'activation transcriptionnelle deE, les cellules sont ensemencées
dans des plaques 96 puits de facon a obtenir 8086rdience au moment de la transfection,
24 h aprés 'ensemencement. Cela représente 12800es/puits pour les lignées MCF-7 et
HepG2, et 2 500 cellules/puits pour les lignéesalel. CHO.

Pour I'étude de I'expression protéique, les ceflident ensemencées dans des plaques
6 puits (Greiner Bio One), ce qui représente 5008#lles/puits pour les MCF-7 et HepG2
et 100000 cellules/puits pour les HeLa et les CHE@ns I'heure qui précede la transfection, le
milieu de culture est remplacé par du milieu expéntal.

Les quantités totales d’ADN plasmidique sont den§Qoar puits pour les plaques 96
puits et de 1 pug par puits pour les plaques 6 pLi&DN total transfecté est composé du
plasmide contenant le gene d’intérét (respectivérh@mg et 200 ng pour les plaques 96 et 6
puits), du plasmide contenant le gene rapportewtueplasmide codant IR-Galactosidase
(respectivement 20 ng et 400 ng de chaque plagmaideles plaques 96 puits et 6 puits). Les
transfections s’effectuent alors grace au FUGENIRBthe).

L’ADN et le FUGENE™ sont mélangés a température iantb, puis, aprés une
incubation de 30 min, ce mélange est ajouté alemiixpérimental sur les cellules pendant
24 h a 37°C. Apres ces transfections, le traitereshieffectué dans du milieu expérimental
contenant les différentes concentrations des miglécutester (de oM & 10° M pour les

PE, de 13°M & 10°M pour I'E,, 10°M pour le Tam et I'ICl), seules ou en combinaison,
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contenant uniquement 0,1% de solvant (EtOH ou DM3Pjes 24 h de traitement, le milieu
est éliminé et les cellules sont rincées avec d8.PB

Dans le cas des transfections en plaque 96 puitsardpon de lyse RLB (Reporter
Lysis Buffer 5X, Promega) est distribué dans chaguits (120 pl/puits). Les lysats
cellulaires sont récupérés et conservés a -20°G Hattente des dosages des activies
galactosidase et luciférase.

Concernant les transfections en plague 6 puitanigon de lyse cellulaire (décrit dans
le paragraphe « extraction protéique ») est rajeL®® pL/puits). Les lysats cellulaires sont

récupérés et conservés a -20°C en attendant diedfelbextraction des protéines.

E. Mesure des genes rapporteurs

1. L’activité S-galactosidase

La co-transfection du plasmide contenant le gewmipour Ig3-galactosidase est un
moyen rapide de vérifier I'insertion plasmidiqueagtsi I'efficacité de transfection, puisqu’il
est considéré que le taux d’insertion des plasmadtsdentique quel que soit le plasmide
inséré. Le lysat cellulaire (55 pL) est incubé a@avec 200 pL d’'une solution de substrat
constituée de MgGI3-MercaptoEtOH (240 pL, Mg@l0,1 M,3-MercaptoEtOH 4,5 M,
Sigma) de tampon phosphate (13,67 mL, 0,1 M, pH3¥F &t de solution de substrat ONPG
(5,28 mL, 4 mg/mL, Sigma) jusqu’a I'apparition dauroloration jaune (1 a 5 h selon les
lignées). Les mesures d’absorbance sont effectaéd85 nm par un spectrophotometre
(VICTOR, Perkin Elmer).

2. L’activité luciférase
L’activité luciférase reflete I'activation des proteurs contenant des éléments de
réponse aux RE. La mesure de cette activité steiea I'aide du kit « Luciferase Assay
System » (Promega). Le réactif luciférine (20 pee@ATP et MG") est ajouté & 40 pL de
lysat cellulaire dans une plague 96 puits. La lectimmédiate se fait a l'aide d'un
luminometre (VICTOR, Perkin Elmer). L’activité Idérase est exprimée en unité relative de

luminescence (URL) émise par seconde.
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F. Analyse de I'expression des ARNm

1. L’extraction des ARN totaux
Pour I'évaluation des taux d’ARNm, les MCF-7 sons@menceées dans des boites de
Pétri de facon a obtenir 80% de confluence au moohetraitement, c'est-a-dire 5 jours apres
'ensemencement. Le traitement est effectué, pan2iarh, dans du milieu expérimental ne
contenant pas de SVF, mais contenant les moléétue#es (1 et 10 uM pour les PE, 10 nM
pour I'E;, 1 UM pour I'ICI), seules ou en combinaison, ountemant uniquement 0,1% de

solvant.

L’extraction des ARN totaux est réalisée selon Ethude basée sur la technique de
Chomczynskiet Sacchi (Chomczynski et Sacchi, 1987), au guamehiocyanate-phénol-
chloroforme en utilisant du Tri-Reagent® (Euromédex

Avant 'extraction, les cellules sont rincées aded®BS, puis 400 pL de Tri-Reag®nt
sont ajoutés pendant 5 min a température ambibatg/sat cellulaire est récupéré dans des
tubes, 40 uL de BCP (Bromo-Chloropropane, MolecResearch Center) sont ajoutés. Aprés
une agitation vigoureuse de quelques secondegyldes sont incubés 10 min a température
ambiante, puis centrifugés (18 000 g, 15 min, 4t@)phase aqueuse supérieure contenant les
ARN est ensuite récupérée. Une incubation de 10awat 200 pL d’isopropanol pur est
effectuée afin de faire précipiter les ARN totaéres centrifugation (18 000 g, 15 min,
4°C), le culot d’ARN obtenu est rincé par de I'EtQF0% v/v, 400 pL). Ce dernier est enlevé
aprés centrifugation (18 000 g, 5 min, 4°C). Unis féché, le culot d’ARN est repris dans
20pL d'H,O DEPC (Diéthylpyrocarbonate, Invitrogen).

La concentration d’ARN est dosée par spectrophotioen®V (VICTOR, Perkin
Elmer). L’'absorbance est lue a 260 nm, puis a 280Le rapport 260/280 refléte la pureté de
la préparation. La concentration d’ARN est alorkwée, selon la formule ci-dessous et les
ARN conservés a -80°C jusqu’a utilisation.

[ARN] en pg/mL = (DO260nm — DOblanc) x 40 x facteudilution
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2. La transcription inverse et I'amplification
La transcription inverse ou reverse (RT) permetraescrire TARNmM en ADNCc par la
transcriptase reverse qui synthétise le brin cometdaire d’ADN a partir d’'une amorce
polydT hybridée avec la queue polyA des ARNm. Lad8fectue a partir de 2 ug d’ARN

totaux.

La premiere étape consiste en une incubation dBNAendant 10 min a 70°C.
Ensuite, pour chaque échantillon d’ARN, le méladgerit ci-dessous est ajouté a raison d’'un
volume total de 20 pL par tube. Chaque tube estbi@selon le protocole décrit ci-dessous
dans un thermocycleur (Mastercycler Gradient, Edpgih Pour chaque RT, un témoin
négatif est réalisé dans un tube ne contenant RNd La composition du mélange
réactionnel et le programme utilisé pour la RT sndiqués dans leableau 7. L’ADNc ainsi
synthétisé se conserve a -20°C jusqu’a utilisation.

Tableau 7. Composition du mélange réactionnel et programme de RT

Mélange pour un tube Protocole d'incubation de RT
ARN 2 ug
MgCl; 25 mM 5 mM 42 °C 15 min
RT tampon 10X 1X 95 °C 5 min
dNTP 10 mM ImM 5°C 5 min
RNase inhibiteur 2500 U 05U
Amorces oligodT 0,5 g
RT 1500 U 15U
H,O gsp 20 ylL total

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technmgumettant d’amplifier de
facon exponentielle un fragment d’ADN déterminé, famplification se fait sur de ’ADNc
et reflete donc le niveau d’expression de 'ARNmhe&rché.

L’amplification s’effectue a partir d’1 pL d’ADNcealchaque échantillon, auquel est
ajouté le mélange décrit ci-dessous pour obteniralume total de 20 pL par tube.

Un témoin négatif est réalisé pour chaque amptiboasur un échantillon ou TADNc

est remplacé par de 18 DEPC. Letableau 8récapitule le mélange réactionnel pour un tube.
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Tableau 8. Mélange pour un tube pour la PCR

ADNCc 1
Tampon 10 X/MgCl, 1X

dNTP 10 mM 200 puM
Amorce sens 50 pmol
Amorce anti-sens 50 pmol
H.0 gsp 20 pL

Les mélanges sont placés dans le thermocycleur pobir le programme PCR
(tableau 9.

Tableau 9. Programme PCR

Activation de I'enzyme 94 °C 3 min
Dénaturation des brins d ADNc 94 °C 45 sec
Hybridationspécifique des amorces avec I'ADNc (Tm) 50/60 °C 30 sec 7 *
Elongation des brins nouvellement synthétisés 72°C 30 sec

: Ces 3 étapes sont reproduites entre 30 et 40 cycles selon les fragments a amplifier
Terminaisonde la synthése des néobrins 72 °C 7 min

Le tableau 10 indique la position des amorces sur les séqueosegspondantes
d’ADNCc recherché, la taille des fragments de PCiRsiaque le nombre de cycles et les

températures d’hybridation (Tm) utilisées pour ar@cgaction d’amplification.

Tableau 10. Numéro de séquences des geénes cibles, séquences et Tm des
amorces utilisées pour les PCR, tailles attendues des fragments amplifiés

ADNCc cible Séquences Taille Tm
REa F2:5 AATTCAGATAATCGACGCCAG 3' 344pb 50°C
NM-000125.2 R3:5' GTGTTTCAACATTCTCCCTCCTC 3

RP F:5 ACAGGACCCCTCCGACGAAAA 3 328 pb 50°C
NM-000926 R:5 AGCTGTCTCCAACCTTGCACC 3

pS2 F:5 6CCCAGACAGAGACGTGTACAGT 3' 160pb 50°C
NM-003225 R: 5 CTGGAGGGACGTCGATGGTATTAG 3

B-actine F:5 CCCCAGGCACCAGGGCGTGAT 3 250 pb 60 °C
NM-001101 R:5 GGTCATCTTCTCGCGETTEECCTTGE6GT 3

102



L’ADN amplifié peut alors étre stocké a 4°C avan®tek visualisé apres
électrophorése. Pour la visualisation, 10 uL ddséiillons sont déposés sur gel d’agarose
2% préparé dans du TAE (Tris Acetate EDTA) 1X coaté du bromure d’éthidium (0,5
pg/mL) avec du tampon de charge (Blue/orange 6XMihgadye, Promega). La migration
s’effectue a 100 V pendant 25 min.

Les tailles des fragments sont estimées a l'aidendeueurs de poids moléculaires,
qui migrent dans les mémes conditions expérimeni@ehelle de 100 pb, BenchTop 100 pb
DNA Ladder, Promega). Les tailles sont ensuite cmégs aux tailles théoriquement
attendues.

L’analyse densitométrigue des bandes obtenues fiesitigte a l'aide du logiciel
ImageJ 1.17 (National Institutes of Health, USA).

L'amplification du géne d'intérét est déterminde facon semi-quantitative par le
calcul des intensités des bandes obtenues, quinsomalisées ensuite a celle d’'un contrble
interne, IgB-actine. Le contrble expérimental est représentélgsmcellules MCF-7 traitées
par du solvant (0,1% EtOH) et dont l'indice d'arfiiqgition est égal a 1. Pour ce faire, la
mesure de l'amplification des genes cibles doie &talisée dans la zone exponentielle
d’amplification. Il est donc nécessaire de réalamepréalable une étude de I'amplification des
génes cibles et du contréle interne en fonctionndmbre de cycles d’amplification. Le
nombre de cycles a effectuer a donc été fixé ao22 pS2, 25 pour If-actine, 32 pour le RP
et 40 pour le RE.

G. Analyse de I'expression des protéines

1. L’extraction des protéines totales
Pour I'évaluation des taux protéiques, le protoastle méme que celui décrit pour
'analyse de I'expression des ARNm. Les MCF-7 samdemencées dans des boites de Pétri
de facon a obtenir 80% de confluence au moment rditement, 5 jours apres
'ensemencement. Pour les cellules transfectéekgHdepG2, CHO), I'ensemencement, la
transfection et le traitement sont réalisés selrprotocole décrit pour les transfections
transitoires. Le traitement est effectué pendanth2dans du milieu expérimental comme

précedemment.
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Les cellules sont lysées a l'aide d’'un tampon datton. Le tampon d’extraction est
composeé d’une solution de base (Glycérol 10%, HiG$ 20 mM, NaCl 140 mM, Ng,O; 10
mM, NaF 10 mM, NgvO4 2 mM, EDTA 3 mM, pH 7,4, Sigma) a laquelle il faaouter
extemporanément des inhibiteurs de protéases,dr saprotinine 10 pg/mL, la leupeptine
10 pg/mL, le phénylméthylsulfonidenfluoride (dilaé 1/106™dans de I'EtOH) 8,7 ug/mL,
la benzamidine 234 pg/mL et du Tritoff-400 1% (v/v, Sigma).

Les lysats cellulaires sont récupérés puis cegigu14000 rpm ou 18 000 g, 30 min,
4°C). Les surnageants, contenant les protéineles$otsont récupérés et conservés a -80°C. La
concentration protéique de chaque échantillon ésrohinée par la technique colorimétrique
de Bradford utilisant le bleu de Coomassie (Bio-)R@tadford, 1976). La détermination de
la concentration protéique se fait par rapport @ gamme étalon d’albumine bovine sérique

(BSA de 0 a 1,5 mg/ml, Sigma) par lecture au sppbiwtometre a 590 nm.

2. L’'analyse de I'expression protéique par Western Blo

Les extraits protéiques (20 a 40 ug de protéinas) mélangés a du tampon de charge
contenant du bleu de bromophénol 1 mg/mL, du THLB, 25%, du glycérol 10%, du SDS
(Sodium Dodécyl Sulfate) 50 mg/mL (Sigma) et audutdut rajouter extemporanément du
B-MercaptoEtOH 12,5%, puis dénaturés a 100°C penBamin. Les protéines sont alors
séparées sur un gel délectrophorése dénaturant 3D%-PAGE (PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) (Laemmli, 1970). La migration #efue pendant 2 h & 130 V dans du
tampon de migration (Tris base 25 mM, de la glyci®@ mM, et du SDS 0,1%). Apres la
migration, les protéines sont transférées sur mangbmolyvinyldifluoride (Amersham)
pendant 2 h a 100 mA, dans du tampon de trandfas ljase 12 mM, glycine 96 mM, SDS
0,01%, méthanol 20%).

En paralléle des échantillons, un marqueur de poid&culaire (SeeBlfe Plus2
Prestained Standard, Invitrogen) et des contr@egifs sont aussi séparés par électrophorese
dans les mémes conditions expérimentales. Ces oemtmpositifs sont des protéines
recombinantes obtenues par transcription/tradudtiovitro réalisées a I'aide du kit « TNT
Quick Master Mix » (Promega), a partir des plas®idegSGRE66, pSGREA79 et
pSGRE46.
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Apres le transfert, la membrane est incubée perland température ambiante dans
un tampon de blocage appelé BLOTTO A (TBS a pHcoenant du Tris-base 10 mM, du
NaCl 0,1 M, 0,05% de Tween2@ampon TBS Tween) et 5% de lait écrémé en pouafie)
de saturer les sites aspécifiques.

Aprés avoir éliminé le tampon de blocage, la memdrast incubée une nuit sous
agitation a 4°C avec l'anticorps primaire dilué slau tampon de blocage :

- anticorps polyclonal de lapin HC-20 anti-ERTEBU Bio) dilué au 1/1008° dans
du BLOTTO A.

- anticorps monoclonal de souris Ac-15 dictine (Sigma) dilué au 1/5088 dans
du BLOTTO A.

Aprés incubation, les anticorps non liés a la memérsont éliminés par 3 lavages
successifs de 5, 10 et 15 minutes avec du tamp& Th&en. La membrane est incubée 1 h a
température ambiante avec les anticorps secondaappropriés, des anti-IgG
(Immunoglobuline G) correspondants conjugués aelxydase (anti IgG de lapin ou de
souris, TEBU Bio et Sigma), dilué au 1/5688det au 1/10000™ respectivement, dans du
tampon de blocage.

Trois ringages successifs de 5, 10 et 15 min aveaihpon TBS Tween, permettent
d’éliminer I'excés d’anticorps secondaire. La rewé@n des complexes antigéne-anticorps
spécifiques sur la membrane se fait par une régadgochimioluminescence en utilisant le kit
« western blotting luminol reagent » (TEBU Bio)@elles recommandations du fournisseur.
Les membranes sont exposées a des films (HypeHdh, Amersham) pendant des durées
allant de 20 s a 1 min selon I'intensité du sighalpoids moléculaire des bandes spécifiques
ainsi révélées est déterminé grace a la migratiomarqueur de poids moléculaires connus et

I'utilisation des protéines recombinantes des diffiés RE.

Lors de la présence de plusieurs bandes, la sgézifie celles-ci est vérifiee par des
incubations avec I'anticorps secondaire en omeli@mtiicorps primaire.
Les signaux sont numérisés et l'intensité relatiee bandes spécifiques est mesurée a

I'aide du logiciel ImageJ 1.17, afin de détermilesr quantités relatives de protéines
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H. Analyse de I'activité des métalloprotéases de laio®a

Les activités gélatinolytiques des MMP-2 et MMPéhtenues dans le surnageant des
cellules en culture peuvent étre mesurées par zyapbge. Le principe de cette analyse
consiste en une séparation électrophorétique adsipes dans un gel SDS-PAGE imprégné
de gélatine. Les gélatinases (MMP-2, 72 kDa et M\MIP6 kDa) sont mises en évidence par
leur capacité a dégrader leur substrat, ce quiaseit, aprés coloration de la gélatine, par des

bandes blanches sur fond bleu (Kleiner et Stetievehson, 1994).

1. La préparation des échantillons

Pour I'évaluation des activités gélatinolytiquesplotocole est identique a celui décrit
pour l'étude de la prolifération cellulaire. A sayopour les MCF-7, ces cellules sont
ensemenceées dans des plaques 24 puits a rais&@@ &llules/puits.

Apres 24 h, le milieu de culture est remplacé pamilieu expérimental pendant 1 h,
puis par du milieu expérimental sans SVF, mais &é@itement indiqué.

Le surnageant est collecté apres 24 et 72 h dertrant et le nombre de cellules dans
chaque puits compté a I'aide du compteur de cellule

Pour éliminer les débris cellulaires, le surnaggaéltevé est centrifugé (200 g, 5 min,
4°C). Le culot de débris cellulaire est éliminéisp®00 pL de ce surnageant sont repris dans
un nouveau tube. Les MMP-2 et MMP-9 étant faiblehsaprimées dans les cellules MCF-7,
une étape de lyophilisation est effectuée pouctexentrer 10 fois et le lyophilisat est repris
dans 90 pL d’HO.

Les lyophilisats sont mélangés a du tampon de ehaxg en condition non réductrice
(SDS 50 mg/mL, Tris-HCI 48 mg/mL, Glycérol 20%, blde bromophénol 30%). Le volume
de lyophilisat pour chaque échantillon est nornéapar rapport au nombre de cellules par
puits. Les échantillons sont alors chargés suS@3-PAGE 10% contenant 10% de gélatine

(zymogramme, Invitrogen, EC-6175) a raison de 3%paipuits.

2. L’électrophorése et la révélation
La migration s’effectue dans du tampon de migrafidentique a celui décrit dans le
paragraphe Western Blot), pendant 1h30 a 130 Ve#\t migration, le gel est incubé 1 h
sous agitation dans une solution de renaturatidRITON®X-100 2,5%) & température

ambiante, permettant d’éliminer le SDS. Le gel essuite rincé dans de l'eau et incubé
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pendant 36 h a 37°C dans un «tampon gélatinasastitué de Tris-HCI 50 mM, de NaCl
200 mM, de CaGl5 mM, et de Brij-30 0,065% a pH 7,5.

La coloration est effectuée par incubation du geldant 1 h a température ambiante
dans une solution de coloration au bleu de Coomg§somassie 0,5%, Sigma, dans une
solution contenant un mélange de méthanol 30% jdEaacétique 10%). Le gel est ensuite
décoloré dans un tampon de décoloration (méthatél acide acétique 10%) et séché.

L’activité gélatinolytique apparait alors comme desndes claires de différentes
intensités sur un fond coloré en bleu. La tailles d@ndes d'intérét MMP-2 et MMP-9
(respectivement 72 et 96 kDa) est confirmée pamigration d’'un marqueur de poids
moléculaires en paralléle.

Une image du gel numérisé permet de mesurer l'sitienrelative des bandes

spécifiques a I'aide du logiciel ImageJ 1.17.

I.  Expression des résultats et analyses statistiques

Pour I'étude de I'activation transcriptionnelle’adtivité du géne rapporteur finale
induite par les molécules testées est obtenue aordsalisation de l'activité luciférase par
l'activité 3-galactosidase. Les résultats sont alors exprimés forme d’histogrammes en
valeur relative par rapport a la réponse obtenuss des conditions témoins (transfections
réalisées avec le plasmide vide). Toutes les conditexpérimentales sont réalisées en

triplicata et les expérimentations ont été réalisées au mimi fois.

Pour I'analyse de I'expression d’ARNm, de I'expiiessprotéique et des activités des
MMP: l'intensité relative des bandes est détermigéice au logiciel Image J 1.17 et les
résultats sont exprimés sous forme d’histogrammesakeur relative par rapport a la réponse
obtenue dans les conditions témoins (traitement Bvenilieu expérimental seul). Toutes les
conditions expérimentales sont réaliséesl@plicataet les expérimentations ont été realisées
entre 3 et 5 fois.

Pour la prolifération cellulaire : le nombre de laigls est représenté sous forme
d’histogrammes, soit en valeur brute, soit en vatelative par rapport a la réponse obtenue
dans les conditions témoins (traitement avec leilemilexpérimental seul). Toutes les
conditions expérimentales sont réaliséed@plicataet les expérimentations sont réalisées un

minimum de 6 fois.
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Toutes les valeurs sont exprimées sous forme demmay+ SEM (écart standard a la
moyenne). L’analyse statistique des variations e entre les valeurs des différentes
conditions expérimentales a été effectuée par ame«wvay ANOVA » suivi d’'un post-test de
Dunnett a comparaison multiple ou par un « studdrigst ». Ces analyses ont été réalisées a
l'aide du logiciel GraphPad Prism®. Les différencematistiques sont respectivement
indiquées par 1, 2 ou 3 symboles pour p<0,05, d<€t®<0,001.
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RESULTATS
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. PREAMBULE

A. Validation des modeles d’étude

La premiére partie de ce travail de these a canaistilider tous nos modéles d’étude.

1. Contextes cellulaires
Pour confirmer les contextes cellulaires des lignékeLa et HepG2, nous avons
mesuré, apres tranfections, I'activation transmipielle de RE66 ou REx46 induite aprés
24h de traitement avec bEfigure 32). D’autre part, nous avons mesuré I'effet d’'unragte
partiel AF-1, le Tam, sur l'activation transcriptizelle de RE66 (figure 33). Dans les HelLa

et les HepG2, le gene rapporteur utilisé est un-ERE.UC.

Hela HepG2
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Figure 32. Effet de I'E> (10°® M) sur I'activation transcriptionnelle de REa66 et
de RE046 dans les lignées Hela et HepG2

Les graphes représentent l'activation transcriptionnelle de REa66 et REo46 obtenue
aprés 24h de traitement avec 10°M d'E; par rapport & l'activation transcripitonnelle
obtenue lorsque les cellules transfectées sont traitées avec une solution contréle, qui a
été normalisée a 1 et qui n'est pas représenté sur le graphe*** (p<0,001) pour la
comparaison entre REa66 et REa46

Dans les Hela, il n'y a pas de différence entretiation transcriptionnelle de
RE066 et de RE46 induite par I'iz (3,9 £ 0,6 et 3,3 + 0,8). Au contraire, dans lep82,
I'activation transcriptionnelle de REB6 est supérieure a celle dedIb (25,5 + 3,1 et 1,4 +
0,3, p< 0,001). Ces résultats confirment les caategdes deux lignées : AF-1 pour les HepG2
et AF-2 pour les Hela.
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Figure 33. Effet du Tam (10°® M) sur l'activation transcriptionnelle de REa66
dans les Hela et les HepG2

Les graphes représentent l'activation transcriptionnelle de REa66 et REo46 obtenue
apres 24h de traitement avec une solution contréle (V) ou aprés 24h de traitement avec
108M d'E, ou 10°M de TAM. L'activation transcriptionnelle obtenue avec I'E; a été
normalisée a 100%. *** (p<0,001) pour la comparaison entre V et E;

Le Tam induit une activation trancriptionnelle d&d®6 dans les HepG2, mais pas
dans les Hela, ce qui confirme bien les contextéialaires.
L’étude de I'activation transcriptionnelle de &&b et de RE46 par I'E; a été réalisée

dans les CHO (avec un ERE-TK-LUC) et les MCF-7(awe€3-LUC) {igure 34).

CHO MCF-7

—

H
1
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*

.

REa66 REa46 REa 66 REa46

Activation
transcriptionnelle

Figure 34. Effet de I'E; (10 M) sur l'activation transcriptionnelle de REa66 et
de REa46 dans les CHO et les MCF-7

Les graphes représentent l'activation transcriptionnelle de REa66 et REa46 obtenue
aprés 24h de traitement avec 10°M d'E; par rapport & celle obtenue lorsque les cellules
transfectées sont traitées avec une solution contrdle, qui a été normalisée a 1 et qui
n'est pas représenté sur le graphe. * (p<0,05) pour la comparaison entre REa66 et 46
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Les deux domaines AF-1 et AF-2 sont impliqués dawivation transcriptionnelle
de RExinduite par 'k dans ces deux lignées cellulaires. Cependantaiss des CHO
I'activation est identique avec les deux ®Klans les MCF-7 I'activation transcriptionnelle
de REx166 est supérieure a celle dedb. Ces résultats suggerent un contexte cellubeire

1 préférentiel des MCF-7, confirmant ainsi les h&gs publiés (Penadt al, 2005).

2. Détection protéique apres transfections transitare
A la suite des transfections transitoires realisdmss les différentes lignées, nous
avons recherché la présence desiRar Western Blotfigure 35). Les taux d’expression
different selon les lignées cellulaires et corresfemt a des efficacités de transfection
différentes (de I'ordre de 80% pour les CHO etHet.a et de 20% pour les HepG2).

CHO Hela HepG2

J\. J\. /\.
( A
Vide 66 46 79 Vlde 66 46 79 + Vlde 46 79 +

66 kDa
- -

_’
*“. - - -

»
B
> 46 kDa

—.m._ - - - B-Actine 42 kDa

Figure 35. Western Blot des REa aprés transfection transitoires et
contréles positifs (protéines recombinantes)

» : Bandes non spécifiques
—> : Bandes spécifiques

66 : REa66

46 : REa46

79 : REaA79
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3. Effet de I'E; sur l'activation transcriptionnelle des RE& et RES dans
trois lignées cellulaires modeles
Pour étudier I'activation transcriptionnelle des B& I'E,, des transfections ont été
réalisées avec les vecteurs d’expression R& REB et le vecteur rapporteur ERE-TK-LUC.
Les résultats sont présentés dandidare 36. L'activation obtenue dans les conditions
témoins (transfection avec le plasmide pSG5) aétéalisée a 1 et n’est pas représentée sur
les graphes. L’Einduit une activation transcriptionnelle de iRt de RPB dans les trois

lignées cellulaires utilisées et ces effets sambis par I'ICI.
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Figure 36. Effets de I'E; sur l'activation transcriptionnelle de REa66 et de REB
dans les CHO, Hela et HepG2

Les graphes représentent l'activité transcriptionnelle obtenue par rapport a celle
obtenue lorsque les cellules transfectées sont traitées avec une solution contrdle, qui a
été normalisée a 1 et qui n'est pas représentée sur le graphe

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 a 10 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata
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L’activation transcriptionnelle de REE6 est dose dépendante dans les trois modeles
(r* = 0,89 dans les CHO? 0,90 dans les HelLa éts 0,96 dans les HepG2). L'activation
transcriptionnelle maximale de REest obtenue pour les concentrations de 10 nMuétl 1
En effet, I'E induit des effets similaires pour les deux dossgies dans les trois lignées

cellulaires.

Pour la suite de ce travail, nous utiliserons, & 10 nM. Cette concentration,
classiqguement trouvée dans la littérature et cpomdant aux concentrations circulantes

physiologiques d’cestrogenes, induit I'activaticangcriptionnelle de RiEet de RB.

Nous avons mesuré l'activation transcriptionneks &E induite par différentes sous
familles de PE trouvés dans l'alimentation, afinndieux définir les propriétés de SERM et
de mieux appréhender les propriétés pro- ou antieggniques de ces molécules. Ainsi, les
PE selectionnés appartiennent a cing sous familessisoflavones (G, D et le métabolite E),
les entérolignanes (ED et EL), les coumestanese@Cstilbénes (R) et les flavanones (Nar et
8-PN).

Apres avoir déterminé une dose efficace pour chamadécule, les activations
transcriptionnelles de RB6, REx46 ainsi que de REA79, ont été mesurées pour mieux

comprendre les mécanismes d’activation dea B&r les PE.

B. Effets des phyto-cestrogenes sur I'activation traptonnelle de
REa et de RB

L’activation transcriptionnelle des RE induite pes PE a été mesurée en réalisant des
transfections avec REou avec RB et le vecteur rapporteur ERE-TK-LUC. Les résultats

obtenus sont consignés danslieleau 11
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Tableau 11. Effets de différentes doses de PE sur l'activation transcriptionnelle
de REa66 et de REP dans les Hela, HepG2 et CHO

Le tableau représente l'activation transcriptionnelle de REa et de REP obtenue apreés les

différents traitements par rapport a celle obtenue lorsque les cellules transfectées

sont traitées avec une solution contrdle, qui a été normalisée a 1

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 a 10 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata

Hela HepG2 CHO
REa 107 M 10°Mm 10°Mm r2 107 M 10°M 10°Mm r2 107 M 10°m 10°M r2
G 36207 48:09 54+13 0,97 245+33 388+9 483+55 0,98| 36:t09 40:05 64+18 0,83
D 38212 41+06 10:25 0,79\ 194227 302+71 475:+:40 098| 37:09 57+17 9020 0,98
E 29+06 43:09 55:+12 0,99 304+95 315+66 390+80 0,85|29+05 34+04 54+14 0,90
ED 22+05 26+03 29206 099 113+13 231:32 278:58 0,94| 37+01 41:06 44:05 0,99
EL 18:02 22203 32:07 091 74:03 120:23 195+16 0,98| 33:06 34212 33:03
C 15+03 38:208 65+15 099 297+10 328+93 330266 080| 41+:11 48+16 83+35 088
R 17+01 34202 35:01 080| 189+53 27+41 507+68 0,93 23:02 3607 7726 0,92
Nar 21+:03 30206 2806 0,55 73:38 85+31 169+112 0,84
8-PN | 45:08 48+1 28205 0,64 172+:32 21:25 245+64 0,99

HeLa Hep62 CHO
REB 107 Mm 10°Mm 10°Mm r2 107 M 10° M 10°Mm r2 107 Mm 10°Mm 10°Mm r2
G 28+ 04 34205 47:07 096 27:04 6,3+16 73+10 0,91 32205 37+:03 37+:10 075
D 18:03 23204 37:05 0,94 15:03 32:08 45:06 099 21:04 28:04 33:04 0,99
E 29+03 31:02 44202 084 22:08 44:09 52+10 0,93 31:06 34209 39:13 0,96
ED 13+:02 15:01 21:02 090 13:02 16203 26206 093 10202 15:03 21:04 099

EL 10+01 10201 14:02 09+05 11+03 12+03 10+01 11:03 13:03

Nar 33+06 52+11 69+12 099 06+01 08:02 26+05 0,83
8-PN | 69+20 74+17 55+14 051 13:02 32+10 43+12 097

Dans les trois lignées HelLa, HepG2 et CHO, ledasohes et I'ED activent le REet
le REB et ceci de maniere dose dépendante. L'EL en rewanthduit pas de facon dose

dépendante le REdans les CHO, et n'active pas le [REes coefficients de détermination
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ne sont donc pas indiqués dansaleleau 11 La sous famille des flavanones (Nar et 8-PN) a
ete étudiée seulement dans les HelLa et HepG2 effeincloche au niveau de I'activation
transcriptionnelle des RE a été observé.

Les PE induisent une activation transcriptionnéeREx plus importante que celle de
REB et ces effets sont inhibés par I'ICl. Les effetaximaux sont obtenus a des
concentrations de 10 uM pour les isoflavones, lerestane, le stilbene et les entérolignanes,

et de 1 uM pour les flavanones.

C. Roles des domaines AF-1 et AF-2 dans l'activation

transcriptionnelle des REinduite par les phyto-cestrogenes

Pour étudier l'implication des domaines AF-1 et 2F-dans [lactivation
transcriptionnelle de REinduite par les différents PE et mettre en évidees différences
possibles entre chaque sous famille de PE étudliéss, constructions ont été utilisées :
REa66, REDA79 (délétion de la boite Al) et RE6, (délétion du domaine AF-1), avec le
vecteur rapporteur ERE-TK-LUC. Cette étude a eadis€e dans les 3 lignées cellulaires. Les
résultats de la lignée CHO sont regroupés danableau 12 et ceux des lignées Hela et
HepG2 dans legures 37(G, D et E),38 (ED et EL),39 (C et R) ed0 (Nar et 8-PN).

Tableau 12. Effets des PE sur 'activation transcriptionnelle des
différentes formes de REa dans les CHO

Les résultats représentent l'activation transcriptionnelle des RE obtenue aprés les
différents traitements par rapport au contrale, normalisé a 1

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 a 10 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata

CHO REa66 | REaA79 | REo46
E, (1078 M) 43 + 1,4 58+ 08 46 + 1,6
G (10° M) 64+18 96+17 74+19
DUOSM) | 90:20 | 102:19 | 86221
E (107° M) 54+14 88+03 51+14
ED (10°M) | 44+05 6,6+16 32+08
EL (10°° M) 33+03 58+22 35+05
C(OSM) | 83:35 | 91+15 | 47:06
R (10° M) 7, 7+26 6,2+09 29+08
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1. Les isoflavones

HeLa: AF-2>AF-1 i, Hep62 AF-1>AF-2
N [ IREa66 1 [ IREa66
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Figure 37. Effets des isoflavones sur |'activation franscriptionnelle des
différentes formes de REa dans les HelLa et les HepG2

Les graphes représentent l'activation transcriptionnelle des RE obtenue aprés les
différents traitements par rapport a celle obtenue avec une solution contrdle,
normalisée a1

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 a 10 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata

*** (p<0,001) pour la comparaison entre les PE (10° M) et I'E; (10 M) pour une méme
construction

Dans les Hela, la G et I'E présentent le méme Ilpdddictivation que I'k pour les
trois constructions de RE La D induit une activation transcriptionnelle plunportante que
I'E . pour le RE66 (10,0 + 2,5 et 3,9 + 0,6 respectivement poud &t I'E,, p<0,001) et pour
le REOA79 (14,1 £ 2,0 et 7,2 + 1,0 respectivement pouD let I'E,, p<0,001), alors qu’elle
induit une activation transcriptionnelle de & équivalente a celle induite par 'E3,9 *
0,6 et 3,3 £ 0,8 respectivement). L'activation senptionnelle plus importante de RE79
par rapport aux autres formes pan)'E& G, la D et I'E signifie que la boite A1l prowggune
inhibition de I'activation transcriptionnelle indaipar ces molécules.

Dans les HepG2, les trois molécules testées iaduime activation transcriptionnelle
similaire a celle induite par I'Epour les trois constructions de ®&EPour toutes les

molécules, I'absence de la boite Al induit une dution significative de I'activation
transcriptionnelle de RE

Dans les CHO, G, D et E ont le méme profil d’aation transcriptionnelle des RE

que I'E; (tableau 13.

117



Activation

En résumé la G et I'E ont un profil d’activation transcriphnelle similaire a I'iz
dans les trois contextes cellulaires. Ce sont diew agonistes de RE avec le méme
mécanisme d’action que bEet ceci quel que soit le contexte cellulaire éudiu contraire,
D présente un profil d’activation transcriptioneetle R différent de celui de I'Edans un
contexte AF-2. Dans un contexte cellulaire AF-2dédifférencié »), l'implication du
domaine AF-1 est privilégiée dans l'activation samptionnelle du R& induite par la D.

Ces résultats seront présentés dartidle 2.

2. Les entérolignanes

HeLa AF-2>AF-1 .. Hep62 AF-1>AF-2
v [ IREa66 1 [ IREa66
2 T [ IREaA79 1 [ IREaA79
kS I REa 46 B REQ 46
T 5 20- T

0 0 ﬁ— [ ﬁﬁ_
Ez ED EL E2 ED EL

Figure 38. Effets des entérolignanes sur l'activation transcriptionnelle des
différentes formes de REa dans les HelLa et les HepG2

Les graphes représentent l'activation transcriptionnelle des RE obtenue apres les
différents traitements par rapport a celle obtenue avec une solution contrdle,
normalisée a1

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 a 10 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata

* (p<0,05) pour la comparaison entre les PE (10° M) et I'E; (10°® M) pour une méme
construction

Dans les Hela, I'i 'ED et 'EL activent de la méme maniere &6, REXA79 et
REa46. L'activation transcriptionnelle plus importangar I'E, de REXA79 que de R&66 et
de REx46 n’est pas retrouvée avec I'ED et I'EL, ce quintne, dans ce contexte cellulaire,

gue la boite Al ne joue pas un rble important dawivation transcripitonnelle de RE

induite par les entérolignanes.
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Dans les HepG2, I'Eet 'ED ont induisent la méme activation transtapnelle de
REa66, mais pas I'EL, qui induit une activation tramggonnelle moindre de RI©66 (19,5 +
1,6, p<0,05). Cette différence ne se retrouve pas e REIA79 et le RE46. La présence de
la boite Al n’induit pas une activation transcoptielle de RE par 'EL aussi forte que celle
induite par ' ou 'ED.

Dans les CHO, I'g, 'ED et 'EL ont le méme profil d’activation tracriptionnelle

pour les trois constructions de Rableau 13.

En résumé pour les entérolignanes, dans les trois contecatiglaires étudiés, 'ED
et 'E> ont un méme profil d’activation transcriptionnetie REx. L'ED semble donc étre un
agoniste de 'z Au contraire, 'EL induit une activation trangaionnelle de RE plus faible
gue celle de I'i (et donc de 'ED) dans un contexte AF-1. Cettéédénce ne se retrouve pas
dans un contexte AF-2. Le domaine AF-1 est doncnmampliqué dans I'activation

transcriptionnelle induite par 'EL que par 'ED BE,. Ces résultats seront présentés dans

Iarticle 1.
3. Le coumestrol et le resvératrol
HeLa AF-25AF-1 Hep62 AF-15>AF-2
12+ 60-
> 1 [ IREa66 T [_IREas6
c 9 [ IREaA79 [ IREaA79
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Figure 39. Effets du coumestrol et du resvératrol (10° M) sur l'activation
transcriptionnelle des différentes formes de REa dans les Hela et les HepG2

Les graphes représentent l'activation transcriptionnelle des RE obtenue aprés les
différents traitements par rapport a celle obtenue avec une solution contrdle,
normalisée a 1

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 a 10 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata
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Activation

Dans les Hela, les HepG2 et les CH@bleau 13, C et R induisent une activation
transcriptionnelle similaire a I’EEque ce soit pour le RB6, le REIA79 et le RE46.

En résumé le coumestrol et le resvératrol ont le méme prafactivation
transcriptionnelle de REque I'E; et ce quel que soit le contexte cellulaire. Ce slomc des

agonistes de RE faisant intervenir les mémes domaines AF et graldablement les mémes

mécanismes d’activation que yE

4. Les flavanones

o Hela AF-2>AF-1 ‘0. HepG62 AF-15>AF-2
o [IREa66 | [ [ IREa66
5 T [ ]REaA79 [ IREaA79
5 B REG 46 I REQ 46
g- 5 20-
% i ﬁ | Hi *
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Figure 40. Effets des flavanones sur l'activation transcriptionnelle des
différentes formes de REa dans les HelLa et les HepG2

Les graphes représentent l'activation transcriptionnelle des RE obtenue apres les
différents traitements par rapport a celle obtenue avec une solution contrdle,
normalisée a1

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 a 10 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata

* (p<0,05) pour la comparaison entre les PE (10°® M) et I'E; (10°® M) pour une méme
construction

Dans les Hela, I'Eet la 8-PN induisent une activation transcriptielfen similaire
pour les trois constructions de &E En revanche, la Nar induit une activation
transcriptionnelle de REA79 plus faible que 'E(2,2 + 1,1 et 7,2 + 1,0 respectivement pour
la Nar et I', p<0,05), alors qu’elle est similaire pour é&b et pourRE46. Contrairement a
I'E,, I'absence de la boite A1 ne modifie pas l'actattranscriptionnelle de REinduite

par les flavanones dans ce contexte cellulaire.
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De méme, dans les HepG2, I'activation transcriptedie induite par I'iz et la 8-PN
est similaire pour les trois constructions deaREn revanche, la Nar induit une activation
transcriptionnelle plus faible de RE6 (8,5 + 3,1, p<0,05) et n’induit pas I'activation
transcriptionnelle de REA79 (1,2 £ 0,6, p<0,05). L’absence de la boite Afibe I'activation

transcriptionnelle de REinduite par la Nar dans ce contexte cellulaire.

En résumé pour les flavanones, la 8-PN et J'Bont un profil d’activation
transcriptionnelle de RE similaire, ce qui suggere que la 8-PN est un agerde I'k. La
Nar a un profil d’activation transcriptionnelle féifent du ligand endogéne. En effet, cette
activation transcriptionnelle est plus faible qetlec de I'E et ne nécessite pas les mémes
domaines et boites d’activation. Ces résultatsnégmesentés dans la quatrieme partie de ce

manuscrit.

D. Conclusion

Cette étude de criblage a permis de mieux défieg Capacités d’activation
transcriptionnelle du RE par différents PE issus de l'alimentation et casddifférents
contextes cellulaires.

Ce travail préliminaire a tout d’abord permis déedéiner les concentrations actives
des PE de 1 et 10 uM. Dans ces conditions expétatesn il apparait que les PE testés
induisent plus fortement le REque le RB.

De plus, ce travail de criblage nous a permis @#iser une sélection des PE qui
semblent les plus pertinents avant de poursuiéteide plus approfondie des effets de ces
molécules et de leurs mécanismes d’action.

En effet, difféerents mécanismes d’activation tcaiptionnelle de RE par les PE ont
été mis en évidence, notamment en ce qui concenridd et I'implication des deux domaines
de transactivation AF-1 et AF-2. Pour chaque samsilfe de PE, une molécule montre un
profil d’activation transcriptionnelle différent aelui de I'g : la D pour les isoflavones, 'EL
pour les entérolignanes et la Nar pour les flavasoRar ailleurs, quel que soit le contexte
cellulaire, C et R présentent des mécanismes d&iin transcriptionnelle de REsimilaire
a I'Ex. De ce fait, les études avec ces composés orabéigdonnées. La suite de ce travail
s’est donc focalisée sur la D, 'EL et la Nar.
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.  LES ENTEROLIGNANES, ARTICLE 1

A. Contexte de I'’étude

Les PE se lient aux RE et agissent soit comme desistes, soit comme des
antagonistes des cestrogenes. Cependant, les nrmeeamar lesquels ils peuvent interférer
dans les voies de signalisation de BBnt encore mal connus.

Le REx et le RBB possédent deux fonctions, AF-1 et AF-2, contrilb@aleur activité
transactivatrice, en agissant de maniere indépémdan en synergie selon le modele
cellulaire et le gene cible concerné. L’activaticemscriptionnelle des RE sur des séquences
cibles est modifiée par de nombreux facteurs tels g ligand auquel le récepteur est

complexé ou encore le modeéle cellulaire étudié.

L’E, est impliqué dans linitiation et la promotion dancer du sein, premiére cause
de mortalité par tumeur maligne chez la femme.dwex tde cancer du sein differe de fagon
importante entre les diverses populations du moledepays occidentaux industrialisés étant
plus touchés que les pays asiatiques. Le styleajeen particulier les habitudes alimentaires,

semble donc jouer un role essentiel dans la prégaldes cancers du sein.

Ce premier travail s’intéresse a une classe péigiteude PE, les entérolignanes.
L’effet de deux entérolignanes, I'ED et I'EL, a éttudié sur I'activation du RE, dans une
lignée humaine de cancer du sein, les cellules MCPlus précisément, nous avons étudié
leur capacité a induire une activation transcriptiglle de RE et RE3, I'implication des
domaines de transactivation AF et des boites datobn dans cette activation, leurs effets sur
la régulation de la transcription/traduction de eggibles de I'E et sur la prolifération des
cellules MCF-7 et enfin leur capacité a contrééenigration cellulaire en modifiant I'activité
des MMP-2 et MMP-9.

Le but de cette étude a été de mieux définir lepnEtés pro- ou anti-cestrogéniques
des entérolignanes, afin d’envisager ces moléadesme des SERM, candidats potentiels
alternatifs au THS.

L’hypothése de départ de cette étude est que I'#Fhuel’ED possederaient un

mécanisme d’activation moléculaire des RE diffédmntelui de 'k
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L’ED et I'EL, de structure chimique proche, ont de®priétés d’activation de RE
ainsi que des propriétés cestrogéniques différehtdiggand endogene, IE=dans les cellules
MCF-7.

L’ED et 'EL, administrés a une concentration de 1M, sont capables d’activer le
REq, alors que seul 'ED est capable d’activer IeBREactivation transcriptionnelle de RE
est plus forte que celle de Rt ne requiert pas les mémes mécanismes d’activatiED
agit préférentiellement sur le domaine AF-1 tamplis I'EL privilégie le domaine AF-2.

Contrairement a I'EL, I'ED régule I'expression diE® de la méme fagcon que bE
gue ce soit au niveau de ’'ARNm ou de la protéde plus, seul I'ED régule I'expression des
ARNmM de genes cestrogeno-dépendants (PR et pS2)ebEum

Les deux molécules agissent differemment au nivdeula prolifération cellulaire :
tandis que I'ED a un effet prolifératif équivaleat celui de I', 'EL n’induit pas de
prolifération des cellules MCF-7.

Enfin, 'étude de l'activité des MMP montre que DEmais pas I'EL, présente des

effets cestrogéniques sur l'activité des MMP-9.

Tous ces résultats prouvent donc un effet cestrqgérde I'ED, alors que 'EL, méme
s'il induit faiblement I'activation transcriptiontie de REx, n'a pas d’effet cestrogénique sur

les différents parameétres étudiés.

Ce travall fait le lien entre le caractére agont#el’ED et sa capacité a induire une
activation transcriptionnelle de REpar le domaine AF-1. Ce domaine AF-1 semble domec é
lié avec le caractére agoniste pur d’'une molécule.

Au contraire I'EL, mobilisant préférentiellement tewmaine AF-2 pour induire une

activation transcriptionnelle de REne montre pas de propriétés pro-cestrogéniques.

Ces résultats sont rédigés sous forme de publicatiamise au journal : « The Journal

of Steroid Biochemistry and Molecular Biology »aeteptée le 31 Mars 2008.
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Lignans are plant compounds metabolized in the mammalian gut to produce the estrogenic enterolignans,
enterodiol (ED) and enterolactone (EL). Because estrogens have been linked to breast cancer etiology,
enterolignans could affect breast cancer risk, but to our knowledge, the mechanisms by which they exert
their estrogenic and/or anti-estrogenic effects in humans are still unclear. To better understand how estro-
genic compounds from the food, such as the enterolignans, might influence breast cancer progression and
their mechanisms to interfere with human estrogen receptor (ER) signalling in hormone-dependant dis-
eases, we examined and compared the ability of ED, EL and 173-estradiol (E2) to induce the transactivation
of ERa and ERf, to modulate ERa target genes, to exert either growth stimulatory or anti-proliferative
effects and finally to modulate MCF-7 cell migration by acting on matrix metalloproteases (MMP)-2 and
-9, at concentrations that are achievable through a lignan-rich diet. This study indicates that enterolignans
show distinct properties for transactivation of ERa and ERP. ED, as E2, induces ERx transcriptional acti-
vation through transactivation functions AF-1 and AF-2, while EL is less efficient in inducing AF-1, acting
predominantly through AF-2. Furthermore, ED and EL modulate ERe mRNA and protein contents as well
as MCF-7 cell proliferation and secreted MMP activities in a different way. Enterolignans are compounds
of wide interest nowadays and our results help to unveil their mechanisms of action on ER, emphasiz-
ing the fact that the dietary load in lignans could be of importance in the balance between being risk or
chemopreventive factors for breast cancer and women'’s health.

Keywords:

ERa
Transactivation
Enterolignans
Breast cancer

© 2008 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction difference is largely attributable to lifestyle factors, such as a diet

containing large amounts of phytoestrogens rather than genetics

Breast cancer is the most common malignancy in women in
North America, where every year about 200,000 new cases are diag-
nosed and 50,000 women die from the disease. Sex steroids play
a dominant role in breast carcinogenesis by still largely unknown
mechanisms. 173-Estradiol (E2) has been implicated in both the
initiation and the promotion of breast cancer. However, the rate
of breast cancer differs strikingly between various populations of
the world, with the highest incidence in countries with a West-
ern lifestyle [1]. Studies of migrant populations indicate that this

Abbreviations: ED, enterodiol; EL, enterolactone; ER, estrogen receptor; MMP,
matrix metalloproteases; V, vehicle; E2, 173-estradiol; Tam, tamoxifen; ICI, ICI 182,
780; DMEM, Dubelcco’s modified Eagle’s medium; FCS, fetal calf serum; RT, reverse
transcription; PCR, polymerase chain reaction; LBD, ligand binding domain; PR, pro-
gesterone receptor; pS2, trefoil factor 1, TFF1; AF, transactivation function; ECM,
extracellular matrix.

* Corresponding author. Tel.: +33 5 57 35 59 95; fax: +33 5 57 35 07 39.

E-mail address: m-potier@enitab.fr (M. Potier).

0960-0760/$ - see front matter © 2008 Published by Elsevier Ltd.
doi:10.1016/j.jsbmb.2008.03.032

[1-3]. The main class of phytoestrogens in the Western diet is lig-
nans, which are present in most plant food, with flaxseed being one
of the richest sources [4]. Flaxseed contains the main precursor of
enterolignan, secoisolariciresinol diglycoside, which is converted
into the two major mammalian lignans enterodiol (ED) and entero-
lactone (EL) by the colonic bacteria ([5] and for review [6]).

Dietary phytoestrogens have been studied as potential com-
pounds in breast cancer prevention and treatment. Several clinical
studies (prospective cohort and case-control studies) have investi-
gated the relationship between plant lignan intake and circulating
or excreted levels of mammalian lignans and breast cancer risk in
pre- or post-menopausal women (reviewed in [7]).

At present, it is not clear whether high intakes of plant lignans
or high circulating levels of enterolignans offer significant protec-
tive effects against breast cancer. Moreover, cumulative exposure
to estrogens may be a risk factor for breast cancer, and the mecha-
nisms by which mammalian lignans may act on the disease remain
today poorly understood [3,8,9].

Please cite this article in press as: C. Carreau, et al., Enterodiol and enterolactone, two major diet-derived polyphenol metabolites have different
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Although human studies have been performed with lignan-rich
flaxseed diets, the purified enterolignans (ED and EL) have yet to be
studied alone or in combination with E2 with regard to their effects
on breast cancer.

Mammalian lignans have been hypothesized to modulate
hormone-related cancers because of their structural similarities
to estrogens. However, these compounds have biological activities
that may or may not be related to their interactions with estrogen
receptors (ER). Their anti-proliferative or anti-angiogenic proper-
ties have been referred to as being responsible for the anti-cancer
effects of lignans both in vivo and in vitro in several different cell
lines [8,10,11]. To explain their effects on breast cancer cell line
(MCF-7) proliferation [12-14], their ability to bind weakly to ER
and act as partial estrogen agonists or antagonists [15] have been
proposed. But, at present, the extent to which enterolignans exert
weak estrogenic and/or anti-estrogenic effects in humans is not
well understood and particularly their mechanisms of action on
the ER.

The effects of E2 and related compounds are mediated by two
members of the nuclear receptor superfamily, the ERa and 3 (NR
3A1 and NR 3A2, respectively) [16]. Upon ligand binding, they
undergo a conformational change allowing chromatin interaction
and the regulation of the transcription of target genes [17]. ERa has
a critical role in the control of the balance between cell proliferation
and differentiation, and its expression is therefore intimately asso-
ciated with the biology of breast cancers. Estrogens stimulate the
proliferation of many breast tumor cells, which has led to the use of
anti-estrogens such as tamoxifen (Tam) for endocrine therapy [18].
Therefore, estrogenic compounds from food, such as enterolignans,
might influence breast cancer progression.

To provide evidence for this hypothesis we have used the
estrogen-dependent human breast cancer cell line MCF-7 and for
the first time the ER-negative HeLa and HepG2 cell lines as model
systems to investigate the mechanisms of action of ED and EL. We
first described the ability of the enterolignans ED and EL (1) to
induce the transactivation of human ERa and ER3, (2) to modulate
human ERae mRNA and protein levels, as well as other ERa target
genes (3) to exert either growth stimulatory or anti-proliferative
effects and (4) to exert either stimulatory or inhibitory effects on
MCF-7 cell migration effectors such as matrix metalloproteases
(MMP)-2 and -9, at concentrations that are achievable with a
lignan-rich diet and/or lignan-based food supplements.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

E2 and Tam were purchased from Sigma (France). ICI 182,780,
(ICI) was from Tocris (United Kingdom). ED and EL were obtained by
chemical synthesis by Dr. S. Shinkaruk at the Laboratoire de Chimie
Organique et Organométallique (Institut des Sciences Moléculaires
ISM, UMR 5255, CNRS, France).

2.2. Plasmids

pSG5, pSG human (h)ERa66 (HEO), pSG ERa46 and pCMV-
B galactosidase have been previously described [19]. Plasmids
pSG ERaA79 and pSGERa A79 S118A were produced from pSG
hERa66 and pSG hERa66 S118A (HE457), respectively [20]. Expres-
sion vector for human (h)ER (pSG5 ER[3) was provided by Pr. J.A.
Gustafsson’s department (Dpt. Biosciences and Medical nutrition,
Karolinska Institute, Sweden). Two luciferase reporter plasmids
with different estrogen-sensitive promoters were employed in the
transfection experiments: an artificial promoter containing one ERE
upstream of the TK promoter ERE-TK-LUC [19,21], the promoter of
the human complement (hC3-LUC) [22].

2.3. Cell culture

All cell lines (HeLa, HepG2, CHO and MCF7) were routinely
maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Sigma, France), supplemented with 5% fetal calf serum (FCS,
Sigma, France), penicillin (100U/ml), streptomycin (100 p.g/ml)
(Invitrogen, France) at 37°C in a 5% CO2 incubator. For experi-
mental conditions, phenol red free medium DMEM/F12 (Invitrogen,
France) supplemented with 2.5% charcoal-stripped FCS was used
(experimental medium).

2.4. Cell proliferation

MCEF-7 cells (25,000 per well) were seeded in a 24-well plate in
DMEM supplemented with 5% FCS. After 24 h, medium was changed
to experimental medium supplemented or not with FCS and with
the indicated treatment for 5 days. Cell number was determined at
day 1,3 and 5 with a Coulter cell counter (Beckman Coulter, France).

2.5. Transient transfection experiments

Cell lines were transfected with FUGENE™ 6 as recommended
by the manufacturer (Roche Diagnostics, France). One day before
transfection, cells were plated in 96-well plates or 6-well plates
at a density previously determined as giving the best transfec-
tion efficiency. One hour prior to transfection, the medium was
replaced with experimental medium. Transfection was carried out
with 50 ng of total DNA per well for the 96-well plates or with 1 pg
of total DNA for the 6-well plates. Total DNA was composed of the
expression vector (10ng for the 96-well plates or 200 ng for the
6-well plates), the reporter gene (20 or 400 ng, respectively) and
the pCMV-f3 galactosidase internal control (20 or 400 ng, respec-
tively). Following an overnight incubation with the transfection
mixture, the cells were treated with different concentrations of E2
and enterolignans (ED and EL, 10nM to 1 M), 1 wM Tam, 1M
ICI or 0.1% ethanol (vehicle) or combination of these compounds
as indicated. After 36 h of transient transfection, cells were har-
vested and luciferase and 3-galactosidase assays were performed
as previously described [22,23]. The reporter gene activity was
obtained after normalization of the luciferase activity with the 3-
galactosidase activity.

2.6. Isolation of mRNA and RT-PCR

Total RNA was extracted from confluent cell layers using
the guanidium thiocyanate-phenol-chloroform method (Tri-
Reagent®, Euromedex, France). RT was performed on 2 g of total
RNA. PCR amplifications of human ERe, ER[3, progesterone receptor
(PR), pS2 (trefoil factor 1, TFF1), and B-actin as the housekeeping
gene, were performed as published [23,24]. The specificity of each
reaction was monitored in control reactions, where amplifications
were carried out on samples after omission of RT. Densitometry
analysis was performed using Image] 1.17 (National Institutes of
Health (NIH), USA), PCR data obtained were normalized to [3-actin
signals.

2.7. Western blot

The expression of ERa and [(3-actin were examined by West-
ern blot as previously published [23]. Briefly, subconfluent cells
were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and lysed with
lysis buffer containing a mixture of proteases inhibitors. Following
quantification, 20 g of these whole cell extracts were denatured
in Laemmli Buffer at 95 °C for 5 min, resolved on a 10% SDS-PAGE
and electrotransferred onto nitrocellulose membranes (GE Health-
Care, Sweden). The membranes were blocked in Tris-buffered saline

Please cite this article in press as: C. Carreau, et al., Enterodiol and enterolactone, two major diet-derived polyphenol metabolites have different
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(TBS) containing 0.05% Tween 20 and 5% non-fat milk powder,
during 1h at room temperature. Blots were then incubated with
the polyclonal anti-ERa (HC-20, 1:1000, Tebu-bio, France) and the
monoclonal anti-3-actin AC-15 (1:5000, Sigma, France) in TBS con-
taining 0.05% Tween 20 and 5% non-fat milk powder for 18 h at4°C.
After 3 washings with TBS, 0.05% Tween 20 at room temperature,
blots were incubated with appropriate peroxydase-conjugated
secondary antibodies for 1 h. Membrane-bound secondary antibod-
ies were detected using chemiluminescence solution followed by
exposure to a Hyperfilm ECL film (GE HealthCare, Sweden). Den-
sitometry analysis was performed using Image] 1.17 (NIH, USA), to
determine relative amounts of protein.

2.8. Gelatin zymography

MCEF-7 cells (25,000 per well) were seeded in 24-well plates in
DMEM supplemented with 5% FCS. After 24 h, medium was changed
to experimental medium with the indicated treatment for 24 and
72 h. At the time of medium collection, the cells were counted for
the purpose of adjusting the volume of the medium to the cell
number with a Coulter cell counter (Beckman Coulter, France).
Supernatants were collected, centrifuged at 1500 x g for 10 min
and supernatants were concentrated 10 times by lyophilisation.
MMP activity was assessed using 10% zymogram gels (Invitrogen,
France) [23]. Briefly, the medium was diluted to normalize for cell
number before the addition of 5x Laemmli buffer under nonreduc-
ing conditions. After electrophoresis, gels were washed for 1h in
2.5% Triton X-100 and incubated 18 h in 50 mM Tris buffer allowing
determination of total proteolytic MMP activities. Gels were stained
with Coomassie Blue and air-dried. Densitometry analysis was per-
formed using Image] 1.17 (NIH, USA), to determine relative MMP
activity.

2.9. Statistical analysis

Shown are the means + S.E.M. of 3-5 independent experiments,
each performed in triplicate (transfections) or duplicate. One-way
ANOVA and Dunnett’s multiple comparison post hoc test or Stu-
dent’s t-test were performed for the statistical analysis between
experimental conditions (GraphPad Prism®, USA). Dose-dependant
effects were assessed by linear regression (GraphPad Prism®, USA).
Statistical significance is indicated by 1, 2, and 3 symbols for p < 0.05,
p<0.01 and p<0.001, respectively.

3. Results
3.1. Transcriptional activation of ERs by ED and EL in MCF-7

In MCF-7 cells, the mammalian lignan ED (10nM to 10 uM)
induces ERa and ER[3 transactivation activities on the hC3-LUC
reporter gene in a dose-dependant fashion as calculated by linear
regression (RZ=0.84 and 0.99, respectively). The lowest concen-
trations tested of ED (10 and 100 nM) do not induce a significant
increase in transcriptional activity for both ER (p > 0.05 vs. vehicle-
treated cells). For ERa, a significant increase in transcriptional
activity is obtained with 1 and 10 uM (5.9 £ 1.6 and 6.3 £ 1.6 fold
increase compared to control, i.e. vehicle-treated cells, p<0.05,
respectively), while for ER3, only the highest concentration, 10 .M,
induces a significant increase (1.5 + 0.2 fold increase compared to
control, p<0.05).

In a similar manner, 10nM to 10 wM of EL induces ERa tran-
scriptional activity in a dose-dependant fashion (R?=0.95) with a
significant effect obtained for 1 and 10 uM (3.3 +£0.4 and 4.1 +0.5
fold increase compared to control, p <0.05, respectively). There is
no significant increase in ERa transcriptional activity with 10 and
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Fig. 1. Effects of enterolignans on ER transcriptional activity in MCF-7. Effects of V
(EtOH, 0.1%),E2 (10 nM), ED and EL (10 uM) or the combinations (E2 + ED and E2 + EL)
on ER transcriptional activities. Cells were cotransfected with ERa (A) or ER( (B)
and the hC3-LUC. Data are expressed as reporter fold induction compared to control
(V-treated cells). Shown are means + S.E.M. of 3-5 independent experiments, each
performed in triplicate wells. Comparisons between experimental conditions were
performed by a one-way ANOVA followed by Dunnett’s test. Statistical significance
is indicated by *** and * (p <0.001 and p <0.05, respectively) compared to control.

100 nM of EL (p > 0.05 vs. vehicle-treated cells). EL (10 nM to 10 wM)
has no effect on ERP transcriptional activity.

Fig. 1 shows the effects of 10nM E2 and of 10 wM of ED or EL on
ERa (Fig. 1A) and ER[ (Fig. 1B) transcriptional activities compared
to control, i.e. vehicle-treated cells. As shown in Fig. 1A, ED and
EL induce a significant, but lower ERa transcriptional activation
than E2 (61.0 and 31.5% of E2 response, respectively). E2, ED and EL
effects are completely abolished by treatment with 1 wM ICI (data
not shown).

At similar concentrations, the ERB-induced transactivation
activity by E2, ED and EL in MCF-7 cells is overall lower than the
one of ERa (Fig. 1B). ED, but not EL, induces a significant, but lower
ERP transcriptional activity than E2 (48.8% of E2 response). E2 and
ED effects are completely abolished by ICI (data not shown).

We have also tested the effects of ED and EL in presence of E2 on
ER transcriptional activities. Even though ED seems to inhibit E2-
induced ERa transcriptional activation (54% of E2 response), this
effect does not reach statistical significance (p=0.11 vs. E2), there-
fore ED and EL have neither stimulatory nor inhibitory effects on
the E2-induced ERa transcriptional activation (Fig. 1A). In contrast,
as shown in Fig. 1B, both ED and EL inhibit the E2-induced ER{3
transcriptional activation (52 and 53% of E2 response respectively,
p<0.001).
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3.2. Involvement of AF in transcriptional activation of ER by ED
and EL in MCF-7

ERa is a ligand-inducible transcription factor that belongs to
the nuclear receptor family. The full-length ERa contains 2 major
transactivation functions (AF), one located in the A/B domain (AF-1)
and the other in the C-terminal part of the ligand binding domain
(LBD) (AF-2, domain E) (Fig. 2A). Constitutively active when iso-
lated, AF-1 has been subdivided into three regions: box 1 (amino
acids 38-64), box 2 (amino acids 87-108) and box 3 (amino acids
108-129), which correspond to sequences surrounding the main
phosphorylated serine residue at position 118 [20]. Box 1 is critical
for recruitment of p160 co-activator, such as SRC-1 (steroid recep-
tor co-activator protein 1) (Fig. 1A in [22]). It is well known that
the respective contributions that AF-1 and AF-2 make towards the
activity of the full-length ERa66 is both promoter and cell specific,
and more recently it has been shown to vary in a cell differentia-
tion stage dependent manner [21]. Several data have emphasized
the importance of the A/B domain (AF-1) in the cellular and physio-
logical functions of ERa. Therefore, it is of interest to investigate the
specific mechanisms involved in enterolignans induced ERx tran-
scription. To provide evidence that micromolar concentrations of
ED and EL transactivate ERa directly and to examine the role of the

different AF of the ERa, we used expression vectors of full-length
ERa (ERa66) or truncated ERa in the A/B domain (ERaA79, ERa46,
Fig. 2A). ERaA79 construct is deleted from the 79 first amino acids
and therefore from box 1. ERa46 is deleted from the A/B domains
therefore from the entire AF-1 (box 1 and box 2/3). Thus, a similar
activity of the three receptors is inherent to a strict AF-2 activ-
ity, whereas higher transcriptional activity of ERa66 or ERa66 and
ERaA79 defines a box 1 or box 2/3 activity, respectively.

Fig. 2B and C shows the effects of E2 (10 nM), ED and EL (10 wM)
on the transactivation activity of ERa wild-type and variant forms
in MCF-7 cells. As shown in Fig. 2B, E2, ED and EL increase the
full-length ERa66 transcriptional activity (10.4+2.2, 6.3+ 1.6 and
3.3+ 0.4 fold increase, respectively). E2 and ED induce transcrip-
tional activation of ER&eA79 (9.6 +0.6 and 4.1 £ 0.6 fold increase,
respectively) to a similar extent to the full-length ERa66. In con-
trast, EL induces a weaker transcriptional activation of ERaA79
than ERa66 (1.3 £ 0.3 vs.3.34+0.4,p<0.01). ED and EL have no effect
on E2-induced transcriptional activation of ERaeA79 and ICI com-
pletely blocks E2 and ED effects (data not shown). Most importantly,
E2, ED and EL induced transcriptional activation is significantly
weaker when cells are transfected with the truncated form ERa46
(3.64+1.0,2.5+0.5 and 2.0 & 0.4 fold increase, respectively). ED and
EL have no effect on E2-induced transcriptional activation of ERax46,
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Fig. 2. Mechanisms of transcriptional activation of ERa by enterolignans in MCF-7. (A) Schematic organization of the ER constructs used in these experiments. (B and C) Effects
of V (EtOH, 0.1%), E2 (10nM), ED and EL (10 wM) on transcriptional activity of ERa constructs. Transcriptional activity was determined using hC3-LUC. Data are expressed as
reporter fold induction compared to control (V-treated cells). Shown are means + S.E.M. of 3-5 independent experiments, each performed in triplicate wells. Comparisons
between experimental conditions were performed by a one-way ANOVA followed by Dunnett’s test and/or a student’s t-test when applicable. Statistical significance is
indicated * for comparison to ERa66-transfected cells (black bars) for a same compound, while other symbols (® or ) were used for comparison to E2-treated cells for a
same ERa construct. One, 2 or 3 symbols were used to express significance for p <0.05, p<0.01 and p <0.001, respectively.
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while 1 wM ICI completely abolishes E2, ED and EL effects on both
ERa forms (data not shown).

In MCF-7 cells, ED as for E2-induced ERa transcriptional acti-
vation is mainly mediated through AF1 (box 2/3) and to a lesser
extent through AF-2. In contrast, EL-induced ERa transcriptional
activation seems to be mediated strictly through the AF-2 domain.
Therefore, E2, ED and EL do not have the same impact on ERa tran-
scriptional activity, i.e. E2 and ED to a lesser extent, but not EL,
induce the transactivation activity of AF-1 box 2/3. These results
had led us to investigate more precisely the mechanisms of action
of ED and EL in inducing ER« transcriptional activity.

3.3. Role of serine 118 in transcriptional activation of ERe by ED
and EL in MCF-7

It is well known that ER« serine 118 (Ser 118) phosphorylation
modulates box 2/3 activity of AF-1 function. To further investigate
the mechanisms of action of mammalian lignans to induce ERa

Hela
AF-1 << AF-2

] ERa66 ERad46 ER0A79

(A)

e B-actin 42 kDa

ERa 46 kDa

transcriptional activity, cells were transfected with another con-
struct ERaA79S118A, deleted from the 79 first amino acids and
with the Ser 118 replaced by an Ala. Results are shown in Fig. 2C.
Replacement of Ser 118 inhibits the EReA79 induced transcrip-
tional activity by E2 and ED (2.2 4+ 0.8, p<0.01 and 1.3+ 0.5 p<0.05,
respectively) while the lack of effect of EL remains unchanged. Nei-
ther ED or EL in combination with E2, nor ICI alone or with E2,
ED and EL, induced the transcriptional activation of ERe A79S118A
(data not shown). Therefore, ED and E2-induced ERa transcrip-
tional activity through the box 2/3 AF-1 domain, involves the
phosphorylation of the Ser 118.

3.4. Contribution of the AF domains in transcriptional activation
of ERx by ED and EL

While in MCF-7 cells, ED and E2 act mainly though AF-1 to trans-
activate ERa, EL seems to act through the AF-2 domain. In order
to check the preferential action of EL through the AF-2 domain to
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Fig. 3. Transcriptional activation of ERa by enterolignans in a defined cellular context (HepG2 AF-1 and Hela AF-2 dominant). (A) Western blots controlling the correct
expression of ERa constructs in Hela and HepG2 cells transiently transfected with the corresponding expression vectors. (B) Use of the agonistic activity of Tam to confirm
the cell permissiveness to either AF. Hela and HepG2 cells were cotransfected with hC3-LUC and ERa66. Cells were treated 36 h with V (0.1% EtOH), E2 (10nM) or Tam
(1 nM). Results are expressed as percentage of E2-treated cells. All experiments were performed at least 5 times and shown are mean + S.E.M. (C) Transcriptional activity was
determined using ERE-TK-LUC. Data are expressed as percentage of E2-treated cells. Shown are means =+ S.E.M. of 3-5 independent experiments, each performed in triplicate
wells. Comparisons between experimental conditions were performed by a one-way ANOVA followed by Dunnett’s test and/or a student’s t-test when applicable. Statistical
significance is indicated by * for comparison to ERa66-transfected cells (black bars) within groups for a same compound, ® was used for comparison to E2-treated cells for
ERa66 construct. One or 3 symbols were used to express significance for p<0.05 and p <0.001, respectively.
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transactivate ERa, we studied the transcriptional activities induced
by ED and EL in different cell lines known for their selective sen-
sitivity to either ERo AF-1 or AF-2 domains. To assess estrogen
responsive systems assessing permissiveness to either ERa AF, we
transiently transfected the different ERa constructs into HepG2
(AF-1 dominant) and HeLa or CHO cells (AF-2 dominant). Correct
expression of ERa66, ERoeA79 and ERa46 was checked by western
blot analysis (Fig. 3A) as well as cellular context by using agonistic
activity of Tam to check for permissiveness to AF-1 (Fig. 3B).

E2, ED and EL increase ERa66 transcriptional activity in a sim-
ilar fashion in Hela and CHO cell lines. In contrast, in HepG2 cells
(AF-1 dominant), ERa66 induced transcriptional activity is 6-10
times higher than the other cell lines (data not shown). At similar
concentrations, the ERP induced transcriptional activity by E2, ED
and EL is overall lower than the one of ERa in all cell lines tested.
ED, but not EL, induces a significant, but somehow lower ER[3 tran-
scriptional activity than E2 in HeLa, HepG2 and CHO cell lines (data
not shown).

Fig. 3C shows the effects of E2, ED and EL on the transcriptional
activity of the ERa different constructs regarding the cellular con-
text, i.e. AF-1 dominant (HepG2) or AF-2 dominant (Hela) cells.
In Hela cells, ERa66 and ERa46 induced transcriptional activity
by either E2 or enterolignans is similar. E2, not ED or EL, signifi-
cantly increases the transcriptional activity of EReA79 compared
to ERa66 and ERwa46 in this cellular context (Fig. 3C). Similar
responses are obtained for ED and EL at 1 wM (data not shown).
In this cellular context, ED and EL act in a similar fashion (and to
the same extent as E2) to induce ERa transcriptional activity.

In contrast, in HepG2 cell line, the different constructs of ERa
present different patterns of transcriptional activities. E2 and ED
increase ERa66 transcriptional activation in a similar fashion and
this effect is significantly higher than EL-induced ERa66 transcrip-
tional activation. This difference between compounds is abolished
when the box 1 containing the AF-1 helical core is deleted. All three
compounds induce ERaeA79 and ERa46 transcriptional activities in
a similar fashion and to a significantly lower extent than ERa66. ICI
completely blocked E2, ED and EL induced transcriptional activi-
ties of ERa different constructs (data not shown). Taken together
these results indicate that E2 and ED act in the same fashion, capa-
ble of inducing both transactivation functions AF-1 and AF-2, while
EL is less efficient in inducing AF-1 function, acting predominantly
through AF-2 to induce ERa transcriptional activation.

3.5. ED, but not EL, down-regulates ERe66 mRNA and protein

E2 is known to down-regulate the levels of ERa in breast cancer
cell lines through an increased turnover of the E2-activated ERa
protein and a reduced transcription rate of its own gene [25]. This
down-regulation represents an additional hallmark of the activa-
tion of ERa by an agonist. This prompted us to investigate whether
ERa mRNA and protein levels are sensitive to enterolignans in MCF-
7 cells. ERee mRNA levels were compared by RT-PCR and normalized
on the mRNA levels of the housekeeping gene [(3-actin (Fig. 4A). A
treatment of 24 h with ED, but not EL (10 wM) down-regulates the
levels of ERoe mRNA in a similar extent to 10nM of E2. Using the
same treatment, we also observe a down-regulation of ERa66 pro-
tein content with ED, but not EL, similar to the one induced by E2
(Fig. 4B). EL significantly increases ERa46 protein content, while
there was no change with E2 and ED (data not shown). Thus, struc-
turally and functionally similar compounds may have overlapping
and yet distinct effects on endogenous targets.

3.6. ED, but not EL, up regulates ER target genes

Having determined that ED, but not EL, modulates ERoc mRNA
and protein contents, we examined the induction of PR and pS2
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Fig. 4. Effects of enterolignans on ER-dependent target genes in MCF-7. (A) Effects
of V (EtOH 0.1%), E2 (10nM), ED and EL (10 wM) on ERa, PR and pS2 mRNA levels.
(B) Effects of V (EtOH 0.1%), E2 (10 nM), ED and EL (10 uM) on ERa protein contents.
Data are expressed as fold increase compared to control (V-treated cells). Shown
are means + S.E.M. of at least 4 independent experiments. Comparisons between
experimental conditions were performed by a one-way ANOVA followed by Dun-
nett’s test. Statistical significance vs. control is indicated by * and *** for p <0.05 and
p<0.001, respectively.

mRNA, two well-known endogenous target genes, using RT-PCR
(Fig. 4A). Similarly to E2, ED, but not EL, induces an up-regulation
of PR and pS2 mRNA in MCF-7 cells after a 24 h treatment.

3.7. ED, but not EL, induces MCF-7 cell proliferation

Estrogens are decisive actors responsible for the prolifera-
tion and differentiation of normal mammary epithelial cells as
well as the development and progression of breast cancer. Hav-
ing established that ED and EL are ER activators we wanted
to evaluate a more complex physiological response. We ana-
lyzed the effects of the enterolignans on the proliferation of
estrogen-dependant MCF-7 cells, in the presence or absence of
charcoal-stripped FCS (Fig. 5). Fig. 5A and C shows that both E2
and ED stimulate the proliferation of MCF-7 cells in the pres-
ence or absence of FCS, while EL does not significantly change
cell numbers in the same experimental conditions. Neither ED,
nor EL, has an inhibitory effect on E2-induced MCF-7 proliferation
(p>0.05vs. E2 treatment, Fig. 5B and D), while 1 uM ICI completely
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Fig. 5. Effects of enterolignans on proliferation of MCF-7. Effects of V (EtOH, 0.1%), E2 (10 nM), ED and EL (10 M) or the combinations (E2 + ED and E2 +EL) on MCF-7 cell
number in absence (A and B) or presence (C and D) of 2.5% charcoal-stripped FCS. Data are expressed as cell number (A and C) or as fold increase compared to control
(V-treated cells, B and D). Shown are means + S.E.M. of 5 independent experiments, each performed in duplicate wells. Comparisons between experimental conditions were
performed by a one-way ANOVA followed by Dunnett’s test. Statistical significance is indicated by * and *** (p <0.05 and p <0.001, respectively) compared to control (A-D).
No statistical difference (p >0.05) were obtained for comparisons between E2, ED + E2 and EL+E2 treatments (B and D).

blocked the E2 and ED-induced MCF-7 cell proliferation (data not
shown).

3.8. Enterolignans modulate MMP-2 and MMP-9 activities

MMP degrade extracellular matrix components enabling cell
tumor invasion and metastasis. The activity of MMP-2 and MMP-9
in MCF-7 conditioned media after 1 and 3 days of treatment was
analyzed using gelatin zymography (Fig. 6). We were not able to
detect any changes in MMP-2 and MMP-9 activity after 24 h of treat-
ment. After 3 days, the activity of secreted MMP-2 is decreased by
E2 while ED and EL alone have no effect. The effect of E2 is abol-
ished by ICI treatment (data not shown). Interestingly, E2 decreased
MMP-2 activity is reversed when cells are treated with ED or EL in
combination with E2 and therefore is similar to control conditions
(vehicle-treated cells) (Fig. 6A). More interestingly, while ED, EL and
ICI alone do not induce secreted MMP-2 activity, ED and EL in com-
bination with ICI induce an increase up to 1.940.14 and 3 40.43
fold respectively, in MMP-2 secreted activity (Fig. 6B).

Secreted MMP-9 activity is decreased to a similar extent by both
E2 and ED, while EL has no effect. Treatment of MCF-7 cells with E2
in combination with ED or EL did not induce significant changes in
secreted MMP-9 activity compared to the control (Fig. 6C). E2 and
ED induced decreases in MMP-9 activity is abolished by ICI, which is
able to increase MMP-9 activity when used alone. EL seems to block
the ICI induced increase in MMP-9 activity (Fig. 6D) even though
this effect did not reach statistical significance (p=0.09).

Taken together these results indicate that ER activation in MCF-
7 cells may have a protective role by decreasing cell migration. This
is correlated with our result that in presence of ICI, which induces

ER degradation, there is an increase in MMP secreted activity and
therefore a loss of ER protection against cell migration.

4. Discussion

Our results provide mechanistic insights into the mode of action
of two very abundant dietary polyphenols, the enterolignans ED
and EL in MCF-7 cells. These observations suggest an explanation
for the confusing state of the literature on the potential role of
dietary lignans in breast cancer [7,9,26].

We have presented several lines of evidence that ED and EL,
while structurally and functionally similar compounds, have over-
lapping and yet distinct effects on endogenous targets in MCF-7
cells. At concentrations which can be achieved with a high con-
sumption of products rich in lignans (such as flaxseed or sesame
seed) and/or lignan-based pills in humans, we demonstrate, for the
first time, that ED, and EL to a lesser extent, potently activate ERa
and ER[3, that in the AF-1 domain, box 2/3 and to a lesser extent box
1 are necessary for ED, but not for EL, to induce ERa transcriptional
activity, that ED, but not EL, decreases ERoe mRNA and protein con-
tents and regulates ER target genes such as PR and pS2 and finally
that ED, but not EL, increases MCF-7 cell proliferation and regulates
MMP activities.

In all these assays, ED qualitatively behaves like the physiologi-
cal estrogenic ligand E2. Quantitatively, similar effects are typically
achieved only at concentrations that are 2 or 3 orders of magnitude
higher, but can be reached with a lignan-rich diet. In populations
that consume a usual Western diet, mean plasma enterolignan
(ED+EL) concentrations are in the range of 10-270 nM, but with
wider ranges of EL concentrations (from non-detectable to over
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Fig. 6. Effects of enterolignans on MMP-2 and MMP-9 activities in MCF-7. Effects of V (EtOH, 0.1%), E2 (10 nM), ED and EL (10 M) or the combinations (E2 +ED and E2 +EL)
on MMP-2 (A and B) and MMP-9 (C and D) activities secreted by MCF-7 after 72 h. Data are expressed as fold induction compared to control (V-treated cells). Shown are
means + S.E.M. of 2-5 independent experiments, each performed in duplicate wells. Comparisons between experimental conditions were performed by a one-way ANOVA
followed by Dunnett’s test and/or a student’s t-test when applicable. Statistical significance is indicated by * for comparison to control (open bars) and ® was used for
comparison to either E2-treated cells (A) or ICI-treated cells (B and D). One and 3 symbols were used to express significance for p <0.05 and p <0.001, respectively.

1 wM). Generally, EL is the enterolignan with the highest concen-
trations in plasma, however this varies among groups studied in
that ED concentrations higher than EL have also been reported
[7,8,27,28]. Vegetarians and individuals consuming high quantity
of products rich in lignans, such as flaxseed and sesame seed can
reach micromolar concentrations of EL in their serum [3].

It has been previously reported that structurally distinct phy-
toestrogens, including enterolignans exert their estrogenic effects
through direct binding and activation of the ER [15,29]. But even
though ERa and ERf bind structurally diverse chemicals, the rel-
ative binding affinities for individual compounds do not predict
their in vivo biology as ER agonists or antagonists. EL has a stronger
affinity for binding to ERa and shows markedly low efficacy for
activating ER and therefore is considered as a partial agonist/partial
antagonist [15,30].

Our data, although qualitatively consistent with these reports,
extend them in several important points. We demonstrate for the
first time, that ED, and to a lesser extent EL, are ER agonists. In
our transactivation assays, both ED and EL are ERa activators in
MCEF-7 cells, with ED having a stronger effect than EL. Regarding
ERf, ED but not EL is as potent as E2 in transcriptionally activating
ERf3, which is in agreement with published data [15,30]. The estro-
genic potency of compounds is a complicated phenomenon which
results from a number of factors, such as the differential effects
on the transactivation functionalities of the receptor, the particular
co-activators recruited, the cell- and target promoter-contexts and
the cell differentiation stage [31,32,21]. We report, in this study,
a lower transcriptional activity of ER3 compared to ERa in differ-
ent cell lines (HeLa, HepG2 and CHO) as well as minor differences

between the two different constructs pERE-TK-LUC and pC3-LUC.
Our results are consistent with those in part described in Ishikawa
cells using similar reporter constructs [15].

This suggests that the estrogenic and/or anti-estrogenic activity
of structurally diverse natural phytoestrogens is complex, which is
consistent with published data that often give contradictory results
for these compounds. Therefore, it was of particular interest to
determine the precise mechanism of action of ED and EL as par-
tial agonists. The use of ERa constructs expressed in ER-negative
backgrounds has been a powerful technique for studying the func-
tion of various domains in the ER. For the first time, we showed
that, unlike partial agonists, ED and EL activate AF-2 to a similar
extent to E2, which is known to be associated with a character-
istic repositioning of helix 12 in the LBD. This is consistent with
the recent study of Penttinen et al. [30] showing that the LBD of
the ER are sufficient for EL activity. Our results obtained from the
experiments using the truncated types of ERo, REeei46 and ERa A79
revealed that ED is a full ERa agonist. In cell lines with a context
permissive to AF-1 function (MCF7, HepG2), deletion of AF-1 inter-
feres with E2 or ED-induced transcriptional activation of ERa. In
contrast, this region is involved to a lesser extent in the transacti-
vation of ERa by EL. This property could be due to a conformational
change in the LBD different from that induced by E2 and which
inhibits, at least partially, the activity of AF-1 without affecting AF-
2 function. Therefore, these results reveal that this mechanism of
action makes EL an interesting tool as an AF-2 agonist and enables
a better understanding of ER activation through this domain.

Whereas both ED and EL acted as ERa agonists, but mainly
through AF-1 and AF-2 respectively, they exhibited a contrastive
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effect on the proliferation of MCF-7 cells. ED has an estrogenic effect
to stimulate proliferation, while EL shows no estrogenic effect. This
is consistent with the demonstration that full activity of the AF-1
domain is required for the estradiol-dependant proliferation of ERot
positive breast cancer cell lines [33]. Most importantly, we show
that ED is a full ERax agonist in more complex biological systems.
At concentrations sufficient to elicit substantial ER transcriptional
activities, it also stimulates the transcription of estrogen target
genes (pS2 and PR). ED, but not EL, acts as E2, on ERa66 protein
expression, suggesting a similar mechanism of action, i.e. recruit-
ment of co-activators and/or other proteins to the AF-2 of the bound
ER, likely leading to the receptor’s down-regulation [34].

In contrast to our results, previous in vitro studies showed that
ED has either no effect or minimal growth modulating effects, on
MCF-7 cells and conversely, EL has been reported to induce estro-
genic effects by increasing MCF-7 cell proliferation and expression
of pS2 gene [12-14,35]. In the presence of E2, EL acts anti-
estrogenically by reducing MCF-7 cell proliferation [13]. Moreover,
the ELinduced reduction in MCF-7 cell proliferation has been linked
to a reduction of local estrogen production [36]. However, these
in vitro results, including ours, are not in agreement with those
obtained in vivo showing that neither ED nor EL have growth-
promoting effects on MCF-7 xenografts in the mammary glands of
ovariectomized athymic nude mice [37]. Even the recent study of
Penttinen et al. [30] showed evidence of only a modest uterotrophic
effect of EL in mice. But, consistent with our study, different mecha-
nisms of action on enzymes involved in estrogen production within
the breast have been demonstrated for ED and EL. While ED is a
stronger inhibitor of aromatase activity than EL, only EL, not ED,
inhibits the activity of the 173 hydroxysteroid dehydrogenase and
reduces MCF-7 cell proliferation, in part by inhibiting local produc-
tion of E2 in MCF-7 cells [36].

We also examined the effect of enterolignans on secreted MMP
activities by MCF-7 cells. Invasion and metastasis are major causes
of morbidity and mortality in breast cancer patients. They require
the degradation of extracellular matrix (ECM) by neoplastic cells
which involve a cascade of proteolytic enzymes. MMP are zinc-
dependent ECM-degrading proteases playing an essential role in
tumor angiogenesis, metastasis and growth factor release from the
ECM, and several MMPs, including MMP-9 are directly involved
in cancer invasion [38]. In clinically invasive breast cancers, aug-
mented protein levels and activity of MMP-9 and MMP-2 were
associated with shortened survival and unfavourable prognosis.
Moreover, the expression of MMP-9 in MCF-7 cells is inhibited by
anti-estrogens [39].

We show, for the first time, that ED, as E2, decreases MMP activ-
ity and therefore that ED has estrogenic effects, but only on MMP-9
in MCF-7 cells. Similar results were described for E2 and genistein,
an extensively studied phytoestrogen [40,41]. Interestingly, while
ED and EL are in combination with E2, they block the E2 effect. For
MMP-2 activity, undoubtedly, ED and EL actions are not related to
their estrogenic mechanisms since not inhibited by ICI, and lead
to a loss of the ER mediated protection against cell migration. This
is in accordance with the increased MMP-2/MM-9 ratio in MCF-
7 cells induced by Tam, the ER partial agonist/antagonist [41]. In
contrast, MMP-9 decreased activity is inhibited by ICI, therefore
mediated through an ER-dependant action. Our results obtained
with ED, but not with EL, are complementary to those previously
published regarding enterolignans in ER-negative breast cancer cell
lines [42].

Our study emphasizes that it is of particular interest, because
of their different mechanisms of action, to measure circulating lev-
els of both metabolites of dietary lignans in future clinical studies.
In conclusion, advocating lignan-rich food or even lignan-based
food supplements without medical follow-up for women’s health
should be considered critically. Moreover, it also follows that the

diet of breast cancer patients should be matched carefully with
their particular tumor types.
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lll. LES ISOFLAVONES, ARTICLE 2

A. Contexte de I'’étude

Cette étude s’intéresse aux isoflavones et a l'equo font a I'heure actuelle I'objet
de nombreuses études, puisque ces molécules, ikté&pda et la daidzéine en particulier, se
retrouvent dans de nombreux compléments alimestaitependant, leurs effets sur les
cellules cancéreuses mammaires et leurs propriéestrogéniques restent toujours
controverses.

En effet, les cestrogenes utilisés dans un THS autgnaéent les risques de cancer du
sein, tandis qu'une forte consommation d’isoflavwians les populations asiatiques a été
associée a un faible risque de cancer du sein.d&imieux comprendre leur véritable impact
sur le cancer du sein, les mécanismes moléculaleesces composés sur I'activation
transcriptionnelle des RE et leurs propriétés agétrigues ont été étudiés dans divers

contextes cellulaires.

L’hypothése initiale de ce travail était que lesflevones et I'équol auraient des
mécanismes d’action moléculaire et des propriétégogeniques différentes du ligand
endogene, I'E en fonction des contextes cellulaires, ce qui iguprait les résultats
divergents obtenus dans la littérature.

En fait, notre étude met en évidence que les isoifles et 'équol possedent, quel que
soit le contexte cellulaire, des propriétés d’atin transcriptionnelle du REsimilaires a
'E,, avec une implication préférentielle d’AF-1. Deigl dans les MCF-7, nous démontrons
des effets pro-cestrogéniques des isoflavones ségldation de génes cestrogéno-dépendants

et sur la prolifération cellulaire.

Ainsi, ce travail confirme les résultats obtenusales entérolignanes, a savoir que
dans les MCF-7, il existe un lien entre la capadiithe molécule a induire l'activation
transcriptionnelle de REpar le domaine AF-1 et ses propriétés pro-cestiqgés. De fagon
plus intéressante, les divergences des résulttaauddans les études précédentes concernant

les effets des isoflavones sur les cellules canséseemammaires ne peuvent étre imputées ni
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a des differences de mode d’action de ces commsde RE, ni aux différents contextes
cellulaires utilisés comme modéles d’étude.

Enfin, nos résultats suggerent fortement qu'unaetitation riche en isoflavones n’est
pas recommandée dans l'optique de réduire lesassda cancer du sein et que ces molécules

doivent étre considérées avec prudence.

Ces résultats sont rédigés sous forme de publicatbomise a « Molecular Nutrition

and Food Research » depuis le 11 février 2008.
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Abstract

Estrogens used in hormone replacement therapy eegimay increase the risk of developing
breast cancer. Paradoxically, high consumptionlaftpderived phytoestrogens, particularly
soybean isoflavones, is associated with a low eiweé of breast cancer. To explore the
molecular basis for these potentially differentesmental/clinical outcomes, we investigated
whether soybean isoflavones elicit distinct tramgimmal actions from estrogens by
performing transient transfections in differentldeles. Our results demonstrate thaf317
estradiol (E2), isoflavones and equol effectivaligger the transcriptional activation with
both estrogen receptors (ER), Bnd ERB. ERx transcriptional activity is mediated through
two transactivation domains AF-1 and AF-2, whostiviy is tightly regulated in a cell-type
and promoter specific manner. Isoflavones, gemstand daidzein, and equol, the main
estrogenic metabolite of daidzein, are cE&yonists for transcriptional activation. The
molecular mechanisms for BRinduced transcriptional activity by isoflavonesdaequol
involve their capacity to act mainly through AFdgardless of the cell type. Therefore, our
data indicate that estrogenic ligands, such atasamfies and equol, exert their effects oroER
transactivation similarly to the endogenous lig&#] and suggest that the risk of estrogen-
related diseases might not be reduced by soy-ncdd fand/or isoflavone- or equol-based

supplements.

Introduction

Estrogens were used in hormonal replacement the(B{iyT) to prevent menopausal
symptoms such as hot flushes, urogenital atrophyatso osteoporosis in postmenopausal
women. Unfortunately, HRT has not lived up to itstgmtial to improve health in women.
Estrogens have been associated with an increasedemte of breast and endometrial
cancers, which has led to the use of antiestrogadsselective estrogen receptor modulators
(SERM) such as tamoxifen and raloxifen that hagafar profile. However, since undesirable
effects persist, numerous investigators continusetoch for better SERM for HRT.

There is a growing interest in using natural diefanytoestrogens, particularly those found in
soy products, as a potential alternative to theogehs in HRT. Interest in phytoestrogens has
been fuelled by observational studies showing aethdifference in the incidence rates of
breast cancer in women from western countries cosap those in hon western countries
[1]. Investigators have hypothesized that an Asligh, which is typically high in soy content,
may be one factor that explains the lower incidentéreast cancer in these countries
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compared with other countries on a traditional dnett lacks soy as a common component
[2].

The isoflavones genistein (G) and daidzein (D), owhare abundant in soybeans, and
available widely as herbal tablets, are espec@yular among postmenopausal women who
are taking phytoestrogens in an effort to alleviaenopausal symptoms without the risk of
developing breast cancer. Despite their populanitg putative health benefits, it is clear that
we need to know much more about the molecular nmestms, safety and efficacy of
isoflavones, as natural SERM, before they can bemenended to postmenopausal women as
an alternative to estrogens for HRT.

Dietary isoflavones, such as G and D, and its magtabolite equol (E), are strikingly similar
in chemical structure to steroidal and non-stelogkirogens and are capable of binding
weakly to estrogen receptors (ER) [3]. There amgegrental evidences for and against the
action of phytoestrogens as promoters or protestainbreast cancer (for review, [4]). Since
many in vitro studies have used a similar cellldackground (MCF-7) and experimental
conditions, the discrepancies in the findings arzzpng.

The effects of 1ff-estradiol (E2) and related compounds, such asopbybgens, are
mediated by two members of the nuclear receptoersamily, ERx and ERB, which are
coded on separate genes. B two transactivation functions, located in thiterminal
(AF-1) and C-terminal (AF-2) domains. Once actidaty ligand binding, these AF recruit
co-regulators of gene transcription. Constitutivelgtive when isolated, AF-1 has been
subdivided into three regions, box 1 (amino aci@l$3), box 2 (amino acids 87-108) and box
3 (amino acids 108-129), which correspond to secgensurrounding the main
phosphorylated serine residue at position 118 T transcriptional activity of the AF-2
region is dependant on ligand binding. The trapsiomal activity of ERx can be promoted
through functional cooperation between both AF-H &¥-2 or through each AF acting
independently [6]. Importantly, the respective tigs of AF-1 and AF-2 are controlled in a
cell-type and promoter-specific manner [7, 8]. Rartnore, it has been shown that the
relative contribution that AF-1 and AF-2 exert & transcriptional activity of ERvaries in

a cell differentiation stage-dependant manner [Rhansequently, during the epithelial-
mesenchymal transition, the cell permissivened$ sbhm AF-1 to AF-2 can be predicted to
cause ER to regulate different gene patterns. More recentlye sensitivity of
ERa transcriptional activity towards the cell differeion stage has been shown to be
controlled by the AF-1 box 1 sub-region [10].
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Therefore, isoflavones and equol may produce @lnand/or experimental effects
distinct from estrogens by differentially triggegifcRx transcriptional activity. To test this
hypothesis, we compared the effects of G, D anch Ehe transcriptional activity of ERin
different cellular backgrounds. Furthermore, thespnt study investigated the roles of the AF
domains, and more particularly of the AF1 box 1 sedjon, in the ability of isoflavones (G,
D) and E in ER transactivation. For these purposes, transiensfieations of ER constructs
were performed in an ER positive mammary epitheldl line (MCF-7) as well as in the ER-
negative HeLa and HepG2 cell lines, which offer apie AF permissiveness. The ability of
G, D and E, alone or in combination with E2, to miate ERx protein levels and to exert

growth promoting effects in MCF-7 cells were alsamined.

Materials and methods

Reagents and antibodiesl B-estradiol (E2) and the monoclonal atactin AC-15 were
purchased from Sigma (France). Polyclonal antaEERC-20) was obtained from Tebu-bio
(France) and ICI 182,780, (ICI) from Tocris (Unitikthgdom). The isoflavones genistein (G)
and daidzein (D), and its metabolite equol (E),eva@btained by chemical synthesis by Dr. S.
Shinkaruk at the Laboratoire de Chimie Organiqu@rganométallique (Institut des Sciences
Moléculaires ISM, UMR 5255, CNRS, France). StockuSon of equol was a mixture (1:1)
of racemic compounds (R-equol:S-equol).

Plasmids — Expression vectors pSG5, pSG human (m&RHEO), pSGER46
PpSGERIA79, pSGERA79 S118A and pCM\B galactosidase as well as ERE-TK-LUC and
hC3-LUC reporter genes were previously described]. [Expression vector for human
(h)ERB (pSG5EM) was provided by Pr. J.A. Gustafsson’s departniiept Biosciences and
Medical nutrition, Karolinska Institute, Sweden).

Cell culture and proliferation -All cell lines (HeLa, HepG2 and MCF7) were routinel
maintained in DMEM (Sigma, France), supplementetth w6 fetal calf serum (FCS, Sigma,
France) and antibiotics (Invitrogen, France). Fepegimental conditions, phenol red free
medium DMEM/F12 (Invitrogen, France) supplementeithv2.5% charcoal-stripped FCS
was used (experimental mediunbor cell proliferation, MCF-7 cells (25,000/well) were
seeded in a 24-well plate in DMEM supplemented \with FCS. After 24 h, the medium was
changed to an experimental medium either supplesdent not with FCS and with the
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indicated treatment for up to 5 days. Cell numbas wetermined after 3 and 5 days with a
Coulter cell counter (Beckman Coulter, France).

Transient transfection experimentisTransfections were carried out with FUGENE as
recommended by the manufacturer (Roche Diagnogiresice) and as described previously
[10] with 50 ng of total DNA consisting of the exssion vector, the reporter gene and the
pCMV-( galactosidase internal control (10, 20 and 20 mgpectively). Following an
overnight incubation with the transfection mixtucells were treated either with different
concentrations of E2, isoflavones (10 nM, 0.1 tquM, respectively), ICI (M) or vehicle
(0.1% ethanol), or a combination of these compouasisindicated. Following 36 h of
transient expression, cells were harvested andehase and3-galactosidase assays were
performed as previously described [10]. The repogene activity was obtained after
normalization of the luciferase activity with tBegalactosidase activity.

ERe mRNA and protein expressiofotal RNA was extracted using Tri-Reagdént
(Euromedex, France) after 24 h of treatment inpeemental medium. RT was performed
on 2ug of total RNA. PCR amplifications of human &Rnd-actin as the housekeeping
gene were performed as published [11]. ExpresnbisRa and—actin were examined by
Western blot as previously published [11]. Densitny analysis was performed using
ImageJ 1.17 (National Institute of Health, USA) determine relative amounts of amplicons
and protein. Data obtained were normalizefi-+tactin signals.

Statistical analysisShown are the meatSEM of 3 to 10 independent experiments, each
performed in triplicate (transfections) or duplEa®ne-way ANOVA and Dunnett's multiple
comparisonpost-hoc test or Student'd-test were performed for the statistical analysis
between experimental conditions (GraphPad PtjsbiSA). Dose—dependant effects were
assessed by linear regression (GraphPad Prisi®A). Statistical significance is indicated by
1, 2, and 3 symbols f@<0.05,p<0.01 andp<0.001, respectively.
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Results and discussion

In MCF-7 cells, G, D and E (0.1 uM to 10 uM) indU€RBa and ER transactivation on the
hC3-LUC reporter gene in a dose-dependant fastsaraulated by linear regressior? (R
0.99; 0.97; 0.78 for ER and 0.97; 0.99; 0.87 for ERrespectively). For ER a significant
increase in transcriptional activity is obtainedhwi and 10 uM of G, D and E (12.8+3.6;
17.9+1.2, 4.8£1.0; 7.1£1.2 and 11.7+3.4; 12.1+20l increase compared to control,
respectively). For ER 1 and 10 uM of G and D induce a significant iase (2.9+0.4;
3.910.6 and 2.1+0.4; 2+B.2 fold increase compared to control) while o thighest
concentration of E induces a significant effec8£P.6 fold increase compared to control). G,
D and E (10 uM) induce a significant ERnd ER transactivation similar to the one induced
by 10 nM E2 (Figure 1). E2, G, D and E effects athbER are completely abolished by
treatment with 1 uM ICI (data not shown). The [Eiduced transactivation by E2 and
isoflavones in MCF-7 cells is lower overall thamatlof ERx. For both ER, transactivation is
slightly lower overall when using the estrogen geresreporter gene ERE-TK-LUC (data not
shown). We observe that similar effects to E2 gpecally achieved at concentrations that are
2 or 3 orders of magnitude higher, which can bechred physiologically with a
phytoestrogen-rich diet. Serum concentrations ofDGor E are quite different between
women from various geographic areas and/or spediéts [12]. For instance, isoflavones
concentrations in plasma from 0.2 up to 10 uM hiaeen reported [2, 13]. This is also in
accordance with the fact that the relative bindaffinity of phytoestrogens, measured on
recombinant ER, is generally in the order of 100800 times less than that of E2 (except
for G which has a much higher relative bindingratii in the order of 10-100 times less than
E2) [3]. We observed a stronger transactivatiompi@gamately 5 times) of ER compared to
ERB (Figure 1). This is in agreement with previouslpfished data on HEK 293 cells and in
Ishikawa cells using different (3ERE-TATA LUC) anslar reporter constructs [3, 14] but in
contrast with those of Harris et al., which showeddifference between BRand ER in
transfected MCF-7 cells [15]. However, this strangetivation seems to be corroborated by
the study of Manat al., in 2004 showing essentially no difference in theudural
determinations between the &R BD and the ER-LBD bound to G [16].

Previously published data has often given conttadiaesults for phytoestrogens, suggesting
that the estrogenic and/or anti-estrogenic actiwfy these structurally diverse natural

compounds is complex. Therefore, it was of paréicuhterest to determine the precise
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mechanisms of the action of G, D and E omBRanscriptional activation. The use of &R
constructs expressed in ER-negative backgroundbdes a powerful technique for studying
the function of various domains in the ER [7-10¢. &xamine the role of the different AF of
the ERx-induced transactivation by G, D and E in differestlular backgrounds, we used
expression vectors of full length BR(ERa66) or truncated E® in the A/B domain
(ERaA79, ERx46). ERIA79 construct is deleted from the first 79 aminala@nd therefore
from the AF-1 box 1 sub-region. BR6 is deleted from the A/B domains and therefooenfr
the entire AF-1 (box 1 and box 2/3 sub-regionsusla similar activity of the three receptors is
inherent in a strict AF-2 activity, whereas highranscriptional activity of E&66 or ERi66 and
ERaA79 defines a box 1 or box 2/3 activity, respectivdlhis was done by comparing the
transcriptional efficiency of different ERconstructs on estrogen sensitive reporter genes in
MCF-7 as well as in HeLa and HepG2 epithelial diekks, which both have opposite AF
permissiveness.

Similar expression of the different ERvariants in all cell lines was controlled by Weste
blots (data not shown). In MCF-7 cells, G, D an{iLB uM) present the same transactivation
profile of ERx constructs as E2 (10 nM)e. a higher transactivation of both EB6 and
ERaA79 than ER46 (Figure 2A). Furthermore, while the E2 and Eeetf§ are quantitatively
similar on the three constructs, G-induced tramgaitdbn of ER166 and ERA79 is higher
and D-induced transactivation of ER79 is lower compared to the E2 effects. ICI (1 pM)
completely blocked the effects of E2 and of isoflaes and E (data not shown). These results
indicate that, in MCF-7 cells, transactivation &®deby isoflavones and E is mainly mediated
though AF-1 and that deletion of AF-1 box 1 subiwaghas no effect on ERinduced
transactivation.

It is well known that ER serine 118 (Ser 118) phosphorylation modulates2#8»activity of
AF-1 function [5]. To further investigate the menfsans of the action of isoflavones and E to
induce ERx transcriptional activity, cells were transfectedithw another construct,
ERaA79S118A, deleted from the first 79 amino acids atth the Ser 118 replaced by an
Ala. The replacement of Ser 118 inhibits theo2R9 induced transcriptional activity by E2,
G, D and E in MCF-7 cells (Figure 2B) as well asHala and HepG2 cell lines (data not
shown). Therefore, in MCF-7 cells, G, D, E and Ef|juce ERx transcriptional activity
mainly through the box 2/3 of the AF-1 domain, ameblve the phosphorylation of the Ser
118.
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In HepG2, a strict AF-1 permissive cell line, alingpounds have the same transactivation
profile for the three ER constructs (Figure 2C). For the phytoestrogenedediepG2 cells
are highly permissive to the transcriptional atyivif ERa, which relies mainly on the box 1
of the AF-1 domain¥60%). Furthermore, G, D and E effects were not taively different
from those induced by E2.

In HelLa, the AF-2 permissive cell line, BRs induced slightly compared to HepG2 (Figure
2D). This transactivation is mainly ensured by AFERa66~ER046). However, deletion of
the box 1 and the A domain (ER79), previously identified as an internal structura
repressor [6], enhances ERactivity therefore allowing a stronger transadiiwa through
AF-1 box 2/3 (ERA79 vs ERI66cER046). G and E present the same transactivationl@rofi
as E2, with a similar transactivation of &6 and ER46 and a higher ER\79
transactivation. The G, E and E2 effects are qtamely similar. Interestingly, D
transactivates equally both BEBR6 and ERA79 in a significantly higher manner than E2
while ERn46-induced transactivation is similar. This suggékat D is more potent than E2
in an AF-2 cellular background in inducing transaaion through box 2/3 and/or in
preventing structural repression by box 1.

It appears that the ability of phytoestrogens tbaacER agonists varies between cell types.
Our results indicate that regardless the celludakground.e. AF sensitivity, G, D, E and E2
induce a similar transcriptional activation of &RMore particularly, ER transcriptional
activation by isoflavones and equol involve theapacity to act mainly through AF-1
regardless of the cellular background. Previoudistushow that differences among SERM,
including antiestrogens, xenoestrogens and phytopsts, can be observed in cells
transfected with variant forms of BR[7, 8, 17-19]. They conclude that the estrogenic
potency of compounds is a complicated phenomenachwhsults from a number of factors,
such as the differential effects on the transatitmafunctionalities of the receptor, the
particular co-activators recruited, the cell- aratgét promoter-contexts and the cell
differentiation stage [7-10].

These particular phytoestrogens have the same misals of action than E2 on BRin
MCF-7. Having established that isoflavones and & ER activators, we wanted to confirm
these effects on more complex physiological respgnsuch as ER expression and cell
proliferation. E2 is known to down regulate thedisvof ERx in breast cancer cell lines

through an increased turnover of the E2-activatBd frotein and a reduced transcription
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rate of its own gene [20]. This down-regulation ressents an additional hallmark of the
activation of ERx by an agonist. This prompted us to check whetlirexr ERNA and protein
levels are sensitive to isoflavones and E in MCéells. G, D and E (10 uM, 24 h) down-
regulate ER mRNA levels in a similar extent to 10 nM of E2 f@aot shown). Using the
same treatment, we also observe a down-regulafi@Ra66 protein content with G, D and
E similar to the one induced by E2 (Figure 3A). §deesults confirm previously published
studies in MCF-7 cells [21, 22]. In contrast, o®@ysignificantly decreases [ER6 protein
content, while there was no change with E2, D andtis effect could be explained by G
having an ER-independent effect such as the inbibif tyrosine kinase or the induction of
c-fos [23]. The effects of G, D and E on &Rrotein expression were unchanged in presence
of E2 (data not shown).

Estrogens are decisive actors responsible for tbkfgration and differentiation of normal
mammary epithelial cells as well as the developnagrt progression of breast cancer. We
then analyzed the effects of these compounds orptbkferation of estrogen-dependant
MCF-7 cells, in the presence or absence of chastogbed FCS. Figures 3B andsBow
that isoflavones, E and E2 stimulate the proliferabf MCF-7 cells to a similar extent in the
presence or absence of FCS. The effects of G, DEand MCF-7 cell proliferation were
similar at 1 uM and unchanged in presence of Efa(dat shown). ICI (1 uM) completely
blocked the E2, the isoflavones and E-induced MGdgelf proliferation (data not shown).
There seems now to be a general consensus viewntMEEF-7 cells, G has biphasic effects
on cell growth such that, at low concentrationgiciis as an estrogen agonist through the ER,
whilst at higher concentration it inhibits cell grl through non-ER pathways [21].
However, our results are in accordance with thotssswally described for lower
concentrations of phytoestrogens in MCF-7 cells, [22, 25] and are consistent with the
demonstration that full activity of the AF-1 domais required for the E2-dependant

proliferation of ERx positive breast cancer cell lines [17].
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Concluding remarks

Understanding how natural estrogens elicit clinisglective effects is a key to the
development of safer estrogens for HRT. We havevsehbat isoflavones (G and D), E and
estrogens (E2) have similar effects oncERanscriptional activation, on EBRexpression
regulation and on MCF-7 cell proliferation. Moreepisely, the molecular mechanisms for
ERa transcriptional activation by isoflavones and dquowolve their capacity to act mainly
through AF-1 and genistein, daidzein and equol anelar estrogenic properties to E2 on
ERa expression and on MCF-7 cell proliferation. Thisdy confirms that phytoestrogens are

SERM with estrogenic activities.

The declining use of HRT may mean that more wonteruaing phytoestrogens supplements
as a natural alternative to HRT despite the faat tihere is no good evidence that they reduce
menopausal symptoms much beyond a placebo effbesel supplements are available as
over the counter drugs and they vary widely in rtheihytoestrogen content [26]. In
conclusion, advocating soy-rich food or even isaflee-based pills for women without
medical follow-up should be considered criticaloreover, it also follows that the diet of

breast cancer patients should be matched carefittytheir particular tumor types.
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Figures and legends
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Figure 1: Transcriptional activation of ER by isoflavones arehuol in MCF-7.The effects

of V (EtOH, 0.1%), E2 (10 nM), G, D and E (10 pM) &R transcriptional activity. Cells
were co-transfected with ER(A) or ER3 (B) and the hC3-LUC. Data are expressed as
reporter fold induction compared to V-treated cel&hown are meatSEM of 6-10
independent transfection experiments, each perfrime triplicate wells. Comparisons
between experimental conditions were performed bgna way ANOVA followed by
Dunnett’s test and/or a student:stest when applicable. Statistical significancendicated

by * and *** for comparison to control (V-treate@ls) forp<0.05andp<0.001, respectively.
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FIGURE 2
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. 257 BB ERa66 MM ERaA79 [1ER046 . 257 EEEEROA79 [ERaA79S118A
2 20- 0 2 204
% . % .
S 154 S 154
= o
1=y 1=y
‘= 10 ‘= 10
(&) (&)
2 g ;
[0 [ X . £

ﬁ = I : []
0- 0- 1
E E2 G D E
C: HepG2 D: HeLa
AF-1 >>AF-2 AF-1<<AF-2
60+ Il ERa66 WM ERaA79 [1ER046 201 HE ERo66 B ERoA79 [1ERa46
> > °
> 50+ S .
S S 154
© ©
= 401 = 8
5 ; 5 i
5% N £ .
3 20| % ?
C C 5_
® ®
= 104 x = ﬁ ﬂ ﬂ
* * * *
x b x P
E2 G D E E2 G D E

Figure 2: Transcriptional activation of ERr by isoflavones and equol in different cell lines.
Transcriptional activity of different EBRconstructs was determined using hC3-LUC in MCF-
7 cells @, B) or ERE-TK-LUC in HepG2C) and HelLa cellsd). Data are expressed as
reporter fold induction. Shown are meaS&M of 6-10 independent transfection
experiments, each performed in triplicate wells. mMparisons between experimental
conditions were performed by a one way ANOVA folemvby Dunnett’'s test and/or a
student’'st- test when applicable. Statistical significanceinglicated by * symbol for
comparison to ER66-transfected cells (black bars) within groups #same compound,
symbolso or e were used for comparison to E2-treated cells fearae ER construct. One,

2 and 3 symbols were used to express significamcep$0.05, p<0.01 andp<0.001,

respectively.
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FIGURE 3

A: Protein expression

1.95- ERa 66 ERa 46
S 1.004
&
D 0.75-
2
c
© 0.50+
o
% 0.25-
0.00
v V E2 G D E
B: Cell number in absence of serum C: Cell number in presence of serum
1.501 Rk 5.0 kk
*%k%
8 *%k%k *kk fl")\ 45_
= = 4.0+ Kkk
2 1.25 2 354 Lt
? o x
o] < 30_
[0 ()
S 5 2.5
< £
5 1.00q —= S 2.0-
e L 1.5
1.0
0.75 0.5-
Y E2 G D E v E2 G D E

Figure 3: Effects of isoflavones and equol on ERprotein levels and cell proliferation in
MCF-7. The effects of V (EtOH 0.1%), E2 (10 nM), G, D aBd10 uM) on ER protein
levels @) and on the number of MCF-7 cells in the absel;ed&y 3 or the presence’(
day 5 of 2.5% charcoal-stripped FCS. Data are expressedbld increase compared to
control (V-treated cells). Shown are meeg®EM of 4-5 independent experiments, each
performed in duplicate wells. Comparisons betwegesmental conditions were performed
by a one way ANOVA followed by Dunnett’s test. $tfical significance versus control is
indicated by * and *** forp<0.05 anp<0.001, respectively.
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V. LES FLAVANONES, RESULTATS PRELIMINAIRES

A. Contexte de I'’étude

La Nar et la 8-PN, deux PE de la famille des flaras, sont présents essentiellement
dans les agrumes et le houbldigre 41). A ce jour, des compléments alimentaires a base
d’extraits de houblon et/ou de 8-PN sont accessibl®us afin de lutter contre les symptémes
de la ménopause et leur mise sur le marché neerplgy de norme drastique. Par ailleurs, ils
présentent une alternative intéressante aux iswiless de soja a double titre : le soja non
génétiqguement modifié devient de plus en plusdifia trouver, ce qui peut constituer un
frein pour les femmes qui se tourneraient verscla®pléments alimentaires. De plus, les
extraits peuvent étre préparés de maniére a cordesi acides amers de houblon dont les
vertues calmantes sont connues depuis tres longtempourraient agir en complément des

aestrogenes sur les troubles de la ménopause (Hessenal, 2006).

Figure 41. Structures chimiques de la Nar et de la 8-PN

Ces deux molécules different entre elles par Isg@rée d'un groupement prényl en
position 8. Ce groupement confére a la 8-PN uniaigffélevée pour le LBD du RE et une
activité cestrogénique importantevivo etin vitro (Milligan et al, 2002 ; Zieratet al, 2005).
Les effets de la Nain vitro sont encore controversés (Schaefeal, 2003 ; Harriset al,
2005). Les mécanismes d’action des flavanones @eanides RE ne sont pas clairement

élucidés.

L’hypothése de départ est que la 8-PN, grace adaepce du groupement prényl,

possederait un mécanisme moléculaire d’activates1RIE distinct de celui de la Nar, ce qui
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aurait pour conseéquence une régulation de I'exmesdes RE différente entre ces deux

COMpOSES.

Comme pour les études sur les entérolignanes é&d#éavones, nous avons testé les
effets de la Nar et de la 8-PN sur l'activatiomseriptionnelle des RE et RE3. Puis nous
avons mis en évidence I'implication des domainesralesactivation AF-1 et AF-2 dans cette
activation. Par ailleurs, les effets pro- ou anstraayéniques de la Nar et de la 8-PN ont été
étudiés : sur la transcription d’'un géene régulé lfigg, pS2, sur I'expression protéique des

deux formes endogenes dedré&t sur la prolifération des MCF-7.

B. Effets de la Nar et la 8-PN sur I'activation tramsttonnelle des RE
dans les MCF-7

Des transfections ont été réalisées dans les M@ket différentes constructions :
REa ou RBB et le vecteur rapporteur C3-LUC. Nous avons étities concentrations de 1 uM

pour la Nar et la 8-PN. Ces résultats sont préseatdas Idigure 42.
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Figure 42. Effets de I'Ez, la Nar et la 8-PN sur l'activation transcriptionnelle de
REa et de REB dans les MCF-7

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata.
* et *** (p<0,05 et p<0,001) pour la comparaison par rapport aux conditions contrales.
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La 8-PN induit I'activation transcriptionnelle d&ER, mais de fagon moins importante
que I'E, alors que la Nar n'a pas d’effet significatif (40t 2,2, 4,1 + 15 et 2,6 + 1,3
respectivement pour I’-la 8-PN et la Nar). De méme, pour le[RIEE; et la 8-PN, mais pas
la Nar, induisent une activation transcriptionnalignificative par rapport au controle (3,1 £
0,2,1,8+0,3et1,3+0,4respectivement pouy, [&8-PN et la Nar).

L’activation transcriptionnelle de REinduite par la 8-PN est plus forte que celle de

REB (2,3 fois plus forte). De méme, I'effet de la Nt plus fort pour R& que pour RB.

C. ROle des domaines de transactivation AF dans Vaiitin
transcriptionnelle de RE

Afin de déterminer I'implication des domaines Amdd activation transcriptionnelle
de RE induite par la Nar et la 8-PN, des transfestiont été réalisées dans les cellules MCF-

7 avec les différentes constructions :0®B, REDA79 ou REx46 figure 43).
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Figure 43. Effets de I'E, la Nar et la 8-PN sur l'activation transcriptionnelle des
différentes constructions du REa dans les MCF-7

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata.

+ (p<0,05) pour la comparaison entre les différentes constructions pour une méme
molécule.

* et *** (p<0,05 et p<0,001) pour la comparaison entre les flavanones et I'E; pour une
méme construction
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L'effet de I'E, est supérieur a celui de la Nar et de la 8-PN aweetes les
constructions étudiées. L'activation transcriptiele de REi66 induite par ', la Nar et la
8-PN est supérieure a celle ded?b6 (10,4 + 0,9 et 3,7 = 1 pour BEp<0,05; 2,6 £ 1,3 et
1,2 + 0,2 pour la Nar et 4,1 £ 1,5 et 1,5 + 0,2mplau8-PN). Ces résultats montrent le réle
majeur du domaine AF-1 dans les mécanismes moléesllampliqués dans l'activation
transcriptionnelle de REpar ces molécules dans les MCF-7. Le role des Oeites Al et
A2 du domaine AF-1 dans l'activation transcriptietie de R a donc été examiné plus en
détails. Lorsque la boite Al est délétée, I'acibratranscriptionnelle induite par hEeste
inchangée (10,4 + 2,2 et 9,6 + 0,6), celle indpiae la 8-PN est léegerement diminuée (4,1
1,5et 2,4 £0,2) et celle induite par la Nar eshpletement inhibée (2,6 + 1,3 et 0,6 £ 0,1).

Dans les MCF-7, la Nar et la 8-PN n’activent pagréescription du R& selon les
mémes mécanismes moléculaires. La présence oetiabsde la boite A1 ne modifie pas
l'activation de la transcription de REpar I'E,. En revanche, la boite Al est absolument
nécessaire a la Nar pour induire une activatiopaeticipe faiblement aux effets de la 8-PN.
De ce fait, I'activation transcriptionnelle de ®Enduite par I'k et par la 8-PN implique
principalement le domaine AF-1 (boites A2/3) etfdeon moindre le domaine AF-2. En
revanche, I'activation transcriptionnelle de dREduite par la Nar est beaucoup plus faible et
fait intervenir la boite A1 du domaine AF-1.

Ces résultats nous ont incités a étudier plus ggéuent les mécanismes d’activation

de la Nar et de la 8-PN dans nos différents modxdiglaires.

D. ROles des domaines de transactivation AF dansJ&tizin

transcriptionnelle des différentes formes dexRE

Pour déterminer le réle précis des domaines desdctivation AF-1 et AF-2 dans
I'activation transcriptionnelle de REinduite par les flavanones, les lignées cellutalielLa

et HepG2 ont été transfectées aveaBREet le vecteur rapporteur ERE-TK-LUfy(re 44).
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Figure 44. Effets de I'Ez, la Nar et la 8-PN sur l'activation transcriptionnelle du
RE066 dans les HelLa et HepG2

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata.
* et *** (p<0,05 et p<0,001) pour la comparaison par rapport aux conditions contrales.

Dans les Hela, I'Eet la 8-PN induisent une activation transcriptigfende RE66
équivalente (respectivement 3,9 + 0,6 et 4,8 tdla@tivation). La Nar induit une activation
transcriptionnelle plus faible de RE6 (3,0 + 0,6).

De méme, dans les HepG2, {'Eet de la 8-PN induisent une activation
transcriptionnelle de RE66 (respectivement 33,8 + 5,1 et 21 + 2,5 d'acitvgt mais de
nouveau, la Nar, dans ce contexte cellulaire, indae activation transcriptionnelle plus
faible de RE66 (8,5 + 3,1).

Quel que soit le contexte cellulaire AF-1 ou AF&ctivation transcriptionnelle de

REa est plus importante avec la 8-PN gu’avec la Nar.

L'impact des différents domaines de transactivatidn et des boites composant le
domaine AF-1 sur I'activation transcriptionnelleinte par la Nar et la 8-PN a été mesuré a

I'aide de transfections transitoires dans les teglideLa et HepGZiQure 45).
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Figure 45. Effets de I'Ez, la Nar et la 8-PN sur l'activation transcriptionnelle des
différentes constructions du REa dans les Hela et HepG2

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 expériences de transfections
indépendantes réalisées chacune en triplicata.

« et «os (p<0,05 et p<0,001) pour la comparaison entre les différentes constructions
pour une méme molécule.

* (p<0,05) pour la comparaison entre les flavanones et I'E, pour une méme construction

Dans les HelLa, la Nar et la 8-PN induisent unevatitin transcriptionnelle similaire
de REx66 (3,0 + 0,6 et 4,8 + 1,0 respectivement pour da &t la 8-PN) et de RE6 (2,1 +
0,9 et 4,2 £ 1,0 respectivement pour la Nar etlRN3. Lorsque la boite A1 du domaine AF-1
est délétée avec la Nar et la 8-PN (respectiveraghtt 1,0 et 4,1 + 0,1). L'absence de la
boite A1 n’induit donc pas d’augmentation, commecaNE,. Dans ce contexte cellulaire AF-
2, méme si la Nar induit une activation transcoiptielle de RE plus faible que 'k et la 8-
PN, les trois profils d’activation sont similairdsabsence de la boite A1 ne modifie pas
I'activation transcriptionnelle induite par lesvienones.

Dans les HepG2, l'activation transcriptionnelle BEa66 par I'E et la 8-PN est
similaire (33,8 £ 5,1 et 21,0 + 2,5), alors qu'edlst nettement plus faible avec la Nar (8,5 +
3,1, p<0,05). De la méme facon, la Nar et la 8-©Nabsence du domaine AF-1, ne sont pas
capables d’'induire Ri46 (1,2 £ 0,2 pour la Nar et 1,9 = 0,7 pour la 8yP8I seule la boite
Al du domaine AF-1 est délétée (&RE&79), I'activation transcriptionnelle induite par8aPN
est nettement diminuée par rapport a celle da@®H6,0 + 2,6 et 21,0 £ 2,5, p<0,001), alors
gue cette activation est completement abolie aaé&ar (1,2 + 0,6 et 8,5 £ 3,1).

Dans un contexte cellulaire AF-1, la présence dmlte Al est absolument nécessaire

pour I'activation transcriptionnelle de REnduite par la Nar, alors que pour la 8-PN, toutes
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les boites du domaine AF-1 semblent intervenirpiddil d’activation de la 8-PN est similaire

a I'E,, alors que celui de la Nar est difféerent. La Natae8-PN induisent une activation

transcriptionnelle de REpar des mécanismes moléculaires différents.

Apres l'étude des mécanismes d'action des flavamorsur ['activation

transcriptionnelle du RE, leurs effets cestrogéreddants ont été étudiés.

E. Effets cestrogéniques des flavanones dans leseeNUCF-7

1. Détection protéique de R&
Pour déterminer les effets pro- ou anti-cestrogé&sgdes flavanones, nous avons

mesuré le niveau d’expression protéique dea BRéns les MCF-Tfigure 47).
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Figure 46. Effets de I'E2, la Nar et la 8-PN sur I'expression de REa66 et REa46

A : Western Blot révélant la production de REa66, REa46 et la B-actine par les MCF-7
contréles (V) ou traitées pendant 24 h.

B : Expression protéique aprés chaque traitement. Les résultats sont exprimés sous
forme d'intensité relative par rapport aux conditions contrales.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes.

*** (p<0,001) pour la comparaison par rapport aux conditions contréles
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L’E, et la 8-PN diminuent Ri#66 (0,6 £ 0,1 et 0,5 £ 0,1 respectivement, p<0,081)
contraire, la Nar n’a pas deffet RE6 (1,0 £ 0,1). L'expression de RE6 n’est pas
modifiée (1,0 + 0,1, 1,7 + 0,5 et 0,8 = 0,3 respeehent pour ', la Nar et la 8-PN). Ces
résultats montrent donc que, dans les MCF-7, |&N8Pune action pro-cestrogénique sur

I'expression protéigue de RiB6, ce qui n’est pas le cas de la Nar.

2. Régulation du gene codant pS2
L’effet de la Nar et de la 8-PN a été étudié surélgulation de TARNm de pS2 par
RT-PCR f{igure 46).
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Figure 47. Effets de I'E, la Nar et la 8-PN sur I'expression de 'ARNm de pS2

Les résultats sont exprimés sous forme d'intensité relative apres chaque traitement par
rapport aux conditions contréles, c'est-a-dire sans traitement.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 6 expériences de RT-PCR indépendantes.
* (p<0,05) pour la comparaison entre les différents traitements expérimentaux par
rapport au contrdle

L’E, et la 8-PN augmentent I'expression dARNm de p$Z + 0,1 et 1,8 + 0,3
respectivement, p<0,05), tandis que la Nar n'addeffet (1,2 + 0,2). Les mélanges d’Et
de Nar ou d’'z et de 8-PN ne modifient pas I'expression d’ARNrans les MCF-7, la 8-PN a
une action pro-cestrogénique sur I'expression d&NA d'un géne régulé par LEpS2, ce

qui n’est pas le cas de la Nar.
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3. Prolifération des MCF-7
Lafigure 48 présente les effets de la Nar et de la 8-PN spirdiifération des MCF-7.
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Figure 48. Effets de I'E2, la Nar et la 8-PN sur la prolifération de MCF-7
apres 3 (sans SVF) et 5 jours (avec SVF) de traitement

Chaque valeur représente le nombre de cellules + SEM, sur 3 expériences indépendantes

faites en duplicata.
*** (p<0,001) pour la comparaison par rapport aux conditions contréles

Apres 3 jours de traitement, il n'y a pas d'effetsdflavanones (1,0 + 0,1 pour le
contréle, 1,1 £ 0,1 pour I'E1,1 + 0,1 pour la Nar et 1,2 £ 0,1 pour la 8-PN).

Apres 5 jours de traitement, la proliféeration deSBR47 augmente avec bE1,7 + 0,1,
p<0,001) et la 8-PN (2,4 £ 0,2, p<0,001). Au congrala Nar ne montre pas d'effet sur la
prolifération et induit une mort cellulaire, puisgle nombre de cellules est bien inférieur au
contréle (0,1 + 0,01, p<0,001), équivalent au ¢raent avec I'ICI (0,1 + 0,03, p<0,001). Cet
effet de la Nar est inhibé par bEL,2 + 0,2).

La 8-PN a donc une action pro-cestrogénique sur rddifgration des MCF-7,

contrairement a la Nar, qui induit une mort celida
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F. Conclusion

Ces résultats montrent que la 8-PN et plus faibhertee Nar, induisent I'activation
transcriptionnelle des RE. La 8-PN a une activitgtrogenique supérieure a la Nar et

supérieure sur REque sur RB.

L’activation transcriptionnelle de REinduite par la 8-PN passe essentiellement par le
domaine AF-1 et ceci quel que soit le contexteutate.

Dans un contexte AF-1, 'activation transcriptioh@ale REx induite par la Nar est
faible, mais pas dans un contexte AF-2, ou elle&égsivalente a I'kEet la 8-PN. Ces résultats
indiquent le réle important du domaine AF-2 damstivation transcriptionnelle induite par la
Nar.

La 8-PN comme I'g, mais pas la Nar, augmente le taux d’ARNm de mB@jnue
'expression de R&66 et augmente la prolifération des MCF-7.

L’ensemble de ces résultats permet de conclure lgue-PN des propriétés

aestrogéniques comparables a.'E
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DISCUSSION

161



Les PE se lient aux RE et induisent des répongesopranti-oestrogéniques dans une
lignée cancéreuse mammaire, les MCF-7. Plusieuranpres peuvent moduler cette
réponse, en fonction des concentrations utiliséesype de récepteur étudié ou encore de la

conformation de RE induite par la molécule testée.

Un des premiers points que nous allons évoquer Issntoncentrations utilisées au
cours de ce travail, réalisé sur des cellules dtureu En effet, les concentrations de PE
utilisées dans le travail préliminaire de criblagaient de 0,1, 1 et 10 uM, tandis que les
effets cestrogéniques des PE ont été évalués paurcaleentrations d’l pM pour les
flavanones et de 10 uM pour les entérolignanessasbflavones.

Le choix de ces concentrations a été motivé pasiguwes raisons. Tout d’abord, les
effets observés lors de cette étude préliminaait significatifs a ces concentrations, qui de
plus, correspondent aux concentrations circulamtiesuvées dans la littérature.

Pour les entérolignanes, une consommation ditecid@atale traditionnelle » entraine
des concentrations plasmatiques d’entérolignanBsgfEEL confondus) de I'ordre de 10 a
270 nM. Cependant, des concentrations plus élddedsrdre du uM) peuvent étre obtenues
dans des populations ayant un régime particulienémehe en lignanes (Lampe, 2003 ;
Peeterst al, 2007).

De nombreuses études sur la biodisponibilité defaiwones ont été réalisées et les
concentrations circulantes plasmatiques mesuréessémble de ces études montre que ces
concentrations varient de 0,5 a 10 uM (Setasiedll, 2001 ; Bennetau-Pelissesbal, 2003 ;
Matheyet al, 2006).

Enfin, deux études récentes sur la biodisponibtlies flavanones, réalisées chez
’Homme, ont mesuré des concentrations circulaniesNar de l'ordre de 6-7 uM apres
ingestion de gélules (Erluret al, 2002 ; Kanazet al, 2007).

Nos résultats, obtenus vitro sur les mécanismes d’action de ces composeés jpsur d
concentrations de 1 et 10 puM (légérement supraiplogsques), montrent des effets
significatifs. Notons cependant que nos résultaterms a 1 uM sont équivalents, quoique
légeérement plus faibles, que ceux obtenus a 10 uM.

Enfin, les concentrations plasmatiques ne sont fpeeement représentatives des

concentrations intra-tissulaires. Par exemple, étnde récente a montré chez 'lHomme des
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concentrations de daidzéine et d’équol plus éleddes le fluide prostatique que dans le
plasma (Hedlunet al, 2005).

Les PE testés induisent une activation transcripttie de R& plus importante que

de RBB. Ceci pourrait s’expliquer, en premier lieu, paeuwlifférence d’affinité, parametre

qui a déja été largement étudié dans la littérature

Les études sur l'affinité des PE pour les RE onhimqu’ils avaient une plus forte
affinité pour le RB (Kuiper et al, 1997 ; Moritoet al, 2002). Malgré la difficulté de

comparer entre elles ces diverses études, caalesrs pour une molécule donnée varient en

fonction de la technique utilisée ou encore desditmms expérimentales, nous avons

regroupé ces données obtenues sur I'affinité velates PE pour les RE danddbleau 13

Tableau 13. RBA (Relative Binding Affinity) de divers PE pour REa et RER

L'affinité relative de I'E; pour les RE a arbitrairement été fixée a 100

Rapport Technique de mesure d'affinité
REa REB |RBAa/RBAB utilisée Référence
Molécule | RBA (%) | RBA (%)

5 36 0,14 compétition in vitro (RE solubilisé) (Kuiper et al., 1997)
4 87 0,05 compétition in vitro (RE en phase solide) (Kuiper et al., 1998)
G 0,7 13 0,05 compétition in vitro (RE solubilisé) (Kuiper et al., 1998)
0,9 38 0,02 compétition in vitro (RE solubilisé) (Mueller et al., 2004)
0,032 0,86 0,04 compétition sur cellules entiéres (Escande et al., 2006)

6 79 0,1 compétition in vitro (RE solubilisé) (Zhu et al., 2006)
0,1 0,5 0,2 compétition in vitro (RE en phase solide) (Kuiper et al., 1998)
D 0,2 1 0,2 compétition in vitro (RE solubilisé) (Kuiper et al., 1998)
0,015 0,13 0,12 compétition sur cellules entiéres (Escande et al., 2006)

0,1 2 0,05 compétition in vitro (RE solubilisé) (Zhu et al., 2006)
E 0,3 3.7 0,08 compétition in vitro (RE solubilisé) (Mueller et al., 2004)
EL 0,07 0,01 7 compétition in vitro (RE solubilisé) (Mueller et al., 2004)
94 185 0,51 compétition in vitro (RE solubilisé) (Kuiper et al., 1997)
20 140 0,15 compétition in vitro (RE en phase solide) (Kuiper et al., 1998)
C 34 100 0,34 compétition in vitro (RE solubilisé) (Kuiper et al., 1998)
11,2 94 0,12 compétition in vitro (RE solubilisé) (Mueller et al., 2004)

22 35 0,6 compétition in vitro (RE solubilisé) (Zhu et al., 2006)
R 0,06 0,02 3 compétition in vitro (RE solubilisé) (Mueller et al., 2004)
Nar 0,01 0,11 0,09 compétition in vitro (RE en phase solide) (Kuiper et al., 1998)
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Le calcul du rapport du RBINRBAB permet de comparer I'affinité relative d’'une
molécule entre les deux RE. Ainsi, la génistéimed&idzéine, I'’équol, le coumestrol et la
naringénine ont une affinit¢ beaucoup plus forteurpée RE3 que pour le RE.

L’entérolactone et le resvératrol, au contraird,wore affinité plus importante pour le RE

Cependant, I'affinité ne refléete pas forcement leapacité d’activation. Ainsi, nos
résultats sont cohérents avec ceux de I'équipeatkhBm, qui a trouvé que les PE étaient
plus actifsvia le REx (Barkhemet al, 1998). De méme, la génistéine, la daidzéine, le
coumestrol ou encore la naringénine activent peétéllement RE méme si les différences
d’activation transcriptionnelle entre les deux stymes de RE ne sont pas tres grandes
(Kuiper et al, 1998). Mueller confirme I'absence de lien direntre I'affinité des PE et leur

capacité a induire une activation transcriptiormdi RE (Muelleet al, 2004).

Nos résultats montrant que I'EL et les isoflavoniesiuisent une activation
transcriptionnelle de RE plus importante que de REconfirment les résultats déja décrits
dans la littérature (Kuipeet al, 1998 ; Muelleret al, 2004 ; Penttineret al, 2007). De
méme, l'activation transcriptionnelle préférentelle REx obtenue avec la 8-PN est en
accord avec des études realisées sur dautres esod@dvures, lignées cellulaires
d’'ostéosarcome, cellules d’hépatome humain HuH7)li¢dn et al, 2002 ; Schaefeet al,
2003 ; Roelenst al, 2006).

Ainsi, ces premiers résultats supposent que lep&kent avoir des mécanismes
d’activation des RE différents entre eux et égalandifférents des cestrogenes endogénes.
Ces différences peuvent étre dues au changemamindermation des RE induit, a I'affinité
relative de chague molécule pour les deux RE, corem leur capacité a activer les RE suite

au recrutement de divers cofacteurs agissant paldmaines AF-1/AF-2.

La diversité des effets des PE sur l'activationngmiptionnelle des RE peut
s’expliquer par des différences structurales. Hetefde nombreuses études ont mis en
evidence la relation entre la structure du ligankh @eponse induite sur les RE. Selon la taille
et la forme du ligand, la conformation du LBD sditiérente, entrainant le recrutement de
différents corégulateurs (Frasetral, 2004 ; Pike, 2006). Les deux domaines AF n’oistlpa

méme role et la méme importance en fonction duntigat donc de la conformation du
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complexe RE-ligand. C’est le cas du tamoxifeneeet'l, qui entrainent des conformations
différentes du RE : ainsi, le domaine AF-1 est ingoat pour I'activité agoniste du Tam, alors
gue la synergie entre les deux domaines AF-1 e &Bt nécessaire pour I'activité induite par
'E.. Il est aussi évident que bEet le tamoxiféne ne mobilisent pas les mémes négau
domaine AF-1 (Frasaet al, 2004).

Ainsi, pour les entérolignanes, ces différencesstlactures peuvent expliquer les
effets différents de [I'entérodiol et de [I'entérdtaee au niveau de [Iactivation
transcriptionnelle de RE Dans un contexte AF-2, I'entérodiol et I'entéattme induisent
une activation transcriptionnelle de &Esimilaire a I', ce qui est associé a un
positionnement caractéristique de I'hélice 12. €ailtat est en accord avec une étude récente
qui a montré que le LBD du RE était suffisant pbunduction induite par I'entérolactone
(Penttinenet al, 2007). Cependant, dans un contexte AF-1, les dealkcules ne montrent
plus la méme induction de REce qui suggére qu’elles induisent une conformasioatiale

de REx différente et par conséquent le recrutement dégedateurs différents.

Cette différence de conformation du complexe RBA®ja déja été etudiée dans le cas

de la liaison de la génistéine au Rigyre 49).

Figure 49. Différence de conformation induite par I'E; et la génistéine
(Heldring et al.,, 2007)
A : conformation de RE apres liaison a I'E;
B : conformation de RE apreés liaison a la génistéine
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Contrairement a la conformation induite par laske avec I'k, dans le cas de la
liaison avec la génistéine, I'hélice 12 du LBD (esrt) du RE n’est pas stabilisée dans une
« conformation agoniste », bloquant ainsi le remnént de certains corégulateurs. La
génistéine est donc considérée comme un agonistielpauisque la conformation du RE
gu’elle induit n’est pas strictement identique Becde I'E, (Heldringet al, 2007).

Pour les flavanones, la naringénine et la 8-préayingénine ne different entre elles
gue par la présence d’'un groupement prényl eniposdt Roelens suggere, d’'une part, que
'absence de ce groupement entraine une forte dilom de I'affinité de liaison aux RE
(Roelenset al, 2006). D’autre part, I'activation transcriptiotieedifférente entre les deux
molécules peut étre expliguée par une conformatjmatiale différente de RElors de la
liaison du composé, ce qui entrainerait ainsi desactions plus ou moins synergiques entre
les domaines AF-1 et AF-2 et les différents coratgurs.

D'une part, des expériences dimmunoprécipitatioa k& chromatine seraient
nécessaires pour identifier précisément les coaéguis recrutés par les différents PE testés.
D’autre part, des études de cristallographie paiercthiner la structure du RE lié a un PE

pourraient étre envisagées.

Nos résultats ont mis en évidence le réle desréiffs domaines AF dans I'activation
transcriptionnelle de REinduite par les PE.

L’implication des domaines AF-1 et AF-2 dans I'aation transcriptionnelle du RE
est fonction de I'état de différenciation de laldel (Merotet al, 2004). Ainsi, le domaine
AF-1 est le principal domaine impliqué dans ledute$ differenciées, comme notre modele
d’étude HepG2, alors que le domaine AF-2 est gradement actif dans les cellules dites
dédifférenciées, comme les Hela. Lors du procedsusancérisation, les cellules passent
d'un état différencié a un état dédifférencié : glagit de la transition épithélio-
mésenchymateuse. La cellule perd alors certairmgmiptés et passe d’'une sensibilité AF-1 a
une sensibilité AF-2 (Hueet al, 2008). Le rble des domaines AF dans lactivation
transcriptionnelle du RE induite par les PE est un parameétre importantresidérer dans

I'optique de mieux comprendre I'impact de ces molés dans le cancer du sein.

Cette étude a été réalisée a l'aide des différecd@structions de RE dans des

contextes cellulaires définis.
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L'implication privilégiée du domaine AF-1 dans lascde I'entérodiol, des isoflavones
et de la 8-prényl-naringénine, démontre un mécamidiaction similaire a celui du ligand
endogene, ' pour l'activation transcriptionnelle du RE. Parnséquent, ces molécules
seraient classées comme des agonistes pursde I'E

De facon plus intéressante, les résultats obtevers l@ntérolactone et la naringénine
semblent indiquer gqu’ils seraient de bons candidatsant qu'agonistes « AF-2 spécifiques »
et par conséquent permettraient une meilleure céingmsion du réle du domaine AF-2 dans
I'activation du REx, non encore complétement élucidé a ce jour.

Deux hypotheses peuvent étre envisagées: ces sesmrtivent le RE par le
domaine AF-2 ou induisent un changement de conttitelaire, qui forcerait le mécanisme
d’activation du RE a passer par AF-2. Dans ce deitas, la cellule ayant un contexte AF-1,
donc différenciée, basculerait vers un contexte2ABenc deédifférenciée. Des études sur des
marqueurs spécifiques de différenciation cellulamenme I'expression de la vimentine ou de

I'E-cadherine seraient a envisager pour infirmeconfirmer cette hypothése.

Récemment, diverses études se sont intéresséédeades domaines AF-1 et AF-2
dans l'activation transcriptionnelle de RE

Ainsi, I'étude de I'activation transcriptionnellee REx et de constructions du RE
delétées de AF-1 ou de AF-2, par la naringéninle e¢svératrol, effectuée dans les lignées
HepG2, MDA-MB-231 et une lignée osseuse U2, comebwos résultats. En effet, elle
démontre, d’'une part, que la naringénine et leé&megrol induisent faiblement le RE et
d’autre part que cette induction est dépendantectexte cellulaire. De plus, I'activation
induite par la naringénine passe préférentiellerpaniAF-2 (Yooret al, 2001).

De méme, le resvératrol posséderait des proprittésiperagonistes dans les MCF-7,
alors qu’il s’avere n’étre qu'un agoniste partieind une lignée de cancer de l'ovaire, les
BG-1. Les propriétés agonistes d’'un PE varient dencfonction de la lignée cellulaire
étudiée. Il apparait aussi que le role respectf diemaines AF-1 et AF-2 dans I'activation
transcriptionnelle de REinduite par le resveératrol varie en fonction dgahd et du gene qui
est ciblé, c'est-a-dire en fonction du promoteweh@et al, 2004).

Le domaine AF-2 n'est pas indispensable pour obteane activation
transcriptionnelle du RE avec certains PE dans les MCF-7, contrairemeifi,aDe plus, il

n'y aurait pas de lien entre I'activation transtiopnelle du R et la capacité d’'un composé
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a induire une activité cestrogénique (comme la edgul protéique de REB. Les activités
aestrogénigues d’'un composé ne peuvent donc pagréttites par son affinité pour le RE ou

par des études de transactivation transcriptioam@|RE (Wu et Safe, 2007).

Concernant I'étude des propriétés cestrogéniqueBBEerous avons choisi d’analyser

'expression de génes cestrogéno-dépendants ams$a quolifération des MCF-7.

Les genes cibles choisis pour cette etuden(REP et pS2) sont des génes de référence
dans la régulation par I’)Ede genes cestrogéno-dépendants dans les MCF-TieErHeeREx
lui-méme est un des genes cibles spécifiques datnahscription est activée par {'Et cette
activation transcriptionnelle est concomitante auee diminution du niveau d’expression
protéigue de R&, induite par I'action du systeme ubiquitine/praidme (Lonard et Smith,
2002). De méme, le géne codant le RP est soustt®mie I'E et les RP sont également
impliqués dans certains cancers du sein (Kasthat, 1990). Enfin, la régulation par bElu
gene codant pS2 dans les MCF-7 a été mise en @eidians les années 1980 (Jakowéw
al., 1984). Méme si la fonction protéique de pS2 ebheure actuelle méconnue, ce gene
constitue une référence dans la régulation par d& génes cestrogéno-dépendants dans les
MCF-7.

L’entérodiol, les isoflavones et la 8-prényl-naénine, dont [I'induction de
I'activation transcriptionelle de REpasse préférentiellement par le domaine AF-1,leégu
I'expression des genes cestrogéno-dépendants colgméNbs résultats confirment que ces
molécules ont des propriétés pro-cestrogéniquasygesent que ce sont « agonistes purs » de
REa.

Peu d'études ont été réalisées sur l'analyse dedalation de génes cestrogéno-
dépendants par les entérolignanes. L'absence t'éffd’entérolactone sur I'expression de
'ARNmM de pS2 ne confirme pas I'étude de Sathyntoonmtalisée en 1994, montrant que
I'entérolactone induit faiblement la transcriptida pS2, alors que I'entérodiol n’a pas d’effet
sur la transcription de ce gene (Sathyamooethgl, 1994).

Nos résultats montrent également que I'entéroded, isoflavones et la 8-prényl-
naringénine induisent la prolifération des MCF-& qui confirme les propriétés pro-

cestrogéniques de ces molécules. Ces résultatsesoatcord avec ceux décrits dans la

168



littérature, montrant un effet prolifératif de lérgstéine et de la daidzéine a 10 uM (Schmidt
et al, 2005). Cependant, d’autres études montrent uet gffolifératif pour de faibles
concentrations (< 1 pM) et un effet anti-proliffrapour de fortes concentrations
d’isoflavones (> 1 uM) (Matsumuset al, 2005 ; Rice et Whitehead, 2007).

Dans notre étude, I'entérolactone n’a pas d'effetifératif sur les MCF-7, a I'inverse
des travaux de Mousavi en 1992, qui montrent qeregédrolactone stimule la prolifération des
MCF-7 pour des concentrations de 1 a 10 uM. Phuad, comme nos résultats, cette étude
montre que l'entérolactone inhibe cette prolifématien présence dE(Mousavi et
Adlercreutz, 1992).

Nous obtenons un effet prolifératif de la 8-préngtingénine sur les MCF-7, ce qui
n’est pas le cas d’'une étude récente (Brueeldl, 2007). Il faut cependant souligner que les
concentrations utilisées sont 10 a 100 fois plue$oque les nétres, ce qui pourrait expliquer
cette différence.

De facon remarquable, nous avons montré que lang@mine, mais pas
I'entérolactone, induit une mortalité cellulairesddCF-7. Une étude récente a montré que la
naringénine inhiberait la prolifération des celkileancéreuses par une action cestrogéno-
dépendante, en interférant avec la cascade declmeyD1. De plus, elle induirait la voie
p38/MAPK, favorisant ainsi I'apoptose de cellulencéreuses par des actions cestrogéno-
indépendantes (Tottat al, 2004). Il serait donc intéressant de compléter dannées par
'étude de I'apoptose induite par la naringénine les MCF-7. Ces voies sont peut-étre a
privilégier dans des études complémentaires sumaldngénine pour I'envisager comme
candidat alternatif au THS.

Afin de déterminer lI'impact des PE sur la migratioallulaire, leurs effets sur
l'activité des MMP-2 et MMP-9 ont été étudiés deesMCF-7. Les MMP-2 et MMP-9 sont
des collagénases de type IV impliqguées dans |aitram épithélio-mésenchymateuse lors du
processus de cancérisation. Elles permettent laatrog cellulaire par dégradation de la
matrice extracellulaire et sont impliquées dangriagression et I'invasion de cancers ainsi
gue dans le processus de métastase. Elles samtart exprimées dans les tumeurs avancées
et une forte concentration circulante de MMP-9 @ rétrouvée chez des patientes atteintes
d’'un cancer du sein (Zuckest al, 1993). De récents résultats indiquent que ithibe
I'activité des MMP dans les MCF-7 en culture (Nis®t al, 2007). L’étude de I'impact des
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PE sur l'activité de ces MMP est donc une appractégzessante dans 'optique de déterminer
leurs effets sur la migration de cellules cancérsusammaires.

Nous avons ainsi mesureé les effets de I'entérogliale I'entérolactone sur I'activité
des MMP-2 et MMP-9. L’entérodiol, comme bEdiminue l'activit¢ de MMP-9, de fagon
RE-dépendante. Ces résultats sont en accord aveécdates études décrivant des effets
similaires pour I'kz et la génistéine (Kousidat al, 2005 ; Nilssoret al, 2007).

Ainsi, 'ensemble de ces données indique une pliotecles entérolignanes contre la
migration cellulaire induite par l'activité MMP-9t edonc contre l'invasion de cellules
cancéreuses mammaires (Chen et Thompson, 2003)adam intéressante, il y aurait
egalement un effet RE-indépendant de I'entérodiotie I'entérolactone pour augmenter
l'activité de la MMP-2. Le blocage par I'ICI laissdt la possibilité a I'entérodiol d’agir par
d’autres mécanismes non génomiques. Cette voiergibuitre poursuivie dans le cadre
d’études complémentaires pour appronfondir lesteffon génomiques de I'entérolactone
comme SERM.

Ainsi, dans les MCF-7, les molécules ayant devis&si cestrogéniques induisent une
activation transcriptionnelle de REpréférentiellement par le domaine AF-1. A l'invers
nous n'avons pas démontré d'effets pro-cestrogégigoeur des composés tels que
I'entérolactone et la naringénine, qui agissentépedtiellement par le domaine AF-2.

Selon nos résultats, I'entérodiol, les isoflavonsts la 8-prényl-naringénine ne
paraissent pas étre de bons candidats pour porgstés etudes complémentaires dans la
recherche de nouveaux SERM. L’entérolactone etaldngénine montrent une activation
faible de RE, sans pour autant induire certains effets négdgfs cestrogenes, comme la
prolifération des cellules cancéreuses, ou encardrdnscription de genes cestrogéno-
dépendants impliqués dans les processus de capoés®y Cela ouvre ainsi un champ
d’investigation afin de vérifier et de poursuivtétlide de leurs effets sur d’autres marqueurs

et voies de signalisation cestrogéniques.

En effet, notre travail s’est intéressé particelieent aux effets RE-dépendants des
PE, or, il est maintenant établi que les cestrog@&xescent de trés nombreuses actions
physiologiques par de multiples voies de signabsat notamment les interactions
RE/protéines et les voies non génomiques.
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Dans les interactions RE/protéines, les voies vatibn AP-1 ou Spl semblent étre

intéressantes a analyser pour étudier les effdtemtérolactone et de la naringénine.

La voie AP-1 intervient dans de nombreuses réguiaticomme la prolifération, la
différenciation ou encore la réponse immunitairee¢hta-Grigoriouet al, 2001). Dans les
processus de prolifération, le complexe AP-1 esfagteur déterminant pour la formation de
tumeurs et a des effets pro- ou anti-apoptotiqueforction du complexe formé (Mechta-
Grigoriou et al, 2001). Les interactions entre les RE et les preg2AP-1 (c-fos et c-jun),
requiérent les deux domaines AF-1 et AF-2 et etiquéier le domaine AF-2, qui en liant des
coactivateurs p160 (SRC-1 ou GRIP-1), stabiliseol@plexe protéique REAP-1 et permet
la régulation de la transcription de genes cittassfineret al, 2000).

Le REx est capable d’interagir directement avec c-junmadmiere ligand-dépendante,
activant ainsi deux voies selon si ce dernieriésh son ligand endogene yBu a un SERM
comme le tamoxifene ou le raloxifene (Wedthal, 1999 ; Teyssieet al, 2001). Ainsi, selon
le ligand du RE, ou encore selon le contexte cellulaire, la voiRe Asera ou non activée. De
plus, le RE et le RB induisent des réponses opposées sur cette vaisqus I'E est lié au
REq, il y aura activation de la transcription de gerégzulés par AP-1 et a l'inverse, lorsque
l'E, est lié au RB, cette transcription est inhibée. De plus, le tefidae, mais pas le
raloxifene, active la voie AP-1 dans les HelLa npas dans les cellules cancéreuses du sein
(Paechet al, 1997). Des études supplémentaires seraient rad@sspour verifier que
I'entérolactone et la naringénine pourraient irgerde la méme facon dans certaines lignées,

mais pas dans d’autres, en entrainant des recratemiéérentiels de corégulateurs.

De méme, des génes contenant des séquences prosmithas en GC peuvent étre
régulés grace a une interaction entre le RE et Spite voie est activée par }et les anti-
aestrogenes dans les MCF-7 mais pas dans les Helalub), cette voie ne semble active que
lors d’'une interaction R&Sp1, ce qui confirme la nécessité de la régiomiNiinale, donc
du domaine AF-1, dans l'activation de cette voiémme si le domaine AF-2 n’est pas inactif
(Kim et al, 2003). Ainsi, I'étude des effets de I'entérolacet de la naringénine sur cette
voie Spl veérifierait I'hnypothese que ces deux males activent le RE préférentiellement par
le domaine AF-2. En effet, puisque cette voie ngite$activation du domaine AF-1, elle ne
devrait pas étre activée par I'entérolactone aalingénine.
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En parallele, il existe d'autres voies de signdilisa des cestrogenes dites non
génomiques. Ces voies sont diverses, comme calldVidd’K, des PK ou encore celle de
l'interaction avec un récepteur membranaire, et/peuétre la cible des PE.

En effet, des étudds vitro ont montré que les PE pouvaient engendrer desnacti
non génomiques tres rapides (Belcher et Zsarnoy2£01). La génistéine est connue depuis
de nombreuses années comme étant un inhibitedymasine-kinases (Akiyamet al, 1987).

De plus, la génistéine augmente la synthese de W des cellules primaires d’aorte
humaine a des concentrations de 1-10 uM de facom&Ependante (Si et Liu, 2008). La
daidzéine, elle, induit une réorganisation rapiden(te) du cytosquelette d’'actine des
ostéoblastes, impliqguée dans la migration cellaeléte Wildeet al, 2006). Cette action est
due a la liaison de la daidzéine a une protéine bremaire, qui entraine une cascade de
phosphorylations impliguant des 3Rl ou encore des MAPK. L’entérolactone et la

naringénine pourraient induire des effets simikaire

Enfin, des études vivo sur des souris sauvages ou mutées au niveau dairtkom
AF-1 du RE, pourraient étre envisagées. Ces études congisterantre autres, a analyser
les effets de l'entérolactone ou de la naringénsue divers marqueurs et fonctions
physiologiques des cestrogenes, notamment I'utgrioiipl’ostéoporose ou encore le systeme
cardio-vasculaire.

Pour conclure, ce travail a mis en évidence quex deH, I'entérolactone et la
naringénine, sont de faibles agonistes du RE, auee préférence d’activation
transcriptionnelle par le domaine AF-2 et n'indmisapas les effets cestrogéniques
« néfastes ». Ce travail s’est intéressé a l'attimatranscriptionnelle des RE par les PE, a
I'élucidation de [limplication des domaines AF damette activation et aux effets
cestrogéniques en résultant. Cependant, I'actiofPBgseut s’avérer aussi complexe que celle
des cestrogénes et de nombreuses voies sont enegpdoger pour évaluer leur capacité a

induire des réponses cestrogéniques et ainsi comfaits effets exacts dans notre organisme.
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De nombreux compléments alimentaires sont a I'hewteielle & base de PE, en
particulier d’isoflavones. Ces compléments vantesitifre autres, les bienfaits de ces
molécules sur les symptomes de la ménopause. Caperels diverses études réalisées sur
les effets des isoflavones sur les symptébmes daédlaopause ne mettent pas en évidence
d’effets clairs. De plus, selon nos résultats,ideflavones, mais également I'entérodiol et la
8-prényl-naringénine, montrent un effet pro-cestnogée sur les MCF-7, lignée humaine de
cancer du sein. Il semblerait donc important etesgaire d’informer les utilisatrices de ce
type de compléments alimentaires en vente librepagticulier les plus vulnérables avec de
forts risques de cancer du sein, sur les proprgsestrogéniques de ces composés.

Par ailleurs, des études complémentaires seragg@seaires pour certifier que ces
produits ne présentent aucun danger pour cettelgtapu a risque. Dans tous les cas, la
connaissance de la prise de ces produits par tdesgionnels de santé semble fortement

recommandée.

Nos résultats ne montrent pas d’effets pro-cestiqgéa de I'entérolactone et de la
naringénine dans une lignée de cancer du seinc@eposeés semblent donc tres intéressants,
car ils seraient de bons candidats dans l'optiquéutilisation de ces SERM dans le cadre
d’'une nutrition préventive. Cependant, de plus am@tudes seraient nécessaires, car nous
n'avons pas testé leurs effets sur des aspectfidpdes des cestrogenes, comme l'ostéoporose

ou le systeme cardio-vasculaire.

En conclusion, la diversité des effets physiologgjudes PE suggére que pour
envisager leur utilisation en nutrition préventiee, méme en thérapeutique, une meilleure
compréhension de leurs mécanismes cellulaires & colaires est nécessaire. Ainsi, cette

approche permettrait de mieux caractériser leutasnpialités en tant que SERM.
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