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RESUME : Le statut ancestral des récepteurs des cestrogénes
(ER) de la famille des récepteurs aux stéroides a probable-
ment contribué aux actions pléiotropes des cestrogénes, dont
le principal est 17B-cestradiol (E2). En effet, en plus de leur
role dans le développement des caractéres sexuels et de la
reproduction, les cestrogénes influencent la plupart des pro-
cessus physiologiques. Le pendant physiopathologique de
ces effets comprend la prévention par les cestrogénes de
I'ostéoporose, de I'athérosclérose, du diabete de type 2, le
revers de la médaille étant de favoriser le développement
des cancers de I'endometre et du sein. Ainsi, le défi majeur
consiste a optimiser le découplage de ces actions bénéfiques
et de ces actions néfastes par une modulation sélective des

ER. Le tamoxiféne et le raloxifene sont déja largement uti-
lisés, car ils empéchent la récidive du cancer du sein et
miment I'action des cestrogenes principalement sur les os.
Cependant, I'E2 et le tamoxiféne entrainent une prolifération
de I'endometre et favorisent par la une action pro-tumorale.

Sur le plan mécanistique, I'activation de ERo. et ERb
régule la transcription de nombreux geénes cibles (effets gé-
nomiques) par le biais de deux fonctions de transactivation
(AFs) indépendantes, AF-1 et AF-2, mais peut également
induire de signaux stéroidiens rapides initiés a la membrane
(MISS, aussi appelés effets non génomiques).

Dans cette revue, nous avons tenté de résumer |'état
actuel de nos connaissances expérimentales et cliniques con-

From in vivo gene targeting of Estrogen Receptors
to Optimisation of their Modulation in clinical practice

ABSTRACT: The ancestral status of estrogen receptor (ER)
in the family of the steroid receptors has probably contri-
buted to the pleiotropic actions of estrogens, and in parti-
cular of 17B3-estradiol (E2). Indeed, in addition to their well
described role in sexual development and reproduction, they
influence most of the physiological processes. The patho-
physiological counterpart of these actions includes preven-
tion of osteoporosis, atheroma and type 2 diabetes..., but
also promotion of uterus and breast cancer growth. Thus,
the major challenge consists in uncoupling some beneficial
actions from other deleterious ones, i.e. selective ER modu-

lation. Tamoxifen and raloxifen are already used as they
prevent the recurrence of breast cancer, and mimic estrogen
action mainly on bone. Both E2 and tamoxifen exhibit a
proliferative and thus protumoral action on the endome-
trium.

From a mechanistic point of view, activation of ERo.
and ERP regulates transcription of many target genes (ge-
nomic effects) through two independent transactivation
functions (AFs) AF-1 and AF-2, but can also elicit rapid mem-
brane-initiated steroidal signal (MISS, also called non-geno-
mic effects).

cernant les effets des cestrogenes et la modulation de leur
principal récepteur ERo.. En particulier, des travaux récents
obtenus grace aux manipulations génétiques du ERo. chez
la souris montrent qu'il est conceptuellement possible d'op-
timiser le découplage des effets bénéfiques et indésirables
découlant de I'activation de ERct, ouvrant potentiellement
la voie a une modulation sélective de ER.

Mots-clés : Récepteurs des cestrogenes (ER) — Hormo-
nothérapie (HT) — Athérome — Cancer du sein — Souris
transgénique

In this review, we have attempted to summarize our
current knowledge regarding experimental and clinical ef-
fects of estrogen and modulation of their main receptor ERo..
In particular, recent works obtained through genetic mani-
pulation of ERot in mice show that it is conceptually possible
to optimize the uncoupling of beneficial and adverse effects
resulting from activation of ERc, potentially paving the way
for a new selective modulation of ER.

Keywords: Estrogen receptor — Atheroma — Uterus —
Breast cancer — Transgenic mouse

Introduction

Apres un siecle de progres sanitaires, ali-
mentaires et médicaux (vaccination, anti-
biotiques...), 'espérance de vie des fem-
mes est passée de 48 ans en 1900 a plus
de 80 ans aujourd’hui [1]. Ainsi, la prise
en charge de la ménopause qui survient
en moyenne a 52 ans, percue principale-
ment par les bouffées de chaleur, reste
un défi relativement récent pour les fem-
mes. L’hormonothérapie (HT) se compo-

sait initialement d’cestrogenes sous forme
orale, dérivés d’cestrogeénes de juments
en gestation (Premarin®), également con-
nus sous le nom « cestrogénes conju-
guées équins » (CEE), et remplagait la
production endogene qui cesse a la mé-
nopause. Les cestrogénes combinés a un
progestatif ont été utilisés systématique-
ment pour les plus de 50 ans afin d’amé-
liorer les symptdmes de la ménopause et,
par la suite, pour maintenir la densité os-
seuse ou empécher 1’apparition de la ma-

ladie coronarienne (CHD), chez les fem-
mes a un A4ge plus avancé. Plus
généralement, les cestrogénes et, en par-
ticulier le 17 b-cestradiol (E2), sont im-
pliqués dans un grand nombre de pro-
cessus physiologiques, tel que le systeme
cardiovasculaire, le métabolisme énergé-
tique, les os et le systtme nerveux cen-
tral. Ainsi, ’ambition de I’HT est de
maintenir 1’homéostasie physiologique
apres la ménopause, de facon quasi si-
milaire a 1’état pré-ménopausique.
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De plus, les cestrogenes sont un puis-
sant stimulus pour le développement de ses
organes cibles, tels que 'utérus, le vagin
mais également pour les cancers du sein
hormonosensibles. Aussi, le lien entre les
cestrogenes et le développement du cancer
du sein a incité a développer des traite-
ments anti-cestrogéniques, menant a une
avancée thérapeutique importante. Ainsi,
les antagonistes des ER, les modulateurs
sélectifs des ERs (SERMs) et les inhibi-
teurs de 1’aromatase ont été développés,
mais leur effet au long cours supprime éga-
lement les actions bénéfiques des cestroge-
nes.

Controverses sur les estrogenes
et les maladies coronariennes :
une question de « timing »

Bien que I'HT est reconnue comme étant
le traitement le plus efficace contre les
symptomes climatériques, son bénéfice
global a été remis en question depuis la
publication de la « Women’s Health Initia-
tive » (WHI) [2] en 2002, étant donné que
cette étude n’a pas confirmé ’action pro-
tectrice des cestrogenes contre les maladies
coronariennes. La conclusion d’un effet
globalement néfaste a conduit a une baisse
spectaculaire dans le monde entier de son
utilisation [3]. Auparavant, les études épi-
démiologiques et 1’étude des infirmieres
américaines [4], ainsi que toutes les études
réalisées sur les modeles animaux d’athé-
rome ont démontré un effet vasculoprotec-
teur des cestrogenes endogenes et exoge-
nes [5-7]. En revanche, I’étude de la WHI
a signalé que les femmes ménopausées re-
cevant les CEE avec I’acétate de médroxy-
progestérone (MPA) avaient une fréquence
accrue de maladies coronariennes par rap-
port aux femmes prenant un placebo [2].
De maniere intéressante, le risque de dé-
velopper une maladie coronarienne chez
les femmes ménopausées hystérectomisées
prenant les CEE seuls était similaire a celui
recevant un placebo [8]. Au total, ces ré-
sultats montrent I’effet délétere de la com-
binaison d’cestrogénes oraux avec le pro-
gestatif MPA. Un progestatif est en effet
nécéssaire pour contrebalancer 1’effet pro-
lifératif et protumoral des cestrogenes sur
I’endometre [3]. Le probleme posé par le
MPA avait déja été signalé des 1997 [9]

dans une étude portant sur des singes ova-
riectomisés : 1I’E2 prévient la dysfonction
endothéliale coronaire, tandis que la com-
binaison de I’E2 et de la MPA n’a plus cet
effet protecteur. En revanche, la préven-
tion du spasme coronaire par I’E2 n’était
pas altérée par 1’association a la progesté-
rone.

Il convient également de souligner que,
dans la WHI, I’HT était prescrite en
moyenne 11 ans apres la ménopause, tan-
dis que, en pratique clinique, ’'HT est nor-
malement initiée en début de ménopause,
a un moment ol plus de 70 % des femmes
souffrent de symptomes climatériques. A
noter que les femmes de la WHI qui ont
débuté I’HT pres de la ménopause avaient
tendance a——ye coronarien diminué, tan-
dis que ce%).:e était d’autant plus accru
que ce traitement était initié a un age tardif,
montrant que les résultats basés sur des
femmes de moins de 60 ans ou qui ont
moins de 10 ans de ménopause sont tres
proches de ceux des cohortes d’observa-
tion [3, 10]. Nos connaissances sur les ci-
bles cellulaires potentielles et les mécanis-
mes d’actions vasculoprotecteurs des
cestrogeénes, ainsi que 1’absence d’action
des cestrogenes lorsqu’ils sont administrés
apres une longue période de privation hor-
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monale, ont fait I’objet de plusieurs revues
récentes [3, 11].

Les actions bénéfiques
des eestrogenes

La raison principale de I’instauration d’une
HT a la ménopause est son effet spectacu-
laire sur les symptomes climatériques,
ainsi que sur la qualité de vie. L’HT a été
motivée pour soulager les bouffées de cha-
leur, les sueurs nocturnes, 1’insomnie, la
sécheresse vaginale et donc pour améliorer
la qualité de vie des femmes ménopausées.
Elle n’a cessé d’étre la thérapie la plus ef-
ficace pour réduire ces symptomes. Néan-
moins, apres la publication des résultats de
la WHI, I’'impact de ’'HT sur la santé et le
devenir de la qualité de vie a été remis en
question [12-13]. Bien que 1’étude ait rap-
porté une amélioration significative dans
les performances physiques chez les fem-
mes prenant une HT par rapport a un pla-
cebo, les différences sont faibles. Toute-
fois, lorsque les analyses ont été restreintes
aux femmes avec des symptomes liés a la
ménopause, il y avait une amélioration si-
gnificative de la qualité de vie subjective.
Des études récentes [14-15] ont confirmé
que 'HT est toujours le traitement de

Women Health Initiative :
F hystérectomisées : E seul

placebo E seul

63 ans

E seul tardif : pas
d’effet

E + MPA tardif : délétére
chez les femmes les
plus agées (>70 ans)

Fig. 1. Tentative de synthese du risque d'accident coronaire en fonction du statut hormonal dans les études épidémiologiques, dans I'étude
de cohorte des Infirmiéres américaines (Nurse's) [4] et dans I'étude d'intervention américaine Women Health Initiative (WHI) [2, 8] parue
en 2002 et 2004. La juxtaposition de ces trois grandes approches fait ressortir Iimpact majeur de I'age et/ou d'une période sans imprégnation
hormonale (voir texte). E : estrogénes, P : progestatif, TH : traitement hormonal.
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choix pour maintenir une qualité de vie et
une activité sexuelle satisfaisantes. Les
femmes du groupe HT avaient une réduc-
tion des symptdmes vasomoteurs et leur
sommeil était amélioré. Elles signalaient
également moins de douleurs articulaires
et musculaires, moins de sécheresse vagi-
nale et une activité sexuelle améliorée. Il
est a noter que les effets bénéfiques sur le
sommeil et I’activité sexuelle sont généra-
lement indépendants de la présence de
symptomes vasomoteurs.

Outre les actions vasculoprotectrices
des cestrogenes lorsqu’ils sont administrés
des I’installation de la ménopause (cf. su-
pra), nous nous focaliserons sur deux ac-
tions bénéfiques importantes induites par
les cestrogenes : la prévention de I’ostéo-
porose et du diabete de type 2.

L’ostéoporose touche plus de 80 mil-
lions de personnes dans le monde et favo-
rise la survenue fractures. La carence en
cestrogeénes associée a la ménopause pro-
voque 1’accélération de la perte osseuse
ainsi que des altérations de la microarchi-
tecture osseuse [16-17]. Les effets bénéfi-
ques de 'HT pour prévenir la perte os-
seuse post-ménopausique sont indéniables.
Une méta-analyse de 57 études randomisés
[18] montre que 'HT a eu un effet favo-
rable sur tous les sites (le rachis lombaire,
les os de I’avant-bras, et le col fémoral).
Les 2 ans de suivi montraient une diffé-
rence de densité minérale osseuse chez les
femmes traitées par HT en moyenne
+ 6,8 % au niveau de la colonne vertébrale
et +4,1 % au niveau du col fémoral par
rapport au placebo. L’efficacité était indé-
pendante de 1’age ou de la durée de la mé-
nopause. En outre, dans les études qui in-
tégraient également les fractures, il y avait
une tendance a la diminution de I’inci-
dence des fractures vertébrales mais aussi
non vertébrales. La WHI [8] a confirmé
Ieffet bénéfique de I’'HT pour réduire le
risque fracturaire. Il est important de sou-
ligner que la plupart des femmes incluses
dans la WHI avaient un faible risque os-
téoporotique. L’incidence de la fracture
était 10 a 15 fois plus faible que dans la
plupart des essais sur la prévention de 1’os-
téoporose, avec les bisphosphonates ou le
raloxiféne.

Dans une étude contrdlée réalisée sur
cinq ans, ’'HT combinée administrée aux

femmes apres la ménopause de fagon pré-
coce induit une réduction de 70 % du ris-
que de fractures non vertébrales par rap-
port a un placebo [19]. Par conséquent, il
a été suggéré que I’HT fournit le meilleur
effet protecteur contre les fractures chez
les femmes a haut risque comme celles qui,
par exemple, débutent la ménopause avec
une densité minérale osseuse faible et un
taux élevé de perte osseuse apres la méno-
pause.

Une observation moins attendue était
la prévention sans équivoque du diabete de
type 2 par 'HT chez les femmes ménopau-
sées. 1l est bien reconnu que les femmes
avant la ménopause sont beaucoup plus in-
sulino-sensibles que les hommes de méme
age [20-21], et que la ménopause favorise
les dépdts de graisse viscérale et la résis-
tance a I’insuline, conduisant a une aug-
mentation significative du risque de dia-
bete de type2 [22]. Ainsi, en plus de
I’occidentalisation du mode de vie, notam-
ment d’une diete enrichie en matieres gras-
ses et de la sédentarité, la ménopause doit
étre considérée comme un risque non né-
gligeable de syndrome métabolique et de
diabete de type 2. Comme suggéré par les
études observationnelles [23], le principal
essai randomisé controlé HT contre pla-
cebo a démontré que I’HT a fortement ré-
duit I’incidence du diabete de type 2 chez
les femmes ménopausées. Une diminution
de 21 a 35 % de I’apparition de diabete de
type 2 a été signalée chez les femmes mé-
nopausées recevant 1’association de CEE
et MPA, dans la WHI et dans 1’étude
« Heart and (Estrogen/Progestin Replace-
ment » (HERS), respectivement [24-25].
De nombreuses études chez les rongeurs
ont également suggéré 1’existence d’un ef-
fet stimulant sur la sécrétion d’insuline et
sur la préservation des cellules béta du pan-
créas [26], en accord avec les études cli-
niques et expérimentales indiquant que les
cestrogenes contribuent principalement a
I’homéostasie du glucose par le biais de
leurs actions positives sur la sensibilité a
I’insuline [22]. Par exemple, au cours du
suivi de la WHI, la glycémie a jeun et la
sensibilité a I'insuline ont été nettement
améliorées par I'HT [24, 27].

Enfin, le role crucial d’ERo. sur ’ho-
méostasie du glucose et sur la distribution
de la masse grasse a été suggéré par le cas

clinique unique d’un homme porteur d’une
mutation inactivatrice du gene d’ERo qui
a développé un syndrome métabolique pré-
coce et sévere associé a une dysfonction
endothéliale et des Iésions précoces d’athé-
rome [28]. Quelques années plus tard,
I’inactivation du géne ERo (ERo-/-) chez
la souris conduit a un phénotype similaire,
qui se caractérise par la prise de poids, une
adiposité viscérale, une résistance a 1’insu-
line et une intolérance au glucose chez les
femelles comme chez les males [29-30].
Nous avons récemment démontré I’effet
protecteur exercé par I’E2 sur I’intolérance
au glucose et la résistance a I’insuline in-
duite par les régimes riches en graisse, tan-
dis que cet effet protecteur de I’E2 est aboli
chez les souris ERa-/- [31]. Au total, ces
observations suggerent que, en plus de la
recommendation classique visant a encou-
rager l’activité physique et a réduire les
apports caloriques, la modulation de ERo.
pourrait constituer une cible thérapeutique
pour lutter contre le développement du dia-
bete de type 2.

Effets déléteres des cestrogenes

Que ce soit lors du traitement par HT ou
lors de la prise de contraceptifs oraux, le
risque de thrombose veineuse et d’acci-
dents vasculaires cérébraux est augmenté
[32-33]. Mais la voie d’administration des
cestrogenes pourrait étre un facteur déter-
minant de ces effets préjudiciables, proba-
blement a cause de I’hypercoagulabilité
systémique entrainée. L’administration par
voie transcutanée des cestrogénes n’a pas
ou peu d’influence sur les taux circulants
des facteurs de la coagulation, et aucun ef-
fet sur les lipides et les lipoprotéines.

Cet effet minime sur le métabolisme
hépatique est attribuable & I’absence de
premier passage hépatique du fait de I’évi-
tement de la circulation portale. En effet,
dans I’étude ESTHER cas/témoins portant
sur les cestrogenes et le risque thromboem-
bolique, les cestrogenes transcutanés seuls
ou combinés avec des dérivés de la pro-
gestérone (dydrogestérone ou prégnane)
n’augmentent pas le risque thromboembo-
lique (VTE), a la différence de la voie orale
[34]. 11 faut aussi signaler I’intérét pouten-
tiellement majeur dun nouveau SERM na-
turel, I’estétrol, synthétisé par le foie foetal
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au cours de la grossesse. En effet, cet ces-
trogene partiel n’a pas effet inducteur sur
les facteurs de la coagulation hépatique
(JM Foidart, communication personnelle)
(Fig. 4).

En outre, le type de progestatif peut
aussi étre un facteur déterminant puisque
les combinaisons avec la 19-norpregnane
(progestatif de 1™ génération) ont été dé-
crites comme étant associées a un risque
accru  de maladie thromboembolique,
méme lorsque 1’cestrogéne est donné par
voie transcutanée [34]. Plus récemment,
I’HT transcutanée ne semble pas augmen-
ter le risque d’accident vasculaire cérébral
dans une autre étude cas/témoin, particu-
liecrement avec les shémas thérapeutiques
utilisant de faibles doses d’cestrogenes
[35]. Ainsi, bien que devant étre confirmés
par des essais cliniques randomisés, ces ré-
sultats suggerent fortement que la voie
d’administration de I’cestrogeéne et le type
de progestatif utilisé peuvent étre détermi-
nants sur la balance bénéfice risque de
I’HT.

Cependant, I’effet le plus redouté de
I’HT, en particulier dans lz%)ﬁc, porte
sur I’augmentation du risque’de cancer du
sein. Il est bien établi que 1’administration
des cestrogenes seuls est associée a une hy-
perplasie endométriale conduisant a un ris-
que accru de cancer de 1’endometre [36].
Cette action stimulatrice peut étre neutra-
lisée en combinant I’cestrogéne a un pro-
gestatif (comme la progestérone ou MPA).

Surtout, I’inhibition de 1’activité d’ER
dans le cancer du sein a conduit a un suc-
ces thérapeutique majeur. Il y a plus d’un
siecle George Beaston a été le premier a
signaler I’intérét de I’ovariectomie chez
une jeune femme ayant un cancer métas-
tatique avancé inopérable [37]. L’identifi-
cation des ER par Jensen et Jacobson [38]
a permis de démontrer que la présence
d’ER dans une tumeur du sein augmentait
la probabilité de I’efficacité du blocage des
cestrogenes. La drogue ICI-46474, connue
sous le nom de tamoxifene (Fig. 4, décou-
vert dans Programme de contraception a
Imperial Chemical Industries, ICI mainte-
nant AstraZeneca), a été décrite par Craig
Jordan [39] comme étant efficace dans le
traitement et la prévention du cancer du
sein en bloquant I’action des cestrogenes
au niveau d’ER. Cinq années de traitement

adjuvant par tamoxiféne permettent de ré-
duire la récidive locale et la maladie mé-
tastatique a distance d’environ 50 % chez
les patientes dont le cancer du sein est ER-
positif [40]. Le traitement adjuvant par ta-
moxifene réduit le risque de mortalité par
cancer du sein d’environ un tiers.

La comparaison entre les deux bras de
la WHI (2002 et 2004) a souligné la rela-
tion complexe entre les cestrogenes et les
progestatifs non seulement en termes de
maladie coronarienne comme précédem-
ment mentionné, mais aussi dans le cancer
du sein [3]. Alors que la CEE, combinée
a la MPA a augmenté I’incidence du can-
cer du sein chez les femmes non hysterec-
tomisées [2], de fagon inattendu et surpre-
nante, la CEE seule diminue ce risque chez
les femmes hystérectomisées [8].

Cependant, ce dernier résultat doit étre
nuancé par des analyses détaillées dont il
ressort un risque de cancer du sein 1ié 1’ex-
position cumulative aux cestrogénes [41].
Ces discordances soulignent que I’effet de
I’HT sur le cancer du sein demeure extré-
mement controversé.

Enfin, Horwitz [42] a ainsi émis 1’hy-
potheése que les progestatifs systémiques
pourraient contribuer a réveiller des can-
cers qui étaient considérés comme dor-
mants ou guéris. Au total, devant I’action
néfaste de certains progestatifs, il est ad-
mis que I'une des stratégies concernant le
développement de nouveaux traitements
d’HT est d’éviter I’association de proges-
tatifs aux SERMs. Par conséquent, ces
SERMs doivent étre dépourvus d’action
sur endométre. A ces fins, une meilleure
compréhension des mécanismes molécu-
laires de I’activation de ER est nécessaire
pour sélectionner des molécules qui con-
serveraient les effets bénéfiques des cestro-
genes détaillés ci-dessus, tout en étant dé-
pourvues d’effets déléteres sur le cancer du
sein et I’endometre [36].

Cibles moléculaires : E@

Les effets biologiques de I'E2 sont médiés
par la liaison puis I’activation des récep-
teurs des cestrogénes ERo et ERP [43]. s
appartiennent a la sous-famille des récep-
teurs nucléaires des facteurs de transcrip-
tion ligand-dépendants, subdivisés en six
régions distinctes nommées de A a F

(Fig. 3) [43-46]. Le domaine C est néces-
saire et suffisant pour la liaison spécifique
du récepteur a ’ADN. Le domaine E per-
met la liaison avec 1’hormone, ce qui in-
duit des changements conformationnels
spécifiques, permettant a I’ER de moduler
Pactivité transcriptionnelle des genes ci-
bles par le biais de deux fonctions de tran-
sactivation (AFs), AF-1 et AF-2, situées
respectivement dans les domaines B et E
[45].

Comme indiqué Fig. 2, lors de la liai-
son de I’cestrogene, ER subit un change-
ment conformationnel qui facilite le recru-
tement pour les régions promotrices des
genes cibles soit directement par I’interac-
tion avec des séquences d’ADN de recon-
naissance (ERE), soit par I’interaction de
la protéine/protéine avec d’autres facteurs
transcriptionnels tels que AP1 et SP1 [43,
46-47]. Le recrutement des coactivateurs
transcriptionnels via l'une et/ou I’autre
fonction AFs menant a I’activation de la
transcription de genes cibles. L’activation
de la transcription par ’ER peut donc étre
initiée soit par I’intermédiaire de la coopé-
ration des deux fonctions AFs, ou par cha-
que fonction AFs de facon indépendante.
La contribution relative exercée par AF-1
et AF-2 sur Dactivité transcriptionnelle
d’ERo. varie de maniere spécifique en
fonction du promoteur et du type cellulaire
[45, 48-49]. Notamment, il a été démontré
que plus une cellule est différenciée, plus
la voie de signalisation utilisée est celle
d’AF1. En revanche, AF-2 est la seule
fonction active dans les cellules qui ont at-
teint leur transition épithéliale-mésenchy-
mateuse [50]. Cependant les mécanismes
responsables de la sensibilité a chacun des
deux fonctions AFs restent encore incom-
pletement élucidés. Enfin, plusieurs voies
de signalisation cellulaire comme les
MAPK [51], activables par des facteurs de
croissance par exemple, peuvent directe-
ment (par phosphorylation) ou indirecte-
ment moduler 1’activité transcriptionnelle
du récepteur.

En plus de ces actions génomiques
classiques, E2 déclenche également des
nombreuses voies de signalisation intracel-
lulaires (Fig.2) : par exemple, E2 induit
rapidement et de facon transitoire I’activa-
tion de plusieurs kinases (MAPK, phos-
phatidylinositol 3-kinase ou PKC), de


Jean-Francois Arnal
Texte surligné

Jean-Francois Arnal
Note
le

Jean-Francois Arnal
Texte surligné

Jean-Francois Arnal
Note
R majuscule


F. Lenfant, A. Abot, C. Vaysse, E. Chantelat, F. Tremollieres, P. Gourdy, J.-F. Arnal

OH

. . - : o NH
Estrogen Dendrimer Conjugate { e ).
HO ~20 NH,

- (effets membranai ulem(‘e'-_nt)

ERa

( NH; NH, NN?HZ)~23|

2. Effets non génomiques,
inités a la membrane (MISS,
Membrane Initiated Steroid Signaling)

N

Voies MAPK,
Akt...

SRC

‘ 1. Effets génomiques

AF1 et AF2
ERQ)ERG
"mgiéiiw%

ERE
1.1. Classique, ERE dependant

Noyau

ERa

{5
AP-1RE
1.2. ERE independant

Fig. 2. Représentation schématique des effets intra-cellulaires de I'activation du récepteur des cestrogénes o (ERov).

ERc: appartient a la sous-famille des récepteurs nucléaires des facteurs de transcription ligand-dépendants, subdivisés en six régions distinctes
nommées de A a F. domaine C est nécessaire et suffisant pour la liaison spécifique du récepteur a I'ADN. La liaison avec I'hormone (E2) au
site de liaison de 'hormone situé dans le domaine E d'ERo. induit des changements conformationnels avec dimérisation et translocation
nucléaire et se lier au niveau de régions promotrices des génes cibles. Les deux fonctions de transactivation (AFs), AF-1 et AF-2, situées
respectivement dans les domaines B et E vont étre activées et moduler I'activité transcriptionnelle des génes cibles soit directement par
'interaction avec des séquences de reconnaissance de I'ADN (ERE), soit indirectement par interaction protéine/protéine avec d'autres facteurs
transcriptionnels tels que APT et SP1. Le recrutement des coactivateurs transcriptionnels via I'une et/ou l'autre fonction AFs ménent a
I'activation de la transcription de génes cibles. Par ailleurs, plusieurs voies de signalisation cellulaire comme les MAPK, activables par des
facteurs de croissance, peuvent activer directement la fonction AF1 d'ERa, en I'absence d'E2, activation appelée pour cette raison ligand-
indépendante.

En plus de ces actions génomiques classiques, E2 déclenche également des nombreuses voies de signalisation intracellulaires : par exemple,
E2 induit rapidement et de fagon transitoire |'activation de plusieurs kinases (MAPK, phosphatidylinositol 3-kinase ou PKC), de phosphatases
et d'adénylyl-cyclase, ainsi que des variations du calcium intra-cellulaire. Cette voie de signalisation, appelée aussi voie extra-nucléaire
(MISS), est médiée par un pool de ERo: localisés dans la membrane plasmique. Elle peut étre activée électivement par un dendrimere
conjugué a un cestrogéne (EDC), macromolécule n'entrant pas dans la cellule.

phosphatases et d’adénylyl cyclase, ainsi
que des variations du calcium intra-cellu-
laire [52]. Cette voie de signalisation, ap-
pelée aussi voie extra-nucléaire (MISS),
est médiée par un pool de ERa localisés
dans la membrane plasmique.

Comme détaillé plus loin (Fig. 3), des
modeles de souris inactivées soit pour
ERo, soit pour ER, ont permis de démon-
trer que la présence de ERo. est absolu-
ment nécessaire a la plupart des actions bé-
néfiques de [I’E2. Des approches
pharmacologiques utilisant des agonistes
spécifiques des récepteurs montrent égale-
ment I’importance de ERa. [53]. Cela n’ex-
clut cependant pas des roles bénéfiques

possibles d’ERp. L’induction de 1’expres-
sion de ERP dans les cellules cancéreuses
mammaires T47D [54] ou les MCF7 [55]
ERo positives, provoque I'arrét du cycle
cellulaire par le biais de la modulation de
I’expression de régulateurs importants du
cycle cellulaire. L’inhibition de la crois-
sance de la tumeur par ERP pourrait étre
médiée par un effet anti-angiogénique
[56]. Cependant, au niveau moléculaire, le
mécanisme de cet effet antagoniste de ER3
sur les fonctions de ERa est toujours mal
connu, étant donné que ERo. domine ER3
dans la liaison de la chromatine et que les
hétérodimeres ERO/ER sont rares au ni-
veau des sites de liaison [57].

Agonistes sélectifs d’ER
et modulateurs (Fig. 4)

Les SERMs sont un groupe de molécules
ayant des caractéristiques structurales chi-
miques hétérogenes et une haute affinité (a
des concentrations nanomolaires) pour les
ERs. IIs different des cestrogenes car ils
ont un effet soit agoniste soit antagoniste
en fonction du tissu cible considéré. La
modulation sélective d’ER peut étre expli-
quée par les changements conformation-
nels d’ER induits par ces ligands synthéti-
ques et différents de ceux induits par I’'E2.
Tres shématiquement, I’interaction des
agonistes avec ER entraine le recrutement
des co-activateurs, tandis que les antago-
nistes favorisent le recrutement de co-ré-
presseurs.

Une sous-classe de SERMs montre des
affinités distinctes entre ERa ou ERP
(Fig. 4). Par exemple, le propylpyrazole
triol (PPT) est un puissant agoniste d’ERa,
qui n’active pas ERp, tandis que le diaryl-
propionitrile (DPN) est un puissant ago-
niste d’ERB. En plus de 'activation du
sous-type spécifique d’ERs, d’autres
SERMs permettent 1’activation sélective
de tissu-spécifiques d’ER. Le tamoxifene
(et son métabolite 4-hydroxytamoxifene)
et le raloxifene sont les agonistes partiels
de ER les deux plus largement étudiés
(Fig. 4). Les deux présentent des proprié-
tés anti-cestrogéniques dans les cancers du
sein ERa positifs. Toutefois, dans 1’utérus,
le tamoxiféne est associé a une augmenta-
tion du risque d’hyperplasie endométriale,
ce qui limite son utilisation aux femmes
atteintes de cancer. Comme le raloxifene
n’augmente pas le risque de cancer de I’en-
dometre, son activité cestrogénique sur I’os
associée aux effets sur la prévention du
cancer du sein expliquent sa large utilisa-
tion dans la prévention et le traitement de
I’ostéoporose chez les femmes ménopau-
sées. Cependant, les deux molécules aug-
mentent le risque de maladie thromboem-
bolique veineuse et les accidents
cérébrovasculaires, et sont dépourvues de
bénéfice sur les bouffées de chaleur. Plu-
sieurs SERMs de « troisieme génération »
sont a I’étude dans des essais cliniques qui
devraient préciser les améliorations qu’ils
sont susceptibles d’apporter. L’analyse de
I’effet de ces SERMs chez des souris
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Fig. 3. Représentation schématique de la structure du récepteurs
des cestrogénes (ERor) de la souris et stratégies de son inactiva-
tion.
A. Le géne codant ERct. comprend huit exons et au moins six non
codante 5'exons. Le forme classique de pleine taille de 66kDa est
composé de six domaines (A a F), comprenant un domaine liant
I'ADN (DBD), un domaine de liaison du ligand (LBD), et deux fonc-
tions de transactivation (AF-1 et AF-2). Il est possible de générer
une deuxieme isoforme physiologique de 46 kDa, déficente dans
les domaines A et B et donc en AF-1.
B. La premiére stratégie de ciblage du géne ERo: a consisté en
Iinsertion d'une cassette néomycine dans le premier exon du
géne ERo. (ERo-NeoKO) [60, 117]. Le modele ERci-NeoKO ex-
prime au moins deux protéines tronquées, dues & un épissage
naturel ou non naturel, toutes 2 dépourvues de la fonction AF-1
mais conservant la fonction AF-2. L'épissage impliquant la cas-
sette néomycine génere un ERow 55kDa chimérique. Bien que la
fuite et, partant, I'expression de I'isoforme 55 kDa chimérique soit
trés variable, le niveau d'expression des isoformes tronquées est
suffisant pour médier plusieurs effets d'E2 dans la paroi du vais-
seau [66].
C. Le seconde stratégie de knock-out d'ERot (ERet -/-) a consisté a
flanquer le deuxieme exon avec un site LoxP puis d'exciser ce
deuxieme exon codant pour la DBD [62]. Seul ce modéle constitue
une inactivation compléte d'ERot avec abolition de la fertilité et de
tous les effets vasculaires de I'E2 [66].
D. Les souris ERO:AF-1° [69] ont consisté a cibler le premier
exon du gene ERo. codant pour les domaines A et B et, donc
-1 (suppression correspondant aux acides aminés 2-148). Le
phénotype des souris ER0:AF-1° rappelle celui des souris oER-
NeoKO.
E. Les souris ER0tAF-2° ont consisté a supprimer 7 acides aminés
dans I'hélice 12 et de ce fait AF-2 (délétion correspondant aux
acides aminés 543-549) [70]. Le phénotype des souris EROAF-1°
rappelle celui des souris ERot -/-, mais conserve cependant les effets
MISS, et ainsi I'E2 est toujours capable d'accélérer la réendothélia-
lisation chez ces souris.
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modifiées pour le ER et sur des modeles
de culture cellulaire permettra d’améliorer
notre compréhension de leurs mécanismes
d’action. En particulier, on pense que 1’ac-
tion pro- ou anti-cetrogénique des ligands
de ER sur les tissus cibles dépend de 1’ac-
tivation totale ou partielle ou encore de
I’antagonisation d’AF-1 et AF-2, et de la
liaison spécifique ultérieure avec les co-
activateurs [58]. Ces mécanismes seront
étudiés de maniere plus précise in vivo
grace a des souris inactivées sélectivement
pour ER ou pour ’'une des deux fonctions
AFs.

Une autre facon de moduler sélective-
ment I’action ER est de cibler I’effet MISS.
Récemment, Chambliss ef al. [59] a mon-
tré qu’un dendrimere conjugué a un cestro-
gene (EDC) (Fig.2 et 4), qui active la
membrane ERs sans induire d’effets géno-
miques classiques, stimule la migration des
cellules endothéliales in vitro et accélere
la réendothélialisation in vivo. En outre, ils
montrent que cet effet bénéfique vasculaire
de 'EDC in vivo se produit sans stimula-
tion de I’endometre ou la croissance de xé-
nogreffes de cancer du sein. Ces résultats
indiquent que I’activation MISS régit les
événements vasculaires physiologiques et
indiquent que cette approche pourrait €tre

utile en particulier pour accélérer la réen-
dothélialisation aprés une angioplastie en-
doluminale.

Ainsi, la modulation sélective d’ERs
pourrait offrir la possibilit¢ d’un décou-
plage des actions bénéfiques d’E2 des au-
tres actions déléteres. Cependant, les mé-
canismes moléculaires qui sous-tendent la
spécificité des effets des SERMs dans les
différents tissus sont loin d’&tre complete-
ment élucidés.

Les lecons du ciblage d’ERs
chez des souris (Fig. 3)

Des modeles de souris ciblés pour ERo. ou
ERP ont été publiés en 1993 et en 1998,
respectivement, mais leurs roles respectifs
demeuraient controversés jusqu’en 2002 et
méme depuis. Pourquoi ces incertitudes ?

Le premier modele de souris de sup-
pression de gene ERa a été généré par K.
Korach’s groupe, consistant en 1’insertion
du gene de résistance a la néomycine dans
le premier exon codant, ainsi nommé sou-
ris ERa-NeoKO [60] (Fig. 3). Comme at-
tendu, ces souris sont infertiles lorsque ho-
mozygotes, et les actions de ’E2 sur les
cibles de la reproduction sont abolies. Des
études ont montré que le traitement cestro-
génique sur des souris ovariectomisées et
déficentes soit en ERq, soit en ER, inhibe
I’hyperplasie de la média apres agression
vasculaire, et ont ainsi une action similaire
a celle observée chez les souris sauvages.
Les auteurs ont suggéré qu’ERo et ER
sont capables de se compenser 1’un I’ autre.
Pour tester cette hypothese, ils ont étudié
I’effet de I’E2 apres 1ésion vasculaire chez
les souris ERa-NeoKO/ERBKO. Cepen-
dant, I’E2 inhibe encore la prolifération des
cellules musculaires lisses apres la bles-
sure, soulevant la possibilité d’un possible
troisieme ER [61].

Toutefois, dans le méme temps,
A. Krust et P. Chambon a Strasbourg ont
généré un deuxieéme modele d’inactivation
du gene ERo, consistant a supprimer le
deuxiéme exon et donc le domaine C [62]
(Fig. 3). Ces souris ont été décrites sans
ambiguité comme totalement déficientes
en ERo, et seules ces souris peuvent étre
considérées comme un véritable knock-out
ERa ou ERo-/-. Comme prévu, ces souris
sont infertiles quand homozygotes, mais
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elles ont surtout permis de démontrer que
ERo est aussi absolument nécessaire aux
actions bénéfiques de E2 sur la cicatrisa-
tion endothéliale [63], sur la production en-
dothéliale de NO [64] et sur I’hyperplasie
de la média apres 1ésion vasculaire [65].

Nous avons ensuite clarifié¢ les méca-
nismes responsables des discordances en-
tre les deux modeles de geénes cibles
d’ERo.. Nous avons constaté que les sou-
ris ERa-NeoKO avaient une fuite trans-
criptionnelle en raison d’un épissage al-
ternatif non naturel de I’ARNm de ERa,
résultant de 1’expression d’une isoforme
chimérique de 55kDa tronquée [66]
(Fig. 3). Ce recepteur tronqué d’ERo,
avec une grande partie du domaine B
manquante et donc probablement un AF-1
non fonctionnel, était donc suffisante pour
médier I’effet de I’E2 sur la production de
NO endothéliale [66] ainsi que sur I’hy-
perplasie post traumatique de la média
[67]. Ainsi, les différences dans les phé-
notypes entre les modeles de deux souris
de modification de géene ERa a suggéré
que la fonction d’activation AF-1 n’est
pas nécessaire a la médiation de certaines
actions vasculaires bénéfiques d’E2 [66],
ce qui ouvre un nouveau champ de re-
cherche pour le découplage des actions
d’ERo.

Récemment, nous avons exploré direc-
tement le role d’AF-1 dans les effets vas-
culaires de I’E2 in vivo en utilisant une
souris déficiente dans le domaine A/B de
ERo et donc déficientes en ERow AF-1
(nommée ER0AF-1°). Nous avons cons-
taté qu’AF-1 n’est pas nécessaire a deux
effets vasculoprotecteurs majeurs de I’E2,
son action athéroprotectrice [69] ou son ef-
fet accélérateur sur la réendothélialisation
alors qu’il est nécessaire pour la reproduc-
tion [69]. Plus récemment, nous avons
montré, grice a la souris ERaAF-2°
(Fig. 3) qu’AF2 est nécessaire a la fois
pour les effets reproducteurs et pour les
effets vasculaires [70].

Enfin, plusieurs modeles d’inactivation
du géne ERP ont également été générés et
tous ont conclu a ont un rdle important
dans la reproduction des males et des fe-
melles. Cependant, ils ont également
fourni des phénotypes divergents, le plus
récent témoignant d’un phénotype extra-
reproducteur qiasi-normal [71].

Conclusions et perspectives

Différentes classes d’cestrogenes et de
SERMs ont été décrites selon leurs actions
moléculaires a travers ERo et ER[. En rai-
son de la complexité des mécanismes d’ac-
tion d’ER, I’effet in vivo des cestrogenes et
des SERMs dans divers types cellulaires et
tissus ne peuvent étre prédites par des études
invitro. A ce jour, les seuls SERMs actuelle-
ment disponibles (tamoxiféne, raloxiféne,
bazedoxifene) sont caractérisés par un effet
agoniste des cestrogenes sur les os, ainsi que
par un effet antagoniste des cestrogenes sur
le sein, mais sont dépourvus de tout effet
positif sur les symptdmes de la ménopause
et sur le risque cardiovasculaire, et méme
une augmentation du risque thrombo-embo-
lique. Théoriquement, il est envisageable de
concevoir un SERM (ou une combinaison
de molécules) dépourvu des effets indésira-
bles de I’E2 (essenticllement I'utérus et le
sein) et qui conserverait les effets désirables
de I’E2 (tels que la prévention de I’ athérome
ou du diabete de type 2) que n’ont pas les
SERMs actuellement disponibles.

Ainsi, seuls odeles murins inté-
grés permettant « dissection in vivo »
d’ER et, en particulier, d’ERaq, pourrait re-
présenter de nouveaux outils pour screener
les futurs SERMs, en terme d’effets béné-
fiques et nocifs.

Par exemple, comme précédemment
mentionné, le phénotype de souris
EROAF-1° [69] suggere que les SERMs
stimulant ERo. avec une activation mini-
male de ER0AF-1 pouvait conserver les
actions vasculaires bénéfiques tout en mi-
nimisant les effets déléteres.

Le conjugué de dendrimere-cestroge-
nes, un activateur sélectif de la membrane
ERo., pourrait également fournir une vas-
culoprotection, bien que seule 1’accéléra-
tion de la réendothélialisation ait été dé-
montrée jusqu’ici [59].

La prévention du cancer du sein, du
diabete de type 2 et des maladies cardio-
vasculaires par les SERMs représentent
donc le défi majeur du traitement futur de
la ménopause.
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