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Titre : La 7p-hydroxy-épiandrostérone dans des modéles in vitro de cancer du sein : effets

anti-estrogéniques et role des récepteurs des estrogenes.
La 7B-hydroxy-épiandrostérone, stéroide endogene dérivant de la DHEA, présente des propriétés anti-
inflammatoires. En effet, elle module la voie des prostaglandines (PGs) en inhibant la production de la PGE2
pro-inflammatoires et en augmentant la production de la 15-Deoxy-A'***-PGJ2 cyto-protectrice in vivo et in
vitro. Les faibles doses de 7p-hydroxy-épiandrostérone (1nM, 10nM, 100nM) pour lesquelles ces effets sont
observés, suggérent une liaison & un récepteur spécifique.
L’inflammation et la production des PGs jouent un réle important dans le développement et la prolifération
des tumeurs mammaires estrogéno-dépendantes. Le 17B-estradiol (E2), en se fixant sur les récepteurs des
estrogenes (REs), induit la production de PGE2 et la prolifération cellulaire dans ces cellules tumorales. De
ce fait, notre objectif était de tester les effets de la 7p-hydroxy-épiandrostérone sur la prolifération (comptage
avec exclusion au bleu trypan), le cycle cellulaire et 1’apoptose (cytométrie de flux) dans les lignées
cellulaires de cancer du sein MCF-7 (REa+, REB+, GPR30+) et MDA-MB-231 (REa-, REf+, GPR30+) et
d’identifier une(des) cible(s) potentielle(s) dans ces cellules (transactivation) et dans des cellules négatives
pour les REs nucléaires SKBr3 (GPR30+) (études de prolifération).
Cette étude a montré que la 7p-hydroxy-épiandrostérone exerce des effets anti-estrogéniques dans les
cellules MCF-7 et MDA-MB-231 associés a une inhibition de la prolifération et un arrét du cycle cellulaire.
Les études de transactivation et de prolifération avec les agonistes spécifiques des REs ont montré une
interaction avec le REp. De plus, les résultats des études de proliférations sur les trois lignées cellulaires
suggérent que la 7B-hydroxy-épiandrostérone pourrait également interagir avec le GPR30.
Ces résultats indiquent que ce stéroide androgéne agit comme un anti-estrogéne. De plus, c’est la premiére
fois qu’un stéroide androgéne a faible dose montre une action anti-proliférative dans des lignées de cancers
du sein. De études ultérieures restent a réaliser afin de mieux comprendre ces effets observés.
Mots clés : 7B-hydroxy-épiandrostérone, récepteurs des estrogenes, lignées de carcinomes

mammaires, prolifération, transactivation

Title : The DHEA metabolite 7p-hydroxy-epiandrosterone exerts anti-estrogenic effects

on breast cancer cell lines
7B-hydroxy-epiandrosterone, an endogenous androgenic derivative of DHEA, has previously been shown to
exert anti-inflammatory action in vitro and in vivo via a shift from prostaglandin E2 (PGE2) to 15-deoxy-
A™'-pGJ2 production. This modulation in prostaglandin production was obtained with low concentrations
of 7p-hydroxy-epiandrosterone (1-100 nM) and suggested that it might act through a specific receptor.
Inflammation and prostaglandin synthesis is important in the development and survival of estrogen-
dependent mammary cancers. Estrogen induced PGE2 production and cell proliferation via its binding to
estrogen receptors (ERs) in these tumors. Our objective was to test the effects of 7p-hydroxy-epiandrosterone
on the proliferation (by counting with trypan blue exclusion), cell cycle and cell apoptosis (by flow
cytometry) of breast cancer cell lines MCF-7 (ERo+, ERP +, G-protein coupled receptor 30 : GPR30+) and
MDA-MB-231 (ERoa-, ERB +, GPR30+) and to identify a potential target of this steroid in these cell lineages
(by transactivations) and in the nuclear ER-negative SKBr3 cells (GPR30+) (by proliferation assays). 7p-
hydroxy-epiandrosterone exerted anti-estrogenic effects in MCF-7 and MDA-MB-231 cells associated with
cell proliferation inhibition and cell cycle arrest. Moreover, transactivation and proliferation with ER
agonists assays indicated that 7p-hydroxy-epiandrosterone interacted with ERB. Data from proliferation
assays on the MCF-7, MDA-MB-231 and SKBr3 cell lines suggested that 73-hydroxy-epiandrosterone may
also act through the membrane GPR30 receptor.
These results support that this androgenic steroid acts as an anti-estrogenic compound. Moreover, this is the
first evidence that low doses of androgenic steroid exert antiproliferative effects in these mammary cancer
cells. Further investigations are needed to improve understanding of the observed actions of endogenous 7f-
hydroxy-epiandrosterone.
Keywords : 7B-hydroxy-epiandrosterone, estrogen receptors, breast cancer cell lines,

proliferation; transactivation
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. INTRODUCTION



PARTIE 1. La 7p-hydroxy-épiandrostérone

A. Les stéroides
1. Nomenclature

Les hormones stéroidiennes dérivent toutes du cholestérol constitué de 27 carbones avec une
chaine latérale (carbones 20 a 27) liée au carbone 17 (Figure 1). Ils sont formés d’un squelette
hydrophobe comportant trois cycles hexagonaux (A, B, C) et un cycle pentagonal (D), le
stérane ou cyclopentano-perhydro-phénanthréne. Le noyau pregnane comporte 21 carbones et
constitue le noyau de la prégnénolone, de la progestérone, des glucocorticoides et des
minéralocorticoides, obtenu par I’élimination d’une partie de la chaine latérale. Le noyau
androstane a 19 carbones des androgénes résulte, quant a lui, de la suppression de toute la
chaine latérale. Enfin, le noyau estrane de 18 carbones des estrogénes découle de la

conversion du cycle A en une structure aromatique impliquant I’¢limination du méthyle en 19.

CHOLESTEROL NOYAU
CYCLO-PERHYDRO-PHENANTHRENIQUE

PREGNANE (C21) ANDROSTANE (C19) ESTRANE (C18)
Progestérone, androgenes estrogenes
minéralocorticoides,
glucocorticoides

Figure 1. Nomenclature des hormones stéroides. Formule et numérotation de la molécule de
cholestérol dont dérivent les stéroides. Formule du noyau cyclopentano-perhydro-

phénanthréne et des noyaux différents noyaux des hormones stéroidiennes.



2. Les enzymes impliquées
La transformation du cholestérol en stéroides nécessite de nombreuses réactions enzymatiques
impliquant deux superfamilles de proteines :

- Les cytochromes P450 (CYP) (Nelson et al, 1996) catalysent des réactions
d’hydroxylation suivies ou non de réactions de clivage. Ce sont des mono-
oxygenases utilisant le NADPH comme donneur d’¢lectrons pour la réduction de
I’oxygeéne moléculaire. Ces enzymes sont mitochondriales (CYP11A1) ou
microsomales (CYP7B1, CYP2A1) ;

- Les réductases et les oxydo-réductases d’alcool a chaine courte. Ces dernieres
appartiennent a la famille de la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase (HSD),
principale HSD dans les surrénales et les gonades (Penning, 1997). Elles catalysent
des réactions de réduction du stéroide et des fonctions cétones et d’oxydation des

groupements hydroxyles en présence de NADH/NAD+ ou de NADPH/NADP+.

3. Steroidogenese et biosynthese des androgeénes et des estrogenes
La premiere étape de la stéroidogenése est la transformation du cholestérol en prégnénolone
par le CYP11A1 localisé dans la membrane mitochondriale interne (Rone et al, 2009) qui
catalyse trois réactions d’oxydation successives : deux hydroxylations en C20 et C22 suivies
d’une réaction de clivage de la liaison C20-C22 (Figure 2).
La prégnénolone synthétisée est convertie en progestérone par la 33-HSD. Aprés
hydroxylation en 17a par la 17a-hydroxylase (ou CYPC17), ces deux composes vont conduire
a la synthese des minéralocorticoides et des glucorticoides aprés I’action de trois hydroxylases
et d’une synthase (Figure 2).
La déhydroépiandrostérone (DHEA) qui dérive de la transformation de la 17a-hydroxy-
prégnénolone par la 17,20-lyase est sécrétée en grandes quantités au niveau des glandes
surrénales apres 1’adrénarche et circule essenticllement sous sa forme sulfatée (DHEA-S). La
DHEAest convertie en androgenes et estrogenes actifs dans les gonades et certains tissus

périphériques.
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Figure 2. Biosynthése des hormones steroidiennes mettant en jeu de nombeuses enzymes

présentant différentes localisations. Les précurseurs des steroides et les différents

glucocorticoides, minéralocorticoides, progestagéenes, estrogenes et androgenes sont

représentés ci-dessus (modifié d’aprés Boron et Boulpaep, 2003).



La 3B-HSD et la 17B-HSD catalysent ensuite la transformation de la DHEA en testostérone
qui est la forme circulante des androgénes. La Sa-réductase convertit, dans les tissus cibles, la
testostérone en un androgéne actif capable de lier les récepteurs cytosoliques, la
dihydrotestostérone (DHT). L’épiandrostérone est obtenue a partir de la DHT aprés ’action
successive de la 3B-HSD et de la 17p-HSD.

Les estrogenes sont synthétisés a partir des androgénes par aromatisation. L’aromatase est une
enzyme clé, présente dans les gonades et quelques tissus périphériques, qui convertit la
testostérone et ’androsténedione respectivement en 17pB-estradiol (E2) et en estrone (Figure
3). Dans le placenta et le foie, ces deux estrogeénes peuvent étre transformés en estriol. L’E2,
estrogéne majoritaire, est le ligand naturel des récepteurs aux estrogénes (RES).

Les stéroides 3B-hydroxylés peuvent subir une 7-hydroxylation conduisant a de nouveaux
métabolites essentiels. Par exemple, I’hydroxylation en position 7 du cholestérol dans le foie

est la premiere étape requise pour la production des acides biliaires.

H.C o _ HC ©
e p B ] R
o # 2 HO” S
R . =
Androsténedione %ﬂ Estrone
g
HL O’ - H< OH
HC ' N~
-~ A e —>
N z J
o -~ e
Testostérone Estradiol

Figure 3. Conversion par I’aromatase de I’androsténedione et de la testostérone
respectivement en estrone et en estradiol. L'aromatase transforme le cycle A du stéroide en

cycle aromatique par le biais d'une oxydation et de la perte d'un groupement méthyle.

B. Les dérivés 7-hydroxylés de la DHEA et de la testostérone
1. Synthése des dérives 7-hydroxylés
Les dérivés 7-hydroxylés de la DHEA et de ses dérivés ont longtemps été considérés comme
des métabolites d’élimination. Ces 20 derniéres années, un certain nombre de travaux ont

montré une activité biologique de ces stéroides 7-hydroxylés comme des effets anti-
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glucocorticoides (Muller et al, 2006a ; Hampl et al, 2000) ou immunomodulateurs (Sterzl et
al, 2003 ; Morfin, 2002 ; Morfin et al, 2000).

Le CYP7B1, exprimé dans de nombreux tissus (Chalbot et Morfin, 2006), catalyse la 7a-
hydroxylation des 3B-hydroxy-stéroides endogenes (Kim et al, 2004) (Figure 4). La 11p-
HSD1, uniquement exprimée dans le réticulum endoplasmique des tissus sensibles aux
glucocorticoides et produite en faible quantité (Jacolot et al, 1981), est responsable de
I’interconversion 70/7f (Chalbot et Morfin, 2005 ; Hennebert et al, 2007, Muller et al,
2006b). Ces métabolites 7-hydroxylés, uniquement synthétisés au niveau de tissus cibles, sont
détectables dans le sang de femmes et d’hommes sains et leur quantité est age- et sexe-
dépendant (Hill et al, 2005).

Le CYP2AL catalyse la 7-hydroxylation de la testostérone (Figure 4) au niveau des testicules
et de la prostate (Sonderfan et al, 1989 ; Kurose et al, 1999). La 7a-hydroxytestostérone
modulerait I’activité de la 113-HSD1 dans les cellules de Leydig (Hu et al, 2010) et inhiberait
également celle de la Sa-réductase et de la 3B-HSD dans les testicules (Rosness et al, 1977).
Depuis de nombreuses années, les recherches menées par le Professeur Morfin portent sur les
dérivés 7-hydroxylés de la DHEA. Une action anti-oxydante de la 7a-hydroxy-DHEA dans
I’intestin (Pélissier et al, 2004 et 2006) ainsi qu’un role dans le contrdle de la concentration
de glucorticoides via son interaction avec la 113-HSD1 (Muller et al, 2006b ; Hennebert et al,
2007) ont été mis en évidence. De plus, ce stéroide également produit au niveau de
I’hippocampe par le CYP7B1 pourrait jouer un role dans la maladie d’Alzheimer. En effet,
une diminution de I’activité du CYPBL1 et, par conséquent du taux de 7a-hydroxy-DHEA,
contribuerait au développement de la maladie (Yau et al, 2003 ; Jellinck et al, 2005).

Partant de ces observations, les travaux du laboratoire ont été orientés vers d’autres
métabolites de la DHEA, les dérivés 7-hydroxylés de I’épiandrostérone. Son dérivé 7a-
hydroxylé est un substrat de la 113-HSD1 et module I’activité de cette enzyme (Hennebert et
al, 2007). La 7B-hydroxy-épiandrostérone, quant a elle, exerce une action neuroprotectrice
dans des modéles d’ischémie cérébrale (Pringle et al, 2003) et de la maladie d’ Alzheimer
(Dudas et al, 2004) chez la souris. Elle présente également des propriétés anti-inflammatoires
in vitro (Le Mée et al, 2008 ; Davidson et al, 2008) et in vivo (Hennebert et al, 2008).
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2. Synthese de la 7B-hydroxy-épiandrostérone
La 11B-HSDI responsable de la 7p-épimérisation est exprimée uniquement dans le réticulum
endoplasmique des tissus sensibles aux glucocorticoides (Jacolot et al, 1981). De ce fait, la
7B-hydroxy-épiandrostérone n’est produite qu’au niveau de tissus cibles. Les concentrations
faibles et, par conséquent, un seuil de rendement d’extraction trop faible de ce stéroide a
nécessité le développement de techniques de synthese.
La premiére approche développée a été une synthése biochimique a partir de la DHT. La DHT
est en premier lieu transformée en épiandrostérone par des bactéries E.Coli transformées pour
exprimer les enzymes essentielles a cette synthése. La conversion de 1I’épiandrostérone
extraite en 7f3-hydroxy-épiandrostérone est ensuite réalisée grace au rhizopus nigricans. Cette
moisissure exprime les enzymes nécessaires a la mono-hydroxylation de I’épiandrostérone
(Chambers et al, 1973). Cette technique permet I’obtention de la 7f3-hydroxy-épiandrosterone
avec un rendement maximal de 48%. D’autres métabolites (7a- et 6a/p-hydroxy-
épiandrostérone) sont également synthétisés, nécessitant une separation des différents produits.
Le faible rendement de 7p-hydroxy-épiandrostérone obtenu necessite 1’utilisation d’ une
grande quantité de solvant pour I’extraction.
Le mauvais rendement de la synthése biochimique a conduit au développement d’une
méthode chimique pour une production pondérale. Pour cela, notre équipe a collaboré avec le
laboratoire de transformations chimiques et pharmaceutiques dirigé par la Professeure C.
Ferroud au Cnam pour élaborer une synthese chimique stéréosélective et reproductible (Ricco
et al, 2011). Cette synthése se fait en cing étapes et permet 1’obtention a partir de la DHEA
d’une quantité de 7B-hydroxy-épiandrostérone de 1’ordre du gramme avec un rendement de

63%.

C. 7p-hydroxy-épiandrostérone et résolution de I’inflammation
1. Inflammation et production des prostaglandines
La production tissulaire de prostaglandines (PGs) est déclenchée lors de I’inflammation. La
synthése des PGs implique la libération de I’acide arachidonique incorporé dans les
phospholipides membranaires sous 1’action de la phospholipase A2 cytosolique (Figure 5). La
cyclooxygénase 1 (COX1) constitutive et la COX2 induite en réponse a un stress cellulaire
oxydent I’acide arachidonique en PGG2 qui est par la suite convertie par peroxydation en

PGH2, un intermédiaire oxygéné instable (Simmons et al, 2004).
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Figure 5. Production des prostaglandines : de I’initiation a la résolution de 1’inflammation.
Les cyclooxygénases (COX : la COXL1 constitutive et la COX2 induite en réponse a un stress
cellulaire) catalysent I’oxydation de 1’acide arachidonique en PGG2 puis la conversion de la
PGG2 en PGH2, un intermédiaire oxygéné instable. La PGH2 va pouvoir étre transformée en
trois PGs (PGEZ2, PGI2 ou prostacycline, PGD2) par I’action des PG synthases (PGES, PGIS,
PGDS). La PGD2, possédant une durée de vie courte, subit une déshydratation spontanée
conduisant & la formation de prostaglandines de la série J2 incluant la 15-deoxy-A****-PGJ2
(15d-PGJ2). La PGEZ2, la PGI2, la PGD2 et 15d-PGJ2 vont agir en se liant a leurs récepteurs
(respectivement, les EPs, I’IP, le DP et le PPARY).
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La PGH2 est ensuite transformée en thomboxane A2 par la thromboxane synthase, essentielle
a I’agrégation plaquettaire, ou en prostaglandines PGE2 et PGD2 et PGI2 ou prostacycline par
I’action d’enzymes spécifiques, les PG synthases (PGES, PGDS, PGIS) (Simmons et al,
2004 ; Hata et Breyer, 2004).

La PGE2, produite au début de I’inflammation, est responsable des effets pro-inflammatoires
par sa liaison a ces récepteurs membranaires EP (1-4). Elle entraine notamment une
augmentation de la perméabilité vasculaire, une vasodilatation, une inhibition de 1’agrégation
plaquettaire et la formation d’un oedéme en présence d’autres médiateurs de 1’inflammation
(histamine, bradykinine) (Davies et al, 1984). Elle va egalement participer a la mise en place
et a la stimulation de la réponse immunitaire (Chizzolini et Brembilla, 2009 ; Yao et al, 2009 ;
Qian et al, 2011 ; Oshima et al, 2011).

La PGI2 ou prostacycline est un anti-agrégant plaquettaire et un vasodilatateur (Mitchell et al,
2008). Elle se fixe sur deux types de récepteurs : son recepteur membranaire, IP, et les
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor de type B ou 6 (PPARP/S) intracellulaires. Ces
deux récepteurs agiraient en synergie pour inhiber I’agrégation plaquettaire (Ali et al, 2006).
La PGD2, en se fixant sur son récepteur membranaire DP, induit aussi une vasodilatation et
une inhibition de I’agrégation plaquettaire (Whittle et al, 1983 ; Narumiya et Toda, 1985).
Cette prostaglandine a cependant une durée de vie courte et va subir une déshydratation
spontanée conduisant a la formation de prostaglandines de la série J2 (Rajakariar et al, 2007).
Cette série inclut la 15-deoxy-A"***-PGJ2 (15d-PGJ2) ligand endogéne de PPARYy, facteur de
transcription nucléaire ligand-dépendant impliqué dans la résolution de I’inflammation (Jiang
et al, 1998 ; Ricote et al, 1998). La 15d-PGJ2 va inhiber ’expression de génes de
I’inflammation tels que ceux de la m-PGES, de I’oxyde nitrique synthétase, du Tumour
Necrosis Factor o. (TNFa) dépendamment de sa liaison a PPARy ou de Nuclear Factor
kappa B (NFkB) par des mécanismes indépendants de PPARy (Jiang et al, 1998 ; Ricote et al,
1998 ; Straus et al, 2000). Cette prostaglandine va jouer un réle majeur lors de la phase de
résolution de I’inflammation en régulant la réponse inflammatoire (Rajakariar et al, 2007 ;
Haworth et Buckley, 2007, pour revue) (Figure 5).

Le rapport PGE2/PGD2 va déterminer le maintien ou la résolution de I’inflammation. Un
déséquilibre dans la production de ces PGs est observe dans les maladies inflammatoires
chroniques. Ainsi, une molécule favorisant la production de PGD2 et, par conséquent, de 15d-

PGJ2 cytoprotectrice permettraient de protéger les tissus.
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2. 7p-hydroxy-épiandrostérone et production des prostaglandines
La 7B-hydroxy-épiandrostérone a tout d’abord été testée dans des modeéles animaux
d’ischémie (Pringle et al, 2003) et de la maladie d’Alzheimer (Dudas et al, 2004) ou elle
exerce une neuroprotection. Cependant, les mécanismes d’action de ce stéroide n’ont pas été
approfondis.
Notre équipe a étudié les effets de la 7p-hydroxy-épiandrostérone dans des modéles
d’inflammation in vitro et in vivo dans lesquels une modulation de la production des
prostaglandines a été observée. En effet, de maniére concomitante, ce stéroide diminue la
production de PGE2 pro-inflammatoire et augmente la synthése de 15d-PGJ2 cytoprotectrice
dans un modele de monocytes stimulés au TNF-a (Le Mée et al, 2008) et dans un modeéle de
colite induite par le dextran sulfate de sodium chez le rat (Hennebert et al, 2008). Ce
changement dans la production des prostaglandines est en partie médiee par une diminution
de ’ARNm de la m-PGES.
Ces effets cytoprotecteurs obtenus pour de faibles doses (1-100nM) suggérent que ’action de
la 7B-hydroxy-épiandrostérone passerait par un récepteur spécifique (Niro et al, 2010, revue

en annexe).

3. Double competence des androgenes et modulation de la production des PGs
par les estrogenes

Des effets estrogéniques dépendants des REs et médiés par des stéroides non estrogéniques
ont éteé decrits. C’est le cas de la DHEA qui, a faible dose (500nM), induit une prolifération de
cellules cancéreuses mammaires estrogéno-dépendantes (Boccuzzi et al, 1992) alors qu’elle
inhibe la prolifération cellulaire a des doses pharmacologiques (10-100uM) (Lopez-Marure et
al, 2011). Le As-androstene-3p,17p-diol, androgene dérivant de la DHEA, stimule également
la prolifération de ces cellules a faible dose (2nM) (Boccuzzi et al, 1992). Le As-androstene-
3B,17B-diol présente une action estrogénique in vitro indépendamment du récepteur des
androgénes qui serait associée a une liaison au REP (Chen et al, 2005 ; Martin et al, 2004).
Elles pourraient moduler I’activité des REs in vivo en paralléle de I’E2. Cependant, ces études
restent essentiellement descriptives et les mécanismes moléculaires de la double compétence

du As-androstene-3f3,17B-diol peu connu.
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De maniére plus générale, I’E2 module I’inflammation en se fixant sur le REa et le RE
(Straub, 2007, pour revue). Chez la souris, I’E2 en se liant au RE réduit I’expression de
COX-2 et la formation de la PGE2 et diminue I’inflammation microgliale (Baker et al, 2004 ;
Vegeto et al, 2001). Dans des modeles de monocytes similaires a celui développé au sein de
notre laboratoire, I’E2 exerce également des effets anti-inflammatoires via la liaison aux REs
exprimés par ce type cellulaire (Phiel et al, 2005) en modulant la production de NFxB, de
chimiokines (Harkonen et Vaananen, 2006 ; Janis et al, 2004) et en diminuant la production
de PGE2 (Miyagi et al, 1993).

Dans des lignées cellulaires de carcinome mammaire estrogéno-sensible, I’E2 par sa liaison
au REa induit la transcription de la m-PGES pro-inflammatoire et entraine une augmentation
de la prolifération cellulaire (Frasor et al, 2003 et 2008). Ces résultats sont en accord avec
une diminution de la prolifération de ces cellules par I’ajout de 15d-PGJ2 dans les cultures
cellulaires (Diers et al, 2010). De plus, il a été montré que le géne de la L-PGDS est régulé
par le REP (Devidze et al, 2010 ; Otsuki et al, 2003).
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PARTIE 2. Les récepteurs des estrogénes

A. Les récepteurs des estrogenes nucléaires : REa et REf
Les REs sont des récepteurs nucléaires. Ce sont des facteurs de transcription, médiateurs des
hormones estrogéniques. Il en existe deux types : le REa et le REP.
Le géne codant le REa fut cloné pour la premicre fois a partir de cellules cancéreuses
mammaires MCF-7 (Walter et al, 1985) et sequencé un an plus tard (Greene et al, 1986). Le
REP a été découvert 10 ans apres, chez le rat tout d’abord (Kuiper et al, 1996) puis chez
I’homme (Mosselman et al, 1996).
Les genes codant le REa et le REf sont organisés en 8 exons et 7 introns. Le gene du REaq,
nommé ESR1, est localisé sur le chromosome 6 au locus q25. Celui du REB, nommé ESR2,

est situé sur le chromosome 14 au locus q23.2.

1. Structure des REs
Le REa est une protéine de 66 kDa (595 acides aminés) et le REP une protéine d’environ 60
kDa (530 acides aminés). Pour ces deux récepteurs, des variants résultant d’un épissage
alternatif ont éte identifiés. Ces récepteurs présentent une structure générale commune a tous
les récepteurs nucléaires (Figure 6) et possedent une homologie de séquence importante
(Figure 7).

DBD LBD
Domaine de liaiscn a Domaine de liaisaen au
I'ADN ligand
Dimérisation Dimérization
[ | [ |
AF1 AF2
1 1
w, —[TA ] © o [N [l coon
| | | | 1 |
Transactivation MLS Transactivation
Seguence de
localization

nucléaire

Figure 6. Structure commune aux récepteurs nucléaires (Aranda et Pascual, 2001). Tous les

récepteurs nucléaires possedent 5 domaines essentiels a leur fonction.

18



aal 180 263 302 552 595

ERo N8 T ¢ [ ® ] E__[F]-C
AF-1 DBD LBD /AF-2
Dimerization o <
aal 149 214 248 530
ERB N[ AB | ¢ | p | E/F |-C
30%  96%  30% 54%

Figure 7. Structure et homologie des différents domaines du REa et du REp. (Fox et al, 2008)

a) Le domaine A/B
Le domaine A/B est la région la plus variable en termes de taille et de séquence protéique. Il

contient la fonction d’activation de la transcription AF1 indépendante de la liaison du ligand
(Gronemeyer, 1991 ; Tora et al, 1989). Ce domaine est le moins conservé entre le REa et le
REP avec 30% d’homologie. La région N-terminale AF-1 est similaire a 18% entre ces deux
récepteurs. L’activité du domaine AF1 du RE est négligeable comparée a celle du REa
expliquant en partie les differences de réponse observees entre le REa et le REB (Cowley et
Parker, 1999 ; Zwart et al, 2010).

b) Le domaine C
Le domaine C ou DBD (DNA Binding Domain) correspond au domaine de liaison a I’ADN et
de dimérisation. C’est le plus conservé des domaines avec 96% d’homologie de séquence
entre le REa et le REP (Mosselman et al, 1996). 1l est compose de 66 a 68 acides aminés dont
9 résidus cystéine parfaitement conserves.
Ce domaine présente 2 séquences riches en acides aminés cystéine, lysine et arginine, dont la
structure en forme de doigt contenant un ion zinc est globulaire. La cristallographie aux
rayons X (Schwabe et al, 1993a et b) révéle que ces deux motifs de liaison du zinc sont
organisés pour former une seule unité structurale. Celle-ci les différencie des motifs a doigts
de zinc structurés indépendamment les uns des autres présents dans les autres récepteurs
nucléaires.
Ce domaine va permettre la liaison des REs au niveau de leurs séquences spécifiques d’ADN,
les éléments de réponse aux estrogenes (ERES) (Kumar et al, 1986). Sa dimérisation permet

de stabiliser sa liaison a son ERE (Kuntz et Shapiro, 1997).
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¢) Ledomaine D
Le domaine D ou NLS (Nuclear Localization Sequence) est une région charniere non
structurée (Gronemeyer et Laudet, 1995) peu conservée entre les différents REs. 1l permet la
rotation du DBD et I’adaptation de différentes conformations du DBD et du LBD (Ligand
Binding Domain). Il contient également les signaux de localisation nucléaire (Ylikomi et al,

1992) permettant au récepteur de transloquer dans le compartiment nucléaire.

d) Le domaine E/F
Le domaine E/F ou LBD (Ligand Binding Domain) en C-terminal est le domaine de liaison au

ligand et de dimérisation qui contient le domaine AF2 essentiel a la transactivation
dépendante de la fixation du ligand.

Le domaine E permet la reconnaissance de I’hormone et assure la sélectivité de la réponse
physiologique. Cette région est impliquée dans 1’association avec la protéine chaperonne heat
shock protein 90 (hsp90) (Chambraud et al, 1990), la dimérisation du récepteur (Kumar et
Chambon, 1988 ; Tamrazi et al, 2002) et I’interaction avec les coactivateurs transcriptionnels
(Henttu et al, 1997 ; White et al, 1997). Il contient, dans sa partie C-terminale, ’hélice 12 qui,
apres fixation du ligand, se replie de fagon a fermer la poche de liaison du ligand. Le
repliement de cette hélice génére une fonction d’activation AF-2 compétente et un motif
protéique capable d’interagir avec les co-activateurs transcriptionnels. Lors de la liaison d’un
antagoniste, I’hélice 12 ne peut se positionner correctement au dessus de la cavite ce qui
empéche la formation d’un domaine AF-2 compétent (Nichols et al, 1998 ; Shiau et al, 1998).
La fonction du domaine F reste encore mal définie mais de par sa position par rapport a
I’hélice 12, il est probablement impliqué dans les mécanismes d’action des antagonistes
(Montano et al, 1995; Nichols et al, 1998; Schwartz et al, 2002). Des études de mutagenese
dirigée ont montré que ce domaine est capable de moduler I’activité agoniste/antagoniste du

tamoxifene (Schwartz et al, 2002).

2. Lesligands des REs
Le domaine de liaison du ligand est conservé a 54% entre le REa et le REB. Ces deux
récepteurs possedent de ce fait de nombreux ligands communs.
L’E2, ligand naturel principalement synthétisée dans ’ovaire chez la femme et par les

testicules chez I’homme, se fixe de manicre spécifique et avec une affinité forte et similaire
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pour le REa et le REPB (Kd=0,1nM et 0,4nM, respectivement) (Kuiper et al, 1997). L’estrone
et I’estriol, autres estrogenes endogenes, peuvent également lier les deux récepteurs avec une
moins bonne affinité que ’E2.

Des estrogeénes de synthese (diéthylstilbestrol, hexestrol et dienestrol) possédent une affinité
identique a celle de I’E2 (Kd=0,07nM a 0,2nM) pour les deux récepteurs (Kuiper et al, 1997).
Des anti-estrogenes ont également été synthétisés et sont utilisés dans le traitement du cancer
du sein estrogéno-dépendant. 1ls ne présentent pas obligatoirement un noyau cyclo-pentano-
phénanthrénique et ciblent plus particuliérement le REa responsable de I’effet prolifératif
dans ce type de tumeurs. Ils possédent une affinité égale (raloxiféne) voire 20 fois plus faible
(tamoxifene) que celle de I’E2 pour le REa. De ce fait, ces composés présentent une affinité
plus forte pour le REa (Kuiper et al, 1997) que pour le REp. On distingue les agonistes
partiels (tamoxiféne, raloxiféene) des antagonistes purs (ICI 182,780) du REa. Ils peuvent
cependant se lier au REP. C’est le cas du tamoxiféne et du raloxiféne respectivement
antagoniste et agoniste du REf (Paech et al, 1997 ; Ball et al, 2009 ; Deroo et Buensuceso,

2010, pour revue).

D’autres hormones stéroides non estrogéniques peuvent ¢galement se fixer sur ces récepteurs
avec une affinité inferieure a celle des dérivés estrogéniques et anti-estrogéniques. La DHEA
et la 7a-hydroxy-DHEA (Chen et al, 2005 ; Martin et al, 2004) ainsi que certains dérivés
androgéniques tels que le A5-androstene-3,17p-diol ou le A5-androstane-3p,17p-diol (Adams
et al, 1981 ; Boccuzzi et al, 1992 ; Boccuzzi et al, 1994 ; Guerini et al, 2005) lient le REp. La
DHEA et le AS5S-androsténe-3f,17p-diol exercent des effets agonistes a faibles doses
(respectivement 500nM et 2nM). Enfin, un autre groupe de molécules a été décrit comme
ligands des REs, les phyto-estrogenes, composeés non stéroidiens présents dans les végétaux.
Ils possédent la structure aromatique commune aux estrogenes et vont mimer leur action avec
une affinité pour les REs 100 a 1000 fois moins importante que les estrogenes. Ce sont des
perturbateurs endocriniens et ne présentent donc pas d’intérét en clinique. Cependant,
I’apigénine (Mak et al, 2006) et la ginesteine (Marik et al, 2011 ; Orlando et al, 2011)
inhiberaient la croissance de cellules cancéreuses mammaires in vitro via leur interaction

respectivement avec le REf ou le REa.
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3. Roles biologiques des REs

Le REa et le REP sont exprimés dans de nombreux tissus tels que I’appareil reproducteur

féminin (sein et utérus) et masculin (prostate), le systeme cardio-vasculaire, 1’0s ou le cerveau
(Enmark et al, 1997 ; Kuiper et al, 1997 ; Taylor et Al-Azzawi, 2000). Ils peuvent étre

présents dans un méme tissu mais avec des localisations spécifiques. C’est le cas dans 1’ovaire

ou le REa est largement exprimé dans les cellules de la théque et les cellules interstitielles

quand I’expression du RE prédomine dans les cellules de la granulosa (Hiroi et al, 1999 ;

Sar et Welsch, 1999). Le REa est exprimé de maniére prédominante dans 1’utérus, la prostate

(stroma), les cellules de la theque, les cellules de Leydig, I’épididyme, I’os, le sein, le tissu

adipeux et diverses régions du cerveau. Le RE, quant a lui, est exprimé plus fortement dans

le colon, I’épithélium prostatique, la moelle osseuse, les glandes salivaires, I’endothélium

vasculaire, les poumons, la vessie et plusieurs régions du cerveau (Ascenzi, 2006, pour revue ;

Nilsson et Gustaffson, 2011, pour revue).

De nombreux modeéles et plus particulierement de souris knock out ont permis de mettre en

évidence un réle physiologique et pathologique de ces récepteurs dans la glande mammaire,

’0s, le ceeur ou la prostate (Tableau 1) ou le ratio REa/REP va influencer la réponse aux

estrogenes de ces différents types cellulaires (Nilsson et al, 2002 ; Antal et al, 2008 ; Forster
et al, 2004 ; Wang et al, 2001).
Tableau 1. Rdles physiologiques et « physio-pathologiques » des RES

Tissu Role physiologique Pathologie
Os » Maintien de la balance résorption / formation osseuse * Ostéoporose (Khosla, 2008; Smith et al, 2008 )
(Khosla, 2008; Smith et al, 2008 )
» Maturation de l'os / croissance osseuse a la puberté
(zirilli et al, 2008 )
Ceeur » Métabolisme glucidique / métabolisme lipidique * Athérosclérose / Risque d'infarctus (Hodgin et Maeda, 2002 )
Foie *» Métabolisme lipidique « Stéatose (Zirilli et al, 2008; Maffei et al, 2004 )
Sein » Développement de la glande mammaire (REa) « Cancer du sein hormono-dépendant
(Nilsson et Gustaffson, 2002 et 2011 ) protection par le REJ (Bardin et al, 2004 )
rble pro-prolifératif du REa (Lazennec et al, 2001 )
Cerveau * Apprentissage, mémoire, comportement, reproduction, » Maladie d'Alzheimer (Carroll et Picke, 2008 )
neurogenese, plasticité synaptique, protection neuronale protection par REa dans I'hippocampe et I'amygdale
(Gillies et McArthur, 2010) protection par REP dans le cortex frontal et 'amygdale
* Maladie de Parkinson
protection par REa (Brann et 2007; Gillies et McArthur, 2010 )
* Sclérose multiple
protection par REa (Vegeto et al, 2008 )
protection par REB (Tiwari-Woodruff, 2009 )
Appareil * Croissance utérine, fonction ovarienne, ovulation (femelle) |» Infertilit¢ des femelles et des males KO pour le REa
reproducteur  |(Hegele-Hartung et al, 2004) (Dupont et al, 2000; Nilsson et Gustaffson, 2011 )
* Réabsorption des fluides dans les canaux efférents (males)
Prostate » Croissance, développement et maintien * Hyperplasie et cancer

protection par REB (McPherson et al, 2010)
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4. Mécanismes moléculaires d’action des RES
En absence de ligand, les REs sont séquestrés dans le cytosol et associés a des complexes
multiprotéiques comprenant la protéine chaperonne hsp90 (Segnitz et Gehring, 1995) qui
stabilise les récepteurs dans une conformation non active (Johnson et Toft, 1994). L’inhibition
de la liaison de la hsp90 entraine une dégradation des REs par le protéasome (Roe et al, 1999 ;
Maloney et Workman, 2002 ; Gougelet et al, 2005).

a) Activation génomique

La liaison du ligand entraine le repliement de 1’hélice 12 (LBD) permettant le passage a une
forme transcriptionnellement active. Cette hélice va former un « couvercle » au-dessus de la
poche maintenant le ligand dans un environnement hydrophobe (Figure 8). Les ligands tels
que I’E2 et les Selective Estrogen receptor Modulators (SERMs) comme le raloxiféne
forment des contacts avec des acides aminés différents de la poche hydrophobe du REa
(Figure 9) (Brzozowski et al, 1997 ; Picke et al, 2000). L hélice 12 est essentielle a la fonction
AF-2 (Danielian et al, 1992) et au recrutement des co-activateurs (Beato et al, 1996 ; Horwitz
et al, 1996 ; Mc Kenna et al, 1999). En effet, la liaison de I’E2 permettrait 1’interaction avec
des co-activateurs du REa quand celle-ci serait impossible lors de la liaison d’antagonistes
tels que le raloxifene (Brzozowski et al, 1997 ; Picke et al, 2000).

La liaison du ligand entraine la dimérisation du récepteur indispensable a sa liaison sur son
ERE (Kumar et Chambon, 1988 ; Schwabe et al, 1993b ; Wang et al, 1995). Le RE existerait
également sous forme de dimére en absence de ligand (Salomonsson et al, 1994) mais la
liaison d’un ligand serait indispensable a la stabilisation du dimére (Tamrazi et al, 2002).

Les homodimeres REo/REa et REB/RE présentent une fonction opposée dans la
prolifération cellulaire notamment dans I’épithélium mammaire (Helguero et al, 2005). La
formation d’hétérodimeres aurait également un impact important sur ’activité
transcriptionnelle et la croissance cellulaire in vivo (Monroe et al, 2005 ; Pettersson et al,
2000 ; Tremblay et al, 1999). Ces hétérodimeres lient I’ADN avec la méme affinité que les
homodiméres REa et une meilleure affinité que les homodiméres RE in vitro (Cheung et al,
2003 ; Hall et McDonnell, 1999 ; Mclnerney et al, 1998a ; Cowley et al, 1997). De
nombreuses études in vitro suggerent que le REP régulerait négativement 1’activité du REa
(Nilsson et al, 2001 ; Pettersson et al, 2000 ; Omoto et al, 2003 ; Buteau-Lozano et al, 2002 ;

Powell et Xu, 2008) et altérerait le recrutement des oncogénes c-Fos et c-Jun par le REa et du
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REa sur ses EREs (Matthews et al, 2006). Les deux REs contribueraient a cette
hétérodimérisation avec un role dominant du ligand liant le REa (Powell et Xu, 2008).

Le RE dimérisé va transloquer dans le noyau et se fixer sur son ERE. Une séquence consensus
palindromique de 13 paires de bases, organisées en deux hexaméres et séparées par 3
nucléotides, a été définie (5’-GGTCA NNN TGACC-3’) (Klein-Hitpass et al, 1986 ; Anolik et
al, 1993). Cependant, la plupart des génes régulés par les estrogenes contiennent des EREs
incomplets ou non palindromiques (Anolik et al, 1995 ; Driscoll et al, 1998 ; Berry et al,

1989 ; Augereau et al, 1994). C’est la nature du ligand qui va définir la conformation du
récepteur et la liaison ou non aux différents EREs (Ramsey et Klinge, 2001; Wood et al, 1998;
Wood et al, 2001). Les REs vont aussi adopter des conformations différentes en fonction de la
structure de I’ERE fixé (Ramsey et Klinge, 2001; Wood et al, 1998; Wood et al, 2001).

Il a également été montré que les REs présentent la méme affinité pour I’ERE aprés liaison
d’un agoniste ou d’un antagoniste (Cheskis et al, 1997). Le RE n’ayant fixé aucun ligand est
¢galement capable de se fixer a I’ERE in vivo (Reid et al, 2003). Cependant, le REa présente
une activité transcriptionnelle supérieure a celle du REP (perte de fonction de son AF-1). Ceci
préviendrait la synergie entre I’AF1 et I’AF2 (Zwart et al, 2010).

Les REs peuvent également activer la transcription en s’associant a des facteurs de
transcription liant I’ADN. Parmi ces derniers ont été décrits le complexe AP-1 et la protéine

Sp1 (Klinge, 2000; Safe, 2001; Neo et al, 2009).
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Figure 8. Le LBD du REa est représenté aprés liaison de I’E2 (a) ou du raloxiféne (b).
L’hélice 12 est dessinée en bleu (a) ou en vert (b) et le reste du LBD en rouge (Brzozowski et
al, 1997). Les résidus hydrophobes (en jaune) et une lysine (en rose) entre les hélices 3 et 5
ainsi que des residus (en marron) le long des hélices interagissant avec 1’hélice 12 dans le

complexe sont mis en évidence.

Figure 9. Modélisation et représentation schématique des interactions de I’E2 (a,c) ou du

raloxifene (b,d) avec des acides aminés du LBD (Brzozowski et al, 1997).

25



b) Activation non génomique

L’E2 exerce également une action rapide (quelques secondes a quelques minutes) par voies
non génomiques et médiée par une population minoritaire de REa localisée a la membrane
plasmique. Une palmitoylation sur la cystéine 447 du LBD du REa est pré-requise pour
I’ancrage a la membrane plasmique (Acconcia et al, 2005) et a I’activité non génomique du
REa (Poulard et al, 2010). Ce récepteur localisé a la membrane va pouvoir interagir avec de
nombreuses protéines adaptatrices ou partenaires telles que Shc, Src ou des protéines G
(Zhang et al, 2004 ; Le Romancer et al, 2008) (Figure 10). La liaison de I’E2 a ces récepteurs
active des protéines G et induit les voies ERK/MAPK et PI3K/AKT (Marino et al, 2006).
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Figure 10. Le REa : voies non génomiques. Le REa localisé a la membrane interagit avec de

nombreuses protéines et coopérerait avec le GPR30 pour activer ’EGFR (Langer et al, 2010).

5. Les partenaires de la transcription médiée par les RES

a) Les co-activateurs et les co-répresseurs

Les co-activateurs et les co-répresseurs des RES sont communs aux autres récepteurs des
hormones stéroidiennes et leur expression est limitée dans la cellule. La surexpression d’un
récepteur nucléaire pourrait de ce fait inhiber ’activation de la transcription médiée par les
différents récepteurs aux hormones stéroidiennes (squelching) : ces récepteurs entrent en
compétition pour le recrutement de ces co-facteurs qui deviennent limitants (Meyer et al,

1989). De ce fait, I’activité transcriptionnelle des REs est tissu-spécifique pour un méme
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ligand comme pour le tamoxiféene antagoniste dans le sein et agoniste dans I’utérus (Lindahl
et al, 2008).

Les co-activateurs ont une activité histone acétyltransférase qui permet un remodelage plus
aisé de la chromatine des génes cibles (McDonnell et Norris, 2002). Les premiers identifiés
sont les « ERa Associated Protein » (ERAP 160) (Halachmi et al, 1994) contenant SRC-1,
SRC-2, SRC-3 et AIBL1 (Klinge, 2000 ; Anzick et al, 1997). IIs n’interagissent qu’avec le REa
lié & E2 ou au tamoxiféene (Halachmi et al, 1994). Cette interaction se fait au niveau du
domaine AF2 via un un motif de 5 acides aminés riche en leucine LXXLL nécessaire et
suffisant (Horwitz et al, 1996 ; Ding et al, 1998). Les variations de ce motif vont contribuer a
la spécificité d’interaction avec ses différents partenaires (Hong et al, 1999 ; Mclnerney et al,
1998b).

Le SRC-1, le premier cloné (Onate et al, 1995), stimule la transcription médiée par I’'E2 et le
4-hydroxy-tamoxiféne (Smith et al, 1997). Le SRC-2 et le SRC-3 serait impliqué dans la
transcription de genes de survie et du cycle cellulaires in vitro dans le cancer du sein
(Karmakar et al, 2011). Certains co-activateurs tels que SRC-1 (Webb et al, 1998)
augmentent I’activité AF1 du REa (Lanz et al, 1999 ; Chooniedass-Kothari et al, 2010) sans
augmenter celle du REB qui présente un domaine AF1 non fonctionnel.

Enfin, des co-activateurs indirects existent. La liaison de ces co-activateurs au niveau des
domaines AF1 et AF2 permet le recrutement d’autres acteurs de la transcription et potentialise

’activité transcriptionnelle des REs (McKenna et al, 1999 ; Shibata et al, 1997) (Tableau 2).
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Tableau 2. Liste non exhaustive de co-activateurs et de co-répresseurs du RE.

co-facteurs fonctions type d'interaction avec le RE
SRC1/2/3  Steroid Receptor Co-activator 1/2/3 histone acétyl transférase . . . X
o . L . i j j liaison du domaine AF2 via leur motif
CBP/p300 CREB binding protein / binding protein p300 histone acétyl transférase LXXLL
ASC1/2 Activating Signal Cointegrator 1/2 liaison des histone acétyl transférases
SRA Steroid ReceetorActlvator epls?a‘ge liaison du domaine AF1
p68 p68 RNA helicase ARN hélicase

Coactivator-associated Arginine . . P P
arginine histone méthyl transférase L . )
Methyltransferase 1 liaison indirecte du domaine AF2 via

I'interaction avec les p160

co-activateur CARM1

PRMT1 Protein Methyltransferase 1 arginine histone méthyl transférase

E6-AP E6-Associated Pr‘ot?/n ub!qu!t!ne I{gase liaison du domaine AF2

RPF1 Receptor Potentiating Factor 1 ubiquitine ligase

CAPER-a/B Coactivator of AP1 and Estrogen Receptor potentialisation de I'activité du RE association indirecte via la liaison a ASC2

NCoR NCoR Nuclear receptor Co-Repressor histone désacéthylase

ST SMRT Silencing Mediator for Retinoid and laision au domaine AF2 via le motif
Thyroid Receptor histone désacéthylase apparenté au motif LXXLL

RIP140 RIP140 Receptor Interacting Protein of compétition avec les co-activateurs liaison du domaine AF2 via les motifs

co-represseur 140kDa pour la liaison au domaine AF2, LXXLL

REA REA Repressor of Estrogen Receptor Activity  interférence avec SRC1 pour la liaison liaison indirecte via NCoR

Repressor of Tamoxifen transcriptional interférence avec SRC1 pour la liaison,

RTA liaison du domaine AF1

Activity activité de liaison a I'ARN

Les co-répresseurs sont également essentiels a une modulation fine de Iactivité
transcriptionnelle des REs (Tableau 2). Leur role premier est le recrutement d’histone
désacétylases (Castet et al, 2004; Wei et al, 2000) permettant la compaction de I’ADN.

Un motif commun a ces co-répresseurs présente des ressemblances avec le motif LXXLL de
liaison aux récepteurs nucléaires des co-activateurs (Edwards, 2000). Les co-répresseurs se
fixeraient sur la méme région que les co-activateurs. En présence d’un antagoniste, les hélices
impliguées dans la liaison des co-activateurs au domaine AF2, orientées différemment,
constitueraient un domaine d’interaction plus large permettant la liaison de co-répresseurs (Xu
et al, 2002 ; Baniahmad, 2005). Ceci expliquerait le recrutement spécifique de co-répresseurs
lors de la liaison d’antagonistes au récepteur. Peuvent étre cités NCoR (Nuclear Co-Repressor)
et SMRT (Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormone receptor) interagissant avec
le RE lié aux anti-estrogénes et acteurs de I’inhibition de la transcription par le 4-hydroxy-
tamoxifene et le raloxiféne (Shang et Brown, 2002; Shang et al, 2000 ; Lavinsky et al, 1998).
La liaison de ces co-répresseurs va étre stabilisée par les antagonistes (Moehren et al, 2004 ;
Edwards, 2000). Certains co-répresseurs peuvent également fixer un RE lié a un agoniste et

en diminuer I’activité transcriptionnelle (Delage-Mourroux et al, 2000).
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b) Influence des modifications post-traductionnelles sur 1’activité du REa

Le REa peut subir de nombreuses modifications post-traductionnelles dynamiques permettant
de réguler ’assemblage et le désassemblage des complexes transcriptionnels et, par

conséquent, I’activité transcriptionnelle du REa (Figure 11).

S-palmitoylation

@0 0000 g ®

5104/106 S118 S167 5236 R260 S305 T3I11 C447 yadi

[T W oeo LBD AF-2 | |

1 184 — 264 302 553 559 (aa)

K266 K268 K299 K302 K303

B b & §

UMD SUND SUHD UMD UMD
G @

e

Figure 11. Les modifications post-traductionnelles du REa. Le REa peut subir de nombreuses
modifications post-traductionnelles sur divers sites. P : phosphorylation ; Me : méthylation ;
Ac : acétylation ; Sumo : sumoylation ; Ub : ubiquitinylation (Poulard et al, 2010).

Il comporte de nombreux sites de phosphorylations en réponse aux estrogénes, a des
hormones ou des facteurs de croissance. Les sites majeurs de phosphorylation sont localisés
au niveau du domaine AF1. Plusieurs sérines, la tyrosine 537 et la thréonine 311 peuvent étre
phosphorylées par différentes kinases. Ces phosphorylations vont réguler la transcription, la
dimérisation, I’export nucléaire ou la fixation du ligand (Tableau 3) (Poulard et al, 2010). Le
REa qui peut étre phosphorylé sur sa sérine 118 en présence ou en absence de ligand (Cheng
et al, 2000 ; Kato et al, 1995 ; Bunone et al, 1996 ; Gonzalez et al, 2009) est retrouve dans le
noyau (Weitsman et al, 2006). Le REa peut également étre acétylé, polyubiquitinylé, sumoylé
et méthylé au niveau de lysines permettant la modulation de I’activité de ce récepteur

(Tableau 3) (Poulard et al, 2010).
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Tableau 3. Modifications post-traductionnelles du REa.

Modification sites de modification activation enzyme fonctions
$104-106 non dete‘rmme Gl A activation de la transcription
estrogenes GSK3
estrogenes Cdk7
estrogenes IKKa, GSK3
S118 estrogénes MAPK activation de la transcription
EGF et IGF-1 MAPK
PHOSPHRORYLATION prolactine non déterminé
S167 insuline SeK1 activation de |a transcription
S236 absence du ligand PKA inhibition de la dimérisation
$305 non déterminé Pakl activation de la transcription
non déterminé PKA activation de la transcription en présence de tamoxiféne
T311 estrogénes p38-MAPK inhibition de I'export nucléaire
Y537 basale p56Ick, p60c-src régulation de la fixation d'E2
ACETYLATION K266-268 absence duligand  acétyltransférase p300 activation de la transcription via l'induction de la liaison du REa a I'ADN
K299-302-303 estrogenes acétyltransférase p300 répression de la transcription
POLYUBIQUITINYLATION K302-303 estrogénes ubiquitine-ligase Sl RSPy
activation de |a transcription
SUMOYLATION K266-268-299-302-303 estrogénes ligase activation de la transcription
stabilisation du récepteur
METHYLATION K302 estrogénes méthyltransférase SET7 recrutement au niveau du promoteur
activation de la transcription
R260 estrogénes méthyltransférase PRMT1 localisation a la membrane plasmique
PALMITOYLATION 447 absence du ligand palmitoyl acyl-transférase formation du complexe REa/Src/PI3K/FAK

Tous ces facteurs décrits précédemment permettent la régulation fine de 1’activité
transcriptionnelle des REs. Il faut également tenir compte des modifications post-
traductionnelles que subissent également les co-régulateurs tels que les SRCs ou p300/CBP
(Rowan et al, 2000 ; Vo et Goodman, 2001 ; Yuan et Gambee, 2000). Il est donc necessaire de

tenir compte de toutes les combinaisons possibles dans 1’¢laboration de nouvelles approches.

B. Le GPR30, un nouveau récepteur membranaire des estrogenes
Le GPR30 est un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) a sept hélices transmembranaires.
De 1996 a 1998, le GPR30 a été cloné par différents groupes (Owman et al, 1996 ; Kvingedal
et Smeland, 1997 ; O’Dowd et al, 1998 ; Takada et al, 1997 ; Feng et Gregor, 1997 ;
Carmeci et al, 1997). L’ARNm du GPR30 a été détecté dans de nombreux tissus humains tels
le cceur, les poumons, le placenta, le systéeme lymphoide, le foie, le muscle squelettique et le
pancréas (Owman et al, 1996 ; Kvingedal et Smeland, 1997 ; O’Dowd et al, 1998 ; Takada et
al, 1997 ; Feng et Gregor, 1997).
Le GPR30 a finalement été cloné et identifié dans des lignées de carcinome mammaire RE-
positive (MCF-7) et RE-négative (MDA-MB-231) (Carmeci et al, 1997). Le géne du GPR30
est localisé sur le chromosome au locus 7p22 (Carmeci et al, 1997). L’expression protéique
du GPR30 est importante dans la lignée MCF-7 et plus faible dans les cellules MDA-MB-231.
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Le GPR30 a été identifié comme récepteur membranaire aux estrogenes en 2000 (Filardo et
al, 2000). La voie d’activation rapide de ERK1/2 par les estrogénes était jusqu’alors inconnue.
Dans cette étude, le traitement avec de I’E2 entraine une augmentation rapide de la quantité

de protéine ERK phosphorylée. De plus, le signal induit par I’E2 dépend de la transactivation
de ’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) via la libération de I’Heparin Binding-
Epidermal Growth Factor (HB-EGF) (Filardo et al, 2000).

1. Localisation cellulaire

a) Réticulum endoplasmique et/ou membrane plasmique ?

La localisation cellulaire du GPR30 reste controversée (Langer et al, 2010). La transfection
d’un GPR30 marqué a la Green Fluorescent Protein (GFP) (Revankar et al, 2005 ; Otto et al,
2008) et un fractionnement cellulaire (Filardo et al, 2007) ont permis de localiser ce récepteur
au niveau du réticulum endoplasmique. Des deérivés synthétiques de I’estradiol capables ou
non de passer la membrane plasmique et possédant une affinité similaire a celle de I’E2 pour
le GPR30 ont également permis de mettre en évidence une localisation subcellulaire du
GPR30 (Revankar et al, 2007). Ces travaux confirment tous une présence intracellulaire du
GPR30 sans localisation a la membrane plasmique (Tableau 4). Cependant, le couplage a la
GFP peut empécher la translocation de certains RCPGs au niveau de la membrane plasmique
(Brothers et al, 2003), ce qui pourrait expliquer I’absence de GPR30 au niveau de la
membrane plasmique dans certaines de ces études.

Des approches similaires avec un GPR30 couplé a une molécule fluorescente ont également
permis de montrer une localisation du GPR30 a la membrane plasmique (Thomas et al, 2005 ;
Filardo et al, 2007 ; Funakoshi et al, 2006) (Tableau 4).

Enfin, une étude récente conclut a une expression dans le réticulum endoplasmique
majoritaire du GPR30 avec également une expression a la membrane plasmique (Cheng et al,
2011). Les RCPGs, apres activation et fixation d’un ligand, peuvent étre internalisés
conduisant a un recyclage rapide a la membrane plasmique ou a une dégradation dans les
lysosomes (Oakley et al, 1999 ; Marchese et al, 2008). L hypothese d’une « endocytose
constitutive » du GPR30 indépendante de la présence de ligand entrainerait une accumulation
périnucléaire du GPR30 expliguant que le GPR30 n’est pas toujours détecté au niveau de la

membrane plasmique (Cheng et al, 2011).
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Tableau 4. Localisation cellulaire du GPR30. Récapitulatif des différentes études réalisées.

Localisation Cellules Expression du GPR30 Techniques de détection Référence
COS-7 transfection transitoire du GPR30 marqué
avec la GFP a l'extrémité C-terminal immunofluorescence Revankar et al, 2005
COS-7 transfection transitoire du GPR30 marqué  mobilisation du calcium intracellulaire
avec la GFP activation PI3K Revankar et al, 2007
SKBr3 non transfectées immunofluorescence
transfection transitoire du GPR30 marqué
réticulum avec la GFP a l'extrémité C-terminal .
. COS-7 . L. = immunofluorescence
endoplasmique transfection transitoire du GPR30 marqué a
la GFP a l'extrémité N-terminale Otto et al, 2008
COS-7 /| HEK293 transfection transntowe/du GPR30 non .
marqué immunofiuorescence
IEC-50 / MDA-MB-23 non transfectées immunofluorescence
HEK293 transfection stable du GPR30 couplé a fractionnement cellulaire Filardo et al. 2007
I'hémagglutinine I'extrémité N-terminale western blot i
Hela avec la protéine FLAG a l'extrémité N- immunofluorescence Funakoshi et al, 2006
SKBr3 non transfectées fractionnement cellulaire Thomas et al. 2005
membrane HEK293 transfection stable du GPR30 non marqué western blot '
plasmique HEK293 ,tr,a nsfecthn.sta?lt? du GPR3O coup!e 2 .
I'hémagglutinine & l'extrémité N-terminale immunofluorescence .
. . Filardo et al,2007
SKB3 fractionnement cellulaire
I non transfectées western blot
noyau i . expression propre !nmunoﬂut?rz_esFel?ce Madeo et Maggiolini, 2010
(tumeurs mammaires) immunoprécipitation

b) Un GPR30 nucléaire ?

Des travaux récents decrivent un GPR30 nucléaire (Madeo et Maggiolini, 2010) identifié dans

des fibroblastes associés aux tumeurs (Cancer Associated Fibroblasts, CAFs) et jouant un
réle dans la progression tumorale (Kalluri et Zeisberg, 2006 ; Chang et al, 2005). Dans ce
modele, InM d’E2 entraine une phosphorylation de ERK1/2 médiée par le GPR30. De plus,
InM d’E2 ou 1uM de G1, agoniste spécifique du GPR30 (Bologa et al, 2006), induit
I’expression de génes impliqués dans la croissance cellulaire. Le blocage du GPR30 ou de
I’EGFR, connu pour étre activé par le GPR30, abolit la surexpression de ces génes. Ces
résultats suggérent que ces génes sont régulés par le GPR30 et nécessite ’EGFR (Madeo et
Maggiolini, 2010) (Figure 12). Des immunoprécipitations montrent aussi que la localisation
nucléaire du GPR30 est associée a une interaction avec ’EGFR (Tableau 4).

L’interaction entre le GPR30 et ’EGFR ne s’observe que dans le noyau (Madeo et Maggiolini,
2010). Cependant, cette étude reste la seule a montrer une localisation nucléaire du GPR30

ainsi qu’une interaction avec ’EGFR de ce récepteur.
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Nucleus

Gene expression

Figure 12. Représentation schématique du mécanisme d’activation de la transcription par le
complexe GPR30-EGFR proposé par Madeo et Maggiolini. Le GPR30 et ’EGFR formeraient
un complexe dans le noyau qui interagirait avec I’ADN et entrainerait I’activation de la
transcription de genes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire (Madeo et
Maggiolini, 2010).

2. Le GPR30, un récepteur des estrogéenes ?
Le GPR30 a été identifié comme récepteur membranaire des estrogenes en 2000 (Filardo et al,
2000). Cependant, la liaison de I’E2 au GPR30 reste controversée. Plusieurs études in vitro
montrent que la cette liaison serait faible (Thomas et al, 2005) voire inexistante (Otto et al,
2008 ). Aucune liaison spécifique ou augmentation de I’AMPc, de Erk ou de PI3K en réponse
a I’E2 n’a été observée chez des souris déficientes pour le REa et le REP malgré 1’expression
du GPR30 (Pedram et al, 2006). Enfin, les effets rapides extranucléaires dans les cellules
MCF-7 seraient uniqguement médiés par la liaison de I’E2 au REa classiques (Madak-Erdogan
et al, 2008).

33



Une nouvelle hypothése face a ces données divergentes a été formulée (Langer et al, 2010) :
le GPR30 pourrait agir partiellement en collaboration avec le REa (voir Figure 10). En effet,
la signalisation membranaire du REa nécessite un ensemble de protéines différentes ou

« signalosome » (Levin, 2008) dans lequel le GPR30 pourrait jouer un réle particulier. Dans
les cellules MCF-7, I’activation de Erk et I’expression de Fos par I’E2 ne serait possible qu’en
présence du REa et du GPR30 (Albanito et al, 2007) sans connaitre le mécanisme de cette
interaction. Le REa membranaire lie et active diverses sous-unités Ga et GB/y requises pour la
transduction du signal (Razandi et al, 1999 ; Wyckoff et al, 2001 ; Kumar et al, 2007).
L’expression membranaire du domaine E des REs inséré dans la membrane chez des souris
n’exprimant pas les REs classiques suffirait a récupérer I’activation de Erk et PI3K perdue
chez les souris invalidées pour le récepteur complet (Kumar et al, 2007).

Le GPR30, en tant que récepteur aux estrogenes, lierait la plupart des ligands des REs
nucléaires classiques. L’E2, le tamoxifene et I’IC1 182,780 présentent tous une action agoniste
sur le GPR30 quand I’I1CI 182,780 et le tamoxiféne sont respectivement un antagoniste pur et
un agoniste partiel du REa (Revankar et al, 2005 ; Thomas et al, 2005 ; Filardo et al, 2000).
L estriol serait, quant a lui, un antagoniste du GPR30 (Lappano et al, 2010).

Des ligands spécifiques du GPR30 ont été recemment développes. Le G-1 (Bologa et al,
2006), agoniste spécifique, puis le G-15 (Dennis et al, 2009), antagoniste spécifique ont été
synthétisés. Le G-15 antagonise la mobilisation intracellulaire de calcium et I’activation de la
PI3K induites par le G-1 (Dennis et al, 2009). Ces deux composés ne se lient ni au REa ni au
REB.
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3. Voies de signalisation du GPR30
Le GPR30 est associé a une protéine G composes des sous-unités Gas (Filardo et al, 2000) et
Gp/y (Thomas et al, 2005). Les différentes voies de signalisation et I’action du GPR30 ont
déja été bien décrites (Maggiolini et Picard, 2010 ; Mizukami, 2010).
La liaison de I’E2 induit, via la sous-unité Gf/y, une activation de la tyrosine kinase Src qui
va phosphoryler la protéine adaptatrice Shc permettant I’activation d’une métalloprotéase
matricielle (Quinn et al, 2009) et le relargage du HB-EGF. La stimulation de ’EGFR par le
HB-EGF va activer des voies PI3K/PKA et Erk (Figure 13). La voie PI3K entraine une
accumulation de PIP3 et, ainsi, I’activation d’une kinase avec une action anti-apoptotique et
pro-proliférative, la kinase Akt.
La sous-unité Gas, quant a elle, va activer I’adénylate cyclase, résultant en la production
d’AMPc (Filardo et al, 2002 ; Filardo et al, 2007 ; Thomas et al, 2005 ; Kanda et Watanabe,
2003a ; Kanda et Watanabe, 2003b).
Enfin, une augmentation rapide du taux de calcium intracellulaire en réponse a I’activation du
GPR30 a également été montrée (Revankar et al, 2005 ; Bologa et al, 2006 ; Filardo et al,
2007). Celle-ci peut étre bloguée par le G-15, antagoniste spécifique du GPR30 (Dennis et al,
2009). Cependant, la PLC ne semble pas impliquée dans ce processus (Revankar et al, 2005).
Une autre phospholipase ou une action dépendante du type cellulaire peuvent étre invoquees.
L activation de ces différentes voies de signalisation induit la transcription de nombreux
genes impliqués dans la prolifération, la survie cellulaire et la migration (Prossnitz et

Maggiolini, 2009). Les genes régulés par ces différentes voies dépendraient du type cellulaire.
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Figure 13. Les différentes voies de signalisation médiées par I’activation du GPR30.
L’activation du GPR30 va induire diverses voies de signalisation et permettre la modulation

de la transcription de genes impliqués dans la prolifération, la migration et la survie cellulaires.
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4. RoOle biologique du GPR30
Le GPR30 a été étudié dans divers modeéles in vitro et in vivo depuis sa découverte. Il est
exprimé et semble jouer un réle physiologique dans de nombreux tissus. Il serait requis dans
I’apoptose thymocytaire (Wang et al, 2008) et modulerait I’activité des lymphocytes T
régulateurs dans des modéles animaux de sclérose et d’encéphalomyélite (Blasko et al, 2009 ;
Wang et al, 2009). Il jouerait également un rdle dans I’homéostasie du glucose (Nadal et al,
2011 ; Martensson et al, 2009). Il est aussi retrouvé dans I’endothélium des vaisseaux
périphériques (Isensee et al, 2009) et serait impliqué dans la réduction de la pression artérielle
(Lindsey et al, 2009 ; Haas et al, 2009). Une perte de fonction du ventricule gauche chez les
souris KO males a été observée (Delbeck et al, 2011) suggérant un role protecteur de ce
récepteur dans le cceur in vivo (Weil et al, 2010).
De maniere surprenante, I’invalidation du gene du GPR30 n’entraine pas d’anomalies
anatomiques des organes reproducteurs (utérus, glande mammaire) ou d’infertilité (Otto et al,
2009 ; Windahl et al, 2009) contrairement au REa et au REf (Dupont et al, 2000).
Son activation stimule la proliferation cellulaire dans diverses lignées cancéreuses (Vivacqua
et al, 2006a et 2006b ; Albanito et al, 2007 ; Lin et al, 2009) d’ou son implication potentielle
dans la carcinogenese. L’effet agoniste du tamoxiféne sur ce récepteur pourrait intervenir dans
les phénoménes de résistance (Maggiolini et al, 2004 ; Thomas et al, 2005 ; Pandey et al,
2009) et les effets indésirables au niveau de I’utérus (Henic et al, 2009 ; Vivacqua et al,
2006b) observes chez les patientes avec un cancer du sein. De ce fait, son expression dans des
tumeurs mammaires de patientes traitées au tamoxiféne serait un facteur de mauvais pronostic
(Ignatov et al, 2011).

C. Les récepteurs aux estrogenes, des médiateurs de I’inflammation
1. Les récepteurs nucléaires aux estrogenes : REa et REp

Les estrogenes jouent un réle complexe dans I’inflammation in vitro et in vivo (Straub, 2007,
pour revue ; Cvoro et al, 2008).
Le ratio REo/RE jouerait un réle important dans la résolution de 1’inflammation. Une
surexpression du REP a été observée chez des animaux soumis a un trauma et une hémorragie,
contexte inflammatoire généralise, parallelement a une diminution de la quantité de REa
(Schneider et al, 2000). Un stress oxydatif augmente aussi I’expression du REp dans des

cellules endothéliales et des macrophages activés (Tamir et al, 2002) quand il induit une
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dégradation du REa dans des cellules cancéreuses mammaires (Kurebayashi et al, 2001 ;
Stoner et al, 2002).

Bien que les REs soient des acteurs essentiels de I’inflammation, le REa et le REP semble
difféeremment impliqués dans sa modulation. Les estrogénes diminuent I’inflammation induite
par le TNFa dans le muscle lisse aortique chez le rat via le REB (Xing et al, 2007).

L utilisation d’agonistes spécifiques du REB dans des modéles de maladies chroniques
inflammatoires de I’intestin réduit les symptémes et I’inflammation (Mewshaw et al, 2005 ;
Harris et al, 2003; Harnish et al, 2004). Les estrogénes ont également montré une action
bénefique dans de nombreux modéles d’inflammation cérébrale (Straub, 2007, pour revue).
Ils auraient une action protectrice dans un modele d’ischémie globale chez la souris (Carswell
et al, 2004) et réduiraient le taux de mediateurs inflammatoires microgliaux tels que COX-2 et
PGEZ2 via leur interaction avec le REP (Baker et al, 2004; Vegeto et al, 2001). A l'oppose,
Tiwari-Woodruff et coll. ont montré que les deux REs étaient neuroprotecteurs quand seul le
REa réduirait 1I’inflammation dans le systéme nerveux central (Tiwari-Woodruff et al, 2007).
L effet protecteur de I’E2 chez des souris présentant une Encéphalite Autoimmune
Expérimentale (EAE) (Polanczyk et al, 2003 ; Liu et al, 2003) ou un accident vasculaire
cérébral (Dubal et al, 1998) est aboli chez des souris déficientes en REa quand il est préservé
chez des souris déficientes en REP. Le traitement avec un agoniste du REa avant induction
d’une EAE supprimerait aussi les symptomes de la maladie (Elloso et al, 2005). L effet
protecteur des estrogeénes largement démontré pourrait cependant étre médié par le REa et/ou
le REP en fonction du tissu.

Des études sur I’impact des estrogénes dans le cancer du sein ont été réalisées. Dans des
lignées cancéreuses mammaires, il a été décrit que I’E2 régulerait la transcription de la m-
PGES qui permet la formation de la PGE2 pro-inflammatoire (Frasor et al, 2003 ; Frasor et
al, 2008). Cette prostaglandine favorise notamment la croissance tumorale (Chang et al, 2005)
et la survenue de métastases (Ma et al, 2006). Il a également été montré qu’il existe une
corrélation entre I’expression de COX2 et du REa dans des carcinomes mammaires ductaux
(Barisik et al, 2010). Une surexpression de COX2 induirait une augmentation de I’expression
et de I’activité de I’aromatase in vivo dans des tissus mammaires (Subbaramaiah et al, 2006 ;
Muller-Decker et al, 2005). L’augmentation de la synthése locale d’estrogenes par la COX2
contribuerait a la croissance cellulaire médiée par le REa et au maintien d’un environnement

inflammatoire par I’expression de la PGES. L’effet anti-prolifératif des agonistes du REP et
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des antagonistes du REa ainsi que la régulation de la transcription du geéne de la PGDS par le
REP (Devidze et al, 2010; Otsuki et al, 2003) suggerent que I’action anti-inflammatoire serait

médiée par le REf dans les tumeurs mammaires.

2. Le GPR30
Peu de données existent concernant I’impact du GPR30 sur I’inflammation. Le GPR30
régulerait la transcription de nombreux géne dont celui du TNFa (Maggiolini et Picard, 2010).
Dans un modele in vivo d’infarctus du myocarde, un effet protecteur du GPR30 associé a une
diminution des taux de TNFa, d’IL-6 et d’IL-1p a été montré (Weil et al, 2010). Une
augmentation de I’expression du GPR30 lors de I’induction d’une inflammation du muscle
masseter in vivo a aussi été observée (Liverman et al, 2009). L’effet bénéfique sur
I’inflammation induit par les estrogenes pourrait étre en partie médié par le GPR30. Le rdle de

ce récepteur dans la modulation de I’inflammation reste encore a explorer.

D. Pharmacologie des REs
Les REs sont impliqués dans diverses pathologies (Tableau 1, page 22). Leurs réles respectifs
ont particulierement été étudies dans le cancer du sein ou un changement du ratio REo/RE
intervient dans le processus de tumorigénése (Leygue et al, 1998). L’expression protéique du
REa augmentée dans les tumeurs est responsable de la croissance induite par les estrogénes
(Lazennec et al, 2001). L’expression du RE est, quant a elle, diminuée (Roger et al, 2001 ;
Jarvinen et al, 2000). Le REP régulerait négativement I’activité transcriptionnelle du REa
responsable de la croissance tumorale (Pettersson et al, 2000) et possederait une action anti-
tumorale (Rody et al, 2005 ; Bardin et al, 2004). Son expression dans les tumeurs serait donc
facteur de bon pronostic (Fox et al, 2008).
Un feedback positif entre I’action des estrogenes sur le REa et I’inflammation contribuant a la
croissance des tumeurs mammaires hormono-dépendantes (Frasor et al, 2008) existerait
également. En effet, la m-PGES serait surexprimée dans des lignées de carcinomes
mammaires estrogéeno-dépendantes en présence d’E2 (Frasor et al, 2003). L’état
inflammatoire et la surexpression de la m-PGES entrainerait une augmentation de
I’expression de I’aromatase et de la production locale d’E2 dans le sein (Brueggemeier et al,
2001 ; Richards et al, 2003 ; Singh et al, 1999 ; Karuppu et al, 2002).
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De ce fait, de nombreux traitements ciblant le REa ont été développés. L’hormonothérapie est
envisagée pour des tumeurs hormono-dépendantes, exprimant le REa. Les molécules

développées sont des anti-hormones ou des inhibiteurs de synthése d’hormones (Figure 14).

Inhibiteurs Hvoothal
LHRH \ ypo famUS
Progestatifs Hypophyse — Glandcslurrénale
l DHEA
Ovaires Andro‘génes
. l / Inhibiteurs de
Estrogénes circulants Aromatase €<—— |,
I'aromatase

Anti-estrogenes

Celluletumorale
hormono-dépendante

Figure 14. L’hormonothérapie : les différents types de molécules dans le traitement du cancer

du sein hormono-dépendant.

1. Les anti-aromatases : inhibiteurs de la biosynthése des estrogéenes
L’ aromatase, enzyme clé dans le cancer du sein (Suzuki et al, 2008), catalyse I’aromatisation
de la testostérone et de I’androsténedione et son action nécessite la présence d’un cytochrome
P450 pour le transfert d’électrons au cours de I’élimination du méthyle en 19. L’inhibition de
cette enzyme se fait soit par compétition avec le substrat au niveau du site de liaison soit par
interférence avec le noyau héminique du cytochrome P450.
Les anti-aromatases ne sont prescrits que chez les femmes ménopausées ou ovariectomisées
afin de supprimer la production d'estrogenes résiduelle essentiellement extra-ovarienne (tissu
adipeux, foie, peau, muscle, tissu tumoral) (Labrie, 2007 ; Mattenberg et al, 2005). En effet,
si les ovaires sont encore fonctionnels, l'inhibition de I'aromatase fait chuter la quantité

d’estrogénes supprimant le rétrocontréle hypophysaire et provoquant ainsi une libération
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accrue de I’hormone folliculo-stimulante (FSH) et de I’hormone lutéinisante (LH) qui
stimulent I'ovaire et donc la production d’estrogénes. Trois genérations d’inhibiteurs

d’aromatase ont déja été développees.

a) L’aminoglutéthimide (1% génération)
L'aminoglutéthimide a été, en premier lieu, commercialisé comme

o N o anticonvulsivant. Il inhibe la synthése du cortisol et la transformation

du cholestérol en prégnénolone. Sa non-spécificité, responsable de
nombreux effets secondaires, a orienté la recherche vers d’autres applications dans les années
60 (Hughss et Burley, 1970) et, plus particulierement dans le traitement du cancer du sein

métastatique a un stade avancé (Hall et al, 1969).

b) Le formestane ou 4-hydroxy-androsténedione (2°™ génération)
0 C’est un inhibiteur spécifique de lI'aromatase de type stéroidien décrit
/\L l> dans les annnées 80 (Brodie et Santen, 1986 ; Brodie et al, 1986). 1l
présente une structure proche de ’androsténedione et est uniquement
0 - utilisé pour le traitement du cancer du sein a un stade avance, apres

échec ou intolérance au tamoxiféne.

c) Le létrozole, I’anastrozole et I’exémestane (3°™ génération)
Le létrozole, inhibiteur spécifique de I'aromatase de type non stéroidien

(Bhatnagar, 2007 ; Ellis et al, 2008), se fixe sur la partie héminique de

I’aromatase et abaisse la concentration plasmatique et intra tumorale
‘ d’estrogénes. Il est prescrit dans le traitement du cancer du sein a un

¢ stade avancé (Pérez et Borja, 1992).

™=
£ L'anastrozole est aussi un inhibiteur non stéroidien de I'aromatase utilisé

dans le traitement du cancer du sein a un stade avancé (Plourde et al,
H cu, 1994).
HC' CH) H, “Hh

41



o L’exémestane est un inhibiteur stéroidien irréversible de l'aromatase
utilisé dans le traitement du cancer du sein avancé (Giudici et al, 1988 ;
Evans et al, 1992). Sa structure est apparentée a celle de

I'androsténedione, substrat de l'aromatase.

2. Les modulateurs sélectifs des récepteurs des estrogénes (SERMS)
Les SERMs vont moduler I’activité des REs et bloquer I’action des estrogénes en prenant

leur place au niveau des récepteurs (Figure 15).
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Figure 15. Mode d’actions de I’estradiol du tamoxifene et du fulvestrant (Buzdar, 2004).

La fixation d’E2, agoniste naturel du REa, entraine la dimérisation du REa et génére une
fonction AF1 et une fonction AF-2 actives. Le complexe E2-REa transloque dans le noyau, se
fixe sur son ERE permettant le recrutement de co-activateurs et 1’activaton de la transcription.
Le tamoxiféne, agoniste partiel (antagoniste dans le sein et agoniste dans 1'utérus), quant a lui,
ne peut induire une fonction AF-2 active. La fonction AF-1 active explique le recrutement de
coactivateurs et I’activation partielle de la transcription observée avec le tamoxiféne. Enfin, le
fulvestrant, antagoniste compétitif, réduit la dimérisation du REa induisant une dégradation
accrue du récepteur. Cette molécule ne permet pas de générer des fonctions AFs actives et, de

ce fait, le recrutement de co-activateurs et I’activation de la transcription.
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a) Le tamoxiféne, traitement de référence

octcrany SECH C’est le traitement de référence du cancer du sein estrogéno-

~CHCH: ,
. dépendant.
“Z /\] Le tamoxifene est métabolisé au niveau du foie en 4-
Lfmf NN hydroxytamoxifene qui posséde une trés grande affinite pour les
S CHCH,

= REs. Il est antagoniste des REs dans le sein. C’est le traitement
hormonal le plus efficace depuis 30 ans.
Cependant, il est agoniste au niveau de I'endométre et responsable d’une augmentation du
risque de cancers secondaires utérins (Lindalh et al, 2008 ; Polin et Ascher, 2008). De plus,
I’apparition de phénotypes tumoraux résistants au tamoxiféene reste un des problémes majeurs
de cette molécule.
Les causes de cette résistance sont nombreuses et complexes (Al Saleh et al, 2011). Elles ont
été et restent largement étudiees. Une des plus fréquentes est la perte d'expression ou de
fonction du REa (Massarweh et al, 2006). La réduction du taux de co-répresseurs essentiels a
’effet antagoniste du tamoxiféene (Normanno et al, 2005 ; Jackson et al, 1997 ; Ketchart et al,
2011) et 'implication de certains coactivateurs responsables de I’effet agoniste du tamoxiféne
(Ring et Dowsett, 2004 ; Osborne et al, 2003) ont été avancées.
La présence du GPR30 a également été reportée comme une cause potentielle de ces
résistances (Ignatov et al, 2011). En effet, le tamoxifene est un agoniste du GPR30 et induit
I’expression de génes impliqués dans la croissance cellulaire.
De nouveaux axes de recherche reposent sur la réversion de cette résistance acquise. Une
étude a montré qu’un inhibiteur du doigt de zinc des REs blogue la croissance de cellules
résistantes au tamoxifene in vitro et in vivo (Wang et al, 2006). Cette molécule faciliterait la
dissociation du REa de son coactivateur et son association avec un corépresseur (Wang et al,
2006). Le co-traitement de cellules avec le tamoxiféne et le dasatinib, un inhibiteur des
récepteurs a activité tyrosine kinase, pourrait aussi abolir cette résistance (Martinez-
Outschoorn et al, 2011).
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b) Les autres SERMs
Le clomiféne, mélange racémique cis et trans pour le chlore,

CH.CH,

OCHCHNG présente une structure relativement proche de celle du
| tamoxiféne. 1l exerce des effets estrogéniques et anti-
N AN - I . -
J | estrogéniques. Il inhibe le rétrocontréle hypothalamo-
AN
S /| hypophysaire assuré par I'estradiol. Son action entraine une

décharge de FSH, puis de LH, susceptible de déclencher une ovulation apres quelques jours

de traitement.

HO Le raloxifene posséde un effet anti-estrogénique au

3
GO S
niveau du sein et de I'endometre et une action

o O O estrogénique dans l'os ce qui réduit la perte osseuse.
Q“’A“\.-"' N

Le fulvestrant ou ICI 182,780 est un antagoniste compétitif des récepteurs aux estrogenes.
C’est un anti-estrogene pur indiqué dans le traitement du cancer du sein estrogéno-dépendant
de la femme ménopausee. Il est bien toléré avec peu d’effets indésirables au niveau de

I’endometre ou de I’os (Croxtall et McKeage, 2011).
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N
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I[I. CONTEXTE DE L’ETUDE / RESULTATS
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A. Contexte bibliographique

Les dérivés 7-hydroxylés de la DHEA, longtemps considérés comme inactifs ont suscité un
intérét grandissant et plus particuliérement la molécule étudiée au cours de cette recherche, la
7B-hydroxy-épiandrostérone. En effet, notre laboratoire a récemment montré que la 7p-
hydroxy-épiandrostérone, métabolite de la DHEA, exerce des effets anti-inflammatoires dans
deux modeles d’inflammation in vivo dans un modele de colite chez le rat (Hennebert et al,
2008) et in vitro dans des monocytes humains traités avec du TNF-a (Le Mée et al, 2008). Ce
stéroide endogene conduit a la résolution de I’inflammation en favorisant la formation de la
15d-PGJ2 cytoprotectrice parallelement a une diminution de la PGE2 pro-inflammatoire
(Figure 16). Cette modulation de la production des PGs obtenue pour de faibles
concentrations de 7fB-hydroxy-épiandrostérone (1-100nM) suggére que cette action passerait
par la liaison a un récepteur spécifique.

La double compétence de certains précurseurs stéroidiens a egalement été montrée. En effet, a
faible dose, la DHEA (500nM) et son dérivé le A5-Androstene-3p3,178-diol (2nM), présentent
des effets estrogeniques sur les cellules de carcinome mammaire MCF-7 (Adams et al, 1981 ;
Boccuzzi et al, 1992 ; Boccuzzi et al, 1994 ; Guerini et al, 2005) en interagissant avec les REs.
Les groupements hydroxyles et cétones portés respectivement en C3 et C17 pourraient
expliquer cette liaison aux REs.

Enfin, les REs sont impliqués dans la modulation de la transcription des genes de
I’inflammation et, plus particuliérement, de la m-PGES (Frasor et al, 2008) et de la L-PGDS
(Otsuki, 2003) respectivement par les REa et le RE.
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Figure 16. Proposition de mécanisme d’action et de prévention anti-inflammatoire de la 7p-

hydroxy-épiandrostérone d’aprés les travaux menés précédemment au sein du laboratoire
(Hennebert et al, 2008 ; Le Mée et al, 2008). La 7B-hydroxy-épiandrostérone entraine une
diminution du transcrit de la m-PGES, responsable de la transformation de la PGH2 en PGE2
pro-inflammatoire. En paralléle, elle augmente la production de 15d-PGJ2 cytoprotectrice.
Son action passerait par la liaison a un récepteur spécifique et la modulation de la

transcription de certains genes de I’inflammation.
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B. Objectifs

L’objectif premier repose sur I’étude des réponses cellulaires a la 7p-hydroxy-épiandrostérone
dans des lignées cellulaires de cancer du sein présentant une expression différente des trois
REs. Pour cela, 'effet de ce stéroide a été testé sur la prolifération, 1’apoptose et le cycle
cellulaire dans les cellules MCF-7 (REo+, REB+ et GPR30+) et MDA-MB-231(REa-, REB+
et GPR30+).

Le deuxieme objectif concerne I’identification du RE impliqué dans les effets observés lors
des expérimentations citées ci-dessus. Les réponses cellulaires ainsi obtenues dans les lignées
cellulaires de notre étude, nous ont conduit a identifier certaines cibles de ce stéroide. Nous
avons donc réalisé des transactivations du REa et du REP respectivement dans les cellules
MCF-7 et MDA-MB-231. Nous avons aussi évalué la prolifération des cellules MCF-7 et
MDA-MB-231 cultivées en présence d’agonistes spécifiques du REa et du RE. De plus afin
de rechercher une possible interaction de la 7p-hydroxy-épiandrostérone avec le GPR30, une
autre lignée cellulaire de carcinome mammaire, les cellules SKBr3 n’exprimant que le GPR30,
ont aussi été testées avec la 7p-hydroxy-épiandrostérone dans des expériences de prolifération

cellulaire.

C. Résultats

La 7B-hydroxy-épiandrostérone ne posseéde pas d’effet propre sur la prolifération des cellules
MCF-7 et MDA-MB-231. Cependant, une inhibition significative de la croissance cellulaire
en présence d’E2 (10nM) et de 7p-hydroxy-épiandrostérone (1nM, 10nM et 100nM) a été
observée dans les deux lignées cellulaires aprés 72h de culture avec un pourcentage
d’inhibition de la prolifération induite par E2 identique a celui obtenu avec 1uM de
tamoxifene dans les cellules MCF-7 estrogéno-dépendantes.

Le traitement avec la 7B-hydroxy-épiandrostérone ou le tamoxifene n’induit pas de mort
cellulaire. L’E2, quant a lui, protége les cellules MCF-7 de I’apoptose. Quand ces cellules
sont traitées avec I’E2 et la 7B-hydroxy-épiandrostérone ou I’E2 et le tamoxiféne, une
diminution de la protection conférée par I’E2 a pu étre montrée.

La 7B-hydroxy-épiandrostérone comme le tamoxiféne induit également un arrét du cycle

cellulaire en GO/G1 dans nos modeéles cellulaires.
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La 7B-hydroxy-épiandrostérone exerce des effets anti-estrogéniques « tamoxiféne-like » sur la
prolifération, I’apoptose et le cycle cellulaire des trois lignées cellulaires. L’effet le plus net

est obtenu avec les cellules MCF-7 qui expriment le REa et le REf ainsi que le GPR30.

De plus, les études de transactivations ont permis de montrer que la 7B-hydroxy-
épiandrostérone interagissait avec le REf. La 7B-hydroxy-épiandrostérone ne module pas la
transactivation du REa, seule ou en présence d’E2 contrairement au tamoxiféne alors qu’elle
inhibe de 25% de la transactivation du REP induite par E2. L’utilisation d’agonistes
spécifiques du REa et du REP en présence de la 7p-hydroxy-épiandrostérone (1nM, 10nM et
100nM) a confirmé que I’inhibition de la prolifération observée avec I’E2 résultait d’une
interaction de la 7p-hydroxy-épiandrostérone avec le REPB dans nos modéles cellulaires.

Cette approche ne pouvait étre envisagée pour le GPR30 qui est un récepteur membranaire.
Cependant, nous avons mis en évidence une interaction probable de la 7p-hydroxy-
épiandrostérone avec le GPR30 par des expériences de proliféeration. Dans les cellules SKBr3,
le traitement avec ’agoniste spécifique du GPR30, le G-1 (200nM), augmente la prolifération
cellulaire alors que 1’antagoniste spécifique du GPR30, le G-15 (1uM), la bloque a 72h. La
7B-hydroxy-épiandrostérone (1nM, 10nM, 100nM) ne parait pas influencer la prolifération de
ces cellules.

Néanmoins, la 7B-hydroxy-épiandrostérone inhibe la croissance cellulaire des SKBr3 induite
par le G-1, avec une efficacité similaire a celle du G-15. Des résultats similaires ont été

obtenus dans la lignée de carcinome mammaire MCF-7.
Article : The DHEA metabolite 7p-hydroxy-epiandrosterone exerts anti-estrogenic effects on

breast cancer cell lines. Niro S, Pereira E, Pélissier MA, Morfin R, Hennebert O. Steroids.
2012 Apr;77(5):542-51
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7p-Hydroxy-epiandrosterone (78-OH-EpiA), an endogenous androgenic derivative of dehydroepiandros-
terone, has previously been shown to exert anti-inflammatory action in vitro and in vivo via a shift from
prostaglandin E2 (PGE2) to 15-deoxy-A'*"-PGJ2 production. This modulation in prostaglandin produc-
tion was obtained with low concentrations of 7f-OH-EpiA (1-100 nM) and suggested that it might act
through a specific receptor. Inflammation and prostaglandin synthesis is important in the development
and survival of estrogen-dependent mammary cancers. Estrogen induced PGE2 production and cell pro-
liferation via its binding to estrogen receptors (ERs ) in these tumors. Our objective was to test the effects
of 7f-OH-EpiA on the proliferation (by counting with trypan blue exclusion), cell cycle and cell apoptosis
(by flow cytometry) of breast cancer cell lines MCF-7 (ERo#, ERf+, G-protein coupled receptor 30:
GPR30+) and MDA-MB-231 (ERx—, ERfi+, GPR30+) and to identify a potential target of this steroid in
these cell lineages (by transactivations) and in the nuclear ER-negative SKBr3 cells (GPR30+) (by prolif-
eration assays). 78-OH-EpiA exerted anti-estrogenic effects in MCF-7 and MDA-MB-231 cells associated
with cell proliferation inhibition and cell cycle arrest. Moreover, transactivation and proliferation with ER
agonists assays indicated that 78-OH-EpiA interacted with ERf. Data from proliferation assays on the
MCF-7, MDA-MB-231 and SKBr3 cell lines suggested that 7p-OH-EpiA may also act through the mem-
brane GPR30 receptor.

These results support that this androgenic steroid acts as an anti-estrogenic compound. Moreover, this
is the first evidence that low doses of androgenic steroid exert antiproliferative effects in these mammary
cancer cells. Further investigations are needed to improve understanding of the observed actions of
endogenous 7j-0H-EpiA.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

colitis in rats [7]. 7p-0OH-EpiA modulated the production of prosta-
glandins (PGs) via conversion of arachidonic acid in PGH2 by cyclo-

Previous data from our laboratory focused on the effects of
epiandrosterone (EpiA), a derivative of dehydroepiandrosterone
(DHEA). This androgenic steroid is converted into 7e-hydroxylated
metabolite by cytochrome P450 7B1 (CYP7B1) [1]. 11p-Hydroxy-
steroid dehydrogenase (11p-HSD1) was responsible for converting
7o-hydroxy-EpiA (7a-OH-EpiA) into 7p-OH-EpiA [2,3] (Fig. 1),
which is readily produced in small quantities in human tissues
[4]. 1t has been reported that 73-OH-EpiA confers neuroprotective
effects in two different models of brain ischemia [5] and
Alzheimer's disease |6]. We have recently shown that 7p-OH-EpiA
has anti-inflammatory properties in dextran sulfate sodium-induced

* Corresponding author at: Inserm UG76, Hopital Robert Debré, 48 Boulevard
Sérurier, 75019 Paris, France. Tel: +33 1 4003 2934; fax: +33 1 4003 1995,
E-mail addresses: olivier.hennebent@cnam.fr, olivierhennebert@inserm.ifr (H.
Olivier)

0039-128X/($ - see front matter @ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.steroids. 2012.01.019

oxygenase 2 (COX-2). This steroid decreased PGE2 synthesis,
responsible for pro-inflammatory effects. A concomitant increase
in PGD2 production which is converted in the cytoprotective 15-
deoxy-A'*"“-PGJ2 (15d-PG]2) was observed. This switch in PG pro-
duction was also observed in vitro in a model of TNF-s-stimulated
human peripheral blood monocytes with all used concentrations
of 7p-OH-EpiA (1-100nM) [8]. These low doses suggested that
7p-OH-EpiA might act through a specific receptor.

Previous reports in similar monocyte/macrophage models have
shown that 17p-estradiol (E2), the major estrogen, exerts anti-
inflammatory effects notably via modulation of NFkB, chemokine
production [9,10] and also via a decrease of PGE2 synthesis [11].
These responses are mediated through estrogen receptors (ERs)
that are expressed in monocytes [12]. E2 modulates inflammation
which involves COX-2 induction and PG production via ERx and
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Fig. 1. Metabolism from DHEA to 7f-OH-EpiA. 3p-Hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (3p-HSD): 11p-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11p-HSD1); 17p-
hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (17-H5D1); cytochrome P450 781 (CYP7B1); dehydroepiandrosterone (DHEA); 7(/7a-hydroxy-dehydroepiandrosterone (7 7a-0H-

DHEA); epiandrosterone (EpiA); 7(/7o-hydroxy-epiandrosterone (7 7o-0H-EpiA).

ERp binding [13]. In murine microglia, E2 also reduces COX-2
expression and inflammatory mediator PGE2 formation which is
associated with ERp targeting [14,15]. However, in mammary car-
cinoma cells, E2 enhanced microsomal PGE synthase (m-PGES)
gene transcription, responsible for the conversion of PGH2 to
PGE2, and induced cell proliferation [16,17] through ERx binding.
Furthermore, 15 d-PG]2 inhibited ERa-positive MCF-7 cell prolifer-
ation [ 18] and induced apoptosis in ERj-positive breast cancer cells
MDA-MB-231 [19]. It was also demonstrated that lipocalin-type
PGD2 synthase (L-PGDS) gene transcription is regulated by ERp
[20,21].

It has been described previously that non-estrogenic steroid ex-
erts estrogenic effect, dependently to ERs. Notably, low doses of
DHEA induce cell growth of mammary carcinoma cells [22] while
pharmacological concentrations of DHEA inhibit proliferation [23].
As— androstene-3p, 17p-diol (Adiol), derived from DHEA, also in-
creases breast cancer cell proliferation at low doses [22]. These
androgenic hormones display estrogenic effects in vitro, indepen-
dently of androgen receptor. This action can be related to the binding

of these compounds to ERp [24,25]. Another ER, the membrane G-
protein coupled receptor 30 (GPR30), has been shown to modulate
both rapid non-genomic and genomic transcriptional events of E2
action [26]. This receptor could also be implicated in the cellular re-
sponse to E2. All these data suggested that anti-inflammatory
effects of 7p-OH-EpiA could be linked to an interaction with nuclear
ERs and the modulation of PG inflammatory gene transcription.

Therefore, to test this hypothesis, we evaluated the effects of
different doses of 7p-OH-EpiA on proliferation, apoptosis and cell
cycle on three breast cancer cell lines with different ER expressions
as models: MCF-7 (ERo+, ERp+, GPR30+), MDA-MB-231 (ERu-,
ERp+, GPR30+). Quantification of m-RNAs coding for COX-2,
m-PGES, L-PGDS and peroxisome proliferator-activated receptor
(PPARY) were carried out to assess whether this molecule poten-
tially modulates inflammatory gene transcription in these models.
Transactivation experiments for classical ERs and proliferation
assays on GPR30-positive SKBR3 cells were also performed to
investigate the potential 7p-OH-EpiA interaction with nuclear
and membrane ERs.

Table 1
Oligonucleotide primer sequences for real time PCR.
Gene 5'-3' Primer sequence Amplicon (pb) Ref.
GAPDH f: TGCACCACCAAC TGC TTAGC a7 28]
r: GGCATCGACTGTCGTCATCAG Gene ID: 2597 | NM 002046.3*
COX-2 f: GCTCAAACATCATCTTTCGCATTC 79 18]
r: GCTGGCCCTCGCTTATGA Gene ID: 5743 | NM 000963.2*
PPAR-y 2 AAGTTCAATGCACTGGAATTAGATGA 128 18]
r: TGTAGCAGGTTGTCTTGAATGTCTTC Gene ID: 5468 [NM 138711.3, NM 015869.4,
NM 1387123, NM 0050375
LPGDS f: AGAAGAACGGCGGCGTTGT 69 18]
1: TCAGGTTCAGGCCACCATC Gene [D: 5730 [ NM 000954.5
m-PGES f: GAAGAAGGCCTTTGCCAAC 200 18]
r: GGAACGACCAGCGAAGTGCATC Gene ID: 9536 | NM 004878 4°

f: forward primer; r: reverse primer | *Genbank accession number.
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2. Material and methods
2.1. Steroids and reagents

7p-OH-EpiA was synthesized in our laboratory as previously
described [27]. Culture medium components and antibiotics were
purchased from Eurobio (Courtabeuf, France). 17 p-estradiol (E2)
and tamoxifen (TAM) were purchased from Sigma-Aldrich (St
Quentin Fallavier, France). Specific GPR30 agonist G-1 and
antagonist G-15, the specific ERx agonist 44’ 4"-(4-propyl-[ 1H]-
pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol (PPT) and the specific ER} agonist
2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-propionitrile (Diarylpropionitrile DPN)
were purchased from Tocris Bioscience (Bristol, UK). MCF-7,
MDA-MB-231 and SKBr3 cells were a gift from Saint-Louis hospital
(Paris, France).

2.2, Cell culture

MCF-7, MDA-MB-231 and SKBr3, human breast carcinoma cell
lines, were maintained in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum
(FCS), 100 UIfmL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 2 mM
L-glutamine. For experiments, cells were grown in phenol red-free
RPMI 1640 supplemented with 10% FCS treated with dextran char-
coal-coated (DCC-FCS). For transactivation assays, cells were
grown with 5% DCC-FCS. All cells were incubated at 37 °C, in a
humidified 5% CO- atmosphere.

2.3. Cell proliferation

Cells were seeded at a concentration of 1 x 10° cells/well in a
24-well plate. Then, after 24 h, MCF-7 and MDA-MB-231 adherent
cells were incubated in 1 mL of growth medium supplemented
with vehicle (1% ethanol) alone for control or E2 (10 nM) or TAM
(1 uM) or with different concentrations of 7p3-OH-EpiA (1, 10 and
100 nM). Cells were also incubated with E2 (10 nM), either in the
presence of TAM (1 uM) or with different concentrations of 7p-
OH-EpiA (1, 10 and 100 nM). Cells were trypsinized and counted
at different times after treatments (0, 9, 24, 48 and 72 h) with try-
pan blue exclusion.

SKBr3 and MCF-7 adherent cells were incubated in 1 mL of
growth medium supplemented with either G-1 (200nM) or
G-15 (1 pM) or with different concentrations of 7p-OH-EpiA (1,
10 and 100 nM) or with vehicle alone for control. Cells were also
incubated with G-1 (200 nM), either in the presence of G-15
(1 uM) or with different concentrations of 7B-OH-EpiA (1, 10
and 100 nM). As described above, cells were counted 72 h after
treatments.

MCF-7 and MDA-MB-231 adherent cells were incubated in 1 mL
of growth medium supplemented with E2 (10 nM) or PPT (10 nM)
or DPN (10 nM) or 73-OH-EpiA for control. Cells were also incu-
bated with 7p-OH-EpiA in the presence of E2 (10nM) or PPT
(10 nM) or DPN (10 nM). As described above, cells were counted
72 h after treatments.

2.4. Real-time reverse transcriptase PCR

MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines were seeded at a concentra-
tion of 5 x 10°/well in a 6-well plate. After 24 h, cells were incu-
bated as described above for 24 h. Cells were harvested for total
RNA isolation using Trizol reagent (Invitrogen, Fisher Bioblock,
France). cDNA was synthesized using the superscript first strand
synthesis system kit (Invitrogen). Real time PCR amplification mix-
tures (25 pL) contained 2.5x RealMaster Mix/20x SYBR solution
(11.25 uL) (Eppendorf, Le Pecq, France) and 200 nM forward and
reverse primers except PPAR-y primers at 300 nM [8]. Reactions

were run on a RealPlex ep gradient S mastercycler (Eppendorf).
The cycling conditions were 10 min at 95 °C and 45 cycles at
95°C, 55°C and 68°C for 15, 30 and 45 s respectively. GAPDH
housekeeping gene was used for quantification [28]. All oligonu-
cleotide primers (Table 1) were synthesized by Genecust/Distribio
(Belgium). The specificity of the amplified product was monitored
by examining the melting curve of the product and confirmed by
analysis on agarose gel electrophoresis.
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Fig. 2. 7p-OH-EpiA inhibited MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) proliferation in the
presence of E2 at 72 h. Cells were treated with 1% ethanol for control or exposed to
17pestradiol (E2; 10nM) or to Tamoxifen (TAM; 1puM) or o three different
concentrations of 7p-hydroxy-epiandrosterone (7p-0H-EpiA; 1,10, 100 nM) only or
in presence of E2 (10 nM). Cells were counted with tiypan blue exclusion after 72 h
of treatment. The data are representative of at least three independent experiments
(*,* p <0.05 vs. control and vs. E2 respectively).
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Fig. 3. Course (from 0 to 72 h) of MCF-7 proliferation: effect of 73-OH-EpiA in the
presence of E2. Cells were treated with 1% ethanol for control or exposed to
17pestradiol (E2; 10nM) or to Tamoxifen (TAM; 1pM) or to three different
concentrations of 7f-hydroxy-epiandrosterone (73-0H-Epi; 1, 10, 100 nM] only or
in presence of E2( 10nM). Cells were counted with trypan blue exclusion after 0,9 h,
24h, 48h and 72 h of treatment. Only the dose of 7-OH-EpiA 10nM was
represented. The data are representative of at least three independent experiments
(* * p <0.05 vs. control and vs. E2 respectively).

2.5. Cytometry assays

All acquisitions were realized on LSRIl cytometer (Becton
Dickinson) using Cell quest Pro software (Becton Dickinson).

2.5.1. Cell cycle analysis
Cell cycle analysis was carried out on non-fixed cells. Cells were
cultured in T25 flasks at an initial concentration of 1 x 10° cells/

flask for MCF-7 and 6 x 107 cells/flask for MDA-MB-231 and trea-
ted as previously described for 48 h. Adherent cells were trypsini-
zed and washed with RPMI+ 10% DCC-FCS. Pellets were washed
twice with cold 0.1 M phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich).
Cells were resuspended in 450 pL of hypotonic buffer (sodium cit-
rate 0.1 mg/mL, triton =< —100 0.03%, 2 pg/mL RNase A in H20) and
stained with 50 pL of propidium iodide 500 pg/mL (Sigma Aldrich)
and kept on ice in the dark. 5 x 10* events were acquired in a max-
imum of 60 min. Each sample was analyzed for cell cycle with
Modfit LT software (Verity Software House).

2.5.2. Cell death analysis

Cells were plated at 3 « 107 cells/well in a 6 well-plate and incu-
bated as previously described for 48 h. An apoptotic cell death con-
trol was induced with 60 pM hydrogen peroxide (Sigma-Aldrich)
for 16 h. Cells were then stained with propidium iodide and Annex-
in-V according to “Apoptosis Annexin-V kit I" (Beckton Dickinson)
protocol. 1 x 10* Events were analyzed. In the end, apoptotic cells
were determined as positive cells for Annexin.

2.6. Transactivation assays

Cells were cultured in RPMI 1640 without phenol red and sup-
plemented with 5% DCC-FCS, 100 UlfmL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin and 2nM i-glutamine 4 days before the experiment.
MCF-7 and MDA-MB-231 cells were plated in a 24-well plate in
500 pL of growth medium at a density of 1 x 10° and 1.5 x 10° cells
per well respectively. Transfections were performed with Fugene
HD (Promega). MCF-7 cells were transfected with pSG5-ERE-TK-
LUC plasmid, pCDNA3-pB-galactosidase plasmid and empty pCDNA3
plasmid. MDA-MB-231 cells were transfected with pSG5-ERE-TK-
LUC plasmid, pCDNA3-p-galactosidase plasmid and pSG5-ER plas-
mid for a higher expression of ERp. After transfection, cells were
incubated for 24 h with different treatments: 0.1% ethanol (con-
rol), E2 (1 nM), TAM (1 pM), three doses of 7p-OH-EpiA (10 nM,
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Fig. 4. Effect of 73-OH-EpiA on MCF-7 breast carcinoma cell apoptosis. Cells were treated with 1% ethanol for control or exposed to 17festradiol (E2; 10 nM ) or to Tamaoxifen
(TAM; 1 uM) or to three different concentrations of 7f-hydroxy-epiand rosterone (73-OH-EpiA; 1,10, 100 nM ) only or in presence of E2 (10 nM). After 48 h of treatment, cells
were stained with Annexin V and iodide propidium according to “Apoptotic Annexin-V kit" protocol. Acquisition of apoptotic cells were shown only for 10 nM 7 B-OH-EpiA in
this figure. The data are representative of at least three independent experiments * p<0.05 vs. E2)
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100 nM, 1 uM),E2 (1 nM)+TAM (1 uM), or E2 (1 nM) + three doses
of 7p-OH-EpiA (10 nM, 100 nM, 1 uM). Bioluminescence and trans-
fection efficiency were measured with the Fluostar Optima (BMG
Labtech, France).

2.7. Statistical analysis

All assays were carried out in three independent trials and re-
sults were plotted as mean + S.E.M. All experiments were analyzed
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s

A .
* # #
80 - i
H
=
2 60
P
el
=
T
: w0 N N
=
f;
§
B 4 # *
“ril:E o
Ll
0
SRR S
§F T8 F§&§
° S 5 ;
& & & <
g §F &
& o
I
E2 TB-OH-Epia E2+
1nM TAM
B 80 *
* *
w *
g: L
= 50
[-9
o
]
-
=
-
S 40
=
3
2
5
-9

b=

v

E2 Tp-OH-EpiA
1nM

multiple range tests. Differences were considered statistically sig-
nificant when p < 0.05.

3. Results

3.1. Effects of 7-OH-EpiA on MCF-7 and MDA-MB-231 cell
proliferation

MCF-7 and MDA-MB-231 were cultured with E2 (10nM), TAM
(1 uM) or three doses of 7p-0H-EpiA (1, 10 and 100 nM), Cells were

E2+7p-0OH-EpiA
InM

GO/G1 phase
S phase
G2/M phase

E2 + TAM E2+7j-OH-EpiA

InM

Fig. 5. 7p-OH-EpiAtreatment led to a GO/G1 cell cycle arrest in human MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) breast carcinoma cells. Cells were treated with 1% ethanol for control
or exposed to 17festradiol (EZ; 10 nM) or to Tamoxifen (TAM; 1 uM) or to three different concentrations of 7-hydroxy-epiandrosterone (73-OH-Epié; 1, 10, 100 nM ) only or
in presence of E2 (10 nM). After 48 h of treatment, cells were stained with propidium and the percent of cells in the GO/G1, G2/M and S phases were determined (", L
p<0.05 vs. control, vs. E2 and vs. E2 + TAM respectively). FACS profiles illustrate the effects of treatments on each cell cycle phase. Arrows indicate profile differences
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also incubated with E2 either in the presence of TAM or 7f-OH-
EpiA and proliferation was evaluated at 72 h.

E2 (10 nM) caused the expected increase of MCF-7 cell prolifer-
ation (+138%) compared to control (p< 0.05) while TAM (1 uM)
significantly decreased cell proliferation (—50%). Supplementation
with three different concentrations of 7[3-OH-EpiA did not induce
proliferation at 72 h (Fig. 2A).

In the presence of E2, TAM and 7B-OH-EpiA significantly
blocked the E2-induced cell proliferation at 72 h (—80%) when
compared to E2 (p < 0.05) (Fig. 2A).

In MDA-MB-231 cells, E2 and the three doses of 7p3-OH-EpiA
exerted no effect on cell proliferation whereas TAM alone
(—=31%) or in the presence of E2 (—25%) lowered proliferation at
72 h (Fig. 2B). In the presence of E2, all doses of 7p-OH-EpiA sig-
nificantly decreased cell growth at 72 h (—40% average) (p <0.05)
(Fig. 2B).

A time course study was performed at different times (9, 24, 48
and 72 h) to determine if the effects of 73-OH-EpiA (1 to 100 nM)
could be induced at shorter times (Fig. 3). In MCF-7 cells, weak
inhibition of cell proliferation was observed from 9 h to 48 h for
all doses of the steroid when compared to control (only 10 nM dose
was plotted in Fig. 3). The inhibition of cell E2-induced prolifera-
tion by TAM and 7p-OH-EpiA started at 9 h and was maintained
until 72 h (Fig. 3).

In MDA-MB-231 cells, all treatments inhibited E2-cell-induced
proliferation from 48 h to 72 h (data not shown).

3.2. Effect of 7p-OH-EpiA on cell death

Cells were treated as described above for 48 h, and a cytometric
analysis study was carried out according to the Becton Dickinson
apoptosis cell detection kit using propidium iodide and Annexin
V-FITC antibody. 10* events were acquired and cells were apopto-
tic when positively marked by Annexin V.

7B-0H-EpiA and TAM did not induce MCF-7 cell apoptosis while
E2 (10 nM) protected them from cell death compared to control
(p<0.05). TAM or 7p-OH-EpiA in presence of E2 increased cell
apoptosis compared to E2 (Fig. 4). In contrast to MCF-7, in MDA-
MB-231 cells, all treatments induced apoptosis compared to con-
trol (data not shown).

3.3. Effects of 7/i-OH-EpiA on the cell cycle phases

To determine if the antiproliferative effect of 7p-OH-EpiA on
proliferation was associated with an alteration of cell cycle, cells
were treated as described above for 48 h and stained with propidi-
um iodide. Cytometric analysis was carried out with acquisition of
5 x 10* events and analysis of DNA content for determination of
cell cycle phases.

In MCF-7 cells, E2 (10 nM) increased by 15% the proportion of
cells in the S phase compared to control (p < 0.05). No change in
the GO/G1 phase was seen whereas a significant decrease of cells
in the G2/M phase was observed (Fig. 5A). TAM (1 uM), 73-OH-
EpiA (1 nM and 10nM) significantly augmented the proportion of
cells in the GO/G1 phase and significantly lowered it in the S and
G2/M phases compared to control and E2 (Fig. 5A). Nevertheless,
the highest dose of 73-OH-EpiA (100 nM ) exerted the same effects
as E2 on the cell cycle (Fig. 5A).

In the presence of E2, TAM and the three concentrations of 7p-
OH-EpiA (1, 10, 100 nM) induced an increase in cells in the GO/G1
phase and a diminution of cells in the S and G2/M phases (Fig. 5A).

In MDA-MB-231 cells, all treatments led to an increase in cells
in the GO/G1 phase with a concomitant decrease in cells in the S
and G2/M phases (Fig. 5B).

Table 2
L-PGDS, m-PGES and PPARYy genes transcription in MCF-7 and MDA-MB-231 breast
carcinoma cells.

L-PCGDS m-PGES PPARY
MCF-7
Control 1 1 1
E2 0.63 +0.08 602+3.03 1.26 +0.51
TAM 0.91+0.11 263+094 3.28+049
7p-OH-EpiA 10 nM 1.39+029 457+23 1.58 + 0.63
E2 + TAM 063 +0.28 553+092 2.25+0.87
E2 + 7P-OH-EpiA 10 nM 255+0.73 461+1.70 2.00+0.50
MDA-MB-231
Control 1 1 1
E2 0.68+0.13 083 +0.16 1.07+£0.14
TAM 0.94 +£0.08 107+013 1.42+0.13
7p-OH-EpiA 10 nM 0.74 040 037+0.19 0.54+0.23
E2 + TAM 1.12+0.53 1.18+0.01 1.28 £0.27
E2 + 7p-OH-EpiA 10 nM 053 +0.09 0.71+0.54 0.60+0.19

The relative m-RNA expression was normalized with control expression for treat-
mentwith E2, TAM and 7f-0H-EpiA only and with E2 expression for co-treatments.

3.4, Effects of 73-OH-EpiA on transcription of four inflammatory genes

Cells were treated as described above for proliferation assays
for 24 h. Total RNA was extracted using Trizol reagent. qPCR was
then performed with ¢cDMAs. The expression of four inflammatory
genes was studied: COX2, responsible for arachidonic acid trans-
formation to PGH2; L-PGDS and m-PGES, converting PGH2 to
PGD2 and PGE2 respectively; PPARY, the receptor of the cytopro-
tective 15d-PGJ2. The results were presented in Table 2.

In MCF-7 and MDA-MB-231 cells, no modulation of COX-2 gene
transcription was observed (data not shown). In MCF-7 cells, a sin-
gle treatment with E2 only lowered L-PGDS m-RNA level whereas
10 nM 7p-0OH-EpiA in the presence of E2 increased L-PGDS m-RNA
level when compared to the E2 level. An increase of m-PGES
m-RNA was observed after treatment with E2, TAM and 10nM
7-OH-EpiA compared to control. Co-treatment with 7p-OH-EpiA
and E2 did not alter m-PGES transcription compared to E2 alone.
In the end, TAM only increased PPARY transcription. In the MDA-
MB-231 cell line, no treatment altered the transcription of these
inflammatory genes.

3.5. Effects of 7-OH-EpiA on ERx and ERf} transactivation

In order to evaluate if 73-OH-EpiA interacts with one of the two
ERs, MCF-7 cells were transfected with pSG5-ERE-TK-LUC for ERx
assays and MDA-MB-231 with pSG5-ERE-TK-LUC and pSG5-ERp
for ERp studies.

Preliminary assays were performed to determine the minimum
concentration of E2 for a maximal induction of ER transactivation
in the two cell lineages. Three doses of E2 were tested (0.1, 1 and
10 nM). The 1nM E2 dose was used for co-treatment in transactiva-
tion assays. To validate each experiment, cells were always treated
with the 3 concentrations of E2 (data not shown). Bioluminescence
was normalized with transfection efficiency and expressed as per-
cent of E2 (1 nM).

In MCF-7 cells, E2 (1 nM) induced a strong and significant in-
crease of ERx transactivation (=26 wversus control, p<0.05)
whereas TAM and 7(3-OH-EpiA (10, 100 and 1 pM) had no effect
on ERx transactivation (Fig. 6A). When cells were treated with E2
and TAM, the E2-induced transactivation was reduced by 48%. Dur-
ing concomitant treatment with E2 and 7p-OH-EpiA, no difference
in transactivation was observed compared to E2 alone. Therefore,
7p-OH-EpiA did not bind to ERw (Fig. 6A).

In MDA-MB-231 cells, the induction level of transactivation of
ERp by 1 nM E2 was less than that observed for ERo in MCF-7 cells
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Fig. 6. 7p-OH-EpiA interaction with ERB. (A) MCF-7 cells were transfected pSG5-ERE-TK-LUC, empty pCDNA3 and pCDNA3-B-galactosidase. (B) MDA-MB-231 were
transfected with pSG5-ERE-TK-LUC, empty pCDNA3 and pCDNA3-f-galactosidase. Cells were treated with 1% ethanol for control or exposed to 17-estradiol (E2; 10nM) or to
Tamoxifen (TAM; 1 uM) or to three different concentrations of 7p-hydroxy-epiandrosterone (78-OH-EpiA; 1, 10, 100 nM) only or in presence of E2 (10 nM) for 24 h. The
results were normalized with transfection efficiency and represented as percent of E2. The data are representative of at least three independent experiments. (*, *-9 p <0.05
vs. control, E2 and vs. E2 + TAM respectively).
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Fig. 7. 7p-OH-EpiA could interact with the ERp. (A) MCF-7 and (B) MDA-MB-231
cells were treated with 1% ethanol for control or exposed to E2 (10 nM) or to
specific ERo agonist PPT (10 M) or to specific ERB agonist DPN (10 nM) or to 7p-
hydroxy-epiandrosterone (7(-0OH-EpiA; 10 nM). Cells were also treated with 7p-
OH-EpiA in the presence of E2 (10 nM ) or PPT (10 nM) or DPN (10 nM ). Cells were
counted with trypan blue exclusion after 72h of treatment The data are
representative of at least three independent experiments (%, *, ¥ p <0.05 differences
vs. control, E2 and DPN respectively).

(x2.3 versus control) (Fig. 6B). Like for ERx, TAM and 7p-0H-EpiA
alone (10, 100 and 1 uM) did not induce ERp transactivation. In the
presence of E2, TAM inhibited the transactivaction induced by E2
(—47%, p <0.05). When cells were treated with E2 and 7p3-OH-EpiA
(10,100 or 1 uM), a significant decrease in transactivation was also
observed (—-26%, —22.5% and —23.5% respectively) (Fig. 6B). This
result suggested that 73-OH-EpiA could bind to ERf.

3.6. Effects of 7-0H-EpiA and specific agonists of ERo and ERf on
MCF-7 and MDA-MB-231 cell proliferation

Proliferation assays were performed with specific agonists of
ERo or ERp at 72 h.

E2 (10 nM) and the specific ERx agonist PPT caused the ex-
pected increase of MCF-7 cell proliferation (+106% and +85%
respectively, p < 0.05). Supplementation with specific ER} agonist
(10nM) or 7p-OH-EpiA (10 nM) did not influence proliferation at
72 h (Fig. 7A).
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Fig. 8. 7p-OH-EpiA could also interact with the membrane estrogen receptor, the
GPR30. (A) SKBR3 and (B) MCF-7 cells were treated with 1% ethanol for control or
exposed to G-1 (200 nM) or to G-15 {1 pM) or to three different concentrations of
7p-hyd roxy-epiandrosterone (7-0H-EpiA; 1, 10, 100 nM ) only or in presence of G-1
(200 nM). Cells were counted with trypan blue excdusion after 72 hof treatment. The
data are representative of at least three independent experiments (*, * p <005
differences vs. control and G-1 respectively).

In the presence of E2, 7-OH-EpiA significantly blocked the E2-
induced cell proliferation at 72 h (—70%) when compared to E2
(p < 0.05) (Fig. 7A). In the presence of DPN, 73-OH-EpiA also signif-
icantly decreased cell growth (40.5%) compared to DPN (p < 0.05).
Co-treatment with 7p-OH-EpiA and PPT did not decrease cell pro-
liferation compared to PPT (p < 0.05).

In MDA-MB-231 cells, E2 (10 nM), 7p-OH-EpiA (10 nM), PPT
(10 nM) and DPN (10 nM) exerted no effect on cell proliferation.
Inthe presence of E2, 7p-OH-EpiA significantly lowered cell growth
at72 h(p < 0.05) (Fig. 7B). No decrease of cell proliferation was ob-
served with PPT in the presence of 7[3-OH-EpiA whereas DPNin the
presence of 7p-OH-EpiA weakly reduced cell growth.

3.7. Effects of 7-OH-EpiA on GPR30

Proliferation assays were realized on GPR30-positive and nucle-
ar ERs-negative SKBr3, and MCF-7 (ERuz+, ERp+, GPR30+) mammary
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carcinoma cell lines. Cells were cultured with G-1 (10 nM), G-15
(1 uM) or three doses of 7-OH-EpiA (1, 10 and 100 nM) for 72 h.
Cells were also incubated with G-1 in the presence of G-15 or
the three doses of 7[i-OH-EpiA.

As shown in Fig. 8A and B, G-1 increased SKBr3 (22%) and MCF-
7 (80%) cell growth and G-15 blocked it at 72 h (40% and 41%
respectively) compared to control (p <0.05). 100 nM 73-OH-EpiA
only induced a significant proliferation of SKBr3 cells (+30%,
p < 0.05). However, a significant inhibition of G-1-induced cell pro-
liferation by 7p-OH-EpiA was observed in these two cell lineages
(—60% and —80% respectively, p < 0.05). The same effect was ob-
tained in the presence of G-15.

These results raised the possibility that 7p-OH-EpiA interacts
with GPR30 and thus suppresses G-1 agonist activity.

4. Discussion

In this study, we demonstrated that the three doses of 7p-OH-
EpiA, a DHEA metabolite, had no effect per se on MCF-7 (ERai+,
ERp+, GPR30+) and MDA-MB-231 (ERx—, ERf+, GPR30+) cell prolif-
eration. Some studies have shown that 500 nM DHEA and 2 nM of
Adiol promote breast cancer cell growth [22]. The ketone and hy-
droxyl groups and the isomerization on these androgenic steroids
could play an important role in estrogenic and anti-estrogenic pro-
liferative effects. For the first time, we observed that 7p-OH-EpiA
(1,10 and 100 nM ) decreased the E2-induced proliferation of both
cell lines, involving far lower concentrations than TAM (1 puM), the
main drug used in breast cancer treatment in women. The percent
of growth inhibition produced by TAM was consistent with previ-
ous results [29].

7p-OH-EpiA also exhibited TAM-like effects on cell apoptosis
and cell cycle. First, in this work, neither 7f-0OH-EpiA nor TAM in-
duced cell death in MCF-7 cells whereas E2 protected these cells
from apoptosis. However, 7p-OH-EpiA and TAM reduced the pro-
tection exerted by E2. Some studies reported an induction of apop-
tosis by 1 uM TAM in the MCF-7 cells after 48 h [30] while others
did not detect cell death [31]. In ERx-negative MDA-MB-231 cells,
all treatments induced apoptosis and no protection of E2 was ob-
served. Recently, an apoptotic ER-independent mechanism in
MDA-MB-231 cells via oxidative stress induction and glutathione
(major water soluble antioxidant) synthesis inhibition [32] was re-
ported. Second, 1 and 10 nM 7p-OH-EpiA and 1 uM TAM alone also
induced a GO/G1 cell cycle arrest. In the presence of E2, this cell cy-
cle inhibition was observed for all doses of 73-OH-EpiA and TAM.
This GO/G1 cell cycle arrest was found for TAM in other studies
[29,33] when no decrease in G2/M phase was observed in cell cul-
tures in the presence of E2 alone [33].

All the effects observed with 7p-OH-EpiA were similar to those
produced by TAM in the presence of E2. The efficiency of the con-
centrations used (1-100 nM) suggests that 7p-OH-EpiA binds to
some specific receptor(s). Docking modeling suggested that 7p-
OH-EpiA could bind to ERs. This steroid could enter the ligand
pocket and interact with amino acids of the pocket with incom-
plete replacement of helix 12 (data not shown). Transactivation
assays confirmed that 7p-OH-EpiA interacts with ERp. 73-OH-EpiA
inhibited ERp E2-induced transactivation from 25% to 37% at
10 nM and 100 nM respectively. ER[} antagonist activity was previ-
ously reported for other compounds that inhibited transactivation
induced by E2 at 25-30% inhibition without effect per se on trans-
activation of either ER [34-36], which is consistent with our
results. The reduced E2-mediated transactivation of ERp compared
to that of ERa is due to the lack of AF-1 capacity to interact with
SRC-1 co-activator, which prevents hinge-mediated synergy be-
tween AF-1 and AF-2 [37]. However, 7p-OH-EpiA action on ERp
transcription cannot explain its action on cell proliferation and cell

cycle arrest. Indeed, ERB has been shown to exhibit a beneficial ef-
fect against breast cancer through its re-expression and over-
expression in MCF-7 and other mammary carcinoma cell lines by
inducing a decrease in cell proliferation [38,39].

In this study, 7p-OH-EpiA did not reduce the pro-inflammatory
effect induced by E2 in breast cancer cell lines. The decrease in
PGE2 synthesis or m-PGES expression previously shown in TNFo-
stimulated monocytes [40,8] was not observed in MCF-7 and
MDA-MB-231. It has been suggested that, in the same breast can-
cer cells, pro-inflammatory cytokines (TNFx) and E2 response
could have individual and/or independent effects [17]. Taken to-
gether the effects of 7p-OH-EpiA could not be related to the nuclear
ERs signaling pathway. Another receptor could potentially be
implicated in this action.

In MCF-7 and MDA-MB-231 cells, similar but lower cell prolif-
eration decrease was observed with 7p-OH-EpiA in the presence
of specific ERB agonist than in the presence of E2 whereas 7p-
OH-EpiA in the presence of ERx agonist did not reduce cell growth,
These results suggest that the action of 7p-OH-EpiA is related in
part to an interaction with the ERp. In SKBr3 GPR30-positive and
nuclear ERs-negative mammary carcinoma cell line, 7p3-OH-EpiA
inhibited GPR30 agonist G-1-induced cell proliferation. The similar
effect was observed in MCF-7 cell line. GPR30, the membrane ER,
modulates both rapid non-genomic and genomic transcriptional
events of estrogen and promoted the progress of estrogen-related
tumors [26,41]. GPR30 could also be a potential target of 7j-OH-
EpiA and explain in part its action on cell proliferation inhibition.

In conclusion, the androgen-derived 7p-OH-EpiA exerted anti-
estrogenic effects on mammary carcinoma cells in the presence
of ER agonist through GO/G1 cell cycle arrest which are similar to
those produced by TAM. In addition, transactivation, ER-prolifera-
tion and GPR30-proliferation assays suggest that an interaction
with ERf and/or GPR30 could be involved in these steroid effects.
These data demonstrated estrogenic effect of this androgenic ste-
roid. Other androgens exert a similar effect. Moreover, it is the first
evidence that low doses of androgen-derived steroid exert antipro-
liferative effects in these mammary cancer cells. Further investiga-
tions are needed to improve understanding of the observed actions
of endogenous 7j3-0OH-EpiA.
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La 7p-hydroxy-épiandrostérone exerce des effets inhibiteurs sur la prolifération des lignées de
carcinomes mammaires estrogéno-dépendantes et —indépendantes en présence d’E2. La
DHEA dont dérive la 7p-hydroxy-épiandrostérone a déja été décrite comme agent anti-
prolifératif dans les mémes lignées que celles de notre étude (Lopez-Marure et al, 2011) et
dans des lignées de cancer de I’intestin (Yoshida et al, 2006). La 7a-hydroxy-DHEA (Yoshida
et al, 2006), I’épiandrostérone (Yoshida et al, 2006) et le A5-Androsténe-3p3,17p-diol (Adams
et al, 1981 ; Boccuzzi et al, 1992 ; Boccuzzi et al, 1994 ; Guerini et al, 2005), trois autres
dérivés de la DHEA, présentent des capacités similaires d’inhibition de la prolifération de
cellules tumorales in vitro. Les groupements hydroxyles et cétones en C3, C7 et C17 de ces
stéroides androgénes pourraient étre responsables de cette action. Notre étude a également
montré que la 7B-hydroxy-épiandrostérone diminuait la protection conférée par I’E2 dans les
cellules MCF-7 estrogéno-sensibles et un arrét du cycle cellulaire dans les cellules MCF-7 et
MDA-MB-231. Ce stéroide présenterait donc des propriétés intéressantes dans le cancer du
sein in vitro.

Les effets anti-estrogeniques observés aux doses étudiées (1nM, 10nM, 100nM) suggéraient
une possible liaison a un ou plusieurs récepteurs aux estrogenes. Les expériences de
transactivation et de prolifération avec les agonistes spécifiques des REs ont permis
d’observer une interaction avec le REp. La 7B3-hydroxy-épiandrostérone inhibe d’environ 25%
la transactivation du REP induite par I’E2, résultat cohérent avec une fonction antagoniste sur
ce récepteur (Compton et al, 2004 ; Nuedling et al, 2001 ; Jeanes et al, 2008). Au cours
d’expériences menées in vitro, la DHEA, la 7a-hydroxy-DHEA et le 5a-Androsténe-3p3,17p-
diol lieraient également le REB (Chen et al, 2005; Martin et al, 2004 ; Guerini V, 2005)
confirmant I’importance des positions des fonctions hydroxyles et cétones des stéroides.
Notre étude a permis de mettre en évidence une nouvelle interaction d’un dérivé de la DHEA
avec un RE. Cette double compétence des androgenes déja montrée reste toutefois peu
explorée. La 7B-hydroxy-épiandrostérone pourrait se lier au REB et empécher le repliement
correct de I’hélice 12 bloquant ainsi son activité transcriptionnelle. Cependant, cette liaison ne
peut expliquer ’action anti-proliférative de la 7f8-hydroxy-épiandrostérone puisque le REB
régule négativement 1’activité du REa et que sa surexpression ou sa réexpression inhiberait la
croissance cellulaire (Paruthiyild et al, 2004; Behrens et al, 2007).

Des expériences de prolifération avec I’antagoniste et 1’agoniste spécifique du GPR30 ont

montré que la 7p-hydroxy-épiandrostérone pourrait également interagir avec le GPR30. Cette
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interaction avec le GPR30 impliqué dans la croissance cellulaire de ces lignées pourrait
expliquer I’inhibition de la prolifération cellulaire observée. En effet, I’implication du GPR30
dans la croissance cellulaire et ’antagonisme de la 7f3-hydroxy-épiandrostérone sur le REf
allant a I’encontre des effets observés dans les cellules MCF-7 suggérent un r6le prépondérant
du GPR30 dans I’action de la 7p-hydroxy-épiandrostérone.

Par ailleurs, dans les cellules MCF-7, une augmentation de la transcription du géne de la L-
PGDS lors du traitement avec la 7p-hydroxy-épiandrostérone et I’E2 pourrait expliquer en
partie son effet sur la prolifération. Cependant, le géne de la L-PGDS est régulé par le REf
(Otsuki et al, 2003 ; Devidze et al, 2010) allant a I’encontre de nos résultats. L’action de la
7B-hydroxy-épiandrostérone sur le GPR30 pourrait expliquer cette régulation de 1’expression
du gene de la L-PGDS. En effet, I’activation du GPR30 régule la transcription de plusieurs
genes dont ceux impliqués dans la croissance cellulaire ou la migration. Cependant, aucune
régulation du géne de la L-PGDS par le GPR30 n’est connue a ce jour. Des recherches
complémentaires concernant le mode d’action de ce récepteur sur la modulation de la
transcription des génes de I’inflammation demeurent nécessaires.

La 7p-hydroxy-épiandrostérone exerce des effets antiprolifératifs et anti-estrogéniques sur
les modeles de cellules cancereuses. Les effets précédemment observés sur la production des
PGs ont été évalués apres induction d’une inflammation in vivo (DSS) comme in vitro (TNFa)
et n’ont pas été retrouvés dans nos modeles. Cela peut s’expliquer en partie par le fait que nos
modeéles cellulaires ne sont pas des cellules inflammatoires. Les kits RIA ne nous ont pas
permis de doser la PGE2.

De plus, la 7a-hydroxylation apparait ou augmente lors de 1’inflammation (Dulos et al 2005)
ou de contacts cellulaires accrus (Akwa et al 1993). L’expression du CYP7B1 responsable de
la 7a-hydroxylation dans les cellules MCF-7, MDA-MB-231 et SKBr3 n’a pas été étudiée.
Cependant, lors d’incubation des cellules MCF-7 et MDA-MB-231 avec de la DHEA
radiomarquée, aucune production de dérivés 7-hydroxylés n’a été mise en évidence dans nos
conditions expérimentales. La capacité de ces cellules a produire des dérivés 7-hydroxylés

reste a explorer.
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La 7B-hydroxy-épiandrostérone exerce des effets anti-inflammatoires in vivo et in vitro
(Hennebert et al, 2008 ; Le Mée et al, 2008 ; Davidson et al, 2008) et anti-estrogéniques dans
des lignées cancéreuses mammaires.

En premier lieu, il serait nécessaire de confirmer la liaison de la 7B-hydroxy-épiandrostérone
au REB et au GPR30. Des colonnes greffées avec la 7B-hydroxy-épiandrostérone sont en
cours d’élaboration au sein du laboratoire. Couplées a un séquencage protéique, ces
expérimentations permettraient de définir définitivement la(es) cible(s) de ce stéroide. De
méme, des études de liaison et de compétition avec de I’E2 radiomarqué et de la 7p-hydroxy-
épiandrostérone froide confirmeraient ou non sa liaison au REa et au REP.

Par la suite, un approfondissement de I’étude des voies génomiques et non génomiques
modulées par la 7B-hydroxy-épiandrostérone au moyen d’analyses de biologie moléculaire
reste indispensable. Pour cela, ’exploration des voies de signalisation activées par le GPR30
ainsi que la réalisation de puces a ADN semble la meilleure approche pour mieux comprendre
I’action de ce stéroide. Cette étude devra étre réalisée dans des contextes physiologiques et
inflammatoires. De méme, une exploration devra étre conduite dans différents types
cellulaires en prenant en compte le niveau d’expression protéique et le role différents des REs
dans les divers tissus.

En paralléle, la mise au point de la production d’anticorps dirigés contre la 7p-hydroxy-
épiandrostérone et la création de tests de détection sensibles et rapides de type ELISA reste
essentielle, le dosage de ce stéroide n’étant pas réalisable a ce jour. J’ai déja effectué au sein
du laboratoire un couplage de la 7B-hydroxy-épiandrostérone a des protéines d’ovalbumine en
vue d’une immunisation chez le lapin pour la production d’anticorps polyclonaux. Ces
anticorps permettraient le dosage de la 7B-hydroxy-épiandrostérone chez I’homme. Des
études sur sa production en fonction du sexe et de I’dge ainsi que sa disponibilité dans les
différents organes pourront étre menées. Son dosage dans les différents tissus humains
permettrait de mieux comprendre son rdle biologique dans un contexte physiologique
et pathologique.

Enfin, a plus long terme, son action anti-proliférative sur le cancer du sein devrait étre
confirmée in vivo dans des modéles de tumeurs implantées telles les souris KO pour les
récepteurs nucléaires classiques et membranaire aux estrogéenes permettant ainsi de confirmer
I’importance de I’interaction de la 7p-hydroxy-épiandrostérone avec les différents REs décrite

dans mes travaux et de mieux en étudier son impact. Des co-traitements mettant en jeu la 7[3-
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hydroxy-épiandrostérone et des agents chimiothérapeutiques pourront également étre
envisagés. Si ce stéroide s’avere efficace dans ces modeéles animaux, une étude chez des
patientes atteintes de cancers du sein a un stade avancé exprimant le GPR30 pourra étre
menée. En effet, cette molécule pourrait présenter un avantage par rapport au tamoxifene dans
des tumeurs exprimant le REa et le GPR30 puisque le tamoxiféne est un agoniste du GPR30
et que son activation serait impliquée dans les phénomenes de résistance au tamoxiféne
(Maggiolini et al, 2004 ; Thomas et al, 2005 ; Pandey et al, 2009).

De méme, I’action de ce dérivé 7-hydroxylé dans de nombreuses pathologies inflammatoires
pourra étre explorée. En effet, la 7B-hydroxy-épiandrostérone augmente la production de 15d-
PGJ2 cytoprotectrice et diminue de maniére concomitante la production de PGE2 pro-
inflammatoire in vitro et in vivo dans des modéles inflammatoires (Hennebert et al, 2008 ; Le
Mee et al, 2008 ; Davidson et al, 2008). Notamment, ce stéroide présente une action
protectrice dans un modele de colite induite chez le rat (Hennebert et al, 2008) en modulant la
synthese des PGs. Sur ces bases, I’action de la 7B-hyudroxy-épiandrostérone pourra étre
étudiée dans les maladies inflammatoires affectant I’intestin (colite) et les articulations
(arthrite rhumatoide).

Enfin, au vu de ses effets anti-prolifératifs dans les lignées de carcinome mammaire et des
récepteurs avec lesquels ce stéroide interagit, il serait également intéressant de tester son
action dans d’autres types de cancers hormonaux-dépendants. Notamment, une action pourra
étre recherchée dans le cancer de la prostate ou I’activation du RE jouerait un role important
dans la carcinogénese (Gallo et al, 2012) et ou I’activité 7a-hydroxylase a été montrée,
permettant la métabolisation de la DHEA en 7a-hydroxy-DHEA par le CYP7B1 et
I’activation du REP (Martin et al, 2004).

En conclusion, la 7B-hydroxy-épiandrostérone présente des propriétés neuroprotectrices (in
vivo et in vitro) (Dudas et al, 2004 ; Pringle et al, 2003) et anti-inflammatoires (in vivo et in
vitro) (Hennebert et al, 2008 ; Le Mée et al, 2008 ; Davidson et al, 2008). D’ores et déja, la
7B-hydroxy-épiandrostérone a été inclus dans un programme d’essai clinique de phase 11 chez
des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer et son utilisation dans les maladies
inflammatoires de I’intestin a été brevetée. Mon travail a montré des effets anti-estrogéniques
et anti-prolifératifs dans des modeles in vitro de cancer du sein (in vitro) (Niro et al, 2012).

Cependant, des études in vivo complémentaires restent encore a réaliser. Ces recherches
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pourraient aboutir a développer une nouvelle application clinique pour ce stéroide en
cancérologie. De plus, ce stéroide dérivant de la testostérone interagissant avec les RES

permettrait également de mieux comprendre la double compétence des androgénes.
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Abstract

Inflamed tissues produce both prostaglandins (PGs) and 7c-
hydroxylated derivatives of native circulating 33-hydroxy-
steroids. These 7a-hydroxysteroids are in turn transformed
into 7p-hydroxylated epimers by 11p-hydroxysteroid dehy-
drogenase type 1 in the tissue. 7B-Hydroxy-epiandrosterone
(7p3-hydroxy-EpiA) affects PG production in two models of
inflammation, dextran sodium sulfate-induced colitis in the
rat and TNF-a-induced activation of PG production and PG
synthase expression in cultured human peripheral blood
monocytes (WPBMC). Treatment with 73-hydroxy-EpiA led
to a shift from high to low colonic PGE, levels and {rom
low to high 15-deoxy-A'>'%-PGJ, (15d-PGJ,) levels, togeth-
er with changes in the expression of the respective PG syn-
thases and resolution of colonic inflammation. Addition of
73-hydroxy-EpiA to hPBMC also changed the expression of
PG synthases and decreased PGE, while increasing 15d-
PGJ, production. These effects were only observed
with 7p-hydroxy-EpiA and not with 7a-hydroxy- or 73-
hydroxy-dehydroepiandrosterone (7a-hydroxy-DHEA and
7B-hydroxy-DHEA). 15d-PGJ,, which is the native ligand
for peroxisome proliferator-activated receptor subtype v,
contributes to cell protection and to the resolution of inflam-
mation. Qur results therefore suggest that 73-hydroxy-EpiA
may facilitate inflammatory resolution by shifting PG pro-
duction from PGE, to PGD, and 15d-PGlJ,. The finding that
TB-hydroxy-EpiA was elffective at nM concentrations,
whereas the two structurally closely related hydroxysteroids
To-hydroxy-DHEA and 7(p-hydroxy-DHEA were inactive
suggests that the effects of 73-hydroxy-EpiA are specific to
this steroid and may be mediated by a specific receptor.
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Introduction

At the onset of inflammation, arachidonic acid is metabo-
lized to produce eicosanoids including prostaglandins (PGs),
thromboxanes, and leucotrienes (1) which help to establish
the inflammatory infiltrate. Among inflammatory signals,
interleukin-13 (IL-1{3) is transported to the hypothalamus
where it triggers CRh release, resulting in increased ACTH-
mediated production of anti-inflammatory corticosteroids
(corticosterone, cortisol) (2) by the adrenals. In addition, IL-
13 is involved in altering steroid metabolism in the inflamed
tissue through increased expression of cytochrome P,s,-7B1
(CYP7B1) causing enhanced production of 7a-hydroxylated
dehydroepiandrosterone (DHEA) derivatives (3, 4). The
113-hydroxysteroid dehydrogenase type | (11p3-HSD1) is an
ubiquitous NADPH-dependent dehydrogenase responsible
for the conversion of cortisone to cortisol. Recent in vitro
studies showed that 7a-hydroxy-DHEA can be converted to
Tp-hydroxy-DHEA (5) by 113-HSDI. This finding suggests
that 7-hydroxysteroids, such as 7o-hydroxy-DHEA, may
inhibit the conversion of cortisone to cortisol through sub-
strate competition (6), and hence reduce cortisol production
in inflamed tissue. The first step in the set up of the immune
response through antigen presentation and T-cell activation
occurs when inflammation results from the introduction of
xenobiotics such as in infection. Active glucocorticoids, such
as cortisol, are known to both suppress inflammation and to
severely impede the immune response. Reduced production
of cortisol via inhibition of 11B-HSD1 by 7-oxygenated
DHEA derivatives might therefore be expected to enhance
antigen presentation and hence an appropriate immune
response. However, resolution of the inflammatory response
must occur for tissue homeostasis to take place. Inflamma-
tion is characterized by an early burst in the production of
PGE,, whereas resolution of inflammation is associated with
decreased release of PGE, and increased production of
PGD,. PGD; is an unstable PG which is rapidly transformed
into 15-deoxy-A'>~'“.PGJ, (15d-PGJ,), an endogenous ago-
nist of peroxisome proliferator-activated receptor subtype vy
(PPAR-v) (7). Both PGD, and 15-d-PGJ, are cytoprotective
and activate inflammatory resolution (8, 9).
7-Hydroxysteroids may therefore participate both in
enhancing the immune response and triggering the resolution
of inflammation. Immune activation by 7-hydroxy-DHEA
derivatives was reported previously. However, the findings
that certain 7-hydroxysteroids, such as 7B-hydroxy-epian-
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drosterone (7p3-hydroxy-EpiA), may be involved in trigger-
ing inflammatory resolution is a novel finding which will be
developed in the following sections.

Occurrence of 7p-hydroxy-EpiA

Testosterone, the male hormone, is produced both in the tes-
tis and the ovaries where it is a precursor for estradiol fol-
lowing aromatization. Testosterone is also produced in other
tissues from DHEA through an intracrine process (10). Tes-
tosterone metabolism proceeds first through reduction of
the A*=3 double bond to Sa-dihydrotestosterone (DHT) by
microsomal Sa-reductase. DHT is the sole native ligand for
the androgen receptor. Several enzymatic steps are involved
in determining tissue DHT levels. Most of these enzymes are
specific hydroxysteroid dehydrogenases (HSD), namely 173-
HSD, 3a-HSD, and 3(3-HSD (Figure 1). Thus, epiandroste-

Testosterone

1

Adione

rone (EpiA) formation results from androsterone epimeri-
zation and from 17(3-oxidation of Sw«-androstane-3(3,17[3-
diol and from 3B-reduction of Sa-androstane-3,17-dione.
CYP7BI1 is the enzyme responsible for 7a-hydroxylation of
oxysterols (11) including all 33-hydroxysteroids bearing an
oxygen in the side chain or in the 17-position, such as preg-
nenolone, DHEA, EpiA. and S5a-androstane-3[3.173-diol
(12, 13). Thus, 7a-hydroxy-EpiA is produced from EpiA via
CYP7BI in tissues, such as brain, liver, skin, and joints,
where the hydroxylase is expressed (6, 14-16) (Figure 1).
These tissues also contain NADP(H)-dependent 113-HSDI
(6) which converts 7a-hydroxysteroids to the corresponding
7(3-hydroxysteroids. This conversion has been observed in
humans by characterizing 7a- and 7p3-hydroxy-EpiA metab-
olites in urine after injection of radio-labeled Sa-androstane-
3B,17p-diol (17).

Thus, 7B-hydroxy-EpiA is produced in man and is found
in both sulfated and glucuronidated forms in the urine (17).

A
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Epiandrosterone (EpiA) derives from testosterone and is a substrate for CYP7B1 (6) producing 7a-hydroxy-EpiA which is then

inter-converted into 73-hydroxy-EpiA by 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (7).

Other enzymes are: Sa-reductase (1), 3a-HSD (2), 33-HSD (3), 173-HSD (4), 178-HSD VI (3a-hydroxysteroid epimerase) (3). Steroids
are: Sa-dihydrotestosterone (DHT), Sa-androstane-3,17-dione (Adione), Sa-androstane-3w,17B-diol (3a-Adiol), Sa-androstane-33,17B-diol
(3B-Adiol), Se-androstane-33,7a, 17B-triol (7a-hydroxy-Adiol), Sa-androstane-38,73,17B3-diol (7B-hydroxy-Adiol).
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The small quantities obtained may explain why little interest
has arisen for this steroid. Indeed, EpiA as well as Sa-
androstane-3(3,17(3-diol are generally considered as minor
steroids when compared to androsterone and 5So-androstane-
3a17B-diol which are not substrates for CYP7B1 and can
only be oxidized into Sa-androstane-3,17-dione and DHT,
respectively (Figure 1).

Prostaglandin formation in inflammation

The biogenesis of PGs (also referred to as prostanoids) is
initiated through the release of arachidonic acid (AA) from
cell membranes, a reaction catalyzed by phospholipase A2.
Released AA is converted to an unstable oxygenated inter-
mediate (PGH;) by cyclooxygenase (COX) (18). Once
formed, the PGH, intermediate is converted inlto various
PGs, including PGI, (prostacyclin), PGE,, and PGD,, by a
range of specific enzymes called PG synthases (e.g., PGE
synthase or PGES, PGD synthase or PGDS) (18, 19). Three
isoforms of COX are expressed in tissues (18) and COX-2
is generally induced in response to proinflammatory cyto-
kines, reactive oxygen species, and stress. The prime PG
released at the onset of inflammation is PGE, and is respon-
sible for adverse proinflammatory effects. Therefore, inhi-
bition of COX-2 has been considered as a prime target in
developing drugs for the treatment of inflammatory diseases.
Clinical trials have revealed that long-term treatment with
COX.-2 inhibitors increase the incidence of stroke and myo-
cardial infarction (20, 21). Selective inhibition of COX-2,
which results in preferential decrease in prostacyclin produc-
tion over thromboxane A,, also leads to a decrease in PGD,
production. The increase in the incidence of stroke and myo-
cardial infarction observed with COX-2 inhibitors might
therefore be due to inhibition of the synthesis of both PGI,
and PGD,. In peripheral tissues, PGD, promotes vasodila-
tation and inhibits platelets aggregation (22, 23). In the brain,
it is the most abundant PG (24), and a recent study shows
that PGD, mediates neuroprotective effects in hippocampal
neurons (25). However, PGD, is very short lived and under-
goes dehydratation both in vivo and in vitro (8) to yield
biologically active PGs of the J2 series, including 15d-PGI,.
This PG has a high affinity for PPAR-vy (7, 8), a ligand-
dependent nuclear transcription factor which has been impli-
cated in a broad range of cellular functions, including
anti-inflammatory actions (26, 27). 15d-PGJ, inhibits the
expression of several inflammatory genes, such as nitric
oxide synthase, PGES, and TNF-«, through PPAR-y-
dependent as well as PPAR-y-independent mechanisms
(26-31).

Regardless of the mechanism, 15d-PGJ, is present in vivo
during the resolution phase of inflammation where it func-
tions as a feedback regulator of the inflammatory response
(8, 9, 32) (Figure 2). Administration of 15d-PGJ, has also
been shown to reduce the development of experimental coli-
tis in the rat, a model of inflammatory bowel disease (33),

and to protect against myocardial infarction and brain dam-
age following ischemia (34-37).

Agents and conditions that tip the balance of PG produc-
tion in favor of PGD, and 15d-PGJ, would therefore be
expected to protect against tissue damage and inflammation
in degenerative inflammatory diseases, such as rheumatoid
arthritis, inflammatory bowel disease, and Alzheimer
disease.

Effects of 7B-hydroxy-EpiA on prostaglandin
formation and inflammation

Experimental colitis in the rat is a well-accepted model for
the study of inflammatory bowel diseases. We have used this
model in order to assess the effects of 73-hydroxy-EpiA on
dextran sodium sulfate (DSS)-induced colitis in rats (38).
Histological and inflammation patterns and PG formation
were examined after i.p. administration of 73-hydroxy-EpiA
(0.01, 0.1 and 1 mg/kg once a day for 7 days) to rats. There-
after, colitis was induced by administration of 5% DSS in
drinking water for 7 days. Severity of colitis was assessed
at various times on the basis of colon length, myeloperoxi-
dase (MPO) activity, histology, and oxidative stress para-
meters (38). Levels of the PGs and the expression of COX-2
and PG synthases were assessed during the course of the
experiment. Administration of 7@3-hydroxy-EpiA caused a
transient increase in COX-2 and PGE synthase expression
within 6 h—15 h and augmented colonic tissue levels of 15d-
PGJ, levels starting at day 2. Treatment with DSS resulted
in shortened colon length, depleted mucus in goblet cells and
increased MPO activity and oxidative stress (Figure 3).
COX-2 and mPGES-1 synthase expression were enhanced
and accompanied by increased PGE,, D,, and 15d-PGJ, pro-
duction (Figure 4). Although all dose levels of 73-hydroxy-
EpiA reduced PGE, production and increased 15d-PGIJ,
levels, the lowest dose (0.01 mg/kg) of the steroid was most
effective in preventing colitis damage and tissue inflamma-
tion. These data indicate that 73-hydroxy-EpiA pre-treatment
prevents the occurrence of DSS-induced colitis through a
shift from PGE, to PGD, and 15d-PGIJ, production, associ-
ated with an early but transient increase in COX-2 expression
and a sustained increase in the production of the anti-inflam-
matory PG 15d-PGIJ, (38).

To determine whether 73-hydroxy-EpiA might produce
similar effects in man, human peripheral blood monocytes
(hPBMC) were cultured for 4 h and 24 h in the presence of
7(3-hydroxy-EpiA (1 nM-100 nM), with and without addi-
tion of TNF-a (10 ng/mL) (39). Levels of PGE,, PGD,, and
15d-PGJ, were measured in the incubation medium, and cell
content of mRNA of cyclooxygenase (COX-2), and PGE and
PGD synthases (m-PGES1, H-PGDS, L-PGDS), and PPAR-
vy was assessed by quantitative RT-PCR. Addition of TNF-
« resulted in elevated production of all PGs at 24 h. The
effects of TNF-a« on COX-2 and m-PGES]1 expression [ol-
lowed a different time course. COX-2 mRNA was most pro-
nounced at 4 h and tended to decrease thereafter, whereas
m-PGES1 expression was only slightly increased at 4 h, but
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Figure 2 At the onset of inflammatory response and through macrophage-released proinflammatory cytokines (IL-6, TNF-a), arachidonic

acid (AA) is converted to PGH, via COX.

In turn, PGE,, PGI,, and PGD, are produced from PGH, by synthases (PGE,S, PGI,S, PGD,S). PGD, is metabolized non-enzymatically
(Sp) to 15d-PGJ; which interacts with PPAR-y. PGD, acts on the DP1 receptor expressed on macrophages and lymphocytes. Working in
tandem, PGD, and 15d-PGJ; contribute to the resolution of inflammation by decreasing proinflammatory cytokines and increasing anti-
inflammatory cytokines (IL-10, TGF-8) and promoting egress of macrophages and lymphocytes to the draining lymphatics. Non PPAR-vy-

mediated action of 15d-PGJ, are not shown.

showed a further and dramatic increase at 24 h. Addition of
7(3-hydroxy-EpiA tended to slightly increase TNF-«-induced
changes in COX-2 and m-PGES1 expression, while mark-
edly decreasing PGE, and increasing 15d-PGlJ, production
at 24 h. These effects of 73-hydroxy-EpiA were obtained at
all concentrations studied (1 nM—-100 nM) (Figure 5). In con-
trast, incubation with 1 nM—100 nM 7a-hydroxy-DHEA and
7B-hydroxy-DHEA, two structurally related 7-hydroxyster-
oids, was ineffective, indicating that the effects observed

must be specific for 73-hydroxy-EpiA (39).

7B-Hydroxy-EpiA effects: receptor-mediated
process?

Our results suggest that 73-hydroxy-EpiA is a native trigger
of cellular protection through simultaneous activation of 15d-
PGJ, production and depression of PGE, synthesis. The find-
ing that 7@-hydroxy-EpiA was effective at nM concentra-
tions, whereas two structurally closely related 7-hydroxy-
steroids, 7a-hydroxy-DHEA and 7B-hydroxy-DHEA, were
inactive suggests that these effects are mediated by activation
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Figure 3 Histological examination of rat colon after DSS-induced colitis.

7B-hydroxy-EpiA effect on colon injury. Histological appearance of rat colonic mucosa after hematoxylin/eosin (A1-D1) or Alcian blue
for goblet cell staining (A2-D2) at day 13 and day 14: sham with no DSS (A1-A2) and DSS-treated (B1-B2) at day 13; sham with no
DSS (C1-C2), and DSS-treated and 0.01 mg/kg 7B-hydroxy-EpiA at day 14 (D1-D2). No histological modification was present in sham
animals (A, C) at days 13 and 14. Mucosal injury in DSS-induced colitis rats starting at day 13 (B) was more pronounced at day 14 (not
shown) and was characterized by necrosis of the epithelium, focal ulceration, infiltration of inflammatory cells, and mucin goblet cell
depletion. Treatment with 0.01 mg/kg 7B-hydroxy-EpiA completely prevented colitis damage (38).

of a putative receptor specific for 73-hydroxy-EpiA. The fact
that 73-hydroxy-EpiA is generated from 7a«-hydroxy-EpiA
by 113-HSDI1 and cannot be converted back to the «-epimer
should also be considered. In addition, 17-oxosteroids, such
as 7B3-hydroxy-EpiA, are not transformed into 173-
hydroxysteroids because of the overwhelming presence of
NAD™ necessary for activity of NAD™*-dependent 17(3-
HSD. Thus, administration of S«a-androstane-33,173-diol to
human results in the formation of 17-oxo-steroids (17). The
key condition determining the production of 7@-hydroxy-
EpiA are: i) the level of circulating EpiA, ii) the presence
and tissue levels of CYP7B1 required for 7a-hydroxylation
of EpiA, iii) the presence and tissue levels of 113-HSDI
required for epimerization of 7a-hydroxy-EpiA into 7(3-
hydroxy-EpiA. Each of these points has been documented.
Inflammatory diseases occur predominantly in the elderly.
IL-1B induces the expression of CYP7BI1 (3, 4), and 113-
HSDI is present in all tissues subject to inflammation sug-
gesting that 73-hydroxy-EpiA production is increased during
inflammation. However, EpiA levels are generally lower in
older people due to decreased androgen precursor levels.
These findings may therefore suggest that decreased tissue
production of 7@-hydroxy-EpiA could play a role in the
prevalence of inflammatory diseases with increasing age.
7(3-Hydroxy-EpiA levels have not been measured in nor-
mal or inflamed tissues due to lack of a sufficiently sensitive
method. However, physiological tissue concentrations of the

steroid would be expected to be very low as 73-hydroxy-
EpiA was found to be effective at 1 nM.

In conclusion, the data discussed above suggest that 7(3-
hydroxy-EpiA enhances inflammatory resolution through
increased production of 15d-PGJ,, and that this paracrine
mode of action of the steroid might be mediated through
activation of an unknown nuclear receptor.

7B-Hydroxy-EpiA metabolism and disposition

Provided that 7(3-hydroxy-EpiA is administered per os, the
intestine would be the first organ involved in absorption and
metabolism of the steroid. Metabolism of 73-hydroxy-EpiA
was therefore investigated using human intestine microsomes
in vitro (15). The results obtained indicated NADH-depend-
ent production of 5a-androstane-3[3,7@3,173-triol and cofac-
tor-independent production of 7a-hydroxy-EpiA. However,
these findings may not apply to an in vivo situation where
concentrations of NAD™ largely exceed those of NADH.
After intestinal absorption, 7(3-hydroxy-EpiA may reach the
liver through portal blood circulation. Metabolism of 73-
hydroxy-EpiA was therefore studied in human liver S9 frac-
tions in vitro (14). Again, as shown when using human
intestine microsomes, both 5a-androstane-3(3,7(3,173-triol
and 7a-hydroxy-EpiA were produced, the former under con-
ditions of high concentrations of NADH, the latter when the
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Figure 4 Effect of 7B-hydroxy-EpiA (0.01 mg/kg) on colonic
synthesis of PGs (38).

(A) Synthesis was significantly altered at the end of DSS treatment
(p <0.05) with reduced PGE, synthesis and increased 15d-PGJ; lev-
els resulting from PGD,. (B) Colitis led to a significantly increased
COX-2 mRNA synthesis resulting into PGES-1 increase at the end
of DSS treatment. Increased H-PGDS was also observed. A return
to levels approaching that of basal controls was obtained after treat-
ment with 73-hydroxy-EpiA (0.01 mg/kg). All assays were carried
out in triplicate and results were plotted as means+ SEM. One-way
analysis of variance was performed followed by Duncan’s multiple
range tests in order to compare differences between groups. Differ
ences were considered statistically significant when p<0.05.

incubation medium was supplemented with all cofactors.
Interestingly, incubation with 7a-hydroxy-EpiA led to cofac-
tor-independent production of 6%-14% 7[3-hydroxy-EpiA.
The putative formation of sulfated and glucuronide deriva-
tives was not investigated. Although these data may not be
applicable to an in vivo situation, it is interesting that admin-
istration of "“C-labelled Sc-androstane-33,173-diol, a pre-
cursor of 7(3-hydroxy-EpiA, to man and identification of its
urinary metabolites showed recovery of '*C-7a-hydroxy-
EpiA after 1 day both in sulfate (0.55%) and glucuronide
(0.36%) fractions, with radio-purities of 87% and 76%,
respectively. Because the chromatographic system used at the
time did not allow for separation of 7a-hydroxy-EpiA and
7B3-hydroxy-EpiA, one cannot exclude that the sulfate and
glucuronide fractions contained 13% and 24% 73-hydroxy-
EpiA, respectively. In any case, inter-conversion of 7a- and
7B-hydroxy-EpiA in humans is catalyzed by 113-HSDI.
This inter-conversion has also been demonstrated using the
recombinant enzyme and mass spectrometric analysis of the
products (40). However, whereas 7a-hydroxy-EpiA was
readily converted to 73-hydroxy-EpiA with a Ky, of 8.1 pM

and a V. /Ky ratio of 0.9, incubation with 7B-hydroxy-
EpiA did not produce detectable amounts of 7a-hydroxy-
EpiA. When radio-labeled 73-hydroxy-EpiA (41) was used
as substrate in order to measure trace amounts of To-
hydroxy-EpiA, < 1% conversion could be demonstrated.
This indicates that once formed, 73-hydroxy-EpiA may not
be converted back to 7a-hydroxy-EpiA. The sole metabolic
alternative is conversion into sulfate and glucuronide deriv-
atives readily excreted in the urine. Reduction of 73-
hydroxy-EpiA (o Sa-androstane-3(3,73,173-triol by 17-
hydroxy-steroid dehydrogenases may be considered. Both
NAD(H)- and NADP(H)-dependent isoforms exist and are
distributed in tissues. However, only the NADP(H)-depend-
ent enzyme may carry out the reaction because of tissue
availability of NADPH. In summary, 7p-hydroxy-EpiA is
produced irreversibly from 7a-hydroxy-EpiA and is disposed
through action of second phase liver enzymes, such as sul-
fotransferases and glucuronyl tranferases.

Therapeutic opportunities and concluding
remarks

15d-PGJ, is present in vivo during the resolution phase of
inflammation, suggesting that it may function as a feedback
regulator of the inflammatory response (9, 32). Increasing
15d-PGJ, production to activate resolution of the inflam-
mation process is an appealing novel drug discovery and
development target. 15d-PGJ, is the native ligand for PPAR-
v which, once activated, plays important roles in cellular
protection (34, 42—44). 15d-PGJ, has both cardioprotective
and neuroprotective effects. Blockade of 15d-PGJ, formation
may contribute to the increase in the incidence of stroke and
myocardial infarction observed in clinical trials with COX-
2 inhibitors (21). 15d-PGJ, has been shown to protect against
inflammation in experimental models of rheumatoid arthritis
and inflammatory bowel disease. Thus, 15d-PGIJ, inhibited
IL-1B-induced PGE, synthesis in rheumatoid arthritis syno-
viocytes (35), and almost completely reduced cytokine-
stimulated PGE, synthesis and PGES expression in rat
chondrocytes in vitro (30, 31). 15d-PGJ, has been shown to
reduce the development of experimental colitis in the rat
(33), and we have recently shown that 7p-hydroxy-EpiA-
induced recovery from colitis was associated with increased
levels of 15d-PGJ; in colonic tissue (38). In neurodegener-
ative disorders, such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s dis-
ease, and multiple sclerosis, but also in stroke, spinal cord
injury, and brain trauma, brain damage is associated with
excessive microglial activation. Microglia, the resident innate
immune cells of the central nervous system play a major role
in the inflammatory process through release of toxic inflam-
matory cytokines, nitric oxide, PGE,, and superoxide. The
large quantities of PGD, produced in the normal as well as
in the injured brain result in elevated production of 15d-PGJ,
which may be effective in preventing brain damage (45). In
animals, administration of 15d-PGJ, has been shown (o
reduce the severity of experimental autoimmune encephalitis
(46), to reduce neuronal loss after intra-cerebral hemorrhage

\
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Effect of 1 nM 7B-hydroxy-EpiA (steroid) on PG levels (A) and gene expression (B) in hPBMC cultured with and without

COX-2, cyclooxygenase type 2; PGES, prostaglandin E synthase; H-PGDS, hematopoietic prostaglandin D synthase; L-PGDS, lipocalin-
type prostaglandin D synthase; PPAR-v, peroxisome proliferator activated receptor. subtype -y. All assays were carried out in triplicate and
results were plotted as means+SEM. One-way analysis of variance was performed followed by Duncan’s multiple range tests in order to
compare differences between groups. Differences were considered statistically significant when p<0.05 (39).

(47), and to protect the brain from ischemia-reperfusion inju-
ry in experimental stroke (36, 37, 45). Furthermore, a recent
clinical study showed that patients with acute ischemic stroke
had higher plasma levels of 15d-PGJ, than normal subjects
and that these increased levels were associated with better
early and late neurological outcome (48).

Therefore, agents and conditions that shift the balance of
PG production in favor of 15d-PGJ, would be expected to
have beneficial effects in inflammatory bowel diseases, rheu-
matoid arthritis, chronic neurodegenerative disorders, and in
acute conditions, such as stroke, spinal cord injury, and trau-
matic brain injury.

Data from our work show that 73-hydroxy-EpiA may be
the native trigger shifting PG production from PGE, towards
PGD, and 15d-PGJ,. Whether 7(3-hydroxy-EpiA is also
responsible for shifting PG production towards 15d-PGl,
during inflammatory resolution remains to be established.
Altogether, the impressive activity of very low doses and the
absence of any conversion of the steroid into other hormones
make it an attractive pharmacological agent. Plasma and tis-
sue levels of 73-hydroxy-EpiA need to be determined both

in normal and pathological conditions. The exact molecular
mode of action will truly rely on identification of the specific
receptor that mediates 73-hydroxy-EpiA effects.
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