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T1tre : Etude de leffet Perturbateur Endocrinien d’Isoflavones Végétales, Approches Clinique et Mécanistique.
Réduction de ces Substances dans I'Alimentation Humaine.

Résume :

La consommation de soja, connait une croissance notable en France. Cependant, le soja contient des isoflavones (IFs),
des composés phytochimiques aux effets perturbateurs endocriniens a des doses élevées. Cette thése s'attache a
évaluer les risques associés aux IFs et a 'Entérolactone (ENL), autre phyto-estrogéne notable, et & proposer des
solutions favorisant une consommation de soja stre.

Objectifs :
1. Evaluer I'exposition des Francais-es aux IFs et valider de nouveaux outils d’estimation.
2. Etudier les effets endocriniens des IFs et de I'ENL chez I'humain, en se focalisant sur le lupus érythémateux
disséminé (LED) et le cancer du sein triple négatif.
3. Deévelopper des techniques pour réduire les teneurs en IFs des aliments a base de soja.

Méthodologie :
1. Exposition aux [Fs et a 'ENL :
- Analyses d’aliments et validation de questionnaires alimentaires spécifiques pour évaluer la consommation de
soja et I'exposition aux [Fs et aux lignanes en France.
- Dosages des [Fs dans les fluides biologiques (sang, urine) et les cheveux.
2. Effets endocriniens des [Fs et de 'ENL :
- Etude cas-témoin sur le LED, comparant 'exposition aux IFs et a 'ENL de patientes et de volontaires saines
- Etudes in vitro de l'effet des IFs sur la prolifération de cellules de cancer du sein triple négatif, ainsi que des
interactions des [Fs avec le récepteur des estrogénes GPER.
3. Réduction des teneurs en IFs:
- Développement de procédés (pré)industriels pour réduire les IFs des feves de soja.
- Etude des recettes traditionnelles asiatiques de soja et de leurs effets sur la réduction des IFs.

Résultats :
1. Exposition aux [Fs et a 'ENL :
- L'exposition aux IFs en France est significative, méme chez les non-consommateur-ices de soja, & cause du
« soja caché » présent dans les aliments ultra-transformés.
- Les questionnaires alimentaires sont validés et les IFs et 'ENL sont dosés avec succes dans les cheveux.
2. Effets endocriniens des IFs et ENL :
- Les résultats préliminaires suggerent une association entre I'ENL et une réduction du risque de LED mais
I'effectif limité de 1'étude ne permet pas de conclure sur I'impact des IFs.
- Les IFs et leurs conjugués circulants pourraient induire la prolifération des cellules cancéreuses du sein triple
négatives, via une interaction avec le GPER.
3. Réduction des teneurs en IFs :
- Desringages industriels permettent de réduire les [Fs des feves de soja de 50%.
- Les recettes traditionnelles asiatiques et les rincages domestiques réduisent significativement les IFs des
aliments a base de soja.

Discussion :

La consommation de soja nécessite une vigilance particuliére en raison des effets endocriniens des IFs. Des recherches
complémentaires sont nécessaires pour comprendre ces effets et proposer des recommandations pour une
consommation sdre du soja.

Conclusion :
Si la consommation de soja est traditionnelle en Asie et présente un intérét nutritionnel certain, elle souleve des
questions quant a ses répercussions sur la santé humaine a cause de la présence d’IFs estrogéniques et
antithyroidiennes. Cette thése apporte des éléments de réponse sur l'exposition aux IFs en France, leurs effets potentiels
sur le LED et les cancers du sein triple négatifs, et propose des solutions pour réduire les teneurs en [Fs des aliments a
base de soja.



Title : Study of the Endocrine Disrupting Effect of Plant [soflavones, Clinical and Mechanistic Approaches.
Reduction of these Substances in Human Food.

Abstract:

The consumption of soy, a valuable source of plant-based protein, has seen a steady rise in France. However, soy
contains isoflavones (IFs) which are phytoestrogens with endocrine-disrupting effects at high doses. This thesis
investigates the risks associated with [Fs and enterolactone (ENL), another notable phytoestrogen, and explores
strategies for promoting safe soy consumption.

Objectives:
1. Assess French exposure to [Fs and ENL, and validate tools for accurate estimation.
2. Investigate the endocrine effects of [Fs and ENL in humans, focusing on systemic lupus erythematosus (SLE)
and triple-negative breast cancer.
3. Develop techniques to reduce the [Fs content of soy-based food products.

Methodology:
1. IF and ENL Exposure Assessment:
Food analyses and dietary intake assessment to quantify the French exposure to IFs and lignans.
Development and validation of food questionnaires to evaluate soy and lignans consumption.
- Measurements of [Fs and ENL in biological fluids (blood, urine) and hair.
2. Endocrine effects of [Fs and ENL:
- Case-control study on SLE, comparing IFs and ENL exposure in patients and in healthy controls.
In vitro studies on triple-negative breast cancer cells, analyzing the effect of [Fs on cell proliferation and their
interactions with the GPER, a membrane estrogen receptor.
3. Reduction of IF levels:
Development of (pre)industrial rinsing processes to decrease [Fs content in soybeans.
- Investigation of traditional Asian recipes and domestic water rinsing techniques for reducing [Fs in soy-based
foods.

Results:
1. IFs and Lignans exposure:
French exposure to IFs is significant, even for non-soy consumers, due to “hidden soy” in ultra-processed foods.
- The developed food questionnaires are validated, and a method for [Fs and ENL analysis in hair is presented.
2. Endocrine effects of [Fs and ENL:
Preliminary findings from the SLE cohort suggest a potential association between ENL and a healthier status.
However, the limited sample size necessitates further investigation to definitively exclude an impact of IFs.
[Fs and their circulating conjugates might promote triple-negative breast cancer cells proliferation through the
GPER.
3. Reducing IF levels:
Industrial rinsing processes can effectively reduce [Fs content in soybean by 50%.
Traditional Asian preparation methods and domestic rinsing significantly decrease IFs in soy-based products.

Discussion: Soy consumption warrants specific attention due to the endocrine effects of IFs. Further research is crucial
to gain a more comprehensive understanding of these effects and formulate recommendations for safe soy
consumption.

Conclusion: While soy consumption holds nutritional value and boasts a long tradition in Asia, its high isoflavone
content raises questions about its potential impact on human health. This thesis contributes preliminary insights into
French exposure to IFs, their possible effects on SLE and triple-negative breast cancer, and proposes solutions for
mitigating [Fs levels in soy-based foods

Unité de recherche

[ARNA : Régulations Naturelle et Artificielle, Inserm U1212 - CNRS UMR 5320 - Université de Bordeaux, Bat BBS
Campus Carreire - 2, Rue du Dr Hoffmann Martinot, 33000 Bordeaux].
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Préeambule

La présente thése de doctorat est le fruit d'un parcours académique et professionnel qui m'a
orientée vers l'étude des effets perturbateurs endocriniens des isoflavones végétales,
notamment celles du soja. En tant que pharmacienne dipldmée de 1'Université Es-Senia
d’Oran (Algérie) et titulaire d'un master en Plantes a valeur santé et biomolécules d'intérét de
I'Université de Bordeaux, jal développé un intérét profond pour la santé humaine et ses
enjeux.

Mon engagement pour la santé publique s'est matérialisé lors de mon stage au sein du
laboratoire ARNA, sous la direction de la Professeure Catherine Bennetau-Pelissero. En
participant a I'élaboration d'une procédure visant a réduire les composés phyto-estrogéniques
dans des matrices alimentaires de soja, j'ai pris conscience des effets potentiellement néfastes
des perturbateurs endocriniens sur la santé humaine. Mon choix de thése a été renforcé par
mon régime végétarien, qui m'a sensibilisée a la présence de ces substances dans
l'alimentation.

J'ai entrepris cette these de doctorat sous la direction initiale de la Pr. Catherine Bennetau-
Pelissero, une pionniere dans la recherche sur les effets perturbateurs endocriniens des
isoflavones de soja en France. Cette these CIFRE, soutenue par 'entreprise Biopress/Berkem,
spécialisée dans la production d'huiles végétales issues de l'agriculture durable et engagée
pour la santé publique, avait pour objectif d’explorer les différentes facettes de l'impact des
1soflavones végétales sur 'organisme humain.

Suite a des circonstances imprévues, la direction de la thése a été transférée au Dr. Laurent
AZEMA en milieu de parcours. Malgré ce changement, mon engagement et ma détermination
pour ce sujet de recherche n'ont jamais faibli. J'ai eu la chance de bénéficier de l'expertise et
du soutien de mes deux directeur-ices de these, qui m'ont guidée tout au long de ce projet
ambitieux.
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Liste des abréviations

AC : Adénylate cyclase

ACP: Analyse par composants
principaux

AFSSA : Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments

AFSSAPS: Agence Frangaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé

AMPc: adénosine monophosphate
cyclique

Anses : Agence nationale de sécurité
sanitaire, de I’alimentation, de
I'environnement et du travail

APS : Ammonium persulfate
Arg : Arginine

BCA : BiCinchoninic acid Assay ou
dosage de I'acide BiCinchoninique

BLAST : Basic Local Alignment Search
Tool ou outil de recherche d’alignements
locaux de base

BSA : Albumine sérique bovine

CAF : Fibroblastes associés aux cancers
CSD : Cambridge Structural Database
CT : Cholesteérol total

Cys : Cystéine

DAI : Daidzéine

DMO : Densité Minérale Osseuse
DMSO : Diméthylsulfoxyde

EBV : Virus d’Epstein-Barr

ECR : Essais controlés randomisés

EGF(R): Epidermal Growth Factor
(Receptor) ou (récepteur aux) facteurs de
croissance épidermiques

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay ou technique d'immunoadsorption
par enzyme liée

EMT : Transition Epithélio-
mésenchymateuse

ENL : entérolactone

ERK:  Extracellular  Signal-Regulated
Kinases ou kinases régulées par le signal
extracellulaire

FIV : Fécondation in vitro

FSH : Folliculo-stimulating Hormone ou
hormone hypophysaire controlant la
folliculogénése gonadique

GEN : Génistéine

GEN-7-G : Génistéine -7-Glucuronide
GIn : Glutamine

Glu : Glutamate

Gly : Glycitéine

GnRH : Gonadotrophin Releasing
Hormone ou gonadolibérine
hypothalamique

GPER: G Protein coupled Estrogen
Receptor ou récepteur aux estrogénes
couplé a la protéine G, aussi désigné
sous 'abréviation GPR30

GWAS : Genome wide association studies
ou études d’association pangénomique

HbA1lc : Hémoglobine glyquée

HB-EGF:. Heparin-Binding EGF ou
facteur de croissance épidermique lié a
I'héparane

HDL : Lipoprotéines a haute densité

HOMA-IR : Homeostasic — model
assessment of insulin resistance

IC : Intervalle de confiance
ICsp : Concentration inhibitrice médiane
IFs : Isoflavones

Ile : Isoleucine



Kd : Constante de dissociation
LDL : Lipoprotéines a faible densité

LED : Lupus Erythémateux Dessiminé =
Lupus Erythémateux Systémique

Leu : Leucine

LH : Luteinising Hormone ou hormone
hypophysaire lutéinisante  contrélant
I'ovulation

LOAEL (DMENO): Lowest-observed-
adverse-effect level ou dose minimale avec
effet nocif observé

LPH : Lactase Phloridzine Hydrolase
Met : Méthionine

METABRIC: Molecular Taxonomy of
Breast Cancer International Consortium

MMP : Métalloprotéinases de la matrice

NOAEL (DMSENO): No Observable
Adverse Effect Level ou dose maximale
sans effet néfaste observable

NTP : National Toxicology Programm
OR : Odd Ratio

PAF: Paraformaldéhyde

PCB: Polychlorobiphényles

PDB : Protein Data Bank

PE : perturbateur endocrinien

Phe : Phénylalanine

PI3K : phosphoinositide 3-kinase

PFAS : perfluoroalkylés et
polyfluoroalkylés

PhytoE : Phyto-estrogenes
Pro : Proline

PSA : Antigéne prostatique spécifique

PST : Protéines de soja texturées

PTI: Purpua Thrombopénique
Immunologique

PXR : Peroxisome X Receptor
RBA : affinités de liaison relatives

RMN : Résonnance magnétique
nucléaire

RMSD : Root Mean Square Deviation ou
Ecart quadratique moyen

ROC : Receiver Operating Characteristic ou
fonction d’efficacité du récepteur

SDS : Sodium dodecylsulfate
Ser : Sérine
SERD : Selected Estrogen receptor

SERM : Selected Estrogen  receptor
modulator

SRE : Eléments de réponse sériques

Tam : Tamoxiféne, médicament anti-
estrogene

TBS: Tris buffer saline ou tampon tris
salin

TBST : TBS avec du tween 20
TCGA : The Cancer Genome Atlas
TGS : Tris-Glycine-SDS

TEMED : NN,N',N'-
tétraméthylethylene-diamine

TG : Tris-glycine
Trp : Tryptophane
Tyr : Tyrosine

Val : Valine

WRB : Western blot
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L.

Introduction générale

La consommation croissante de soja en France, en tant que source alternative et riche
en protéines, s'inscrit dans un contexte de réduction de la consommation de produits
carnés, motivée par des préoccupations environnementales et de santé publique. Le
soja est également riche en fibres et en micronutriments, ce qui en fait un atout
précieux pour une alimentation équilibrée.

Cependant, il contient aussi des isoflavones (IFs) qui sont des phyto-estrogénes
(phytoE). Ces molécules, étant les xéno-estrogénes les plus semblables a I'estradiol (E;)
[1] une hormone sexuelle féminine, présentent, comme ce dernier, des effets
bénéfiques ou néfastes sur la santé humaine, selon le stade physiologique des
personnes exposées et les doses ingérées.

Parmi les effets bénéfiques potentiels majeurs, il convient de noter : la réduction des
symptdmes de la ménopause, tels que les bouffées de chaleur ; la protection contre
certains cancers hormono-dépendants, comme le cancer du sein (dans des conditions
tres particuliéres) ; la préservation de la santé osseuse et la réduction du risque
d'ostéoporose [2,3].

A contrario, une consommation excessive d’'IFs a été associée a : des troubles de la
fertilité chez les femmes et les hommes [3-5] ; 'augmentation du risque de certaines
maladies hormono-dépendantes, comme le cancer du sein et le fibrome utérin; la
perturbation du systéme thyroidien [3] et l'altération de la fonction immunitaire,
pouvant augmenter le risque d'infections et de maladies auto-immunes (MAI). Des
effets reprotoxiques et carcinotoxiques ont aussi été rapportés pour une IF du soja
dans des études toxicologiques de références chez I'animal.

En particulier, des données épidémiologiques récentes suggerent un lien potentiel
entre les IFs et la croissance de tumeurs du sein triple négatives (TNBC), un type de
cancer agressif et difficile a traiter [6]. Certaines de ces cellules cancéreuses présentent
un récepteur aux estrogenes GPER pour lequel les [Fs ont une grande affinité [7]. En
outre, les IFs, ayant des propriétés estrogéniques, elles réduisent la synthése des
hormones gonadotropes hypophysaires et peuvent aussi étre anti-androgéniques. Elles
ont donc la capacité d’influencer les niveaux hormonaux et les réponses immunitaires,
ce qui pourraient avoir un impact sur le développement et I'évolution de maladies
estrogéno-sensibles telles que le Lupus Erythémateux Disséminé (LED).

Bien que des études aient signalé des effets positifs des IFs, en particulier chez des
populations asiatiques ou chez des femmes souffrant d'un déficit estrogénique [2],
l'existence d'effets potentiellement nocifs a également été soulevée dans d'autres
recherches scientifiques. Cette dualité d’effets complique 1'évaluation précise de leur
impact réel sur la santé humaine, suscitant ainsi des débats dans le domaine. Par
conséquent, il est impératif d’approfondir notre compréhension des mécanismes
d’action des IFs et de leurs conséquences sur la santé humaine.

Les effets des [Fs sur la santé humaine ont fait 'objet d’avis da la part des agences
sanitaires francgaises et de recherches internationales, partiellement financées par
I'industrie agro-alimentaire. Dans leur rapport de 2005 [8], 'AFSSA (Agence Francaise
de Sécurité Sanitaire des Aliments) et TAFSSAPS (Agence Francgaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé) recommandaient de limiter I'exposition aux IFs,
notamment chez les nourrissons et les enfants de moins de 3 ans, les femmes enceintes
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et les femmes ayant des antécédents personnels et familiaux de cancers du sein. Ces
recommandations incluaient I'interdiction des formules infantiles & base de soja et la
limitation de la consommation d’IFs chez les adultes & 1 mg/kg/jour. Cette limite a
été établie en tenant compte des estimations de l'exposition des populations
japonaises, telles que publiées a 1'époque, et qui ne semblaient pas associées a des
effets néfastes. Les agences avaient également préconisé I'étiquetage des aliments
contenant du soja pour informer les consommateurices de leur teneur en IFs.
Malheureusement, ces deux dernieres mesures n’ont jamais été mises en place.

La complexité des effets des IFs sur la santé humaine et les incertitudes qui persistent
autour de leur innocuité motivent cette these doctorale.

Son objectif principal est de contribuer & une meilleure compréhension des
meécanismes d’action et impacts potentiels des [Fs de soja sur la santé humaine.

I en découle les objectifs spécifiques suivants :

- quantifier de maniere exhaustive I'exposition des consommateur-ices Francais-es
aux IFs et la comparer a celle d'autres perturbateurs endocriniens (PEs) ;

- développer et valider de nouveaux outils performants pour quantifier 'exposition
aux [Fs;

- examiner le lien potentiel entre I'exposition aux IFs et les poussées de LED;

- étudier les effets des IFs sur la prolifération des cellules du TNBC et le role du
récepteur GPER ;

- élaborer des stratégies domestiques et industrielles visant a diminuer la teneur en
IFs des produits a base de soja, tout en préservant leurs bienfaits nutritionnels, en
s'appuyant sur des pratiques de transformation modifiées ou optimisées fondées
sur des preuves scientifiques validées;

- soutenir les autorités sanitaires a formuler des recommandations pertinentes de
comportements alimentaires.

Dans ce contexte, les études envisagées dans le cadre de cette thése visent a répondre
aux questions de recherche clés énoncées ci-dessus en s’articulant autour des trois
axes principaux interdépendants suivants.

Evaluation de I'exposition aux [Fs de soja en France : il est envisagé d'une part de
quantifier I'exposition des consommateur-ices aux [Fs et la comparer a celles d’autres
PEs et, d’autre part, de développer et valider de nouveaux outils utilisés dans ce but.
A cet effet, il faut identifier les sources alimentaires majeures d'exposition aux [Fs en
France, en tenant compte des produits a base de soja, des compléments alimentaires
et du « soja cachés ». Lhypothése ici est que cette exposition est actuellement sous-
estimée en France. En particulier, elle est souvent négligée dans I'évaluation de
I'exposition aux PEs, alors qu'elle pourrait étre significative. Afin de pallier a
I'imprécision liée aux variabilités individuelles et temporelles, il y a lieu de mesurer
I'exposition, aussi bien ponctuelle qu’'a plus long terme, aux phytoE, notamment [Fs,
de sujets sains et malades pour mieux comprendre leur distribution et améliorer les
scores de corrélation. Pour ce faire, I'analyse des [Fs capillaires comme biomarqueurs
est envisagée, en complément des analyses de l'alimentation. En effet, les cheveux
accumulent d’autres substances stéroidiennes de structure chimique similaire a celles
des IFs et pour lesquelles des méthodes de dosage existent.
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2- Exploration des effets perturbateurs endocriniens des [Fs chez 'humain : il s’agit
d’examiner, par le biais d'une approche combinant les aspects clinique et mécanistique,
si une corrélation peut étre établie entre I'exposition aux IFs (et autres phytoE) et les
poussées de LED, d'une part, et, d’autre part, d’étudier I'impact des [Fs et de leurs
métabolites conjugués sur la prolifération de modeles cellulaires TNBC et le réle du
récepteur GPER. En effet, I'étude des interactions des PEs avec le GPER en est a ses
balbutiements et les travaux de cette thése visent aussi a attirer I'attention sur ce
récepteur encore trop négligé par la communauté scientifique. Lhypothese sous-
jacente est que l'exposition aux phytoE pourrait potentiellement impacter le
développement de maladies hormono-dépendantes telles que le LED et les TNBC.

3- Développement de stratégies pour réduire I'exposition aux IFs, dans la continuité des
travaux de I'équipe de recherche : on se propose de contribuer a la mise en ceuvre de
techniques de production de produits a base de soja a faible teneur en IFs, a I'échelle
pilote, pour une transposition faisable et efficace a I'échelle industrielle, en s’appuyant
sur une meilleure compréhension des traitements traditionnels. L'hypothése qui
soutient cette ligne de recherche présume que les méthodes traditionnelles (trempage,
fermentation, germination) de préparation du soja réduisent significativement les IFs
des aliments.

Cette these s'inscrit dans un domaine de recherche d'actualité en santé publique, a
savoir les effets des PEs sur la santé humaine. Elle est la premiere & étudier I'exposition
aux [Fs en France de maniere exhaustive ainsi que le lien potentiel entre 1'exposition
aux IFs et les poussées de LED. Elle ambitionne également d’élucider le role du
récepteur GPER dans les effets des IFs sur les cellules TNBC.

Les résultats de cette recherche devraient contribuer & une meilleure compréhension
des risques liés aux [Fs et a la mise en place de mesures de santé publique pour
protéger la population des effets potentiellement néfastes de ces composés et au
développement de produits a base de soja a faible teneur en IFs.

Le tapuscript est organisé en 3 chapitres (Etat de I'art et problématique ; Méthodologie,
matériels et méthodes; Résultats et discussions) encadrés par une introduction
générale et une discussion générale, précédant une conclusion générale qui cloture le
document. Le document est complété par 5 annexes.

[1. Etat de I'art et problématique

I1.1. Perturbateurs endocriniens

[1.1.1. Généralités

Les perturbateurs endocriniens (PEs) sont des molécules exogénes capables
d’interagir avec les systémes endocriniens des animaux, entrainant ainsi des effets
délétéres pour l'individus et/ou ses descendant-es et les populations. Ces substances,
essentiellement d’origine anthropique, sont présentes dans notre environnement
quotidien et incluent notamment des polluants, des médicaments, des produits
alimentaires et cosmétiques. Les perturbations induites par les PEs peuvent se
manifester a différents niveaux : via 'hormone elle-méme (synthése, métabolisme,
élimination, etc.), via I'expression de son récepteur ou en agissant sur sa cascade
d’effecteurs [9]. Selon le rapport OMS-PNUE-2012 [10], pres de 800 substances ont
des effets de perturbation endocrine avérés ou suspectés, avec une production
annuelle mondiale dépassant une tonne.
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Santé Publique France, classe les PEs selon la liste suivante :

- pesticides organochlorés, fongicides, herbicides ;

- plastifiants (phtalates, Bisphénol A), retardateurs de flamme, revétements (PFAs) ;

- médicaments comme le Distilbéne (utilisé en prévention des fausses couches de
1940 a 1977), anti-douleurs (paracétamol, AINS, aspirine), antidépresseurs
(Fluoxétine) ;

- produits issus de combustions incompletes provenant des pots d’échappement,
d’incinérateurs, de l'industrie métallurgique et sidérurgique et a la pratique de
I'écobuage des végétaux (dioxines, furanes, PCB) ;

- produits d'hygiene (Triclosan) et cosmétiques (parabénes) ;

- phyto-estrogenes (phytoE).

L'expression « perturbateurs endocriniens » a été inventée en juillet 1991 lors de la
conférence de Wingspread, aux Etats-Unis d’Amérique, qui a réuni 21 scientifiques de
15 disciplines différentes, & l'initiative de Theo Colborn [11], spécialiste en santé
environnementale. Son équipe a publié la premiére liste de PEs cette méme année,
incluant les produits dérivés du soja ainsi que les produits alimentaires pour animaux
de laboratoire et de compagnie. Cependant, 'attention des chercheur-es s’est portée
sur les PEs des les années 1950, lorsque les pygargues a tétes blanches, aigles
emblématiques des Etats-Unis, ont commencé a disparaitre progressivement en raison
d'un empoisonnement par les PCBs polluant les grands lacs d’Amérique du Nord.
L'affaire du distilbéne dans les années 1970, touchant les femmes enceintes et leurs
bébés, a ensuite propulsé le sujet sur la scéne scientifique et médiatique.

Une des particularités des PEs réside dans la diversité des formes dose-réponse. Dans
certains cas, leurs effets peuvent suivre une courbe en cloche, impliquant des effets
néfastes a doses médianes, puis diminuant. Dans d’autres cas, les effets des PEs
présentent un profil d’activité en U, se manifestant a tres faibles doses et a fortes doses,
mais sans effet notable & doses médianes. Ceci est décrit comme une courbe non
monotone (évolution non continue en fonction de la dose) [12]. Ces effets peuvent étre
différés dans le temps et se transmettre sur plusieurs générations [13]. Les mécanismes
de toxicité non « classiques » des PEs font également l'objet de nombreuses
discussions.

Les effets délétéres des PEs peuvent intervenir sur toutes les fonctions physiologiques
impliquant une signalisation hormonale, notamment le métabolisme, la reproduction,
la croissance, la fonction thyroidienne, I'induction et la progression des cancers
hormonaux et le neurodéveloppement. Etant donné que les effets des PEs concernent
en grande partie les axes reproducteurs, aussi bien masculin que féminin, il a d’abord
été supposé qu’ils étaient médiés par les récepteurs des stéroides sexuels, a savoir les
récepteurs des estrogénes (ER) et des androgénes (AR), qui agissent comme facteurs
de transcription nucléaires. Mais il est rapidement apparu que d’autres récepteurs
devaient également étre impliqués dans 'action de PEs. Par exemple, le bisphénol A,
qui présente une affinité bien plus faible pour ERa que I'E,, a été associé a un autre
récepteur nucléaire orphelin, ERRy (ou Estradiol Related Receptor), qui ne se lie pas
a I'E,. Plusieurs études suggerent I'implication d'un autre récepteur, le récepteur aux
estrogénes couplé a la protéine G (GPER), dans les effets de nombreux PEs [9].
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[1.1.1.1.  Effet cocktail

L'effet cocktail des PEs est un phénomene caractérisé par 'augmentation potentielle
de la nocivité lors du mélange de plusieurs de ces substances. En effet, des
chercheur-es ont découvert que certains PEs, bien que faiblement actifs
individuellement, peuvent in vitro se fixer simultanément au méme récepteur cellulaire
et 'activer de maniére synergique. C'est le cas par exemple de I'éthynylestradiol
(principe actif de certaines pilules contraceptives) et du trans-nonachlor (un pesticide
organochloré) qui peuvent se fixer ensemble au Peroxisome X Receptor (PXR), a des
doses bien plus faibles que chacune de ces molécules individuellement. Ainsi les
xénobiotiques provoquent la dérégulation des diverses fonctions physiologiques
contrélées par PXR. En effet, les deux substances semblent se stabiliser mutuellement
dans la poche de liaison du récepteur et le ligand supramoléculaire ainsi constitué
induit la transcription des genes [14].

Il est important de noter que I'effet cocktail étant un sujet complexe, la toxicité dun
mélange de PEs peut dépendre de nombreux facteurs, en sus des concentrations
spécifiques des différentes substances, comme leur biodisponibilité dans les fluides
biologiques, leur bioaccumulation dans les tissus notamment adipeux et la maniére
dont elles interagissent entre elles [15].

L’étude des effets néfastes potentiels des PEs chez 'humain pose des défis analytiques
et éthiques majeurs. En effet, il est impossible de soumettre intentionnellement des
individus a des substances potentiellement nocives dans le cadre détudes
d’intervention. En conséquence, les connaissances actuelles sur les PEs proviennent
de trois sources principales : études de populations observationnelles, études animales
expérimentales, et travaux in vitro sur des cellules ou des tissus biologiques. Toutefois,
elles présentent des biais qui peuvent potentiellement entacher d’incertitude les
résultats obtenus comme décrit ci-dessous.

- Etudes de populations : elles présentent des difficultés & établir des liens causaux
directs et sont soumises a l'influence de facteurs confondants, etc. Aussi, des
corrélations établies entre la présence d'une ou de plusieurs substances avec des
effets physio-pathologiques peuvent omettre des composés importants et
notamment des phytoE.

- FEtudes animales : les modeéles présentent des différences physiologiques et
métaboliques avec les humains. Ils sont soumis & des expositions chroniques sur
plusieurs générations qui n'existent pas forcément chez 'humain et a des doses
pharmacologiques. Tous ces éléments peuvent conduire a une extrapolation
incertaine des résultats.

- Travaux in vitro : les systemes biologiques sont excessivement simplifiés et sans
prise en compte de I'environnement global des cellules. Ils permettent 'utilisation
de doses aberrantes au plan physiologique qui peuvent atteindre les limites de
solubilité.

[1.1.1.2. Période de vulnérabilité

Les effets des PEs sur la santé varient vraisemblablement selon 'age et I'état de santé
des individus exposés. La période de vulnérabilité ou fenétre de susceptibilité fait
référence a des moments spécifiques de la vie ou I'exposition aux PEs peut avoir des
effets particulierement néfastes.
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Dans 'organisme adulte, I'effet dune hormone ou d'un PE est proportionnel a sa
présence, diminuant progressivement avec son élimination. Cependant, pendant les
phases de développement (in utero, petite enfance et premiere enfance) I'exposition a
des hormones ou a des PEs peut entralner des séquelles durables si elle a lieu alors
que les mécanismes de détoxification sont immatures ou bien lors du développement
d’un tissu spécifique. 1 faut noter que des préjudices, notamment ceux résultant
d’interactions épigénétiques, peuvent rester latents et ne se manifester que plusieurs
décennies plus tard. C'est un phénomeéne connu sous le nom de programmation
développementale. Etant donné que certains tissus, comme le systéme nerveux central
et reproductif, continuent de se développer bien apres la naissance, leur période de
sengsibilité peut s’étendre, parfois pendant plusieurs mois apres la naissance. Pour cette
raison, la période des « 1000 jours », qui s'étend du développement prénatal a la petite
enfance, est particulierement vulnérable aux effets des PEs et doit faire 'objet d'une
attention particuliére [16]. Les femmes enceintes seraient, elles-aussi, plus sensibles a
l'action des PEs.

I1.1.2. Phyto-estrogénes

Les étres humains peuvent étre exposés a des substances estrogéniques, qu’elles soient
d'origine naturelle ou synthétique. Cette derniére catégorie englobe diverses
substances telles que les produits pharmaceutiques, les pesticides (comme le
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), l'atrazine, I'alachlore ou les pyréthrines et
I'hexachlorobenzéne), les conservateurs, les plastifiants (comme le bisphénol A ou les
phtalates) ainsi que les biphényles polychlorés. Les estrogenes naturels quant a eux se
répartissent en trois groupes : les estrogenes endogénes, les phytoE et les myco-
estrogenes (produits par des champignons).

Les phytoE sont, comme leur nom lindique, des molécules aux propriétés
estrogéniques présentes naturellement dans certains végétaux. Il s’agit de métabolites
secondaires produits par les plantes vasculaires. Elles sont divisées en deux familles
en fonction de leur structure chimique : les flavonoides et les non-flavonoides. Les
structures des flavonoides partagent une caractéristique commune : deux cycles

Phyto-estrogénes

I 1 1 E S 1.

Figure 1. Liste des phyto-estrogénes principaux
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aromatiques reliés par trois atomes de carbone en chaine, qui forment souvent un
hétérocycle oxygéné hexa ou pentagonal [17]. Il est signalé que les molécules produites
par les bactéries de la flore intestinale apres transformation d'une isoflavone ou d’'un
lignane sont aussi considéré ici comme des phytoE. Elles sont notées entre
parenthéses dans la Figure 1.

Les propriétés estrogéniques des phytoE sont dues a une
similarité structurale avec le 173 E; représenté dans la
Figure 2.

La littérature mentionne également des propriétés anti- o

estrogéniques, anti-androgéniques, anti-FSH, anti-LH et gure 2. Structure du 17 /3
. o1 S . estradiol
anti-thyroidiennes associées a ces molécules [18-20].

Les phytoE jouent un réle crucial dans la physiologie végétale. Parmi elles, les
isoflavones (IFs) sont des acteurs importants de la symbiose entre les légumineuses et
les micro-organismes, en particulier dans la formation de nodules racinaires. Ainsi, les
légumineuses s’associent a des bactéries fixatrices d’azote (rhizobium), elles méme
liées a des champignons mycorhiziens, pour former des nodules racinaires. Cette
interaction mutuellement bénéfique repose sur un échange de ressources essentiel
pour la croissance des deux partenaires. D'un coté, la rhizobie fournit des formes
d’azote réduites a la plante hote, tandis que la plante, en retour, met a profit les produits
de la photosynthése pour nourrir les bactéries [21,22]. Cette régulation spécifique est
orchestrée par l'influence de I'expression des genes nod bactériens, qui se lient a un
seul facteur de transcription commun. Par exemple, la daidzéine (DAI) et la génistéine
(GEN) agissent comme des inducteurs de genes nod chez Bradyrhizobium japonicum
(le principal symbionte du soja Glycine max (L.) Merr.) [22] mais inhibent son expression
chez Sinorhizobium meliloti [21]. La fixation de l'azote atmosphérique par les
légumineuses leur permet de synthétiser proportionnellement plus de protéines que
les autres végétaux.

Les IFs sont également connus pour jouer un réle majeur dans les défenses naturelles
des plantes contre la prédation par les insectes et les herbivores. En effet, ils agissent
probablement en modifiant 'appétence de la plante, en réduisant sa valeur nutritive ou
sa digestibilité et en agissant comme agents toxiques [21]. Par exemple, DAI et GEN
ont la capacité de repousser certains nuisibles comme les nématodes [21].

Enfin, les [Fs augmentent la disponibilité des éléments nutritionnels dans le sol. Par
exemple, les racines de Medicago Sativa L. excretent les IFs qui augmentent la
disponibilité du fer et du phosphate [21].

Cependant, il est important de noter que la présence des IFs dans les plantes est
souvent sous forme conjuguée, principalement glycosidique, et que leurs niveaux
peuvent varier en fonction de divers facteurs tels que le moment de la récolte, les
conditions climatiques, 'environnement et les pratiques culturales et de stockage
[23,24].

Les [Fs estrogéniques se trouvent essentiellement dans des légumineuses comme la
luzerne, le trefle et le soja. La source principale d'IFs dans l'alimentation humaine,
notamment en France, reste le soja et ses produits dérivés [25]. Le coumestrol un autre
composé phytoE, se retrouve principalement dans les germes de trefle et de luzerne,
les pois cassés secs, les haricots mungo et d’autres légumineuses. Les doses sont
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I1.2.

faibles dans les légumineuses utilisées en alimentation humaine et ne sont pas
préoccupantes [26]. Les lignanes, et plus particulierement le secoisolariciresinol
(SECO), principal précurseur de l'entérolactone (ENL), se trouvent dans de
nombreuses sources alimentaires telles que fruits, Iégumes, noix, céréales et boissons.
Outre le SECQO, le matairésinol, le laricirésinol, le pinorésinol, le syringarésinol, le
médiorésinol et certains de leurs métabolites et glucosides hydroxylés peuvent étre
métabolisés en ENL et en entérodiol [27]. Il est important de noter que 'activité
estrogénique de 'ENL est faible [28] et que son taux de conversion varie en fonction
de la microflore individuelle. Par conséquent, I'exposition aux précurseurs de 'ENL ne
conduit pas nécessairement a un effet estrogénique [29].

[soflavones

Les IFs représentent la classe principale des phytoE flavonoides du fait de leur
présence et de leur activité dans 'environnement humain. On les trouve dans de
nombreuses plantes, essentiellement dans la famille des Fabacées ou légumineuses.
Toutes les IFs ne sont pas estrogéniques mais c’est dans cette famille que se trouvent
les composés estrogéniques les plus préoccupants.

GEN et DAI sont les principales [Fs du soja. La glycitéine (Gly) est quant a elle,
présente dans de plus faibles proportions [23,30] et son pouvoir estrogénique est
moindre.

Un grand nombre d’études cliniques ont été conduites pour évaluer les impacts de ces
molécules sur la santé humaine, cependant, les résultats obtenus ne sont pas toujours
concluants. Cette incertitude pourrait étre attribuée a la variabilité interindividuelle
concernant la biodisponibilité et le métabolisme des IFs. En effet, le métabolisme
modifie la structure chimique d'un composé parent et peut ainsi modifier
considérablement son activité biologique. Par ailleurs, il a été montré que les taux
circulants de GEN et DAI pouvaient varier du simple au décuple dans les fluides
biologiques de femmes ménopausées soumises a un apport d’IFs contrélé [31].

[1.2.1. ADME (Absorption-Distribution-Métabolisme-Elimination)

Pour étre actif et exercer ses effets physiologiques, un xénobiotique doit atteindre le
compartiment des fluides biologiques et donc étre absorbé par I'organisme.

Absorption

L’absorption intestinale se présente comme le mécanisme prédominant d’assimilation
des IFs suite a leur ingestion, que ce soit a travers la consommation d’aliments ou de
compléments alimentaires.

Dans le cas général des polyphénols, cette absorption dépend de leur structure,
notamment de la proportion moléculaire conjuguée / non conjuguée. Il a donc été
considéré qu'en raison de leurs propriétés amphiphiles [32] et de leur poids
moléculaire plus faible [33], les [Fs aglycones devraient étre absorbées plus facilement
et plus rapidement que leurs homologues conjugués [34]. Cette hypothese a été
vérifiée sur des modeéles cellulaires mais ne correspond pas a la réalité physiologique
pour laquelle la biodisponibilité des [Fs est identique [35] voire meilleure aprées
ingestion de glycosides, par rapport aux aglycones [36,37]. Ce fait pourrait s’expliquer
par le fait que les IFs sont prises en charge de fagon quantitative par la Lactase-
Phloridzine Hydrolase (LPH) présente sur la bordure en brosse des entérocytes, et ce,
tout le long du tube digestif. La LPH joue un réle crucial dans 'hydrolyse des
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glycosides, permettant la libération des aglycones et leur absorption subséquente [38].
Ainsi, il est établi que les glycosides de DAI et GEN ingérés en tant que composés purs
ou provenant d’aliments complexes ne sont pas retrouvés sous cette forme dans le
plasma ou l'urine [23]. De plus, les aglycones se trouvent dans de trés faible proportion
dans les différentes sources alimentaires d'IFs, & I'exception des aliments de soja
fermentés [36].

Plusieurs facteurs influencent 'absorption des glycosides d’IFs, notamment ceux
présentés ci-dessous.

- La structure du glycoside : la position et le type de sucre conjugué affectent
I'hydrolyse par la LPH.

- Le microbiote intestinal : certaines bactéries intestinales peuvent également
produire des enzymes (3-glucuronidases, contribuant a 'hydrolyse des glycosides.

- Lactivité de la LPH : elle peut varier entre les individus et étre influencée par des
facteurs génétiques, I'age et la consommation d’aliments riches en polyphénols.

Métabolisme et distribution

Une fois passées dans le compartiment entérocytaire, les IFs sont en partie prises en
charges par des enzymes de phase II capables de les conjuguer a des résidus
glucuronides ou des sulfates [13]. Ce mécanisme a également été montré chez le rat
[16]. Cest un meélange d’IFs conjugués et aglycones qui atteint ensuite le foie via la
circulation porte entéro-hépatique. Au niveau de cet organe, des enzymes de phase |
a cytochrome P 450 sont capables d’hydroxyler les IFs et donc de transformer les [Fs
métoxylées en position 4, comme la Biochanine A et la Formononétine du trefle,
respectivement en GEN et DAI [39]. Ces dernieres molécules sont plus estrogéniques
car elles possédent comme I'E, deux groupements hydroxyles en positions opposées
sur I'édifice moléculaire a une distance de 10 Angstréms. Dans le sang les IFs circulent
donc essentiellement sous forme de GEN et DAI glucuronidées et sulfatées. Seuls 1 a
20% de ces composés se trouvent en reéalité sous forme aglycone, mais cette
proportion peut varier selon le composé considéré [40,41]. Il est important de
souligner que cette observation s’applique également aux hormones stéroides, en
particulier a I'estrogene endogene E,. En effet, moins de 5% de cette hormone circule
sous forme libre [42]. En plus du mécanisme qui se produit continuellement dans
I'ensemble du tube digestif, des transformations sont également effectuées par la flore
intestinale. Ainsi, selon leurs équipements bactériens, certains consommateur-ices sont
capables de transformer la DAI en equol. Ce métabolite est une isoflavane possédant
un carbone asymétrique et semble essentiellement produit sous sa forme S. Selon les
études, la proportion de producteurs d’équol dans la population humaine varie de 12
a 60%. Cette classification fait I'objet de discussions parmi les experts car elle dépend
non seulement de la sensibilité des techniques d’analyse mais aussi de la plausibilité
d’activité des concentrations d’'équol mesurées [23,43]. L'équipe du Pr. Bennetau qui
utilise depuis plus de 20 ans la technique dimmunoadsorption par enzyme liée
ou Enzyme Linked Immunosorbant Essay (ELISA) pour mesurer les IFs et I'équol a, a
plusieurs reprises, évalué a environ 60% la proportion de producteurs d’équol dans des
cohortes de sujets Frangais.

En outre, selon Setchell et ses collaborateurices [39], la bio-transformation
microbienne de DAI peut aboutir a 1'O-desméthylangolensine, un produit aux
propriétés estrogéniques réduites. De maniere générale, GEN et DAI peuvent étre

21



retrouvées dans le plasma des consommateurices Frangaisces a des doses allant
jusqu’a 800 ng/mL soit environ 1,5 uM. Leur Tmax se situe entre 8 et 9 heures [23,43].
Parfois, un premier pic d’absorption est observé a 5 heures dans le sang, correspondant
a une absorption duodénale [41]. Celle-ci peut étre majeure si la quantité d’IFs ingérée
est faible.

Le coefficient de répartition tissu/sérum pour 'aglycone de GEN s’est avéré plus élevé
que celui pour la GEN totale (GEN et ses conjugués), confirmant des expositions
tissulaires significatives a I'aglycone, forme estrogénique active prédominante [13]. La
facilité avec laquelle I'aglycone traverse les membranes cellulaires peut étre attribuée
a sa liposolubilité.

Le métabolisme microbien n’est pas le seul & influer sur les formes circulantes et le
potentiel estrogéniques des IFs. En effet, la glucurono- et sulfo-conjugaison de ces
molécules n’aboutit pas toujours & des métabolites inactifs. Dans le cas de la DAI, par
exemple, le conjugué 7-O-sulfate posseéde une activité beaucoup plus élevée que celle
du composé parent lui-méme et il en va de méme pour les sulfoglucuronides [41]. Les
glucuronides sont les métabolites circulants principaux pour GEN et DAI [39,44]. Selon
Soukup et al. et Islam et al. [41,44], dans le plasma comme dans l'urine, moins de 5 %
de ces espeéces se trouvent sous forme d’aglycones.

La moitié de I'équol (49,7%) circule sous forme libre contrairement aux autres [Fs[40].

GEN et DAI ont des volumes de distribution faibles [45] et sont rapidement éliminées
de I'organisme. En conséquence, seule une consommation récurrente de plus de 30 a
40 mg d’équivalent aglycone/jour pour les adultes devrait pouvoir exercer un effet
endocrinien significatif. En effet, la consommation quotidienne de deux ou plus de
produits a base de soja, qui expose a ce type de doses, permet d’atteindre un plateau
pharmacocinétique. Ce phénomeéne est particulierement notable dans le cas des
compléments alimentaires.

[l est important de signaler que la biodisponibilité des phytoE et d’autres PEs par
rapport au 17B-E; peut étre significativement plus élevée en raison de leur faible
capacité a interagir avec la globuline liant les hormones sexuelles (SHBG). Les
concentrations sériques postprandiales de DAI, par exemple, peuvent dépasser de 100
a 1000 fois les concentrations sériques préovulatoires de 178-E; ce qui pourrait
compenser la plus faible affinité de cette IF pour les ERs [42,46].

Elimination

La demi-vie d’élimination des [Fs varie entre 12 et 30 heures, en fonction du composé
considéré et des individus. En effet des phénomeénes de recirculation peuvent s'observer
chez certaines personnes entre le foie, la vésicule biliaire et le duodénum [43].
L’élimination est majoritairement urinaire.

11.2.2. Toxicologie
La premiere mention d’effets déléteres des [Fs remonte a 1946 quand Bennets et al.
ont rapporté des problemes utérins et dinfertilité chez des brebis broutant des
paturages riches en trefle rouge ou en tréfle souterrain [47].

Le National Toxicology Program (NTP) des Etats-Unis d’Amérique a démontré dans
deux études toxicologiques multigénérationnelles que I'exposition a la GEN de rats
Wistar provoquait des tumeurs mammaires et de I'hypophyse chez les femelles, ainsi
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que des troubles de la reproduction chez les animaux des deux sexes [13,48]. La
premiére est une étude sur six générations de rats (FO & F5) menée pour évaluer les
effets de la GEN sur la reproduction et le développement. Les rats ont été exposés a
0, 1, 5, 100 ou 500 ppm de GEN par voie alimentaire a I'exception des générations F4
et F5 non exposées ; 500 ppm de GEN équivalant a 35 mg/kg et 51 mg/kg de poids
corporel chez les males et les femelles respectivement. Les résultats les plus
significatifs de cette étude sont exposés ci-dessous.

- Une diminution du poids a la naissance n’a pas été systématiquement observée,
par contre une réduction de la prise de poids pendant I'allaitement a été notée sur
plusieurs générations a partir de 500 ppm de GEN.

- Le poids au sevrage était significativement plus bas chez les ratons males et
femelles de la génération F1 & F4 & 500 ppm, et a 5 et 100 ppm pour les F1.

- La taille des portées a tendance & diminuer avec I'augmentation de la dose de
GEN, avec une différence significative a 500 ppm en F2.

- Une diminution de la distance ano-génitale a été¢ observée chez les maéles et
femelles F1 (500 ppm), et uniquement chez les femelles F2 (500 ppm) et F3 (100
ppm).

- L'ouverture vaginale a été observée plus tot chez les femelles exposées a 500 ppm
(3 jours d’'avance en F1 et F2 ; 1,3 jour en F3) et a 5 ppm (F3).

- Le poids a l'ouverture vaginale était plus faible a 500 ppm (F1, F2, F3) et a 5 ppm
(F1).

- Des perturbations des cycles cestraux ont été observées a partir de 500 ppm (F1,
F2,F3),a 100 ppm (F4) et 5 ppm (F2).

- Unretard de la descente testiculaire a été observé chez les foetus méales de F3 (500
ppm).

- Des hyperplasies des glandes mammaires et du rein ont été observées chez les
maéles adultes de FO & F3 (500 ppm).

- Des tubules rénaux calcifiés ont été observés chez les méales F1 et F2 (100 et 500

ppm).

En résumé, I'exposition a la GEN a des doses de 100 et 500 ppm a des effets néfastes
sur la reproduction et le développement des rats. Aucun effet significatif n'a été
observé a des doses de 1 & 100 ppm. Certains de ces effets néfastes ont été transmis
aux geénérations non exposées. lls sont similaires a ceux observés avec I'E; et
surviennent a des doses comparables & une consommation humaine modérée de
produits de soja industriels (deux portions par jour) [13].

Cette exposition alimentaire quotidienne efficace de 35 mg/kg de poids corporel,
permet de définir les niveaux toxiques préliminaires chez les animaux. La toxicologie
classique admet que pour transposer une dose toxique minimale dune substance, de
I'animal a I'étre humain, il faut la diviser par le produit de divers facteurs de sécurité
allant chacun de 1 a 10 [49]. Dans le cas de la GEN, trois facteurs de sécurité doivent
étre pris en compte. Le premier est un facteur d’extrapolation dun LOAEL (ou
DMENO : niveau le plus bas d’effet nocif observable, qui est disponible pour la GEN)
aun NOAEL (ou DMSENO : dose minimale sans effet nocif observable). Le deuxiéme
est un facteur d’extrapolation entre les animaux et les humains. Le troisieme est un
facteur tenant compte des différences de sensibilité entre les étres humains. Si I'on
applique les valeurs communément admises, on obtient un total de 300, méme si
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Kodell et Galore [50] ont avancé des arguments statistiques en faveur d'un facteur
moins élevé de 184 mais néanmoins suffisamment s(r.

Comme le soja contient également de la DAI qui peut étre métabolisé en équol,
potentiellement plus actif, il semble plus prudent de considérer la toxicité des IFs
totales, i.e. GEN et DAI. Cependant, les données toxicologiques fiables sur la DAI sont
limitées. Pour pallier a cette carence, il semble prudent d’appliquer le facteur de
sécurité le plus élevé aux mesures des [Fs totales, c’est-a-dire 300. Mais comme
mentionné précédemment, un facteur de 184 pourrait étre suffisant. Ainsi, la limite
d’IFs pour un adulte de 60 kg serait de 11,4 mg/jour, et pour un enfant de 20 kg de 5,7
mg/jour. L'Anses devrait prochainement proposer une valeur toxique de référence
basée sur les travaux des expert-es.

Une étude toxicologique sur des souris [51] a proposé une NOAEL de la DAI
supérieure & 5 000 mg/kg, apres un traitement de 28 jours. Aucun changement dans
les parametres hématologiques, la biochimie clinique et les parameétres de la fonction
rénale n’a été rapportés. Mais les résultats de cette étude doivent étre interprétés avec
prudence en raison de ses limites méthodologiques. Elle a en effet été menée avec un
nombre restreint d’animaux, seulement 3 souris par groupe (soit 12 au total). Ce
nombre est insuffisant pour garantir la fiabilité des résultats. Aussi, la durée
d’observation de 14 jours seulement ne permet pas d’évaluer la toxicité a long terme.
Par ailleurs, il est connu qu’a la dose administrée sur plusieurs cycles chez la souris, les
paramétres de la reproduction sont altérés. Cependant, ces derniers n'ont pas été
examinés.

[1.2.3. Mécanismes d’action

Bien que l'activité estrogénique des IFs soit 10* a 10* fois plus faible que celle de I'E;
endogene in vitro, par l'intermédiaire des récepteurs nucléaires canoniques de I'E,
(ERa, ERP), elle reste significative. La raison est probablement liée aux concentrations
circulantes plus élevées d'IFs [30]. Ces dernieres ont a la fois des activités
estrogéniques et anti-estrogéniques en fonction de I'équilibre entre leur concentration
et celle de I'estrogene endogene [32,52]. Lhypothese admise est qu'ils ont une activité
anti-estrogénique dans un environnement a forte teneur en estrogenes, mais une
activité estrogénique dans le cas inverse. Le premier cas peut s’expliquer par une
compétition avec I'E; pour la liaison aux récepteurs estrogéniques [30] et donc, en
raison de leur activité plus faible, I'effet global est anti-estrogénique. Les [Fs se lient
aux ERs avec une affinité moindre que celle de I'E; mais plus élevée pour les ERB que
pour les ERa [18]. Cependant, si les concentrations physiologiques d’E; sont finement
ajustées, les concentrations d’IFs varient considérablement apres une seule ingestion.
Par conséquent, un effet anti-estrogénique d a la compétition au niveau des
récepteurs ne peut étre observé qu'en cas d’ingestion d’'IFs suffisante et réguliére.

La capacité de la GEN a inhiber la croissance a été étudiée dans différentes lignées
cellulaires, cancéreuses et non cancéreuses, et ce en fonction de la dose. Il a été
observé que lactivation préférentielle de ERPB par la GEN est perdue a des
concentrations élevées (300 nM). Par conséquent, l'effet final de la GEN sur
I'expression des génes et le destin cellulaire dépend de la dose administrée et de la
capacité différentielle des complexes ligand-ER a recruter des modulateurs sur les sites
de liaison a ER des promoteurs des génes régulés par les hormones [53].
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A des doses pharmacologiques (supérieures a 10 uM), I'activité antiproliférative de la
GEN pourrait étre médiée par l'inhibition des tyrosine kinases (PTK) [54].

ERa et ERP interagissent avec le méme élément de réponse aux estrogenes (ERE) sur
I’ADN, sous la forme d’homodimeéres ou d’hétérodimeéres a/ 3. Lhomodimére ERa est
plus efficace que les homodiméres ER ou I'hétérodimére ERa./f pour promouvoir la
transcription des génes contrdlant la croissance et la différenciation de 'utérus et du
sein. En revanche, ERp, lorsqu'il est co-exprimé avec ERa, peut contrecarrer ses effets
prolifératifs sur les cellules cancéreuses du sein [54].

Les IFs se lient également au récepteur membranaire de I'E, le GPER, avec une affinité
seulement 10 fois inférieure a celle de I'E,, soit 0,01 uM. Il a été démontré que le GPER
est présent dans de nombreux tissus impliqués dans la physiologie de la reproduction,
tels que ceux du vagin, de l'utérus, de la glande mammaire, du cerveau ou des
testicules. Les IFs peuvent induire la transcription des génes via ces récepteurs ainsi
que la prolifération des cellules cancéreuses portant ces récepteurs [55].

D’autres mécanismes d’action des IFs, basés sur des études in vitro, pourraient étre
I'inhibition des tyrosine kinases, la liaison et l'activation des régulateurs des
proliférateurs de peroxysomes, l'activité antioxydante, I'inhibition des enzymes de
biosynthése de certains stéroides, l'influence sur les cellules tueuses naturelles et
I'inhibition des métastases [18]. Cependant, tous ces résultats ont été enregistrés in
vitro seulement et en utilisant des doses d’IFs 50 & 100 fois supérieures a celles
possiblement présentes dans le plasma ou les tissus humains. De tels effets qui sont
recherchés en chimiothérapie peuvent éventuellement étre impliqués dans la
protection contre le cancer, mais ne sont pas observés a des concentrations
physiologiques. Les IFs ont également été signalés comme étant des inhibiteurs
compétitifs de la peroxydase thyroidienne (ICso = 1 uM, ce qui est physiologique).

Les effets anti-estrogéniques des IFs font quant a eux encore 'objet de controverses.
D'un coté, certains arguments semblent en faveur d’'effets anti-proliférateurs comme
ceux qui suivent.

Des études in vitro ont montré que des doses élevées d'IFs (=40 uM pour équol, > 5
MM pour GEN et > 40 uM pour DAI) peuvent inhiber la croissance des cellules
cancéreuses mammaires et déclencher 'apoptose [56—58]. Cependant, ces effets
pourraient étre obtenus par I'injection locale ou I'exposition a de tres fortes doses d'IFs,
mais pas par la consommation de soja.

D’un autre c6té, les effets anti-estrogéniques des [Fs dépendraient de la dose, du type
de cellule et du contexte biologique et restent controversés in vivo. Ainsi, les effets des
estrogenes sur la croissance cellulaire ne sont pas de purs effets estrogéniques [56]. La
différence d’affinité entre I'E; et les IFs pour les ERs pourrait expliquer les effets anti-
estrogéniques. Mais la compétition entre I'E; endogéne et les IFs n'est possible que
lorsque les concentrations respectives sont dans des proportions spécifiques, ce qui
peut étre maintenu in vitro mais n'est que transitoire in vivo [2].

11.2.4. Effets biologiques
Le tableau ci-apres résume les études cliniques principales concernant le lien entre IFs
et différentes pathologies. Les études cliniques, études de cas, méta-analyses et études
de cohorte sont priorisées dans cette partie du tapuscrit.
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Etude # Sexe, Conception de I’étude Quantité ~ Forme Durée Facteur Résultats Limites
Cas ethnicité, d’IFs d’IFs étudieé
age, statut
Prospective 76442 Femmes QA?: consommation de 3,7 — 37 Glucoside 1lans BC* Supplémentation en IFs: plus petit Auto-déclaration ; pas d’apport
(6] Francgaises compléments de soja, mg/ cp? dans (risque)  risque (ER+) — plus grand risque (ER-  précis en IFs ; pas de données
meénoP! tous les 2-3 ans extrait de ). Précaution pour les femmes avec sur la consommation parallele
soja ATCD?® familiaux de BC de soja;
Randomisée 140 Femme, BC IFs sériques, changement 516 g NS’ 7-30j BC Signature de l'expression génétique Etude courte; taux plasmatique
vs placebo précoce d’expression des génes Pst®/] (expres-  de la consommation de soja (GEN évalué 2 fois; dose élevée d'IFs ;
[59]. (Caucasien- (tissue tumoral avant et sion des plasmatique élevée) : surexpression pas dévaluation de limpact
nes en apres-traitement) genes) des génes qui pilotent les voies du clinique des modifications de
majorité) cycle cellulaire et de la prolifération  I'expression génétique
Méta-analyse 11206 Femmes Impact de la 2 - 13 NS 9 mois BC La consommation d’aliments & base Pas d’évaluation qualitative des
(5 cohortes) apres consommation de PST g/j -7,3 (survie)  de soja post-diagnostic est associée études; Statut ER manquant; pas
[60] diagnostic en fonction de l'origine ans a une réduction de la mortalité (HR d'informations sur le statut
BC (Chine ethnique, de I'état 0,85, IC® a 95% 0,77 0,93) et de la GPER; pas de quantification
et FEtats- ménopausique et des récurrence (HR 0,79, IC a4 95% 0,72 des IFs ni d'informations sur la
Unis) doses. 0,87 consommation paralléle de soja.
Méta-analyse 9222 cas Femmes Estimation de 'OR et de NS NS NS BC La consommation de soja et de fruits Apport alimentaire non clairs;
(31 cas- 11413 Chinoises  I'IC & 95 % (impact de la (risque)  était significativement associée & un 10 études basées uniquement
témoins  +2 contrdles (différentes consommation de soja et risque plus faible de BC, avec un OR  sur des QA ; aucune information
cohortes) [61] régions) de fruits) résumé de 0,65 (IC 95 %:0,43-0,99; sur le statut ER.; confusion
[2=88,9 %, P<0,001 ; N=13) et 0,66 entre soja et I[Fs (pas
(IC 95 % : 0,47-091 ; 12=76,7 %, dinformation sur la source des
P<0,001 ; N=7), respectivement. aliments)
Prospective Sein: 244 Européen- ATCDs médicaux et - NS 7] Risque Plus de BC avec SECO et lignanes Petit nombre de sujets et pas
[62] cassur 941 nes 4gés enregistrement du régime BC, (surtout en cas d’ATCDs familiaux de  d’ajustement de la valeur p lors
Colorectal: de 40 a 79 alimentaire sur 7 j. colorec-  BC), association inverse entre cancer des comparaisons multiples.
221 sur 886 ans 509 aliments analysés tal, et colorectal et ENL ; risque de cancer
prostate : (consommation de prostate  prostate positivement associé & une
204 sur 812 phytoE). OR calculé. plus grande consommation
d’entérolignanes.

1 MénoP : ménopause

2 QA : questionnaire alimentaire

3Cp : comprimé

4BC : cancer du sein
5 ATCD : antécédent
6 PST : protéines de soja texturées
7 NS : non spécifié

81C: Intervalle de confiance
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Etude # Sexe, Conception de I’étude Quantité ~ Forme Durée Facteur Résultats Limites
Cas ethnicité, d’IFs d’IFs étudieé
age, statut
Etude 15 Femmes Régime alimentaire et 60-28 C%450u 9 m Cycle 60 g de PST ont augmenté de Durée de T'étude ; limites de
d’intervention en bonne niveau d’activité  g/j Pt; 23mg, dont 4 menstruel maniere significative (P < 0,01) la précision des méthodes de
controlée [63] santé, non constants. 50g/j a 6 durée de la phase folliculaire et dosage HPLC en 1995.
végétarien  Statut hormonal mesuré miso nonC: contrd retardé le pic de concentration de
nes, sur 2 ou 3 cycles 25mg lés progestérone.
préménoP  menstruels
Intervention 20 Femmes 10 asiatiques, 10 non 32mg/j NS 7m (3 Fonction Le niveau d'E; lutéal est Biais dans la collecte d'urine
[64] préménoP  asiatiques (aliment m ovarienne  significativement plus bas chez les domestique ; différences entre
en bonne s a base interve femmes asiatiques ; le SHBG sérique  aliments a base de soja
santé de soja) ntion) est statistiquement plus élevé chez consommeés par les Asiatiques
les non-asiatiques mais plus bas et les non-Asiatiques, nombre
chez les asiatiques. réduit de participants de
chaque groupe ; manque de
preuves de I'absence de
consommation paralléle de
soja.
Etude 6 Femmes Régime de controle 45mg/j DAlet 4-6m  Cycle Phase folliculaire plus longue et/ou  Nombre de sujets ; pas de
d’intervention préménoP  surveillé> 1 cycle (avant  (dans 60 GEN menstruel saignement retardé ; suppression groupe de controle ; étude
diététique enbonne et apres), ajout de soja gde significative des poussées de LH et relativement courte.
controlée [65] santé et pendant un cycle PST) de FSH en milieu de cycle ;
non complet - statut augmentation de E, plasmatique en
veégétarien hormonal et IFs urinaires phase folliculaire.
nes mesures
Etude de 1553 Jeunes Données du QA sur le Estimée NS NS Fibromes Aucune association entre les Biais de sélection (exclusion
cohorte [66] femmes soja pendant la petite formules a base de soja et la des femmes diagnostiquées
afro- enfance prévalence des fibromes. Mais lien pour un fibrome) ; jeune age
américain significatif entre formules & base de  des participantes (23-35 ans)
es en soja et diametre des fibromes chez (pas de détection d'un lien
bonne les femmes atteintes de fibromes. potentiel plus prévalent
santé apparaissant lorsque les
femmes sont plus agées).
Randomisée, 376 Femmes Consommation 150 40-45% 5ans  Histo- Aucun cas de tumeur maligne. La Pas d'information sur la
double- ménoP en  journaliere pendant 5 mg/j GEN, logie de  fréquence de I'hyperplasie consommation parallele
aveugle vs bonne ans. Biopsies 40— 45% I'endo- endométriale était significativement ~ d’aliments a base de soja ; le
placebo [4] santé dont endométriales au début DAL, metre plus élevée dans le groupe traité dosage des comprimés est plus
l'utérus et a la fin de I'étude. 10-20% (3,37 % contre 0 %). élevé que celui d'un
est intact glycitéine complément alimentaire.

9 C: Conjugués
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Etude # Sexe, Conception de I’étude Quantité ~ Forme Durée Facteur Résultats Limites
Cas ethnicité, d’IFs d’IFs étudieé
age, statut

Etude de cas 3 Femmes Recherche de 40g/j; NS 3,5et Saigneme Laréduction/suppression dusojaa  Nombre réduit de cas ; quantité

[20] (35-56 saignements utérins quantité 21 ans ntutérin fait disparaitre les symptémes. Une excessive d'IFs. Quantité
ans) anormaux avec excessive consommation excessive de phytoE  d’aliments & base de soja NS

pathologie endométriale  de soja/j peut étre nocive. dans une étude.

Cohorte 248 (formule Jeunes Etat de santé général, Estimée: NS 6 mois  Voir Seule une légére augmentation de la  Auto-évaluation, étude courte,

rétrospective  infantile a adultes maturation pubertaire et 4,2 a 9,4 concepti  durée des régles (0,37 jours ; ICa95 quantité de phytoE non

[67] base de soja) ATCDs menstruels et mg/kg /] onde % , 0,06-0,68) et une plus grande mesurée

reproductifs de jeunes I'étude géne (1,77 ; 1C a 95 %, 1,04-3,00)
adultes nourris avec des ont été observées.

formules infantiles a base

de soja.

Cohorte [5] 99 Partenaires  Evaluation de la 54mg/j NS 3mois Qualitt  Tendance statistiquement Auto-évaluation, étude
masculins ~ consommation de en sperma-  significative a la réduction de la relativement courte
caucasiens soja/IFs moyenne tique concentration de spermatozoides
dans avec l'augmentation de la
couples consommation d’aliments a base de
subfertiles soja.

Méta-analyse - Hommes  En bonne santé ou non NS IF, PST, <3 Thyroide Pas de modification significative des  Nombre de sujets, courte durée

(15 études) et femmes Préménopause et DAL GEN mois taux de T3 et T4. Changements de traitement pour certaines

[68] postménopause >3 significatifs des niveaux de TSH études

mois avec un traitement > 3m et une

hypothyroidie subclinique
préexistante.

Tableau 1. Résumé d’ études épidémiologiques évaluant I'impact des isoflavones sur la santé humaine.
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[1.2.4.1. Maladies thyroidiennes

L’association entre les [Fs et les pathologies thyroidiennes est un sujet débattu. Des
études épidémiologiques ont rapporté des résultats contradictoires, soulignant la
nécessité d'une analyse approfondie et nuancée.

Certaines études ont mis en évidence un lien potentiel entre la consommation d’IFs et
des effets néfastes sur la thyroide, notamment :

- une étude de 2002 a révélé une association entre la consommation d’IFs de soja
et une altération subclinique des hormones thyroidiennes chez des femmes
ménopausées [69] ;

- un cas rapporté en 2001 a suggéré que les [Fs interférent avec I'absorption
d’hormones thyroidiennes chez les personnes souffrant d’hypothyroidie [70].

Mais d’autres études ne trouvent aucun lien :

- une étude de 2009 n'a trouvé aucun lien entre la consommation de soja et les
pathologies thyroidiennes chez des femmes enceintes saines [71] ;

- une étude de 2015 a rapporté que la consommation d’'IFs n’affectait pas la fonction
thyroidienne chez les femmes pré- et post-ménopausées saines [72].

Aprés examen de ces investigations, il apparait que plusieurs facteurs, décrits plus bas,
peuvent influencer I'impact des IFs sur la thyroide.

- Le type de population étudiée : la plupart de ces études ont été menées sur des
populations asiatiques. Ainsi, il n’est pas exclu que les effets des IFs pourraient
varier selon les populations.

- La supplémentation en iode : celle-ci semble annihiler les effets délétéres des IFs.
Cela pourrait expliquer que la fonction thyroidienne ne soit pas altérée de fagon
marquée chez certaines populations asiatiques habituées & consommer beaucoup
de produits de la mer, notamment des algues [73].

- L'état thyroidien préexistant : les patient-es souffrant d’hypothyroidie préexistante
semblent plus sensibles aux effets néfastes des IFs.

L'étude de cohorte de Otun et al. [68] confirme qu'il n'y a aucun effet négatif des [Fs
sur la fonction thyroidienne des sujets sains mais la prudence doit étre de mise avec
des patient-es souffrant d’hypothyroidie préexistante. D’ailleurs, les compléments
alimentaires et les aliments contenant du soja sont contre-indiqués chez les patient-es
sous Levotyrox® (lévothyroxine sodique, analogue hormonal préconisé dans le
traitement des hypothyroidies).

En outre, il a été démontré que les formules infantiles a base de soja provoquaient des
goitres réversibles a 'arrét du produit, en particulier chez les nourrissons présentant
une hypothyroidie préexistante [74,75]. Compte tenu du caractére indispensable des
hormones thyroidiennes au développement cérébral des enfants, les formules au soja
sont contre-indiquées chez les enfants présentant une hypothyroidie congénitale, bien
que les formules infantiles a base de soja aient été supplémentées en iode des les
années 1960.

[1.2.4.2.  Cancers hormono-dépendants
Le lien entre les [Fs et les cancers hormono-dépendants, notamment le cancer du sein,
de I'endometre et de la prostate, est complexe et controversé. La littérature scientifique
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présente des résultats divergents en apparence, soulignant I'importance d’'une analyse
approfondie et nuancée.

12421 Cancer du sein

On peut constater que les études épidémiologiques montrant une réduction du risque
de cancer du sein ou une amélioration de la survie, en lien avec la consommation
d’IFs, ont été réalisées, a notre connaissance, uniquement sur des femmes asiatiques.
Or comme suggéré par Fernandez-Lopez et al. [ 75], 'exposition aux IFs telle qu’établie
dans les études de population menées en Asie doit étre questionnée. Dans les autres
études, aucun impact positif significatif des IFs n'a été observé. Chez les femmes
ménopausées occidentales, I'effet du soja sur le cancer du sein n’est pas clair [3]. Il est
important de souligner ici que la plupart des études existantes ont négligé d’inclure les
[Fs « cachées » dans les aliments manufacturés, réduisant ainsi la puissance statistique
de leurs analyses. Selon 'AFSSA et 'AFSSAPS, la prudence est de mise lorsque les
femmes ont des antécédents familiaux, personnels ou des cancers hormono-
dépendants [8]. Il est également important de noter quun effet positif des [Fs pourrait
étre simplement le marqueur d'un mode de vie plus sain, leur impact pouvant
difficilement étre isolé des autres facteurs. Ces différences pourraient également
provenir des dissemblances génétiques entre les 2 groupes de population (asiatiques
et caucasiennes).

Une autre observation importante est que de nombreuses études ne spécifient pas le
statut ER différentiel des sujets. Cette donnée est significative en raison du réle
probablement opposé des 2 récepteurs a estrogenes nucléaires dans le cancer du sein :
I'activation de ERa induit la prolifération tandis que celle de ERf I'inhibe [18]. Ainsi,
I'effet positif présumé des IFs en raison de leur plus grande affinité avec I'ER3 ne peut
étre établi de maniere convaincante que si les femmes présentent une majorité de ER3
dans leurs tissus. Par ailleurs, a ce jour et a notre connaissance, aucune étude de
population n’a mentionné le statut GPER des patientes suivies.

Plusieurs publications témoignent d'un double effet des [Fs sur les cellules sensibles
aux estrogeénes, stimulant la croissance cellulaire & de faibles concentrations (0,1-10
KM pour GEN) et provoquant une inhibition a des concentrations plus élevées [76].

D'un point de vue mécanistique, les [Fs ont un effet dual.

D’un coté, elles sembleraient protectrices contre les cancers du sein pendant la phase
de promotion. Cet effet, basé sur une plus faible incidence des cancers du sein en Asie
par comparaison a la situation occidentale, pourrait passer par des mécanismes
épigénétiques, protégeant les femmes asiatiques exposées dés l'enfance a une
alimentation contenant des IFs. Ainsi, il a été montré que la GEN et la DAI ont des
effets méthylant inhibant 'expression des génes lorsqu’ils sont administrés a doses
alimentaires a des souris modeles agouti [77]. Ces marquages épigénétiques de
méthylation ont aussi été observés sur la sphére vaginale de jeunes filles exposées
quand elles étaient bébé a des IFs via des formules infantiles & base de soja [78]. Cette
protection est en accord avec les résultats des investigations faites par Lamartiniere
[79] sur des rats exposés au Dimethyl Benz(a)anthracen (DMBA), dans lesquelles I'effet
préventif de la GEN apparait pendant la phase de promotion. Cette prévention peut
étre obtenue en réduisant par méthylation I'expression précoce des pro-oncogeénes,
tels que MDM2. Certain-es auteur-es rapportent in vitro une augmentation donco-
suppresseurs, tels que BrCal [2]. Pour l'instant, alors que 'expression de BrCal a été
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observée in vivo, méme si elle n'est pas liée aux IFs, I'action de GEN sur I'expression
des génes BrCA 1 et 2 et sur la réduction de MDM2 n’a été démontrée qu’in vitro et a
des doses élevées. Il serait donc nécessaire de confirmer cette action a faibles doses
sur des cellules normales pendant la phase d’'initiation d'un cancer.

Il est évident que la réduction de I'émergence de cellules cancéreuses par n'importe
quel mécanisme lors de la phase initiale entrainerait globalement une baisse de
lI'incidence du cancer. Mais dans les études de populations asiatiques, certain-es
auteur-es ont associé la consommation de soja a celle de choux, de thé et de poissons
qui apportent des glucosinolates, des anti-oxydants et des oméga 3. Ces substances
naturelles sont aussi connues pour leur propriété préventive vis-a-vis des cancers.
Compte tenu des incertitudes sur 'estimation de I'exposition aux IFs en Asie et des
biais possibles liés a d’autres facteurs alimentaires, 'effet protecteurs des [Fs sur les
cancers du sein doit étre considéré avec circonspection.

D’un autre c6té, les [Fs ont également montré des effets prolifératifs sur des cellules
cancéreuses estrogéno-dépendantes, in vitro et chez les souris implantées in vivo, a des
concentrations physiologiquement pertinentes [80,81]. Ces résultats ont été confirmes
par 3 études cliniques menées dans les années 1990s sur des femmes pré-
ménopausées saines [82-84], ou un effet prolifératif a été observé & des doses
comprises entre 45 et 50 mg/jour. Par ailleurs, une étude, sur des femmes atteintes
d'un cancer du sein estrogéno-dépendant, a montré que la GEN induit 'expression de
genes impliqués dans la prolifération cancéreuse cellulaire [85]. Cependant, les études
du NTP ont montré qu’a faibles doses, ces [Fs n'ont pas d’incidence néfaste sur les
animaux sains et que I'action de la GEN sur les rats varient selon qu'ils soient exposés
al'age adulte ou in utero [13].

Ainsi, les effets des IFs sur les cancers du sein varient en fonction de plusieurs facteurs,
notamment :

la dose d’TFs consommée ;

le moment de I'exposition aux IFs ;
le statut hormonal de la femme ;

- le type de cancer du sein.

De plus, les différences interindividuelles dans la réponse aux [Fs peuvent grandement
influencer leur impact sur la cancérogénése mammaire, sans compter le role d’autres
facteurs de risque tels que la génétique et I'environnement

Selon Yuan et al. [86], la GEN stimule la croissance des cellules cancéreuses du sein
(MCEF-7 et T47D) de maniere dose-dépendante a des concentrations relativement plus
faibles que celles qui activent les ERs classiques. Toutefois, elle inhibe leur croissance
a des concentrations plus élevées, d'ordre pharmacologique. Elle est largement
métabolisée en glucuronides par les MCF-7 et en sulfates par les cellules T47D, alors
qu’elle I'est faiblement par les cellules saines MCF-10A. La GEN-7-Glucuronide (GEN-
7-G) présente une faible activité de stimulation dans les différentes cellules. La GEN-
7-G subi un métabolisme important dans les cellules T47D et MCF-10A, mais pas
dans les cellules MCF-7. Les effets prolifératifs de la GEN-7-G sur les cellules MCF-7
et T47D sont associés a son hydrolyse intracellulaire en GEN. En revanche, la GEN-7-
S et la GEN-4'-S ne sont pas métabolisés par ces trois lignées cellulaires et n'ont
aucune incidence sur leur croissance. Les auteur-es en ont conclu que la production
de métabolites de phase Il n'a pas d'impact sur I'effet prolifératif de la GEN sur les
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cellules MCF-7 et T47D. La déconjugaison a été corrélée aux effets prolifératifs
apparents de la GEN-7-G sur les cellules cancéreuses du sein [86].

112422 Cancer de l'endometre
L'impact des IFs sur le cancer de 'endometre reste lui aussi objet & discussions.

Une méta-analyse récente a montré une augmentation de I'épaisseur de I'endometre
pour des doses d'TFs ingérées supérieures a 20 mg/jour, sans lien avec le cancer de
cet organe. Cet effet est attribué a la stimulation de la prolifération des cellules
endométriales par les [Fs, imitant I'action des estrogénes [87,88]. Une dose plus élevée
d’IFs (>54 mg/jour) a quant a elle été associée a une réduction de I'épaisseur de
I'endometre chez les femmes ménopausées nord-américaines contrairement aux
femmes asiatiques pour lesquelles la conséquence inverse est observé [88]. Malgré cet
impact, les études épidémiologiques ne parviennent pas a établir un lien clair entre la
consommation d’IFs et le risque de cancer de I'endometre. La complexité pourrait
provenir des interactions des IFs avec les ERs (ERa et ER[ présents dans la sphere
endométriale), des différences entre les femmes pré-ménopausées et post-
meénopausées (chez qui les ERs disparaissent avec le temps) ainsi que des autres
facteurs de risque du cancer de I'endometre. En effet, certaines études n'ont observé
aucune association significative entre IFs et cancer de I'endométre [89], alors que
d’'autres ont suggéré une possible augmentation du risque chez les femmes
ménopausées utilisant des traitements hormonaux substitutifs (THS) et consommant
des IFs. Une étude a, au contraire, rapporté qu'une consommation d’IFs a partir
d’aliments a base de soja et de légumineuses était associée a une réduction de 22%
du risque de ce cancer chez les femmes asiatiques vs 18% chez les non-asiatiques [90].
Ce dernier résultat n’a cependant pas été observé quand les études de cohortes étaient
considérées [91].

L'utérus, comme les ovaires et le vagin, exprime majoritairement ER[3, ce qui pourrait
expliquer 'absence d’effet néfaste clair sur le cancer de l'endometre. Ce récepteur,
pour lequel les IFs ont une meilleure affinité, est impliqué dans la différenciation
cellulaire et pourrait contrer I'effet prolifératif de ERa [87]. Chez les femmes post-
ménopausées, il est possible d'observer une influence des [Fs sur la sphére vaginale,
tandis qu'un impact sur 'endometre n'a jamais été clairement prouvé malgré de
nombreux essais cliniques [87].

1124235 Cancer de la prostate
Plusieurs études ont exploré I'impact des [Fs, en particulier la GEN, sur le cancer de
la prostate.

- Etudes in vitro et animales :

Des investigations in vitro ont montré que les IFs peuvent inhiber la croissance des
cellules des cancers de la prostate par l'induction de I'apoptose et I'arrét du cycle
cellulaire, a des doses supra-physiologiques [92]. Zhang et al. [93] ont également
suggéré que les IFs pourraient réduire la sécrétion d’antigene prostatique spécifique
(PSA), un marqueur de ce cancer. Toutefois, la reconnaissance de ce biomarqueur des
tumeurs est aujourd’hui controversée et une diminution de PSA ne signifie pas
forcément une réduction des cancers prostatiques. Par ailleurs, les IFs a des
concentrations élevées, pourraient stimuler les cellules cancéreuses [93]. L'equol a
quant a lui été associé a un effet protecteur sur différents modeles in vitro [94].

32



Des essais sur des rats et des souris génétiquement modifiés pour développer un
cancer de la prostate ont permis de réduire la taille et la dissémination des tumeurs
apres I'administration de GEN a doses pharmacologiques [92].

- Etudes cliniques chez 'homme :

Les études cliniques menées chez 'homme n’ont pas permis de démontrer de maniere
concluante I'efficacité des [Fs dans la prévention du cancer de la prostate [92-94].

La diminution de la sécrétion de PSA observée in vitro n’a pas été confirmée par tous
les essais cliniques [93]. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que les
concentrations d’IFs utilisées dans les études in vitro sont souvent bien supérieures a
celles présentes dans les fluides biologiques lors d'une alimentation courante.

Une association négative a été démontrée entre consommation d’IFs et risque de
cancer de la prostate dans les populations asiatiques. Les effets des [Fs sur I'incidence
de la pathologie different entre les populations occidentales et asiatiques. Cette
disparité semble concerner la progression du cancer, puisque la survenue du cancer,
analysée par diagnostic post-mortem, a montré des fréquences d’occurrence similaires
entre les deux populations [3]. Le type de récepteurs de I'E; (ER) impliqué est ici
crucial. En effet, les [Fs peuvent étre protectrices sur les tumeurs porteuses de ERP et
néfastes sur les tumeurs porteuses du variant ERB2 [87]. En outre, une augmentation
de I'expression d’ERa dans le cancer de la prostate de haut grade a été rapportée et
pourrait favoriser la croissance des cancers prostatiques [94].

Il est cependant important de noter que I'incidence du cancer de la prostate est plus
faible en Asie qu'en Occident, ce qui suggere un lien possible avec l'alimentation et
d’autres facteurs environnementaux, ne pouvant étre réduits exclusivement aux IFs.
En outre, selon certaines études, I'effet protecteur des IFs sur les niveaux d’hormones
sexuelles et le risque de cancer de la prostate serait principalement déterminé par la
capacité de métabolisation de la DAI en equol qui pourrait varier entre les deux
populations étudiées [94].

[1.2.4.3. Fibromes utérins

La sphére utéro-vaginale exprime des récepteurs aux estrogenes (ERa, ERP et GPER)
[95] ce qui rend plausible I'effet des phytoE sur ces organes. De plus, les effets
utérotrophiques des IFs du tréfle et du soja sont bien documenté [96].

Une méta-analyse a établi un lien entre la consommation de soja, a la fois dans la
petite enfance et a I'4ge adulte, et un risque accru de fibromes utérins [97]. Une autre
étude a montré que la consommation importante de soja, comparable a la prise de
pilule contraceptive, augmentait le risque de léiomyomes utérins [98].

Chandrareddhy et al [20] ont rapporté plusieurs cas de femmes adultes ayant
développé des myomes, des fibromes et, dans deux cas, des signes d’endométriose
suite & une surconsommation chronique et excessive de soja. Par ailleurs, une
corrélation positive significative a été observée entre le diametre de fibromes
préexistants et la consommation de produits dérivés de soja dans la petite enfance
[66]. Egalement, une étude informelle indique que plus de 70 mg d'IFs par jour peuvent
étre associés a des saignements endomeétriaux chez les femmes ménopausées [99].

En conclusion des 2 sections précédentes, il apparait que I'impact des IFs sur la santé
utérine est complexe. Des études supplémentaires sont requises pour mieux
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comprendre les effets a long terme de la consommation d'IFs sur les risques
d’occurrence de fibromes, de 1éiomyomes et de cancers de l'utérus, en tenant compte
de la dose, de la récurrence, du moment de 'exposition et des facteurs individuels.

[1.2.4.4. Fertilité

L’association entre les IFs et les troubles de la fertilité chez les mammiferes a fait I'objet
de plusieurs rapports. Cependant, les données concernant les humains restent limitées,
en raison des difficultés éthiques liées a la conduite d’études d'intervention depuis
I'identification d’un risque potentiel.

Les IFs ont une activité hormonale et peuvent perturber plusieurs mécanismes
endocriniens, notamment réduire la sécrétion de la FSH (hormone folliculo-
stimulante) et de la LH (hormone lutéinisante), hormones hypophysaires contrélant la
reproduction.

112441 Chez les femmes
Une étude menée aupres de 11 688 Américaines du Nord et agées entre 30 et 50 ans,
dont plus de la moitié étaient végétariennes et ayant une hygiene de vie saine, a montré
gu'une consommation élevée d’IFs (= 40 mg/jour) diminue de 3% la probabilité de
donner naissance a un enfant avant 26 ans [99]. La méme étude rapporte une
augmentation de 13% du risque de nulligravidit¢ a la ménopause en cas de
consommation élevée d'IFs.

D’un autre c6té, une étude randomisée a montré quune supplémentation en IFs de
soja a fortes doses (1 500 mg par jour), en association a de la progestérone, peut étre
bénéfique dans le cadre d'un traitement de fécondation in vitro (FIV) [100]. A cette
dose, des effets anti-FSH et anti-LH sont certains et pourraient expliquer ce résultat.
Une autre ¢étude rapporte que des concentrations d’IFs dans 'urine de 'ordre de la
centaine de pg/L sont associées a une probabilité accrue de naissance vivante a l'issue
dun cycle de FIV [101]. Ces concentrations pourraient correspondre a une
consommation d'un ou deux produits contenants « du soja caché » par jour.

En outre, la consommation de soja semble moduler I'effet du BPA sur la fertilité
féminine. Une exposition plus élevée au BPA peut nuire aux taux de naissance vivante
chez les femmes états-uniennes qui ne consomment pas de soja, mais cet effet semble
atténué chez les consommatrices de soja et ce a des doses faibles de 3,4 mg par jour
[102]. Cette dose correspond a une consommation de « soja caché ».

112442 Chez les hommes

L'influence des IFs sur la qualité et la quantité du sperme demeure un sujet discuté. En
effet, si les études de populations indiquent une réduction de la qualité et de la quantité
spermatique chez les hommes exposés a de fortes doses d’IFs (un a deux produits de
soja par jour), le lien entre la concentration de référence des spermatozoides dans le
fluide séminal et la fertilité n’est pas direct ni toujours dose-dépendant. En fait, il existe
une zone de concentration correspondant a un plateau de fertilité. C'est lorsque la
concentration en spermatozoides viables diminue en dessous dun certain seuil
(hypospermie) que les problémes de fertilité apparaissent. Considérant les doses qui
semblent entrainer cette réduction de fertilité, ce phénomene pourrait étre lié & une
perturbation des FSH et LH hypophysaires, elles méme responsables de la synthése
des androgénes chez I'homme.
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Pourtant, d’autres études, notamment d’intervention, n'ont trouvé aucun lien
significatif. Un point de vigilance doit nous alerter quant a I'analyse de ces études. En
effet, elles devraient prendre en considération le fait que la spermatogenése chez les
hommes est un long processus (au moins 76 jours [2]), donc I'exposition devrait durer
plus de 3 mois pour s’assurer que I'absence de lien n’est pas due a un biais temporel.
De plus, les variations individuelles, et notamment le temps depuis la derniere
éjaculation, devraient étre prises en compte. Ce n’est malheureusement pas toujours
le cas [103].

Méme pour I'étude citée dans le tableau 1 ([5]) qui montre un lien entre [Fs et une
réduction du nombre de spermatozoides, plus significative avec des doses plus élevées
d’IFs, il est impossible de dissocier I'effet des IFs de celui d’autres PEs potentiels
[104,105]. Il faudrait donc raisonner sur la base d’'un effet cocktail.

Ainsi, comme les PEs sont ubiquitaires et qu'il peut étre difficile de les réduire a court
terme, la réduction des IFs dans I'environnement peut représenter une solution & ne
pas négliger.

[1.2.4.5. Cycle menstruel

Ce que les investigations regroupées dans le tableau 1 montrent, c’est qu’il existe un
petit allongement du cycle menstruel pour les femmes prenant des doses
nutritionnelles quotidiennes d’IF (45 mg/jour). Cet allongement méme s’ ne
représente que quelques dizaines d’heures indique pourtant un effet endocrinien.
Notons ici que dans plusieurs études, réalisées en Asie, les chercheurs rapportent une
durée des cycles de 30 jours. Dans celle de Watanabe [106] qui demandait a des
étudiantes japonaises de prendre en plus de leur régime habituel, 50 mg d'IFs dans du
jus de soja, les cycles menstruels sont passés de 30 a 32 jours. Il est important de
mentionner ici que les taux circulant d'IFs mesurés chez ces étudiantes au début de
I'étude sont du méme ordre que ceux que I'on mesure chez des femmes occidentales
qui auraient consommeé un steak de soja ou une tasse de « lait » de soja en France. Cet
allongement du cycle est di a un retard dans I'apparition du pic de LH impliqué dans
I'ovulation, ce qui conduit a un allongement de la phase folliculaire du cycle menstruel
[19].

Des adultes nourris dans la petite enfance avec des formules infantiles a base de soja
ont expérimenté des cycles irréguliers [67]. Dans le cas de ces formules, les
concentrations plasmatiques élevées d’IFs semble indiquer qu'elles sont bien
absorbées par les nourrissons [107], méme si le moment ou un nourrisson acquiére le
microbiote impliqué dans la métabolisation n'est pas clair. De plus, leur systeme
enzymatique de détoxification hépatique n'est pas completement développé ce qui
peut entrainer une exposition exclusive, quantitativement importante et continue a des
[Fs (aglycones). Des préoccupations peuvent étre soulevées concernant I'impact de
I'exposition aux estrogénes des nourrissons a un age ou la différenciation sexuelle n’est
pas encore achevée alors que les syntheses de FSH et LH sont effectives lors de la
mini-puberté [108]. I est cependant important de noter que les délais d’évaluation des
effets potentiels sur les adultes n'est probablement pas suffisant pour ce genre
d’exposition.
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[1.2.4.6. Meénopause et ostéoporose

Les impacts des phytoE sur les symptomes de la ménopause font 'objet de
nombreuses études suivies de controverses. Ainsi, diverses méta-analyses ont été
réalisées pour évaluer leur efficacité.

Une méta-analyse comparant divers traitements naturels et médicamenteux a révélé
que les plus efficaces sont ceux a base d’IFs et d’actée a grappes noires. Les IFs ont
un odd ratio (OR) et un intervalle de confiance (IC) & 95% de 0,62 (0,44-0,67), tandis
que pour I'actée a grappes noires, ces valeurs sont de 0,4 (0,16-0,90). Une autre méta-
analyse axée sur les essais cliniques portant sur ces mémes composeés, a observé une
réduction de 25,2 % des bouffées de chaleur aprés avoir éliminé I'effet placebo. Il est
important de noter que I'effet placebo représente 57% de la réduction des symptémes
par le traitement de référence : I'E,. L'étude a également révélé qu'un traitement de
13,4 semaines était nécessaire pour que les [Fs de soja produisent la moitié de leurs
effets maximaux, et qu'il fallait au moins 48 semaines pour obtenir 80 % de ces effets.
Malgré la confirmation de ces effets par ces méta-analyses, 'impact des phytoE sur
les symptémes de la ménopause reste débattu [87] pour plusieurs raisons :

- une grande variabilité interindividuelle ;

- des effets différents selon le statut péri- ou post-ménopausique ;
- un fort effet placebo ;

- des études principalement basées sur des auto-déclarations.

Concernant l'ostéoporose, deux méta-analyses s'accordent a dire que les [Fs peuvent
aider a maintenir la densité minérale osseuse (DMO) chez les femmes ménopausees,
mais seulement a des doses supérieures a 80 mg/jour [87]. La premiére, portant sur
1 240 femmes ménopausées et analysant des essais controlés randomisés (ECR) d'une
durée de six & douze mois, a révélé un maintien de la DMO au niveau de la colonne
vertébrale uniquement, avec une dose quotidienne moyenne de 82 mg d’'IFs de soja.
En revanche, la seconde, incluant des ECR d'une durée minimale d'un an, n'a pas mis
en évidence d’effet significatif sur la DMO avec une dose quotidienne moyenne de 87
mg d'IFs. Néanmoins, des doses plus élevées semblent contribuer au maintien de la
DMO au niveau des vertebres lombaires et de la hanche [87].

Il est important de noter ici que les IFs n'ont jamais permis la reconstruction dun
squelette atteint d’ostéoporose chez I'humain ou les rongeurs [87].

Les données actuelles suggerent que les IFs peuvent avoir des effets bénéfiques sur les
symptdmes de la ménopause et la DMO chez les femmes ménopausées, mais a des
doses élevées et apres un traitement prolongeé.

[1.2.47. Meétabolisme

Une méta-analyse récente, regroupant 46 essais cliniques, confirme une légére
diminution du cholestérol LDL (environ 3,2 %) et du cholestérol total (CT) (environ 2,8
%) aprés une consommation quotidienne de 25 g de protéines de soja pendant 6
semaines [109]. Cette réduction, bien que modeste est significative et concorde avec
I'effet hypocholestérolémiant observé avec d’autres légumineuses a faible teneurs en
[Fs. Ceci suggere un effet non spécifique aux IFs [3].

Concernant le risque de syndrome métabolique, plusieurs études ont établi une
correélation, dépendant généralement du sexe, avec la consommation d’IFs [3,110].
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Des études randomisées et contrdlées, présentées ci-dessous, ont apporté des
éléments plus probants.

- Une supplémentation en GEN a 54 mg/jour (équivalente a un apport alimentaire)
pendant un an chez des femmes ménopausées atteintes du syndrome métabolique
a amélioré le profil lipidique, réduit la glycémie a jeun, l'insuline et I'indice HOMA-
IR, et augmenté 'adiponectine. Les pressions artérielles systolique et diastolique
ont également été réduites dans le groupe traité [87]. Cependant, les données sur
I'évolution du régime alimentaires des volontaires pendant I'étude manquent alors
gu’elle ne peut étre exclue.

- Une supplémentation similaire a celle de la précédente étude pendant six mois
chez des femmes ménopausées italiennes a révélé une amélioration légere, mais
significative, de la dilatation médiée par le flux sanguin, un marqueur de la santé
vasculaire, ainsi quune réduction du CT, des triglycérides, de 'homocystéine et de
la visfatine [111]. Cet effet pourrait étre relié a I'action de la GEN sur 'activité de
la NO-Synthase connue pour participer au relachement de la contraction des
cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire [112].

- Une comparaison entre la consommation de graines de soja (soja trempé et grillé)
et de protéines de soja chez des femmes ménopausées atteintes dun début de
syndrome métabolique a révélé une amélioration du profil lipidique dans le groupe
« graines de soja » et une réduction du CT, de I'insuline et du stress oxydatif dans
le groupe « protéines de soja » [110]. Les graines de soja contenaient 47,6 mg DAL,
60,2 mg GEN et 9,45 mg glycitéine ; tandis que dans les protéines, les teneurs en
[Fs étaient de 38,5 mg DAI, 48,8 mg GEN et 8,9 mg glycitéine.

- Une étude sur la consommation d’équol, a raison de 10 mg/jour, a montré une
amélioration modeste de 'HbAlc, du LDL-cholestérol et de I'index vasculaire
cardio-jambier chez des sujets japonais en surpoids et obeses non producteurs
d’équol [87].

Une méta-analyse réalisée par Simental-Mendia ez al. [113] a en effet montré quil n'y
avait pas d'effet des IFs de soja sur les concentrations plasmatiques de la lipoprotéine
a (Lpa), une lipoprotéine de basse densité associée a un risque cardiovasculaire accru
en raison de ses propriétés pro-thrombotiques et athérogénes.

Dans une autre méta-analyse portant sur un total de dix cohortes prospectives et sept
études cas-témoins (incluant 508 841 participantes et 17 269 événements
cardiovasculaires), il a été observé que la consommation d’aliments a base de soja,
mais pas celle d'IFs, était associée a un risque plus faible de maladies cardiovasculaires
totales (y compris les maladies coronariennes et les accidents vasculaires cérébraux)
[91].

Finalement, la consommation de soja, et en particulier de GEN et d’équol, peut
contribuer a la réduction de certains facteurs de risque du syndrome métabolique,
notamment le profil lipidique, la glycémie a jeun et linsuline. Des études
supplémentaires restent toutefois nécessaires pour déterminer les doses optimales, les
populations les plus a méme de bénéficier de ces effets et les interactions avec d’autres
facteurs de risque.
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I1.3.

[1.3.1. Exposition aux perturbateurs endocriniens en France

Exposition aux phyto-estrogenes, enjeux de santé et réduction

[1.3.1.1. Isoflavones

La source principale d’exposition aux phytoE, notamment les [Fs reste I'alimentation
ou les compléments alimentaires. Cette exposition se fait principalement par
I'ingestion de soja et dans une moindre mesure de quelques autres légumineuses
comme le haricot mungo ou le lupin. Son évaluation est essentielle pour comprendre
les effets potentiels sur la santé humaine.

En France, les premieres estimations de I'exposition aux IFs (GEN et DAI) datent de
2003 [8]. LAFSSA avait estime 'apport moyen en IFs a 0,151 mg/jour, en soulignant
une différence importante entre la population générale et les consommateur-ices de
produits a base de soja. Dans cette derniéere catégorie, I'exposition moyenne était de
54 mg/jour et pouvait atteindre jusqu'a 109 mg/jour en cas de consommation
quotidienne de plus d'un produit, avec un minimum de 8,3 mg/jour. LAFSSA a
également estimé les apports en IFs aglycones chez les non consommateur-ices de
soja a 0,026 mg/jour en moyenne, en considérant les [Fs des autres légumineuses [8].
Cependant, cette estimation est susceptible d’avoir sous-estimé I'exposition réelle aux
IFs pour plusieurs raisons :

- la proportion de la population consommant des aliments a base de soja a
augmenté de maniere significative, en 2015, elle était d’environ 10 % et a atteint
60 % en 2020 ;

- I'AFSSA n’a pas pris en compte l'exposition aux [Fs provenant des produits
industrialisés contenant du « soja caché » [75].

A titre comparatif, des études plus récentes ont montré une exposition aux phytoE
bien plus importante. En 2012, Zamora-Ros et al. [114] ont rapporté une exposition
moyenne de 18 mg/jour chez les femmes britanniques ménopausées, prenant soin de
leur santé. Leur exposition totale incluant les lignanes, et les compléments alimentaires
a base de phytoE et de soja s'élevait & 21 mg/jour. Aux Etats-Unis, 1'exposition
quotidienne aux IFs estrogéniques a été estimée a environ 2,7 mg au moins sur la
méme période. Quant a celle chez les populations asiatiques, elle a été évaluée a entre
15 et 50 mg par jour [115].

Plusieurs études ont mis en évidence I'importance du « soja caché » dans I'exposition
aux [Fs [116]. En 2017, Lee et al. [117] ont montré que 41% des produits alimentaires
transformés en France contenaient des légumineuses et environ 12% contenaient du
soja. Leur analyse a concerné également les produits disponibles via un des principaux
fournisseurs de cantines et restaurants. La Figure 3 montre la proportion d’aliments
contenant des légumineuses, notamment du soja, parmi 10 catégories. Il est a noter,
par exemple, que 100% des boulettes de viande et des burgers proposés dans les
cantines contenaient du soja [117].
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Figure 3. Pourcentage de produits alimentaires contenant des légumineuses dans les différentes catégories
proposées par le fournisseur de restauration collective. Les chiffrents indiquent le nombre d’articles alimentaires
qui en contiennent et, entre parentheéses, les nombres totaux. (D’apreés Lee et al. [117]).

Lee et al. ont révélé dans cette méme étude que 12 % des femmes pré-ménopausées
interrogées consommaient plus de 9 portions de soja par semaine, les exposant a plus de
50 mg d'IFs par jour.

Par conséquent, I'évaluation de I'exposition aux [Fs basée uniquement sur la consommation
de produits a base de soja est susceptible de sous-estimer I'apport réel. Il est crucial, dans
les pays occidentaux, de prendre en compte le « soja caché » présent dans les produits
transformés pour obtenir une estimation plus précise de I'exposition aux phytoE.

En conclusion, I'estimation de 'exposition aux [Fs en France n’est ni simple ni directe et
nécessite de prendre en compte plusieurs éléments pour obtenir une évaluation précise :

la consommation de produits a base de soja ainsi que la présence de « soja caché » dans
les produits transformés ;

les teneurs différentes en IFs du soja déclaré et du « soja caché » (& base de concentrés ou
d’isolats protéiques de soja) ;

la consommation de lignanes ;

la prise de compléments alimentaires a base de phytoE.

[1.3.1.2. Exposition a d’autres perturbateurs endocriniens
Les PEs se retrouvent dans de nombreux produits du quotidien (produits ménagers,
cosmétiques, aliments) et contaminent les milieux naturels (eaux, sols, air). Cette ubiquité,
combinée a la diversité des substances chimiques regroupées sous le terme PE et aux
multiples voies d’exposition (orale, cutanée et respiratoire), rend I'estimation de I'exposition
globale de la population extrémement difficile.
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Par ailleurs, I'établissement de liens de causalité entre 'exposition aux PEs et leurs effets
néfastes sur la santé représente un défi majeur. Cette complexité s’explique par plusieurs
facteurs qui sont regroupés ci-dessous.

Les mécanismes d’action des PEs sont souvent multiples et non linéaires. Ils peuvent
interférer avec le systeme hormonal de différentes manieres, a des doses tres faibles, et leurs
effets peuvent étre non monotones, c’est-a-dire ne pas suivre une relation dose-effet
proportionnelle.

Les pathologies lices aux PEs sont généralement multifactorielles. Elles peuvent étre
causées par une combinaison de facteurs génétiques, environnementaux et de mode de vie,
ce qui rend difficile I'attribution d’un effet spécifique a un seul PE.

L'effet cocktail ou 'exposition simultanée a plusieurs PEs peut avoir des effets additifs,
synergiques ou antagonistes, ce qui complique encore davantage 1'évaluation des risques.
Des effets différés et transmissibles sur plusieurs générations en raison de modifications
épigénétiques sont aussi a prendre en compte.

[’absence de population témoin a laquelle comparer la population exposée.

L'exemple des pesticides & faibles doses illustre bien la complexité de I'évaluation des
risques liés aux PEs. Les consommateur-ices sont exposé-es a des mélanges complexes de
pesticides qui peuvent avoir des effets additifs ou antagonistes [118]. L'effet global dépend
de la concentration de chaque substance, de sa pharmacocinétique et de sa
pharmacodynamique ainsi que des interactions avec d’autres PEs présents dans le mélange,
y compris les agents d’enrobage, les retardateurs de flamme ou les IFs. Il a notamment été
démontré que le glyphosate, a de faibles concentrations, avait des effets additifs avec la
GEN in vitro sur la prolifération des cellules MCF-7 [119].

McKinlay et al. [120] ont rapporté que I'exposition aux pesticides des enfants issus de
familles d’agriculteur-ices ou vivants a proximité de cultures de soja ou de mais était cing
fois supérieure a celle des enfants de familles non agricoles. L'étude souligne également
I'influence du régime alimentaire sur I'exposition aux pesticides. Les personnes
consommant une proportion importante d’aliments biologiques sont moins exposées aux
résidus de pesticides. En revanche, les consommateur-ices de poisson gras, de viande et de
produits laitiers risquent d’étre exposés a des doses plus élevées de pesticides lipophiles
persistants, comme les organochlorés, en raison de la bioaccumulation. Le cas des
nourrissons et des enfants est particulierement préoccupant. En raison de leur régime
alimentaire moins diversifié (composé de quelque fruits, céréales et légumes) et de leur
rapport « poids corporel / consommation » plus élevé, ils sont exposés de maniére
disproportionnée a certains organochlorés et aux nouveaux pesticides moins persistants
d’origine alimentaire [120].

Ainsi, I'évaluation de l'exposition aux PEs est un domaine complexe et en constante
évolution. Il est important de développer des stratégies pour réduire cette exposition, en
particulier pour les groupes les plus vulnérables.

[1.3.2. Impact de la transformation alimentaire sur la teneur en

isoflavones des aliments
La comparaison entre la consommation traditionnelle asiatique de soja et celle, plus
récente, des pays occidentaux a permis de dévoiler des différences trés importantes [18,75].
Contrairement aux procédés modernes, ces recettes traditionnelles réduisent la teneur en
[Fs. L'évaluation de I'exposition aux [Fs des consommateur-ices asiatiques doit donc tenir
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compte de l'origine des produits qu'ils consomment, qui ne sont pas nécessairement
industriels.

[l est en effet important de rappeler que les agences sanitaires internationales peinent a fixer
une dose d’IFs maximale autorisée, en partie a cause des contradictions entre les données
toxicologiques et les données d’exposition en Asie. En effet, les données toxicologiques
(notamment, du NTP) suggérent que des apports quotidiens moyens d'IFs de 40 a 60 mg
devraient entrainer des troubles, notamment de la reproduction et de la fonction
thyroidienne, et un risque accru de cancers estrogéno-dépendants. Ces doses
correspondent & la consommation moyenne estimée des populations asiatiques [119].
Cependant, ces prédictions ne concordent pas avec les données épidémiologiques en Asie.
Bien que les données de fertilité globales soient plus faibles dans certains pays asiatiques
développés (Japon, Corée du sud, Taiwan, ...), sans lien avec les taux de pénétration de la
contraception dans ces populations, les données scientifiques ne confirment pas une
association systématique entre la consommation de soja et d’'IFs et des troubles de la
fertilité. De plus, la consommation de soja en Asie remonte a plusieurs millénaires sans que
des effets néfastes des IFs sur la santé n’aient été clairement établis.

L’absence apparente d’effets néfastes sur la reproduction chez les populations asiatiques
malgré une consommation élevée de soja suggere que l'exposition aux IFs dans ces
populations pourrait étre plus faible que ce qui est actuellement estimé. Cette divergence
pourrait étre lié au fait que I'exposition aux IFs est estimée sur la base de mesures faites sur
des aliments commerciaux, majoritairement industriels. Cependant, le soja est encore
préparé selon les méthodes traditionnelles en Asie, notamment dans les régions rurales
[255]. Ces méthodes impliquent généralement des traitements a I'eau tels que le trempage
et I'ébullition ainsi que la fermentation apres ébullition. Or, si ces traitements sont minimisés
dans l'industrie il a été démontré que la cuisson dans l'eau réduisait de fagon tres
significative les taux d’IFs dans les graines de soja, en raison de I'hydrosolubilité des [Fs
glycosylées [75].

[1.3.2.1. Transformations traditionnelles a I'échelle domestique

Le soja, longtemps reconnu par les anciennes civilisations asiatiques pour sa faible
digestibilité a I'état cru, a d’abord ét¢ utilisé comme engrais vert et pour la nutrition animale.
Son incorporation dans I'alimentation humaine s’est faite graduellement, poussée par les
famines et les guerres. Les Chinois, pionniers de sa consommation alimentaire, ont compris
la nécessité de le faire bouillir pour pallier a ses effets digestifs défavorables. En effet, le soja,
dédaigné par les rongeurs et les oiseaux, a toujours nécessité une transformation pour
devenir comestible, en raison des facteurs antinutritionnels qu'il contient.

Les écrits chinois les plus anciens mentionnent des cuissons dans l'eau, suivies de
fermentations pour améliorer le gott des bouillies de soja. Les préparations coagulées de
soja, comme le tofu sont plus tardives et semblent dater de la fin de la dynastie Han, vers
200 apres J.-C.

En Asie, ou la consommation de soja est traditionnelle, les recettes se transmettent au sein
des familles et une part non négligeable de la population continue de recourir a des
préparations domestiques. Tofu, miso, feuilles de soja, pate de soja, tempeh et sauce soja
font partie des préparations les plus communes [18,75].
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[1.3.2.2. Transformations a I'échelle industrielle
Le soja est un ingrédient polyvalent présent dans une large gamme de produits alimentaires.
On le retrouve sous forme entiére ou transformée.

Les produits a base de soja peu transformés incluent le tofu, le tempeh, le lait, les yaourts
et la créme de soja. Ils sont généralement produits & partir de graines de soja entiéres ou
dépelliculées qui ont subi un minimum de traitement, tel que le trempage, la germination, la
fermentation ou la coagulation.

Ceux plus transformés comprennent les protéines de soja texturées (PST), les concentrés
protéiques et les isolats protéiques de soja. Ils sont obtenus a partir de graines de soja qui
subissent plusieurs étapes de transformation dont le déroulé est le suivant :

Pressage : les graines de soja entiéres ou dépelliculées sont pressées pour en extraire I'huile.
Extrusion ou broyage : le tourteau restant apres I'extraction de 'huile est soit broyé pour
obtenir une farine déshuilée ou extrudé pour obtenir des PST.

Traitements physiques : la farine déshuilée peut subir divers traitements physiques,
(extrusion, micronisation, chauffage), pour obtenir des propriétés fonctionnelles spécifiques.
Des traitements chimiques peuvent également étre utilisés pour modifier les propriétés des
protéines de soja, comme la solubilité ou le pH.

En Europe et aux Etats-Unis, les principaux aliments & base de soja consommés, comme la
farine, les isolats de proteéines, les protéines de soja concentrées et texturées, sont souvent
des ingrédients d’autres spécialités alimentaires manufacturées [75,121].

L’analyse précise et reproductible des [Fs dans les aliments nécessite une connaissance
approfondie du type de produit a base de soja et de son procédé de fabrication. Cette
information est essentielle pour interpréter correctement les résultats car la teneur en IFs
peut varier considérablement en fonction de :

I'origine agronomique du soja, car les conditions culturales affectent de maniére importante
la teneur en IFs des graines de soja ;

la variété du soja ;

le procédé de transformation ;

les autres ingrédients dans le produit alimentaire peuvent également influencer la teneur
finale de I'aliment en IFs;

la taille de la portion.

[1.3.3. Evaluation de I'exposition aux phyto-estrogénes

Avant la publication des recherches dirigées par la Pr. Bennetau-Pelissero, les données
récentes sur l'exposition aux phytoE de soja en France étaient inexistantes. La
consommation de soja, en particulier du « soja caché », était difficile & évaluer. Le présent
travail vise & apporter des données inédites sur ce sujet dans le contexte frangais, sachant
quil existe des publications régulieres aux Etats-Unis d’Amériques, dans plusieurs pays
européens et en Asie.

[1.3.3.1. Enquétes alimentaires
En nutrition, I'évaluation des consommations alimentaires et leur corrélation avec des
paramétres de santé constituent une approche classique. Les agences de sécurité sanitaire
des aliments, comme I’Anses en France, publient réguliérement les résultats d’enquétes
alimentaires, a l'instar de I'étude INCA, menée tous les 7 ans. Ces données permettent
d’élaborer des recommandations nutritionnelles pour I'ensemble de la population [122,123].
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Les enquétes alimentaires peuvent cibler une population spécifique, comme dans le cadre
de cette these, ou viser a représenter I'ensemble de la population. La taille de I'échantillon
doit étre adaptée et représentative de la population cible. La méthodologie de I'enquéte est
cruciale : elle doit étre pertinente, concise et privilégier des questions ouvertes pour éviter
d’influencer les réponses.

L'identification adéquate des aliments d'intérét s'avere un facteur crucial pour garantir la
pertinence d'une enquéte alimentaire. Concernant les IFs spécifiquement, Lee et al. [117]
ont analysé plus de 12 000 étiquettes d’aliments distribués en France. Cette analyse a
permis d'identifier les aliments contenant du soja, y compris le « soja caché » dans les
produits transformés industriels. Des pourcentages de produits contenant du soja ont été
établis par catégorie de produit et selon les lieux d’achat (grandes surfaces ou centrales
d’achat pour la restauration collective). Parmi ces produits figurent des burgers, des
boulettes de viande, des saucisses, des kebabs, des poissons pannés, des patés et des
rillettes de poissons, par exemple.

[1.3.3.2. Dosages dans les échantillons biologiques
Lorsque le suivi de marqueurs spécifiques a des aliments d’intérét est possible, les analyses
biologiques constituent un complément précieux pour valider les déclarations
d’expositions. Un domaine de la métabolomique appliqué a la nutrition se développe
actuellement, visant a identifier des marqueurs spécifiques d'aliments, tels que des
vitamines [124] ou des polyphénols [125], et a relier ces profils analytiques aux déclarations
des consommateur-ices.

Le cas du soja est particuliérement propice aux analyses de consommation car il représente
la principale source d'IFs estrogéniques dans l'alimentation. Hormis les compléments
alimentaires et les pousses de tréfles ou de luzerne, il n'existe pas d’autres sources
significatives d'IFs en France.

Toutefois, I'analyse des échantillons biologiques doit tenir compte de la pharmacocinétique
des composés recherchés. Cette considération a été prise en compte dans ce travail, ce qui
n’a pas toujours été le cas dans des recherches antérieures [126,127].

Les choix méthodologiques des études présentées dans cette these ont été guidés par ces
principes et seront détaillés dans le chapitre « Méthodologie, matériels et méthodes ».

[I.4.  Lupus Erythémateux Disséminé

[1.4.1. Maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes (MALIs) se caractérisent par une perte de tolérance immunitaire
envers les constituants du soi, conduisant & une attaque par le systéme immunitaire des
tissus sains de 'organisme. Cette rupture de tolérance est a 'origine d’une large variété de
pathologies, dont les mécanismes précis ne sont pas encore entierement compris.

D’apres I'Inserm [128], 5 & 10 % de la population mondiale est touchée par une MAI et les
femmes en représentent 80 %. Cette prévalence accrue chez les femmes suggere 'influence
probable d’hormones et de facteurs psychosociologiques [129,130]. Parmi les facteurs
étudiés liés au sexe, les plus documentés [131] sont listés ci-dessous.

- Hormones sexuelles et histoire reproductive : les fluctuations hormonales au cours du cycle
menstruel, de la grossesse et de la ménopause peuvent jouer un role dans le déclenchement
ou l'aggravation des MAIs. Les estrogenes par exemple peuvent influencer la fonction
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immunitaire, notamment la maturation, 'activation et la synthése des lymphocytes, des
anticorps et des cytokines.

Microchimérisme feetal : 1a présence et la persistance de cellules fcetales chez la mere apres
une grossesse pourrait contribuer a I'activation du systéme immunitaire et a la survenue de
MAIs.

Genes liés aux chromosomes sexuels : le chromosome X contient un nombre important de
genes liés a 'immunité. Des perturbations dans le nombre de copies de certains de ces
genes, ou bien méme dans la régulation de I'expression du chromosome entier, peuvent étre
a l'origine de la prédisposition des femmes aux MAIs. Par exemple, le syndrome de Turner,
est associé a un risque accru de MAIs. Aussi, l'inactivation aléatoire d'un des deux
chromosomes X chez les femmes pourrait influencer la réponse immunitaire et la
susceptibilité aux MAIs.

Réponse immunitaire : les femmes produisent plus d’anticorps et ont un plus grand nombre
de lymphocytes circulants, ce qui pourrait également contribuer & leur prédominance dans
les MAls.

Microbiote : des différences dans la composition du microbiote intestinal entre les sexes
peuvent influencer la susceptibilité aux MAIs [132,133]. Le microbiote interagit avec le
systéme immunitaire et peut moduler les réponses inflammatoires.

Facteurs psychosociaux : les femmes sont plus susceptibles d’étre exposées a des situations
de stress chronique et a des événements traumatiques. Ces facteurs peuvent perturber le
systéme immunitaire et augmenter la susceptibilité aux MAIs. De plus, les réles sociaux et
les expositions professionnelles peuvent jouer un réle dans la sur-représentation des
femmes dans certaines MAIs [134,135].

Il est important de noter que ces observations restent sujettes a caution et que les données
scientifiques sont souvent contradictoires. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre les facteurs contribuant & la prédominance féminine
dans les MAIs.

Deux catégories principales de MAls peuvent étre distinguées :

les MAIs spécifiques d’organes, pathologies localisées ciblant un organe ou groupe
d’organes, comme le diabéte de type 1 (pancréas) ;

les MAls systémiques qui affectent plusieurs organes ou systémes simultanément, comme
le lupus érythémateux disséminé (LED).

[1.4.2. Lupus Erythémateux Disséminé

Le LED, également appelé lupus érythémateux systémique ou lupus érythémateux aigiie
disséming, est une MAI complexe et multifactorielle. Elle se caractérise par des poussées
et des rémissions, et touche principalement les femmes. La symptomatologie est variable,
allant de signes légers résorbables a des atteintes graves pouvant mettre en jeu le pronostic
vital.

Le LED affecte majoritairement les femmes en préménopause, représentant 90% des cas.
Ce ratio est I'un des plus marqués parmi les MAls [131]. Les causes exactes du LED restent
méconnues, mais des facteurs génétiques et environnementaux semblent jouer un role.

L'influence des hormones sexuelles sur le LED est un sujet de recherche important. Les
estrogénes ont été associés a une augmentation de l'incidence et de la sévérité de la
maladie, tandis que la testostérone et la progestérone semblent avoir un effet protecteur.
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Les phytoE, dont les IFs de soja présentes dans de nombreux aliments transformeés
modernes, pourraient également influencer le LED. En raison de leurs propriétés
estrogéniques et anti-androgenes, les [Fs peuvent affecter la sécrétion de la LH et modifier
le taux de progestérone dans le plasma. Par conséquent, les IFs peuvent étre considérées
comme des facteurs de risque environnementaux potentiels pour le LED et ses poussées.

Cependant, les données scientifiques concernant I'impact des [Fs sur le LED chez 'humain
sont encore limitées. Des études chez les rongeurs transgéniques ont montré des effets
potentiels [136,137] mais des recherches cliniques chez les jeunes femmes sont nécessaires
pour corroborer cette hypothese.

[1.4.2.1. Généralités
Le LED est une maladie inflammatoire chronique et auto-immune qui se caractérise par
une grande complexité. De nombreux organes peuvent étre ciblés par la maladie amenant
a un tableau clinique tres hétérogene résumé dans le Tableau 2.

Organe cible Manifestation clinique

Peau et Photosensibilité, rash malaire, alopécie

cheveux

Poumons Douleur thoracique pleurétique, inflammation,
pneumonie, pleurite

Ceeur Douleurs thoraciques, souffle cardiaque, hypertension
pulmonaire, insuffisance cardiaque

Reins Inflammation, insuffisance rénale

Sang Complexes immuns, caillots sanguins, anémie

Muscles et Gonflement des articulations, arthrose, myalgie

articulations

Bouche Ulceres

Cerveau Dépression, dysfonctions cognitives, fievre

Tableau 2. Tableau clinique du LED (D’aprés Ameer et. [138])

En plus de ces manifestations ciblées, la fatigue touche entre 67 et 90% des patient-es
atteint-es de LED et a été décrite comme le symptome le plus invalidant de la maladie en
raison de son impact important sur la qualité de vie [139].

[1.4.2.2. Prévalence du LED
L'incidence du LED est estimée entre 1 et 10 cas pour 100 000 personnes par an, avec une
prévalence de 20 a 150 cas pour 100000 personnes. Ces estimations varient
considérablement d'une région du monde a l'autre [140]. L' Amérique du Nord enregistre les
taux d’incidence et de prévalence les plus élevés, tandis que I’Afrique et I'Australie affichent
les taux les plus bas.

Des facteurs tels que l'age, le sexe et l'appartenance ethnico-sociale influencent
considérablement I'évolution clinique et la gestion de la maladie. Par exemple, bien que le
LED soit plus fréquent chez les femmes, il progresse plus rapidement et de maniére plus
sévére chez les hommes, conduisant a un pronostic défavorable.

L'incidence annuelle est actuellement de 6,73 nouveaux cas pour 100 000 personnes chez
les Caucasiens et de 31,4 nouveaux cas pour 100 000 personnes chez les Afro-Ameéricains.
La prévalence est de 517 pour 100 000 personnes dans la population noire américaine,
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comparativement a 134 pour 100 000 chez les Caucasiens américains et les Européens
[138]. Ces disparités peuvent étre attribuées a des facteurs génomiques et
environnementaux, notamment des situations socioéconomiques plus défavorables dans la
population afro-américaine (moins d’années d’éducation formelle, statut professionnel,
revenu des ménages, plus grande pauvreté et inadéquation/absence d’assurance maladie)
[130].

En Asie-Pacifique, le nombre de cas de LED fluctue entre 4,3 et 45,3 pour 100 000
personnes. Les malades atteints de LED et présentant un taux de mortalité élevé sont ceux
ayant des niveaux de pauvreté plus élevés [130]. La fréquence de la maladie, souvent plus
sévere, est 2 a 4 fois supérieure chez les individus non caucasiens, y compris les Asiatiques
et les Australiens autochtones [141].

La prédominance féminine est de 9:1, ce qui fait du LED l'une des MAIs les plus
différenciées en fonction du sexe [138]. Le LED est principalement observé chez les femmes
en age de procréer, entre 15 et 44 ans. Bien que la maladie puisse se déclarer a tout age,
elle apparait le plus souvent a la fin de la deuxieme décennie de vie des patient-es et au
deébut de la troisieme [140]. Chez les femmes, le LED figure parmi les 10 a 20 principales
causes de mortalité, en fonction de leur age [142,143].

[1.4.2.3. Facteurs de risque
De nombreux facteurs contribuent a la susceptibilité au LED, et peuvent étre regroupés en
quatre catégories principales : génétiques, épigénétiques, environnementaux et
socioculturels [130,140] :

Facteurs génétiques :

Les polymorphismes génétiques jouent un role crucial dans la susceptibilité a l'auto-
immunité et peuvent expliquer les différences ethniques dans la présentation et la gravité
des maladies [138,140]. Les études d’association pangénomique (GWAS) ont permis
d’identifier de nouveaux variants génétiques associés au LED, bien que ces associations
génétiques ne concernent qu'une minorité de patient-es et ont donc une signification
clinique limitée [131]. De plus, plusieurs MAls partagent des variantes génétiques, suggérant
des voies pathogéniques communes [131].

Facteurs épigénétiques :

Les modifications de ’ADN et des histones peuvent influencer I'expression des génes et
jouer un réle dans le développement du LED. De plus, L'exposition a certains facteurs
environnementaux peut influencer les modifications épigénétiques et le risque de LED.

Facteurs environnementaux et écologiques :

Des études épidémiologiques ont montré l'association de lincidence du LED avec
I'exposition a la silice, aux contraceptifs oraux estrogéniques, a certains médicaments
(certains antidépresseurs et antibiotiques) et a l'infection par le virus d’Epstein-Barr (EBV).

D’autres facteurs environnementaux ont été associés au développement du LED. Les
particules fines issues de la pollution atmosphérique, notamment celles provenant des gaz
d’échappement diesel en milieu urbain, semblent jouer un réle important. L'exposition a
certains métaux lourds, comme I'uranium, le cadmium et le plomb, a également été corrélée
a une augmentation du risque de LED. De plus, des PEs tels que le bisphénol A et les
phtalates pourraient favoriser I'apparition de la maladie [144—-146].
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Le tabagisme affecte I'immunité innée et adaptative et peut influencer la production
d’anticorps spécifiques dans des conditions telles que la polyarthrite rhumatoide et le LED.

Les ultraviolets B sont connus pour affecter les fonctions du systéme immunitaire de la
peau. Chez les individus prédisposés, ils peuvent activer des voies inflammatoires
pathogénes, conduisant a des troubles auto-immuns. Dans d’autres cas, les UV peuvent étre
utilisés comme photothérapie pour désactiver I'agression immunitaire pathogéne dans la
peau. Ces effets divergents sont le résultat de la capacité des UV a ioniser les molécules de
la peau et a modifier sa composition chimique. Dans certains cas, cela peut entrainer une
blessure potentielle, comme la liaison de bases pyrimidiques adjacentes dans '’ADN. Les
cellules peuvent subir I'apoptose pour éviter la transformation maligne, mais également
déclencher des réponses immunitaires auto-réactives en exposant les antigenes nucléaires
de la cellule.

Les mécanismes biologiques potentiels de ces associations environnementales
comprennent l'augmentation du stress oxydatif, l'augmentation des cytokines
inflammatoires, I'inflammation systémique et les modifications épigénétiques [138].

Facteurs socioculturels :

Les stress physiques et psychologiques sont également rapportés comme facteurs de risque
du LED.

Les facteurs de risque comprennent 'accés aux soins médicaux, 'observance, I'autogestion
et les capacités d’adaptation, ainsi que le soutien social. Potentiellement modifiables, ils ont
été identifiés comme tres importants pour tous les indicateurs de résultats du LED [147].

En somme, la génétique joue un réle important dans la susceptibilité a I'auto-immunité, mais
d’autres facteurs tels que I'environnement et le mode de vie peuvent également influencer
le risque de développer cette maladie. Les recherches en cours visent a mieux comprendre
ces interactions et a développer de nouvelles stratégies de prévention et de traitement. Il
est important de noter que ces facteurs de risque ne sont pas nécessairement indépendants.
[ls peuvent interagir entre eux de maniere complexe pour influencer le développement de
la maladie.

[1.4.2.4.  Physiopathologie
L'étiologie exacte du LED n'est pas entierement comprise. Cependant, il a été établi que la
maladie résulte d’'une interaction complexe entre facteurs génétiques et environnementaux.
Cette interaction perturbe le systéme immunitaire et conduit a une réponse inappropriée,
caractérisée par divers éléments décrits ci-dessous [138].

Production d’auto-anticorps anti-nucléaires: ces anticorps attaquent les noyaux des
cellules saines, provoquant une inflammation et des lésions tissulaires. La perte de tolérance
aux antigenes nucléaires est un élément central du LED.

Dérégulation des cytokines inflammatoires : les cytokines sont des protéines qui régulent
I'inflammation. Leur production excessive dans le LED contribue & l'inflammation
chronique et aux symptémes de la maladie.

Production de complexes immuns : ces complexes se forment lorsque les auto-anticorps se
lient a des antigénes nucléaires abondant dans le sang et les tissus. Ils peuvent ensuite se
déposer et provoquer des lésions.

Le LED se caractérise également par des perturbations de I'immunité innée et adaptative.
Ces perturbations affectent plusieurs fonctions immunitaires, notamment : la production de
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cytokines, la clairance des cellules apoptotiques, I'immunité des lymphocytes B et la
signalisation des lymphocytes T [140]. Elles sont synthétisées dans le Tableau 3.

Voies immunitaires

Anormalités liées au LED

Mécanisme de clairance
immunitaire

Clairance altérée des débris apoptotiques qui stimule la réponse
immunitaire innée et fournit une source d’antigenes nucléaires.

Interféron de type 1

Voie immunitaire clé impliquée dans le LED. Plus de la moitié des

patientes ont une signature interféron (une surexpression des transcrits
des genes induits par l'interféron avec des conséquence auto-immunes et
auto-inflammatoires multiples.

Neutrophiles Stimulation de I'immunité innée par la formation de piéges

extracellulaires a neutrophiles ainsi que par des dommages cellulaires et
une stimulation de la synthése de cytokines.

Cytokines et chémokines Beaucoup de cytokines et chémokines sont mobilisées avec un

déséquilibre entre les réponses pro- et anti-inflammatoires.

Cellules T Altération des voies de signalisation, prolifération et production des

cytokines, augmentation de la présentation d’auto-antigénes, présentation
et provision de cellules B helpers combinée a une réponse altérée des
cellules Treg.

Cellules B Cellules B hyperactives avec des irrégularités dans les signaux, la

migration, la sélection et I'activation, ainsi que des niveaux élevés de
cytokines stimulant les cellules B.

Auto-anticorps Des auto-anticorps pathogénes causent des dégéts tissulaires directement

et via la formation de complexes immuns.

Tableau 3. Voies immunitaires clés impliquées dans la pathogénicité du LED (D’aprés Conelly et al. [141])

En conclusion, I'étiologie du LED est multifactorielle et implique une interaction complexe entre
facteurs génétiques et environnementaux. Cette interaction perturbe le systéme immunitaire et
conduit & une réponse inappropriée, caractérisée par la production d’auto-anticorps, la
dérégulation des cytokines et la formation de complexes immuns. Ces éléments contribuent a
I'inflammation chronique, aux lésions tissulaires et aux symptémes du LED.

[1.4.3. [soflavones et LED

Il est admis, aujourd’hui, que I'E, aggrave la symptomatologie du LED, en particulier les
lésions rénales, le nombre d’auto-anticorps ainsi que I'auto-réactivité des cellules B [145].
L'effets des phytoE, en revanche, est plus ambigue.

De nombreuses études in vivo décrivent chez I'animal modele, des effets aggravants des
lésions rénales lors de l'exposition aux phytoE, notamment une accélération de la
protéinurie, une élévation des concentration sériques de créatinine et une réduction de la
clairance de cette derniere [136,137,148].

Quelques autres, exclusivement sur des modéles murins, rapportent une amélioration des
symptoémes du LED aprés exposition a des doses alimentaires de phytoE, notamment 20
mg d'IFs /kg/jour [149], 20 mg de DAI/kg/jour et une supplémentation de 0,01% en
Coumestrol [140].

Une hypothése possible pour expliquer ces disparités réside dans l'affinité plus élevée des
phytoE, en particulier les IFs, pour le récepteur ERP.Ce dernier pourrait médier
I'amélioration de la sévérité du LED, contrairement au récepteur ERa dont les agonistes
aggravent la maladie humaine [140].
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Il est crucial de souligner I'absence flagrante d’études épidémiologiques ou cliniques
susceptibles d’évaluer I'effet potentiel des IFs sur la maladie.

[I.5.  Cancer du sein triple négatif (TNBC)

I1.5.1. Le cancer

Le cancer est défini comme la prolifération incontrdlée de cellules et est associée a
certaines des principales causes de déces dans le monde. 1l était la cause d’environ 10
millions de déces en 2020 alors que son incidence, la méme année, était d’'environ 19,3
millions de nouveaux cas [150].

Chez les hommes, la principale incidence du cancer par pays montre une certaine
hétérogénéité (Figure 4 A). Cependant, chez les femmes, & I'exception de quelques rares
pays, le cancer du sein prévaut comme le montre Sung et al. [150] sur la Figure 4 C.
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Figure 4. Incidence mondiale des cancers en 2020 chez (A) les hommes et (C) les femmes. Distribution des cas et décés pour les
10 cancers les plus communs en 2020 chez les hommes (B) et les femmes (D) (Sung et al. [150]).

Selon les estimations de GLOBOCAN pour 2020, le cancer du sein a supplanté le cancer
du poumon et du c6lon en tant que cancer le plus diagnostiqué a I'échelle mondiale, avec
2,3 millions de cas recensés, soit 11,7% de I'ensemble des nouveaux cas de cancer. Le
Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) de I'Organisation mondiale de la
santé (OMS) a enregistré 685 000 déces imputables au cancer du sein en 2020. Le CIRC
prévoit une augmentation considérable de ces chiffres, atteignant 3 millions de nouveaux
cas et 1 million de déces d’ici 2040. 11 est crucial de souligner I'augmentation rapide de
I'incidence du cancer du sein dans les pays en transition, ou les taux de mortalité associés
a cette maladie demeurent élevés [42,150].
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[1.5.2. Evolution
Bien qu’avec de légeres différences, I'évolution de la plupart des cancers peut étre classés
en 4 stades (de [ a IV), un stade 0 peut également étre décrit dans certains cas [151,152].

Stade 0 : 1ésion précancéreuse ou début de cancer localisé, ou in-situ, les cellules anormales
restent confinées a leur site d’origine, et sont donc facilement traitable par ablation
chirurgicale.

Stade I : cancer a un stade précoce limité en générale a I'organe d’origine, mais pouvant
commencer & envahir les tissus voisins. La tumeur est généralement petite et peu agressive ;
les cellules cancéreuses n'ont pas atteint de ganglion. Les options de traitement incluent la
chirurgie, la radiothérapie ou la chimiothérapie.

Stade II : croissance tumorale plus importante et une invasion plus profonde des tissus
environnants. Les ganglions lymphatiques adjacents peuvent également étre touchés. La
combinaison de la chirurgie, de la radiothérapie et de la chimiothérapie est souvent
nécessaire pour traiter ces cancers.

Stade III : cancer dont le développement s’est propagé dans les tissus avoisinants, et aux
ganglions lymphatiques régionaux. Les tumeurs sont plus volumineuses et plus agressives.
La chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie sont souvent utilisées en combinaison
comme traitement.

Stade IV : cancer métastatique ou de stade avancé. Le cancer s’est propagé a des organes
distants (métastases). Les options de traitement visent a ralentir la progression, a soulager
les symptémes et a améliorer la qualité de vie. La chimiothérapie, I'immunothérapie, les
thérapies ciblées et la radiothérapie sont couramment utilisées, en combinaison.

Il est essentiel de noter que chaque type de cancer peut avoir ses propres systemes de
classification et de stadification, notamment, la classification TNM (Tumeur, Ganglions
lymphatiques, Métastases) ou la classification FIGO (pour les tumeurs gynécologiques)
[153].

I1.5.3. Les cancers du sein
Chez les femmes, le cancer du sein représente environ 25% de tous les nouveaux cas de
cancer [42,150] et 60 a 75% de ces cancers sont hormonodépendants [154,155].

[1.5.3.1. Classification
La classification des cancers du sein repose sur plusieurs approches complémentaires
[156]. En anatomopathologie, on distingue les carcinomes canalaires ou lobulaires localisés
(in situ) et infiltrants, selon que les cellules cancéreuses restent confinées a leur site d’origine
ou envahissent les tissus adjacents. La classification TNM définit le stade des tumeurs par
rapport a leur taille (T), 'atteinte des ganglions (N) et la présence de métastases (M).

D'un point de vue clinique, une classification basée sur la sensibilité aux hormones était
historiquement utilisée. Cette approche distinguait deux catégories : les cancers sensibles
ou non aux estrogénes. Mais la mise en évidence du GPER a conduit & une révision de cette
classification [156].

De nos jours, on distingue 3 sous-types moléculaires principaux de cancers du sein, établis
a partir du matériel génétique des tumeurs [157] :
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- luminaux A et B caractérisés par I'expression du récepteur estrogéne ER+ et de
genes associés a la voie ER ;

- HER2-like caractérisés par soit une surexpression du gene HER2, protéine
appartenant a la superfamille des récepteurs aux facteurs de croissance
épidermiques ou Epidermal Growth Factor (EGF) soit une expression des
récepteurs aux estrogénes et de la progestérone.

- phénotype basal dits Triples Négatifs (TNBC) définis par I'absence de récepteurs
des estrogenes ou de la progestérone et d’amplification du gene HER2.

ER-/GPER+ 19%
19%

ER+/GPER- 19%
19%

Figure 5. Distribution des cancers du sein selon la présence des récepteurs aux estrogénes (ER),
progestérone (PR) et GPER dans des spécimens de biopsie (D’aprés Hall et Fillardo [42])

Environs 20% des cancers du sein expriment le GPER sans exprimer ER (Figure 5), dont
une grande majorité est TNBC [158]. Comparés aux autres types de cancers du sein, les
TNBC sont associés a un age de survenue plus précoce (pendant lequel la synthese
ovarienne d’E; est toujours en place), une agressivité accrue, des taux de rechute plus élevés
et un pronostic globalement plus défavorable [159]. Malheureusement, I'évaluation du statut
GPER des patientes n'est pas encore systématiquement réalisé en clinique.

[1.5.3.2. Prévalence et facteurs de risque
De nombreux facteurs de risque sont associés a la genese et au développement du cancer
du sein. Parmi les plus largement étudiés, nous pouvons citer les suivants [160,161].

Facteurs hormonaux : 'hormonothérapie ménopausique, en particulier la combinaison
d’estrogénes et de progestérone, 'dge précoce des premieres menstruations (< 12 ans) et
la ménopause tardive (> 55 ans) sont associés au risque de cancer du sein. L'exposition
prolongée aux hormones estrogénes et progestérone favorise la prolifération cellulaire et
peut contribuer a la carcinogenése.

Facteurs génétiques: les porteuses des mutations des génes BrCA1l et BrCA2 (qui
participent a la réparation des lésions que ’ADN) ont un risque significativement accru de
développer un cancer du sein et de 'ovaire [162].

Antécédents familiaux : les antécédents de cancer du sein chez la mere et/ou la sceur
augmentent le risque. Une histoire familiale positive est un indicateur important pour
évaluer la susceptibilité individuelle.

Antécédents personnels : les femmes ayant déja eu un cancer de I'ovaire ou de I'endométre
présentent un risque élevé de cancer du sein.

Nulliparité (absence de grossesse) ou premiere grossesse tardive (> 35 ans).

51



Obésité : en particulier apres la ménopause.

Diabete de type 2 : il augmente le risque de cancer du sein et de déces par cette pathologie.
Consommation d’alcool : méme modérée, elle augmente le risque de survenue de ce cancer
[163].

A l'opposé, I'allaitement est un facteur protecteur vis-a-vis du cancer du sein. Une pratique
réguliere d’activité physique réduit également le risque de cancer [164].

[l est important de noter que le risque de cancer du sein est multifactoriel et que la présence
dun ou plusieurs facteurs de risque ne signifie pas nécessairement qu'une femme
développera un cancer. De méme, I'absence de facteurs de risque ne garantit pas I'absence
de cancer.

[1.5.3.3.  Physiopathologie

[15.3.3.1. Carcinogenese
Les principales étapes de la carcinogenese du sein sont les suivantes [165].

Initiation : altération de l'information génétique contenue dans ’ADN, conférant a la cellule
la capacité d’échapper aux mécanismes de controle et de réparation naturels. Transmise
aux cellules filles, elle peut avoir différentes origines : embryonnaire, héréditaire ou induite
par des agents exogénes comme le tabac, I'alcool, les rayons ionisants, etc. L'impact des
agents initiateurs est irréversible, modifiant de maniére permanente l'information génétique
de la cellule. En revanche, les agents promoteurs ne font qu’encourager la croissance et la
prolifération des cellules déja porteuses de mutations initiales. C’est pourquoi I'on qualifie
la phase d’initiation de réversible, tant que l'altération n’a pas été fixée par un agent initiateur.
Promotion : la prolifération des cellules initiées, lesquelles bien que porteuses de mutations
génétiques, ne sont pas encore considérées comme cancéreuses a ce stade. Plusieurs
agents comme les facteurs de croissance et cytokines, y contribuent. Cette phase est longue
et réversible. Cest l'acquisition de nouvelles fonctionnalités qui les définit comme
cancéreuses : prolifération autonome, échappement a la régulation, invasion des tissus
voisins, angiogenese, réplication illimitée, résistance a la mort cellulaire, dérégulation du
métabolisme énergétique et échappement au systeme immunitaire.

Progression : mise en place dun environnement favorable a linstallation et au
développement des cellules cancéreuses appelé micro-environnement tumoral. Un élément
crucial de cette phase complexe est la néo-angiogenese tumorale c’est a dire la création de
nouveaux vaisseaux sanguins pour soutenir la croissance et la dissémination des cellules
cancéreuses. Ces derniéres acquierent également des capacités d'invasion et de migration.
Elles peuvent ainsi circuler dans le sang ou la lymphe, échappant au systeme immunitaire
et colonisant d’autres organes.

Meétastases : migration et fixation de cellules cancéreuses vers d’autres sites métastatiques
qui ne sont pas aléatoires. L.a migration se fait généralement vers les ganglions lymphatiques
du méme coté que la tumeur, ainsi qu'aux régions adjacentes comme l'aisselle, la clavicule
et le sternum. Les principaux sites de métastases a distance sont le foie, les os et les
poumons.

115.3.3.2. Formes anatomopathologiques
Le cancer du sein se présente sous différentes formes anatomopathologiques, chacune
ayant ses propres caractéristiques et son pronostic associé. Les principales formes sont
présentées dans cette section [165].
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Carcinome in situ : les cellules cancéreuses se limitent aux canaux ou aux lobules
mammaires et n'ont pas franchi la membrane basale. A ce stade, il n'y a pas de métastases
possibles. 1l s’agit d'une 1ésion précancéreuse confinée a son site d’origine et généralement
associée a un bon pronostic.

Carcinomes infiltrants : le tissu mammaire avoisinant est envahi avec la capacité de se
métastaser. Ces tumeurs plus agressives représentent la majorité des cancers du sein
diagnostiqués et sont associées a un pronostic plus variable en fonction de I'étendue de
I'invasion et d’autres facteurs

Carcinomes inflammatoires : des phénomenes inflammatoires qui se manifestent
cliniquement par une rougeur, une chaleur et un gonflement du sein. Il sagit
d’adénocarcinomes de mauvais pronostic. Leur diagnostic précoce est crucial pour une
prise en charge efficace.

Maladie de Paget du mamelon : un aspect eczématiforme du mamelon et la présence de
cellules cancéreuses dans et autour de lui sont caractéristiques de cette forme rare de
cancer du sein.

Sarcome mammaire : le tissu conjonctif mammaire est affecté. Ce type de cancer, rare mais
qui peut apparaitre a la naissance, est généralement plus agressif que les carcinomes et est
associé a un pronostic plus sombre.

[1.5.3.4. Resistance aux traitements
L’absence d’expression de ERa dans la plupart des cancers de type II a suscité I'hypothése
que ces tumeurs pourraient étre « indépendantes des estrogenes », alors que les traitements
anti-estrogénes sont largement utilisés. Ces derniers se divisent en deux catégories
principales :

modulateurs sélectifs des récepteurs aux estrogenes (SERM) comme le tamoxifene (Tam)
et le raloxifene ;

régulateurs négatifs sélectifs des récepteurs aux estrogenes (SERD) comme I'ICI 182 780
ou fulvestrant.

Cette particularité biologique des tumeurs de type Il suggere que les traitements par anti-
estrogenes, qu’il s’agisse de SERM ou de SERD, pourraient étre inefficaces. Cette
supposition est corroborée par un ensemble d’essais cliniques qui ont montré une absence
de réponse significative au traitement par Tam chez les patientes atteintes de tumeurs de
type I ERa-négatives [166].

En fait, le traitement prolongé par des SERM peut augmenter l'incidence du cancer de
I'endometre, en particulier des types histologiques a haut risque, réduisant ainsi
significativement la survie globale [166].

Le GPER joue un réle dans I'normono-résistance du cancer du sein et dans I'augmentation
du risque de celui de I'endométre chez les femmes prenant du Tam [166]. Le Tam induit la
prolifération in vitro des cellules MCF-7 résistantes au Tam par une voie dépendante du
GPER. Cet effet prolifératif a été bloqué par le knockdown du GPER ou par le co-traitement
avec 'antagoniste sélectif du GPER, G15. Le Tam induit également, par une voie GPER-
dépendante, la prolifération (ou I'activation de facteurs prolifératifs) d’autres types de
cellules, y compris les cellules cancéreuses de I'endometre et de la thyroide [167].

L’'augmentation de la signalisation des facteurs de croissance, notamment EGF, peut
également jouer un role important dans le développement de la résistance au Tam. Les
facteurs de croissance et leurs voies de signalisation intracellulaires peuvent stimuler
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'activité des ERs en I'absence d'un ligand, ce que I'on appelle I'activation « indépendante
du ligand ». [l a été proposé que ce phénomene soit associé a la surexpression d’ EGFR et
d’'HER?2 et soit particuliérement médié par I'activation de la voie de signalisation MAPK par
les estrogénes [168].

De plus, le traitement a long terme avec Tam augmente la sensibilité des cellules a I'E; et
conduit a une augmentation de la synthése du GPER stimulée par I'E,. Le Tam accroit aussi
le recrutement et la translocation du GPER du réticulum endoplasmique vers la surface
cellulaire. La surexpression de GPER transforme Tam en stimulateur de croissance par sa
capacité a agir en tant qu'agoniste de ce récepteur [169]. Le dialogue entre GPER et EGFR
est induit par la phosphorylation de MAPK et Akt. Ces derniers peuvent stimuler la
transcription de différents génes, conduisant & la prolifération cellulaire. Le blocage de la
signalisation GPER / EGFR est une cible potentielle pour surmonter la résistance au Tam
dans les cellules cancéreuses du sein [168].

Un mécanisme similaire de résistance au Tam a été proposé pour I'ERo. membranaire [170].

En outre, l'existence d'une corrélation négative entre l'expression de I'ER et de
I'EGFR/HER2 dans le cancer du sein remet en question le rble potentiel de la
communication croisée entre 'ERa. membranaire et 'EGFR dans les mécanismes de
résistance au Tam. En effet, 'ERa membranaire semble agir comme un répresseur de
I'EGFR. En revanche, des résultats récents ont montré que 'expression du GPER pourrait
étre corrélée positivement avec I'expression de HER-2 [168].

En résumé, la résistance au traitement hormonal du cancer du sein est un phénomene
complexe et multifactoriel. De nombreux mécanismes y contribuent, dont I'activation des
ERs «indépendante du ligand », 'augmentation de la signalisation des facteurs de
croissance et I'expression de GPER.

[1.5.4. GPER

[1.5.4.1. Données générales
Le GPER est un récepteur aux estrogenes faisant partie de la grande famille des récepteurs
liés a la protéine G (GPCR). Il est constitué de 7 domaines transmembranaires. La mise en
évidence de I'existence du GPER, de sa liaison aux estrogenes et ses effets non-génomiques
rapides remontent & une 20*™ d’années [42].

Les antagonistes habituels de I'ER (Tam, fulvestrant, ...) se sont révélés étre des agonistes
du GPER. Ainsi, la résistance de certaines lignées cancéreuses du sein au Tam pourrait étre
expliquée par l'expression de GPER [171], comme mentionné précédemment.

[1.5.4.2. Distribution
La présence du GPER est avant tout liée a la membrane cytoplasmique. Pour autant, elle a
également été décrite dans plusieurs autres localisations subcellulaires, y compris dans les
compartiments membranaires internes [172], tels que le réticulum endoplasmique et
I'appareil de Golgi. Une localisation nucléaire a également été rapportée en tant que
protéine de liaison de la chromatine [9].

Pupo et al. [173] ont mis au jour un polymorphisme nucléotidique unique relativement
fréequent qui conduit & l'expression d'un variant du GPER associé a une localisation
nucléaire. En effet, le GPER avec la mutation P16L ne subit pas de glycosylation,
vraisemblablement en raison d'un effet conformationnel sur les sites de glycosylation
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avoisinants. Par conséquent, le GPER P16L perd sa fonction de signalisation membranaire
mais agit en revanche comme un facteur de transcription stimulé par les estrogenes.

La localisation intracellulaire du GPER, notamment dans le réticulum endoplasmique et
I'appareil de Golgi, suggére qu’il s’agit d’étapes intermédiaires de la synthése protéique
avant son arrivée a sa destination finale, la membrane cellulaire. Au sein de la membrane
plasmique, le GPER forme un complexe avec une guanylate kinase associée a la membrane
et une protéine d’ancrage de la kinase 5, ce qui atténue la production d’AMP cyclique
(AMPc) et maintient le récepteur a la membrane plasmique [17].

Certain-es auteur-es ont identifié le GPER dans la membrane mitochondriale et I'ont associé
a la régulation de l'activité mitochondriale par I'E; [174]. Cette localisation semblerait étre
impliquée dans le role des estrogénes sur la reperfusion tissulaire apres une ischémie.

[1.5.4.3. Site actif/agonistes/antagonistes
Le site actif du GPER est une région flexible et adaptable capable de lier une grande variété
de ligands. Cette particularité confére au GPER une grande plasticité fonctionnelle et lui
permet de jouer un réle dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques.

Des études de docking aveugle (ancrage moléculaire sur I'ensemble la protéine) ont montré
que les sites actifs des [Fs et de I'E; sont similaires, avec des affinités de liaison comparables
(-8,9;-8,8; -8,6 et -8,3 kcal/mol pour I'équol, la GEN, la DAI, et I'E;, respectivement) [7].
Cependant, il est important de noter que dans cette publication d’Ariyani et a/, le docking
proposé a été testé dans la partie basse (intracellulaire) du récepteur, sans justification
explicite. Cette approche souléve des interrogations quant a la pertinence de cette
localisation spécifique pour l'interaction ligand-récepteur.

Des travaux menés par Mendez-Luna et al. [175] ont suggéré que les cavités du GPER
peuvent accepter des ligands a grand-volume grace a des interactions T - T, hydrophobes
et des liaisons hydrogéne. L'analyse des motifs de liaison, basée sur la dynamique
moléculaire, a révélé des similitudes entre I'antagoniste G15 et 'agoniste G1, laissant
supposer I'implication des résidus Cys107 et Glu275 dans l'activation de la protéine. Les
auteur-es ont conclus que le GPER pouvait étre sujet a des changements structurels
significatifs, expliquant ainsi sa capacité étendue a accepter divers ligands. De plus, leurs
travaux soulignent que le méme ligand pourrait étre reconnu dans différentes poses
(positions de liaison) selon les conformations structurelles du récepteur.

Par ailleurs, Périan et al. [9] ont indiqué dans leur étude de modélisation et d’ancrage
moléculaires que le GPER pouvait accueillir ces ligands volumineux dans plusieurs cavités,
ce qui pourrait expliquer le grand nombre de composés capables de s’y lier.

Ces résultats mettent en lumiere la complexité des interactions ligand-récepteur et
soulignent I'importance de considérer la conformation tridimensionnelle du GPER pour
mieux comprendre sa spécificité de liaison aux ligands et son rdle dans la signalisation
cellulaire.

[1.5.4.4. Fonctions physiologiques
Le GPER est un récepteur membranaire qui joue un réle crucial dans divers aspects de la
signalisation cellulaire, y compris la libération de calcium, la transactivation de 'EGFR et la
régulation génique.
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Il est impliqué dans la physiologie dépendante de I'E; des cellules mammaires épithéliales
non cancéreuses. Des études ont montré qu’il régule la prolifération, la migration et
I'apoptose de ces cellules [159].

Il est également exprimé dans d’autres tissus et organes, notamment l'utérus, les ovaires, le
cerveau, les os et le systétme cardiovasculaire et donc impliqué dans une variété de
fonctions physiologiques, y compris la reproduction, le métabolisme, la cognition et la santé
des os [176,177].

L'un des défis dans I'étude du GPER est son chevauchement fonctionnel et de spécificité
de ligand avec les ERa / B [178]. Le 17B-E,, le 4-hydroxyTam et I'ICI 182 780 se lient tous
au GPER et aux ERa / B, mais avec des effets agonistes et antagonistes distincts. Le 17(-
E, est un agoniste du GPER et un agoniste ERa, tandis que le 4-hydroxyTam est un SERM
et I'ICI 182 780 est un antagoniste pur de I'ERa [178].

Les études in vivo menées sur des souris knock down pour le GPER montrent qu'il serait non
essentiel a la reproduction, en contraste avec des résultats de pharmacologie indiquant un
réle dans la prolifération des cellules utérines épithéliales. D'autres travaux in vivo ont
montré une implication du GPER dans le métabolisme du glucose et des lipides, 'accrétion
osseuse, la pigmentation de la peau ainsi que dans la régulation de la fréquence cardiaque
et des systemes nerveux et immunitaire [9].

Certains travaux notent que l'affinité du GPER pour I'E; in vitro est environ 10 a 60 fois
inférieure & celle de 'ERa [179]. Cependant, comme l'ont rappelé Rouhimoghadam et al.
[158], les affinités de liaison relatives (RBA) de 'ERa, de I'ER[ et du GPER ne peuvent étre
directement comparées. Cela s'explique par le fait que ces récepteurs présentent des
niveaux d’expression et des environnements physico-chimiques distincts. Les ERs sont
isolés dans des homogénats cytosoliques sans détergent, tandis que le GPER est enrichi
dans des préparations de membrane plasmique riches en lipides. Par conséquent, la valeur
de constante de dissociation (Kd) plus faible mesurée pour I'E, dans les tests de liaison des
ERs par rapport aux tests de liaison du GPER ne signifie pas forcément que I'E; a une affinité
plus élevée pour les ERs que pour le GPER.

De plus, la position membranaire du GPER pourrait lui permettre d’accéder a des quantités
de 17B-E; supérieures a celles atteintes par les ERs intracellulaires. Cependant, il est
également possible que 'action du 17B-E; sur le GPER ne soit déclenchée qu'en présence
dune concentration élevé d’hormone, dans des conditions physiologiques particulieres
telles que la période pré-ovulatoire chez les femmes ou la grossesse [179]. Cette question
mérite d’étre explorée plus en profondeur.

Par ailleurs, GPER semble jouer un role dans les cancers hormono-dépendants. Les travaux
existants [9] ont notamment montré une corrélation positive entre I'expression de GPER et
les pronostics des cancers du sein et de I'endometre. Il parait en outre étre impliqué dans
la promotion de caractéres cancéreux tels que la migration de TNBC, la résistance a
I'hypoxie, la réponse pro-angiogénique et l'activation des CAF (Fibroblastes associés aux
cancers).

[1.5.4.5. Implication dans les cancers du sein
Le récepteur des estrogenes GPER est présent dans environ 50 a 60% des cas de cancer
du sein. Dans la plupart des cellules cancéreuses mammaires, 1'expression du GPER est
nettement plus élevée par rapport aux tissus sains [180].
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Nous rappelons que les TNBC représentent 15 a 20% des cancers du sein et se distinguent
par I'absence d’ER, de récepteurs aux progestatifs (PR) et a HER2 [171]. Contrairement aux
autres types de cancer du sein, ils ne répondent pas aux traitements hormonaux classiques
[42]. Autre rappel : le GPER est exprimé dans la majorité des TNBC et serait associé a un
age plus précoce au diagnostic, a des tumeurs plus grandes et & un stade clinique plus
avancé [181]

Le GPER serait impliqué dans la cancérogénése a travers plusieurs mécanismes [159]
succinctement décrits ici.

Action sur la prolifération : via I'activation et la régulation positive de certains genes cibles.
Action sur la migration de cellules cancéreuses mammaires : via 'activation du GPER et
potentiellement a travers des interactions avec des facteurs tels que CTGF, Cycline E, voie
notch et CXC-R-1.

Promotion de l'invasion de cellules inflammatoires cancéreuses ainsi que I'adhésion des
cellules cancéreuses aux cellules endothéliales, ce qui suggere une implication dans le
processus métastatique.

Action sur l'angiogenése induite par hypoxie: l'expression du GPER est régulée
positivement par I'hypoxie et peut contribuer a I'angiogenése tumorale.

Des études ont montré que le GPER était responsable de la prolifération, de I'invasion et de
la migration de cellules cancéreuses mammaires MCF-7 traitées a I'E; a des doses
physiologiques. De plus, I'E; favoriserait I'expression du GPER, créant une boucle de
rétroaction positive qui stimule la croissance [182].

Ces découvertes soulignent I'importance du GPER dans le contexte du cancer du sein et
ouvrent des perspectives pour de futures recherches et des approches thérapeutiques
ciblées [171].

Actuellement, toutefois, les réles du GPER dans le cancer font I'objet d'un débat croissant,
avec des études rapportant des effets pro- et anti-tumoraux. Cette hétérogénéité de résultats
(voir Tableau 4) peut s’expliquer par plusieurs mécanismes non exclusifs.

Localisation subcellulaire du GPER : la distribution cellulaire du GPER varierait en fonction
des especes, des tissus et des types de cellules et pourrait influencer ses fonctions et le
pronostic. Des études récentes suggérent que le GPER nucléaire pourrait avoir des fonctions
distinctes de celles du GPER membranaire, notamment dans la régulation de la prolifération
cellulaire, de la migration et de I'apoptose [42]. Par exemple, une faible expression nucléaire
du GPER ne semble pas étre corrélée a I'agressivité du cancer du sein.

Contexte tissulaire : les fonctions du GPER varient selon les types de cellules et de tissus
ou elles sont observées. Dans le pancréas et le foie, les effets anti-inflammatoires du GPER,
dans les cellules non cancéreuses, pourraient contrebalancer sa capacité a stimuler la
croissance tumorale. En revanche, dans le cancer du sein, le GPER semble jouer un role
pro-tumoral, favorisant la prolifération, la migration et I'invasion cellulaire [167].

Stade du développement tumoral : le role du GPER peut évoluer au cours de la progression
tumorale. Dans un modéle murin de cancer du sein, le GPER ne semble pas jouer de role
dans linitiation du cancer, mais contribue a la formation de métastases. De plus,
I'expression du GPER peut étre corrélée a différents stades de la maladie. Par exemple, une
surexpression du GPER a été observée dans les tumeurs de grande taille (>2 cm) et
métastatiques [183].
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Interaction avec d’autres facteurs : le GPER pourrait avoir des roles différents en fonction
de I'expression de facteurs interagissant. Par exemple, il stimule la croissance des cellules
SKBR3 ER(-), mais inhibe celle des cellules MCF7 ER(+). De plus, son effet stimulant sur
les cellules cancéreuses ovariennes dépend de I'EGFR. L'effet inhibiteur du GPER sur des
cellules ER(+) pourrait provenir d’une confusion possible entre I'effet GPER et I'effet ERa
membranaire.

Réponses calciques différentielles : Une hypothése récente propose que les effets du GPER
sur les cellules cancéreuses ER(+) et ER(-) pourraient étre liés a des réponses calciques
transitoires ou prolongées et impliquant des canaux calciques différents [184]. Dans leur
étude, Ariazi et al. [184] ont rapporté que E; et G1, a une concentration de 1 uM, induisaient
une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium dans les cellules SKBR3
(ER-) plus importante et transitoire que dans les cellules MCF7 (ER+).

En conclusion, les effets du GPER dans le cancer sont complexes et multidimensionnels.
La compréhension des mécanismes sous-jacents a ses actions pro- et anti-tumorales est
essentielle pour le développement de nouvelles thérapies ciblées [9].

[1.5.46. Mécanismes d’action
Le GPER est un récepteur membranaire qui lie les estrogenes et d’autres stéroides sexuels.
Contrairement aux récepteurs d’estrogénes nucléaires classiques (ERa et ERB), qui agissent
directement comme facteurs de transcription, le GPER initie des cascades de signalisation
intracellulaires rapides et variées. Ses effets sur la prolifération cellulaire, la survie et la
migration dépendent du contexte tumoral et de la concentration de ligand.

1154.6.1. Activation du GPER et voies de signalisation

La liaison de ligands, tels que I'E; ou les xéno-estrogénes, au GPER déclenche l'activation
de diverses voies de signalisation (voir Figure 6), notamment ceux présentés ci-dessous
[42,168,172,180].

Voie du récepteur EGFR : L'activation du GPER entraine la libération du facteur de
croissance épidermique li¢ a 'héparane (HB-EGF) via 'activation de la Src kinase et des
métalloprotéinases matricielles (MMPs). I HB-EGF active a son tour 'EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor). Cette transactivation déclenche les voies de signalisation MAPK et
PI3K/Akt, impliquées dans la prolifération, la survie et la migration des cellules
cancéreuses. Des études sur les lignées cellulaires de cancer du sein ont démontré
I'importance de cette voie dans la réponse au GPER. Dans la lignée SKBR3 (ERa et 8
négatives), une multiplication par 6 de la phosphorylation ERK a été rapportée suite a 5 min
d’exposition a I'E,. Dans la lignée MDA-MB-231 GPER (-), il n'y a pas d’augmentation de la
phosphorylation d'ERK apres traitement par EGFR mais la transfection de ces cellules avec
le géne du GPER permet 'augmentation de cette phosphorylation en impliquant la sous-
unité By [172].

Voie du calcium : L'activation du GPER suite a l'action de I'E; induit une augmentation
rapide du calcium intracellulaire, ainsi que la mobilisation des stocks cellulaires de
calcium [172], contribuant potentiellement a la prolifération cellulaire et a la migration. La
sous-unité Ga active la phospholipase C (PLC), qui augmente la concentration
intracellulaire de calcium et active d’autres enzymes et voies de signalisation. Cependant,
Xu el al. [180] ont observé que I'activation du GPER par G1 & une concentration inférieure
a 1 pM, induisait une mobilisation du calcium intracellulaire découlant, de maniére
inattendue, de la transactivation de 'EGFR et non de I'activation de la voie Ga classique.
Le dimere libre de la sous-unité GBy joue également un role en déclenchant la libération de
calcium intracellulaire. Cela entraine le clivage protéolytique dépendant de la kinase de la
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famille Src Shc et la libération consécutive de HB-EGF de la face exoplasmique de la
membrane plasmique [42]. Il a été observé que G1 a une concentration de 1 uM induirait
I'action de deux canaux calciques différents: dans les cellules MCF-7, il agirait par
l'intermédiaire des récepteurs de l'inositol triphosphate (IP3R), alors qu’il agirait par
l'intermédiaire des récepteurs de la ryanodine (RyR) dans les cellules SKBR3 [184].

- Voie de I'AMPc: Dans certaines circonstances, en particulier & des concentrations
pharmacologiques de ligand, par exemple G1 a une concentration supérieure a 1 yM, le
GPER lié a son ligand active la sous-unité Ga, ce qui entraine 'activation de 'adénylate
cyclase (AC) et I'augmentation de la production d’AMPec. Cette cascade de signalisation
conduit & l'activation de la protéine kinase A (PKA) et la CREB, ce qui influence la
transcription de génes impliqués dans la progression du cycle cellulaire et son arrét.

En plus de ces voies bien caractérisées, le GPER peut également influencer les voies kB,
Hippo et HOTAIR, contribuant a la complexité de ses effets dans le cancer du sein.

Les voies de signalisation intracellulaires du GPER favorisant la carcinogenése induite par
les estrogenes, induisent par ailleurs une série d’effets [42] regroupés ici :

- perte de polarité des cellules épithéliales et invasion de la membrane basale associée a la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) ;

- invasion des tissus locaux par I'activation des MMPs et d’autres protéinases de la surface
cellulaire ;

- échappement a I'apoptose et la survie en dehors des limites de la membrane basale ;

- synthése d'une matrice provisoire de fibronectine ;

- production et libération de facteurs solubles qui modifient I'immunité locale et
périphérique ;

- activation de la signalisation dans un environnement hypoxique et pour activer les CAF qui
conduisent au développement d’un stroma cancéreux réactif ;

- activation de signaux qui favorisent le recrutement d'un apport vasculaire pour réoxygéner
le tissu «blessé », ce qui peut finalement entralner une dissémination systémique des
cellules tumorales.
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EGF-receptor pathway

() (pP)
YAP | TAZ

S S S e —

TcCa
k0, - Ca  n Degradation
\PJ Akt ) Ca
b RN Degradation
L ]
\ lrymphtm

pN 143 O l L oot
“~{ FOXO3a

—
c-fos msg_mn > cror | coll cycle €= CyclinD1 ‘1 mewa{tﬁ HOTAIRT imiRMsa L
Erref} Aro [1

Figure 6. Voies de signalisation du GPER, d'apreés Girgert et al. [171]

59



Les travaux de Filardo et al. [185], ont apporté un éclairage important sur le mécanisme
par lequel I'activité des ERK-1/2 est rapidement restaurée aux niveaux basaux aprés
stimulation par les estrogénes. Les auteur-es ont proposé que cette augmentation puis
atténuation de lactivité d’ERK-1/2 se produirait via une double signalisation
dépendante du GPER, aux effets opposés. D’abord, I'activation transitoire et rapide de
la voie EGF et des MAPK comme exposé précédemment. Ensuite, la stimulation de
I’AC par le GPER et la signalisation dépendante de ’AMPc. Ce résultat a été rapporté
apres exposition de cellules MCF-7 GPER et ERs (+) et SKBR3 GPER (+) et ERs (-) &
1 nM d’E,. Cependant, 'utilisation d'un milieu sans sérum dans leur étude a
probablement permis d’augmenter considérablement la quantité d’E, disponible,
augmentant ainsi la probabilité d’'une activation de la voie de 'AMPc par I'E,.

Ces résultats démontrent la complexité de la régulation de I'activité I'ERK-1/2 par les
estrogénes et mettent en lumiere le réle crucial du récepteur GPER dans ce processus.
Ils suggerent que I'E; peut moduler la voie Raf-vers-ERK et la voie EGF de maniére
transitoire et opposée, permettant un contrdle fin de la prolifération cellulaire et de la
différenciation [185]. Cependant, il faut noter qu'au sein d'un organisme et
contrairement aux observations in vitro, les concentrations d’E; ne présentent pas de
stabilité et fluctuent continuellement en fonction des rythmes de synthese, de
conjugaison, de transport et d'élimination hormonaux.

1154.6.2. Approches pharmacologiques
Des approches pharmacologiques utilisant des agonistes spécifiques du GPER,
comme le G1, et des antagonistes, comme le G36 et G15, permettent de mieux
comprendre son role dans la prolifération cellulaire. Le G36 est un meilleur antagoniste
de GPER que le G15. Il est en effet plus spécifique du GPER et n'a qu'une affinité tres
faible avec les ERa. L'affinité du GPER avec G1 est similaire a celle de E, (Kd de 10 et
6 nM, respectivement). Le G1 n’a pas d’affinité avec ER en dessous de 10uM. [180].

L’antagoniste spécifique du GPER G15 présente une affinité 0,5 fois supérieure a celle
de G1 et une sélectivité 1 000 fois supérieure a celle d'ERa et d’ERB [180]. Le G15 se
lie au GPER avec une affinité d’environ 20 nM. En comparaison, I'affinité pour le G1,
en utilisant le méme test, est d’environ 7 nM et est similaire a I'affinité précédemment
rapportée du G1 pour le GPER recombinant. Celle-ci serait de 11 nM et les affinités
rapportées pour le 17B-estradiol entre 3 et 6 nM. Des études supplémentaires de
liaison compétitive pour évaluer les interactions avec ERa et ERB ont révélé que,
comme G1, G15 se lie peu a ERa ou ER[ & des concentrations allant jusqu'a 10 uM,
ou l'estrogene entre en compétition avec un Ki d’environ 0,3-0,5 nM. Ces résultats
révelent que G15, comme G1, présente une forte affinité pour GPER avec une liaison
minimale a ERa et ERB (Ki > 10 uM) [178].

Effets anti-prolifératifs de G1 dans les cellules cancéreuses

Dans le cancer de la prostate, G1 (1 uM) a montré une capacité a inhiber la
prolifération des cellules PC-3 in vitro et in vivo (xénogreffes chez la souris). Cet effet
semble lié¢ a l'arrét du cycle cellulaire en phase G2 et & la phosphorylation des
régulateurs du point de contréle G2, NF-YA [186]. De méme, dans le cancer de I'ovaire,
G1 (2 uyM) a induit une suppression de la prolifération et une augmentation de
I'apoptose en ciblant la tubuline dans les lignées cellulaires IGROV-1 et SKOV-3 [187].

60



Plusieurs études décrivent un effet suppresseur de la prolifération de G1 & 1 pM sur
des cellules cancéreuses mammaires MCF7 (ER+)[184,188] ou TNBC [189—-191] (voir
Tableau 4). Un effet inhibiteur a également été observé sur des cellules SKBR3 aprés
traitement avec G1 a 10 pM.

Il faut noter que ces doses, qui sont 100 fois plus concentré que la dose active d’E,
n'ont peut-étre pas de pertinence physiologique.

Effets pro-prolifératifs et pro-métastatiques de G1

Par contraste, G1 (100 nM, soit 10 fois plus concentré que la dose active d’E;, et donc
en accord avec les ratio d’'affinité des deux substances pour le GPER) a stimulé la
croissance des cellules de cancer du sein MCF-7 résistantes ou non au Tam, soulignant
son rble potentiel dans la résistance aux traitements endocriniens [169]. De plus, G1
(100 nM) a augmenté la prolifération et la migration des cellules TNBC [181].

Etrangement, G1 a une concentration de 1uM semble également responsable d'une
prolifération et adhésion de CAF dans les travaux de Luo et al. [192,193]. Néanmoins,
dans le cadre de ces expériences, les cellules étaient synchronisées dans un milieu
sans sérum 24 heures avant le traitement. Or, & ce jour, aucune donnée n'est disponible,
a notre connaissance, concernant la liaison potentielle du G1 aux protéines sériques.
Si une telle liaison était possible, 1'absence de sérum induirait une plus grande
disponibilité des composeés, susceptibles d'agir sur les cellules, comparativement &
d’autres études. En outre, ces travaux souleévent une question relative aux seuils
d'activation de la voie AMPc : pourraient-ils différer dans les CAFs ?

L'effet du G1 sur la prolifération et I'apoptose des cellules cancéreuses semble donc
dépendre de maniére critique de la concentration utilisée. Des concentrations faibles
de G1 pourraient stimuler la prolifération cellulaire, tandis que des concentrations
¢élevées pourraient induire l'apoptose. Ce phénomene pourrait s'expliquer par
l'activation de différentes voies de signalisation intracellulaires via GPER, sous
différentes configurations du récepteur, selon la dose de G1.

La configuration spatiale particuliére du GPER induite par une sur-concentration de
G1 pourrait potentiellement permettre I'entrée de plusieurs molécules dans le site de
liaison du récepteur. Cette hypothese souleve I'importance de considérer les résultats
de la littérature en fonction des doses d’agonistes ou d’antagonistes utilisées. En effet,
une transposition des effets in vitro a la situation physiologique implique
nécessairement de prendre en compte la question de la dose. Il est crucial de
s'interroger sur les concentrations physiologiques des ligands du GPER ou sur celles
susceptibles d’étre atteintes lors d’'un traitement médicamenteux.

De plus, l'interaction du GPER avec d’autres récepteurs, tels que les ERs et les
récepteurs aux androgénes (AR), peut moduler son action suite a la stimulation par le
G1. Cette interaction complexe peut expliquer les résultats parfois contradictoires
observés dans la littérature scientifique, ou I'effet du G1 sur la croissance tumorale
varie selon le type de cancer et la présence ou I'absence de récepteurs stéroidiens
nucléaires dans les cellules cancéreuses.

L’approche thérapeutique ciblant I'inhibition de la croissance des TNBC via le GPER
présente une limite majeure au niveau clinique : la nécessité de développer des
antagonistes « suicides » qui se lient de maniéere irréversible au GPER et bloquent son
activité en permanence. Cette stratégie médicamenteuse ne peut étre envisagée que
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si elle est extrémement précise et sélective, afin d’éviter tout effet délétére sur d’autres
organes, en particulier en s'assurant quelle ne traverse pas la barriere
hématoencéphalique, et ce en raison du rdle essentiel du GPER dans le
fonctionnement d’autres tissus, notamment les neurones.
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Référence Modéele cellulaire Méthode Localisation Concentrations testées Commentaire
cellulaire
Effet promoteur du cancer
Ignatov 2010 MCF-7, MCF-7 Tam R  WB!" Membrane, E; 10nM, Tam 1 yM Effet attendu (voie EGFR)
[168] RE™ Fulvestrant 1 uM
Ignatov 2011 TC" [HC* Membrane, NA Effet attendu (voie EGFR)
[168] cytoplasme,
noyau
Mo 2013 TC, MCF-7 Tam R, [HC, Immuno- Membrane, Tam 1 uM Effet attendu (voie EGFR)
[194] Xénogreffe de souris fluorescence, WB,  cytoplasme
Tam R RT-PCR",
Chen 2014 MCF-7, WB, NAY E, 10 nM Effet attendu
[195] SKBR3 qRT-PCR'® Fulvestrant 5 yM (voie EGFR)
Catalano MCF-7, RT-PCR, NA E; 10 nM, Tam 1 yM Effet attendu (voie EGFR)
2014 [196] MCF-7 Tam R, WB D4Androstene-dione 0,5
SKBR3, CAF uM
Lappano 2010 MCF-7, RT-PCR, WB NA E; 1 nM, E; 1 nM Effet attendu (voie EGFR)
[197] SKBR3 Fulvestrant 1 uM
Girgert 2012 MDA-MB-435, HCC1806 RT-PCR, WB NA E; 1 et 10 nM Effet attendu (voie EGFR)
[198] 4-OH-Tam 0,1 et 1 yM
Steiman TC [HC NA NA Observation de cohorte. Association a
2013 [199] récurrence
Yu 2014 MDA-MB-463, -436 [HC, [F*®, RT-PCR, Cytoplasme E, 100 nM, G1 100 nM Effet attendu (voie EGFR activée avec100 nM
[181] et-231, MCF-7, TC WB Tam 100 nM de G1 et de Tam)

10 R : résistante
1 \WB : Western Blot

12 RE : réticulum endoplasmique

1B3TC : tissues cancéreux
4 IHC: Immunohistochimie

15 PCR : réaction en chaine par polymérase
16 gRT-PCR : Reverse Transcriptase PCR quantitative

7 NA : Non applicable
B |F : immunofluorescence
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Référence Modéele cellulaire Méthode Localisation Concentrations testées Commentaire
cellulaire
Zhou 2016 SKBR3 WB, NA E, 1-100 nM Effet attendu (voie EGFR)
[200] MDA-MA-231 IF 4-OH-Tam 1 uM
Albanito 2008 SKBR3 BT20 RT-PCR, WB, IF Intracellulaire E, 100 nM Effet attendu (voie EGFR)
[201] EGF 50 ng/mL
Luo 2014 CAFs d’échantillons BC ~ [HC, RT-PCR, WB  Cytoplasme E; 10-100 nM Effet attendu (voie EGFR)
[193], 2016 primaires G1 1 uM, Tam10 nM
[192]
Ignatov 2011 TC [HC Membrane, NA Effet promoteur (si Tam)
[189] cytoplasme, Effet attendu
noyau
Effets multiples
Ariazi 2010  Microréseaux gRT-PCR, imagerie NA G11pM, Effet suppresseur (ER+) et promoteur (ER-)
[184] d’expression génique de  du Ca**, WB diethylstilbestrol 1 nM, Effet attendu pour ER(-)
carcinomes mammaires E; 1-1000 nM, Co-expression du ER peut modifier la
ER(+) et (-), MCF-7, Fulvestrant 1 uM réponse
SKBR3
Effet suppresseur du cancer
Broselid TC ER(+), T47D ICH, WB, IF NA NA GPER est surtout présent dans des cellule
2013 [202] MCF-7 = GPER knock- ER(+), PR(+).
down, HEK + GPER Effet suppresseur (ER+)
Poola 2008 TC ERa(+) et (-) gRT-PCR NA NA Statut ménopausique inconnu
[203] Absence de validation du modéle cellulaire
(expression du GPER non vérifiée, Statut
HER2 inconnu)
Pertinence du test statistique ?
Kuo 2007 TC ERa (+) et (-) gPCR NA NA Statut ménopausique inconnu
[204] Statut PR et HER2 inconnu, Pas de

vérification de I'expression du GPER
Pertinence du test statistique ?
Cellules ER(+)/PR(+) majoritaires
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Référence Modéele cellulaire Méthode Localisation Concentrations testées Commentaire
cellulaire
WeiBenborn MCF-7, SKBR3 RT-PCR, WB, NA G1 1 uM, Hypothése questionnable : effets prolifératifs
2014 [188] cytomeétrie de flux, observés avec des agonistes non spécifiques
MSP-PCR" (E2 et TAM) mais inhibition de la croissance
avec des agonistes spécifiques G1
WeiBenborn MDA-MB-231 et -468 RT-PCR, WB, MSP- NA Gl 1uM Effet attendu
2014 [205] PCR G1 a 1 uM active la voie AMPc qui inhibe la
voie EGFR.
Chen 2016 TC (TNBC), MDA-MB- I[HC, WB, gRT-PCR NA Gl 1uM Effet attendu (idem)
[190] 231, xénogreffes de MDA-
MB-231 (souris)
Liang 2016 MDA-MB-231et -468, gRT-PCR, ELISA, NA Gl 1uM Pas de vérification de I'expression du GPER
[191] Microréseaux de tissus Tissue microarray,
TNBC, Xénogreffe de ICH, WB, scratch test
souris in vitro
Okamoto 201€¢€ SKBR3 gRT-PCR, WB NA E, 10 yM Pas de vérification de I'expression du GPER
[206] G110 uM Concentrations testées élevées

Tableau 4. GPER et cancer du sein (complété de Hsu et al [171]).

19 MSP-PCR : PCR spécifique a la méthylation
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11.5.4.6.3. Signalisation génomique

Le GPER exerce ses effets transcriptionnels de maniére indirecte en utilisant les
protéines G hétérotrimériques. Ainsi, comme vu précédemment, les effets du GPER
sont initiés par I'activation d’enzymes associées a la membrane plasmique (telles que
I'AC et les MMPs); ces actions pré-génomiques conduisent finalement a la
transactivation des genes [42]. Cette derniére médiée par GPER a été établie par des
expériences qui ont démontré la médiation de la transcription par c-fos, un facteur de
transactivation génique ubiquitaire, par le 17B-E; ou la GEN dans des cellules de
cancer du sein humaines SKBR3 ERs(-), GPER(+) ou dans des cellules humaines
MDA-MB-231 ERs(-) suite a la reconstitution de GPER. Une autre preuve de concept
démontrant ce mécanisme spécifique du GPER a été apportée par des expériences
supplémentaires utilisant I'agoniste sélectif du GPER, G1, et un plasmide rapporteur
de c-fos dans le carcinome ovarien humain BG1 ER(+) et GPER(+). Bien que
I'ensemble des genes dont la transcription est médiée par la transactivation de 'EGFR
dépendante de GPER n’ait pas encore été entierement déterminé, il est bien connu
que la signalisation de 'EGFR peut conduire a I'activation de facteurs de transcription
qui se lient & des éléments de réponse au sérum (SRE) [42]. Une étude récente [207]
analysant les transcriptomes de patientes atteintes d'un cancer du sein ER(-) & partir
des ensembles de données de The Cancer Genome Atlas (TCGA) et de Molecular
Taxonomy of Breast Cancer International Consortium (METABRIC) a donné une
vision plus large des signatures génétiques qui peuvent étre attribuées a la signalisation
du GPER. Cette étude a montré une corrélation dans l'expression de GPER avec des
genes qui s'alignent sur des voies pro-métastatiques.

[1.5.4.7. Complexité et controverse
L’étude du GPER est compliquée par plusieurs facteurs émergeants de différentes
sources.

- Interaction avec d’autres récepteurs aux estrogénes : la signalisation initiée par la
membrane (MISS) impliquant d’autres récepteurs aux estrogénes, notamment
ERa-membranaire, peut interagir avec les effets du GPER, rendant difficile
I'isolement de ses actions spécifiques [180].

- Effets contextuels : les effets du GPER sur la prolifération cellulaire et la
progression tumorale peuvent varier en fonction du contexte tumoral, de la
concentration de ligand et de I'interaction avec d’autres voies de signalisation.

- Roéle d'oncogéne ou de suppresseur de tumeur : bien que certaines études
suggérent un réle suppresseur de tumeur pour le GPER, des preuves cliniques et
pharmacologiques indiquent plutét son association avec la progression de la
maladie et une survie réduite dans certains cancers.

La «preuve » que GPER est un antioncogéne est extrapolée a partir d’études qui
montrent que le promoteur de GPER est hyper-méthylé dans certaines tumeurs.
Cependant, comme le précisent Hall et Filardo [42], ces études n'ont pas évalué la
méthylation globale due a l'instabilité du génome, ni le statut de méthylation d’autres
genes, y compris ER. Bien que le GPER puisse étre considéré comme un suppresseur
de tumeur en fonction de ces criteres, il est important de noter que cela contredit les
données cliniques montrant son association avec la progression de la maladie et une
survie réduite dans les cancers du sein et gynécologiques. Les preuves
pharmacologiques soutenant l'activité antioncogene du GPER proviennent d’études
démontrant que les agonistes sélectifs du GPER a doses pharmacologiques peuvent
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induire des événements cellulaires conduisant a la mort cellulaire, tels que la rupture
de la tubuline, I'arrét mitotique G2/M et la régulation a la hausse de p53, p21 et c-myec.
Dans le contexte de cet argument, on peut noter que I'antagoniste sélectif du GPER,
le G36 (a une dose de 11 mg pellets) inhibe la croissance du cancer de I'endometre
[166] et le G15 (1,46 mg/kg) celle du poumon non a petites cellules.

Ainsi, il serait plus approprié de reconnaitre que 'exposition totale aux estrogenes,
qu'ils soient d’origine naturelle ou environnementale, constitue un stimulus chronique
favorisant I'action des estrogenes, indépendamment du type de récepteur. L'action
complémentaire de ces récepteurs, a I'exception de celle de certains variants du ER,
est associée aux tumeurs malignes induites par les estrogenes. Par exemple, les xéno-
estrogénes abondants, tels que les bisphénols, les phtalates et les IFs, ont été négligés
en grande partie en raison de leurs faibles RBA pour ERa, bien qu'ils soient nombreux
a présenter des RBA nettement plus élevées pour GPER. Par exemple, le RBA du 4-
hydroxyTam pour ER est de 175-257 % contre 0,021 % et 6,8 % pour la GEN pour
ERa et ER, respectivement. Tandis que les RBA de la GEN et du Tam vis-a-vis de
GPER sont similaires (2-5 % et 0,3-6 %, respectivement), et les deux composés
fonctionnent comme des agonistes de GPER [42]. Le Tam et la GEN présentent donc
des RBA similaires pour GPER. Cependant, leurs RBA pour ERa et ER different
considérablement.

La preuve que le GPER agit indépendamment des ERa et ERP est apportée par le fait
que l'action rapide des estrogénes ne doit pas nécessairement étre corrélée a
I'expression des protéines ERa et ERP et peut se produire dans les cellules
cancereuses du sein SKBR3 dépourvues d’ARNm pour les deux récepteurs [168].
L'existence d’agonistes et d’antagonistes spécifiques permettent aussi de séparer les
deux types de voies de signalisation.

L'exploration du réle du GPER implique nécessairement la prise en compte du réle
potentiel des récepteurs aux estrogénes membranaires dans la signalisation cellulaire.
Un corpus croissant de preuves suggere que ces récepteurs membranaires jouent un
réle crucial dans la signalisation stéroidienne initiée par la membrane (MISS), régulant
ainsi divers événements physiologiques. Cependant, il est crucial de souligner que les
modeles actuels ne permettent pas d’exclure définitivement l'influence de ces
récepteurs dans leur interaction avec le GPER. De plus, I'interaction complexe entre le
GPER et les actions non génomiques d’autres stéroides sexuels engendre des résultats
parfois contradictoires d'une publication a 'autre [42,172].

[1.5.5. [soflavones et GPER
La variabilité des résultats observés lors de I'évaluation de 'activité de la GEN ou
d’autres phytoE, dans le cancer du sein, via le GPER peut s’expliquer non seulement
par les différentes concentrations utilisées, mais aussi par la quantité et le répertoire
des récepteurs aux estrogenes présents dans les différents modéles cellulaires. Ces
derniers déterminent des interactions pouvant conduire a une amplification ou une
inhibition de l'effet. Ces phénoménes sont similaires a ceux décrits pour les récepteurs
aux estrogénes classiques, et les interactions entre les différents types de récepteurs
jouent un réle important dans la physiologie et la pathologie des cellules mammaires
[17]. I est également important de considérer les interactions entre les co-cultures de
cellules MCF-7 (positives pour les récepteurs ERa et GPER) et les cellules souches
issues de MDA-MB-231 (négatives pour ERa et GPER) stimulées par la GEN (a 40 nM
et 2uM), ce qui induit une différenciation importante des cellules souches du cancer
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du sein [208]. La coexistence de plusieurs formes de récepteurs aux estrogénes dans
les cellules cancéreuses indique une communication complexe entre GPER, ERa et
ERP ainsi que les nouveaux variants d’épissage non nucléaires ERa36 et ERa46,
exprimés dans de nombreux tissus, y compris les cellules du cancer du sein.

Ariyani et al. [40] ont rapporté dans une étude de 2019 des effets du S-équol sur des
neurones et dendrocytes via le GPER. Ce dernier est responsable de 'augmentation
de l'arborisation dendritique et d’'une prolifération des astrocytes observés avec des
concentrations physiologiques de 1 a 10 nM de S-équol. Il est également impliqué dans
la migration des astrocytes induite par I'’équol. Une des autrices montre dans une
publication ultérieure [7] que E; et les IFs possédent une position de liaison similaire
dans I'ancrage moléculaire proposé par I'équipe. Cette derniére a également observé
que des concentrations de 1, 10 et 100 nM d’'IFs induisaient la migration des cellules
gliales principalement via le GPER, cet effet étant supprimé par I'antagoniste sélectif
G15 ou des siARN anti-GPER.

Vivacqua et al. [209] ont démontré que le GPER médie la prolifération des cellules
cancereuses thyroidiennes (WRO, FRO et ARO) induite par la GEN, via la voie MAPK.
Cet effet a également été observé avec I'E; et I'hydroxy-TAM. La GEN a notamment
entrainé une augmentation de l'expression des génes c-fos, cycline A et cycline D1.
Ces effets stimulants ont été inhibés par le silencing GPR30.

Sur un modele d’endométriose, Lin et al. [210] ont rapporté que la GEN a 100 nM
augmentait la transcription du facteur de transcription SF-1 et induisait la prolifération
cellulaire dans les cellules humaines primaires H-38 exprimant des niveaux élevés de
GPER sans expression détectable de ERa ou ER(, ainsi que dans les cellules
cancéreuses de l'endometre Ishikawa exprimant le GPER. Ces effets prolifératifs
étaient dépendants du GPER.

Des effets prolifératifs des IFs ont donc été rapportés dans la littérature sur des
modeles cellulaires différents, mais le possible effet prolifératif des isoflavones,
notamment sous forme conjuguée, sur des cellules TNBC exprimant le GPER n'a a
notre connaissance pas été exploré.
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[1L.

Méthodologie, matériels et méthodes

[L.1.

Evaluation de 'exposition des consommatrices et consommateurs

et étude I[SOLED
[M1.1.1. Exposition aux phyto-estrogénes et aux pesticides

Au commencement de cette recherche, I'évaluation de 'exposition aux substances
toxiques, en France, faisait I'objet de plusieurs études en cours. Les travaux de I’Anses
incluaient les phytoE, les mycotoxines ainsi que des PEs d’origine anthropique, tels que
les migrants d’emballage (Bisphénol A ou phtalates), les pesticides (Carbamates,
Imidazoles, Pyretroides...) et d’autres substances d’origine industrielle (PBB, PFOS,
Dioxines...). Ces données sont régulierement compilées par I'’Anses dans les études
EAT [26,211,212]. D’autres travaux, financés notamment par des projets européens,
restaient focalisés sur les PEs d’origine anthropiques. Dans les deux cas ces estimations
reposaient sur de nombreuses mesures colteuses réalisées dans des sources
alimentaires et des échantillons d’eau. Cependant, la représentativité d’un échantillon,
en particulier a 'échelle d'un pays, peut s’avérer variable. En effet, les denrées
alimentaires ne proviennent pas uniquement d’'une production locale controlée mais
aussi d'importations dont le suivi exhaustif est difficile a mettre en ceuvre. De plus,
I'évaluation individualisée de I'exposition de volontaires & des PEs présente des deéfis
particuliers, car sa pertinence repose sur une prise en compte exhaustive des habitudes
de vie, notamment alimentaires, et sur des analyses biologiques approfondies. En effet,
la compréhension des effets cocktails, qui impliquent des interactions complexes entre
divers polluants, exige une analyse métabolomique complete des profils de polluants
afin de saisir I'ensemble de I'exposome. Cet exposome englobe a la fois des polluants
persistants susceptibles de se bioaccumuler dans les tissus et de laisser des traces a
long terme, et des substances plus facilement éliminables mais dont 'activité
potentielle ne saurait étre négligée.

[I1.1.1.1. Phyto-estrogénes

Les PEs estrogéniques sont ubiquitaires dans I'environnement. Parmi eux, les IFs,
souvent négligées, présentent une activité estrogénique in vitro supérieure a celle de
nombreux xéno-estrogénes et sont présentes a concentrations significatives
(milligrammes) dans l'alimentation, contrairement & d’autres PEs généralement
présents a I'’échelle du microgramme ou du nanogramme.

[’évaluation de I'exposition aux phytoE a reposé sur I'exploitation de données de
dosage issues de produits alimentaires frangais, élargies dans le cadre de cette thése
[213]. Ces données ont ¢également été complétées par une estimation initiale de la
consommation d’IFs en France, obtenue par l'analyse d’étiquettes de produits
alimentaires provenant des sites web des grandes surfaces et du site Mercuriales dédié
a la restauration collective [117]. Cette précédente étude menée au sein de I'équipe a
permis d’identifier les produits en France susceptibles de contenir du « soja caché » et
a montré que les consommateur-ices fréquentant les cantines présentent un risque
accru d’exposition aux IFs. Trois types de produits ont ainsi été retenus pour la
présente étude : les produits a base de soja, ceux contenant du « soja caché » et ceux
ne contenant pas de soja. Le « soja caché » est généralement présent sous forme de
protéines texturées, de concentrés ou d’isolats protéiques de soja, dont la teneur en [Fs
differe de celle des produits de soja traditionnels. Ce parametre a été pris en compte
dans I'évaluation de 'exposition. Celle au « soja caché » a été affinée en croisant les

69



données des étiquettes obtenues précédemment avec les déclarations des sites
professionnels concernant I'évolution des ventes de protéines végétales, et plus
particuliérement des protéines de soja.

Les détails de la méthode de calcul sont présentés dans l'article intitulé : Endocrine
disruptors on and in fruits and vegetables : Estimation of the potential exposure of the French
population, avec la base de données associée [213].

[11.1.1.2.  Produits phytosanitaires

En Tl'absence de données exhaustives sur les concentrations de pesticides dans
I'alimentation frangaise, notre étude s’est inspirée d’une approche théorique pratiquée
a I'’Anses pour estimer I'exposition aux produits phytosanitaires PEs. L'accés aux
données de vente de pesticides en France étant restreint pour des raisons de
confidentialité, la méthodologie adoptée a été la suivante.

1. Sélection des pesticides pertinents : parmi les 1426 produits phytosanitaires
autorisés en Europe, 426 étaient homologués en France. Cette liste a ensuite
été réduite aux 379 fongicides, insecticides, acaricides, herbicides, et
substances de croissances pour lesquelles une limite maximale de résidus
(LMR) était définie en France.

2. Identification des PEs : une recherche bibliographiques croisée avec les terme
« endocrine », « disruption », « hormones », « disruptors » a permis d’'identifier
70 PEs parmi les produits phytosanitaires utilisables en France. Tous ont été
considérés, que leurs effets aient été démontrés in vivo ou in vitro.

3. Détermination des fruits et légumes exposés : l'analyse des utilisations
autorisées pour chaque substance retenue a permis de dresser une liste de 64
végétaux susceptibles d'étre contaminés par les PEs sélectionnés.

4. Estimation de la consommation alimentaire : les volumes de consommation
des Francaises ont été estimés a partir des données des syndicats de
producteurs. Une consommation individuelle quotidienne moyenne a été
déduite, en divisant la consommation totale par 365 jours et 63 millions
d’habitant-es, en excluant les populations les plus jeunes et les plus agées sur
la base des données de I'INSEE.

5. Validation de l'estimation de la consommation individuelle : les chiffres
obtenus ont ensuite été confrontés aux données Inca produites par I’Anses a
partir de questionnaires alimentaires validés.

6. Estimation de 'exposition aux PEs : les LMR des produits phytosanitaires PEs
pour chaque fruit et 1égume ont été croisées avec les quantités consommeées
quotidiennement.

7. Prise en compte des choix des agriculteurs : le nombre total de formules
phytosanitaires disponibles pour chaque application et chaque fruit ou légume
a été intégré afin d’estimer la probabilité d'utilisation d'une formule contenant
un PE. A titre dillustration, pour les pommes il existe 400 formules
d’insecticides disponibles sur le marché et 341 d’entre-elles contiennent une
substance PE. Un agriculteur a donc 85,25% de chance d’utiliser un insecticide
contenant un PE.

L'analyse menée a permis destimer une exposition limitée aux produits
phytosanitaires autorisés en France, en tenant compte des choix statistiques des
agriculteur-ices. Cette estimation repose sur I'hypothése que I'ensemble des produits

70



alimentaires disponibles contiennent une quantité de produits phytosanitaire égale a la
LMR. Cette hypothese, bien que simplificatrice, permet d’établir une borne supérieure
de I'exposition potentielle de la population frangaise, bien qu’elle ne tienne pas compte
des produits agricoles importés qui pourraient contenir des PEs non autorisés en
France.

[11.1.2. Questionnaires alimentaires

Afin d’évaluer le role potentiel des phytoE comme facteurs de risque du LED, une étude
clinique nommée ISOLED (CHUBX 2017/18 ou NCT03421184) a été menée. Il s'agit
d’'une étude observationnelle, monocentrique et préliminaire, menée au CHU de
Bordeaux, ayant été approuvée par le comité d’éthique local sous le numéro 2017T2-
29. Compte tenu des concentrations de phytoE auxquelles les consommateur-ices sont
généralement exposés, deux familles de composés nous ont semblé pertinentes : les
[Fs du soja et les lignanes. Il est important de rappeler que les lignanes estrogéniques
ne sont pas présents en tant que tels dans les aliments, mais quils peuvent étre
transformés en entérolignanes (entérodiol et ENL hormonaux-actifs), par la flore
intestinale compétente.

L’étude ISOLED a débuté le 26 novembre 2018 et visait a inclure 100 participantes
réparties en 3 groupes.

- Groupe LED: femmes pré-ménopausées, ayant au moins 18 ans, avec une
manifestation de LED aigu, ayant donné leur consentement éclairé et couvertes
par une assurance sociale.

- Groupe autre MAls: femmes pré-ménopausées d’'age correspondant atteintes
dune autre MAI (polyarthrite rhumatoide, thrombocytopénie auto-immune, etc.),
ayant donné leur consentement éclairé, et couvertes par une assurance sociale.

- Groupe controdle (volontaires saines) : femmes pré-ménopausées d’au moins 18
ans, ayant donné leur consentement éclairé, et couvertes par une assurance
sociale.

Les criteres d’exclusion étaient :

- séropositivité pour le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), le virus de
I'hépatite C (VHC) ou le virus de I'hépatite B (VHB) ;

- femmes enceintes ou allaitantes ;

- femmes ménopausées ;

- et pour le groupe LED, les patientes en rémission de phase quiescente de la
pathologie.

Les données suivantes ont été collectées pour chaque participante.

- Données biologiques : prélévements sanguins, urinaires et capillaires pour dosage
des [Fs du soja (GEN, DAI, et équol) et de 'ENL.

- Données sur les habitudes alimentaires : questionnaire des habitudes alimentaires
détaillé et rappel des 24 -48 heures précédant le prélevement.

- Données sociodémographiques : 4ge, niveau d’éducation, profession, etc.

- Données médicales : contraception, pathologie en cours, traitements hormonaux,
rang de naissance, gémellarité, FIV, I[VG, etc.

Compte tenu que I'étude ISOLED cible les femmes pré-ménopausées, I'estimation de
I'exposition aux phytoE déterminée dans ce travail est limitée a cette catégorie de
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population. Néanmoins, elle pourrait étre étendue a d’autres sous-populations en
s’appuyant sur les données recueillies dans I'étude de Lee et al [117].

Au début de nos travaux, aucun outil validé pour estimer I'exposition aux phytoE des
consommateur-ices n’'était disponible en France. Or, les outils d'évaluation de
I'exposition aux substances alimentaires présentent une portée limitée au niveau
national, en raison de la diversité des régimes alimentaires et de la variabilité de la
disponibilité des aliments dun pays & l'autre. Par conséquent, deux types de
questionnaires alimentaires ont été élaborés: un visant a cerner les habitudes
alimentaires des participantes et un autre portant sur leur consommation récente (24-
48 heures) susceptible d'influencer les teneurs en biomarqueur dans les échantillons
biologiques prélevés. L'objectif était d’affiner I'évaluation de l'exposition des
consommateur-ices basée initialement sur la compilation de données, par 'analyse de
biomarqueurs biologiques et I'établissement de corrélation avec des données
alimentaires. L'¢élaboration de ces questionnaires s’est appuyée sur l'expérience
acquise lors de I'étude de Lee et al. [117] et de I'étude sur les PEs dans et a la surface
des fruits et légumes [213].

[11.1.2.1. Enquétes d’habitudes alimentaires

La conception des questionnaires d’enquéte s’est articulée autour des aliments
pourvoyeurs d’IFs, en distinguant les aliments au soja clairement identifiés et les
aliments ultra-transformés contenant du «soja caché ». Pour les questionnaires
d’habitudes alimentaires, des listes d’aliments présélectionnés ont été proposés aux
enquéteur-ices, qui les ont ensuite présentées aux participantes et ont rempli les cases
correspondant aux fréquences de consommation et aux tailles des portions. Afin de
consolider la fiabilité des réponses, des questions plus générales ont été incluses dans
le questionnaire, portant sur la fréquence habituelle des repas, les lieux de repas
habituels, le type d’aliments (faits maison ou industriels), les types de régimes
(omnivore, végétarien, flexitarien) et le mode de cuisson habituel.

Pour la premiére fois dans ce domaine de recherche, des dosages d'IFs dans les
cheveux ont été développés afin de valider ces questionnaires dhabitudes
alimentaires. Les cheveux constituent une matrice biologique particuliere capable de
fixer des biomarqueurs sur le long terme. Une consommation réguliere et historique
de soja peut donc laisser des traces dans les cheveux sous la forme d'IFs extractibles
et dosables.

[11.1.2.2. Rappels des 24 et 48 heures

Des enquétes alimentaires ont été menées afin d’évaluer plus précisément le réle des
phytoE dans les poussées lupiques. Ces enquétes ont été réalisées auprés de patientes
hospitalisées pour une poussée de LED dans les heures suivant leur admission. Elles
visaient a identifier d’éventuelles expositions aux IFs et a expliquer les teneurs
mesurées dans les fluides biologiques des patientes.

Pour ce faire, les aspects pharmacocinétiques des phytoE et le temps écoulé entre la
consommation alimentaire et le prélévement sanguin ou urinaire sont pris en compte.
Cette approche a conduit a I'élaboration de scores alimentaires intégrant a la fois le
temps écoulé et la quantité de phytoE ingérée.

Les enquétes, de type « rappels des 24 et 48 heures », étaient ouvertes et demandaient
aux patientes de décrire leur consommation alimentaire sur les 2 jours précédents leur
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hospitalisation. Les questions portaient sur les consommations aux repas et hors repas,
en enregistrant les heures de prise alimentaire et les quantités consommeées. Le lieu de
consommation, I'origine et, si possible, la marque des produits consommeés étaient
également enregistrées.

Comme la pharmacocinétique des IFs dans le sang et I'urine humaine est bien connue,
il est possible de retracer la consommation de soja jusqu’a 48 heures par 'analyse des
urines et jusqu’a 24 heures par I'analyse du plasma.

[11.1.2.3. Etablissement de scores

111231 Score pour les habitudes alimentaires
La validation du questionnaire d’habitudes alimentaires visant a estimer 1'exposition
aux IFs, présenté précédemment, a été réalisée par comparaison avec des dosages
d’IFs dans les cheveux.

Développement de scores alimentaires

Des scores alimentaires ont été appliqués pour tenir compte a la fois de la quantité
d’IFs apportée par un aliment et de la probabilité de cet apport. Ainsi, une galette de
soja apporte plus d'IFs qu'un yaourt et les boulettes de viande achetées en grande
surface contiennent plus souvent du soja que les charcuteries (80 vs 30%). Ces scores
ont été construit en prenant en considération ces deux parametres.

Score capillaire

Un score capillaire a également été construit a partir d'information sur des facteurs
pouvant influencer la présence d’IFs dans la matrice capillaire. Ces facteurs incluent
la fréquence et la qualité des shampoings, des coupes, des colorations ou des
permanentes. Compte tenu des données de la littérature, des coefficients de
pondération ont été appliqués au score alimentaire strict pour tenir compte de ces
facteurs spécifiques. La longueur des cheveux a également été considérée couplée a
la durée pendant laquelle le régime alimentaire déclaré a été suivi.

Les détails de la méthode de calcul sont présentés dans l'article intitulé : Development
of an Assay for Soy Isoflavones in Women’s Hair [214].

[11.2.3.2. Score pour la consommation récente
Les enquétes de rappels des 24 et 48 heures ont permis de recueillir des données
détaillées sur la consommations d’aliments pourvoyeurs d’IFs dans les deux jours
précédant le prélevement des échantillons biologiques. Afin de refléter plus
précisément I'exposition aux IFs, des scores ont été établis en tenant compte de la
pharmacocinétique de ces composés.

En effet, les [Fs n'apparaissent dans le plasma qu’environ 8 heures aprés ingestion.
Cela signifie qu'un bol de lait de soja consommé au petit déjeuné, a 7 heures du matin,
ne sera pas détectable dans une prise de sang réalisée a 9 heures du matin. En
revanche, les IFs dune portion de tofu consommé la veille au soir seront encore
présentes dans le sang et, surtout, dans I'urine le lendemain matin a 9 heures.

Par conséquent, les scores développés ont intégré une pondération de la dose
prévisible d'IFs ou de lignanes liée a la prise alimentaire en fonction de I'évolution
cinétique de ces composés dans le fluide biologique considéré. Cette approche, inédite
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a notre connaissance, permet une estimation plus précise de I'exposition aux [Fs en
prenant en compte le délai d’absorption et d’élimination de ces composés.

I11.1.3. Analyses des biomarqueurs

L’analyse des IFs a été effectuée par dosage immuno-enzymatique (ELISA), méthode
inventée dans les années 1960 par Peter Perlmann et Eva Engvall. Cette méthode est
basée sur le principe d’une caractérisation immunologique, utilisant une enzyme au
lieu de la radioactivité comme biomarqueur [215]. Elle a été validée par un test
circulaire international en comparaison avec des méthodes physico-chimiques bien
établies [75,216]. Grace a sa technique d’extraction, elle s’est avérée étre I'une des plus
précises et des plus sensibles pour le dosage des IFs.

L’équipe du Pr. Bennetau-Pelissero a développé dans les années 2000 des dosages
ELISA des IFs du soja : GEN, DAI et du métabolite équol [217,218]. En 2008, elle a
publié¢ un dosage ELISA de glycitéine [219] et en 2014 un dosage d’ENL [220].

[11.1.3.1. Extractions des isoflavones
La procédure d’extraction varie selon la matrice analysée.

11.1.3.1.1. A partir des aliments
Pour cette expérience, le protocole validé d’extraction utilisé peut étre résumeé par les
étapes décrites ci-dessous [30,221].

- Préparation de la matrice alimentaire : dissolution de 1 g de matiére a base de soja
broyé dans 50 mL d’eau déminéralisée (dilution 1 : 50), sous agitation pendant 20
min a température ambiante, puis 10 min a 100°C. Apres refroidissement a
température ambiante, 3 échantillons de 500 uL sont prélevés sous agitation, pour
assurer 'homogénéité.

- Digestion enzymatique des conjugués : selon I'’Anses et d’autres expert-es [30,221],
les concentrations d’IFs doivent étre exprimées sous forme d’aglycones. Libérer
I'aglycone des formes glycosidiques avant le dosage permet de répondre a cette
exigence sans calculs supplémentaires. Ainsi, 2 mL de tampon acétate (0,1 M,
pH=5, contenant des antibiotiques) sont ajoutés a chaque tube a essai du triplicat,
suivis de 10 pL de I'enzyme de déconjugaison Pglucuronidase arylsulfatase d’Helix
pomatia (Roche Diagnostic). La réaction enzymatique est menée a 37°C pendant
12 heures sous agitation lente. La durée de digestion a été établie sur la base de
tests effectués a différentes durées.

- Extraction : elle est réalisée au moyen de 3 cycles d’extraction liquide-liquide a
l'acétate d’éthyle acidifié suivi d’'une agitation au vortex. La phase organique est
ensuite séparée par centrifugation (a 4°C, 10 min, 2000 RPM) et congélation. Les
échantillons sont évaporés a sec sous vide. Les résidus sont redissous dans un
tampon phosphate salin (PBS) avec 0,05% de Tween 20 et 1% de DMSO (PBS-T-
DMSO) puis stockés a -20°C.

- Evaluation des taux d’extraction : le taux de récupération de I'extraction est évalué
en utilisant la génistine (forme glycosidique) comme étalon externe. Une solution
de 0,01 mg/mL de génistine est préparée et soumise a la méme digestion
enzymatique et aux mémes conditions d’extraction que les échantillons. Le
pourcentage de récupération est calculé comme le rapport entre la concentration
moyenne en génistéine (forme aglycone) obtenu et sa concentration théorique si
I'extraction était de 100%. Ce contrdle est réalisé pour chaque extraction, en
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triplicat. En outre, un échantillon de lait de soja est extrait en triplicat et en
paralléle. Il permet de standardiser la digestion, I'extraction et le dosage.

Avant dosage, les échantillons d’aliment sont dilués de 250 a 500 000 fois.

111312 A partir des cheveux

Les dosages des phytoE dans les cheveux est une technique innovante développée
dans le cadre de cette étude. La résistance de cette matrice, qui devait pourtant étre
hydrolysée pour libérer les substances qu’elle contenait, a nécessité le développement
d’un protocole d’extraction spécifique. La difficulté majeure résidait dans I'extraction
efficace de ces molécules dans des conditions drastiques tout en préservant leur
intégrité structurale. En s’appuyant sur la littérature existante, notamment sur les
méthodes de dosages des stéroides dans les cheveux, plusieurs protocoles d’extraction
ont été testés. Ces protocoles combinaient des digestions enzymatiques douces
(pronase, kératinase) et/ou des hydrolyses en solvants plus forts (acide chlorhydrique,
soude) pour décomposer la matrice et libérer les composés recherchés. La
méthodologie optimisée, sélectionnée sur la base de ses performances en termes
d’efficacité d’extraction et de préservation des analytes, est décrite plus en détails dans
la publication [214] présentée dans le chapitre « Résultats et Discussions ».

Hr1.3.1.3. A partir des fluides biologiques
La principale différence entre les dosages des IFs dans les aliments et les fluides
biologiques réside dans le traitement des échantillons lors de I'extraction. Les fluides
biologiques (sang et urine) sont traités directement, sans dilution préalable, par la
B—glucuronidase arylsulfatase qui transforme les composés glucuronidés et sulfatés en
composés aglycones. Ces composés hydrophobes sont ensuite extraits par de 'acétate
d'éthyle en 3 étapes successives.

Pour les dosages, les échantillons de plasma sont dilués de 5 a 20 fois et les échantillons
d'urine de 5 a 200 fois.

[11.1.3.2. Mise en ceuvre de I'analyse

La synthése des hapténes a été le fruit d'une collaboration continue entre des chimistes
organiciens et les biologistes de I'équipe et a donné lieu a plusieurs publications [217—
220]. Les hapténes couplés a I'albumine sérique bovine (BSA) ont été injectés a des
lapins qui ont générés des anticorps polyclonaux. Les mélanges polyclonaux
permettent d obtenir une trés grande spécificité. Ceci est particulierement important
ici car les IFs estrogéniques sont tres proches structuralement les unes des autres. Les
dosages en eux-mémes se font par compétition pour un anticorps spécifique entre un
hapténe fixé sur une plaque et un antigéne libre dans la gamme d’étalonnage ou dans
I'échantillon spécifique [217,218].

Le dosage comporte les étapes successives suivantes.

11321 Saturation et incubation primaire

- Fixation des antigénes : les puits des plaques sont recouverts avec un couplage
d’hapténe de phytoE a la thyroglobuline de porc a 0,17 yg/mL pour GEN et
0,2 pyg/mL pour DAL, laissées pendant une nuit & 4°C.

- Saturation : les plaques sont saturées avec 200 pl de PBS-T- DMSO contenant
0,2 % de BSA et 0,9 % de NaCl, pendant 30 minutes a 37 °C. Ils sont ensuite
lavés 3 fois dans du PBS-T- DMSO.
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[11.2.

- Préparation de la gamme d’étalonnage et des échantillons : des étalons de
référence et les échantillons sont dilués dans du PBS-T-DMSQO. La courbe
standard est calculée sur 10 points en duplicata qui correspondent & des
concentrations du standard de référence allant de 0,96 & 500 ng/mL [222].
Tous les échantillons ont été testés trois fois sur différentes plaques.

- Mise en contact avec I'anticorps primaire : 100 pL des standards de référence
et des échantillons sont distribués par puits, puis mis en contact avec100 pl de
la solution d’anticorps primaire spécifique de I'lF a doser, diluée dans le PBS-
T-BSA-DMSQ. Les solutions d’anticorps ont été diluées a 1:40 000 pour
I'anti-GEN et a 1 : 50 000 pour I'anti-DAI. Aprés 2 heures a 37°C, les plaques
sont lavées 3 fois dans du PBS-T- DMSO.

Hri1.32.2 Incubation secondaire et révélation

- Mise en contact avec I'anticorps secondaire couplé & la peroxydase : apres
que les plaques aient été vidées, 200pL. d'une solution d’'IgG de chévre anti-
lapin (Amdex® - GE HealthCare RPN4301) diluée a 1/10 000 dans du PBS-
T-BSA-DMSO sont ajoutés par puits et laissés pendant 30 minutes a 37°C.

- Lavages : les plaques sont lavées 3 fois avec du PBS-T-DMSO.

- Révélation : I'anticorps secondaire est mis en contact avec un substrat. 200 uL.
d’ortho-phényléne diamine (OPD), 0,5 M, dans un tampon citrate-phosphate
(0,15 M, pH 5), sont ajoutés par puits. La réaction progresse a 37°C pendant
20 min pour DAI et 30 min pour GEN. L'OPD se colore alors sous l'effet de
I'oxydation de maniére proportionnelle a la concentration d’anticorps fixé. La
réaction est arrétée en ajoutant 50 uL. de H,SO4 4 M dans chaque puits.

- Lecture : 10 minutes apres la révélation, les plaques sont lues a 490 nm.

Tout au long de I'analyse, certaines erreurs classiques en ELISA ont été soigneusement
évitées, notamment, en utilisant des tubes a hémolyse et des cones de pipette siliconés
pour éviter 'adhérence des IFs aux récipients en plastique [222].

Diminution des isoflavones dans les aliments

Les données scientifiques accumulées sur les effets des IFs du soja, notamment leurs
effets estrogéniques, ainsi que celles issues de nos propres analyses sur I'exposition des
consommateur-ices frangais-es, convergent vers la nécessité de limiter I'exposition aux
[Fs. Cette position rejoint celle des agences sanitaires francaises exprimée en 2005 [8].

[11.2.1. A Téchelle du laboratoire

Cette étape, menée en partenariat avec la société Biopress/Berkem, est importante
pour une transposition ultérieure a l'’échelle pré-industrielle. Ainsi, les conditions
optimales au pré-traitement du soja pour minimiser la teneur en IFs (GEN et DAI) dans
les produits dérivés du soja, destinés a l'industrie agroalimentaire ou a I'alimentation
humaine, doivent étre identifiés.

Cing facteurs influencant potentiellement la teneur en [Fs ont été sélectionnés pour
cette étude, avec cing niveaux distincts (voir Tableau 5).

Un plan expérimental de Tagushi a été utilisé pour optimiser le nombre d’essais
nécessaires tout en évaluant I'effet de chaque facteur sur la réduction des IFs. Ce plan
a permis de tester 25 combinaisons parmi les 3125 possibles, réduisant ainsi
considérablement le nombre d’expériences a réaliser.
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Température Ratio Durée (min) Vitesse d’agitation Matrice de soja

% (°C) volumétrique (RPM)

2 soja : eau

Z

1 20 1:2 0 0 Graines

2 45 1:2,5 5 50 Graines
dépelliculées

3 55 1:3 10 100 Graines
dépelliculées
broyeées

4 65 1:4 20 150 PST

6} 75 1:5 30 200 Tourteaux

Tableau 5. Conditions expérimentales (facteurs et niveaux) pour la réduction des isoflavones a I'échelle du laboratoire

La méthodologie détaillée du prétraitement du soja est décrite dans I'article /mproved
Food-Processing Techniques to Reduce Isoflavones in Soy-Based Foodstuffs, dans le chapitre
« Reésultats et Discussions » de ce tapuscrit.

I11.2.2. A l'échelle pilote (préindustrielle)
L’échelle pilote, qui opére sur des quantités de quelques kilogrammes, représente une
étape intermédiaire cruciale entre I'échelle du laboratoire (quelques grammes) et
I'échelle industrielle (plusieurs tonnes). Elle permet de transposer les résultats obtenus
en laboratoire a des conditions plus proches de celles rencontrées en production
industrielle, tout en limitant les risques et les colts associés a une mise en ceuvre a
grande échelle.

Cette étude, développée dans le cadre du projet PHYTOSECUR 1, financé par la
Région Nouvelle Aquitaine, vise a explorer les méthodes de traitement du soja
dépelliculé, a I'échelle pilote, dans le but de minimiser la teneur en [Fs d'une matiere
premiere destinée a l'industrie de transformation du soja. Ce projet a associé deux
plateformes technologiques : I'Institut de la Filtration et des Techniques Séparatives
(IFTS) et T'AgroTech dAgen, ainsi quun industriel produisant des PST
(Biopress/Berkem) et I'Université de Bordeaux.

Deux types de traitement ont été comparés : un traitement a I'eau simple et un autre
précédé d'un douchage. Les conditions de traitement ont été basés sur les résultats
obtenus a l'échelle du laboratoire, tout en étant adaptés aux contraintes pré-
industrielles.

L'efficacité du traitement a été évaluée en comparant les concentrations finales d’'IFs
dans la matiére seche aux valeurs rapportées dans la littérature comme ayant des effets
déléteres sur la santé humaine.

La méthodologie détaillée du traitement du soja dépelliculé est également présentée
dans l'article Improved Food-Processing Techniques to Reduce Isoflavones in Soy-Based
Foodstuffs, dans le chapitre « Résultats et Discussions » de ce tapuscrit.
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I11.2.3. A l'échelle domestique a partir des recettes traditionnelles

[1L.3.

Dans le cadre d’un projet intitulée PHYTOSECUR 2, plusieurs aliments a base de soja
ont été préparés en suivant des protocoles traditionnels, en incluant un contréle des
[Fs a chaque étape de préparation. Ces valeurs ont ensuite été comparées aux teneurs
en [Fs issues de produits industriels équivalents. On rappelle que I'objectif ici est de
démontrer que les traitements traditionnels et domestiques peuvent réduire de maniere
significative la teneur des IFs dans les aliments a base de soja.

La méthodologie appliquée est décrite en détails dans I'article intitulé Traditional and
Domestic Cooking Dramatically Reduce Estrogenic Isoflavones in Soy Foods [223], dans le
chapitre « Résultats et Discussions » de ce tapuscrit.

Etudes cellulaires

[11.3.1. Cultures cellulaires

Les lignées cellulaires MCF-7, MDA-MB-436, MDA-MB-468 et MDA-MB-231 sont
maintenues dans du milieu RPMI 1640 Glutamax (61870-010, Gibco) supplémenté
avec 10% de Sérum de Veau Fétal (SVF) (SV30160.03, Cytiva) et 1% de
Pénicilline/streptomycine (15140-122, Gibco). Les SKBR3 sont maintenues dans du
milieu DMEM (12491-015, Gibco) supplémenté de maniere identique. Les cellules sont
mises en culture avec changement de milieu tous les deux a trois jours jusqu’a atteindre
la confluence souhaitée (~80%). L'ensemble des cellules est maintenu dans des
conditions standardisées : 37°C, 5% CO, et atmosphére saturée en humidité.

Le choix des modeéles cellulaires s’est baseé sur la littérature. MDA-MB-436 et MDA-
MB-468 ont été sélectionnées parce que considérés comme bons modeles de TNBC
exprimant le GPER [180,181]. Les MDA-MB-231 TNBC n’exprimant pas ou tres peu
le GPER ont été retenus comme modele de contréle négatif. Les MCF7, positives pour
I'ensemble de ces récepteurs (ER+, PR+, HER2+, GPER+) étaient considérés comme
notre modele contréle positif. Les SKBR3 sont ER(-), PR(-), GPER(+) et HER2(+).
L'objectif était de comparer I'impact des I[Fs, dans leurs formes circulantes, sur
différents modeles cellulaires, et d’étudier I'implication potentielle du GPER.

I11.3.2. Test de prolifération

A 80% de confluence, les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits, en
utilisant seulement les 60 puits internes afin d’éviter un effet de bord. Pour les lignées
cellulaires étudiées, a I'exception des MDA-MB-468, 5 000 cellules ont été distribuées
dans 100 pL de milieu de culture par puits de plaque. Les plaques ont ensuite été
incubées a 37°C dans une atmosphere a 5% de CO,. Dans le cas des cellules MDA-
MB-468, en raison de leur temps de doublement plus court, 3 000 cellules seulement
ont été distribuées par puits de plaque. Les conditions d'incubation étaient identiques
a celles des autres lignées cellulaires. Une fois les cellules adhérentes, le milieu est
remplacé par du milieu sans rouge phénol (11835-030, Gibco) et supplémenté avec
10% de SVF déplété en hormones par un traitement sur charbon actif. Les cellules
sont ensuite traitées 24 heures apres le changement de milieu et maintenues en culture
jusqu’a Jiaiement+s. Le milieu (traitement et controle) est remplacé tous les deux jours.
Une lecture est effectuée quotidiennement.

Traitement des cellules
Les molécules testées sont dissoutes dans du DMSO ou directement dans de I'eau
ultrapure stérile, pour obtenir des solutions stock/meéres & la limite de solubilité. Ces
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[11.4.

solutions sont diluées progressivement dans de I'eau ou du DMSO si nécessaire puis
finalement dans du milieu sans rouge phénol complété avec du SVF déplété, jusqu’a
I'obtention des concentrations souhaitées (1, 10, 100 nM et 1uM). La concentration
finale de DMSO dans les puits est <0,3% dans tous les cas. La méme concentration
de DMSO est ajoutée aux puits contréles (ne contenant que du milieu).

Dans les puits le nécessitant, un pré-traitement de 30 minutes avec 1uM de G15 est
effectué.

Mesure de la prolifération

La prolifération est évaluée par le test PrestoBlue® (A13262, Invitrogen). Aprés le
traitement des cellules, 10 uL de réactif PrestoBlue® sont ajoutés a chaque puits, en
remplacant 10 uL. de milieu de culture. La plaque est ensuite incubée 10 minutes a
37°C apres 'avoir secoué légerement. La fluorescence est mesurée a 560 nm a l'aide
d'un lecteur de micro-plaques Infinite M 1000 Pro (TECAN).

Analyses moléculaires

[11.4.1. Western Blot

Le western blot (WB), également connu sous le nom d'immunotransfert, est une
méthode de séparation, d’identification et de dosage (semi-quantitatif) des protéines.
[l repose sur la séparation des protéines par électrophorése sur gel en fonction de leur
masse moléculaire, suivie de leur transfert sur une membrane et de leur détection par
des anticorps spécifiques.

[11.4.1.1. Extraction et dosage des protéines
Les échantillons utilisés correspondent aux protéines totales des cellules étudiés aprés
dénaturation.

Extraction des protéines totales

Les cellules sont récoltées, centrifugées et rincées plusieurs fois avec du PBS froid
(14190-144, Gibco). Le culot cellulaire est re-suspendus dans du tampon RIPA (Pierce
RIPA Buffer 89901, Thermo Scientific) supplémenté avec un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Pierce Proteases Inhibitor Tablets A32963, Thermo Scientific). Cette étape
permet la lyse des composants cellulaires et la conservation des protéines.
L’échantillon est homogénéisé au vortex puis au sonicateur pour s’assurer de la rupture
des membranes et organites. L'échantillon est ensuite placé 15 min sur glace, en
mélangeant régulierement. La suspension est centrifugée a 15 600 RPM a 4°C pendant
20 min. Le surnageant contenant les protéines totales est récupéré.

Dosage des protéines
L'extrait est dosé par la méthode BCA en utilisant le protocole suggérée par le
fournisseur (Pierce BCP Protein Assay Kit 23227, Thermo Scientific).

Une courbe d’étalonnage est tracée en utilisant des solutions de BSA de
concentrations connues.

L'extrait protéique est dilué au 1/5°™ et 1/10°™, pour s’assurer que les densités
optiques obtenues se situent dans le domaine de linéarité de la courbe d’étalonnage.

Le dosage des protéines est effectué en mélangeant I'extrait dilué avec le réactif BCA
et en mesurant I'absorbance & 562 nm. La concentration en protéines est déterminée
en comparant I'absorbance de I'échantillon a la courbe d’étalonnage.
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Dénaturation et linéarisation des protéines

Les protéines sont, par la suite, linéarisées en ajoutant, a I'extrait protéique, du tampon
Laemmli 2x (1610737, Bio-Rad) complété avec 5% de B-Mercaptoéthanol dans un
rapport de 1:1 v:v. Le mélange est chauffé a 95°C pendant 5 min. Ce traitement permet
de rompre les ponts disulfures et autres liaisons intramoléculaires, tout en alourdissant
I'échantillon pour faciliter sa mise en place dans les puits du gel. Le SDS présent dans
le tampon Laemmli permet quant a lui de conférer une charge négative uniforme aux
protéines et d’empécher ainsi leur précipitation. Les échantillons sont stockés a -80°C.

[11.4.1.2. Migration sur gel

Préparation du gel

1. Préparation de la solution de polyacrylamide: une solution a 10%
d’acrylamide est préparée a partir d’acrylamide : bisacrylamide 29 : 1 40%
(EU077-B, Euromdex), de solution 4x Tris/SDS pH 8,8 et d’'eau ultra-pure
pour le gel de séparation. Une autre solution a 4% est également préparée a
partir d’acrylamide : bisacrylamide 29 : 1 40% et de solution 4x Tris/SDS pH
6,8.

2. Polymérisation du gel : un initiateur (APS pour Ammonium persulfate 10%) et
un catalyseur (TEMED pour N,NN',N’-tetramethylethylene-diamine, 17919,
Thermo Scientific) sont ajoutés a la solution d’acrylamide juste avant le
coulage du gel. La solution doit étre mélangée délicatement et le gel coulé
rapidement, la polymérisation du gel étant rapide.

3. Coulage du gel de séparation (10%): dans un support a gel. Apres
polymérisation, un gel de concentration (4%) est ensuite coulé sur le gel de
séparation pour synchroniser le début de la séparation.

Séparation des protéines
La séparation se fait en cuve dans un tampon de migration a 25 mM Tris, 192 mM
Glycine et 0,1% SDS (TGS) et grace a un courant électrique.

Aprés avoir rempli la cuve de migration de tampon TGS, les puits sont chargés avec
les échantillons de protéines préalablement dosées et linéarisées. Les échantillons
chargés correspondent a une quantité de protéines totales de 20 pg, et sont
accompagnés dune échelle de poids moléculaire Protein Ladder plus (EuroMedex,
06P-0211) a raison de 5 pL dans le premier puits.

La migration est effectuée a 100 V pendant environ 2h.

[11.4.1.3. Transfert sur membrane

Le transfert permet de rendre accessible a la détection ultérieure les protéines
séparées sur gel, en les décalquant sur une membrane en nitro-cellulose (NC) 0,45 um
(Amersham Protran Supported 0,45 pm NC, 1060018, Cytiva). Ce processus utilise
I'électrophorese pour déplacer les protéines du gel vers la membrane sous 'effet d'un
champ électrique.

Le transfert s’effectue par la méthode du transfert humide, ot le gel et la membrane
sont immergés dans un tampon de transfert. Ce tampon est constitué de tampon Tris-
glycine (TG) prépar¢ dans de I'eau froide et complété avec 20% d’éthanol. La fixation
des protéines sur la membrane est favorisée par ses propriétés de liaisons non
spécifiques, incluant des interactions hydrophobes et ioniques.
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Lors de I'assemblage du systeme de transfert, il est crucial d’éliminer soigneusement
toutes les bulles d’air et de respecter le sens du courant électrique. Etant donné que
les protéines portent une charge négative, elles migreront du gel (proche de la cathode)
vers la membrane (plus proche de I'anode). Le transfert est réalisé a une tension de
90V sur glace pendant une durée de 2h.

ATissue du transfert, la membrane est colorée au Rouge Ponceau afin de visualiser et
de confirmer ainsi le transfert efficace des protéines.

[11.4.1.4. Détection

114141 Saturation de la membrane
Afin de bloquer les sites de liaison non spécifiques sur la membrane et d’éviter la liaison
non spécifique des anticorps, la membrane est saturée avec une solution de lait écrémé
dilué a 5% dans du TBS contenant 0.05% de Tween 20 (TBST). La saturation est
réalisée pendant 1 heure a température ambiante, sous agitation douce.

111.4.1.4.2. Incubation avec 'anticorps primaire
La membrane saturée est incubée avec un anticorps primaire spécifique a la protéine
d’intérét. Le Tableau 6 résume les anticorps utilisés, leur dilution et les protéines
ciblées. Tous les anticorps sont dilués dans le tampon de blocage : TBST-lait 5%.

Anti-corps Référence Dilution  Protéine recherchée

Anti-GPER (lapin) Ab-39742 (Abcam) 1:600 55 KDa mais observée a 44
KDa

Anti-ERa (souris)  SC-8002 (Santa Cruz) 1:200 66 ou 54 kDa

Anti-Bactin (souris) Ab-8226 (Abcam) 1:1000 42KDa

Tableau 6. Liste des anticorps primaires et de leurs usages correspondants lors de I'analyse par Western Blot

Quelques précautions a prendre sont recommandées.

- Jeter le contenu du tube et bien I'égoutter pour ne pas diluer les anticorps
primaires.

- Incuber la membrane pendant la nuit avec I'anticorps primaire dilué¢ a 4°C
sous agitation douce.

- Laver la membrane 3 fois au TBST pendant 5 minutes sous agitation douce a
chaque lavage.

111.4.1.4.3. Incubation avec l'anticorps secondaire et visualisation

- Préparer les anticorps secondaires : anti-souris (sc-516102, Santa Cruz
Biotechnology) et anti-lapin (sc-2357, Santa Cruz Biotechnology) dilués au
1:8000 dans du TBST-lait.

- Incuber chagque membrane avec lanticorps secondaire correspondant
pendant 1 heure a température ambiante sous agitation douce.

- Eliminer I'anticorps secondaire non li¢ et laver la membrane 3 fois au TBST
pendant 6 min a chaque lavage.

- Préparer le substrat ECL selon les instructions du kit (Clarity Western ECL
Substrate, 170-5060, Bio-Rad). Préparer 800 uL. en mélangeant 1:1 v:v les
deux solutions du kit.
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- Déposer la membrane sur un film transparent, appliquer les 800uL. de substrat
ECL sur un coin et refermer la pochette transparente pour chasser les bulles
d’air.

- Attendre 5 minutes, puis égoutter la membrane sur du papier absorbant et la
placer au centre du Chemidoc (Bio-Rad). Vérifier 'absence de bulles d’air.

- Réaliser une premiere lecture colorimétrique puis en chimiluminescence et
ajuster le temps de révélation si nécessaire.

1114144 Contréles et normalisation

Pour normaliser la quantité de protéines dans les différents échantillons, une protéine
de ménage, également appelée témoin de charge, est utilisée comme contrdle interne.
Elle sert a confirmer que la quantité de protéines déposée est identique sur 'ensemble
des pistes du gel, ce qui permet de normaliser le niveau de protéines détectées. La
protéine de ménage choisie est la Pactine, car son niveau d’expression est
généralement constant quel que soit le type de tissu ou de cellule et quelles que soient
les conditions expérimentales.

Pour se faire, la méme membrane est tout d’abord rincée de maniere prolongée au
TBST pendant 48 heures en changeant le TBST régulierement (au moins 5
changements).

Les opérations d’'incubation primaire, secondaire et visualisation pour la B-actine sont
répétées (incubation 1heure a température ambiante, ringages puis incubation
secondaire 1 heure & température ambiante, ringages et révélation au substrat ECL).

Afin de valider I'expression du récepteur couplé aux protéines G (GPER) dans les
modéles cellulaires sélectionnés, une protéine recombinante GPER a été synthétisée
par transfection d'un plasmide codant pour le GPER dans des cellules Expi293®.
L'extrait protéique purifi¢ a ensuite servi de contrdle positif pour confirmer la
spécificité de la détection du GPER dans les cellules.

[11.4.2. Immunocytochimie
Limmunocytochimie est une technique de biologie médicale d'immunofluorescence
permettant de visualiser la présence, 'emplacement et la distribution de protéines
spécifiques ou d’antigénes dans les cellules. Le protocole opératoire est décrit ici.

Jour 1 : Culture cellulaire

Placer des lamelles stérilisées dans une plaque 24 puits. Ensuite ensemencer les
cellules cancéreuses dans les puits selon les densités cellulaires suivantes a raison de
500uL par puit, en triplicat :

- MDA-MB-468 : 30 000 cellules/mL
- MDA-MB-436 : 50 000 cellules/mL
- MCF7:50 000 cellules/mL

- SKBR3: 100 000 cellules/mL

Incuber a 37°C et 5% de CO, pendant 24 heures.
Jour 2 : Marquage et détection

- Retirer le milieu de culture des puits et rincer 2 fois avec du PBS (500 uL par
ringage).
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- Fixer les cellules avec du Paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes.

- Laverleslamelles deux fois avec du PBS et les conserver dans du PBS jusqu’au
marquage.

- Déposer une goutte de PBS (20 pL) sur un parafilm.

- Déposez les lamelles sur les gouttes de PBS, en veillant a ce que la face avec
les cellules soit immergée.

- Préparer la solution de perméabilisation (PBS avec 0,1% de Triton X-100
(X100, Sigma Aldrich)), retourner les lamelles et déposer des gouttes de cette
solution sur les lamelles. Incuber les lamelles dans la solution de
perméabilisation pendant 2 minutes, ensuite laver 3 fois au PBS.

- Saturer les lamelles avec du tampon de blocage (1% BSA, 2% SVF dans du
PBS) pendant 5 minutes et préparer la solution d’anticorps primaire anti-
GPER (dilution 1 : 250 dans du PBS).

- Déposer 20 pL de solution anti-GPER sur chaque lamelle et incuber 1 heure a
température ambiante dans I'obscurité.

- Préparer le mélange d’anticorps secondaire anti-lapin (dilution 1 : 100 dans du
PBS) et déposez 20 L du mélange sur chaque lamelle.

- Incuber les lamelles avec l'anticorps secondaire pendant 1 heure a
température ambiante dans I'obscurité.

- Laver les lamelles a I'eau, les déposer sur une lame, cellules vers le bas et
monter le systeme avec du liquide de montage sans créer de bulles d’air.

Enfin, lire les résultats au microscope confocal (x63).

[I1.5. Modélisation moléculaire

111.5.1. Construction par homologie
L'absence de structure cristalline pour le GPER a nécessité la construction d'un
modele de récepteur par analogie de structure. Ce principe repose sur I'hypothese que
les structures tridimensionnelles sont mieux conservées que les séquences d’acides
aminés [224].

La référence uniprot Q99527 correspond au GPER.
[11.5.1.1. Etapes de construction du modele

Recherche de structures homologues

La premiere étape consiste a effectuer une recherche par BLAST (alignement de
séquences) sur la plateforme Uniprot afin d’identifier des protéines homologues a la
protéine d’intérét. Les résultats obtenus sont ensuite classés par ordre de similarité
décroissante. Seules les protéines vérifiées par les paires, ayant une structure 3D
connue, idéalement déterminées par RMN, humaines et présentant le meilleur score
e-value, sont conservées. Ce score représente la probabilité attendue d’obtenir un
alignement au moins aussi bon que celui observé par pur hasard. Autrement dit, plus
la valeur e est faible, plus l'alignement trouvé par BLAST est statistiquement
significatif.

Veérification et préparation des structures

Chaque structure sélectionnée est ensuite vérifiée en la comparant au fichier FASTA
de la protéine d’intérét, et en utilisant le logiciel Discovery Studio® (version 3.1) pour
générer un rapport complet (protein_report). Le format FASTA est un format de fichier
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texte couramment utilisé pour stocker des séquences d’acides nucléiques et d’acides
aminés.

Construction des modeéles de GPER actif et inactif

Les modeles de GPER actif et inactif sont construits a partir des structures
sélectionnées précédemment, en utilisant le logiciel Modeler®. Ce dernier permet de
reconstruire les chaines latérales de la protéine d’intérét tout en conservant le squelette
de la structure de référence.

Pour se faire, la séquence de référence est modifiée en ajoutant les gaps de
I'alignement avec le GPER. La structure est ensuite alignée a la nouvelle séquence de
la protéine et les résidus supplémentaires sont supprimés. Les boucles manquantes du
GPER par rapport a la référence sont ensuite complétées en sélectionnant la structure
dont I'énergie est la plus faible afin d’éviter des contacts entre résidus voisins.

Pour chaque conformere, 20 structures sont obtenues. Elles sont classées par niveau
d'énergie et par écart quadratique moyen (RMSD) entre le modele et la structure
obtenue. Un RMSD =2 correspond au seuil empirique de différence entre deux
protéines.

Etablissement d’un ensemble d’apprentissage

Un ensemble d’apprentissage (training_set) est établi pour valider le modele de
récepteur et sélectionner le conformere a tester. Pour cela, les molécules liant le GPER
sont extraites de la base ChEMBL et de la littérature. Ces molécules sont ensuite
minimisées et leurs structures corrigées si nécessaire. La minimisation consiste a
déplacer les atomes d'une molécule afin d’obtenir la conformation la plus stable
possible (qui possede une énergie plus basse que le point de départ). Le training_set
retenu comprend les molécules regroupées dans le Tableau 7.

Molécule Activité Référence
17B_estradiol (E,) Agoniste complet [225,226]
3_ACS_MCL_ Inactif [227]
9 ACS_MCL_ Agoniste [227]
1_ACS_MCL_ Agoniste [227]
4_ACS_MCL_1 Inactif [227]
5 _ACS_MCL_ Agoniste [227]
2_ACS_MCL_1 Inactif [227]
G1 Agoniste complet [228]
Fulvestrant Agoniste complet [225]
Tamoxifene Agoniste complet [225]
40H_tamoxifene Agoniste [226]
Raloxifene Agoniste complet [166]
G15 Antagoniste [178]
G36 Antagoniste [229]
2MeO_estradiol Agoniste [230]
4_ACS_MCL_2 Inactif [227]
2_ACS_MCL_2 Inactif [227]
170_estradiol Inactif [228]

Tableau 7. Liste des molécules du training_set, avec leurs activités correspondantes vis a vis du GPER
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Validation du modele de récepteur

La derniére étape consiste a valider le modele de récepteur en testant le training_set
sur tous les modéles de GPER construits précédemment et a sélectionner le plus
favorable. Ce choix est effectué par traitement statistique afin de déterminer les
meilleurs conformeres de récepteurs et les fonctions de score les plus pertinentes.

D’abord des domaines d’ancrage moléculaire (docking), appelés box, sont définis dans
la protéine. La big-box correspond a la totalité du récepteur pour le docking aveugle,
testant les interactions moléculaires des ligands sur 'ensemble de la protéine et
permettant d’'identifier les sites actifs. Les coordonnées de la small-box sont déduites
apres identification de la zone des sites actifs potentiels. La small-box doit étre la plus
resserrée possible tout en étant suffisamment large pour permettre de retrouver les
poses obtenues grace a la big-box.

Le docking proprement dit est effectué a I'aide du logiciel AutoDock Vina® (version
1.1.2) avec un ligand flexible et une exhaustivité de 64 (nombre d’exécutions aléatoires
initiales pour la recherche et 'optimisation de la conformation du ligand).

[11.5.1.2.  Rescoring

Le rescoring consiste a appliquer différentes fonctions de score pour évaluer la qualité
des poses prédites par le docking. Ces fonctions mathématiques permettent d’estimer
I'affinité de liaison entre un récepteur et un ligand, dans une pose donnée. Trois
grandes familles de fonctions de score sont communément utilisées [231].

- Champ de force : représenté par la fonction Vina, utilisée par défaut par AutoDock
Vina®. Le calcul du score prend en compte I'énergie interne du ligand ainsi que
I'énergie d'interaction entre lui et le récepteur. Cette fonction est exprimée en
kecal/mol [232].

- Fonctions empiriques : représentées par le groupe de fonctions X-Score avec
HPScore, HMScore, HSScore et AV. Elles sont congues pour reproduire des
données d’affinité obtenues expérimentalement. Elles comprennent des termes
tenant compte de l'interaction de Van der Waals, des liaisons hydrogenes, d'une
pénalité de déformation par torsion et de I'effet hydrophobe. Trois algorithmes
différents ont été mis en ceuvre pour calculer le terme de l'effet hydrophobe, ce
qui se traduit par trois fonctions de score paralleles (HPS, HMS, HSS), combinées
en une fonction consensuelle (AV) [233].

- Potentiels statistiques : représentés par le groupe de fonctions drugscore générées
avec des ligands de la Protein Data Bank (PDB) et de Cambridge Structural Database
(CSD). Chaque sous-famille posséde trois fonctions différentes : distance entre
paire d’atomes (pair), surface accessible au solvant (surf) et un consensus atome
et surface (pair-surf). Elles sont congues pour reproduire des données
expérimentales de structure et non dénergie de liaison, a la différence des
fonctions empiriques. Ces fonctions sont basées sur l'analyse statistique de
complexes dont la structure est connue, permettant de calculer la fréquence
d’occurrence des contacts entre paires d’atomes, afin d’extraire des potentiels de
force moyenne [224]. Ce modéle tient compte de maniere implicite des effets de
solvatation et d’entropie, tout en reproduisant correctement la géométrie des
interactions directionnelles. Il reste indépendant des hypothéses concernant les
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états de protonation dans la mesure ou il ne considére que les contacts avec les
atomes non hydrogénes [234].

Chaque fonction de score a ses propres avantages et inconvénients. Pour pallier aux
limitations des fonctions individuelles, I'approche du consensus propose de les
combiner, augmentant ainsi la probabilité d’identifier des molécules ayant réellement
une affinité pour la cible [224].

Analyse des résultats

Les données obtenues aprés le rescoring sur le training-set sont combinées et analysées
statistiquement.

- Analyse ROC (Receiver Operating Characteristic ou Fonction d'efficacité du
récepteur) : permet d’identifier les conformeres capables de différencier les
ligands selon leur activité. Une codification binaire est appliquée aux activités du
training_set : 1 pour actif et 0 pour inactif.

- Analyse en composantes principales (ACP) : permet d’identifier les fonctions de
score les plus fortement corrélées aux composantes principales pour les
récepteurs sélectionnés. Cette méthode a démontré sa valeur ajoutée dans
I'identification de ligands d’intérét [231].

Limites de I'étude

[l est a noter que pour I'ensemble des calculs effectués pour cette étude, la dynamique
naturelle des processus d’arrimage ligand/récepteur, ou les deux parties sont
susceptibles de subir des changements conformationnels importants, n'a été que
partiellement prise en considération. En effet, de la flexibilité sur le ligand a été
autorisée dans les calculs, permettant d’anticiper les changements conformationnels
possibles de ce dernier. Pour ce faire, les rotations sur les liaisons chimiquement valides
sont autorisées pour le calcul des énergies de docking. Cependant, la protéine a été
considérée comme rigide, constituant ainsi une des limites de ces calculs, bien que
cette configuration ligand flexible-protéine rigide soit la plus largement utilisée
aujourd’hui, pour gagner du temps de calcul [224].

[11.5.2. Ancrage moléculaire (docking) et notation (scoring)
Apreés sélection des conformeres les plus discriminants pour les ligands actifs, I'étape
de docking proprement dite peut commencer. L'automatisation des calculs est possible
grace a des scripts dédiés.

[11.5.2.1. Sélection des ligands a tester

La base de données Life Chemicals a été interrogée afin de sélectionner 5 340
composés présentant une similitude d’au moins 30% avec GEN parmi 541 996
composés naturels. La similarité a été évaluée par l'indice de Tanimoto selon les
structures 2D.

De plus, 19 IFs et conjugués ont été ajoutés a la liste des molécules a tester. Elles sont
listées dans le Tableau 8.

Les molécules pour lesquelles il n'y avait pas de structure 3D ont été reconstruites puis
minimisées.
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Substances Pubchem CID
GEN " ® " 5280961
O OH
Génisteine 7-Sulfate = > o 10291508
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Q I O df‘OH
|
Génisteine 4’-sulfate 7-glucuronide 54020950
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4-O-Méthyl équol /O\Q 6454212

Equol 4’-Sulfate O/O\ 2 156960885

Glycitéine P\ 5317750
3 Q 4 O
N
Glycitéine 7-O-Glucuronide s 5 45782894

Glycitéine 4’-O-Glucuronide

124202362

Tableau 8. Liste des isoflavones et conjugués utilisées pour le test de docking

[11.5.2.2.  Docking

La zone d’amarrage a été confinée a la small-box et les calculs de positionnement ont
été effectués a l'aide du logiciel AutoDock Vina® avec ligand flexible et une
exhaustivité de 64.

[11.5.3.

Rescoring et consensus

Les méthodes de docking et de scoring présentent plusieurs limitations, parmi
lesquelles peuvent étre citées les suivantes.

Manque de flexibilité des protéines : nous rappelons que les modeéles utilisés pour
représenter les protéines dans les simulations de docking ne prennent souvent pas
en compte leur flexibilité conformationnelle, ce qui peut conduire & des prédictions
inexactes des poses de liaison des ligands.

Traitement insuffisant de la solvatation : I'effet du solvant sur les interactions entre
les ligands et les protéines est souvent négligé dans les calculs de scoring, ce qui
peut altérer la précision des évaluations de liaison.

Simplicité de la fonction énergétique : les fonctions énergétiques employées pour
évaluer les interactions entre les ligands et les protéines sont souvent simplifiées
et ne capturent pas l'intégralité des forces intermoléculaires en jeu, ce qui peut
limiter la fiabilité des classements des poses de liaison.

Cott computationnel élevé : les simulations de docking et de scoring peuvent étre
gourmandes en ressources computationnelles, ce qui restreint le nombre de
composés pouvant étre testés et la précision des explorations conformationnelles.

Ces limitations inhérentes aux méthodes actuelles de docking et de scoring conduisent
a des inexactitudes dans I'évaluation et le classement des poses de liaison des ligands,
affectant ainsi la performance des approches de criblage virtuel. Celles-ci doivent donc
étre considérée comme des compléments aux études cellulaires in vitro.
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[11.6.

Approches de scoring par consensus

L'utilisation d’approches de scoring par consensus a été proposée pour pallier aux
limitations des méthodes individuelles et améliorer la précision des prédictions de
liaison des ligands. Cette stratégie consiste & combiner les résultats de plusieurs
fonctions de scoring distinctes afin d’obtenir un score global plus robuste et plus fiable.

Cependant, le développement d’approches efficaces de scoring par consensus se
heurte a plusieurs défis : les scores de liaison calculés par différentes fonctions de
notation sont exprimés dans des unités et des échelles différentes, les fonctions de
scoring utilisées proviennent souvent de catégories distinctes (champ de forces,
fonctions empiriques et potentiels statistiques) et enfin, la relation linéaire entre de
nombreuses fonctions de notation ne permet pas d’atteindre des taux d’enrichissement
optimaux [231]. Le taux d’enrichissement, un indicateur clé de performance du
criblage virtuel, mesure sa performance a identifier les vrais positifs (ligands actifs)
parmi 'ensemble des candidats testés. Il s’agit du rapport entre le nombre de vrais
positifs identifiés et le nombre total de candidats testés.

Il existe trois maniéres d’obtenir un consensus.

- Classement par le nombre : cette méthode calcule une moyenne des scores de
liaison obtenus pour chaque ligand par toutes les fonctions de scoring. Cependant,
cette stratégie quantitative est peu applicable en raison du manque de cohérence
entre les unités utilisées par les différentes fonctions.

- Classement par le rang : cette approche calcule la moyenne des rangs obtenus par
chaque ligand pour chaque fonction de scoring. Elle permet de s’affranchir des
problemes d'unités mais peut lisser les variations d’énergie importantes qui
pourraient étre révélatrices de la distinction entre des ligands tres affins et d’autres
qui le sont moins.

- Classement par vote : cette méthode réalise une intersection mathématique des
tétes de listes issues de chaque fonction de scoring, en attribuant des points aux
ligands qui figurent en téte de liste pour plusieurs fonctions [224].

Dans le cadre de ce travail, c’est 'approche par vote qui a été retenue. En pratique,
apres sélection des 3 meilleurs fonctions de scoring (une par catégorie), les composés
figurant en téte de liste pour chacune d’entre elles ont été identifiés. Seules les
molécules communes aux 3 listes ont été retenues pour le consensus. Cette approche
se fonde sur 'hypothése que ces molécules présentent une probabilité plus élevée
d’étre réellement capables de se lier a la cible que celles identifiées par une seule
fonction de scoring [231,235]. Cette hypothese a été étayée par plusieurs études et
pourrait s’expliquer par une réduction du nombre de faux positifs en téte de liste [224].

Analyses statistiques
Le choix des méthodes d’analyse statistique a été dicté par la nature des données et
questions explorées. Cette section détaille aussi le choix des méthodes employées.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel RStudio (R version 4.2.2 «
Innocent and Trusting » © 2022 The R Foundation for Statistical Computing
Platform ; R core Team, 2015), sauf si spécifié autrement.

L'ensemble du code R utilisé se trouve en Annexe 1.
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[11.6.1. ISOLED
Le premier objectif de cette étude a été de développer des outils afin d’estimer des
scores alimentaires de IFs et ENL dans le plasma, les urines et les cheveux. Ces
variables sont les suivantes.

[HS (Isoflavone Hair Score) : score capillaire d’IFs (corrigé selon les traitements, la longueur
des cheveux et la durée du régime).

IFS (Isoflavone Food Score) : score d’habitudes alimentaires non corrigé.

Score_urin : score urinaire de 'exposition aux [Fs dans les 24-48 heures.

Score_urin_G : score urinaire de I'exposition a la GEN dans les 24-48 heures.
Score_urin_D : score urinaire de I'exposition a la DAI dans les 24-48 heures.
Score_urin_IFs : score urinaire de I'exposition aux IFs (ug/L) dans les 24-48 heures.
Score_urin_ENL : score urinaire de I'exposition aux lignanes dans les 24-48 heures.
Score_plasm_G : score plasmatique de I'exposition & la GEN dans les 24-48 heures.
Score_plasm_D : score plasmatique de I'exposition a la DAI dans les 24-48 heures.
Score_plasm_IFs : score plasmatique de I'exposition aux [Fs (ug/L) dans les 24-48 heures.
Score_plasm_ENL : score plasmatique de I'exposition aux lignanes dans les 24-48 heures.

Pour tester la validité de ces outils, nous avons comparé les scores calculés a partir
des résultats des questionnaires aux dosages biologiques réellement observés chez 57
participantes a I'étude ISOLED dans une premiére étape, puis 63 participantes a sa
cléture. Les variables dosées sont les suivantes.

Hair_G_D : concentration de GEN et de DAI dans les cheveux (ng/mg)
Hair_[Fs : concentration totale en [Fs dans les cheveux (ng/mg)
Urine_G : concentration urinaire de GEN (ug/L)

Urine_E : concentration urinaire d’équol (ug/L)

Urine_D : concentration urinaire de DAI (ug/L)

Urine_[Fs : concentration urinaire d’IFs totales (ug/L)
Urine_ENL : concentration urinaire d' ENL (ug/L)

Plasma_G : concentration plasmatique de GEN (ng/mL)
Plasma_D : concentration plasmatique de DAI (ng/mL)
Plasma_E : concentration plasmatique d’équol (ng/mL)
Plasma_IFs : concentration plasmatique totales d'IFs (ng/mL)
Plasma_ENL : concentration plasmatique d’ENL (ng/mL)

Des outils statistiques différents ont été utilisés pour ces deux étapes. Cette section est
donc présentée en deux parties distinctes.

[11.6.1.1. Analyse a n=57

L'étude était encore ouverte au recrutement au moment de la premiere analyse des
données. Le test de corrélation paramétrique de Pearson a été utilisé pour valider les
questionnaires alimentaires et les scores correspondants apres transformation
logarithmique des données (voir les publications Development of an Assay for Soy
Isoflavones in Women'’s Hair et Validation of ELISAs for Isoflavones and Enterolactone for
Phytoestrogen Intake Assessment in the French Population dans le chapitre « Résultats et
Discussions »). La transformation logarithmique permet de s’approcher dune
distribution normale. Ce choix statistique a été motivé par la possibilité d'utiliser un
plus grand nombre d’outils (applicables aux données normales). De plus, I'utilisation
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de cet outil est justifiée par 'objectif de comparaison avec les études précédemment
publiées par d’autres auteur-es.

[11.6.1.2. Analyse apres la fin de l'inclusion

L'étude ayant été cloturée, le statut sanitaire des participantes a pu étre révélé. Les 63
participantes sont donc séparées en 3 groupes : femmes saines (SAINES), femmes
atteintes de LED (LED) et femmes atteintes de Purpura Thrombopénique
Immunologique (PTI), une autre MAI moins clairement liée au sexe.

Afin de choisir un test statistique approprié, I'étape préalable est de tester la normalité
de la distribution des données. La distribution peut étre testée de maniére analytique
et graphique et il est recommandé d’utiliser ces méthodes indépendantes [236].

Pour le test analytique, nous avons choisi celul d’Anderson-Darling [237] dont une
valeur de p calculée inférieure a 0,05 permet d’assumer que la distribution n’est pas
normalement distribuée. Ce test permet de déterminer, pour un échantillon donné
d’une distribution spécifiée, s’il faut accepter ou rejeter I'hypothese que I'échantillon
suit une distribution normale (notée hypothése nulle ou H0). Une valeur de p > 0,05
signifie qu’il n'y a pas suffisamment de preuves pour rejeter I'hypothése nulle, et donc
par extension que la variable étudiée suit une distribution normale.

Une limite des tests analytiques est que cette valeur p est affectée par la taille de
I'échantillon. En effet, plus n est grand, plus la probabilité de détecter de petites
differences augmente et avec elle le risque de rejeter 'hypothese de normalité pour
des écarts sans signification. Pour pallier ce biais potentiel li¢ a la taille de I'échantillon,
nous avons procédé a un test graphique des diagrammes Quantile-Quantile (QQ-
plots). Cette méthode de QQ-plots compare les quantiles de la distribution réelle (en
ordonneé) par rapport a ceux de la distribution normale (en abscisse). Si les données
sont normales, tous les points se situent sur une droite. Plus les données s’écartent de
la ligne, moins elles sont normalement distribuées.

Les tests de normalité des données ont révélé que le jeu de données ne présente pas
une distribution normale pour la majorité des données (cf. chapitre « Résultats et
discussions »). Par conséquent, les effets du traitement sur les variables testées ont été
analysés en utilisant des tests non paramétriques ou en appliquant des transformations
pour normer les données.

Pour tester l'influence du statut sanitaire des participantes sur les scores et les variables
dosées, des tests de Kruskall-wallis ont été réalisés. En cas de différence significative,
une analyse post-hoc par tests de Wilcoxon corrigés par la méthode de Bonferroni
[238] a été réalisée groupe par groupe.

Pour évaluer la validité de 'outil développé, les scores calculés ont été comparés aux
dosages biologiques avec des tests non paramétriques de corrélation de rang de
Spearman. Ce coefficient varie entre -1 et 1 et permet de déterminer l'intensité de la
corrélation ainsi que la direction. Un rho r<0,1 montre une absence de corrélation,
entre 0,1 et 0,3 une faible corrélation, entre 0,3 et 0,5 une corrélation moyenne, entre
0,5 et 0,7 une correélation élevée et entre 0,7 et 1 une corrélation tres élevée.

Afin de répondre a I'hypothese de I'étude ISOLED et estimer si la consommation de
phytoE peut étre associée au déclenchement de poussées du LED, une ACP a été
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effectuée. Apres centrage et réduction des données, cette ACP (normée) a permis
d’identifier les variables et leur covariante contribuant le plus a la description du jeu
de données.

111.6.2. PHYTOSECUR 1 et 2
Chaque expérience de ce travail a été effectuée en triplicata. Les données de cette
partie sont présentées sous forme de moyennes * erreur type. La comparaison des
valeurs avant et apres traitement a été réalisée a I'aide du test non paramétrique des
rangs de Wilcoxon-Mann-Whitney. Ce test a été choisi car il ne présume pas de la
normalité des données. Le seuil de significativité a été fixé a p < 0,05.

[11.6.3. Docking moléculaire
Afin d’identifier les meilleures configurations récepteur/fonction de score, permettant
de discriminer efficacement entre les ligands actifs et inactifs, une combinaison de
deux tests statistiques a été employée :

- Analyse ROC : L'analyse ROC permet d’évaluer et de comparer les performances
d'un modele de classification en se basant sur sa sensibilité et son taux de faux-
positifs, pour un seuil de décision donné. Elle se fonde sur le calcul de I'aire sous
la courbe. Plus le seuil est restrictif, plus les chances de détecter un faux positif
sont élevées. Le modele de classification interrogé dans la présente étude est la
capacité d'un conformére de récepteur de discriminer les ligands selon leur
activité et le seuil utilisé était de 1. L'analyse ROC a été effectuée sur le logiciel
Discovery Studio®.

- ACP : analyse par composante principale a été utilisée pour identifier les fonctions
de score qui expliquent le mieux la variance des données des simulations de
docking. L'ACP est une méthode statistique qui consiste & réduire un ensemble de
données a un nombre inférieur de dimensions virtuelles, appelées composantes
principales. Ces composantes principales sont des combinaisons linéaires des
variables originales et permettent de capturer l'information la plus importante
contenue dans les données. En d’autres termes, I'ACP permet de transformer un
jeu de données complexe en un ensemble de variables plus simples et plus faciles
a interpréter. Appliqué au cas du docking, ' ACP a été appliquée aux scores obtenus
pour chaque fonction de score pour toutes les molécules testées. L'objectif était
d’identifier les fonctions de score qui contribuent le plus a la variabilité des scores
et qui, par conséquent, décrivent le mieux les interactions possibles entre les
molécules testées et le récepteur cible.

[11.6.4. Etudes cellulaires

Dans le cadre des études de prolifération, la significativité des différences entre les
groupes a été évaluée a I'aide du test non paramétrique de Kruskall-Wallis, adapté aux
petits échantillons et aux données non normales. En cas de différence significative
entre les groupes (P < 0,05), un test de Wilcoxon a été réalisé par paires pour identifier
les groupes spécifiques présentant des différences significatives. Le résultat a été
corrigé par la méthode de Bonferoni pour réduire le risque d'erreur due aux
nombreuses itérations.
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[V. Résultats et discussions

IV.1.

IV.1.

Les résultats et les discussions des travaux conduits en adéquation avec différents
volets de cette these (décrits dans le chapitre « Introduction Générale ») ont fait I'objet
de publications, intégralement reproduites dans les sections correspondantes
pertinentes. Ceux relatifs a 1'analyse statistique étudiant le lien entre les phytoE et le
LED, au docking moléculaire et & 1'étude de prolifération, n'ayant pas encore été
publiés, seront développés de maniére usuelle.

Exposition aux isoflavones en France

1. Comparaison de I'exposition des Francaises et Frangais aux
pesticides perturbateurs endocriniens et aux isoflavones du soja : article
correspondant a la référence [213]

Cette section concerne les informations collectée afin d’'évaluer la part des IFs dans

I'exposition aux xéno-estrogenes environnementaux, notamment les PEs d’origine
alimentaire présents dans et sur les fruits et légumes, en France [213].

Les nouvelles données obtenues justifient une attention accrue a ces substances et a
leurs effets potentiels sur la santé. Ainsi notre équipe a pu montrer que I'exposition aux
[F's ne pouvait étre ignorée en France, justifiant I'étude ISOLED qui a été menée par
la suite.
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Fruits and vegetables are considered to be healthy compared to fats, carbohydrates, and meats. Howewver, their
production involves plant protection products (PPPs) or they can contain phytoestrogens which may exhibit
endocrine effects. Thus, the exposure to the main PPPs and to phytoestrogens known as endocrine disruptors
(EDs) is estimated. PPFs include fungicides, growth substances, herbicides, and insecticides authorised in France.
ED-PPPs exposure is estimated from the maximom residue limits (MRLs) of 70 potential ED-PPPs used in France

on &4 fruits and vegetables. The estimated exposure to potential ED-PPPs is 509 pg/d and involves agonist and
antagonist substances in complex mintures. Anti-androgens are preeminent, at 353 pg/d. Exposure to genistein
and daidzein is calculated from 140 measurements in 9 categories of focd-items containing soy. The global
exposure to isoflavones in France is evaluated at 6700 pg/d. Phytoestrogen exposure is much higher than that of
ED-PPPs. Their endocrine effects should be considered.

1. Introduction

Nowadays, consumers are advised to eat more fruits and vegetables
and many studies showed a real benefit in consuming these products
instead of a diet rich in meat, fat, and carbohydrates (Wallace et al.,
20149). Indeed, fruits and vegetables prevent food-related diseases like
diabetes, obesity, cardiovascular ailments, metabolic syndrome, and
some cancers (Wallace et al, 2019). However, their production at in-
dustrial scales uses plant protection products (PPPs) that include pesti-
cides, Le., fungicides, herbicides, insecticides, and growth substances.
Several of these anthropic substances with biocide properties were also
reported to be endocrine disruptors (EDs) (Rizzati et al., 2016). Addi-
tionally, some pulses with high nutritional value, including soybean,
were shown to protect themselves from predation by producing anti-
nutritional substances (Bennetau-Pelissero, 2019). Most of them are
enzyme inhibitors or allergens, and molecules with hormone-like ef-
fects. These substances were removed from food by traditional cooking
practices. Nowadays, the industrialisation of food processing has led to a
dramatic increase in such hormone-like substances in certain foodstuffs
{Lee et al., 2019). Therefore, the exposure to isoflavones has risen in

France, and it was shown that 12% of premenopausal women inguired
had more than 9 soy-portions per week and more than 50 mg of iso-
flavones per day, in 2017 (Lee et al., 2019). The effect of hormone-like
substances depends on potency, exposure and organ-specificity. Basi-
cally, physiological effects were recorded in human-beings at doses of 20
to 60 mgsday depending on the expression of the doses in aglycones or
glucosides. These substances can either be beneficial or deleterious to
consumers (Makamura et al, 2017; Nakamoto et al., 2018, Nakai et al.,
2020; Messina et al., 2021), depending on their physiological status
(infancy, childhood, pregnancy, pre-menopause, post-menopause,
obesity, hormone dependent pathologies.. ), and hence should not be
present in a diet intended for use by the general population. Indeed, on
the one hand these natural substances may be used in food supplements
for some physiological improvement, and on the other hand, because of
potential deleterious effects in certain population categories (infants,
children, pregnant women, patients with estrogen-dependent pathol-
ogies or thyroid-dependent pathologies), they can be considered as EDs,
and can act synergically with other EDs (Thongprakaisang et al., 2013).

According to the European Union, “an endocrine disruptor is an
exogenous substance or mixture that alters function(s) of the endocrine
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system and consequently causes adverse health effects in an intact or-
ganism, or on its progeny, or in (subjpopulations™ (Andersson et al,
2018). This definition talks about exogenous substances without any
reference to their natural or synthetic origin. Hormones are essential to
physiological functions that are crucial for an individual's or a pop-
ulation’s survival. Endocrine disrupting effects can alter reproduction
(Chevrier et al., 2013), metabolism with obesogenic effects (Janer et al,
2005), development, and neurodevelopment (Requena et al., 2019).
Conversely, when physiology leads to a decline in hormone production,
like at menopause, hormone supplementation can help restoring some
physiological conditions. This is essentially the case where hormones
and estrogenic isoflavones can be useful for certain population cate-
gores (Gome:z-Zorita et al., 2020). Consequently, this field of investi-
gation is growing intensely and knowledge in this area is in constant
evolution.

Hence, the present study aims at providing an overview of the cur-
rent situation in France through the assessment of the exposure to syn-
thetic and natural EDs that may be present in French consumers’
foodstuffs due to industrialisation. This work was conducted with regard
to consumer protection and the resulting data may be overestimated
and/or non-exhaustive. Oestrogens, androgens, and thyrold disruptors
or modulators present inside and outside fruits and vegetables
(including soybean) were all considered here, since they represent the
largest portion of identified EDs. The study is limited to the effects re-
ported in the literature and released in scientific or regulatory docu-
ments at the time of writing. It is a methodological approach and
provides a time point assessment of the situation to help scientists advice
regulators and consumers regarding their everyday choices.

EDs were considered regardless of the actual European Food Safety
Authority (EFSA) definition and criteria that essentially considers in vivo
data (Andersson et al., 2018). This was done to cover a large spectrum of
substances and thus anticipate future classification and take a broader
protective approach. Two types of effects were considered: (1) those
observed in vivo either in human populations or in animals and (2) those
reported in vitro, Whenever possible, the distinction between those two
situations is given. The authorisations regarding PFPs in France are
managed by ANSES: the French Agency for Food, Environmental and
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Occupational Health & Safety. The study is based on data gathered and
analysed in the Mendeley data repository at hitps://data.mendeley.
com/datasets/dk8gsx2r4i/9. Raw data on PPPs are available at hit
pss/fephy.anses fr/. The French exposure to natural substances with
hormone-like effects, Le., genistein and daideein, is caleulated from 140
measurements on food found in France and from a specific inguiry
performed in supermarkets on current soy-based foodstuffs.

2. Methods
2.1, Calculation of exposure to endocrine-disrupting pesticides

The EU pesticide database (https://ec.europa.ew/food /plant/pestici
des/eu-pesticides-database/public/?event=homepaged language=EN)
was screened for EDs. The data selection followed the process described
in Fig. 1-PPP-selection-scheme of the Mendeley data repository associ-
ated with this study (https://data. mendeley.com/datasets /dk8gsx2raj/
9). On the 1426 entries, the 460 substances approved in France (hi
pssf fephy.anses fr/) were retained. Next, 379 fungicides, insecticides,
acaricides, herbicides, and growth substances and their Maximum Res-
idue Limits (MRLs) were considered in various froits and vegetables.
They are allowed in 1666 formulas in France. See table “French PFP-ED™
at https://data. mendeley.com/datasets/dkBgsx2rdi /9. Seventy EDs
were found by combining the name of each substance with the word
“endocrine” and/or “disruption” and/or “disruptor” on the PubMed
database, Google Scholar database, and Google. Consumption data were
obtained from the official French websites hitps:/Swww lesfruits
etlegumesfrais.com/ and https: //agreste. agriculture. gouv.
fr/agreste-web/disaron/searchurl /searchUlid /search/ in March 2020,
which describe the annual consumption of fruits and vegetables by the
French population. The population data were obtained in March 2020
from the Official French statistic service, Insee (hitps:/Swww insee fr/f
r/statistigues/ 1892086 *sommaire=191292a). EDs in the different cat-
egories of PPPs, Le., insecticides, fungicides, herbicides, and growth
substances, were determined using the scientific literature, and the list
of references for this classification can be found at hitps://data. mendele
y.com/Sdatasets/dk8gsx2r4)/9 in “French-PPP-ED".

Tvpe of foodstuffs
Cheese based on soy | 27 |S.E“f’n -'
Health products {15 | 4.6%
Elaborated dishes 100 30.4%
Biscuits and Snacks || 22 67 oo
Coolang aids Il 0 7e [ o
Cereals [§]1.8%
Desserts and yogurts 7 |21.6%
Drinks 36 |17.0%
Fondsntts vit iien oy [ AR

0 50
Total sov-based products = 329

£
100 ! 550 600

Number of products

Fig. 1. Repartition of French soy-based foodstuffs in different categories according to & specific enguiry performed in March 2020 on the main 7 French supermarket

websites. Foodstuffs containing hidden soy are separated.
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For the calculation, 64 fruits and vegetables for which consumption
data were available on the websites previously mentioned, were
selected. The number of formulas containing ED-PPP substances allowed
in France for these fruits and vegetables were entered into the table
“PPP-French usage-ED" found at https://data. mendeley.com/datasets/
dk8gsx2rdj o,

For each of these 64 fruits and vegetables, the annual national con-
sumption is reported per day and per capita in the table “Exposure-
calculation-ED,” found in the data repository at hitps://data.mendeley.
comy/datasets/dk8gsxrdj 9. The annual consumption was reported for
64 million French consumers. This number includes all declared citizens
according to the Insee website in 2019 and does not include children
below 3-years-old (2,150,000 children) and elderly individuals over 89-
vears-old (912,000 individuals). For each foodstuff, the potential
amounts of ingested pesticides were caleulated from the legal MRLs
obtained from the EU pesticide database and using a factor that takes
into account the “popularity” of the substance for the considered use (i
e., same plant and same use). The equation is:

Pesticide daily intake = Xyj=py(Gram of food per day = MREL x Popularity
factar]

with 64 being the number of fruits and vegetables considered in this
study

and Popularity factor = (N/Ntot) where

N: Number of formulas containing the substance

Ntot: Total number of formulas allowed for the same application
(same plant, same use).

‘When a substance belonged to two categories of usage, Ntot is the
sum of formulas allowed in the two categories. Therefore, the popularity
factor reflects the global frequency of use of a substance for one plant
and one application compared to the other substances possibly used in
the same context. When a substance was allowed for one fruit or vege-
table in France, all the formulas containing this substance were
considered to be applicable. The calculation can be checked in the data
repository  hitps://data mendeley.com/datasets /dkBgsx2rdj/9  “Expo-
sure-calculation-ED™. Finally, substances exclusively used for cereals,
including wheat, oat, and rye, were not considered. For grapes, sub-
stances were not retained if they were specifically wsed for wine pro-
duction. For comn, substances were retained if they were not for
exclusive use on forages.

2.2 Isoflavone measurements

221, Materials

Genistein and daidgein measurements were performed on 140
foodstuffs from French supermarkets and allocated to 9 different cate-
gories (see file “Genistein and Daidzein values-ED™ at hitps://data.me
ndeley.com/datasets/dk 8gsx2r4)/9. For ELISA measurements, all salt
reagents were from VWER-France. Antibiotics used for the digestion
buffer, penicillin G (ref. P-3032) and streptomycin sulphate (ref. 5-
6501), were from Sigma-Aldrich. f-glucuronidase aryvl-sulfatase (ref.
10127698001), thyroglobulin from swine (T1126), and o-phenylenedi-
amine dihydrochloride (ref. P1526) were also from Sigma-Aldrich.
Bovine serum albumin came from Euromedex (ref. 04-100-812-C) and
secondary  antibody  goat  anti-rabbit 1gG antibody-Amdex  (ref.
RPN4301) came from GE Healtheare. Glassware was coated with sili-
cone (Sigmacote ref. SL2).

222 Method

Genistein and daidzein were analysed in 140 foodstuffs based on
their claimed compositions. For each foodstuff, three crushed fresh
matter samples of 1 g each were suspended in 50 mL of distilled water
under stirring. The extraction was performed for 20 min at room tem-
perature and 10 min at 100 *C. A total of 500 pL of cooled extracts
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containing the glycosylated isoflavones were then hydrolysed into
aglycones using [ -glucuronidase aryl-sulfatase at 37 *C overnight, as
described previously (Vergne et al., 2007). The aglycones were extracted
3 times with 3 mL of acidified ethyl-acetate and evaporated to dryness
using a Speed-Vac (Thermo Electron Corporation). Each sample was
then diluted in 500 pL of the assay buffer in a silicone-coated vial. The
isoflavone analysis was performed using specific ELISAs as described
previously (Vergne et al, 2007). Haptens functionalized on different
carbon atoms were synthesized. Specific polyclonal antibodies were
obtained for each isoflavone bound to bovine serum albumin and the
best antibodies were retained for assay development. When cross-
reactions were identified, harvesting of the antibody with the reacting
compound allowed the removal of unwanted reactions. Standard curve
preparations and sample dilutions were performed in silicone-coated
glass vials. The ELISAs follow a competitive procedure with an immo-
bilized competitor, the homologous hapten bound to swine thyroglob-
ulin. The sensitivities varied between 0.08 ng/well and 0.4 ngswell;
intra-assay variation was always below 7% and inter-assay variation was
below 17%. For the foodstuffs, final dilutions varied between 1,/250 and
1/40,000. Each food item was assayed in triplicate using three extracts
and on three different microtitration plates. All values are given in
aglyeone equivalent and reflect isoflavone that can potentially reach the
consumer plasma.

2.3 Isoflovone exposure estimation

M survey of soy-based foodstuffs available in France was performed
in spring 2020 by looking at the seven main French supermarket web-
sites, ie., Carrefour®, Auchan®, Leclerc®, Intermarché®, Super UR,
Lidl#, and Monoprix®, as well as a few specialized shops. The entire list
of products registered during this survey is given under “Phyto-Product-
Enuiry-ED™, at https://data. mendeley.com/datasets/dkBgsxrdj o,
Each product was recorded with its composition only once, even if it was
found on several websites. This survey gave a general picture of the
percentages of the different types of products sold and consumed in
France (Fig. 1). To obtain the exposure to isoflavones for each type of
foodstuff, a mean dose, determined from isoflavone measurements, was
caleulated (Table 1) See “Genistein-Daidzein values-ED™ at hitps://data
mendeley. com/datasets/dkBgsx2r4)/9 to find the individual genistein
and daidzein measurements in the foodstuffs and the mean and SEM
calculations. According to the Sojaxa and GEPY websites, the current
human consumption of soy in France is 185,000 tons, broken into
118,400 tons used as hidden soy in elaborated dishes and 66,600 tons
used to produce well-identified soy-based foodstuffs. According to GEPV
(2019) the number of products containing hidden soy on the French
market represent 64% of the total soy product consumption, Le., 584
products. Meanwhile, well-identified soy-based foodstuffs accounted for
329 food products, Le., 36% of soy consumption. The isoflavones (gen-
istein and daidzein) exposure was caleulated from the mean of iso-
flavones measurements (pg/g) in nine categories of soy foodstuffs at
https: //data. mendeley. com/datasets/dkBgsx2rd) /9 in “Genistein-Daid-
zein values-ED™. A percentage of consumption was assigned to each soy
food category and a mean percentage of soy in the final products was
also caleulated. The exposure caleulations consider the mean amount of
soy consumed per day and per capita in France, which is 8 g/d (https://
data.mendeley.com/datasets/dk8gsx2r4i/9), the mean amount of iso-
flavones per gram of the different food type (Table 1) and, for better
accuracy, the percentage of each food category present on the French
market (Fig. 1). Two exposures were estimated: one for soy food con-
sumers (60% of the population) and one for soy food non-consumers
(40% of the population) who only ingest isoflavones through food-
stuffs with hidden soy.
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Table 1
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Mean isoflavones contents in French soy-based foodstuffs and isoflavones per gram of soy proteins based on labelling and measurements.

Soy-based foodstuff Portion size® Eoflavones content pg/partion Isoflavones content (pg/fg of soy-protein) +* Number of measurements
Mean + SEM Mean + SEM

Cheese based on soy S0g 23,838 + 7,468 15429 + 483.3

Health soy products 83g 37,631 + 9,086 34348 + 109.5 13

Elabarated dishes 120 g 20,203 + 2,751 B839.2 + 79.0 40

Snacks and cakes 725 44,627 + 14,512 1832.0 + 200.2 B

Cooking aids 63g 19,030 + 4,832 1706.6 + 433.4 17

Ceraalks 111g 44 656 + 13,113 22729 & BET.4

Dresgert, cream, yogurt 106 mL 0,805 + 1,663 1423.0 + 241.4 17

Soy-based drinks 250 mL (1 mug) 24,715 + 4,302 1373.0 + 2359.0 9

Foodstuffs with Fidden soy 150 5,988 + 1,269 307.1 + 65.1 26

* Portion size is the mean of portions proposed by manufacturers.

** [soflavones per gram of claimed soy-protein. Differences are mainly due to food processing.

3. Results
3.1, Estimation of exposure to synthetic endocring disruptors used as PPP

As mentioned previously, the full caleulation can be found in
“Exposure calculation-ED” at https://data. mendeley.com/datasets/dk8
ganlrdj o A total of 64 foodstuffs were retained because (1) they
were cited either in the European or the French website for PPP appli-
cations and (2) consumption data were found on reliable French web-
sites. The caleulation led to a final fruits and vegetables mean
consumption of 503 g/d, including rice.

Seventy substances were detected as potential EDs as mentioned in
“French PPP-ED” at hitps://data mendeley com/datasets /dk8gsx2rd)/
4. Some EDs were de facto not allowed in France since all the formulas
containing them are forbidden. Among the selected substances, 52 had
an effect in vivo and 18 had an effect only in vitro. The overall exposure to
potential EDs was estimated at 509 pg/d, as shown at hips:/ddata me
ndeley com/datasets/dkS8gsx2rd)/9 in “Exposure calculation-ED™. Ac-
cording to this estimation reported at “Exposure summary-ED”, the
products reaching French citizens include 147 pgdd of potential oes-
trogens, 118 pg/d of potential anti-oestrogens, 3.2 pgdd of potential
androgens, 353 pg/d of potential anti-androgens, 113 pg/d of potential
pro-thyroid substances, and 73.8 pgsd of potential anti-thyroid sub-
stances. Finally, there were several substances with unclassified effects,
like anti-FPARy, anti-cholesterase, anti-FSH, or anti-LH effects. They
account for 87.3 pgsd of potential ED exposure. Adding these figures
leads to an exposure higher than 509 pg/d since some PPPs exhibit more
than one effect. For instance, myclobutanyl seems to have ant-
oestrogen, anti-androgen, and anti-thyroid effects. This estimation
shows that the main contributors to potential ED-PPP exposure (greater
than 20 pg/d) are, in decreasing order: apples, potatoes, rice, soybeans,
and lettuees. Next come citrus fruits (Fiz. 2A).

When analysis is performed by PPP categories, fungicides are those
most used globally (Fig. 2B). They are also the most represented, with
1438 formulas authorized in France. A total of 9 fungicides are among
the 17 highest contributors to potential ED exposure Le. exposure at and
over 4 pg/d. There are also 6 insecticides and only 2 herbicides. The
maost prevalent is glyphosate, with a daily intake evaluated at 88.82 pg.
Glyphosate’s ED effects are reported in several publications, some of
which can be found in the “French PPP-ED™ file in the data repository at
https: //data. mendeley. com/datasets,/dk8gsx2rdj /9.

3.2 Exposure to isoflovones with hormone-like action

In the French diet, genistein and daidzein, with hormone-like ac-
tivities, are essentially introduced by sovbean and soy-based foodstuffs.
In March 2020, 329 soy-based foodstuffs were found on French super-
market websites (see https://data. mendeley.com/datasets/dk8gsx 2rdj/
4, “Phyto-Product-Inquiry-ED™). Steaks and “elaborated dishes™ con-
taining meat-like products based on soy were the most popular soy-

based foodstuffs, followed by desserts, creams, and drinks (Fig. 1),
Based on the French consumption data, it was found that the global
population had 8 g of soy/d/capita in 2020, Soy-consumers had 10 g/ds
capita while the soy non-consumers had 5 g/d/capita through foodstuff
with hidden soy. The mean content of genistein and daidzein in each
soy-based food category is given in Table 1. The mean concentration of
isoflavones per gram of soy is calculated from the measurements made
for this study and gathered in the data repository at hitps://data. mende
ley. com/datasets/dkBgsx2r4)/9 in “Genistein and Daidzein values-ED™,
The measurements showed that, for hidden soy, the amount of iso-
flavones per gram of soy is lower than in soy-based foodstuffs due to
different processing. Following the genistein and daidzein measure-
ments performed in the food investigated in this study, 3 values can be
given: (1) global amount of isoflavones per gram of soy used for French
foodstuffs (845 pg/g); (2) mean isoflavones content per gram of soy in
identified soy-based foodstuffs (1800 £+ 275 pgse); and (3) mean iso-
flavones amount per gram of soy in foodstuffs with hidden soy (310 +
65 pgsg). See Fig 2-Isoflavone-food-content-2020 at hiips://datame
ndelev.com/datasers/dk8gsx2r4j/49 for more details. These values
were obtained by combining isoflavones measurement and claimed soy
percentage in foodstuffs. Associating these data with the total soy con-
sumption by soy consumers (60% of the French population) and the
proportion of products with hidden soy (64%), an isoflavone daily
exposure was calculated for each soy-based food category (Fig. 2). This
estimated daily exposure of soy-consumers to genistein + daidzein was
found to be 6915 + 1220 pgsd, with 4590 £ 855 and 2320 £ 470 pgd of
genistein and daidzein expressed in equivalent-aglycone, respectively.
Equivalent-aglycone is the amount of aglycone compounds contained in
the total glycosidic forms measured. Glycosidic forms can be glucoside,
acetyl or malonyl forms. The glycoside moieties been hydrolysed by §
-glyoosidase (lactase-phloridzn-hydrolase) only aglycone compounds
enter the enterocytes. The daily exposure of soy non-consumers to
genistein + daidzein was estimated at 1930 £ 410 pgsd, with 1370 +
140 and 560 + 10 pg/d of genistein and daidzein, respectively. Fig. 3
also shows the contribution of each food category to the global intake. It
appears that hidden soy is a significant contributor to isoflavones
exposure in the French population.

4. Discussion

This study essentially focussed on potential EDs that can be found in
or on fruits and vegetables. [t did not consider wrapping agents that can
be found at very low levels in such products. Also, it did not mention
drugs with hormonal effects used either for contraception or treatments
of hormone-dependent pathologies. These substances are very powerful
but are fortunately used at low doses under medical supervision and in
framed contexts, although they can be found at very low doses in the
environment. They might potentially be in contact with edible plants,
but no data are currently available in France on this route of exposure.

97



A Lee et al.
A.
180
o, 160
_:'é
= 140
=
g 120
5
£ 100
£
£ 80
=
= 60
=]
S 40
4a
= 20
0
B.
-
£ 100
2 90
= 80
= ]
a 70
E 60
o
g 50
% 40
2 30
g
= 10
E 0
5
=

Food Chemistry 373 (2022) 131513

Sources of potential endocrine disruptors daily intake
by the French population
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Contributors to the exposure of the French population to potential
endocrine disruptors

Main contributors (potential intake over 4 pg/day)

Fig. 2. Main contributors to the daily intake of plant protection products (FPPs) with endocrine disruptor (ED) properties in the French population (at and over 4 pg/
d). Data collected in March 2020 are expressed in pg/d. They result from a caleulation involving the daily consumption of each food contributor, the maximum
residue limit (MRL) for each treating-PPP with ED property, and a “popularity factor™ that considers the number of formulas containing the substance reported
compared to the total formulas available in France for the same application (plant and pest). A. Flant contributors, B. Substance contributors.
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Mean isoflavene consumption by French soy consumers per category of foodsiuffs
Types of products
it oot [T
Desserts and yogurts 16% |_.
Cersals [0}
Cooking aids B.5% |—<

st [

Elaborated dishes 13% -
Health soy-products 5% I' Total intake by 5oy non-consumers =1930= 410 ug/day
Chessebasedonsoy [ 688 | — Total intake by soy consumers = 69151210 pg/day

0.00 S{HJ;.{H} IDDI;].EICI 150&.04} EUDb.DU 2500.00

Mean Genistein + Daidzein intake by French soy consumers in each category of foodstuff (ug/day)

Fig. 3. Calculated exposure to isoflavones of French consumers in March 2020. Data are means + SEM of 140 measurements. All concentration data result from
assays performed by ELISAs (Table 1). Data on soy focd consumption result from a specific enquiry performed using French supermarket websites. Data on hidden
s0% consumption result from calculations based on manufacturers data (Sojaxa, 2020; GEPV, 2019).

4.1, Exposure to ED pesticides and exposure route

4.1.1. Checking for fruit ond vegetable consumption.

To check the approach, the calculated figures for fruits and vegeta-
bles consumption were compared to data published in 2017 in the
INCAZ survey (ANSES, 2017). According to INCA3, vegetable con-
sumption in France including rice and pasta is 517 g/d. Pasta con-
sumption accounts for 22 g/d according to UNAFPA, the European
Union of Pasta Manufacturers (hitp://www. pasta-unafpa.org/fr-statis
tics4. him). ANSES differentiates children, adolescents, and adults up
to 79 years old. Adding the consumption of each subpopulation ac-
cording to the number of citizens in each category, a global fruit and
vegetable consumption of 517 g/d was obtained. This figure should be
compared to the 503 g/d obtained here, not including pasta. Therefore,
the calculation in the present study seems reliable. Here, elderly in-
dividuals from 80 to 89 years old were considered as adults. The present
EDs evaluation omits cereals because they are usually eaten after several
transformation steps to get bread, pasta, or plant proteins. Such indus-
trial processes can deeply modify the nitial level of contamination.
Therefore, MBELs would not reflect the final exposure. Finally, in the
present study, only 64 fruits and vegetables were considered. Thus,
ancient or exotic foods for France, such as scorsonera, mango, coconut,
lychee, and sweet potatoes, for instance, were not included.

4.1.2. Reliability of the estimation of ED-PPPs exposure.

The pesticides that were selected here are only potential EDs since
they do not match the criteria that were recently defined by OECD and
EFSA - ECHA (Andersson et al, 2018). Our definition includes more
substances than those potentially retained following the recent defini-
tion. Certain compounds exert direct effects through hormone receptors
or on the bisavailability of the hormones via an interaction with liver or

kidney enzymes (see “French-PFP-ED™ for details at https://data. mende
ley. com/datasets/dkBgsx2r4)/9). Several times, in wivo deleterious ef-
fects on organs involved in endocrine processes were found, while the
mechanisms of these effects were not always understood (Anderszon
et al, 2018). Because alterations of such tissues are likely to induce
deleterions endoerine effects, those substances were retained. Their
dosages, when tested in vitro or in vive in the scientific literature, can be
far higher than those found here. However, it can be seen that many
different substances can potentially reach consumers during a year,
inducing a cocktail effect. This cocktail effect is very difficult to forecast
since it depends on the potency and concentration of the individual
compounds. Moreover, the substances in the mixtures can have agonistic
or antagonistic effects. They also can act on different cell or tissue
pathways resulting in complex phenomena. Additionally, sometimes
and because of a large distribution volume, relatively high levels can be
achieved in vivo, due to bio-accumulation phenomena, particularly in fat
tissues. The caleulation shows a predominance of potential anti-
androgens, although this could come from the current lack of knowl-
edge on other compounds and other effects. Also, no data are presently
available on the substances” bioavailability once ingested by Humans.
Therefore, saying that the French population is presently affected by an
overall anti-androgenic contamination should still be confirmed.

4.1.3. Validity of the MRL approach

Mo assay of pesticides was performed here. Indeed, specific assays
would only have been indicative of a defined situation but may not have
reflected the overall one. Therefore, although the MRLs can be thought
to be higher than the real concentration in food, they may be as reliable
as measurements while estimating an exposure. In addition, there can be
variations from one harvested plant to another, and fruits, vegetables
and foodstuffs coming from countries with different pesticide
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regulations were not considered. Also, taking MRLs as doses in plant-
food can lead to an overestimation of the exposure, while missing a
plant product can lead to its underestimation. Finally, a popularity
factor has been introduced in the calculation of PPPs exposure, which
reduces the final value. This popularity factor was adopted since it was
not possible to get sale data on the PPPs selected in this study. This factor
reflects the chance that a farmer has to choose a preparation containing
the ED substance, among other preparations that can be used for the
same plant and the same application. This popularity factor assumes that
all preparations are equally available and known by farmers. Such a
popularity factor can be adjusted in future studies if a better solution is
found.

4.1.4. Discussion on the effects of complex mixtures

The cocktail exposure appears clearly here and interactions with
other EDs, including wrapping agents, flame retardants, or isoflavones,
should also be considered. For instance, glyphosate, at low concentra-
tions, was shown to have additive effects with genistein in vitro on the
proliferation of MCF-7 cells (Thongprakaisang et al., 2013). The cocktail
effect of many different compounds oceurring at low doses is difficult o
forecast. However, some population studies recently showed correla-
tions between pesticide exposures and health alterations (Mostafalou &
Abdollahi, 2017). For instance, pesticides have long been implicated in
adverse reproductive outcomes (Mnif et al., 2011). However, there are
limited data on pesticide effects on the human reproduction while ani-
mal studies showed alterations of ovarian function by organochlorine
pesticides. Malathion, still used in Europe, increased apoptosis in goat
granulosa cells (1 and 10 nM) (Bhardwaj and Saraf, 2016). Fertility was
shown to be significantly decreased in women by organochlorine pes-
ticides via an increasing delay in conception (Chevrier et al, 2013). In
some studies, an earlier menopause age could be observed (Rattan et al.,
2017). In males, according to Brehm et al. (2019), several pesticides that
are no longer authorized in Europe or in the US but still remain in soils,
can increase the risk of testis and prostate alterations in rats. Human
sperm characteristics can also be altered by pesticides (Brehm & Flaws,
2019}, and this can negatively impact fertility. Sometimes, deleterious
effects in rats could be recorded at the third generation due to epigenetic
modification of gene transcription (Mostafalon & Abdollahi, 2017).
Finally, Requena et al. (201%) found a significant association between
high use of pesticides and human thyroid dysfunction. The study
focussed on pesticide mixtures. Hypothyroidism was the most impacted
by pesticides and women were significantly more affected.

Conversely, fruits and vegetables consumption, is still considered o
prevent many chronic diseases (Wallace et al., 2019). Such an apparent
diserepancy raises the question of the exposure route. It may be possible
that fruits and vegetables consumption remains positive for health even
when PPPs are used, especially at doses lower than MRLs. However, the
usage of such products and the neighbouring exposure via lung ab-
sorption during the spreading of substances, are probably more delete-
rious (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Moreover, such substances are
adverse for the environment, for fish, birds, and earthworm species
(Andersson et al., 2018).

4.1.5. Interest of the method for historical comparisons

When the present analysis was made, it applied an approach similar
to that used & years earlier in France (data not shown). By comparison,
several substances found to be EDs in 2013 are no longer allowed or used
in France. They are acetochlor, aminotriazole, bifenthrin, chlorprop-
ham, chlorpyrifos-methyl, evfluthrin, dimethoate, flusilazole, iprodione,
linuron, oil, propiconazole, thiacloprid, thiourea, thiram, and zine. In
addition, some new EDs have appeared on the list, either because they
are newly used in France or because their ED effects were recently
documented. They are: bromeooynil, buprofezin, cyromazine, etridia-
zole, flubendiamide, fluopyram, fAutianil, folpet, geraniol, malathion,
MCFB, metam, metamitron, metiram, metobromuron, myclobutanil,
oxyfluorfen, profoxydim, pyridate, quizalofop p-ethyl, spiromesifen,
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tebufenpyrad, terbuthylazine, tetraconazole, thymol, triflumizole, zox-
amide, 1-naphthylacetamide (1-NAD), 2-phenylphenol (including so-
dium salt orthophenylphenol), and 8-hydroxyquinoline (including
oxyquinoleine). The evolution observed from 2013 o 2020 demon-
strates that substances are regularly tested and evaluated by the safety
agencies based on evolving knowledge and availability. This sustains the
transient nature of the present study and also its interest for further
comparisons. As an example, glyphosate is currently under particular
serutiny in France prior to a possible ban, and it was considered here as
an ED, based on publications that show direct oestrogenic effects in vitro
on oestrogen receptors and on MCF-7 cells (Thongprakaisang et al.,
201 3). It also exhibits deleterious effects in vivo on animal development
with NOAEL (No Observable Adverse Effect Level) at 50 mgs/kg bw/d on
reproductive and developmental eriterdia (Romano et al, 2012).
Although this substance use has been progressively reduced in France,
with 690 pre-existing formulas that are no longer authorized, it is still
potentially the highest contributor to endoerine disruption in the French
population, with 32 formulas still authorized as of March 2020 for
ubiguitous treatments.

4.2 Exposure to notural hormone-like substonces from food

4.2.1. Reliability and limits of the estimation

Enterolignans that are oestrogenic only after gut flora transformation
were not included in this study. Indeed, to evaluate oestrogenic enter-
olignan exposure, gut flora competence characterisation at the popula-
tion level should be known. Such data are not available in France or in
any other country. Also, enterolignans act more as SERMs (selected
oestrogen receptor modulators) rather than EDs (Carreau et al, 2008)
and, when tested in rodents, enterolignans antagonise the proliferative
effects of isoflavones on breast cancer cells (Power et al., 2006). The
present analysis estimates the isoflavones intake by French soy-
consumers at 6915 + 1220 pgsd, Le, 13.5 times higher than the esti-
mated exposure to ED-PPP. In soy non-consumers, the exposure is esti-
mated at 1930 + 410 pgsd, which is 3.8 times higher than the ED-FPP
exposure estimated here. To check the exposure caleulation, another
approach based on the global amount of soy consumed per year by the
French population can be performed. According to the GEPV, soy pro-
teins consumed by French citizens account for 185,000 tons a year, Le.,
8 g of soy per day/capita. Here, the isoflavones measurements in French
foodstuffs lead to the estimate that each gram of soy used in French food
contains a mean of 845 pg of isoflavones. Considering these figures, the
global exposure to isoflavones can be estimated at 6700 pgsd. This is of
the same order of magnitude as the present estimation, which considers
different food categories. Still, considering this global approach, the
exposure of French soy non-consumers is found to be 1110 pg/d.

4.2.2. Evolution of the exposure during the last years

Mote that, in 2005, AFSSA estimated the isoflavones exposure of
French citizens not eating soy at 26 + 24 pg/d. AFSSA, (2005) did not
consider hidden-soy but only isoflavones from other legumes. AFSSA
mentioned a great difference between the general and the vegetarian
population eating soy-based foodstuff. It mentioned that while the
intake was close to 0 in the population not eating soy, the intake could
b of 10,000 pg /d for a daily consumer and up to 104,000 pg/d (mean
54,000 pgsd) for a consumer eating more than one soy-product daily. In
2005 the proportion of people who claimed having soy-based food at
least occasionally was about 109 while in 2020 Sojaxa claims that 60%
of the French population is eating soy-based foodstuffs at least occa-
sionally. According to the Oleopro website, the human-food market
increased by 20% per year between 2001 and 2010 with a French pro-
duction from 5600 tons in 2001 to 65 000 tons in 2010. In addition, the
mean growth rate of soy-based foodstuffs volume in France is 19% per
year since 2000. Although in France, soy for human food is not only from
local production, these figures sustain the progressive increase of iso-
flavones exposure in the French population. Still, soybean consumption
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in France is not homogenous. The general population is only exposed to
small amounts of isoflavones through hidden soy incorporated as soy-
meal, soy protein concentrates, or soy protein isolates in transformed
dishes. In parallel, some consumers can be exposed to high isoflavones
amounts. Recently, Lee et al. (2019) showed that 12% of French pre-
menopausal women had a daily intake over 50 mg in aglycone equiva-
lent (see hitps://data.mendeley com/datasets/dk8gsx2r4)/9 and Fig. 3
from Lee et al., 20149). The figures show that the soy-intake is mostly a
recent practice in France and that the main week-intake is 1 to 3 por-
tions. However, a significant proportion of women has more than 9
portions per week (2.2% has more than 25 portions fweek) and this
leads to a significant proportion of women being exposed to 50 mg
isoflavone per day or more, expressed in aglycone equivalent. The
highest exposure recorded in this study was 120 mg/day. Such doses are
of the same order of magnitude as the highest dosages in food supple-
ments and are active in women. In France, the dosages of isoflavones in
food supplements were, until recently, far higher than those found in
food (Vergne et al, 2007). However, nowadays, the food industry pro-
duces increasing amounts of soy-food based on textured soy-proteins.
These ingredients are more concentrated in isoflavones than soybean
seeds and, hence, soy-based food can contain high levels of genistein and
daidzein (Table 1). This is a recent development due to industrialisation
of soy-food processing. Indeed, Asian recipes that traditionally involved
prolonged simmering in water (2 to 4 h), were able to dramatically
reduce all antinutritional factors including isoflavones (Bennetao-Pel-
issero, 2019). Modern processing, lead the intake of isoflavone in food to
be equivalent to that in dietary supplements which are not dedicated to
children.

4.2.3. Effects of isoflavones in humans

Isoflavones can exhibit deleterious or beneficial effects in animal
models and sometimes in Humans, However, the scientific evidences in
Humans are not strong and many beneficial effects are refuted by inef-
ficient studies (Gomes-Zorita et al, 2020). These beneficial effects are
mainly documented in people over 50-years-old. Thus, many food sup-
plements were developed based on isoflavones-rich extracts for meno-
pausal women or to prevent prostate cancer evolution. The effect on
bone is probable because most studies showed a reduction of bone
resorption markers in urine with isoflavones intakes over 2 months.
However, osteoporosis prevention is still guestionable (Gomes-Zorita
et al., 2020) because bone evolves at a slow kinetic and a drug effect can
only be seen on prolonged clinical interventions. Additionally, osteo-
porosis prevention not only requires bone density preservation but also
bone architecture preservation. Consequently, studies that focus on the
positive effects of isoflavones usually mention some controversial
physiological issues indicating that isoflavones should not be spread
toward all human sub-populations like infants or pregnant women
(Gomez-Zorita et al., 2020, Messina et al,, 2021). In parallel, other ac-
ademic works tented to analyse the deleterious effects of isoflavones
demonstrating that many studies found no potential concern (Messing
et al, 2021). However, dosages can be too low to induce an effect and
sometimes the relevant biological markers are not adequately analysed.
Meanwhile, due to modern soy-processing, an increasing proportion of
consumers in Western or Asian countries face raising isoflavones expo-
sures, comparable to that of dietary supplements. Some studies report
heart disease prevention, diabetes improvement, cholesterol lowering,
or immune function regulation (Makai et al., 2020, Messina et al., 2021).
These effects may require pharmacological experimental exposures
(=100 mg isoflavones/day). Then, as with drugs, isoflavones intake over
20 to 60 mg/d (depending on the glycoside or aglyeone status) should be
targeted to specific populations to avoid endocrine effects in physio-
logical contexts that are not compatible with hormone-like effects (in-
fancy, pregnancy, malignancy. ._etc).

In fact, isoflavones at 45 mg/day (glveoside or aglycone) in women
can exhibit potentially adverse effects at specific physiological stages,
lowering FSH, and LH synthesis and release (Cassidy et al., 1994). They
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can also bind to cestradiol receptors, Le., the canonical receptors ERa
and ER p (Kuiper et al., 1998) and GPER (Petrie et al., 201 3). Isoflavones
also interact with thyroid hormone synthesis (Makamura et al., 2017)
and receptor binding at doses achievable dietarily (https://data. mende
ley. com/datasets/dk8esx2r4]/9). These endocrine effects can be bene-
ficial or deleterious, depending on the physiological status of the con-
sumer. Hence, in some cases isoflavones can be qualified as EDs or as
drugs, and should be used under medical supervision. The MNational
Toxicology Program (NTF) in the USA demonstrated in multigenera-
tional studies the oestrogenic and reprotoxic effects of genistein and its
carcinotoxicity on the mammary and pituitary glands in Wistar rats
(Mational Toxicology Program, 2008a; National Toxicology Program,
2008b). The doses of genistein tested in these studies are in line with
human dietary intake of genistein. Therefore, it is not surprising if
several studies correlated high genistein and daidzein levels in body
fluids with altered characteristics of human semen (Yuan et al, 2019).

Some authors report that EDs can be more deleterious at low doses
(Vandenberg et al, 2019). The explanations that are currently given,
rely on the activation of different pathways by different doses of the
same substance. For instance, isoflavones can activate GPER at low
doses and can inhibit protein tyrosine kinase (inducing cell apoptosis) at
high doses. Moreover, in vivo and in humans there is no evidence of any
adverse effects of low doses of isoflavones. It is rather doses over 2040
mgsd (aglycone - glycosidic forms) that can exert physiological activ-
ities, either beneficial or deleterious, depending on the status of the
consumer (Cassidy et al., 1994),

4.3, Comparison of effects and exposure of the two types of substances

4.3.1. Comparison of in vitro effects

When ED effects are studied in vitro, it is found that genistein and
daidzein are usually more potent oestrogens and thyroid disruptors than
synthetic compounds that are now banned in European countries. See
“Table for comparisons™ in the Mendeley data repository at hitps://data.
mendeley.com/datasets/dkBgex2rdj 9. This table gathers data obtained
in different in vitro systems by four different authors and genistein and
oestradiol can be considered as reference compounds. In all cases except
for 4-nonyl-phenol, an alkyl-phenol found in cleaning products with
strong anti-thyroid activity, the effect of genistein was greater than that
recorded for other synthetic compounds.

4.3.2. Comparison of NOAELs and reference doses (RfD)

Comparisons of NOAELs and LOAELs obtained in vive mainly in rats
are given in the file “Table for comparisons™ at hitps://datamendeley.
com/datasets/dk8gsx2r4j/9 in the Mendeley data repository. RD
values in this table derive from the NOAELs, by a reduction factor of
100. When only a LOAEL is available, the RfD values in obtained
applying a reduction factor of 300. NOAEL and LOAEL can vary greatly
according to the target organ and function. Inter-sex and interspecies
differences are also observed. When different safety values were avail-
able, the reproductive and/or developmental effects were considered
preferentially. This is because this study focusses on endocrine dis-
rupting effects and essentially on reproductive hormones. However,
sometimes, hepatotoxicity occurred at lower dosages than reprotoxicity.

Based on their chemical composition, the major classes of pesticides
include: (1) organochlorines (e.g., DDT, lindane and methoxyehlor with
respective NOAELS equal to 0.05 mg/kg bw/d; 5 mg/kg bw/d and 5.01
mg/kg bwsd) that have been banned in Europe, (2) organophosphates
(e.g.. malathion and glyphosate with respective NOAELs on reproduc-
tion or development in rat equal to 2 mg/kg bw/d and 50 mgskg bwed),
(3) carbamates (e.g., carbetamide, fenoxycarb, indoxacarb, pirimicarb
and propamocarb with respective NOAELs on reproduction or devel-
opment in rat equal to 68 mgskg bwsd; 6-10 mgskg bwsd; 1.5 mgikg
bwd; 20 mgskg bwid and 10 mgskg bwed), (4) pyrethroids (eg.,
cypermethrin, deltamethrin and permethrin with respective NOAELS on
reproduction or development in rat equal to 10 mg/kg bw/d; 50 mgdkg
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bw/d and 180 mg/kg bw/d), and (5) triazines (eg, cyromazine and
terbuthylazine with respective NOAELs on reproduction or development
in rat equal to 2 mg/kg bw/d and 5 mgskg bw/d). When several NOAELs
were given in the same species for the same substance and still on
reproduction or development, the lowest was retained. The references
used Ffor NOAELs are at hitps://data.mendeley.com/datasets/dkS
gsaZrd|/ 9 in “Table for comparisons™. Besides, the LOAEL of genistein
(35 mg/kg bw/d) recorded by the NTP in rat, may be derived in a
MWOAEL of the same order of magnitude that safety values obtained on
the same model for other isoflavones and also for diethylstilbestrol,
zearalenone and [i-sistosterol. Besides, p,p” DDE, nitrofen, lindane or
methoxyehlor also present reprotoxicity at NOAEL close to those that
can be deduced for genistein. For daidzein, the NOAEL is proposed in
hen. Although it may be relevant to humans, the NOAEL obtained in
birds can sometimes be derived to an RfD in Human using a safety factor
higher than 100.

Hence, the RD deduced from the NOAEL or LOAEL are also given in
the file “Table for comparisons™ at https://data mendeley.com/datase
ts/dk8genrd)/9 in the Mendeley data repository. Considering the
NOAEL of the ED-PPP studied here, from 2 to 180 mg/kg bw/d the in-
dividual RfD) can be either of the same order of magnitude than genistein
or greater. It is noted that theses NOAEL are generally higher than those
of the PPPs banned from use in Europe (DDT, Lindane, methoxychlor...).
The RfD for genistein derives from the LOAEL of 35 mg/kg.bw/d in rat
(Mational Toxicology Program, 2008a) and for daidzein from a study
performed in hen. All the scientific articles taken into consideration for
this in vitro and in wivo comparison are listed in the file “Table for
comparisons” in the Mendeley data repository at hitps://data.mendeley.
com/Sdatasets/dk8gsx2rdj /9.

4.3.3. Comparisons of exposure to synthetic and notural EDs
It can be observed in Table 2 based on substances measurements that

natural compounds are present in raw materials at higher concentra-
tions than any other synthetic EDs. Therefore, consumption of plants
containing high doses of natural hormone-like substances should be
considered. Anyway, as already mentioned pesticides at low doses reach
consumers as complex mixtures that can have either additive or antag-

onizing effects (Fizeati et al, 2016). The final overall effect depends on
concentrations, pharmaco-kinetics and pharmaco-dynamics.
For most of the ED-PPPs listed in table 10 at hitps://data.mendeley.

com/datasets/dk8gsx2rdj 9, the exposure data in France are not avail-
able, especially because, as mentioned earlier, the substances have been
withdrawn from the market or are no longer authorized. It is likely that
the exposure to persistent toxic compounds is progressively declining
since their ban in France. Therefore, their safety concemn is also
declining. Globally, looking at the exposures estimated here for the
potential ED-PPPs listed in the previous paragraph, it can be seen that
the doses that potentially reach the consumers are individually all much
lower than the RfD that can be derived from their NOAEL on repro-
duction and development. This does not imply that there is no effect
especially because of the recurrence of exposure and of the complex
mixtures achieved.

Besides, isoflavones can be found in great amount in several food-
items that are available to current consumption. As a consequence,

Food Chemistry 373 (2022) 131513

2017 had more than 50 mgs day of isoflavones expressed in aglycone
equivalent. This is roughly 75 mg/day of isoflavones in their glycosidic
forms and between 0.83 and 1 mg/kg bwid in aglycone equivalent.
Hence, cocktail-effects associating EDs with isoflavones at high and low
doses should be investigated. Indeed, additive effects were recorded
with glyphosate (Thongprakaizsang et al., 2013) and other compounds,
like vinclozolin or bisphenol A (Lec et al, 2019). Moreover, several
authors, including Omoruyi and coworkers (Omoruyl et al, 2013),
looked for oestrogens in the consumer’s plate using different extraction
procedures and different screening techniques like YES or CALUX tests.
Sometimes, the extraction procedure was not the best to recover gly-
cosylated isoflavones, howewver, all agreed in saying that when soy was
present, genistein was by far the most potent oestrogen that could be
recorded. The authors considered that such natural EDs should be taken
into consideration while evaluating human EDs exposure. For natural
compounds and according to our last study (Lee et al, 2019) which
showed an increase and a large variation in the exposure to isoflavones
in the French population, only genistein and daidzein can be absorbed at
doses higher than the RfD.

Finally, contrary to the majority of ED-PPPs, isoflavone bioavail-
ability is well known. Genistein and daidzein can be found in the plasma
of French consumers at doses up to 800 ng/mL (i.e. about 1.5 pM) (data
not shown). Their Ty, range is between 8 and 9 h. Their elimination
half-life can be lengthened by recirculation phenomena, ranging from
12 to 24 h (Shinkaruk et al., 2012). Eighty percent of ingested com-
pounds can be excreted in the urine over a 48 h-period, showing good
intestinal absorption. Moreover, daideein can be metabolized by the gut
flora, into equol which is more active than its parent compound. This
oocurs in about 40% of the European population (Shinkaruk et al,
201 Z). Genistein and daidzein are rapidly eliminated from the body and
only a recurrent intake over 20 to 30 mg of aglycone equivalent /day in
adults is expected to exert a significant endocrine effect (Shinkaruk
et al., 2012). This may be observed in developed Asian countries, where
soybean is now processed using industrial techniques that no longer
remove isoflavones (Makamoto et al., 2018). Even if industrial soy-based
food prevents the main food-induced chronic diseases (diabetes, car-
diovascular diseases, metabolic syndrome), a deleterious effect of iso-
flavones on human reproduction cannot be excluded, looking at fertility
rates in industrial Asian countries (Index Mundi website, 2019). How-
ever, to demonstrate such an effect, control Asian populations not
exposed to isoflavones should be compared to the regular population.
Moreover, because of epigenetic interactions, an isoflavone effect, if
real, would not disappear after a short period of abstention from gen-
istein and daidzein.

4.4. Conclusion and perspectives

Potential EDs exposure in France can be assessed from global fruits
and vegetables intake based on the primary consumed items. MRLs of
pesticides can be used for each substance identified as ED, and their use
can be considered using a “popularity factor”. This leads to the assess-
ment of global exposure to a complex mixture of substances, exerting
pro- and antagonising effects, emphasising the need for more studies of

Lee e al., (2019) found that 12% of premenopausal women enquired in cocktail effects. Anti-androgens deserve particular attention, since they
are most represented in this study. Here, only PPP substances allowed in
Table 2
Comparison of active substances in and on fruits and vegetables.
Dupsessi (g 100 2] Substances Cereals Traditional French fruits & vegetables Soybean Mung bean
Natural disruptors Isoflavones O=0.6" 0=, 900" 26,400=237,000° tr — 2,650°
Synthetic disruptors Pesticides 0.001-0.34* 3-T7B% 2.8 - 280° 1.B=16.5"
Wrapping agent 0.04=0.173 0.41=8.37" 0.07* No data
1. Thompson et al., 2006 4. Eldridge, 1982
2 Walorceyk and Droidiyhiski, 2012 5. Schilird et al., 2011
3. Cao et al_, 2011 6. Li et al, 2012
9
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France are considered, but other chemicals can be found from imports.
And this may affect items consumed in France, such as tomatoes or citrus
fruits, that largely come from Spain and North Africa. In this way, the
present study may not be exhaustive. Furthermore, exposure to natural
EDs, especially those from legumes, namely isoflavones, is far from
negligible. Indeed, because of the recent significant reduction of meat
consumption in the French population, the exposure to pulse-EDs has
risen dramatically, reaching probably 4 to 12 times that of ED- PPPs. In
addition, interactions at low doses exist between those natural EDs and
other substances and effects can be additive, for example with bisphenol
A, vinclozolin, or glyphosate on specific physiological targets. Such
exposures should be considered when ED effects are assessed for con-
sumers’ health management. Exposure to isoflavones could be readily
reduced if traditional Asian cooking practices would be adapted to in-
dustrial soy-based food processing. Soy isoflavones having oestrogenic,
anti-androgenic, and anti-thyroid effects, this could largely reduce
consumer's EDg exposure,
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IV.1.2. Estimation de I'exposition des femmes de I'étude ISOLED aux
phyto-estrogenes
Pour rappel, les IFs constituant la catégorie de xéno-estrogénes a laquelle les
consommateur-ices sont le plus exposés en France, I'étude ISOLED visait & explorer
ce lien potentiel en évaluant I'exposition aux phytoE des femmes atteintes de LED et
en comparant leurs niveaux d’exposition a ceux de femmes saines et de femmes
atteintes d’autres MAls

[V.1.2.1. Estimation de I'exposition habituelle : validation d’'un questionnaire
d’habitude alimentaire par I'analyse de biomarqueurs capillaires.
Article correspondant a la référence [214]

Le développement et la validation de la méthode inédite de dosage capillaire des [Fs

(congue pour déterminer I'exposition habituelle des participant-es a I'étude ISOLED

afin de pallier au temps de résidence limité des [Fs dans les fluides biologiques) ont

abouti a des données biologiques, lesquelles complétées par une enquéte sur les

habitudes alimentaire, ont fait I'objet de la publication [214] présentée ici.

Les dosages réalisés ont permis d’établir qu'environ 80% de la population analysée
était exposée aux IFs et qu'environ 60% des personnes exposées étaient productrices
d’équol. Ce résultat est conforme a une étude antérieure menée par notre équipe en
2006 [31].
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Abstract: Soy isoflavones, at adequate dosages, have estrogenic and anti-thyroidal effects in animals
and humans, which can either be beneficial or adverse, depending on the consumer’s physiological
status. Hence, this study presents an assay of soy isoflavones in hair, aiming to give new information
about a person’s exposure to isoflavones, when health issues related to estrogenic or thyroidal
effects are observed. Aqueous or organic extraction procedures following acidic, basic, or enzymatic
digestions were tested on 60 hair samples (from volunteers) from a hairdresser, and a clinical trial
2017T2-29. The acidic digestion method was the most efficient regarding isoflavones. A specific
inquiry was developed to assess the dietary habits of French consumers based on the analysis of
12,707 food labels from France. It was used to check for the reliability of the new assay method. A
score for the consumer exposures to isoflavones was built considering, among other parameters, soy-
based diets and foodstuff containing soy as an ingredient, i.e., “hidden-soy”. The correlation between
this score and isoflavone measurements in hair reached 0.947; p < 0.001. Therefore, providing that
relevant data are considered to assess isoflavone exposure, hair that smoothens daily isoflavone intake
variations, is a relevant tissue to assess human isoflavone exposure for subsequent health analyses.

Keywords: soy isoflavones; consumer exposure; hair samples; dietary inquiry; digestion method

1. Introduction

Soybean has been used as a dietary source in Asia for likely more than 3000 years [1].
Basically, soybean, as a pulse, is rich in protein (over 40% of crude composition), polyunsat-
urated fatty acids (w3 and w6), and fiber. In addition, soy is one of the pulses best suited
for animal feeding due to its good amino acid profile. This exceptional composition gives
soy one of the best nutritional values among all legumes. However, besides its fabulous
composition, raw soy, as other legumes, contains many anti-nutritional factors that reduce
its palatability and digestibility [2]. This developed defensive biochemical arsenal con-
sists mainly of phytic acids, tannins, oligosaccharides, haemagglutinins, lipoxygenases,
anti-trypsin factors (Bowman-Birk and Kunitz), allergens, and isoflavones with hormonal
activities [2]. However, the latter is not the least as they were shown to reduce the herbi-
vore’s fertility in both breading and wild conditions [3,4]. Moreover, some beneficial effects
have been reported on human health [5,6].

While traditional Asian cooking recipes were able to remove estrogenic isoflavones
from soy, thanks to prolonged cooking and simmering in water, modern industrial prepara-
tions no longer involve these water steps [7]. Consequently, the current human exposure to
estrogenic isoflavones is probably the highest it has ever reached in human history. In addi-
tion, the environment is a source of other endocrine disruptors, including wrapping agents,
pesticides, plastic stabilizers, flame retardants, and other anthropogenic substances [8].
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https:/ /www.mdpi.com/journal /nutrients

106



MNutrients 2022, 14, 3619 2of 17

This study was performed in the frame of a clinical investigation: ISOLED 2017T2-29,
which aims to analyze the potential link between isoflavones exposure and the occurrence
of systemic lupus erythematosus (SLE) crises. SLE is an autoimmune disease known to
exhibit a highly unbalanced sex ratio occurrence [9]. Ninety percent of the SLE subjects
are women and the current hypotheses link this occurrence to genetic factors bearded by
the X chromosome and to estrogen impregnation. Indeed, SLE progression is not observed
in pre-adolescent girls or post-menopausal women. The role of environmental factors in
SLE occurrences is nowadays under debate [10]. Among other environmental factors are
estrogens and phytoestrogens from soy. Little is known about this potential association;
this may be due to the lack of reliable data on exposure to estrogenic isoflavones.

To correctly determine soy isoflavone’s health effects on humans, it is crucial to
assess their exposure in the best possible way. Some studies have tackled this issue by
attempting to correlate dietary intakes to isoflavones concentrations in human urine or
serum and plasma samples as biomarkers of exposure. In this context, a comparative
review [11] highlighted that in many circumstances the correlation was shown to be poor.
Consequently, developing an assay on hair samples seemed of interest to improve the
knowledge of human exposure to soy isoflavones. The sustaining hypothesis is that hair is
a better candidate as it smooths daily isoflavones intake variations as well as the variations
of biological fluid concentrations. Therefore, even though no one has attempted (until now)
to assay soy isoflavones in hair or use this measurement as a biomarker of exposure, both
issues are described here. Such knowledge may open up new perspectives in analyzing the
health effects of isoflavones. However, hair is a very specific matrix since it presents great
resistance to biochemical, chemical, and physical treatments. Therefore, the challenge is
to achieve efficient hair digestion to recover the largest portion of substances of interest
without altering them.

In this paper, several methods were used to digest hair samples and extract isoflavones
and are presented alongside their respective isoflavones recovery rates. A dietary inquiry
was set up to assess chronic isoflavones exposure and dietary hair scores were derived
from it, taking into consideration some hair parameters. A Pearson correlation coefficient
was obtained between these scores and isoflavones measurements in hair and compared to
the data reported in the literature.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Hair samples were collected in two locations. The first set (of 8 samples) was anony-
mously collected from female volunteers aged 35 to 85 at a hairdresser (with full consent
from volunteers). These women accepted answering the food habit inquiry. The second
set (of 52 hair samples) was anonymously collected from premenopausal women with or
without autoimmune diseases, including SLE, at the hospital, in the frame of the 2017T2-29
clinical trial (ISOLED study). In this trial, in addition to hair—blood, and urine samples
were collected in healthy premenopausal women and patients with SLE or other autoim-
mune diseases. The recruitment is ongping, with the objective of reaching a minimum of
72 volunteers: 33% healthy, 33% SLE patients, and 33% patients with other autoimmune
diseases, with a less unbalanced sex ratio. The only other autoimmune disease currently
diagnosed among the volunteers is immune thrombocytopenic purpura. The aim of the
clinical study is to examine a potential difference in isoflavones exposure between SLE
patients and the other volunteers, by assessing isoflavones in all biological samples. Urine
and plasma samples were not used in this study as it focuses on the new IFs assay in hair
samples. All volunteers agreed to answer the dietary habit inquiry designed for this study
and signed a full informed consent. The volunteers were on their casual diets and no
selection was made based on soy consumption habits. Hair sampling was standardized
as in most scientific works. It was performed at the back of the skull, at the nape of the
neck [12].
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2.1.1. Direct Extraction Tests

Hair samples were crushed on a Minilys® apparatus from Bertin Technologies (France)
for 4 cycles of 1 min each at full power. For this operation, samples were placed in l'-‘nlal:ell}'s'El
Lysing kits (PO00917-LYSKO-A). Isoflavones were extracted directly using either methanol,
ethanol, or ethyl-acetate. All solvents were from Sigma-Aldrich™.

2.1.2. Digestion Tests

Hair digestion was implemented by chemical or biochemical reactions on two types
of samples. Tests were performed on 50 mg hair either pre-cut or pre-cut then crushed
(Minilys®). Unless otherwise mentioned, all reagents were from Sigma-Aldrich™. The
chemical digestion was carried out using either NaOH 1 N or HC1 0.1 N. The reagents
were diluted in ultrapure water from an Elga Veolia® water instrument. The biochemical
digestion was tested using Pronase (SIGMA, Sigma Aldrich Chimie 5.a.cl, France, P5147) or
Keratinase (SIGMA, K4519) solutions. Both enzymes were dissolved in a digestion buffer,
which was Tris buffer pH 8.25 0.05 M with 100 units penicillin G/mL (SIGMA, P-3032),
1 mM streptomycin, and 1 mM EDTA. Stock solutions were kept frozen (—22 °C) in black
storing vials. The Keratinase stock solution was at a concentration of 180 Units/mL in
water. The Pronase stock solution was at a concentration of 20 mg,/mL in a phosphate
buffer pH 7.4 0.01 M with (CH3C0;)Ca 10 nM. For each digestion test, 2 mL of digestion
solution was used.

2.1.3. Digestion and Extraction of the Conjugated Isoflavones

The digestion of isoflavone conjugates (glucuronides and sulfates) was performed with
B-glucuronidase-aryl sulfatase from Helix pomatia (Roche, 10127698001) diluted (5 pL/mL)
in sodium acetate buffer 0.1 M, 0.14 M EDTA, 100 Ul/mL penicillin G (SIGMA, P-3032), and
0.1 mg/mL streptomycin (SIGMA, 5-6501) pH 5. The extraction of aglycone compounds
was then performed using acidified ethyl-acetate (500 uL HCI 38% per L).

2.1.4. ELISA Measurements

All salt reagents were from VWR-France. The protocol also involved thyroglobulin
from swine (SIGMA, T1126), bovine serum albumin (EUROMEDEX, 04-100-812-C), and sec-
ondary antibody goat anti-rabbit IgG antibody-Amdex (SIGMA, RPN4301). The revelation
steps required o-phenylenediamine dihydrochloride -OPD- (SIGMA, P1526). Stock solu-
tions were prepared at 10 mg/mL in water and stored in black vials at —22 *C. Glassware
in contact with unconjugated isoflavones was coated with Sig‘rr‘la::ﬂtne':mI (SIGMA, SL2). The
sample, washing, and assay buffers were phosphate buffer saline 0.01 M, 0.9% NaCl, 0.2%
Tween, 1% DMSO, and pH 7.3. To obtain the saturation and antibody buffers, 1.6 mg/L of
bovine serum albumin was added to the latter. The revelation buffer was citrate-phosphate
buffer 0.15 M, pH 5 with 0.05 mg OPD/mL. The stop solution was H250y 4 M. The primary
antibodies obtained on various functionalized isoflavones were selected based on their
specificity and the sensitivity obtained by applying the ELISA procedure [13-15]. For each
hapten initially synthesized, 2 rabbits were injected and the best polyclonal antibody was
retained for further use in the assay. These antibodies were harvested if required to avoid
undesired cross-reactions with the unwanted antigen.

2.15. Control Solutions for Digestion Tests

Several pure compounds were used as control solutions to assess the digestion and
extraction recovery. The first was Genistin from EXTRASYNTHESE™ (Ref. 1325 5) and
was dissolved at 1 mg/mL in DMSO as the stock solution. Then, genistein-0-7-sulfate, Ref.
G350045, and genistein-7-b-D-O-glucuronide, Ref. G350015, were from TRC Canada. Their
stock solutions were dissolved at a concentration of 2 mM in DMS0 and were stored at
—22°C.
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2.2, Methads

2.2.1. Dietary Inquiry

The dietary inquiry used in this study is given in the Supplementary Material 51. It
was drawn out to focus on potential isoflavones exposure. It was adapted to the French
food market offer and the French diet habits. From a previous study, in which more than
12,700 foodstuff labels were analyzed [16], it was possible to determine in which foodstuff
and transformed dishes soy could be incorporated. The occurrence of soy as an ingredient,
i.e., “hidden-soy”, was known to be more frequent in collective restaurants than in foodstuff
bought in supermarkets [16]. Therefore, the inquiry addressed the usual location of food
intake. It also recorded the following items:
The dietary specificity, such as vegetarian, Asian, or gluten-free diets;
The eater’s status, i.e., as big, medium, or small;
The snacking practice;
The main cooking practices;

The intake frequency of soy-based foodstuffs but also of food that contain “hidden-soy™.

An estimation of the food portion size was also collected, although a retrospective
estimation could never be of high reliability. However, such data could validate the eater
status given elsewhere. As the inquiry was used to validate the hair measurements, some
parameters were also documented in line with the specificity of these samples, such as the
frequency of haircuts and shampooing. Finally, the duration of a given described diet was
related to the hair length to determine whether the hair sample has always been exposed to
the same diet (see Supplementary Material 51 for details).

2.2.2. Isoflavones Food and Hair Scores

A food score was attributed to foodstuff considering the average isoflavones con-
tent [17] and intake frequency by the volunteers (see Supplementary Material 52). This
was based on the known isoflavones content of 240 French foodstuffs. The average content
combined both mean isoflavones level measured in a food category and the occurrence
of food containing soy in this given category. In Lee et al. [17], the concentration values
of genistein (GEN) and daidzein (DAI) expressed in mg,/100 g of food or mg/ portions
were obtained using ELISA and, therefore, were expressed in aglycone equivalents. The
calculation of both the Isoflavones Food Score (IFS) and Isoflavones Hair Score (IHS) can
be found in Supplementary Material 52. Basically, the IF5 was composed of the sum of the
food scores multiplied by a factor considering, on the one hand, the intake quantity, and on
the other hand, some hair parameters, such as cutting and treatments, e.g., shampoo, color-
ing, perms, and their frequencies, which are shown to marginally influence the xenobiotics
measurements. Meanwhile, the IHS was adjusted from the IFS using a potential dilution
factor considering the hair length and diet duration. See Supplementary Material 52 for
details on the calculation.

2.2.3. Sample Preparation

Hair samples collected either at the hairdresser or at the hospital and duly identified,
were stored in plastic vials at —22 *C until processing, at the Bordeaux Hospital biobank
CRB (Bordeaux Biothéques Santé Centre de Ressources Biologiques, Bordeaux University
Hospital).

Hair samples were first cut into small pieces of less than 1 mm long. Preliminary assay
tests were performed directly on 50 mg of such samples (soda, acid, pronase, and keratinase
digestions). However, this cutting was found insufficient and was then associated with
Min.il:_l,'sc' crushing for which 50 mg of hair was distributed into 3 different Precellis®
tubes containing 6 metal beads. Crushing was performed on a 4-cycle basis, each cycle
lasting 1 min. The crushed samples were transferred into 40 mL screwed top glass vials,
coated with silicone, in which the digestion was performed at the relevant temperature
and duration in 2 mL of the corresponding solution (see Table 1 for procedure summary).
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The samples were then brought to 100 °C for 10 min and cooled to room temperature to
deactivate the proteases if the latter were used for the digestion.

Table 1. Test of digestions, procedure details.

Digestion Reagent Solution Incabation Incubation
Time Temperature
Soda digestion 2mLMNaOH1 N 1h 100 *C
Acid digestion 2mLHCION 8h a0°C
Pronase digestion 2mL 1 mg/mL Tris buffer pH 8.25 24h 40=C
Keratinase digestion 2mlL 1.8 Ul/mL Tris buffer pH 8.25 2h a0 *C

After pH neutralization, and when relevant (see Table 2), 2 mL of 0.1 M of acetate
buffer was added to the vials with 10 uL of b-glucuronidase aryl-sulfatase solution. The
samples were then incubated overnight at 37 °C under 200 rpm shaking to release the
aglycone compounds [18]. The latter were extracted directly in the glass vials using 3 mL
of acidified ethyl-acetate. Namely, they were extracted 3 times and evaporated to dryness
using a Speed-Vac {Thermo-Electron™ Corporation, Fisher Scientific, lllkirch, France). At
each step, the vials were vortexed for 30 seconds, centrifuged at 500 g (Jouan™ CR3, Fisher
Scientific, Illkirch, France) for 10 min at 4 °C, and stored for 1.5 h at —22 *C to allow phase
separation. The aqueous phase froze while the ethyl-acetate phase which contained the
isoflavones in aglycone forms remained liquid. The three ethyl-acetate phases of the same
sample were collected and evaporated to dryness in the same hemolyzed tube precoated
with Sigmacoat®. The conjugate hydrolysis—either by b-glucuronidase aryl-sulfatase or
acid digestion—was monitored using genistein-7-sulfate as a control reagent in an external
standard run in parallel to the samples. This hydrolysis performance was always between
97 and 101%. After final evaporation, samples were diluted in 1 mL of assay buffer and
when required sonicated using an ultrasound probe (LCD Series Ultrasonic Processor).
Samples were stored at —22 °C until assay processing.

2.2.4. ELISA Measurements in Hair

GEN, DAL and equol were assaved in the hair samples using specific ELISAs as
described previously [15]. Haptens functionalized on different carbon atoms were previ-
ously synthesized [13,14]. Specific polyclonal antibodies were obtained from rabbits, for
each isoflavone bound to bovine serum albumin and the best antibodies were retained for
assay development. Standard curve preparations and sample dilutions were performed in
silicone-coated glass vials. The ELISAs followed a competitive procedure with an immobi-
lized competitor which was the homologous hapten bound to swine thyroglobulin. The
sensitivities varied between 0.08 ng/well and 0.4 ng/well; intra-assay variation was always
below 7% and inter-assay variation was below 17%. For the hair samples, final dilutions
varied between 1:5 and 1:20. Each hair sample was assayed in triplicate using three extracts
and on three different microtitration plates. All values are given in aglycone equivalents.

2.2.5. Statistical Treatments

Each concentration value was always a mean and standard deviation of at least
triplicate measurements except when repeatability was assessed. In that case, the number of
replicates was given. Due to the large cohort analyzed, data followed a normal distribution.
Therefore, the correlation between IFS or [HS and isoflavones measurements as well as
their significance were calculated following the Pearson procedure. The significance was
obtained by comparing the v value with data from Student significance tests.
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3. Results
3.1. Tests of the Extraction Methods for Isoflavones from Hair Samples
3.1.1. Tests on Pure Control Substances

The results of several extraction and digestion tests performed on pooled hair samples
are reported in Table 2. The higher recovery rate for genistein-7-sulfate was recorded
with the acid digestion using HCI 0.1 M for 8 h at 40 °C. However, this digestion was not
able to recover the genistein-7-p-D-glucuronide metabolite. This could indicate that HCI
most probably hydrolyzed the isoflavone moiety and destroyed it. Moreover, it can be
observed that soft digestion processes using pronase or keratinase were able to preserve the
conjugates, i.e., both genistein-7-sulfate and genistein-7-f-D-glucuronide, although the best
overall recovery was obtained using keratinase. Direct methanol and ethanol extractions
were not very efficient compared to acid treatment. Finally, the use of genistein as recovery
control led to singular results. Indeed, NaOH treatment, leading to hair sample dissolution,
was more efficient on hair digestion than any other treatment tested, and this includes the
enzymatic and acid treatments. However, it did not significantly retrieve isoflavones sulfo-
and glucurono-conjugates from pure solutions or hair samples (see Table 2).

3.1.2. Test on Hair Samples

Interestingly, although the acid treatment was not able to retrieve the glucuronide
conjugates, it was the treatment that led to the highest dosages whatever the hair samples
considered (see Table 2). Next to the acid treatment, NaOH treatment gave highly variable
values not significantly different from 0. Pronase and keratinase digestions led to significant
isoflavones assays although lower than those determined using the acid treatment, except
for pronase on the low-concentrated hair sample (see Table 2). The latter was a mixture
of several samples collected on soy non-eaters. The high-concentrated hair sample was
a mixture of several samples collected on soy-eaters. The mixture sample was a pool
of three samples: one came from a high soy-eater, the second from a medium soy-eater,
and the third from a non-soy-eater. Crushing using M.inil}rsTM reduced the inter-assay
variations (see Table 2). This could be seen on all treated samples. Likewise, the inter-sample
variation is higher for the low-concentrated sample compared to the high-concentrated
one, independently of the digestion treatment used. These low-concentrated samples were
close to the quantification limit.

3.2. Characterization of the Isoflavones Assay in Hair
3.2.1. Sensitivity

The specificity of the primary antibodies allowed to assay hair samples at dilutions
as low as 1:5 without a pre-washing procedure. Avoiding pre-washing steps allowed to
minimize losses of desirable molecules. The sensitivity of GEN assay was based on the
ICsp—half maximal inhibitory concentration of the standard—curve, i.e, 20 ng/mL. Then,
since assay samples were 50 mg each, the sensitivity was 2 ng/mg of hair for GEN. However,
the quantification and the detection limits for GEN were 0.8 ng/mg and 0.5 ng/mg of the
hair samples, respectively. Moreover, the sensitivity of DAI assay, based on the ICs; of the
standard curve was 13 ng/mL. Then, the sensitivity was 1.3 ng/mg for DAL However, the
quantification and the detection limits for DAI were 0.41 ng/mg and 0.12 ng/mg of the
hair samples, respectively. Finally, the assay sensitivity for equol, based on the ICsp of the
standard curve was 6.8 ng/mL. Then, its sensitivity was 0.7 ng/mg. However, the assay
and the detection limits for equol were 0.1 ng/mg and 0.08 ng/mg of the hair samples,

respectively.

3.2.2. Specificity

As for other immunological tests, the specificity relies on the antibodies used. In ELISA
tests several dilutions of the same sample are currently done in order to obtain values as
close as possible to the ICsp of the standard curve. If non-specific bindings had occurred, it
would have been noticed since the different dilutions would give rise to highly different
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concentrations. Here, most of the samples had to be diluted at 1:5 and 1:10, increasing, by
the way, the potential occurrence of cross-reactions with undesired compounds. However,
there were good similarities between the concentrations results obtained at those different
dilutions. This indicates that undesired cross-reactions were very limited.

3.2.3. Repeatability and Reproducibility

Tests were performed repeatedly on different samples assayed on different microti-
tration plates. Therefore, the results given in Table 3 are inter-assay variation coefficients.
As mentioned in this table, data were from the same extraction for samples 26 and 28
while they were from 2 different extractions for the soy-eaters hair sample. The coefficient
obtained on the same extraction, expressed the repeatability, while the data obtained from
two different extractions gave the reproducibility.

Table 3. Repeatability and reliability tests of the GEN and DAl ELISAs.

Inter-Assay Variation Coefficients

Different Extractions
Same Extraction
1st Extraction ?nd Extraction Owerall
Sample Sample 28 Sample 29 Soy=eater-1 Soy=cater=2 Soy=caters
(n=a) (n=8) {n=6) (n=6) n=12)
GEN Mean + SD 225+ 046 L1E + 0.17 347 4+ 035 488 =092 418 +0.76
variation 20.44% 14.59% 10.12% 18.85% 18.25%
coefficient
Sampl Sample 28 Sample 29 Soy-eater-1 Soy-cater-2 Soy-caters
mple (n=6) n=7) (n=6) (n=6) (n=12)
DAL Mean + SD 1.67 =028 227+ 035 786 £+ 038 630 £ 1.53 708 £1.29
Variation 16.63% 15.52% 4.89% 24.34% 18.18%
coefficient

GEM: genistein in aglucone form; DAL daidzein in aglucone form.

In all cases, the inter-assay variation coefficients were always below 25% and seemed
acceptable. However, it should be mentioned that nearly 35% of the 60 samples assayed

were close to the quantification limit and 18% were at the detection limit.

3.3. Correlation with the Dietary Data

In order to validate this new extraction and assay, it was decided to check its reliability
based on specific dietary habit inquiries. The results are shown in Figure 1.

As can be seen in Figure la. A large amplitude was observed in isoflavones measure-
ments with the minimum level of GEN + DAI being 0.11 ng/mg and the maximum being
11.18 ng/mg. This reflected the IHS which varied from 1.39-23.32. Figure 1b gives the
correlation between the IFS and the IHS. The Pearson regression coefficient r between IHS
and isoflavones levels in hair was 0.947 based on 60 sets of data (p < 0.001). Its significance
was good with less than 1 chance over 1000 to have no correlation. The r coefficient was
also 0.914 for GEN alone with p < 0.001 and 0.91 for DAI alone with p < 0.001 for Pearson
correlations (see supplementary Material S4). Moreover, the Fearson correlation between
IFS and IHS was also significant and high when based on 60 pairs of values with an r value
of 0.898 (p < 0.001).
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Figure 1. Pearson correlations between HIS and either total hair isoflavones or IFS, calculated for the
whole 60 volunteers (p < 0.001): (a) Pearson correlation between IHS and hair isoflavones (GEN+DAI)
concentration; (b) Pearson correlation between [FS and HIS.

3.4. Detection of Equol

Equol was assayed for the first time in 55 of the hair samples and detected in 34
of them. This represented 61.82% of the population. However, levels were consistently
low and for 67% of the equol positive samples, the concentration value was close to the
detection limit.

4, Discussion

Isoflavone contents were measured in human hair samples and applied to the as-
sessment of isoflavones exposure for the first time. So far, urine, serum, and plasma
samples have been the only biological materials used to detect isoflavones as biomarkers of
exposure [11].

4.1. Reliability of Isoflavones Assessment in Hair Compared to Other Biological Samples

Table 4 provides an overview of different studies, using either plasma or urine biomark-
ers, allowing a comparison with the present work. As can be seen, the correlation coefficient
obtained between soy intake and measurements of GEN + DAl is one of the highest among
those reported so far in the literature.

4.1.1. Comparison with Urine Samples

Urine, as it basically concentrates the blood substances, can be used to explore low
isoflavones intakes. Compared to isoflavone concentrations in hair, urine-associated levels
can be 100 times higher. However, the measurement can only reflect an exposure that
occurred within the last 48 h. Indeed, in some of the studies reported in Table 4, as
urine was collected on a 24- or 48-h period, a highly reliable exposure evaluation was
obtained. However, such a sampling may not always be possible in large cohorts. Other
than that, the r values, correlating urine isoflavones measurements and dietary intake
recording soy, are as low as 0.27 [25]. Indeed, spot urine samples have given less accurate
results compared to 24- or 48-h urine collection but can be used with a certain reliability
provided that they were adjusted on urine creatinine levels. On another side, the highest r
value (0.97), obtained from a Spearman calculation, in fact corresponds to a small number
of subjects (14) for whom it was hence possible to estimate the isoflavones intake and
biomarker intensity with high accuracy. When the number of subjects is larger than 50,
the Pearson correlation coefficients obtained range between 0.27 and 0.52. This could be
explained first by the possible large isoflavone—daily-intake variations and second by the
fact that isoflavones concentrations in urine depend greatly on the timespan after ingestion.
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As pointed out by Shinkaruk et al. [15], after an isoflavone challenge, the urine Cpa—
maximum concentration in body fluid after ingestion—was observed between 8 and 16 h,
depending on the isoflavone type measured. However, a daily intake could also lead to

pharmacokinetic steady-state levels [26]. However, apart from experimental situations,
this latter case has been only observed with food-supplement intakes or for chronic heavy-
soy-consumers. Hence, depending on the urine sampling time, the measurements could

vield very different results, even for identical isoflavone exposures. Consequently, if

timespan between intake and sample collection is not recorded, then the correlation based

on unadjusted data could be falsely low. Finally, urine samples, such as hair samples, are

usually obtained in a non-invasive way. This aspect constitutes an advantage over blood

samples.

Table 4. Overview of different studies on blood or urine isoflavones as biomarkers of dietary
exposures and present work.

Subjects Nature of Samples Biomarkers Ointary Diata Correlation References
(mg/day)
. GEMN o GEN: v = 0.80; p < 0.001 -
80 British volunteers Plasma DAI 7 days food diaries DAL r = 0.78; p < 0.001 [27]
. . 2 days 24 h recall
360 women 2% ;’4‘;‘3:‘“;32;';“"‘“ 150 DAI (ug): 5.0-6.4 f%lrr'_ﬂfzzéf’ Y [28]
P GEN (ug): 7.3-9.3 rElRsp <l
GEM - GEN: r=0,53; p < 0.001 -
77 volunteers Plasma DAI FFQ DIAD: r = 0,45: p < 0.001 [29]
284 volunteers Urine L Urine r = 0.27; p < 0.001 _
7 days food d ‘ 25
333 volunteers Serum 150 ye ranes Serum r = 0.31; p < 0.001 [25]
203 male volunteers Serum 150 FF(Q 1S0: r=0.27; p < 0.001 [30]
256 premenopausal . FFQ Low: 0.1-2.3 o .
women 12 h urine 150 High: 49.8-746 1S0: ¢ =0.51; p < 0.001 [31]
14 adults 24 h urine 190 24 h food record: 11.0  Urine: r=0.97; p < 0.001 [32]
(14% men) Plasma 24 hrecall: 12.3 Plasma: r = 0.92; p < 0.001 -
51 Japanese women . GEN . GEN: r = 0.54; p < 0.001
18 Caucasian women 2 wring DAl 48h dietary recall DAL r = 0.58; p < 0.001 531
) . 3 days 24 h recall o .
24 pubertal girls 12 h urine 150 150 3.0-13.3 ISO: £ =0.72; p < 0.001 [34]
100 healthy women 12 h urine 150 24 h recall 130: r = 0.460; p < 0.001 [35]
150 . . . IS0k v =0.947; p < 0,001
French dietary habit - . Present
d OV i o GEN: r=0.914; 0.001
60 French women Hair %l:f;l questionnaire N P study

Dal: r=02911; p < 0.001

150 isoflavones; GEM: genistein; DAL daidzein.

4.1.2. Comparison with Plasma or Serum Samples

In the literature (see Table 4), when plasma or serum samples are measured, they
usually correspond to spot sampling. Sometimes, the time of sampling is standardized,
for instance between 7:00 am and 8:00 am, after overnight fasting. Some other times, it is
arbitrary and even not mentioned, although, as already referred to, the pharmacokinetic
of soy isoflavones orally administrated is well documented [15]. For GEN, the Tyax—
time at a maximum concentration in body fluid after ingestion—observed on 18 male
volunteers, was shown to occur 7.33 h + 2.38 h after ingestion with an elimination half-life
Ty2—time required for the elimination of half concentration of a given substance from
plasma—of 22.2 h £ 13.38 h due to individual recirculation phenomena. For DAL the
Tmax was shown to occur 8.78 h + 2.84 h after ingestion with an elimination half-life
Tys2 of 11.2 h + 4.51 h. Consequently, if the time of sampling is not standardized, high
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variability in isoflavone measurements is likely to happen even for identical food intakes,
resulting in weak correlations. It is thus not surprising that the published correlation
coefficients between soy-food intake and serum measurements are as low as 0.27 [30].
Concerning the highest r values observed for plasma correlation, it is possible to point
out some objective reasons for these situations. For instance, the value 0.92 [32] leans on
the particularity of the study as even though performed on only 14 volunteers, this small
cohort size allowed an accurate isoflavones intake assessment made by weighted food
diaries. The other study reporting a high r value (0.80) for plasma correlations is proposed
by Verkasalo et al. [27]. The authors performed a Spearman correlation analysis since the
80 consumer profiles used for their study were distributed into 4 groups only, according
to their soy-food intake. They used a statistically unsatisfactory process as only 4 mean
isoflavones blood levels—4 values for GEN and 4 values for DAl—were deduced and
used as a basis to obtain the correlation, instead of the whole 80 data. In fact, apart from
these two interesting vet questionable studies (Ritchie’s and Verkasalo’s), the coefficient r
correlating plasma isoflavones levels and dietary records is always below 0.55, as shown in
Table 4. Conversely, the daily isoflavones variations in biological fluids were invisible in
hair, by the way giving insights about long-term exposure. Finally, if 24- or 48-h dietary
surveys could be suitable for isoflavones assessment in biological fluids, a new dietary
questionnaire recording global French food habits focusing on soybean intakes had to be
built to validate hair measurements.

4.1.3. The Importance of the Food Intake Estimation

Of course, a good correlation between isoflavone measurements in body tissues and
food intake relies on the quality of isoflavone measurements and the reliability of the
food inquiry. Past food records were not as accurate as newer ones primarily because
the isoflavones concentrations in soy ingredients incorporated into processed foods were
underestimated. For instance, in 2006, correlations between isoflavones and dietary records
or food databases in the USA ranged from 0.41-0.55 [36]. Although these coefficients
were in the same range as those published later, the initial database essentially focused on
soy-based products, under-considering products containing “hidden-soy"”. These could
be, for instance, bread in which soy flour was incorporated to whiten the breadcrumbs.
In the present study, the food inquiry was mainly focused on soy-based food but also
on French foodstuff containing “hidden-soy”. These were primarily elaborated dishes or
foodstuff based on meat or fish that were previously crushed and restructured. In France,
it was shown [16] that soy was not used to whiten breadcrumbs, but broad bean meals
could be used in industrial soft bread. Contrary to sovbean, broad-bean flour contains
only traces of GEN and DAL Thus, soft bread was not retained in this inquiry. More
globally, the recorded items choice was based on the study by Lee et al. [16]. This previous
analysis of the French foodstuffs” labels determined which could possibly contain soy as
an ingredient. The comprehensive analysis of 12,707 food labels included transformed
foodstuff containing minced ingredients [16]. The food categories that were investigated
included a large panel of products. For instance, 2 dairy products out of the 2146 analyzed
were shown to contain soy. 5o, dairy products were not assessed in the present inquiry.
Moreover, 65 out of 154 labels of minced beef-meat were found to contain soy and, therefore,
frozen minced beef portions were analyzed in the present study. Hence, as can be seen
in Supplementary Materials 51 and 52, the inquiry recorded: soy juice, soy yogurt, soy
cream and ice cream, soy cheese and tofu, other plant-based juices, other soy products
(miso, tempeh ... ), meat-based dishes, fish-based dishes, vegetables based dishes, pizzas,
elaborated dishes, canned recipes, nuggets, hamburgers, kebabs, meatballs, escalope cordon
bleu, stuffed vegetables (tomatoes, cabbages), frozen minced steaks, industrial biscuits,
other legumes, chickpeas, soy seeds, soybean sprouts, alfalfa or clover sprouts. In the score-
determination-tool, the portion size was only addressed through a question dealing with
the eater status, i.e., big—eater, medium-eater, or small-eater. Questions were addressed
to refine the consumption habits. Some dealt with the consumption mode, ie., vegan,
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vegetarian, lacto-vegetarian, flexitarian or omnivorous. Others addressed the tyvpe of the
main meals, i.e., Asian, gluten-free, lactose-free or other. Indeed, it was shown [16] that
gluten-free French products could more frequently contain soybean than conventional
ones. Moreover, some questions assessed the main cooking practices. For instance, wok or
oven have slight effects on isoflavones concentrations. Conversely, boiling in water can
reduce isoflavones content significantly. Then, the main meal-place—canteens, fast-foods,
restaurants, home, ... —was recorded, as it was shown [16] that meals taken in canteens or
fast-food restaurants could bring more isoflavones than those prepared at home. Finally,
the IFS was equal to the sum of all food scores multiplied by a factor considering hair
treatments and eater status. The IHS was obtained by multiplying the IFS by a factor
including the duration of the described diet and the hair length. The latter represents
a dilution factor introduced because the overall hair sample length was analyzed in the
assays. The regularly high correlation factors obtained in this study suggest that this dietary
approach is correct and takes sufficiently into account the isoflavone intake, including the
one provided by “hidden-soy".

4.2. Positive Innovative Elements Brought in This Work
4.2.1. The Assay

Even if 35% of samples were close to the quantification limit in this panel of volunteers,
the correlation between isoflavones measurements and the IHS is good (Figure 1). Because
soy consumption is still low in France, it was not expected to find high levels of isoflavones
in all hair samples. Nevertheless, only 11.6% of the samples assayed were considered as
completely free of isoflavones. This reinforces the idea that soy and isoflavones intakes are
significant in the French population [17] even if the level of consumption is not always of
concern. The assay was also able to detect abnormalities in dietary declarations as will be
seen below. Finally, it is also the first time that equol is measured in hair. The proportion of
equol producers was found to be 61.82% of 55 volunteers. A similar proportion was found
in 2006 in a panel of 60 French women, using the same assay technique [26]. Indeed, it
is important to consider the sensitivity of the assay technique while assessing the equol-
producer percentages in a population. Hence, in the present study, even if ELISA has a
great sensitivity, a large proportion of samples were close to the detection limits and those
samples might have gone undetected by other assay methods.

4.2.2. The Food Survey

Here the measurements were validated by the food inquiry which was itself validated
by the hair measurements. As can be seen in the Supplementary Materials 51 and 52, the
inquiry was targeted to specific foodstuffs containing sov and isoflavones [16,17]. Thus,
the inquiry did not take too much time by itself and could be proposed to the volunteers.
Moreover, as mentioned earlier, the food intake gave information data, but these had to
be adjusted to obtain an IHS which reflected better the isoflavones hair content. Hence,
the hair basic color and treatments applied to hair were considered including washing,
cutting, coloring as well as perm frequency. The duration of the claimed diet was also very
important to consider since, here, the all hair-length were used for measurements. Indeed,
due to a mean growth of about 1 cm/month, the last 6 months consumption was only
reflected into the 6 cm of hair proximal to the skull. Hence, if the diet was changed for soy,
only recently, the trace of the consumption may be diluted if the volunteers wore long hair.
Such a phenomenon was initially observed while collecting the first data in this study and
led to the corresponding adjustment.

4.3. Challenges of the Present Analytical Method
4.3.1. Digestion Procedure

As a first attempt to assay isoflavones in hair, this work presented some difficulties.

The first one is linked to the digestion method retained. NaOH 1 M treatment described
in Gaillard et al. [19] was not adequate for isoflavones. This treatment destroyed the
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isoflavone-conjugates used as controls except for Genistin. Because Genistin is only present
in plants and not in human biological fluids, it is not expected to be present in hair. On hair
samples it retrieved isoflavones at levels not significantly different from 0. From multiple
tests, it clearly appeared that acid digestion using HC1 0.1 N had given the best recovery
results on hair samples. However, as it was observed with Genistein-7-f-D-Glucuronide
as control, this digestion process destroyed the glucuronide conjugates, including those
potentially present in hair. Interestingly, while the enzymatic procedures better preserved
these conjugates, they were not able to retrieve more isoflavones from hair samples. Indeed,
as mentioned in Table 2, the pronase and keratinase hair digestions were followed by
B-glucuronidase-aryl-sulfatase hydrolysis. The latter was performed to hydrolyze the
conjugates into aglucones, if any were present in the hair samples. This step, which
generated free GEN, DAI and equol allowed a 98% recovery of the external standards via the
ethyl-acetate liquid-liquid extraction. Therefore, it was expected that the enzymatic method
preserving the glucuronide conjugates would lead to higher isoflavones values in hair
samples. However, it was not the case, when comparing the recovery percentages obtained
on hair samples with keratinase or acid digestion. It was assumed that the keratinase
treatment was not able to digest the hair matrix as much as the acid treatment and therefore
that the isoflavones and metabolites could not be available for f-glucuronidase digestion.
Moreover, pronase gave a better recovery percentage on genistein-7-B-D-glucuronide than
acid (61.59% =+ 7.85% wvs. 00.00%) but a lower genistein-7-sulfate recovery (50.97% =+
0.56% vs. 98.32% + 16.26%). However, on hair samples, the isoflavone recovery was not
better than the one obtained with the acidic treatment. Additionally, it was not retained
because the inter-sample variation was higher, especially when applied on concentrated
hair samples. The overall recovery observed by enzymatic digestion was never significantly
different from the acid digestion. In addition to that, the digestion with NaOH 1 N is not
adapted to isoflavones as the recovery rates of both conjugates were null. On the one
hand, the hair digestion may not have been efficient enough to release all isoflavones
and metabolites. On the other hand, if pronase digestion—compared to the acid one—
did not lead to higher values in hair samples, it may be because genistein—glucuronide
conjugates were not present. Indeed, looking at the literature, it was observed that the
only glucuronide form having ever been found in the hair so far, is ethyl-glucuronide used
to assess ethanol addiction [37]. Ethanol being a small molecule, may follow a different
process to enter the hair compared to isoflavones. The latter are physico-chemically much
closer to steroids. Then, looking at steroid measurements in hair samples, many relevant
data were found in the literature. They dealt with cortisol, DHEA, testosterone, androgens
and even estrogens. These steroid hormones were mainly detected in hair as either free
or sulfate-conjugates [38]. According to Pragst and Balikova [37], the basic and lipophilic
character of a substance is important for its incorporation into hair. However, Genistein-
7-B-D-glucuronide is a rather strong acid substance with a pKA of 2.74. Meanwhile,
Genistein-7-O-sulfate is a strong acid substance with an acid pKA of —2.6. Additionally,
free GEN is essentially under a neutral form at physiological pH with a pKA of 7.31 [39].
This property together with the lipophilic nature of GEN may help its incorporation into
hair-follicle cells. However, free GEN is far from being the major compound in plasma [40]
and if there was no conjugate hydrolysis in hair cells’ vicinity, this would explain why the
ELISAs’ sensitivity is challenged while assaving hair samples. DAI and daidzein conjugates
follow the same patterns of physicochemical properties. Daidzein-7-p-D-glucuronide pKA
is 2.88 and Daidzein-4"-sulfate pKA is -2.4 indicating that both compounds are acidic and
strongly acidic respectively in a neutral environment. Meanwhile, free DAI in plasma is
lipophilic with poor water solubility and has a pKA of 7.51. Therefore, DAl incorporation
in hair can follow the same process as GEN even though the GEN to DAI ratio between
plasma and hair may not be completely conserved. Finally, when equol is considered
its pKA is 9.63 showing that it acts as a basic compound. It is also lipophilic when not
conjugated and these physicochemical characteristics may help its passage into the hair.
Conversely, equol-4'-sulfate and equol-7-O-glucuronide have pKA of —2 and 3.27 showing
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that they are strongly acidic and mildly acidic respectively. Both of them being soluble in
water, they are not likely to be incorporated passively in hair bulbs and, therefore, in hair.
Nevertheless, the isoflavones concentrations obtained here i.e., between 0.11 and 11 ng/mg
of hair, are in the range of other drug levels in hair [37].

4.3.2. Limit Linked to the Assay Procedure

The ELISA procedure does not allow the use of internal standards since it relies on
specific antibodies. The recovery is always assessed by parallel external standards runs.
Moreover, the ELISAs used in this study were based on the recognition of isoflavones
aglucones by specific antibodies. The latter could not be used to assay the isoflavone-
conjugates directly and required hydrolysis prior to measurements. Thus, the presence
of the isoflavones conjugates in hair could still be addressed, by other methods. Such a
question is important, since glucuronide—conjugates represent by far the highest proportion
of isoflavones forms in plasma or serum [40]. If effectively glucuronides are not able
to enter the hair, this could explain the low level of isoflavones found in this matrix.
Additionally, as mentioned previously, a large proportion of the measurements of hair
isoflavones were close to the quantification limit. Therefore, this technique may be relevant
to identify frequent soy consumers but may not be able to distinguish low and very
low soy consumers. Nevertheless, only frequent and high soy consumption, exposing
people to high isoflavone intakes, have so far been involved in health impairments [41,42].
Therefore, despite these limitations the hair measurements described here may be of help
in determining the consumers’ exposure to isoflavones and its health consequences.

4.3.3. Limit Linked to the Dietary Inquiry

Similar to all other dietary surveys, the one developed here for monitoring isoflavones
intake relied on the consumer’s declaration. To avoid misinterpretations, several questions
were linked to assess the accuracy of nutrition claims and the meals’ locations were recorded.
Then, when it was reported that meals were essentially taken outdoors, and if the place
was not a gastronomic restaurant, the score attributed to food intake was slightly increased.
Despite this, when testing the dietary inquiry at the hairdresser, a large discrepancy was
found between the IHS and the hair isoflavones concentration of one of the volunteers
who showed some resistance to the study. She was in fact opposed to isoflavones potential
negative effects since she belongs to a traditionally soy—eating family. Even though she
claimed to have her meals at home, she also claimed to be a non-soy-eater. The Pearson
regression r value jumped from 0.633 to 0.989 when her data were not included in the
calculation, see Supplementary Material 53 for details. This finding confirms the notion
that an answer can be psychologically influenced by the initial question. In our case, the
volunteers were always informed about the reasons behind the inquiry, and this may
have influenced their answers [43,44]. Finally, as can be seen in Supplementary Material
52, a score is attributed to each foodstuff recorded, depending on the isoflavones level
measured, but also on the frequency of soy incorporation if the foodstuff is ultra-processed.
For instance, not all nuggets found in supermarkets were shown to contain soy as an
ingredient [16] but all contained it in canteens. Thus, the score is only valid in the French
population based on recent labels’ analyses. Finally, although this inquiry was applied
to 60 people so far, some foodstuffs with high isoflavones concentrations—such as clover
sprouts—were never mentioned by any volunteer. Hence, the scores attributed to them are
not completely validated.

5. Conclusions

The present study reports, for the first-time, measurements of isoflavones in hair and
shows that they could be well correlated with dietary records especially built for French
consumers. Thanks to acid digestion, the isoflavones—sulfate could be preserved during
hair extraction but not glucuronide—conjugates, leaving the question of the presence of
conjugated forms of isoflavones in hair without a firm answer. However, this should not
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prevent the use of hair as a provider of isoflavones exposure biomarkers. This is partly
because the use of hair samples to assess a significant exposure of dietary soy isoflavones has
proven possible and partly because hair has a remarkable advantage over biological fluids:
it can be used to track dietary habits on a long-term basis and, thus, give a more accurate
exposure evaluation. Therefore, isoflavone assays in hair samples may be used to monitor
certain patient populations at risk of excessive exposure to soy—isoflavones, in particular
for pathologies related to estrogens or thyroid hormones. As a result, appropriate dietary
advice could be provided to avoid health impairments linked to the risks of interactions
between high exposure to isoflavones and pathologies or drug treatments.

Supplementary Materials: The following are available online at hitps:/ fwww.mdpi.com /article /10
3390/ nul4173619 /51, Supplementary Material 51: Dietary inquiry proposed to volunteers, Supple-
mentary Material 52: Matrix used to calculate IFS and HIS, Supplementary Material 53: Evidencing a
questionable answer to the food questionnaire, Supplementary Material 54: Correlation regression
graphs between IHS and GEN or DAL
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[V.1.2.2. Evaluation de la consommation récente : validation de
questionnaires alimentaires par I'analyse de biomarqueurs urinaires
et plasmatiques. Article correspondant a la référence [25]
L'évaluation de l'exposition aux phytoE a mis en jeu des questionnaires inédits,
développés a cet effet. Ils ont été administrés aux volontaires de I'étude ISOLED et
leur validité a été confirmée par 'analyse de biomarqueurs sanguins et urinaires. Ces
travaux font I'objet de la publication ci-aprés [25].

Dans le but d'apporter un éclairage supplémentaire sur certains points, des éléments
de notation des catégories d'aliments sont exposés ici.

- IFsélevés : jus de soja ; tofu et « fromage » de soja ; aliments au soja.

- [Fsmoyens : yaourts au soja.

- Transformé ++ : produits contenant fréquemment du soja (ex : boulettes de
viande, burgers, ...)

- Transformé + : Produits contenant du soja occasionnellement (nuggets, kebabs,

)

- Transformé : produits pouvant contenir du soja de maniere incertaine (patisseries
industrielles, ...)

- Transformé - : produits trés peu susceptibles de contenir du soja (ex : produits
laitiers).

- Cantine : produits utilisés contiennent du soja plus fréquemment que ceux
préparés a domicile.

Malgré les effectifs de volontaires relativement faibles, I'étude représente la premiere
tentative en France d’estimer les concentrations d'IFs et ' ENL chez des femmes non
sélectionnées sur leur régime alimentaire.

Il est crucial de souligner que les résultats obtenus corroborent 1'idée selon laquelle
I'¢tude des effets des entérolignanes sur la santé ne peut étre menée qu'a travers
l'analyse des fluides biologiques. En effet, les entérolignanes étant produits par la flore
intestinale, seuls les dosages dans le fluides biologiques permettent d'établir une
corrélation entre la présence d'entérolignanes et des effets biologiques. Les résultats
suggerent également des pharmacocinétiques différentes entre IFs et ENL, avec une
clairance rénale probablement plus élevée pour 'ENL. Ceci pourrait expliquer le fait
que les effets des entérolignanes chez les consommateur-ices humains semblent étre
peu préoccupants.
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Abstract: Phytoestrogens are dietary compounds with low estrogenic activity. The two main cate-
gories in the French diet are isoflavones from pulses and enterolignans metabolized by the gut flora
from various lignans found in fruits, vegetables, grains, and beverages. Isoflavones and lignans
have different effects on human physiology and can antagonize each other. Comprehensive lists of
phytoestrogen sources were constructed based on measurements and literature data. The 24 h and
48 h dietary recalls were proposed to the volunteers of the ISOLED cohort (NCT03421184). Urine and
plasma samples from these volunteers were assayed for genistein, daidzein, equol, and enterolactone.
A dietary score was constructed considering the pharmacokinetic characteristics of these compounds.
Correlation analyses were applied to fluid concentrations associated with dietary scores. Pearson
correlations reached 0.921 (p < 0.001) for urineyy, 0.900 (p < 0.001) for plasmayg, 0.764 (p < 0.001) for
urinegyy, and 0.723 (p < 0.001) for plasmagy; . ELISAs associated with careful intake assessments
proved to be good tools for phytoestrogens’ exposure estimation.

Keywords: phytoestrogens; soy isoflavones; enterolactone; plasma; urine; dietary inquiry;

exposure assessment

1. Introduction

Phytoestrogens (PHYTOs) are naturally occurring polyphenols that have endocrine
effects at relevant doses [1]. Sources of estrogenic isoflavones (IF), i.e., genistein (GEN),
daidzein (DAI), and glycitein (Figure 1A), in the human diet are essentially pulses including
alfalfa, clover, and soy. However, nowadays, only soybean is a significant source of IFs in
the French diet [2,3]. Conversely, enterolactone (ENL) is produced by the gut flora [4,5]
and its precursors were shown to be numerous in the diet. Indeed, previous authors
showed that besides seccoisolariciresinol di-glucoside (SECO or SDG), which is the main
ENL-precursor, matairesinol (MAT), lariciresinol (LAR), pinoresinol (PINO), syringaresinol
(SYR), medioresinol (MED), and some of their hydroxylated metabolites and glucosides
can be metabolized into ENL [6] (see Figure 1C,D). The conversion rate was shown to vary
with the individual microflora. Therefore, exposure to ENL-precursors was not necessarily
associated with an estrogenic effect [7]. Moreover, ENL-precursors were shown to be
present in a large panel of plant foodstuffs, including fruits, vegetables, nuts, grains, and
beverages (see Table 51).
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Figure 1. (A) Isoflavones, (B) the isoflavane metabolite equol, (C) the enterolactone-precursors
considered in this study, and (D) the enterolignans known to be produced by the human gut flora.

Within the fruit category, berries, plums, and citrus were consistently shown to con-
tain significant amounts of ENL-precursors, while in the vegetables group, cabbages,
squashes, soy, and legumes were consistently shown to contain significant amounts
of ENL-precursors.

Therefore, while the assessment of IFs intake could simply rely on the determination
of soy and “hidden soy” intakes [2,3], ENL-precursors’ intake assessment should consider
many plant foodstuffs (see Table 51, and associated references).

The estrogenic effects of IF and ENL could either be beneficial, when an estrogen
deficiency was diagnosed (i.e., at menopause), or adverse when estrogens were not required.
This is the case in infancy, during childhood, during pregnancy, in males, or when an
estrogen-dependent pathology is feared or diagnosed [8]. However, ENL was shown to
have a much lower affinity for the estradiol receptors (ERs) than IFs [9]. It is also present at
low doses in plasma [10] and is a selective ER modulator (SERM) whose estrogenic effect
essentially relies on the activating function 2 (AF-2) domain of ERe [11]. This property
probably explains the anti-proliferation effect of ENL on human breast cancer cells when
present in food together with IFs in the nude athymic mice model [12] and in human
population approaches [13]. Meanwhile, IFs were the subject of many debate as their
in vitro estrogenic activity was found to be the same as estradiol [14]. Their proliferative
effects on estrogen breast cancer cells were shown in many situations in vitro [15], in
animals [16], and in humans [17]. Conversely, epidemiological studies showed that dietary
soy IFs exposure can reduce the incidence of breast or colorectal cancers [15,19]. One
plausible explanation would be that IFs can act as growth factors on estrogen-dependent
cancer cells, while they can prevent cancerization in healthy cells. The two mechanisms
may occur based on different biochemical properties of IFs.

To better understand the potential health actions of PHYTOs in the Western diet, a
better estimation of the consumers’ exposure is required. Human body fluids can provide
biomarkers of exposure, but their reliability should be challenged using dietary inquiries.
This is what was proposed in this study where 24 h and 48 h dietary recall inquiries were
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proposed to the 57 volunteers enrolled so far in the ISOLED study. ISOLED analyzes the po-
tential link between PHYTOs exposure and the occurrence of systemic lupus erythematosus
(SLE) crises. SLE as an autoimmune disease which is known to exhibit a highly unbalanced
sex-ratio occurrence [20]. The current hypotheses link this occurrence to genetic factors
bearded by the X chromosome and to the estrogen impregnation. Indeed, SLE progression
is neither observed in pre-adolescent girls nor in postmenopausal women, and the role of
the environmental estrogen in SLE crises’ occurrence is under debate [21].

The use of body fluids as biomarker providers of PHYTOs exposure has led us to
considering the substances monitored pharmacokinetics. That is why, in this study the
dietary score calculated considered the delays of the appearance and disappearance of
each compound in the body fluids (see Table S2A~D). The pharmacokinetic parameters
were obtained in previous studies [7,22]. Correlations were calculated between fluid
concentrations and dietary scores to determine the reliability of the exposure estimation.
These correlation coefficients were compared to those obtained in previous studies.

2. Materials and Methods
2.1. Materials
2.1.1. Volunteers

The volunteers were women included in the ISOLED clinical trial registered at
clinicaltrial. zov PRS under the registration number NCT03421184, which is still in its
inclusion phase. The trial was approved by the local ethics committee under the name
ISOLED and the number 2017T2-29. The consort diagram flow is presented in the Sup-
plementary Material as Figure S1. The health status of the volunteers is unknown due to
the blind procedure. The protocol provided the recruitment of at least 100 premenopausal
women: 30 being healthy controls without autoimmune diseases, 30 being diagnosed with
SLE, and 40 having another autoimmune disease where the link with estrogens is not
so obvious. This study was planned to be a first exploration, to check for the biological
sample analyses and for the food inquiry feasibility. If a tendency would be detected, it was
planned to open it up to a multicentric recruitment in order to find more volunteers with
autoimmune diseases. The volunteers were welcomed in the Internal Medicine Service of
the Haut-Lévéque Hospital in Bordeaux. Their health status was assessed by a medical
questionnaire performed by a nurse and by biological analyses. The women with an au-
toimmune disease were already followed in the medical service and their health status was
well-known. The included women were all in a premenopausal status. Their contraceptive
treatment was registered. They should be healthy except for their autoimmune disease,
if any. The exclusion criteria were infection with VIH, Hepatitis B and C, pregnancy or
breast-feeding, menopause, and autoimmune pathology in remission or in quiescent form.
All volunteers presenting a liver or a kidney disease were excluded. The health question-
naire included the gut, liver, and kidney status. They were asked to answer to a 24 h and
48 h dietary recall inquiry which was held by a nurse recruited in the medical service.
No dietary recommendations were provided, and the premenopausal women recruited in
the control group represented an unbiased sample of the normal French premenopausal
population. The details of the open inquiries are available in the Supplementary Materials
as Document 1 (5D1). Volunteers were always recruited between 9:30 am and 2:30 pm and
the biological samples were all collected during this period. The time of sampling was
recorded and used subsequently for the dietary score calculation. Finally, an example of the
informed consent form which was translated from the French original version is available
as Supplementary Document 2 (5D2).

2.1.2. Sample Treatments

e Digestion and extraction of the conjugated isoflavones

The digestion of PHYTOs conjugates (glucuronides and sulfates) was performed
with B-glucuronidase-aryl sulfatase from Helix pomatia (Roche, 10127698001), diluted
(5 uL.mL7!) in sodium acetate buffer 0.1 M, 0.14 M EDTA, 100 ULmL™! penicillin G
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(SIGMA, P-3032), 0.1 mg.mL_1 streptomycin (SIGMA, 5-6501), pH 5. The extraction of
aglycone compounds was then performed using acidified ethyl-acetate (500 uL HCI 38%
per L of ethyl-acetate).

. ELISA measurements

All salt reagents were from VWR-France. The protocol also involved thyroglobulin from
swine (SIGMA, T1126), bovine serum albumin (EUROMEDEX, 04-100-812-C), and secondary
antibody goat anti-rabbit IgG antibody-Amdex (SIGMA, RPN4301). The revelation steps
required o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (SIGMA, P1526). Stock solutions were
prepared at 10 mg.mL‘1 in water and stored in black vials at —22 °C. Glassware in contact
with unconjugated PHYTOs was coated with Sigmacote® (SIGMA, SL2). The sample, washing,
and assay buffers were phosphate-buffered saline 0.01 M, 0.9% Na(l, 0.2% Tween, and 1%
DMSO, pH 7.3. To obtain the saturation and antibody buffers, 1.6 mg,L_1 of bovine serum
albumin was added to the latter. The revelation buffer was citrate-phosphate buffer 0.15 M,
pH 5, with 0.05 mg of OPD.mL~!. The stop solution was H,S0O4 4 M. The primary antibodies
were selected according to previous works [23-25]. They were harvested if required to avoid
undesired cross-reactions with the unwanted antigen.

2.1.3. Creatinine Measurements

Creatinine was measured in urine samples using the LTA Creatinine kit (LIBIOS ref.
Creatinine-600). It was designed for colorimetric determination of creatinine in biological
liquids without deproteinization.

2.2. Methods
2.2.1. Dietary Inquiry and Dietary Scores

Both the 24 and 48 h dietary inquiries are open questionnaires with several items cited to
avoid forgetting (see Supplementary document SD1 for details on the first 24 h recall). The
inquiries were analyzed and translated into a dietary score. The latter considered the level
of PHYTOs in foodstuffs that were documented either in [3] for [Fs in French foodstuffs
or by other investigators for ENL-precursors (see Table 51, and associated references). In
those studies, the concentration values were all expressed in ug/100 g of fresh food and in
aglycone equivalents. The score calculation considered the average content of PHYTOs by
foodstuff combined with the occurrence of food containing PHYTOs in this category. For
enterolignans-precursors, subcategories of vegetables and fruits were determined based on
their average content in ENL-precursors and on common French diet habits.

The foodstuffs considered were mainly soy-based foodstuffs and transformed food-
stuffs known to contain “hidden soy”. They were soy juice, tofu/soy-based cheese, soy-
food, soy-based yogurt, and transformed food (see Table 52A,B). These foodstuffs were
graded according to their estimated concentrations of IFs. For instance, soy-based yogurt
had a lower score than tofu or soy-based food since their IFs content was previously shown
to be lower [2]. In addition, within each food category, different proportions of transformed
food items were known to contain soy proteins with IFs. Indeed, within the frozen burgers
category, it is known that more than 50% of items contained up to 30% of soy proteins when
bought by the consumers in supermarkets. Conversely, within the frozen nuggets category,
only 30% were known to contain soy proteins when bought in the same place. However,
in canteens, the proportion of transformed food containing soy was shown to be higher
than in equivalent food found in supermarkets. This is why when the volunteers claimed
to have their meals in a canteen, an additional score was applied (see Table S2A-D).

More importantly, because both IFs and ENL were known to only be present transiently
in body fluids, the scores considered the pharmacokinetic behaviours of GEN, DAI and
ENL in plasma and in urine after ingestion. The pharmacokinetic parameters originated
from Shinkaruk et al. study [22] for IFs and Kuijsten et al. [7] for ENL (See Table S2A-D
for details). Concretely, for establishing those accurate dietary scores, six determination
scales were applied to each volunteer’s consumption claims. Thus, the scales were adapted:
(1) to the correlation with urineggy concentrations, (2) to the correlation with plasmaggy
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concentrations, (3) to the correlation with urinep,; concentrations, (4) to the correlation
with plasmap, 4y concentrations (5) to the correlation with urinegy; concentrations (6) to the
correlation with plasmagy; concentrations (See Table S2A-D).

2.2.2. ELISA Measurements in Body Fluids

ENL, GEN, DAI, and equol (EQ)—a DAI metabolite produced by the gut flora of
EQ-producers-were assayed in the urine and plasma samples using specific ELISAs, as
described previously [22,23]. Haptens functionalized on different carbon atoms were previ-
ously synthesized [23-25]. Specific polyclonal antibodies were obtained for each PHYTO
bound to bovine serum albumin and the best antibodies were retained for assay develop-
ment. Standard curve preparations and sample dilutions were performed in silicone-coated
glass vials. The ELISAs followed a competitive procedure with an immobilized competitor,
which was the homologous hapten bound to swine thyroglobulin, except for ENL [23]. The
sensitivities varied between (.08 ng/well and 0.4 ng/well, depending on the substance
assayed, and intra-assay variation was always below 7% and inter-assay variation was
below 17%. For the plasma samples, final dilutions varied between 1:5 and 1:20. For
urine samples, the final dilutions varied between 1:5 and 1:4000 due to various levels of
natural dilution of the urine samples. To take this phenomenon into account, the measured
concentrations were corrected based on a creatinine excretion measurement performed on
the same urine samples.

2.2.3. Statistical Treatments

Each concentration value was always a mean and standard deviation of at least
triplicate measurements. Due to the large cohort analyzed, the data followed a normal dis-
tribution. Therefore, the correlations between PHYTOs concentrations in fluids and dietary
scores as well as their significance were calculated following the Pearson procedure. The
significance was obtained by comparing the t value with data from Student’s significance
tests at two degrees of freedom.

3. Results

3.1. Biological Fluid Measurements
3.1.1. Isoflavones (IFs)

Results of IFs assayed in the urine and plasma samples of the 57 volunteers are
summarized in Table 1. In urine, based on 54 samples and after correction by the creatinine
excretion, the mean concentration of GEN + DAI + EQ was 8484.50 + 61,775.14 p.g.L_l.
Three urine samples were below the detection limit and therefore were not considered for
the mean, median, and standard deviation. The median concentration was 124.32 ug.L_1
with a minimum at 9.53 pg.L ™! and a maximum at 454,384.51 ug.L~!. Based on a urine
concentration threshold at 150 ug.L_1, 38.60% of the volunteers were considered to have a
significant IFs exposure. EQ, was detected in 26 volunteers at a urinary concentration over
20 pug.L~1. Additionally, EQ was undetectable in 11 urine samples and thus the parameters
presented in Table 1 were obtained on 46 volunteers. This means that, based on urine
detection, 56.52% of the cohort analyzed was able to significantly produce EQ. Besides,
when EQ was detectable in the samples, the mean, median, minimum and maximum
concentration values were 72.99 + 219.72 ng.rnL_l, 21.63 ng.mL_l, 3.37 ngLrnL_i, and
1469.81 ng.mL~!, respectively.

In plasma samples, IFs concentrations (i.e., GEN + DAI + EQ) were much lower,
and in 23 samples out of 57, they were not all detectable. Therefore, the summarizing
data presented in Table 1 were based on 26 subjects only, for whom GEN and DAI were
over the quantification limits. For [Fs plasma concentrations the mean, median, mini-
mum and maximum values were 74.95 + 147.40 ng.mL~!, 21.21 ng.mL~}, 729.60 ng.mL~!
and 1.17 ng.mL~!, respectively. Only 14 volunteers out of 57 had a plasma concentra-
tion of GEN + DAID + EQ over 100 ngLrnL_il EQ was detectable in 28 plasma samples
collected from the 57 volunteers, but only 12 of them showed EQ concentrations over
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2 ng.mL~!. This corresponds to 49.12% of EQ-producers and only 29.82% of significant EQ-
producers. The mean and median EQ concentrations in plasma were 4.18 £ 8.86 ng.mL~!
and 1.72 ng.mL~", respectively. The minimum and maximum concentrations were 0.45 ng.mL ™"
and 46.57 ng,mL_l, respectively.

Table 1. Summary of data obtained on phytoestrogens’ concentrations for the different analyses.

Plasmayp, Urineyg; * Urinegg * Plasmagyg Urinegyg *
(n = 26) (n=54) (n = 46) (n=57) (n=57)
Mean (ug.L™ I) 7495 8484.94 72.99 17.89 802.53
Standard deviation [I‘J‘B-L_l} 147.40 61,775.14 219.72 11.71 1438.85
Median (ng.L™ ':I 21.21 12432 21.63 13.68 304.73
Min (ug.L_]} 1.17 9.53 3.37 194 6.76
Max (ug.L_]} 729.60 454,384 51 1469.81 57.165 B076.13
Producer characteristics (%) - - 56.52 2 7.01® 053"
Significant consumers (%) ** 29.82 38.60 - 40.35 36.84

IF: isoflavones (genistein + daidzein); EQ: equol; ENL: enterolactone. * Corrected by creatinine excretion, ** the
thresholds for significant consumers” determination are presented in the text. * Significant EQ) producers, urine

concentrations > 20 pg,L_]_ b Low ENL producers, plasma concentration < 10 ng.mL_] for dietary scores > 10,
and urine concentration < 500 ug.L—' .

3.1.2. Enterolactone (ENL)

Results of ENL assay in the 57 urine and plasma samples are summarized in Table 1.
The concentrations were corrected by the creatinine excretion to take into account the urine
dilution at sampling. The mean, median, minimum and maximum urine concentrations
measured were 802.53 + 1438.85 pg.L~!, 304.73 ug.L=1,, 6.76 ug.L~! and 8076.13 ng.L 7},
respectively. When dietary scores were associated with urinepy;. levels, it was shown
that in 6 cases (10.53%), the urine levels were low and did not reflect the dietary intake
of sources of ENL-precursors. These 6 volunteers, whose urinegy; concentrations were
all below 25 p.Lg.L_1 (mean: 15.36 £ 7.45 p,g.L_I) all had dietary scores around 9 (mean:
9.28 + 2.23). Therefore, they were assigned as low-ENL-producers. Finally, 21 volunteers
had urinegy; concentrations over 500 pg.L_l and therefore were considered as significantly
exposed to ENL-precursors.

Considering plasmagy; levels, they were much lower than the urinegy;. concentrations
and were generally assayed at a 1/5 and 1/10 dilutions. However thanks to the good
sensitivity of the assay (mid-point of the assay curve at 2 1'1.g‘1'11L_1 of plasma), ENL was
detected in all samples. The mean, median, minimum and maximum plasma concentra-
tions were 17.89 + 11.71 ng.rnL_I, 13.68 ng.rnL‘i, 1.94 ng.mL_I, and 57.165 ng.mL_I,
respectively. Based on ENL plasma levels over 15 ng/ mL~1, 43.86% of the volunteers could
be considered as consumers significantly exposed to ENL. In addition, 4 volunteers out of
57 had low ENL plasma levels (<10 ng.mL~") despite a dietary score over 10. They were
considered as low-ENL-producers and represented 7.01% of the population.

3.2. Dietary Inquiry and Scores

A summary of the results obtained on the dietary scores is provided in Table 2. Briefly,
the urinegy; mean dietary score was 12.11 £ 5.94, and the median was close to the mean
and equal to 11.40. The minimum and maximum score were 3.20 and 42.80, respectively.
Considering urinegx., 28.07% of the analyzed population was considered high-consumers
of ENL-precursors, i.e., with a dietary score over 15. For the plasmagy, dietary scores,
the mean, median, minimum and maximum dietary score were 12.38 4+ 5.57, 11.73, 3.2
and 38.35 respectively. Therefore, the median was close to the mean. Based on a dietary
score over 13, 40.35% of the volunteers were considered exposed to significant amounts of
lignans per day.
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Table 2. Dietary scores for each phytoestrogen measured.

Dietary Scores
Plasmayrs Urinegrs Plasmagyg Urinegny
(n =26) (n=54) (n=57) (n=57)
Mean 392 3.11 12.38 1211
Standard deviation 3.43 2.85 5.57 5.94
Median 262 240 11.73 11.40
Min 0.63 0.40 3.2 3.20
Max 16.56 16.90 38.35 42 80
Significant consumers (%) * 42.11 38.60 40.35 59.65

IFs: isoflavones (genistein + daidzein); ENL: enterolactone precursors. * The thresholds for significant consumers’
determination are in the text.

For IFs, the results obtained on the uriner; dietary scores analysis can be found in
Table 2. The mean, median, minimum and maximum scores obtained on 54 volunteers
were found to be 3.11 £+ 2.85, 2.4, 0.4, and 16.90, respectively. Based on a threshold of
3, 38.60% of the volunteers were considered to have a significant IFs exposure over 48 h.
Besides, in Table 2, the 26 plasmaj; dietary scores had a mean, median, minimum and
maximum of 3.92 + 3.43, 2.62, 0.63 and 16.56 respectively. Based on a uriner, dietary score
over 1, 42.11% of the volunteers were considered as significant [Fs consumers.

3.3. Correlations between Dietary Scores and Measurements in Biological Fluids

Considering IFs, i.e., GEN + DAI + EQ urine concentrations, the Pearson correlation
coefficient r for dietary scores reached 0.921 (p < 0.001) (n = 54). Besides, when the plasma
concentrations of GEN + DAI + EQ (n = 26) were associated with their corresponding
dietary scores, the Pearson correlation coefficient r was found to reach 0.900 (p < 0.001).
The missing data correspond either to samples where IFs were undetectable or at the limit
of detection or to scores which were only based on transformed foodstuff in which the
occurrence of soy was not systematic. The correlations are presented in Figure 2A,B for the
urine and the plasma concentrations, respectively.

A Correlation of urine concentrations of [Fs B Correlation of plasma concentrations of IFs
with dietary-score for urine, . (7=534) with dietary-scores for plasma,,, (n=26)
12 Ik — N
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E =0.021 3 : -
i : o in =
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g g - . Bg
ﬂ 4 L P H 4 - -
a 2 . 2 2 “-t
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Figure 2. Correlations between IFs (genistein + daidzein + equol) or ENL (enterolactone) in biological
fluids and their respective dietary scores.

The correlations between urine concentrations of GEN and DAI considered indi-
vidually with their respective dietary scores of urineggy and urineps; are available in
Figure S2A,B. Briefly, r for urineggy was 0.885 and r for urinep,; was 0.919. In addition,
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correlations between plasma concentrations of GEN and DAI considered individually with
their respective dietary scores are available in Figures S3A,B. Indeed, r for plasmagg), and
plasmap; were (0.921 and 0.846, respectively.

Considering urinegy;, and plasmagy; dietary scores (n = 57), the Pearson correlation
coefficient r were found to be 0.764 (p < 0.001), and 72.3 (p < 0.001), respectively. The
correlation graphs are presented in Figure 2C,D.

4, Discussion
4.1. Concentrations of PHYTOs in the Body Fluids of French Volunteers

This study is the first in which IFs and ENL have been assayed in biological fluids
from French volunteers following their own habitual diet. Even though these data cannot
be strictly compared to previous data from a French population, they can be compared
between them and with previous data obtained on Western populations. All were obtained
after enzymatic hydrolysis and were expressed in aglycone equivalent.

4.1.1. IFs Concentrations

Tables 1 and 2 showed that the standard deviation around the mean and the differences
between means and medians were huge. This indicated that there was a large variability
in IFs intake and consequently in measured urine and plasma concentrations. Such an
observation was already previously made [2,26] by Van der Velpen and co-workers, who
considered that body fluids” concentrations of IFs could not be used to assess dietary
intakes of IFs. However, the opposite was concluded in this study, possibly because one of
the main variability factors, i.e., the pharmacokinetics of the ingested IFs, was taken into
consideration. Moreover, only 3 urine samples among 57 were below the quantification
limit of IFs. Therefore, this showed that the vast majority (95%) of the volunteers consumed
IFs in the past 72 h. Details on GEN and DAI scores can be obtained from Table 52. Besides,
one vegan consumer among 57 showed a chronic consumption of soy-based products
and presented abnormally high concentrations of IFs in her biological fluids. Indeed,
these levels reached 454,384.51 |.1,g.L_1 for GEN + DAI + EQ, with 231,158.12 |.1g.L‘1 and
222,912.86 pg.L_1 for GEN and DAL, respectively. This represents an excretion of §56.14 and
870.75 nM for GEN and DAI respectively. Besides, 38% of the volunteers were significant
consumers (urineg; > 150 ug,L_1 (i.e., > 0.5 uM)). Their median concentration of [Fs was
347.6 p.g.L_1 (1.3 uM). This population was recruited between 2018 and early 2022. This
period partially covers the COVID-19 pandemic and the diet transition to vegan practices
in France [27]. The present assessment of the exposure to IFs was in line with previous
studies [2,3]. In addition, the subpopulation exposed to only low doses of IFs exhibited
a median urinary excretion of 0.15 uM. Conversely, when plasma levels were examined,
the highest concentration values were observed in the “high-soy” vegan consumer. For
this specific volunteer, the IFs plasma level was 729.60 ng.L_l, with 468.15 (1.73 uM) and
253.17 ng.L™! (0.99 uM) for GEN and DAL, respectively. It should be noted here that upon
chronic exposure to soy IFs, GEN is usually higher in plasma than DAI due to a longer
elimination half-life [28]. Looking at the significant IFs consumers, defined as persons with
IFs plasma levels over 15 ng.mL~!, the median concentration of IFs was 66.82 ng.L ™!, with
GEN at 36.38 rlg.rnL_1 (0.135 uM) and DAT at 24.99 ng‘L_1 (0.097 uM). It might be possible
to compare these results to those previously published on Western postmenopausal women.
Indeed, in [25], a study performed in the USA on post-menopausal women from the WHI
cohort, the IFs plasma levels were less variable and lower than in the present study. Indeed,
in [29], the mean concentration of GEN was 12.2 + 4.3 nM, while it was 225 + 410 nM here,
when the vegan volunteer and only the detectable concentrations were included. Moreover,
the mean concentration of DAI in [29] was 6.9 + 3.6 nM, while it was 180.5 + 2414 nM in
the present study when the vegan volunteer and only the detectable concentrations were
included. When the vegan consumer was not considered, the mean for plasmaggy was
130.8 + 136.9 nM and the mean plasmap4; was 130.0 £ 125.9 nM. When all data were
included in the calculation, even those below the quantification limits and therefore being
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null, and without the high-soy-consumer, the mean plasma concentrations of GEN and DAI
were in the range of those reported in [29] (plasmagpy: 10.09 & 25.14 nM and plasmap,;:
9.51 &+ 22.67), showing a huge variability. Finally, the plasma concentrations recorded in
this study in soy consumers were between (.1 and 1 uM, and therefore, in the low range of
the IFs concentrations usually tested in vitro on cultured cells.

4.1.2. Comparisons between Urine and Plasma IFs Concentrations

Looking at Tables 1 and 2, it can be observed that the proportion of significant con-
sumers was different when plasma or urine data were considered. This could be explained
because: (1) the IFs concentrations were much lower in plasma and not always detectable
using the specific ELISAs, and (2) plasma data essentially reflected a consumption of [Fs
which occurred within the last 24 h, while the urine data reflected an IFs exposure which
occurred during the 18 to 48 previous hours. This is why for better accuracy, the dietary
scores took into consideration the pharmacokinetic data of the IFs assayed. To sustain
this view, the Pearson correlation coefficient r between IFs urinary and plasma concentra-
tions based on the detectable plasma concentrations was only of 0.794 (n = 26; p < 0.001)
(Figure 54). Such discrepancies indicated that IFs intakes were mostly occasional and most
probably not performed on an everyday basis.

4.1.3. Equol Production

When urine and plasma concentrations were compared, the percentage of EQ-producers
was different. Indeed, based on measurements in the urine samples, 56.52% of the vol-
unteers had detectable EQ concentrations, while based on plasma samples, 49.12% were
defined as EQ-producers. These proportions were lower than those established in [30] on
the same population and based on EQ measurements in hair (61.82%). This discrepancy was
most probably explained because hair keeps a trace of previous exposures and metabolic
transformations. However, in a previous study [28], performed on 60 postmenopausal
women supplemented with 100 mg of IFs per days, the proportion of EQ-producers was
59.1%, using the same assay method. In comparison, in [29], based on 192 American
women, the proportion of EQ-producers was 27.5%. Equally, in [31], based on 89 post-
menopausal women, the proportion of EQ-producers was 25%. Besides, in the [SOHEART
study [32], which was a European multicentric clinical trial, the EQ-producers’ proportion
was determined in volunteers from Germany, Denmark, the UK, and Italy. Indeed, out
of 117 volunteers supplemented with 50 mg of soy IFs, the proportion of EQ producers
were 50, 21.4, 256 and only 10% in Germany, Denmark, UK and Italy respectively. All
urine samples were assayed by the AutoDELFIA assay, which is a fluorescent immunoassay.
Finally, it can be said that the proportion of EQ-producers varies between 20% and 60% in
Europe depending on the number of assays and the method.

4.1.4. The Case of the Heavy Consumer of Soybean

Heavy consumers of soybean are not rare [33,34], but usually their IFs concentrations
in body fluids are not reported. Here, thanks to the 24 and 48 h dietary recalls, it was
possible to link soy-food intake to body fluid concentrations. The high-soy-consumer was
a healthy young vegan woman of 25 years-old who adopted a vegan diet 4 years ago but
started eating soy and soy-based products only 1.5 years ago. She used to cook her own
meals at home and used soy juice and soy cream for food preparations as well as chickpea
meal to replace eggs in pies and cakes. She also frequently ate tofu and used soy-textured
proteins in her recipes. In addition, she had five meals a day, with one collation in the
morning and one in the afternoon. Briefly, in this study, she had soy juice (one mug) in
the morning before sampling. On the evening preceding sampling, she had a portion of a
vegan omelet with soy cream, soy juice, and chickpeas, as well as a tofu portion. At lunch
of the previous day, she had a vegan quiche based on chickpea meal, soy juice, and soy
cream. During the day, for collation, she had soy juice and cream in a home-made cake
and a vegan quiche. Two days before the inquiry and sampling, she had soy juice in the
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morning and a soy-based vegan quiche for the evening meal. For collations, she had a
portion of vegan omelet based on chickpea meal and soy juice and cream and a home-made
cake based on soy juice. Therefore, her soy consumption was continuous and probably
partly reflected her dietary habits. As can be deduced from Tables 1 and 2, her plasma and
urine IFs concentrations were 729.60 r'lgj'nL_1 (about 1.7 uM GEN and 0.98 uM DAI) and
454,384.51 ug.L~! (850 uM of GEN and DAI), respectively. Based on previous data obtained
on French volunteers with the same assay technique [28,35,36], it seemed that the urine;r,
concentrations were very high when considering the plasmaj; concentrations. This may
indicate either a genetic predisposition to readily eliminate IFs from the blood or a kind
of protection mechanism that was progressively developed with time and which would
enhance the excretion of IFs when the chronic ingestion is high. This putative defense
adaptation would result in the reduction of plasmajr; and of their potential physiological
effect. Indeed, although this young woman never tried to be pregnant, she claimed having
menstrual cycles typically lasting between 30 and 32 days.

4.1.5. ENL Plasma and Urine Concentrations

Looking at Table 51, the intake of ENL-precursors compared to IFs appeared modest [3].
In addition, the plasmagy; levels were generally lower than plasmajr; but the urine excre-
tion was generally higher. The plasmagy; concentrations were in accordance with previous
studies [10,37,38]. As in these reports, the interindividual variations in plasmagy; levels
were high, reflecting the habitual diet. Moreover, it appeared here, that the Western diet,
based on potatoes (fried or boiled), hamburgers, pizzas, kebabs, etc., was associated with
low intake of ENL-precursors and low fluids’ levels of ENL. On the other hand, diets
rich in vegetables, berries, and wholegrain bread were associated with high intake of
ENL-precursors and high body fluids” concentrations of ENL. In the population inquired,
both dietary profiles were encountered. Moreover, ENL appeared later than IFs in body
fluids because of its colic production by the gut flora, while IFs were mainly absorbed
in the duodenum and jejunum. This allowed a progressive accumulation of ENL in the
urine compartment, and according to [7], ENL can be measured in human urine samples
up to two days after a unique ingestion of ENL-precursors. However, plasmagy; concen-
trations (nM range) were much lower than those usually tested in vitro to decipher the
mechanisms of action of ENL. This rose the question of the relevance of these in vitro data
since the cell pathways potentially triggered by ENL in vitro could be different when the
concentrations vary.

4.2, Discussion on Correlations
4.2.1. Calculations of Dietary Scores

As can be seen in Table 5S2A~D, the dietary scores considered the level of food intake
pondered by a coefficient based on the pharmacokinetic profiles of GEN, DAI, and ENL.
For GEN and DAI, the data were from [22], and for ENL they were from [7]. Indeed,
all samples were collected in the morning between 9:30 am and 2:30 pm. At that time,
PHYTOs that were ingested at breakfast could not be seen in the IFs or ENL urine samples
and were pondered by a factor of 0 in the urine dietary scores. Conversely, if foods
containing IFs were ingested the previous evening, they were close to their maximum
levels (urinary Tmax between 14 and 18 h) in the following morning urine samples. Thus,
the ponderation of the IFs intake was the highest for GEN and DAI urine dietary scores
calculation. Since the IFs urine levels were known to progressively decrease after 12 h, the
urinejr; dietary scores decreased with time from sampling. For plasma, the IFs Cpax were
known to occur around 8 h after intake. Therefore, C,,,y was not reached after a soy intake
at breakfast and the plasmajr, concentrations were already declining at sampling time after
an IFs intake the previous evening. Thereafter, the plasma concentrations were known
to progressively decrease, and thus the plasma dietary scores ponderations followed the
same tendencies [22]. Finally, for ENL, the Cy,4y occurred in the urine between 24 and 48 h
after the ENL-precursors intake in women [7]. Thus, the meals eaten 36 to 48 h before
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sampling were the main source of urinegy; concentrations and were attributed the highest
ENL-urinary scores. Consequently, the highest ENL dietary scores for urine were seen
for intakes occurring two days before sampling. If ENL-precursors were ingested on the
previous evening, the urinegy; were not at their maximum levels and the urine scores for
dietary intake were lower. Similarly, C,,, for plasmagy; was found to occur 18 to 24 h
after intake in women [7,37,38]. Therefore, when ENL-precursors were ingested at lunch or
dinner, before sampling, the ENL was not entirely passed in the plasma and the dietary
scores applied to food intake were lower. It should be noted that, to our knowledge, this
study is the first in which pharmacokinetic parameters were considered when addressing
the correlations reliability between vegetable biomarkers in plasma and urine and dietary
inquiries. As far as we know, such calculation was not performed in [39,40]. Producing
such scores allowed to strongly link biomarkers in biological fluids and dietary intakes
recorded over the last 48 h. Therefore, contrary to what was concluded by other authors, IFs
and ENL in biological fluids could be advantageously and accurately used as biomarkers
for assessing vegetables and legumes’ intakes.

4.2.2. Comparisons of Correlation between Dietary Scores and IF in Urine or in Plasma

Like in [27,39,41], uriner; concentrations were found to be 50 to 100 times higher than
plasmaygs. Therefore, technically, it could be easier to use urine concentrations as biomarkers
of IFs exposure. Additionally, urine sampling is not invasive, even if the conservation of
urine samples may be more complicated than for plasma ones, due to potential oxidation
at collection. Here, IFs plasma levels were sometimes below the detection limits, and this
is why only 26 values could be used for the correlation with diet data. The sample size
allowed the calculation of a Pearson coefficient of correlation between dietary scores and
plasmayr; levels. Additionally, Figure S3 showed that the Pearson correlation coefficient
between plasmap,; and its corresponding dietary score was lower than for plasmagey.
Briefly, for plasmap,;, r was 0.846 (p < 0.001), vs. 0.921 (p < 0.001) for plasmaggy. This may
be because a part of DAI was transformed into EQ in some volunteers, decreasing the link
between dietary records and plasmap; levels. Another explanation, may be that the DAI
plasma residence time is notably lower than that of GEN, and thus it varied more rapidly.
Consequently, the scores used here, might have been of lower accuracy for DAI than for
GEN due to interindividual variations.

4.2.3. IFs and ENL as Dietary Biomarkers

It appeared that [Fs and ENL can both be used as biomarkers of vegetables’ intakes
(see Table S1). However, IFs were much more specific for a defined category of food, i.e.,
pulses, while ENL-precursors were present mainly in grains and grain-enriched foods,
carob, berries, cabbages, or squashes (Table 51). Additionally, in the French diet, the main
source of IFs was soybean, which appeared in soy-based foodstuffs and as “hidden soy” in
transformed foodstuffs [2]. Therefore, IFs intake could also be a biomarker of transformed
food consumption.

Considering the different occurrences of IFs and ENL-precursors in foodstuffs, two dif-
ferent dietary scales were constructed to record the two types of PHYTOs, (see Table S2A-D).
Finally, it was not surprising to show that the Pearson correlation coefficient r between IFs
and ENL urine concentrations was only 0.310 (p < 0.001) (n = 56), while the Pearson corre-
lation coefficient r between uriner; and urinegy; dietary scores was only 0.285 (p < 0.001)
(n = 56) (Figure S5A,B). These scores were calculated excluding the highest consumer of
IFs. Similarly, the correlation between plasmayrs and plasmagy; levels was low, as was the
correlation between their respective dietary scores. These correlations were not sufficient
for prediction (data not shown), and it could be deduced from these figures that, in the
French diet, IFs intake was not significantly correlated with ENL-precursors’ intake.
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4.2.4. Comparisons with Other Published Data

Table 3 provides an overview of the correlations found in the literature between dietary
inquiries and PHYTOs concentrations in biological fluids. The studies were performed
either on spot urine samples, as in this study, or on urine samples collected at home over 12
or over 24 h. It should be expected that samples collected over a defined period would be
more accurate, providing that no collection was missed during the period. This seemed to
be confirmed comparing the correlation coefficients obtained by Grace et al. [39] for IFs spot
urine levels, with those obtained by other authors that collected urine samples over a longer
period. However, the sample collection is not the only source of uncertainty, and the dietary
records could also be questionable. Indeed, for the previous correlations between dietary
data and urine concentrations of IFs, details on the food items considered to assess the [Fs
exposure were not clearly disclosed. It might be hypothesized that those IFs intake records
were not exhaustive because the part of “hidden soy” was usually underestimated [29].
This led to a poor correlation coefficient, lower than those observed in the present study. In
addition, these correlation coefficients were quite variable from one study to another.

Table 3. Comparisons with other studies connecting PHYTOs in body fluids and estimated dietary
intake of PHYTOs.

Subjects Mature of Biomarkers DHetary [i‘“a Correlation References
Samples (mg.day—1)
o GEN o GEN: 7= 0.80; p < 0.001 N
80 British volunteers Plasma DAI 7-day food diaries DAL r = 0,45; p < 0.001 [42]
GEN GEN: r=0,53; p < 0.001 "
77 voluntpers Plasma DAI FFQ DAL r =0,45; p < 0.001 (2]
24 h food record: (11.0) , )
14 adults (14% men) Plasma IFs 24 h recall: (12.3) IFs: r=092; p < 0.001 [41]
333 volunteers Serum IFs 7=day food diaries IFs r = 0.31; p < 0,001 [39]
203 male volunteers Serum IFs FFQ IFs: r=027; p < 0.001 [43]
. IFs: r = 0.900; p < 0.001
26 French women Spot plasma IFs 2hand 28 B dietary GEN: r = 0.921; p < 0.001 Present
DAL r = 0.846; p < 0.001 study
51 Japanese women . GEN . GEN: r=0.54; p < 0.001
18 Caucasian wamen 24 hurine DAI 48 h dietary recall DAL r = 0.58; p < 0.001 [+4]
Twice, 24 h recall . .
360 women 2 overnight urines 1Fs DAI (ugh: (5.0-6.4) 'IFFIj:!r :-065;;? -{0‘.]03: [45]
GEN (ug): (7.3-93) : st
284 volunteers Spot urine IFs 7=day food diaries IFs r = 0.27; p < 0,001 [39]
! 24 h food record: (11.0) . .
14 adults (14% men) 24 h urine IFs 24 h recall: (12.3) IFs: r = 0.97; p < 0.001 [41]
26 premenopausal . Habitual record IFs: r = (.64, p < 0.001
Canadian women 24 hurine IFs 24 h recall IFs: r =054, p= 0.004 (501
24 pubertal girls 12 h urine IFs 3 Id“sc’;?;oh_i‘;‘;u 1Fs: r = 0.72; p < 0.001 [46]
. FFQ Low: 0.1-2.3 _ ) -
256 premenopausal women 12 h urine 1Fs High: 49 8-74.6 IFs: r = 051; p < 0.001 [47]
100 healthy women 12 h urine 1Fs 24 h recall IFs: r = 0.460; p < 0.001 [48]
IFs: r =0.921; p < 0,001
57 French women Spot urine IFs dfj;‘:f ::::u GEN: r = 0.885; p < 0.001 P"*S‘; :t
’ DAL r = 0.919; p < 0.001 ’
284 British women of the . Fiber intake over
EPIC-Norfolk study Spot urine EML 7-day recall ENL: r=0.29%p < 0.001 [39]
26 premenopausal . Habitual record ENML: r = 046, p=0.02
Canadian women 24 hurine ENL 24 h recall ENL: ¢ = 0.40, p = 0.05 [+0]
100 ay rently health . -
M Wotrian 12 h urine ENL 24 h recall ENL: r = 0.067; p = 0580 [48]
57 healthy premenopausal Spot urine ENL 24and 48 h ENL: r = 0.764; p < 0.001 Present
French women Spot plasma dietary recalls ENL: r =0.723; p < 0.001 study

Considering plasma analyses, Table 3 only lists spot samples, although the dietary
records could be different. Indeed, some authors performed dietary recall over 24 or
48 h or applied food frequency questionnaires (FFQ) to assess diet habits. Again, such
data collections could be more or less accurate because they relied on claims from the
volunteers and because the foodstuffs containing the substance of interest may not be
known as accurately as they should be. Finally, if only Pearson's correlation coefficients
were analyzed, i.e., excluding the studies [41,42], the correlations obtained here were greater
than those previously published, and they characterized a significant correlation. This
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shows that considering the pharmacokinetic parameters is important to establish relevant
dietary scores.

As seen in Table 3, the correlation coefficients between dietary records and urinegy
levels obtained by previous authors were not as good as those recorded here. Analyzing
the previous studies, it was seen that sometimes the urine samplings were not appropri-
ate considering the pharmacokinetic parameters of ENL. For instance, in [48], the urine
collection was only organized over the previous 12 h and could not reflect the last 24 h
intakes due to the urine Tpay of ENL. Additionally, in [39], the main uncertainty could come
from the approximation made on the lignan intakes. Basically, the authors considered that
dietary fibers well-reflected the ENL-precursors’ intakes. They did not consider specific
distributions of ENL-precursors in certain fruits, vegetables, or grain categories, as was
performed here (see Table 52C,D, based on Table 51). This may explain why the present
study appeared to yield more accurate correlation coefficients. Again, contrary to the
present studies, the previous analyses did not provide details on the foodstuffs recorded to
assess ENL-precursor intakes. Therefore, it may be difficult to conclude on the relevancy of
these dietary records.

4.3. Limits of the Study
4.3.1. Phytoestrogens Analyzed

All PHYTOs were analyzed in their aglycone forms after enzymatic digestion by
B-glucuronidase aryl-sulfatase, which hydrolyzed the glucurono- and sulfo-conjugates
before liquid-liquid extraction by ethyl-acetate. Glycitein was not assayed in this study
as it is known to be present only at a 10% ratio in soy-based products and it was usually
undetectable in the plasma samples of volunteers. Moreover, its estrogenic activity is
the lowest of the IFs series [49]. Additionally, ENL is not the only estrogenic metabolite
of SDG, SECO, MAT, LAR, PINO, SYR, and MEDIO. Besides ENL, the other metabolite
is enterodiol (Figure 1D), which was also shown to be slightly estrogenic but for which
plasma and urine concentrations were found to be lower than ENL [7]. The lack of a specific
ELISA for enterodiol and the specificity of the polyclonal antibody raised against ENL
which has no significant recognition of enterodiol, explain why it was not assayed in this
study. The ELISA for ENL was sensitive enough to assay ENL in plasma and was 10 times
more sensitive than the IFs-ELISAs. This is most probably because it was a heterologous
ELISA, using an immobilized ligand which was different from the hapten on which the
specific polyclonal antibody was raised. Such a sensitivity was associated with a great
specificity since the polyclonal antibody did not significantly recognize enterodiol nor other
ENL-precursors [23]. However, urine samples were much easier to collect, and showing
higher ENL concentrations when compared to plasmas ([7] and the present study), they
could be better biomarkers of vegetable intakes.

4.3.2. Accuracy of the Dietary Scores

One of the main advantages of this study is that it took into consideration the pharma-
cokinetic parameters, i.e., Cyax, Tyax, and Ty s;, for each biomarker and included them in
the dietary score. In addition, great attention was paid to the selection of the sources of
biomarkers in the diet, to analyze the dietary records in the most relevant way. Indeed, the
sources of [Fs were derived from a previous exposure analysis of the French population
and based on more than 12,000 foodstuffs labels assessment [2], while the selection of
ENL-precursors was based on data collected from previous analytical studies by other
authors and mentioned in Table 51. Contrary to some studies, six lignans were considered
in this study, having been shown to be ENL-precursors. Indeed, besides SECO, which
is the most popular ENL-precursor in countries from Northern Europe, this study also
examined vegetables and grains containing significant concentrations (>100 ug/100 g of
fresh weight) of other ENL-precursors. Likewise, flaxseeds are not usually consumed in
France; thus, it was important to also consider foodstuffs containing MAT, LAR, PINO,
MEDIO, and SYR. In doing so, it was possible to associate certain vegetable or fruit groups
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with higher ENL-intake coefficients. However, the correlation obtained between urinegy;.
concentrations and the urineg;; dietary score was only 0.764, while it reached 0.921 for IFs.
This may be due to a lack of accurate data on the ENL-precursors’ concentrations in all
foodstuffs and especially to the lack of data on the impact of food transformation (cooking,
grilling, boiling, etc.) on ENL-precursors’ resulting concentrations. Plasma concentrations
of ENL were detectable in all samples, but a large variability was observed that could be
related mainly to cabbages, berries, and wholegrain bread. As for the urinegy; correlation,
the plasmagyy correlation r was lower than that recorded for IFs, being only 0.723.

Besides, plasmayr; concentrations were sometimes too low to be detected, and thus
the correlation was not calculated using all the samples. As mentioned previously, it
was shown here that IFs exposure is highly variable in the French population [2,3]. Ad-
ditionally, the non-soy-eater category represented about half of the population in [2,3],
and this proportion was represented here with 26 out of 57 volunteers having detectable
plasmajrs concentrations.

4.3.3. Dietary Score Uncertainties

Regarding IFs intake, the larger uncertainties were due to the consumption of ultra-
transformed meals. Indeed, based on previous data [2], four categories of transformed food-
stuffs were identified: “Transformed++", “Transformed+”, “Transformed”, and “Transformed-"
(see Table S2A,B). The first subcategory contained transformed foodstuffs known to very fre-
quently contain a high proportion of IFs, such as soy-containing burgers, meatballs, or stuffed
vegetables, especially when consumed in canteens. On the other hand, the “Transformed-"
category contained foodstuffs that definitely did not contain soy, such as dairy products, for
instance. The two intermediate categories were defined according to their potential IFs content
and based on the occurrence frequency of soy in such food groups. For instance, nuggets are
known to contain soy only occasionally, but this frequency was higher in canteens. These
ultra-transformed foodstuffs were the highest source of uncertainty when a dietary score was
calculated for IFs.

4.3.4. Uncertainties on Correlations

Another source of uncertainty came from the case of the vegan woman who had soy
and IFs several times a day before sampling, and who exhibited abnormally high levels
of IFs, GEN and DAI in her plasma and urine samples. The data collected on this person
largely increased the variation around the mean of all concentrations or scores for IFs, GEN,
and DAI Nevertheless, because there are only few data published so far on biological
samples collected on “high-soy-consumers”, it was decided to maintain these data for the
analysis. As expected, considering this case impacted the correlation coefficients obtained.
Indeed, when the urinejr; concentration values and urinejr, dietary scores of this volunteer
were removed from the calculation of the Pearson correlation coefficient, r decreased from
0.921 (p < 0.001) to 0.864 (p < 0.001). Anyway, the latter coefficient was still significant and
higher than those available in the literature. For plasma, based on 25 values only (without
the “high-soy-consumer”), the correlation coefficient r between plasma concentrations and
plasmajr; dietary scores was 0.653 (p < 0.001), vs. 0.900 (p < 0.001) when the “high-soy-
consumer” was included. These changes in correlation coefficient and dispersion may
be partly due to the low values recorded in some samples and to the presence of equol
producers among the volunteers included so far.

5. Conclusions

Here, specific ELISAs for GEN, DAI, EQ, and ENL were used on plasma and urine
samples collected at the hospital on premenopausal women who were either healthy
volunteers or women with an autoimmune disease. No dietary intervention was performed,
and this analysis reflects the current French diet. An open questionnaire inquiring the
previous consumptions over the last 24 h and 48 h was proposed to the volunteers. It was
shown that, when the pharmacokinetic parameters of the biomarkers were considered, quite
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accurate dietary scores could be calculated providing that the food intake was reasonably
assessed. Knowing the IFs and the ENL-precursors’ content of foodstuffs was a prerequisite
for such an approach, and accurate databases have been used to address this question.
Indeed, knowing the global dietary habits of the French population helped to build the
dietary questionnaires and scores, and those retained for French consumers may not be
adapted to other populations. IFs concentrations in plasma and urine of a vegan woman
overconsuming soy were reported here. The results showed a major excretion of IFs and
addressed the question of a potential physiological protection phenomenon leading to
lowering IFs plasma concentrations. This study also showed that nearly 60% of the French
volunteers had significant EQ concentrations in their urine samples. Urine samples seemed
to be good providers of pulses and ENL-precursors’ biomarkers. They can help to determine
PHYTOs intake and to predict their health effects. Since natural estrogenic compounds
present or deriving from food may be active in humans, they should be considered, while
accurately counting endocrine disruptors in the environment. When estrogen-dependent
diseases are encountered, the exposure to PHYTOs should be taken into account for more
accurate health recommendations.
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IV.1.3.

Exploration de I'influence de I'exposition a des phyto-estrogenes

naturels sur la déclaration de poussées de lupus érythémateux

disséminé

IV.1.3.1.

Normalité des données

Le Tableau 9 regroupe les résultats des tests de normalité de I'ensemble des données

de I'étude ISOLED (n=63)

Test analytique QQplot Test QQplot
analytique
Hair_G_D Hair_IFs
A =3,4977 A = 3,2661
p=7,471e-09 p = 2,768e-08
IFS IHS
A =2,9964 A =2,1369
p = 1,301e-07 p = 1,696e-05
Plasma_D Plasma_E
A =13,754 A = 12,545
p < 2,2e-16 p <22e-16
Plasma_ENL Plasma_G
A=17156 A =13,16
p = 0,0001903 p <22e-16
Plasma_IFs Score_plasm_D
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A =12,332 A =49103
p < 2,2e-16 ’ p=2,723e-12

Score_plasm_ENL Score_plasm_G
A =0,89361 ’ A =4,1462
p=0,02115 p=1977e-10

Score_plasm_IFs Score_urin_D
A=44719 A = 43566
p = 3,174e-11 p =6,061e-11

Score_Urin_ENL Score_urin_G
A =10,73201 A=41119
p = 0,05354 p = 2,397e-10
Acceptation de t ,v ~
1o ‘

Score_urin_JIFs Urine_G
A =4,073 A = 23,443
p = 2,984e-10 p <22e-16
Urine_D Urine_E
A = 23,222 1 A = 15927
p < 272e-16 p <2,2e-16
Urine_IFs Urine_ENL

A =23,283 A=11277
p <22e-16 p <22e-16
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Tableau 9. Résultats des tests de normalité de I'ensemble des données de I'étude ISOLED (n=63)

Les tests d’Anderson-Darling et QQ plots révelent que la plupart des variables étudiées
présentent un écart significatif par rapport a une distribution normale, & I'exception du
score urinaire d’exposition aux lignanes sur les dernieres 24-48 heures
(Score_urin_ENL), dont la valeur p est légérement au-dessus de 0,05. Par conséquent,
le jeu de données a été considéré ne pas suivre la loi normale, et des tests non-
parameétriques ont été réalisés pour la suite des calculs.

[V.1.3.2. Influence du statut sanitaire sur les scores et valeurs mesurées des
concentrations d'[Fs et d ENL

L'observation des médianes et de la dispersion des valeurs de concentrations

mesurées et les scores d’IFs selon les statuts des participantes sont exposés dans la

Figure 7.
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Figure 7. Boites a moustaches représentant I'influence du statut sanitaire des volontaires (LED = femmes atteintes de LED,
n=20; PTI = femmes atteintes de PTl, n= 12 ; SAINES groupe témoin non malade, n= 31) sur 'ensemble des variables de
I'étude ISOLED.
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[l apparait que certaines valeurs sont extrémes (Figure 7) et pourraient avoir un poids
disproportionné dans I'analyse. Pour évaluer leur impact, ces échantillons (6 Saines, 1
LED et 1 PTI) ont été éliminés dans la nouvelle analyse présentée en figure 8.
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Figure 8. Boites a moustache représentant I'influence du statut sanitaire des volontaires (LED = femmes atteintes de LED,
n=19; PTI = femmes atteintes de PTI, n= 11 ; SAINES groupe témoin non malade, n= 25) sur les variables IFs de I'étude

ISOLED sans les valeurs extrémes

Les tests de Kruskall-Wallis sur les jeux de données complets (Figure 7) ou allégés des
valeurs extrémes (Figure 8) ne révelent aucune différence significative de l'influence
du statut sanitaire sur aucune des variables IFs.
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Les données obtenues sur 'ENL font I'objet des Figures 9 et 10.
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Figure 9. Boites a moustache représentant I'influence du statut sanitaire des volontaires (LED = femmes atteintes de LED, n=
20; PTI = femmes atteintes de PTI, n= 12 ; SAINES groupe témoin non malade, n= 31) sur I'ensemble des variables ENL de
I'étude ISOLED
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Figure 10. Boites a moustache représentant I'influence du statut sanitaire des volontaires (LED = femmes atteintes de LED,
n=19 ; PTI = femmes atteintes de PTI, n= 11 ; SAINES groupe témoin non malade, n= 25) sur les variables ENL de I'étude
ISOLED sans les valeurs extrémes

Les tests de Kruskal-Wallis sur les variables ENL (Figures 9 et 10) ont révélé une
différence significative des concentrations plasmatiques d’'ENL selon le statut sanitaire

lontaires.
des volontaires Kruskal-Wallis, p=0,0029

Lanalyse par paire (Figure 11) a
montré que les concentrations

plasmatiques d’ENL des deux o = .
groupes de patientes (LED et PTI) % i ‘
étaient significativement s

inférieures a celle du groupe de
volontaires saines (p<0,01 pour

20

LED et p<0,05 pour PTI), sans que ‘

la différence entre les deux groupes 0

de patientes ne soit statistiquement LED PTI Saines
significative.

Figure 11. Représentation de la distribution des dosages d'ENL
plasmatiques, selon le statut des volontaires
Par conséquent, la concentration

plasmatique d’ENL constitue le seul indicateur permettant de discriminer
statistiquement les patientes atteintes de LED ou PTI des volontaires saines.

[V.1.3.3. Corrélations entre dosages biologiques et scores alimentaires

Le Tableau 10 décrit les résultats des corrélations entre les dosages plasmatiques,
urinaires et capillaires et leurs scores correspondants, obtenus selon le test non
paramétrique de Spearman. Il est a noter que chacune des variables biologiques testée
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est positivement corrélée, de maniére statistiquement significative, a son score
correspondant.

Les variables [Fs capillaires et IHS ainsi que dosage urinaire des [Fs et score urinaire
des 24-48 heures sont trés fortement corrélées. Les scores plasmatiques sont quant a
eux fortement corrélés aux dosages correspondants. Les scores d’ENL sont également
fortement corrélés aux dosages urinaires et plasmatiques correspondants.
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Tableau 10. Corrélations de Spearman de I'étude ISOLED
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[V.1.3.4. Analyse des données par ACP

Compte tenu du fait que la plupart des variables ne suivent pas une distribution
normale, le jeu de données a été centré et réduit. Cette opération consiste & soustraire
a chaque variable sa moyenne et a la diviser par son écart-type, ce qui revient a
considérer que la moyenne de chaque variable est égale a 0 et I'écart-type a 1. Cette
transformation permet de normaliser les données, ce qui est une condition préalable
a l'utilisation de I'ACP.

La Figure 12 représente les contributions a la variance de chaque nouvelle dimension
obtenue par '’ACP. Les deux premieres dimensions suffisent & expliquer plus de 64%
de la variance totale, et ce pourcentage augmente jusqu’a 77% en incluant la troisieme
dimension. Ce résultat indique une bonne qualité explicative globale de I'analyse.

50- 47.9%

Pourcentage de variance explique

Dimensions

Figure 12. Contributions de chaque dimension a I'explication de la variance

Le cercle de corrélation présenté en Figure 13 permet d’observer que la plupart des
variables, a I'exception de « Urine_E », « Plasma_E » et celles liées a I'ENL se situent
a proximité du cercle de corrélation, indiquant une bonne représentation sur ce plan
factoriel. Ce manque de corrélation pour I'équol et 'ENL pourrait s’expliquer par le
fait que la présence de ces métabolites dépend de bactéries spécifiques de la flore
intestinale qui ne semblent pas liées aux pathologies considérées.

Les angles fermés entre les variables « Hair_G_D », « Hair_IFs » et « [HS » indiquent
une excellente corrélation entre elles. Elles sont également tres bien représentées par
la dimension 2 (axe vertical), car trés proches de cet axe et trés éloignées de I'autre.
La variable « [FS » est relativement proche du cercle mais assez éloignées des deux
axes, ce qui signifie qu’elle est mal représentée par les deux dimensions. Elle peut donc
ne pas étre considérée pour I'analyse ultérieure.

Les variables urinaires et plasmatiques des IFs se situent globalement & proximité de
I'axe de la dimension 1 (axe horizontal), indiquant une bonne représentation par cette
dimension. Les petits angles formés entre elles indiquent un bon niveau de corrélation.
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Ce groupe de variables est indépendant du groupe formé par « Hair_ G_D »,
« Hair_IFs » et « IHS » en raison du grand angle séparant leurs variables respectives.

Dim2 (16.5%)

-1.0 -0.5 0.0 05
Dim1 (47.9%)

wm
il
o

Figure 13. Cercle de corrélation entre les variables initiales et les composantes

Parmi les variables représentées par la dimension 1, il faut noter que celles liées au
plasma (« Plasma_IFs», « Score_plasm_D », « Score_plasm», « Plasma_G »,
« Score_plasm_G », et « Plasma_D ») contribuent 1égérement plus a la dimension 1
que celles liées aux urines. Une hypothéses peut étre formulées pour expliquer au
moins en partie cette observation. Il s'agit dune meilleure estimation des
concentrations biologiques réelles par le biais de mesures directes dans le plasma,
comparativement a l'ajustement nécessaire des concentrations urinaires obtenues sur
la base de la créatinine (correction pour tenir compte de la dilution potentielle des
composés dans les urines).

L’analyse du diagramme de corrélation exposé en Figure 14 confirme que les variables
liées a I'ENL ne sont pas représentées par les deux premieres dimensions de I'’ACP
présentées dans la Figure 13. En effet, ces variables contribuent de maniere plus
importante a la dimension 3.

Ces observations permettent de déduire que :

- la dimension 1 représente principalement la consommation récente d’IFs ;
- la dimension 2 correspond aux habitudes de consommation d'IFs et, dans une
moindre mesure, a la consommation récente de lignanes ;
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- la dimension 3 représente une combinaison de la consommation récente de
lignanes et de celle habituelle d’IFs, dans une moindre mesure.

L'analyse réalisée révéle une indépendance marquée entre les variables représentées
par les dimensions 1 et 2. Cette observation s'accorde avec le contexte occidental, ou
la consommation de soja, principale source d'IFs, est généralement occasionnelle. En
conséquence, les concentrations d'IFs mesurées dans les cheveux ne refletent pas
nécessairement 1'apport en phytoE sur les 48 dernieres heures.

v o e W o
E E E E E
Y I¥ BN B Y
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Urine_G . 7
Urine_E
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Score_plasm_IFs . 26
Score_plasm_G .

Score_plasm_D . 18
Urine_ENL

Score_Urin_ENL
Plasma_ENL

53

09

Score_plasm_ENL

Figure 14. Diagramme de corrélation des contributions des anciennes variables aux nouvelles dimensions

La figure 15 représente la répartition des individus regroupés par statut selon les
dimensions 1 et 2 de 'ACP. I est notable que les aires des 3 groupes se superposent
en grande partie. Ce résultat suggere que les deux premieres dimensions de I’ACP ne
permettent pas de distinguer clairement les individus selon leur statut de santé.
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Figure 15. Nuage des individus répartis par statut et ellipses de concentration

Une représentation en 3D des individus selon les trois premiéres dimensions ne
permet pas une meilleure distinction des groupes comme on peut le voir sur la Figure

16.
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Figure 16. Représentation des individus par groupe sanitaire selon les 3 principales dimensions

On rappelle que I'étude ISOLED a été cloturée aprées inclusion de 63 participantes
dont 31 étaient des volontaires saines, 20 souffraient de LED et 12 de PTI. Les effectifs
réduits, particulierement dans les groupes de patientes, ont limité la puissance
statistique de I'étude et n'ont pas permis de dégager des résultats probants quant a la

comparaison des groupes.
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[V.1.3.5. Discussion

Pouvoir prédicteur des scores et comparaison aux autres études

Le Tableau 11 reprend les résultats de cette étude (n=63) en les comparant a ceux des
études de Heald, French, Morimoto, Kim, Chavez et leurs collaborateur-ices [127,239—
242]. L'ensemble des études comparés s’est basé sur le test de Spearman, jugé plus

robuste.

Sujets Nature des Données alimentaires Corrélations Référence

échantillons

Biomarqueur = IFs
26 femmes Urine des 24h Questionnaire rho =0,64;p < 0,001 [241]
Canadiennes d’habitude
prémenoP? rho = 0,54; p = 0,004
Rappel des 24h

203 hommes Sérum QFA* rho =0,27;p <0,001 [127]
volontaires
256  femmes Urine des 12h QFA Faible : 0,1 - 2,3 rho=0,51;p < 0,001 [239]
préménoP Fort: 49,8 - 74,8
24 filles Urine des 12h Rappel des 24h - 3 rho=0,72;p < 0,001 [240]
prépubaires IFs:3,0-13,3
100 femmes en  Urine des 12h Rappel des 24h rho = 0,46; p < 0,001 [242]
bonne santé
63 femmes Cheveux Questionnaire rho=0,73;p < 0,001 Présente
Francaises d’habitude étude
préménoP Urine ponctuelle rho = 0,83;p < 0,001

Sérum Rappel des 48h et 24h  rho =0,53;p < 0,001

Biomarqueur = ENL
26 femmmes Urine des 24h Questionnaire rho = 0,46; p = 0,02  [241]
Canadiennes d’habitude
prémenoP?# rho = 0,40; p = 0,05
Rappel des 24h

63 femmes Urine ponctuelle Rappel des 48h et 24h  rho = 0,60; p < 0,001 Présente
Francaises étude
préménoP Sérum rho =0,55; p < 0,001

Tableau 11. Comparaison des résultats d’ISOLED avec d’autres études utilisant le dosage des IFs ou de I’ENL dans les fluides
biologiques comme marqueur d’exposition. Seules les études utilisant le test de corrélation de Spearman ont été

sélectionnées.

Cette étude complete les résultats des deux précédents articles cités dans les sections
IV.1.2.1 et IV.1.2.2. Alors quici la taille de la cohorte est plus grande et les tests
statistiques plus robustes, les conclusions antérieures sont confirmées: les
questionnaires alimentaires développés dans cette investigation ont permis

20 préménoP : pré-ménopausées
2L QFA : questionnaire de fréquence alimentaire
22 MénoP : ménopausées
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d’améliorer les corrélations entre les dosages des marqueurs biologiques (IFs et ENL)
et les scores alimentaires correspondants.

Le dosage des IFs dans les cheveux permet d’atteindre une corrélation de rho = 0,73
avec les habitudes alimentaires, contre rho = 0,64 lorsque les urines de 24 heures sont
utilisées comme source de biomarqueurs [241]. Méme sur des cohortes plus
importantes (plus de 100 individus), les corrélations obtenues avec les scores urinaires
de cette étude restent supérieures (0,83 vs 0,27 [127]; 0,51 [239] et 0,46 [242]).

Ces meilleures résultats peuvent s’expliquer par une estimation plus exhaustive des
sources d’IFs dans les aliments et par la prise en compte des cinétiques
(biodisponibilité et élimination) des phytoE dans le calcul des scores alimentaires.

Influence du statut sanitaire sur les variables mesurées

L'analyse statistique n'a pas révélé de différences significatives entre les groupes de
patientes et de sujets sains pour la majorité des variables mesurées (test de Kruskal-
Wallis et ACP). Seule la concentration plasmatique d'ENL a permis de discriminer
efficacement les groupes sains et malades, ces derniers ayant moins d'ENL que les
premiers.

Ce résultat pourrait indiquer que la consommation de précurseur d'ENL et la flore
intestinale compétente pour la production d’ENL seraient associées a un meilleur état
de santé et, dans ce cas, a une diminution du risque de déclarer un LED. En fait 'ENL
peut étre considéré comme un marqueur de la consommation de fruits et 1égumes
[243,244] et il n'est donc pas surprenant de voir que les taux d’'ENL sont plus élevées
chez les femmes saines. Cependant, il apparait important de noter ici que quelques
travaux ont essayé de mettre en avant I'implication du microbiote dans le LED,
notamment un rapport intestinal Firmicutes/Bacteroidetes significativement (2,5 fois)
plus faible chez les patient-es atteint-es de LED, méme en rémission, par rapport aux
témoins sains [245]. D’autres auteur-es ont rappelé la dysbiose du microbiote associé
au LED qui pourrait étre impliquée dans sa pathogénese notamment en favorisent le
dépdt de complexes immunitaires, 'activation du complément et l'infiltration des
macrophages [246]. D’autres études sur le lupus ont mis en évidence une perméabilité
intestinale accrue, également appelée « hyperperméabilité intestinale », qui conduit a
une altération de la fonction de barriere intestinale. Ces mémes études, menées chez
I'humain et la souris lupique, ont également observé une diminution des bactéries
bénéfiques telles que Bifidobacterium et une augmentation des bactéries pathogenes
telles que Enterococcus gallinarum et Ruminococcus gnavus, étroitement associées a la
progression de la maladie [247]. L'implication de ces dérégulations du microbiote, dont
la compréhension n'est que partielle, ne peut donc pas étre exclue.

Par ailleurs, contrairement aux [Fs qui sont des agonistes stricts des ER a et B, 'ENL
est un SERM qui bloque I'activité ERa via AF-1[248]. Si ce mécanisme était confirmé
et s'avérait exact cela signifierait que le LED pourrait étre lié a une action des
estrogénes via ce récepteur et ce domaine de transactivation.

Limites techniques

Malgré des résultats insuffisamment probants, I'étude ISOLED a permis d’observer
une différence significative de 'ENL plasmatique entre les individus des groupes LED,
PTTI et volontaires saines. Cependant, il n’a pas été possible de distinguer ces groupes
en fonction de leur consommation globale de phytoE, notamment les IFs.
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Plusieurs facteurs pourraient expliquer cette limitation. Tout d'abord, la collecte des
données sur la consommation de phytoE via des questionnaires et des prélevements
urinaires ponctuels présente des biais méthodologiques inhérents. Les questionnaires
reposent sur la mémoire des participants, ce qui peut conduire a des erreurs de rappel.
Les prélévements urinaires, quant & eux, sont ajustés a la créatinine sans tenir compte
du volume total d'urines excrété, ce qui peut introduire des imprécisions dans les
calculs. De plus, de nombreux échantillons se situaient proches de la limite de
quantification de I'ELISA, ce qui peut affecter la fiabilité des résultats.

En second lieu, I'effectif réduit de 1'étude, en particulier dans le groupe LED, pourrait
limiter la robustesse de I'analyse statistique. Un échantillon plus large aurait permis de
détecter des différences plus subtiles entre les groupes et de mieux comprendre les
relations potentielles entre la consommation de phytoE et poussées lupiques.

Calcul de la puissance statistique

Afin d’estimer la taille d’échantillon requise pour détecter une différence significative
entre les groupes, un calcul de puissance statistique a été réalisé en utilisant la formule
suivante :

2 x 52
n= A—Z(Z“/Z + Zﬁ)z

Avec :

e 1 = taille d’échantillon par groupe ;

e écart-type (S) = 3,85 ; 2,4 ou 1,3 (cf annexe 2_Résultats des dosages
d'IFs_ISOLED) ;

o A (la différence attendue entre les scores des groupes) = 0,05 ou 0,7
correspondant respectivement aux écarts des scores urinaires ou
plasmatiques entre groupe LED et groupe sain ;

e Z =valeur critique de la distribution normale ;

o Zp = 0,842 silerisque f=20%;

o Zyp =196 a=5%.

Les résultats du calcul sont résumés dans le tableau 12, selon plusieurs scénarii
d'écart-type observés et de différence attendues. Par exemple, la ligne 2 du tableau
signifie qu’il faudrait 185 personnes pour le groupe LED et 185 personnes pour le
groupe contréle, soit 370 personnes en totalité, pour un écart-type de 2,4 et une
différence attendue de 0,7, qui correspondent tous les deux aux valeurs obtenues des
scores plasmatiques d'TFs. La 3™ ligne du tableau correspond a I'effectif estimé en se
basant sur la différence et I'écart-type des scores urinaires.

n S A

475 3,85 0,7
185 2,4

55 1,3

93073 3,85 0,05
36168 2,4

10612 1,3

Tableau 12. Résultats des calculs d’effectifs par groupe selon plusieurs scénarii. n : nombre de sujets, S :
écart-type attendu ; A signification de la différence attendue
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IV.2.

En appliquant cette formule & différentes valeurs d’écart-type (S) et de différence
attendue (A), il a été déterminé que la taille d’échantillon requise par groupe pouvait
varier de 185 a 10 612. Ces effectifs importants suggérent quune étude multicentrique
serait nécessaire pour obtenir une puissance statistique adéquate.

En conclusion, I'étude ISOLED, bien que limitée par sa taille d’échantillon, fournit des
informations préliminaires sur I'association potentielle entre I'exposition aux phytoE
et les poussées de LED. Le réle préventif de 'ENL, bien que n’étant pas complétement
établi par cette étude, est conforme a l'idée que la consommation de fruits et légumes,
dont 'ENL est le marqueur, est synonyme de meilleure santé globale. A noter que
l'effet des IFs se distingue, ici comme dans dautres études, de Tleffet des
entérolignanes.

Des études multicentriques avec des effectifs plus importants sont nécessaires pour
confirmer ou infirmer cette association.

Réduction de 'exposition aux isoflavones : une nécessité pour la

santé publique

IV.2.1. Réduction des isoflavones a I'échelle préindustrielle

PHYTOSECUR 1 : article correspondant a la référence [49]
Les travaux, présentés dans la publication intitulée Improved Food Processing
Techniques to Reduce Isoflavones in Soy-Based Foodstuffs, ont porté sur des graines de
soja destinées a la production de PST [49].

Le protocole tel que mis en ceuvre a I'échelle pilote n'a pas pu étre testé en phase
industrielle. En effet, I'étape de texturisation, devant étre mise en ceuvre sur les
graines dépelliculées déflavonoidisées, ne pouvait étre réalisée que sur des quantités
de matiere de l'ordre de la tonne. Un deuxiéme projet, n'ayant pas encore obtenu de
financement, a été envisagé pour répondre a cette contrainte.
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Abstrack 5oy is a growing protein source; however, the isoflavones it contains are of concern,
as they exhibit estrogenic activities whose toxicological limits might be exceeded. Reducing their
concentrations to safe levels while preserving nutritional quality in soy foodstuffs is therefore a matter
of public health. The main objective of this paper is to develop at pilot scale a process for isoflavones”
extraction from soybeans, and to show its feasibility and efficiency. The study was conducted by
first optimizing the previously obtained laboratory treatment key factors. These data were then
transposed to the pilot level. Finally, the process was adjusted to technical constraints which appeared
at pilot scale: the mandatory use of drenching and the exploration of granulometry analysis. The
involved steps were validated by monitoring the genistein and daidzein content variations through
statistical analysis of the data of an ELISA and a Folin-Ciocalteu assay. Additionally, isoflavones”
recovery from treatment waters for their valorisation and the water cleaning by means of filtration,
centrifugation and resin adsorption were carried out. The results showed that the most successful
pilot treatment developed involved sovbean dehulling, drenching, washing and drying and almaost
halved isoflavones while preserving the main nutritional characteristics. A combination of techniques
led to almost complete recovery of isoflavones from process waters.

Keywords: genistein; daidzein; consumer exposure; manufacturing process; sovbean; isoflavone
removal

1. Introduction

Isoflavones (IFs) are polyphenols bearing both estrogenic and antiestrogenic traits,
among other properties. It has been shown that they exhibit beneficial health effects,
especially in people with an cestrogen deficiency, i.e., women in natural or artificial
menopause [1,2]. Indeed, IFs at doses of 40 mg,/day or more could prevent vasomotor
symptoms associated with menopause. Some other meta-analysis suggested that phytoe-
strogens from soy could prevent bone loss in menopause via an estrogenic effect [3-5], and
even more efficiently under aglycone forms [6].

However, alongside these potential beneficial effects, menstrual cycle impairments
were observed in women exposed to IFs in doses of about (.75 mg /kg bw (body weight) /day
in aglvcone forms [7,5]. More recently, IF intake at a level of 50 mg/day in women, ie.,
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about 0.8 mg /kg bw/day, was shown to be significantly correlated with luteal phase im-
pairment and with the risk of nulliparity at 26 years old [9,10]. In addition, five clinical
or population studies have so far reported the association of high soy IFs intake and their
biomarkers in body fluids with a reduction in sperm count and quality [11-15]. When
studies reported no effects on semen quality in men, it was at low doses [16] or for too
short exposure times [17]. Overconsumption of soy has also been linked to several adverse
clinical cases in women [18] and men [19]. In the former, on one hand, menstrual cycles
were impaired and contraceptive pill treatments suffered from interference, and on the
other hand, large uterus fibrosis and endometriosis features were observed. The effects
regressed after soy arrest. In men, a secondary hypogonadism, which is the impairment
of sexual behaviour and the feature of gynecomastia, was observed. The hypogonadism,
characterised by dramatically reduced sex steroid concentrations in the blood, tended to
return to normal levels after 3 months without soy. IFs have also been the centre of a
great controversy regarding breast cancer, with several studies concluding in favour of a
protective effect, mainly in Asian populations [20], while others reporting a proliferative
impact [21]. It is though currently admitted, thanks to a better understanding of their
mechanisms of action, that IFs have a dual effect: protective during the promotion phase
(healthy cells), but proliferative on already declared oestrogen-dependent cancer cells.
For instance, the activation of GPER, inducing cell proliferation, and the inhibition of
protein tyrosine kinase, inducing cell apoptosis, were reported with low and high IF doses,
respectively [22,23].

Nowadays, the main dietary source of IFs for humans is soy and derived soy by-
products [24]. Modern western soy transformation processes sometimes expose consumers
to high IF concentrations in food [25-27]. Considering the whole spectrum of effects
recorded in humans, this potential dietary exposure may be considered a concern, and
the precaution principle should be applied for people who exhibit a particular sensitivity
to oestrogens, i.e., infants, children, pregnant women [20] and those with high risk of
oestrogen-dependent breast or endometrial cancers. Moreover, hypothyroid patients taking
medication, namely levothyroxine, should avoid soy IFs [28,29]. IFs should instead be
kept for natural medication when proven useful. A perfect illustration of this observation
can be found in the Chinese pharmacopeia, in which IFs are used for their medicinal
properties only as extracted from Kudzu roots [30], with soy never being considered a
health ingredient. This is likely because ancient recipes of Asian soy-based food included
water soaking, cooking and simmering, a process that removes most IF content, thereby
reducing any health impact.

Toxicological data have been available since 2008 on genistein (GEN), the most com-
monly studied phytoestrogen from soy. They were published by the US National Toxicology
Program and dealt with the reprotoxicity [31] and carcinotoxicity [32] of this isoflavone.
The no observable adverse effect level (NOAEL) could not be obtained from these studies,
so a lowest observable adverse effect level (LOAEL) was alternatively proposed for both re-
production and carcinotoxic effects, which was 35 mg/kg bw /day in rats. Such a dose may
help to determine a reference dose (RefD), i.e., a limit of exposure for humans. Additionally,
as discussed by Lee et al. [26], even if endocrine disruptors can be more deleterious at low
doses, due probably to the activation of different pathways, as mentioned above, there
is no evidence of any adverse effects of low IF doses in vivo and in humans. Rather, it is
doses over 20-40 mg/d (aglycone-glycosidic forms) that can exert physiological activities,
either beneficial or deleterious, depending on the status of the consumer.

In this context, a previous work [27] has already demonstrated at the laboratory
level the feasibility of a strong reduction in the IF content of soybeans by a specific water
treatment. An important issue ensued, and may be phrased by the following question: how
can Ifs’ removal from soy matter be carried out on an industrial scale without degrading its
nutritional quality and generating a heavy additional hurdle either? The purpose of the
present investigation is (1) to provide a positive and convincing answer to this question by
means of a pilot-scale study that could then be scaled up, (2) to mitigate the environmental
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impact and supplementary costs through water and energy savings, and (3) to recover
IFs from treatment water to feed the phytochemical industry. Indeed, as IFs are active
compounds, they could and should be used for health applications in rigorously controlled
supplementation. Therefore, collecting them in soy-based food factories would also reduce
unwanted environmental exposure.

To do this, the approach utilised is as follows. (1) To determine the optimum experi-
mental configuration of design factors those deemed relevant for IFs” removal [27] at the
laboratory were first optimized by monitoring the content variations of the main soy IFs,
GEN and daidzein (DAI) [33]. The individual impacts of these factors were evidenced by
IF concentration measurements, taking advantage of the enzyme-linked immuno-sorbent
assay (ELISA)’s high sensitivity and specificity. (2) To achieve improved treatment at pilot
scale, the transposed data of the optimized laboratory factors were then readjusted. This
was accomplished while exploring the impacts of unexpected (drenching) and relevant
additional (granulometry, determined by laser diffraction and sieve analysis) factors. The
whole process also implemented the supplementary constraint of the final step of drying the
treated soybeans. (3) On another side, as the ELISA requires a rather long implementation,
a faster assay method, i.e., Folin-Ciocalteu, was tested, since it appeared better suited to
routine usage in an industrial environment. (4) The nutritional quality control of soy matter
was performed by Phytocontrol® (Nimes, France) according to Dumas and Kjeldhal’s
methods for proteins and gravimetry for lipids. (5) To study the feasibility and quality of
water recycling as well as IFS recovery, centrifugation, filtration and resin adsorption were
tested on treatment waters. Appropriate statistical analyses were performed, i.e., signal to
noise ratios for laboratory study and a Mann-Whitney test for pilot-scale data.

The results presented here are discussed under the realm of the potential exposure
limit RefD, as defined above. The pilot-scale investigation resulted in the highlighting of a
successful improved treatment that significantly reduced IF concentrations in soy.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

All soy matter (whole beans, dehulled beans, pounded dehulled beans, soy cake
and textured proteins) were supplied by Biopress® (Tonneins, France), except the de-
hulled beans for the laboratory-scale experiments, which were purchased in an organic
store. The chemical reagents were acquired from MERK (Fontenay-sous-Bois, France) and
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), unless otherwise stated. The samples and
reagents’ aqueous solutions were made in ultrapure water obtained from an Elga Veolia®
(High Wycombe, UK) instrument.

2.2. Isoflavones Reduction at Laboratory Scale

Based on the conclusions of a previous work, the treatment of soy matter through water
washing, the effectiveness of which depends upon five factors [27], was implemented. To
adjust it, the latter were tested at five different levels, each completing a Taguchi L25 design
of experiment [34,35]. For each attempt, 10 g of matter was added to the corresponding
water volume needed to reach a soy matter:water volume ratio of 1:2, 1:2.5, 1:3, 1:4 or 1:5.
The approximation that the soy matter density is 1 g/mL, regardless of the soy matrix, was
made so that the sample volumes were easy to calculate. Treatments lasting 0, 5, 10, 20 and
30 min were carried out at room temperature (20~24 °C), 45 °C, 55 °C, 65 °C and 75 °C. The
mixtures were stirred with either a magnetic or an orbital table stirrer at different speeds
of 0, 50, 100 and 200 RPM (revolutions per minute). Each test was run in triplicate. The
resulting soy samples were dried in a thermostatically controlled oven at 75 °C until a
constant weight was reached, and then stored at —20 °C. The statistical analyses relied on
the measurement of signal-to-noise ratios with XLSTAT software (Addinsoft_2020, XLSTAT,
Paris, France).
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2.3. Isoflavones Reduction af Pilot Scale

A batch of 6 kg of dehulled beans was washed using 24 L (volume ratio 1:4) of water
at 20 *C for 10 min at 200 RPM in a 100 L tank. Another batch of the same weight was
drenched before washing. For this purpose, the beans were spread out on a grid and
exposed to 2 L of water sprayed through six nozzles for 13 s. The water used for both
operations was kept close to 20 *C. As the batch which was both drenched and washed
showed better results over the simply washed one, the corresponding assay was carried
out three Himes.

The treated beans were then dried either by lick-drying (air temperature, velocity, and
relative humidity equal to 55 °C, 2.25 m/s and 11%, respectively) or thick bed-drying (air
temperature and velocity equal to 55 °C and 1.5 m/s, respectively).

To assess the achievement of satisfactory IF removal, the remaining IF concentrations
in the treated dry soy matter were compared to values that have deleterious effects, as
found in the literature.

2.4. Biochemical Analysis
24.1. ELISA
Sample Preparation

In order to carry out the IF analyses by ELISA, the samples were first subjected to
the treatment described below. Thereby, 1 g of mortar-crushed soy-based material was
dispersed into 50 mL of water by two-step stirring at room temperature for 20 min, and
then at 100 °*C for 10 min. After cooling down to room temperature, 500 ul. samples were
collected in triplicate under stirring to insure homogeneity. Washing- and drenching-water
samples were also treated as 500 uL triplicates. Two millilitres of acetate buffer (sodium
acetate 0.1 M; EDTA 0.14 M; 100 UI/mL penicillin G (Sigma, P-3032); and 0.1 mg,/mL
streptomycin (Sigma, 5-6501)) at pH 5 were added to each sample vial, together with
10 L of B-glucuronidase aryl-sulfatase from Helix pomatia I:RDChE'm, 10127698001, Mannheim,
Germany) to allow the digestion of glycosylated IFs. The samples were then incubated
overnight at 37 *C under shaking [36]. Afterwards, the extraction of aglycone compounds
was performed: 3 mL of acidified ethyl-acetate (500 ul. HC1 38% per L) was added; the
vial vortexed for 30 s, centrifuged at 500 g [_]t:nu.'in-r:"'1 CR3, Fisher Scientific, lllkirch, France)
for 10 min at 4 °C and then stored at —22 °C to allow phase separation. The organic
phase containing the IFs in aglycone forms was evaporated to dryness using a Speed-Vac
{'Ihennn-Electmnm Corporation, Fisher Scientific, Bordeaux, France). Afterwards, each
sample was diluted in 0.5 mL of assay buffer, i.e., phosphate-buffered saline (PBS) 0.01 M,
0.9% NaCl, 0.2% Tween, 1% DMS0, pH 7.3, and sonicated when required. Samples were
stored at —22 *C until they were processed for IF analysis.

To assess the digestion and extraction recovery, the hydrolysis by p-glucuronidase
aryl-sulfatase was monitored using genistin (EXTRASYNTHESE™, 1325 5, Genay, France),
a pure compound used as a control reagent, in an external standard run in parallel to
each measured sample. The compound was dissolved at 1 mg/mL in DMS0 as the stock
solution. In these operating conditions, the hydrolysis performance was always between
87 and 103%. Recoveries greater than 100% can be explained by the high accuracy of ELISA
measurements and inter- and intra-assay variations.

Assay
GEN and DAL were assayed in soy matter and treatment water using an ELISA

specific to each molecule, as explained by Shinkaruk et al. [37]. The primary antibodies
were selected and obtained in previous works [35,39].

Characteristics of the ELISA

The soy matter samples were always diluted to 1/50 {(v/7) for enzymatic digestion.
The sensitivity of the GEN assay in food matter was 10 ug /mg. Similarly, sensitivity for
DAI was 6.5 ug/mg. For water samples, the sensitivity was 100 ng/mL and 65 ng/mL
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for GEN and DAI, respectively. Based on multiple tests, the intra-assay variation was
never over 7%, and the inter-assay variation obtained on different microtitration plates was
always below 17% [38,39]. Assays were not considered if the r of the sigmoid calibration
curve was <98.5%. The final dilutions in the microtitration plates ranged from 1/50 to
1/800 for soy matter and 1/5 to 1/3200 for water samples. Each sample was assayed in
triplicate, using three extracts and on three different microtitration plates. All values in this
paper are given in aglycone equivalent.

2.4.2. Folin-Ciocalteu Assay

The phenolic compounds were assayed by the spectrophotometric Folin-Ciocalteu
assay, within the wavelength range 750~765 nm [4()]. The soy samples were treated to obtain
the hydrophobic components. They were extracted twice for 2 h at 90 °C under stirring
(magnetic stirrer, Ika Labortetechnik™, Staufen, Germany) with water:ethanol and then
methanol:hydrochloric acid mixtures at 50:50 by volume. All resulting samples were then
dried in a vacuum oven (Oven Memmertm, Schwabach, Germany) to obtain a dry matter
reference which was weighed and then diluted back in water to obtain a final absorbance
ranging between 0.5 and 1. The treatment water samples were centrifugated for 10 min
at 10,000 RPM (Centrifuge Rotanta 460R™, Hetticho, Berlin, Germany) prior to assays. A
standard curve was worked out using gallic acid (Sigma, 842649) at concentrations starting
from 0 up to 250 ug/mL. For the measurements, 1000 uL of Folin-Ciocalteu reagent 1/10
(Supelcoo, 109,001, Saint-Quentin-Fallavier, France) was added to 200 pL of either diluted
soy matter extracts, water samples or standards. Each mixture was subsequently vortexed
and then left to stand for 5 min away from light at room temperature, before adding 800 uL
of Na,CO5 (75 g/L; Supelcoo, 106,392, Saint-Quentin-Fallavier, France). All mixtures were
shaken before being left to stand for 90 min away from light and at room temperature.
Then, they were read at 760 nm with a spectrophotometer (Jenway™ 6305, Stone London,
UK). The negative control did not contain phenolic compounds and was used as a 0 ug/mL
sample to generate the standard curve.

2.5. Granulometric Testing Preparation

To assess the dependence of the IF removal process on the beans granulometric
factor, dehulled beans were pounded in a cutter (Stephan, ProEx™, Hameln, Germany)
to generate different particle sizes. The particles were sieved on a RETSCH™ (Eragny,
France) AS200 sieve and subsequently weighed, before being separated into two batches
which were washed for 5 min at 25 °C under magnetic or orbital table stirring at 200 RPM.
The washing step in ultrapure water was performed at small scale in Erlen Meyer vials.
The samples were kept frozen at —18 °C until they were required for further analysis.

2.6. Treatment Water Analysis and Processing
2.6.1. Quality Characterisation

Water samples were collected after the drenching-and-washing pilot process for IF
analysis. Other parameters, namely dry matter, suspended matter (glass fiber membranes
AP 40, Millipore, France)—according to NF EN 872—and turbidity (turbidimeter TL2360
Hach, Diisseldorf, Germany)—according to NF EN ISO 7027-1—were also measured. Parti-
cle size distributions were evaluated using laser diffraction (Cilas PSA 1190L Anton Paar™,
Orleans, France) according to NF ISO 13320-1, with or without ultrasonic treatments.

26.2. Cleaning

Several tests were performed to elaborate the best operative protocol. First, samples of
200 mL each were subjected to centrifugation at 3000, 6000 and 9000 g for 1 min at 20 °C
using a lab centrifuge (Hettich™, Tuttlingen, Germany). Based on the results obtained
with the spin tests, 3.4 L of this water was centrifuged at 3000 g for 1 min, for solid-liquid
separation, in order to maintain a material balance between the suspended matter and the
polyphenols, among which are the IFs.
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Another cleaning operation was then tested on 1 m”® of the same water batch involving
a 10-inch-high cartridge filter (PRECart PP 2, 499A110W0715F, PALL, New York, NY, USA)
with a filtration area and a cutting of 0.5 m* and 1 um, respectively. The pressure was fixed
at a maximum of 5 bars, and the initial flow rate was set up at 300 kg,.r"h,-"mz. Cartridges
were used ina BECO INTEGRA CART 1 carter (EATOMN Eegmwm Product Line, Paris,
France). The samples were characterized before and after the filtration operation.

2.6.3. Isoflavones Trapping and Recovery

Previous studies already showed the ability of synthetic resins to fix IFs [41]. Therefore,
after cleaning of the pilot treatment water by PRECart PP 2 cartridge filtration, specific
adsorption resins were tested for IF trapping and for water recycling.

As a pre-selection step, a jar test was performed, wherein 100 mL of water was exposed
to 20 mg of resin under stirring for 2 h, before IFs were assayed. Ten different materials
were tested to allow a preliminary selection: Lewatit® VPOC-1064 (Lanxess, Cologne,
Germany), AD3008 (Jacobi, Paris, France), PADSD (Jacobi, Paris, France), PAD950 (Jacobi,
Paris, France), SEPLITE LXA838 (Sun Resin, Shaanxi, China), SEPLITE LXA%4 (Sun Resin,
Shaanxi, China), Relite EXA %) (Resindion, Binasco, Italy) and Optipore™ SD-2, Amberlite™
XADVHF, Amberlite™ FPX66, the last three supplied by Dupont™ (Paris, France).

The bwo most promising resins were selected for open circuit column tests to deter-
mine the maximum volume of water that can be treated by the resin before performance
loss (that is, the achievement of saturation), and to define the IFs" recovery conditions. For
this final selection, 212 mL of the pre-selected resin was pre-wetted, then inserted into a
3 cm diameter column and gradually saturated with 4.2 L of water, representing 20 times
the bed volume of the resin. Five samples were collected, each after passing 850 mL of
filtrate through the column. The desorption function was checked using either deminer-
alized water or ethanol, or mixtures of both in different volume proportions: 70:30, 50:50
and 30:70.

2.7. Stahistical Treatments

For the laboratory scale testing, a Tagushi experimental design was chosen, as it
allowed the evaluation of numerous variables with relatively few runs [34,35]. The statis-
tical analyses relied on the measurement of signal-to-noise ratios with XL5TAT software
(Addinsoft_2020; XLSTAT, Paris, France).

For pilot-scale experiments, each concentration corresponds to a mean value, and its
standard deviation is derived from at least triplicate measurements. The significance was
obtained by assessing the v value according to a non-parametric Mann-Whitney test.

3. Results
3.1. Laboratory Scale

The results of the statistical analysis at laboratory scale can be found in Figure 51 in the
Supplementary Materials, which exposes the five factors tested, and their values. It can be
seen that only two factors, the temperature and the matrix form, seem to influence mainly
the IF removal rate. As for the matter-water volume ratio, contact time and stirring speed,
their variations did not result in significant differences in the IF removal rate (p > 0.05). The
latter appears to be optimal at room temperature and for the smallest particles. With regard
to the effect of the nature of soy matter, the data indicate that pounded dehulled beans give
the best IF removal result, followed by soy cake (formed from crushed beans) and finally
dehulled beans. However, the first two were not retained, because firstly, pounding was
not seen as a manageable solution at pilot or industrial scale, and secondly, the treatment
water in the case of soy cake was highly turbid, indicating that a large quantity of soluble
matter had leaked into it.

As shown in Figure 1A, at laboratory scale, the mean IF removal from raw soybeans
was 14.7 £ 5.23%, while it was 42.5 £ 7.56% for dehulled beans. This effect was obtained
regardless of the other experimental conditions, in line with the statistical Taguchi analysis
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(Figure S1), from which the type of soy matter was identified as one main influencing factor.
Indeed, it was not possible to significantly reduce IF content in whole soybeans, while
up to 60% of the initial GEN could be removed by working on dehulled beans at room
temperature for 10 min. It appeared that the beans’ envelope could limit extraction of IFs.
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Figure 1. Results of isoflavone removal at laboratory and pilot scales. (A) Laboratory-scale average
isoflavone removal from raw and dehulled soybeans. (B) Pilot-scale mean isoflavone removal
from dehulled beans, with and without drenching before washing. (C) Pilot-scale mean isoflavone
removal after application of the improved process on three pilot trials. Percentages correspond
to the isoflavone reductions. Error bars are SEM. Significant differences for a risk « of 5% (*)
and 1% (**) are also indicated. (D) Full improved pilot process overview with input and output
matter characteristics.

3.2. Pilot Scale

As established by the laboratory investigation, the following were retained for pilot-
scale operations: dehulled soybeans as a starting material, and room temperature, since
no heating was required. The matter:water volume ratio had to be fixed at 1:4 due to a
technical limitation leading to deficient homogenization for the least-diluted mixtures,
knowing that the 1:5 case did not bring any improvement. The water/soy contact time was
also fixed at 10 min, since 5 min was not sufficient to obtain the expected results. As for the
stirring speed, it had to comply with technical constraints.

Besides, during the first transposition of the trial to pilot scale, the washing water
was turbid due to dust generated by the dehulling step, and the IF elimination efficiency
was less than expected based on laboratory tests. This is the reason that a drenching step
was added before washing. Furthermore, the dehulling process was shown to generate
heterogenous particle sizes. To check the influence of the particle size on the IF removal
efficiency, a comprehensive analysis was performed.

Additionally, it should be noted here that drying is a mandatory step in the production
of soy-based matter when water pre-treatment is applied, and consequently, it is crucial to
restrict the corresponding allotted time as much as possible. Soy-based materials cannot be
extruded or sold to a food manufacturer if their moisture levels are higher than 12%.

3.2.1. Effect of Drenching

Figure 1B shows the difference between IF removal rates from dehulled beans that
were either drenched or not, prior to washing. Indeed, the soy lost almost twice as
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many IFs (40.1 & 7.23 mg/L instead of 25.8 £ 2.54 mg/L) if submitted to the additional
step. The differences were significant for total IFs, GEN and DAI at 0.5%, 0.1% and
0.05%, respectively.

Figure 1C shows the result of the pilot trial performed three times. It can be seen that
IFs were successfully reduced by 52.9, 44.1 and 49.4% (mean 48.8 + 4.43%), respectively.
The efficiency was better for DAL The differences in IF removal between the three pilot
batches are non-significant, thus validating the process of IF removal at pilot scale.

3.2.2. Effect of Granulometry

The industrial process of dehulling generated different types of particles. Their sort-
ing by size gave the following proportions in number: 11.53 + 1.09% whole beans and
88.47 + 1.16% half-beans. When the proportion was given by mass, whole beans repre-
sented 14.35 & 2.50%, dehulled beans 72.25 £ 3.44%, seed fragments 13.32 £ 4.92% and
envelope residues 0.09%. The morphological analysis of the particle sizes generated by de-
hulling showed solid densities of 1.2-1.4 and 1.2-1.8 whether pounded or not, respectively.
It was highest for the fractions 1-2.24 mm and 0.5-1 mm for pounded and unpounded
beans, respectively. The details of the particle size sorting are given in Figure 2, witha 2D
photograph for each fraction. It can be seen that the particles have an ellipsoidal shape
which is more pronounced as the size decreases. Pounding made the particles’ shapes more
irregular. The particle sizes generated have dimensions either over 4 mm, between 4 and
2.24 mm, or between 2.24 and 0.5 mm. The 4-6.23 mm fraction corresponds to the most
represented mass, i.e., 94% of the total mass of particles recovered on the sieves.

4623 mm

22 -4 mm 1-22mm 0.5 -1 mm 0.3 - 0.5mm

Figure 2. Granulometry of the fractions obtained by sieve analysis on dehulled beans with
2D photographs.

With regard to the impacts of granulometry on the process, the following correlations
were observed. The washing effectiveness on deflavonoidisation was slightly better with
magnetic than orbital stirring, but the difference was only significant with the smallest
particle sizes. The IF content decrease between raw and washed matter was significant,
regardless of the particle size. It was also noted that the smaller the particle size, the more
efficient the deflavonoidisation, independent of the hydration of the samples, since the
values were calculated according to the dry matter (see Figure S2 in the Supplementary
Materials). However, in return, the drenching waters were all the more contaminated by
solids, the smaller the particle size. This indicates a loss of water-soluble substances that
are also present in soybeans, i.e., proteins, sugars, fibres, etc.

3.2.3. Drying of Treated Dehulled Soybeans

The required drying time ranged from 1 to 2.5 h, depending on the technique tested
and the operating conditions. Thick bed-drying was more effective than lick-drying. The
main results obtained on the thick bed are gathered in Figure 3, and also in Figure S5 in the
Supplementary Materials. In this case, the mandatory 12% moisture could be achieved in
about 1 h. Drenching and washing caused swelling of the dehulled beans by water which
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was then reabsorbed (shrinkage) upon drying, causing the pile volume to decrease sharply
(Figure 3B).
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Figure 3. (A) Water and mass evolubions during the thick bed-drying process. (B) Evolution of the
bed height during drving. Operating conditions: air temperature 55 °C; air velodty 1.5 m/s; initial
water activity (Wini) 65.0% and final water activity (WHn) 8.3%.

3.2.4. Nutritional Quality

A sketch of the improved processing steps for IF removal at pilot scale is presented on
Figure 1D. It can be seen that the protein, oil and water contents of dehulled beans were
equivalent before and after being subject to the whole treatment. The protein content went
from 40 to 39%. The oil proportion increased from 16-20% to 18-24% (with inter-batch
variation), most probably because the removal of the envelope essentially reduced the
seeds’ carbohydrate content [42]. Additionally, the targeted water content of 12% was
successfully achieved after the drying process, as described above.

In short, the whole process, including drenching and washing dehulled beans with
water (20 °C, 10 min, 1:4 matter:water volume ratio and 200 RPM) and then drying them
for 1 hour, from now on referred to as the improved process, succeeded in maintain-
ing an important part of the nutritional quality of sovbeans, especially the protein and
lipid contents.

3.3. Comparison of ELISA and Folin—Ciocalteu Method

Figure 4A represents the correlation between IF concentrations obtained from soy-
bean extracts by ELISA and the phenolic compound concentrations measured by the
Folin—Ciocalteu method. It can be seen that the data points are completely dispersed, with-
out any apparent correlation. In fact, it is impossible to quantify the reduction of IFs in soy
matter using the Folin—Ciocalteu method. On the contrary, in Figure 4B, which represents
the ELISA results plotted against the Folin—Ciocalteu data obtained from treatment water
samples, the correlation is strong (R = 0.995). Interestingly, and confirming this result, the
correlation between the decrease rate of the total IFs in dehulled beans determined by the
ELISA and the polyphencol content in treatment water determined by the Folin—Ciocalteu
method is significant, as shown in Figure 4C. Additionally, it is noted that using magnetic
stirring, the R correlation coefficient is 0.946, while as mentioned previously, data obtained
using orbital stirring are inconsistent.
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Figure 4. Comparisons between the ELISA and the Folin—Ciocalteu methods for isoflavone content
determination: (A} in soybeans, a lack of correlation; (B) in water, the presence of correlation;
(C) between IF removal from sovbeans (ELISA) and polyphenols in water (Folin—Ciocalten), the
presence of correlation. Error bars are SEM.

3.4. Treatment-Water Analysis

The mixture made of the drenching and washing waters of dehulled beans contained
2158 mg/ L of suspended matter with a turbidity of 4195 FNU (Formazin Nephelometric
Unit). Laser diffraction analysis highlighted particle sizes ranging from 0.1 um to 300 pm
[dyg: 6.35 £ 240 pmy; dgy: 106 £ 891 pm; dgg: 192 £ 241 pm; dgyg,e 400 £ 71 pm],
considering that the few large particles present masked the smallest ones, and most ag-
glomerates were dissociable under mechanical stress. The results of the first centrifugations
(200 mL samples) are presented in Figure 53 in the Supplementary Materials. The different
suspended matter concentrations obtained at different speeds ranged from 309 mg /L to
217 mg/L in the supernatant. Therefore, the centrifugation step allowed the clarification of
the aqueous phase. The pellets obtained after the second centrifugation (3.4 L sample) had
a volume of 60 mL. The pellets contained soybean fragments, and therefore proteins and
other insoluble soy particles. The percentage of IFs in the dried extract was found to be
13.02 £ 2.27%.

The quality of the drenching and washing water mixture was significantly improved
by membrane filtration on a PRECart PP 2 cartridge. This test was performed on raw water
without centrifugation pre-treatment. The initial suspended matter concentration was
2158 mg /L and was reduced by a factor of 100 to reach a residual value of 21 + 11 mg/L
after cartridge filtration. Considering the water sample tested, the cartridge filtration, for
which the maximum pressure was set on 5 bars, started at a flow rate of 300 kg/h. The
filtration flow was decreased progressively to 18 kg/h after 33 min. The amount of water
that was filtrated during this period was 22.22 kg. Two filtrates were collected, one (filtrate
1) before pressure stabilization at 5 bars and the other (filtrate 2) when the pressure was
kept at its maximum (Figure 54A in Supplementary Materials). The flow was maintained at
a constant level of 300 kg/h for 6 min. A mass balance based on measurements performed
before and after filtration was carried out for [F concentrations. The data seen in Figure S4B
show that 83.33% of all IFs were trapped on the cartridge filter, representing 83.42% for
DAI and 82.56% for GEN, specifically. In total, the 22.22 [ of treatment water left 45.8 mg
of IFs on the cartridge. In parallel, the suspended matter was reduced from 2158 mg /L to
25 mg/L, leaving a mass of 47,300 mg of solids on the filter. Considering these figures, the
cartridge extract contained only (.01% of all IFs.

3.5. Isoflavones Recovery

The pre-selection results, as described in Section 2.6.3, highlighted evidence of polyphe-
nol retentions ranging from 30% for acrylic resins to 40-60% for conventional styrenic resins,
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the performance depending on the pores’” volumes, diameters, and specific surface areas,
as shown in Figure 56 in the Supplementary Materials. Remarkable performances were
obtained with functionalized resins recently developed by DUPONT™ and SUN RESIN™,
with polyphenol reductions over 95%. The various resins tested were all effective in trap-
ping IFs; some of them, such as VPOUC resins 1064, Relite EXA 90 and Optipore SD-2,
made it possible to lower the water’s residual IF content below the ELISA’s limits of quan-
tification. They correspond to resins with pore diameters between 5 and 10 nm and a
styrene-divinylbenzene (DVB) base. Unlike the first two references mentioned, the Opti-
pore 5D-2 resin also fixed almost all polyphenols, probably because of its functionalization
with an amine group.

Consequently, the choice of the resin to be tested at pilot scale went naturally towards
the one most effective for trapping organic compounds present in water, which was Ophi-
pore resin SD-2. However, it was likely that the adsorbed compounds would be difficult
to desorb due to its functionalization. Thus, a second resin had to be selected im order
to satisfy to both the most effective trapping and an adequate desorption. The candidate
resin which appeared to fulfil these two constraints simultaneously was Amberlite® FPX
66, [t is a non-grafted resin of the same base (styrene-DVE), from the same supplier, which
ended up being very effective in trapping IFs (98.7%), even if it trapped only 50% of the
total polyphenaols.

All polyphenols were recovered from Amberlite® FPX 66 resin by a 5050 water:ethanol
mixture, whereas even with 100% ethanol, only 40% were recovered from the Dptipnrem
5D-2 resin. Concerning the total IFs, the trend is the same and it can be noted that GEN
was less readily eluted than DAL as shown in Figure 5B. A 70:30 water:ethanol mixture did
not have sufficient eluting strength in both cases, and a minimum of 50% and 100% alcohol
was required for Amberlite® FPX-66 and DFﬁFﬂl‘En1 SD-2 resins, respectively.

e o weaflavozes
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Figure 5. Isoflavones adsorption (A) and desorption (B) from Amberlite FI'X 66% resin. The
curves (A) represent progressive isoflavones leaking from the resin. * w and e refer to water and
ethanol, respectively.

Tests on Opﬁpnre“d SD-2 resin showed that the polyphenol content of the first filtrate
was low (4 mg/L), which confirms the IF-trapping yields obtained in the jar test. The
exhaustion of the resin was gradual and only partial, since after filtration of 32 times
the bed volume, the suspended matter was only 17 mg /L, which corresponds to a 62%
reduction in total polyphenols. The DptipnreTM 5D-2 resin fixed 223 mg of polyphenols,
i.e., a fixing capacity of 1.05 mg/ g, without reaching its maximum saturation capacity. For
the IFs (44% GEN, 56% DAI), a quantity of 5.73 mg (i.e., 0.027 mg/g) was hixed without
reaching saturation.
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Regarding the Amberlite® FPX66 resin, during the filtration of 20 bed volumes, the
polyvphenol content fluctuated between 20 and 25 mg/L, and the reduction yields for
polyphenols ranged bebween 44 and 56%, in line with the results of the jar test. In total, the
Amberlite® FPX 66 resin fixed 112 mg of polyphenol, i.e., a fixing capacity twice as low
(052 mg/g) as Dptipﬂ'lfm 5D-2 resin, without reaching its maximum saturation capacity.
For IFs, the assay results showed that the Amberlite® FPX 66 resin was less selective,
since resin exhaustion appeared after passage of, at most, 16 bed volumes for DAI and
GEN. The maximum saturation capacity of the Amberlite® FPX 66 resin was therefore
reached for IFs at 2.865 mg (i.e., .01 mg/g), which represented 73% of remaining IFs in the
treatrment water.

4, Discussion
4.1. Isoflavone Remooal from Soybeans

Previous experiments have shown that a 60 min precooking of pounded dehulled
soybeans at 90 °C successfully removed 54.32 £ 12.35% of the initial IFs [27]. The present
process succeeded in proving that a treatment of only 10 min at 20 *C was sufficient, after
drenching, to reach similar IF removal rates (48.8 + 4.43%) from dehulled soybeans.

The drenching step of dehulled beans was added at pilot scale for cleaning the seeds
before deflavonoidisation, as the dehulling and light grinding favoured the appearance
of a superficial layer of fat, which trapped a large part of the dust and flour. The latter
two, containing IFs, had to be eliminated before washing in order to improve the contact
between water and the matrix surface, helping to achieve a better deflavonoidisation.
Indeed, both GEN and DAI are mainly present in a glycosidic conjugated water-soluble
form (logP < 1) in soybean seeds [43]. This finding was confirmed by IFs" assay in water.
Drenching helped maintain a good concentration gradient between dehulled beans and
water, and improved the effectiveness of IF leaching.

Surprisingly, IF removal was better at 20 °C than at higher temperatures. This could be
partly explained by the significant decrease in soybean solid content when the temperature
rises from 30 to 40 °C [44]. The hypothesis is that proteins and carbohydrate leakage could
prevent IF removal. Another explanation may be that cooking at high temperatures could
precipitate the most external proteins of the dehulled beans. Such precipitation could
reduce the IFs’ transfer to water. This has not been reported in the literature beforehand,
thus additional experiments are needed to help understand this result.

4.2, Influence of Granulometry

The goal of these measurements was to show the influence of the seeds,/ the water
exchange surface on [Fs" extraction from dehulled beans. Indeed, the data indicate that
the smaller the particle size, the larger the specific exchange surface and the greater the
IF removal. However, this was true only for the magnetic stirring case. The difference
observed between the bwo mixing techniques on the efficiency of IF removal could be
explained by considering that the orbital shaking at 200 RPM was not able to ensure good
contact between water and soy matter. Indeed, it is the orbital shaking that generated
matter areas that remained dry in the testing bottle. Consequently, the IF measurements
were not consistent when compared to those obtained using magnetic stirring.

However, this better IF removal from smaller particles was counterbalanced by a
higher leakage of nutritive elements into the water (high turbidity with the smallest parki-
cles). Therefore, dehulled beans were considered a better starting material.

4.3. Comparison of ELISA and Folin—Ciocalten Methods

As already mentioned, comparing the ELISA and the Folin—Ciocalteu assay makes
sense given the time involved, including the extraction steps, in each case. Thus, after
sample collection, the latter technique gives a result in a few hours, while the ELISA
requires at least three whole days and one night.
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The results of the correlation study showed that the Folin-Ciocalteu method was not
able to assess the reduction of IFs in soy matter. The reason is undoubtedly linked to the
presence of many insoluble polyphenols in soy products, and to the fact that the amount
of water fixed on the material changes with the particle size (more water fixed on the
smaller particles). The main discrepancy observed between the two methods is based on
differences in their specificity. Indeed, the ELISA used in this study targets specifically
GEN or DAI [38,39] and the extraction process triggers the water-soluble fraction, whereas
the Folin-Ciocalteu method recognizes all polyphenols based on the chemical reaction
of phenol rings with the assay reagents. The extraction performed prior to the analysis
also includes non-water-soluble compounds. However, soybeans contain many phenolic
compounds, some of which are soluble in water, some of which are not. Indeed, insoluble
tannins, saponins, and also proteins, amino-acids, sugars and vitamins, among other food
components, were reported to be detected with a Folin-Ciocalteu assay [45]. Thus, it was
not really surprising to observe strong discrepancies between the two assay techniques.

On the contrary, the very good correlation between the ELISA and Folin~Ciocalteu
results on water analysis was crucial, as it confirmed that the Folin-Ciocalteu method, by
measuring water-soluble phenolic compounds, allowed an indirect evaluation of the total IF
content in the treatment water samples. As the IF content in these waters is correlated with
that in the corresponding treated soybeans, the Folin-Ciocalteu method seems adequate to
simply and quickly evaluate the effectiveness of the IF reduction process.

Interestingly, and confirming this result, the correlation between the reduced con-
centration of IFs in dehulled beans found by ELISA and the amounts of polyphenols in
treatment waters determined by the Folin-Ciocalteu assays was significant. A plausible
explanation could be that after centrifugation, the water only contains soluble polyphenols,
and so potential interference is reduced. Consequently, the Folin-Ciocalteu method could
be advantageously used to quickly compare the efficiency of water treatments of different
processes designed for IF removal.

It is important to acknowledge here that there is also a sensitivity difference between
the two methods. The ELISA’s sensitivity is 1 ng per well, and the detection limit is 0.48 ng
per well. The 50% competition points vary from 8 to 50 ng/mL, depending on the assays.
The Folin-Ciocalteu standard curve linearity lies between 35 and 250 ug/mL of gallic acid.
The detection limit is 0.863 pg/mL, and the sensitivity is 0.0073 OD/ug/mL. These data
are given in equivalent gallic acid.

4.4. Isoflavones Collection

The resin open-circuit column test with Amberlite® FPX66 allowed the trapping of
almost 80% of the remaining IFs in pre-filtered treatment water. However, considering the
number of IFs that could be present in general in treatment waters, the fixation capacity of
the resin might not be sufficient alone.

Luckily, IFs and other flavonoids are known to adsorb to proteins in their native or
glycosidic forms [46]. Therefore, it was not surprising to find them in the pellets after
centrifugation. The percentages of IFs in the dried extract (13.02 £ 2.27%) rank within
currently commercialized IF extracts that can be found on the pharmaceutical market (2,
10, 20 or 40%). The recovery of dried IF extracts still needs to be tested at an industrial
scale, as it can represent a significant quantity. This was not the case for the extract
obtained by cartridge filtration, as it contained only 0.01% of IFs. The difference between
the two separation techniques (centrifugation and cartridge filtration) comes from their
respective cutting rates. With cutting at 1 um diameter, the filtration cartridge retained more
matter than the centrifugation step. In addition, the affinity of the IFs for the PRECart PP
2 cartridge may be low, favouring the water solubility of the glycosylated IFs.

Thus, to obtain the richest possible IF extract, it might be advantageous to combine
the pellets produced by the centrifugation with the IFs recovered from the resin treatment
of the supernatant. This alternative route should potentially lead to full recovery of IFs
from treatment water.
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4.5, Safety Limits for Isoflovones

The US National Toxicology Program demonstrated in two multigenerational repro-
ductive and carcinogenesis studies that exposure to GEN caused mammary and pituitary
gland fumours in female rats, and reproductive impairments in both sexes [31,32]. The
efficient daily dietary exposure was 35 mg/kg body weight, thereby defining the prelimi-
nary toxic levels in animals. It has been admitted in classical toxicology that in order to
translate a minimal toxic dose of a substance from animals to humans, it has to be divided
by the product of various safety factors that range from 1 to 10 [47=19]. In the case of
GEN, three safety factors must be considered. The first is a factor of extrapolation from a
LOAEL (lowest observable adverse effect level, which is available for GEN) to MOAEL (no
observable adverse effect level). The second is a factor of extrapolation between animals
and humans. The third is a factor counting for sensitivity differences among humans. If the
commonly admitted values are applied, this brings out a total of 300, even if 184 could be
safe enough, as argued by Kodell & Gaylor [45]. Regarding soybeans, the NTT assessed
only GEN toxicity, thus the question regarding other estrogenic IFs remains unanswered.
Because soybean also contains DAIT that can be metabolised into a more potent estrogen,
ie., equal [50], it would be safer, in the authors opinion, to consider the toxicity of total IFs.
Since no data are available on DAI toxicity, it seems adequate to apply the highest safety
factor to total IF measurements, i.e., 300. Such a decision will bring the IF limit for an adult
weighing 60 kg to 20 mg/day, and for a 20 kg child to 6.7 mg/day.

In previous works, multiple soy-based foods from France were analysed for their
GEN and DAI contents [25,26]. Several of them, including roasted sovbeans, soy milk,
soy galettes, and soy cheese or tofu, could bring up to 50 mg or more per portion. Such
amounts clearly justify the work presented here. In this study, we managed to reduce
dehulled beans’ IF levels from 90-100 mg /100 g to 40-52 mg /100 g. Dehulled beans are
usually texturized in soy proteins. [f it is assumed that texturization does not change the
IF content of textured proteins, the latter could be further treated to achieve acceptable IF
levels in final foodstuffs, if required. Luckily, this is starting to be the case in France, and at
an industrial scale. Repeated water rinsing of textured soy proteins instead of soybeans can
reduce their IF content by up to 90%. One plausible explanation for this high IF removal
efficiency could be the protein conformational and molecular changes that occur during
texturization, as the protein water absorption has been found to increase with denaturation,
due to the formation of a protein matrix that is stabilized by hydrophobic interactions [51].
This water treatment of textured proteins was a preliminary result obtained during the im-
plementation of a new induskrial recipe, but it failed to reach the RefD. The implementation
of drenching and washing of dehulled beans, on the one hand, and rinsing of textured pro-
teins, on the other, would give rise to highly safe soy-based food that may be eaten without
any restriction.

5. Conclusions

The present work reports mainly on the study of pilot processes tested to remove IFs
from soybeans intended for the preparation of processed foods. The entirely developed
process was found to be not only effective in reducing the IFs in soy without decreasing
its nutritional benefits, but also water and energy efficient. Indeed, it mainly involves
water rinsing and drenching of dehulled beans at room temperature. In addition, as
the water used for these treatments should be cleaned up, it was shown that collecting
IF-enriched extracts for pharmaceutical applications through cost-effective and easy-to-
implement techniques is possible. The results obtained should contribute to the evolution
of regulations on the toxicological values of estrogenic IFs. Consumers will thus benefit
from the best nutritional values of soy without the potential undesirable effects. However,
to fully reach this aim, the improved process developed here must be further tested in
association with other water treatment steps on textured soy proteins. All these results
remain ko be validated at industrial scale.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ fwww.mdpi.com/article/10.3390/ foods12071540/51. The following supporting information are
openly available in supplementary material. Figure S1. Results obtained on tests performed at
laboratory scale following the Tagushi L25 experimental design. Figure S2. Test of isoflavone removal
by water washing. Figure S3. Water-cleaning operation by centrifugation. Figure S4. Effect of the
cartridge filtration on isoflavones’ quantity in treatment water. Figure S5. Characterisation of the
thick bed-drying process. Figure S6. Isoflavone measurements in water samples incubated for two
hours with different resin types.
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IV.2.2. Impact des traitements traditionnels et domestiques sur les taux
d’TFs des aliments et conséquences sur 'estimation de I'exposition aux
[Fs en Asie : article correspondant a la référence [223]

L’étude, publiée sous le titre Traditional and Domestic Cooking Dramatically Reduce
Estrogenis Isoflavones in Soy Foods [223], concerne limpact des méthodes de
préparation traditionnelles sur les teneurs en IFs des aliments & base de soja. Les
données obtenues ont été examinées en rapport avec celles d’aliments industriels
équivalents, disponibles en France. Les travaux ont porté sur trois spécialités : le miso,
le tempeh (fermentés) et le tofu (non fermenté). En paralléle, 'impact de ringages
domestiques sur les teneurs en IFs d’aliments a base de soja non traditionnels (lait de
soja et PST) « faits maison » a été étudié. Enfin, les effets du ringage sur les teneurs en
[Fs d’aliments a base de soja du commerce ont été évalués.
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[

Abstrack Sovbean is a pulse which has considerable nutritional value due to its high protein, fibers
and polyunsaturated fatty acid (PUFA) contents. It also contains phytoestrogenic compounds that
definitely hinder its recommendation for general consumption. Contrary to ancient times, when
soybeans were boiled, modern commercial soy foods can contain up to 150 mg/100g of estrogenic
isoflavones. Interestingly, current estimations of isoflavone intake in the literature do not distinguish
between the origins of soy food, e, whether it is homemade or commercial. As a result, the
isoflavone exposure in Asian countries may well be overestimated. This study aims to demonstrate,
based on step-by-step monitoring of isoflavones, that traditional and domestic treatments, leveraging
isoflavones water-solubility, can indeed significantly reduce their content in soy foods. Indeed, when
compared to commercial foods, the isoflavone content was found to be 20, 2.6, 4.5 and 9.8 times lower
in “homemade” soy juice, tofu, tempeh and miso, respectively. Additionally, water soaking was
found to reduce the isoflavones levels in sov-textured proteins by more than 70%. Hence, this simple
process has the potential to help drastically reduce overall xenoestrogens exposure. This study could
serve as a basis for establishing the isoflavones Reference Dose and issuing food safety guidelines.

Keywords: soy food; phytoestrogens; genistein; daidzein; cooking practices; water treatments; human
exposure; health

1. Introduction

Soybean (Glycine max (L.) Merr.) is recognized as the foodstuff with the highest
concentration of isoflavones ([Fs), which exhibit estrogenic activities. Compared to other
xenoestrogens, IFs bear the closest resemblance to estradiol and are highly concentrated
in food sources [1,2]. The effects of IFs can vary from beneficial to adverse, contingent
on the physiological status of the consumer and the ingested quantity [3]. In 2008, the
Mational Toxicology Program (NTT) of the USA classified genistein (GEN), the primary
soy-isoflavone, as reprotoxic and carcinotoxic in rats at a dosage of 35 mg/kg/day [4.5].
Given the absence of a reliable NOAEL {(No Observable Adverse Effect Level), Food Safety
Agencies should propose a common Reference Diose for the estrogenic IFs that should
not be exceeded. This limit should also consider the actual exposure in Asian countries.
Estimating this exposure necessitates reliable measurements in foodstuffs, an issue this
study aims to address.

Due to potential adverse effects in certain population categories, it may be beneficial to
reduce the levels of estrogenic IFs in the diet intended for the general population, reserving
IFs for specific applications and circumstances. This cautionary approach is often disputed,
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with arguments that sov is traditional in Asia and that no adverse effects, or even beneficial
ones, have been reported in the past [6]. However, does high soy consumption necessarily
equate ko high IFs exposure?

A close examination of soy’s history in China reveals that written testimonies were
frequently lost and reconstructed over the centuries, making it challenging to trace. The first
reliable reports date from the Han dynasty (206-BCE to 220 CE). They described agricultural
practices that could be dated back 2000 years before reporting, making it difficult to
distinguish factual information from myths [7]. Although soy has been cultivated for ages,
the destruction of written sources prevents the confirmation of a time period for sovbean’s
use as a foodstuff. For instance, it was primarily used as a green manure before the Han
dynasty, when the major crops cultivated were millet, wheat, rice, hemp, mung beans, and
sesame [&]. In fact, soybean can be cultivated even in low-quality soils due to its abiliby to fix
nitrogen in soils, enhancing subsequent cultures. As such, it was used for over 1000 yvears in
quite complex crop rotations [9]. 5oy was easily stored for up to three years, since it contains
many antinutritional factors which reduced pest (rodents or birds) attacks in the fields or
during seed storage. Initially, it was mainly used to feed animals and was considered a
starvation and war crop around 100 BCE [7,10]. It was not highly appreciated due to its
pnnr taste and the flatulencies and the stomach pains it induced. The most effective method
to improve sovbeans” digestibility at that ime was to boil them. Early fermented soy
foods were seemingly reported in 1200 BCE in Korea. Soy was then considered a potential
food for human beings [9]. In China, according to Baralbar-therg and Deutsh [7], shi
(fermented soybeans) was found in Han tombs dated from 200 to 150 BCE. Fermentation,
which allowed better conservation and enhanced taste, required the use of clean and sterile
beans before the development of specific molds, implying water boiling [%]. Soy curd like
tofu seemed to appear during the late Han dynasty. Again, the traditional recipes included
several cleanings and rinses as well as prolonged water boiling [11].

Such treatments applied to beans or dehulled beans have been reported to vield the
inactivation of antinutritional factors and the removal of estrogenic IFs while preserving
proteins [12], fibers, and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) among w3 and w6 fami-
lies [13]. In contrast, modern industrial processes primarily involve physical constraint
treatments such as pressing and extrusion, which may lead to some concentration of IFs.
Therefore, when dietary reports in the literature suggest that Asian populations are ex-
posed to high levels of IFs, based solely on high soy food consumption, this appears to be a
questionable assumption if the food origin is not specified.

Additionally, when data associating estimated IFs intakes and IFs in body fluids are
gathered, a discrepancy emerges between Western and Asian populations. The same esti-
mated exposure leads to 1 to 1.5 uM in Western people’ blood, while it is about 0.2 to 0.3 uM
for Asians. This was previously questioned by Vergne et al, in [14], when the pharma-
cokinetics of GEN and Daidzein (DAI) were assessed concurrently in French and Chinese
students. The study revealed only a small difference in the Cyy of DAT during chronic
soybean challenge and it was hypothesized that, in Asian students, the gut flora may
negatively influence the IFs bioavailability. However, this finding alone could not explain
the significant difference observed in Asians and Westerners’ body fluids concentrations of
IFs. Thus, the hypothesis of a misestimation of IFs intakes remained.

This study was designed to address this issue. Its objective is to demonsirate that
traditional recipes, and by extension the domestic ones inspired by them, reduce significantly
IFs levels in Asian soy foodstuffs. Hence, GEN and DA concentrations were measured on
soy foods prepared under domestic conditions by ELISA. As the exact step for potential IFs
removal was unknown, the processes were analyzed step by step to determine their impacts on
the concentration of these biwo major estrogenic [Fs. The results should indicate that fraditional
exposure to [Fs in Asia is not as high as suggested by recent data [15,16] which established the
IFs exposure at a median of 13.5 mg/day in China and at 21.4 mg/day in Japan.

The foodstuffs selected were tempeh and miso for fermented food and sov juice and
tofu for unfermented food, these being among the most common traditional dishes. Soy
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textured proteins were also treated under domestic conditions since they can be used by
Western consumers. A comparison was then made with commercial industrial equivalent
products analyzed here and in a previous study by the same assay technique. The health
effects of estrogenic IFs are then discussed as well as the most probable consequences of
this finding on the estimation of Asians’ IFs exposure.

2. Materials and Methods
2.1, Materials

All soy matters, i.e,, whole and dehulled soybeans and textured soy proteins, were
supplied by the organic producer of soy proteins EiDPI‘ESSm,."'EEIkEm'm {Tonneins, France).
Raw matters were acquired from a local organic farmers’ union: Bioprogress (Fources, Gers,
France), which follows Demeter specifications. The soybeans farms were located in the Lot
et Garonne and Gers departments. Both whole and dehulled sovbeans were obtained from
the ISIDOR cultivar, but from two different storage silos. Dehulled sovbeans were sifted
before use to remove soybean dust. Textured soy proteins were sorted in four different
particle-size groups: large (12-20 mm), medium (812 mm)}, fine (58 mm) and extra-fine
(2.5-5 mm). Rice-koji ferments, i.e., Rhizopus oligesporus for tempeh and Aspergillus flovus
var orizae for miso, as well as miso starter were bought from an organic store (Biocoop,
Bégles, France). The plain tofu and tempeh used in the rinsing experiment also came from
the same local organic store. They both came from the "Soy” brand. The tofu was composed
of water, 25.9% dehulled soybeans, gellant (calcium sulphate), and nigari. The tempeh was
composed of 99.3 % dehulled soybeans precooked in water, cider vinegar and ferments. The
commercial products analyzed as a basis for comparison given in Table 1 were purchased
during the last 5 years from French supermarkets located around Bordeaux,

Table 1. Genistein and daidzein amounts per portion of different types of soy food collected on the
French market.

. Mean Standard
Type of Product hﬁ;ﬁﬁ:ﬁ " ::’::'@ GEN + DAV Ervor of MQ;Z':E;::.H i
Portion (mg) Mean/Tortion
Raw soybeans 5 100 B4 B3 725 to 100.6
Toasted soybeans 5 100 1340 379 61.9 to 247.7
Edamame 2 120 492 141 351635
Soybean flour 2 100 385 55 3290439
Protein isolate (sports) 3 165 522 123 9Bt ed5
Soy-based drinks o9 100 99 17 2Bt 177
Soy-based dessert cream 11 150 123 2B 25+t0 334
Soy-based yogurt 14 125 159 38 51t 315
Soy-based cream 12 50 mL 45 59 Jltoal?
Soy-based Vegan steak 19 100 278 35 41to 512
Soy sausages 4 a0 248 73 111 to 441
Soy-based raw pasta 2 100 237 lé 221 b 253
Soy-based cooked pasta 2 100 875 0.6 B2t093
Soy-based infant 6 -'I-n_mnm-::nld 259 20 157 to 34.3
formulas infants
Tempeh 4 100 278 45 155t0 343
Tofu 13 100 348 59 04 to 798
Soy-based cheese ] 50 238 74 29 t0 362
Miso 2 100 147 0.98 137 to 156
Soy sauce o9 10 mL 0.16 0.004 0.16 b 017

* Figures calculated from [1] and isoflavomes are genistein + daidzein concentrations in aglycone forms.

The chemical reagents were acquired from MERK (Fontenay-sous-bois, France) and
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), unless otherwise stated. The samples and
reagents aqueous solutions were made in ultrapure water obtained from an Elga Veolia®
(High Wycombe, UK) instrument.
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2.2, Methods
2.2.1. Traditional Recipes
Soy Juice

Sov juices were prepared from either 100 g of dehulled beans or whole beans. The first
soaking step in 1L of water lasted 12 h, during which the water was renewed 0, 1, 2, 3 or
4 times. Then, the beans were mashed in 700 mL of either soaking water or clean water.
The different mixtures obtained were individually filtered through a piece of fabric and
the corresponding okara kept aside. For each type of juice collected, 350 mL was diluted
twice with water to reach the commercial concentration of soymilk. After a boiling step to
reduce all antinutritional factors, it was allowed to cool down to room temperature before
storage at 4 °C or —32 °C. At each stage of the process, three samples were collected and
analyzed individually.

Tofu

Tofu samples were prepared from the different soy juices obtained just before the last
dilution step as previously described. After boiling, nigari (MgCly) was added at a final
concentration of 5 g/L and the juice was left to curdle for 30 min. The curds were poured
onto a tofu press and the whey discarded by pressing for 30 min at 25,500 Pa.

Tempeh

The recipe is based on a traditional process described by Fernandez-Lopez et al. [17].
Dehulled beans were rinsed 3 times with tap water before being cooked in boiling water for
20 min and then left to spak in cooking water for an extra 20 min. During this first cooking
step, the foam that formed on top of the water was removed. These precooked beans in
turn underwent the same 3 processing stages as the dehulled beans. After the second
cooking, beans were lightly dried and spread on a baking sheet in an oven at 60 °C for
10 min. Finally, the beans were mixed with white vinegar and Rhizopus oligosporus ferment,
reaching concentrations of 6 mL /100 g and 500 mg/ 100 g, respectively. The mixture was
poured in zip-lock plastic bags, which were pierced with a fork and left in a heat chamber
at 28 *C for 72 h.

Miso

The traditional recipe for miso was taken from The Japanese Lab [18], which describes
how to make light-colored miso. First, 100 g of dehulled beans were cooked in boiling water
for 3 h, during which the boiling water was renewed bwice. They were cooled down to room
temperature and mixed with the equivalent amount of rice-koji, i.e., rice pre-incubated with
Aspergillus flavus var oryzae and 133 mg of miso starter. The obtained mixture was formed
into balls which were deposited and pressed into a large-necked glass jar to avoid air
pockets. Its surface was sprinkled with salt and then covered with a food-grade plastic film
supporting a ballast. The jar was closed and the mixture was left to ferment for 8 months.

Hydrated Soy Proteins

Four sizes of textured soy-proteins were tested. In each case, 100 g of matter was
soaked in 1 L of tap water to hydrate for 30 min, during which 0, 1, 2 or 3 water renewals
were performed. In the case of 1 renewal, it occurred after 30 min; for 2 renewals, they
occurred after 15 and 30 min; for 3 renewals, they occurred every 10 min. Two water
temperatures were tested: 22 °C and 65 °C.

Commercial Tofu and Tempeh

A consumer portion, either 100 g of tempeh or 125 g of tofu, was immersed in 1 L of
deionized water for a total of 15 min, with two water changes at 5 and 10 min, before which
the foodstuff was dried on absorbent paper and weighted. Water was gently stirred for
1 min at each water renewal. Samples were collected at 0, 5, 10 and 15 min of soaking. IFs,
ie, GEN and DAI in aglycone forms, were assayed at each time set.
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222 ELISA

Despite recommendations from the French Food Safety Agency in 2005 [19], dec-
laration of isoflavones content in soy-based foodstuffs is still not mandatory in France.
However, considering the functional value of these substances, ELISAs were developed
by our team in the late 1990s and have since been used to analyze these polyphenols in
foods, biological fluids [20], and recently in hair [21]. This technique was validated in
an international ring test monitored by TNO (Nederlandse Organisatie voor Toegepast
Natuurwetenschappelijk Onderzoek, The Netherland) and results can be found in the work
of Bennetau-Pelissero et al. [20]. Although this ring test showed considerable heterogeneity
in isoflavones determination between laboratories, this was essentially due to inadequate
extraction procedures in some cases. Nevertheless, data obtained using ELISA appeared
reliable and comparable to the best chromatographic techniques challenged in this trial
when aglycone forms were considered. Additionally, ELISAs have been validated in two
studies designed to test food-frequency questionnaires assessing recent [22] and usual soy
intakes [21]. To date, there is no legal technique for isoflavones determination in France.

Samples Preparation

To perform the IFs analyses via ELISA, the samples were first subjected to an extraction
as described below. Thereby, 1 g of mortar-crushed soy-based material was dispersed into
50 mL of water by a two-step stirring at room temperature for 20 min and then at 100 °C
for 10 min. After cooling down to room temperature, 500 uL. samples were collected in
triplicate under stirring to ensure homogeneity. Two milliliters of acetate buffer (sodium
acetate 0.1 M; EDTA 0.14 M; 100 ULmL™" penicillin G (Sigma, P-3032); 0.1 mg.mL"!
streptomycin (Sigma, S-6501)) at pH 5 were added to each sample vial together with 10 uL
of B-glucuronidase aryl-sulfatase from Helix pomatia (Roche™, 10127698001, Mannheim,
Germany) to allow the digestion of glycosylated IFs. The samples were then incubated
overnight at 37 °C with shaking [23]. Afterwards, the extraction of aglycone compounds
was performed: 3 mL of acidified ethyl-acetate (500 uL HCl 38% per L) was added, and the
vial vortexed for 30 s, centrifuged at 500 g (Jouan™ CR3, Fisher Scientific, Illkirch, France)
for 10 min at 4 °C and finally stored at —22 °C to allow phase separation. The organic
phase containing the IFs in aglycone forms was evaporated to dryness using a Speed-Vac
(Thermo-Electron™ Corporation, Fisher Scientific, Bordeaux, France). Then, each sample
was diluted in 0.5 mL of assay buffer, i.e., phosphate-buffered saline (PBS) 0.01 M, 0.9%
NaCl, 0.2% Tween, 1% DMSO, pH 7.3, and sonicated when required. Samples were stored
at —32 °C until processed for IFs analysis.

To assess the digestion and extraction recovery, the hydrolysis by B-glucuronidase
aryl-sulfatase was monitored using genistin (EXTRASYNTHESE™, 1325 S, Genay, France),
a pure compound used as a control reagent in an external standard run in parallel to each
measured sample. The compound was dissolved at 1 mg.mL™" in DMSO as the stock
solution. In these operating conditions, the hydrolysis performance was always between
87 and 103%. In addition, a sample of chocolate soymilk was run similarly to the tested
samples. It was considered to be the plate control. Recoveries greater than 100% can be ex-
plained by the high accuracy of ELISA measurements and inter- and intra-assay variations.

Assay

GEN and DAI were assayed in soy matter and treatment water using ELISA specific
to each molecule, as explained by Shinkaruk et al. [24]. The primary antibodies were
selected and obtained in previous works [25,26]. All glassware was coated with silicone
(Sigmacoato, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France, Ref SL.2) and all IFs solutions
were handled with low retention tips.

Characteristics of the ELISA

The soy-matter samples were diluted to 1/50 (v/v) for enzymatic digestion. The
sensitivities of the GEN and DAI assays in food matter were 10 ug.mg'1 and 6.5 pg.mg"i,
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respectively. The intra-assay variation was never greater than 7% and the inter-assay
variation obtained on different microtitration plates was always below 17% [25,26]. Assays
were not considered if the “r"” coefficient of the sigmoid calibration curve was <9%5.5%. The
final dilutions in the microtitration plates ranged from 1/50 to 1/800. All values are given
here in aglycone equivalent.

2.3. Statistical Treatments

All data correspond to a mean value and its standard error of the mean (SEM) derived
from triplicate or quadruplicate measurements performed on three or four different microti-
tration plates. Due to the small number of values in each sample, a non-parametric statistical
test, i.e,, the Wilcoxon-Mann—Whitney test, was used. Sample values were sorted by rank,
then the U parameter describing the intercalation of values of the bwo samples compared was
obtained. The significance level (p) was determined using specific tables that provide this
value according to the size of each sample. The final significance was half the value provided
by the table for two-tailed tests. If the p-value was less than (.05, it indicated that all the values
of a triplicate or quadruplicate were lower than those of the other sample.

3. Results

Here, we present the IFs contents of tempeh and miso prepared according to fraditional
recipes. Data showing the impacts of water renewal during beans spaking on IFs contents for
sov juice and tofu domestic preparations are given next. The impact of water rinsing on the IFs
contents of textured proteins of different sizes is also shown. Finally, the results of rinsing tests
of commercial tofu and tempeh are presented. The [Fs levels in the okara samples collected
during soy juices and tofu makings are presented in Supplementary Figure 51.

The concentrations of IFs were compared to those measured in commercial products
bought in French supermarkets specifically for this study and also to those previously
measured by our team for the same products using the same technique and published in [1].
The reference data issued in [1] are also presented in Table 1.

3.1. Impact of Traditional Process on Isoflavones Content in Tempeh and Miso

IFs levels measured at different stages of the traditional recipes of tempeh and miso
are presented in Figure 1.

A Izoflavones in Tempeh B Isoflavones in Miso
during traditional cooking during traditional cooking

T oo gyl 1010k o b o)
[T Tosesmmeppm— T p——"

Figure 1. Evolutions of Genistein and Daidzein concentrations during the traditional preparations
of termpeh (A) and miso (B). The gray zone covers the mean and SEM of the equivalent commercial
products presented in Table 1. The stars indicate IFs values in food that were significantly different
from the mean % SEM of IFs content in commercial products (p < 0.03).

As mentioned above, tempeh and miso were both made from dehulled beans which
contained 16.5 &+ 0.52 mg GEN /100 g and 12.8 + 0.17 mg DAI/100 g. The IFs concentrations
measured at the different preparation steps decreased in an asymptotic way, as shown
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in Figure 1A for tempeh and Figure 1B for miso. The gray zones on the figure cover the
range of values observed in industrial-equivalent food products. The stars indicate IFs
values in prepared food that were significantly different from the mean + SEM of IFs
contents in commercial products (p < 0.05). It can be seen that in both cases, the resulting
IFs levels were consistently much lower in “homemade” food than in commercial products.
Moreover, this effect is the most important as soon as the first preparation step is complete;
additional steps results in only slight reductions.

3.2. Impact of Water Renewals during Beans Soaking for Soy Juice and Tofu
3.2.1. Process Tested on Whole Soybeans

IFs were assayed in soy juice and tofu prepared from whole beans, which contained
328 £ 0.9 mg GEN/100 g and 27.6 + 0.12 mg DAI/100 g, soaked for 12 h with 0, 1, 2 or
3 water renewals. [t should be noted that the two first soaking water batches contained dust
and lipids, but the subsequent water batches were clear. The concentrations of aglycone IFs
in mg/100 mL of soy juice and in mg /100 g of tofu are given in Figure 2. The amounts of [Fs
were always significantly lower (p < 0.05) than those measured in commercial equivalent
products. After the fourth rinsing, the amount of IFs was reduced by 43% in the juice and
by 33% in the tofu sample. Indeed, the envelope of the seed prevented IFs from leaking in
the water during the spaking steps.

A Effects of water renewals during beans B Etfects of water renewals during beans
soaking on isoflavones in soy-drinks soaking on isoflavones in Tofu

10 an

== [zaflavonce
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+ookre Daidzein
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=1 E
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I
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Figure 2. Evolutions of Genistein and Daidzein concentrations in soy juice (A} and in tofu {B) prepared
from whole sovbeans soaked for 12 h in water renewed several times (1 to 4) or not renewed (0). The
gray zone covers the mean and SEM of the equivalent commercial products presented in Table 1.
* indicates a significant difference from commerdal products (p < 0L05).

The IFs levels measured in the okara produced during soy juice and tofu manu-
facturing are shown in Supplementary Figure 51. It can be seen that the IFs decreased
asymptotically. When okara was obtained from whole beans, 40% of IFs were removed
after three water renewals, while almost 70% were eliminated after four water renewals on
dehulled beans. The IFs decrease was significant after the first water renewal.

3.2.2. Process Tested on Dehulled Beans

According to a traditional tofu-making experience in Debao Guangxi [11], it appears
that the traditional recipe of tofu was based on dehulled beans. Therefore, the same
soaking process as already described for whole beans was tested on dehulled beans. The
concentrations of IFs, i.e.,, GEN + DAL measured in each case are listed in Figure 3. As
observed in the precedent case, the “homemade” juice and tofu always contain significantly
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(p <0.05) less IFs than commercial equivalent products. When the number of water renewals
increases, the IFs levels decrease in a quasi-asymptotic way.

A Effocts of water renewals during beans B Effects of water renewals during

soaking on isoflavones in soy-drinks beans soaking on isoflavonces in Tofu
10 9
9 3B

Isoflavanes (mg/100 ml. of soy-drink)
»
Isoflavones (mg/100g of Tofu)
g

0 1 2 3 I 0 1 2 3 4

-

Number of water renewals Number of water renewals

Figure 3. Evolutions of Genistein and Daidzein concentrations in soy juice (A) and in tofu (B)
prepared from dehulled soybeans soaked for 12 h in water renewed 1 to 4 times or not renewed (0).
The gray zone covers the mean and SEM of the equivalent commercial products presented in Table 1.
* indicates a significant difference from commercial products (p < 0.05).

It can also be inferred by comparison between Figures 2 and 3 that the additional
water renewals are more efficient at removing IFs when applied on dehulled beans than on
whole beans. After four rinses, the IFs concentration in soy juice is reduced by 87%, while
in tofu it was reduced by 60%. The reason is probably that the lack of a seed coat eases the
IFs leakage into the water.

3.3. Impact of Water Renewals on the Levels of Isoflavones in Textured Proteins

The textured soy-proteins tested contained higher IFs concentrations than whole or
dehulled soybeans. Indeed, although the different products did not come from the same
soy matter, regular analysis of soybeans resulted in GEN + DAI concentrations of IFs
aglycones around 60-70 mg/100g. In parallel, textured proteins were regularly measured
at concentrations ranging from 90 to 110 mg/100g. This is because the matter used did not
come from the same batches of beans. In addition, textured soy-proteins were obtained
from soy defatted cakes resulting from soy seeds pressed for oil. As the extrusion process
used did not significantly alter the IFs content and since oil represented about 20% of the
mass of the initial seeds, the resulting textured soy-proteins were enriched in IFs.

3.3.1. Treatment with Water at 22 °C

The concentrations of IFs in textured proteins hydrated for 30 min at room temperature
with different rinsing steps are presented in Figure 4A. Here, the initial matter contained:
734 £+ 3.8 mg GEN/100 g and 352 £+ 2.3 mg DAI/100 g; 71.5 & 2.4 mg GEN/100 g
and 35.1 = 3.6 mg DAI/100 g; 70.4 £ 2.4 mg GEN/100 g and 38.3 = 3.5 mg DAI/100 g;
70.7 = 0.8 mg GEN/100 g and 36.5 = 1.7 mg DAI/100 g, for large, medium, fine and
extra-fine particles, respectively.
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Figure 4. Effects of water rinses performed at 22 °C (A) and 65 °C (B) on the isoflavone contents of
textured soy-proteins of different sizes, from large to extra-fine. * indicates a significant difference
from initial IFs level (p < 0L05).

From Figure 4A, it can be seen that in all cases, the first rinsing results in the greatest
drop in IF levels (p < 0.05). After the third rinsing, the concentrations of [Fs are decreased by
70.6%, 69.9%; 70.3% and 77.4% for large, medium, fine and extra-fine proteins, respectively.

3.3.2. Treatment with Water at 65 *C

The results for the treatment with hot water are presented in Figure 4B. They are very
similar to the previous case: after the first rinsing, the concentrations of IFs decreased signif-
icantly (p < 0.05); after the third rinsing, they decreased by 68.1%, 67.4%, 71.7% and 76.5%
for large, medium, fine and extra-fine particles, respectively. Hence, IFs’ removal efficiency
is not significantly influenced by the soaking temperature. However, for both temperatures,
the difference in the results is significant between the large and extra-fine proteins. At room
temperature, after three rinsing steps, the total IFs contents are 31.9 = 4.9 mg /100 g and
242 + 1.5 mg/100 g in large and extra-fine textured proteins, respectively. At 65 °C, the
results are 34.6 £ 2.6 mg,/100 g and 25.1 + 1.5 mg /100 g in large and extra-fine textured
proteins, respectively.

3.4. Impact of Domestic Rinsing on Isoflavones Confent of Commercial Tofu and Tempeh

A consumer may prefer to buy ready-to-use tofu or tempeh, and of course in that case
the levels of IFs can be quite high, as shown in Table 1. Of the commercial products used
here for the domestic rinsing test, the plain tofu contained 16.4 £+ 092 mg GEN/100 g and
11.6 + 1.0 mg DAI/100 g and the plain tempeh contained 19.3 & 0.18 mg GEN/100 g and
17.2 = 0.44 mg DAI/100 g. The IFs levels corresponding to the different rinsing steps are
presented in Figure 5.

Rinsing with water seems to be effective for commercial products provided that their
texture is strong enough to withstand such treatment. In this experiment, the products
were not significantly impregnated with water as they conserved their firmness and weight
before and after each rinsing step. However, as can be seen in Figure 5, after just 10 min of
contact with water, the IFs levels significantly decreased (p < 0.05). Indeed, in tofu, they
reduced to 12.3 = 0.17 mg and 6.1 = 0.7 mg for GEN /100 g and DAI/100 g, respectively.
After 20 min of contact and two water renewals, they were reduced to 857 = (041 mg
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and 4.5 £ 0.6 mg of GEN/100 g and DAI/100 g, respectively. Similarly, in tempeh, after
10 min of rinsing, the IFs concentrations were reduced to 8.6 £ 0.6 mg and 5.7 = 0.5 mg for
GEN/100 g and DAI/100 g, respectively. At the end of the rinsing process, the amounts
of IFs were reduced to 7.2 & 0.03 mg and 4.3 £ 0.1 mg for GEN/100 g and DAI/100 g,
respectively. As observed previously, the IFs removal followed an asymptotic scheme and
the third rinsing step did not seem to be very efficient.

Effects of water rinses on isoflavones
contents of commercial Tofu and Tempeh
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Figure 5. Reductions in isoflavones in commercial tofu and tempeh obtained after domestic water
rinses. The stars indicate a significant difference in isoflavones concentration compared to the initial
product (p < 0.05).

4, Discussion

Although raw soybean is the pulse with the highest content of proteins, it also contains
phytic acid and tannins, which reduce mineral absorptions; oligosaccharides, which ferment
in the gut, causing flatulencies; lipoxygenases, which decrease PUFAs quality; and saponins
and sapogenins, which degrade the lipid membranes of enterocytes [27]. Soybeans also
contain hemagglutinins, which can induce the coagulation of white and red blood cells if
they enter the blood stream, and protease inhibitors, the Bowman-Birk and Kunitz factors,
which reduce the proteins digestibility [27]. Finally, they also contain allergens and IFs [27].
This is why Baraibar Norberg and Deutsh [7] wrote that “The same chemistry that protects the
soybean against pests makes it partially indigestible for humans and conducive to flatulence and
stomach pain”. However, barely heating soybeans considerably reduces all antinutritional
factors except IFs, which are thermoresistant. Fortunately, since IFs are in glyco-conjugated
forms, they are soluble in water and may be reduced via water rinsing. This effect was
tested in different contexts in this work.

4.1. Data Analysis

As seen in Table 1, industrial soy food currently found in supermarkets may contain
quite high, although variable, amounts of IFs. Unfortunately, only very few have a mention
of their IFs contents on the packaging. In France the Food Safety Agency advised in 2005 to
limit IFs intake to 1 mg.kg—'day~—! [19]. As will be seen later, this “Reference Dose” should
most probably be lowered nowadays due to toxicological results subsequently obtained by
the USA NTP. The French Agency’s dose represents less than a portion of toasted soybeans
for an adult of 60 kg.

In this study, it also appears that the initial isoflavone levels in raw matters may
vary. Indeed, the whole and dehulled soybeans used for this work were sourced from
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two different storage silos belonging to the same organic farmers” union. As a result, they
might have originated from different cultivation areas in the South-West of France. It is well
known that culture conditions, including climate, soil quality and even farm management
practices, may influence the amount of isoflavones in soybeans [25]. Therefore, such
differences in raw materials were not unexpected.

The experiments performed here show that [Fs can easily be removed from soy matter
via simple water treatments. This effect was already shown by several authors [29]. By
implementing traditional recipes of tempeh and miso, in this work, it was possible to
obtain foodstuffs containing almost 5 to 10 times less IFs than commercial equivalent
products. This suggests that the ancient soy-consumption, traditionally in Asia, only
provided small amounts of estrogenic IFs. This work also shows that simple water renewals
during domestic beans soaking can dramatically reduce estrogenic IFs from subsequent
preparations of soy juice or tofu. It appears that treating dehulled beans is more efficient
for IFs removal than treating whole beans, as already observed [12]. Similarly, when
water rinsing was tested on textured proteins of different sizes, IFs were more efficiently
removed from fine or extra-fine proteins than from large or medium-sized ones. The
difference in IFs levels between large and extra-fine proteins after water treatment was
significant (p < 0.05). Moreover, using hot water did not bring additional efficiency to the
process. These results are consistent with those previously published by Bensaada et al. [12].
Although this result might appear to be counterintuitive, it was observed several times
by our team during the analysis of water treatments on both soybeans and soy-textured
proteins. These observations suggest that in hot water, the proteins on the surface of a
sov particle mav coagulate faster than those from the center, thereby limiting isoflavones
migration into the water. This hypothesis warrants further investigation using appropriate
measurement techniques.

Regarding the proteins and lipids contents of soy products, they are not significantly
reduced after water treatment [12]. Indeed, working on whole beans or dehulled beans
allows the soy-cells integrity to be preserved. Thus, losses of large molecules are limited
while small molecules such as [Fs or vitamins and minerals can leak into the water when
they are not adsorbed to larger biological cell constituents. In this study, vitamins and
minerals were not analyzed based on the assumption that this issue should not constitute a
major matter of concern, since this was already the case when soybeans were boiled and if
the soy was a part of a diversified diet.

Finally, it may be difficult to perform these treatments at an industrial scale, and this
is why the rinsing processes were also tested on commercial products and they proved to
be efficient. Regardless, such water rinsing or spaking should be encouraged at domestic
levels for most consumers who do not require estrogenic IFs intake. Food companies may
also innovate, creating food products that could be easily treated at home.

4.2, Traditional Treatments

The ancient texts mentioning soybean and the actual soy-cooking practices, which
derive from ancient traditions, both involve cooking with water. Such process was applied
to reduce antinutritional factors, including IFs. This accurred when water was discarded.
Soybean washing, soaking and beiling have been mandatory throughout the history of
soy food [7]. In the past, boiling allowed to cook soyvbeans and to sterilize them before
fermentation [9].

Considered as a low-value crop, soybean was initially used for animal feeding. How-
ever, under the Han dynasty, there was an increase in the Chinese population followed
by a subsequent decline in livestock farming, and land was more often used to produce
plant foods for humans instead. During this period, veganism developed in Asia and foods
of animal origin were essentially based on fish, poultries and pork. During the territorial
expansion wars of the Han period, sov became a war food, as it could be easily stored
and transported. Because of its antinutritional factors, soy was not appreciated by human
consumers and was always boiled. According to Lee et al. [9], fermentation was developed
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quite early to improve the taste and preservation of soy, and most probably to improve
the nutritional quality of boiled soybeans. Indeed, the first remains of fermented soy were
found with the first earthenware produced in Korea [9]. This production appeared to occur
during the Bronze age. Tempeh, miso and natto fermentations allow the taste of sovbeans to
be improved and allow an increase in the vitamins of the group B [30]. This could compen-
sate the losses of these water-soluble micronutrients during water treatments. Interestingly,
Puri et al. [31] mentioned that soybean sterilization was mandatory prior to inoculation of
sov matter and prior to fermentation. They reported that boiling considerably reduced IFs
in subsequent fermented soy food. Sterilization via boiling was the process traditionally
applied in ancient imes. Water contact with seeds favored the leakage of glycosylated
IFs into the cooking water. Nowadays, to save time and energy, sterilization processes
are mainly performed by steaming under pressure using an autoclave [30,32]. However,
it appears that steaming reduces the contact between soy matter and water maintaining
larger amounts of IFs in final foodstuffs [33]. Consequently, the estrogenic IFs levels are
higher in steamed food than in beiled food. Additionally, while this effect may be beneficial
when IFs are required and useful, it constitutes a risk when they reach excessive levels.

4.3. Henlth Effects
4.3.1. Traditional Pharmacopeia

Soy's polyphenols content has been studied thoroughly. Thus, soybean is known
to contain many functional substances such as phenolic acids, flavonoids, IFs, stilbenes,
saponins [30], or the peptide lunasin. According to Baraibar-Norberg and Deutsh [7]
soybean first appeared in the traditional Chinese pharmacopeia. The oldest treatise re-
porting soy medicinal properties that is still available is the Shiliao bencao (Compendium
of Diet Therapy [Materia Dictetical), which was written by Meng Shen in 670 CE. It states
that “soybeans boiled into a liquid form, can eradicate poisons from the system and cure gastric
fever, paralysis, pains, difficulty in passage of urine and other bladder troubles. It can also improve
circulation of the blood, improper heart, liver, kidneys and stomach function and even remedy the
chills” [7,34]. It should be noted that none of these health effects rely on estrogenic proper-
ties. This observation suggests that IFs were not present in these preparations, confirming
that traditional processes tended to eliminate them. By comparison, kudzu roots, which
contain GEN, DAl and puerarin, among other substances, were known to induce some
estrogenic and antipyretic effects. The latter are now atiributed to IFs [35] and suggest that
the traditional preparation of kudzu preserved GEN and DAI levels [35]. These facts put
together with data obtained on IFs content of soy foods prepared following traditional
recipes, strongly suggest that the exposure to IFs was low in the pre-industrialized period.
It probably increased in human populations with the advent of industrial processing.

4.3.2, Toxic Effects and Reference Dioses

The reprotoxic effects of soy IFs and their methoxylated parents from clover were first
documented in the 1940s when ewes were affected by the clover disease [36]. Within four
years, the herds’ fertility reduced from &0 to less than 5% and many farmers stopped their
activities. Veterinarians then came to understand that IFs reduced the pituitary hormones
F5H and LH, which themselves were decreased due to an impairment of GnEH production
at hypothalamic level [37]. Such a mechanism is known to be used pharmacologically in
contraceptive pills based on synthetic estrogen: ethynyl-estradiol [38]. This impairment
of pituitary hormones was then observed in premenopausal women who had 45 mg
dietary IFs per day [39]. More recently, it was shown that exposure to 50 mg IFs per day
significantly increases the risk of luteal deficiency [40] and infertility [41] in American
women. An exposure of baby girls to soy IFs via soy-based infant formulas was shown to
increase the incidence of fibrosis, endometriosis, menstrual pains and bleedings [42=45].
These impairments were also observed in women who engaged in overconsumption of
sov-based products [46]. Moreover, a case of hypogonadism, gynecomastia and reduced
libido was observed in a Japanese man who overconsumed soymilk for four years [47].
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Finally, in five studies, soy IFs in biological fluids were associated with reduced quality
and quantity of semen in men [45-52].

In addition, a controversy remains regarding the effects of [Fs on breast cancers. An
obvious discrepancy was observed between two data sources. On one hand, there are
data obtained in vitro on recognized cell models [3,53], in animals implanted with these
cancer cells [2,54], in healthy premenopausal women under IFs oral supplementation [3,55]
and in women with breast cancer supplemented with soy and IFs [3,56]. On the other
hand, there are epidemiological studies [3,57] and reviews of randomized controlled trials
(RCTs) [3,58]. The population studies tend to show a reduction in breast cancer risk in
Asian women in an Asian environment (including green tea polyphenols intake) but this
protection has not been clearly observed in Western women in a Western environment [3,59].
Many biases, including genetic, dietary and environmental parameters, make it difficult
to reach a definitive conclusion on the effects of IFs on breast cancer incidence in Western
menopausal women. The reviews including RCTs concluded that there was no increased
risk of breast cancer in women taking soy or food supplements based on soy [Fs [3,60].
However, the subjects recruited for these RCTs were selected based on health criteria and
did not represent the real population. Moreover, the RCTs were not designed to study
the incidence of breast cancers, and thus the conclusions of these analyses should be
considered cautiously.

5till, there is mow sufficient evidence to indicate that soy IFs can interact with human
thyroid function. On top of mechanistic arguments [3], clinical cases [61,62], observation
studies [63,64] and intervention studies [65] confirm that soy IFs have slight anti-thyroid
effects and can worsen the status of hypothyroid patients.

Beside the effects directly reported in human beings, the USA NTP showed that GEN
was reprotoxic in Sprague Dawley rats in a multi-generational study published in 2008 [4].
The study showed that some reproductive parameters, including anogenital distance in
pups and litter size, were altered at a GEN dose of 35 mg /kg /day in males. According to the
general toxicology rules, the NTP study can be used to define a Reference Dose in humans
by applying safety factors to the level defined. Indeed, an amount of 35 rng.lcg_‘J day_l
was the LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level) and no effects were recorded
on reproductive parameters at a dose of 7 mg.kg™'.day™'. Usually, when a LOAEL is
available, safety factors are required, including 10 for interspecific differences between rats
and humans, 10 for intraspecific differences, i.e., interindividual differences between human
beings; and 1.8 or 3 for conversion of LOAEL to NOAEL. If the last factor is fixed at 1.8,
the Reference Dose for GEM appears to be about 20 mg.da}r_‘ for an adult weighing 60 kg.
In addition, as GEN is usually present in food with DAT, both IFs should be considered.
Unfortunately, there is neither LOAEL nor NOAEL for DAT in rats. Additionally, even
if DAL is less estrogenic than GEN, it can be converted into Equol, which may be more
active than GEN on certain tissues [3]. Consequently, it would be relevant to consider the
limit concentration of both GEN and DAI to be set at 20 mg.day~! for an adult weighing
60 kg. The present study showed that the [Fs levels reached in tofu, tempeh, miso and soy
juice were below this limit after water treatments. Meanwhile, this was not the case in the
corresponding industrial products. For textured proteins, the treatments allowed the IFs
concentrations to decrease at levels from 35 to 22 mg/ 100 g depending on protein sizes.
This is higher than the potential Reference Diose. However, textured proteins are usually
used with other ingredients and at a percentage ranging from 45 to 20%. Therefore, the
final concentration in a 1M0g portion is lower than 20 mg. This dose is about half that which
was shown to have a physiological effect in humans and seems to correspond to exposure
levels in Asian populations following traditional soy food preparation processes. Finally,
the various doses discussed here correspond to median modern exposures in China and
Japan [15,16]. To our knowledge, they did not induce deleterious effects in the past.

To conclude this part, excess [Fs should be avoided by populations which should not
be exposed to estrogens. These include infants, children, premenopausal women, pregnant
women, hypothyroid patients and men. Concerning women with breast cancer, it seems
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difficult to advise on soy consumption, considering the estrogenic effects of IFs. The latter
may prevent breast cancer occurrence, but their actions on an established breast cancer
dependent on estrogens are still a subject of debate.

4.3.3. Beneficial Health Effects for a Restricted Population

If IFs should be carefully monitored, it is because they seem to be active in human
beings at dietary levels. Their beneficial estrogenic effects are restricted to certain categories
of populations. Indeed, the most studied effect is the reduction in menopausal symptoms.
The last meta-analysis which analyzed the effects of IFs on vasomotor symptoms and
criteria showed only modest effects [66]. However, other meta-analyses reported a decrease
in the occurrence of hot flushes [67]. In some studies, the effects appeared to be restricted
to some natural compounds such as Equol [68], while in others, only some preparation
types were found to be active [69]. Nevertheless, while the latest studies tend to show
that vasomotor symptoms equally affect Asian and Western peri- and post-menopausal
women [70] in accordance with an Asian exposure to IFs lower than 50 mg/day, IFs are the
most popular substances used worldwide to reduce hot flushes.

Besides menopausal symptoms, there is evidence that IFs doses >80 mg /day can
prevent bone mineral density (BMD) decrease in menopausal women [71]. Equol is also
considered to have a specific beneficial effect on BMD during menopause when admin-
istered as supplement [72]. In the latter study, an RCT gathered 76 menopausal women
between 50 and 55 years old. The treatment lasted one year and the supplement contained
80 mg IFs aglycone, 10 mg of Equol and 25 mg Resveratrol as an antioxidant. In these
specific conditions, the BMD was preserved significantly in the treated group compared to
the placebo group.

To conclude, there are sufficient data showing that IFs may be useful for menopausal
women showing no signs of thyroid or estrogen-dependent diseases.

4.4. Consequences of this Finding on the Estimation of the Population’s Exposure

This study has shown that simple water treatments like water rinsing, soaking or
boiling can dramatically reduce the content of IFs in soy foods. It also gathered historical
testimonies indicating that such water treatments were traditional when preparing soy
food in Asia, as soybeans were eaten increasingly often. The historical data show that
fermentation was developed quite early as a technique to improve the digestibility, taste
and preservation of soy. Looking at actual recipes reported by Asian consumers, it appears
that homemade soy is generally processed following family recipes, and thus using water
treatments. However, nowadays, traditional boiling in water tends to be replaced by
steaming, which reduces water-to-beans contact and maintains the IFs in soy foods.

Hence, the most significant result of this work is the large differences observed between
water-treated products and those found on the market due to the limited water treatments
performed in the industry to reduce energy and environmental costs. Thus, the importance
of checking the origin of soy foods when estimating IFs intakes is highlighted. This is
particularly true in Asia, where a larger percentage of people may be prompted to prepare
soy at home according to family recipes. Table 2 below shows the discrepancies between
IFs plasma levels, as found in different studies where IFs intakes were estimated.
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Table 2. Review of isoflavones concentrations in human plasma in relation to estimated isoflavone intakes.

. Estimation Estimated IFs Time of Plasma
Location Method Intake (mg) [ Flasma (ald) Collection Study
Hawaii Food
Composition Mo specific
Los Angeles Database based on .72 30.1 instruckon [73]
commercial ibems
UsDA-ISL 235 106.3
China database 58.15 1199 No specific [74]
(Shanghai) based on 845 1463 instructon
commercial ibems 2840 188.3
From [75] . .
Japan (com ial items) 464 4192 Owvernight fasting [78]
Ja From [75] 108 4110 After fasting > Sh [77]
pan (commercial items) . = g
USDASISLT
database .
B
England hasad e 337 510 Not precise [78]
commercial items
From [75] 325 553+ Mo specific
Japan (commercial ibems) 348 605 * Instruction 79l
48.5 21650 Fasting samples
Strictly controlled 100.1 2530 PAstng = =
g - i B0
The Metherlands soy-protein diet 1042 2900 aﬂ:&tr d‘lkr::mc [80]
939 4800 inka
UsDA-ISLT
.. database 1Zh fasting and
B
Elawall based on 96.0 >600 chronic intake [81]

commercial items

* Figures calculated from values expressed in ng.mL=? from [79].

As can be seen in Table 2, the plasma IFs levels are much higher in Western people under

an equivalent estimation of [Fs exposure. The latter were generally assessed by assaying
commercial soy foods found in the corresponding local markets. Of course, at least part of the
differences may come from analytical techniques and the blood sampling time. However, in
Asia, if IFs are ingested on a regular basis, e.g., every day, a steady-state level may be expected.
Therefore, whatever the time of sampling, the blood levels should be fairly stable. On the other
hand, in Western countries, where soy intake remains irregular, the time of sampling plays a
major role on blood IFs concentrations, and this may explain the low blood levels recorded
in [78]. In addition, in [14], it was shown that there are no fimdamental differences in IFs
metabolism and pharmacokinetics between Asian and Western consumers. Thus, the intake
estimation should be assessed to explain the discrepancies appearing in Table 2.

While it is likely that in the West, soy food is mainly obtained from industrial sources, as
there is no tradition of soy cooking, in Asia, it is customary to prepare sov at home according
to family recipes. Therefore, the intake estimation may be over-evaluated in Asia if it is only
based on industrial products, as described in the works of Kimira et al. [75] and Chan et al. [52].
This comment should be considered while discussing a Reference Dose for soy IFs.

5. Conclusions

In population studies, the distinction between domestically and industrially processed soy
foods has not been made, potentially leading to an overestimation of soy consumers’ overall
exposure to IFs. This is particularly true in Asian contexts, where traditional soy-cooking
practices prevail. A comprehensive review of traditional soy-processing methods revealed
a consistent practice: soybeans were invariably boiled, either as a precursor to subsequent
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fermentation steps or to enhance their digestibility. This study shows that traditional and do-
mestic processing methods significantly reduce the content of IFs in soy-based foods compared
to industrial methods. The application of two or three water treatments aids in achieving the
potential “Reference Dose” for IFs, established according to the toxicological studies of the
US Mational Toxicology Program. Furthermore, the results corroborate previous findings that
walter lreatments can significantly decrease [Fs in soy foods.

Given the functional activities of IFs, their use should be judicious. One approach to
achieve this goal is by controlling dietary exposure levels through the introduction of water
treatments at both industrial and domestic soy food preparation stages, thereby ensuring a safer
democratization of their consumption. This simple rule could indeed result in a substantial
shift in the global human exposure to estrogenic substances.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at
https:/ fwww.mdpi.com farticle/ 10.3390 / food s 13070995 /1. Figure 51. Effect of water renewals
during beans soaking on the level of isoflavones in Okara. A. Okara made from entire beans. B. Okara
made from dehulled beans. The stars indicate a significant difference with 0 renewal (p < 0.05)

Author Contributions: Conceptualization, C.B.-F; methodology, CB.-F; G.P. and M.D.; formal
analysis, 5.B. and C.B.-F; investigation, 5.B. and C B.-I; wnting—original draft preparation, CB.-I
and 5.B.; writing—review and editing, L.C., G.F: and M.D; supervision, C.B.-F,; project ad ministration,
C.B.-TI% and G.I; funding acquisition, C.B.-I All authors have read and agreed to the published version
of the manuscript.

Funding: This research received no external funding.
Institutional Review Board Statement: Not applicable.
Informed Consent Statement: Not applicable.

Data Availability Statement: The original contributions presented in the study are included in the
article, further inquiries can be directed to the corresponding author.

Acknowledgments: We acknowledge ANET for its support with the S.B. funding. We also thank
Muraili Robert for her advice regarding traditional soy cooking,.

Conflicts of Interest: 5.5. is a PhD student whose financial support is partially insured by 'Bit}‘presamf
Berkem®. G.P. is employed by the Biopress® /Berkem® company. L.C. is employed by the Berkem
company. C.B=I* has no conflict of interest. She did not receive funds from Eiuprﬁs"'.fﬁerkem" o
perform this study. Biopress® /Berkem® had no role in the design of the study; in the collection,
analyses, or inberpretation of data; in the writing of the manuscript; or in the decision to publish the
results. LC. and G.F. were only informed of the work advancement and had the opportunity to read
and correct the manuscript.

References

1. Lee, A; Bensaada, 5.; Lamothe, V; Lacoste, M.; Bennetau-Pelissero, C. Endocrine disruptors on and in fruits and vegetables:
Estimation of the potential exposure of the French population. Food Chem. 2022, 373, 131513, [CrossRef] [PubbMed)

2. Gier, K; Preininger, C; Saver, U. A Chip for Estrogen Receptor Action: Detection of Biomarkers Released by MCF-7 Cells through
Estrogenic and Anti-Estrogenic Effects. Sensors 2017, 17, 1760. [CrossRef] [PubMed]

3. Canivenc-Lavier, M.C.; Bennetau-Pelissero, C. Phytoestrogens and Health Effects. Nutrienfs 2023, 15, 317. [CrossRef]

4. NTI Multigenerational reproductive study of genistein (Cas No. 446-72-0) in Sprague-Dawley rats (feed study). Naf. Toxicol.
Program. Tech. Rep. Sev. 2008, 539, 1=266.

5. NTE Toxicology and cardnogenesis studies of genistein (Cas Mo, 446-72-0) in Sprague-Dawley rats (feed study). Nafl. Toxicol.
Program. Tech. Rep. Ser. 2008, 545, 1-240.

6. Cao, ZH,; Green=Johnson, | M.; Buckley, N.D}; Lin, QY. Bioactivity of soy-based fermented foods: A review. Biotechnol. Ado. 2019,
37, 223-238. [CrossRef] [PubMed]

7. Baraibar Morberg, M.; Deutsh, L. The first sovbean cycle (domestication to 200 CE). In The Soybean Through World History. Lessons
for Sustainable Agrofood Systems, 1st ed.; Routledge Studies in Food, Sodiety and the Environment Taylor & Franeis: Abingdon, UK,
2023; pp. 22-56.

B.  Zhao, Z New Archaeobotanic Data for the Study of the Origins of Agriculture in China. Curr: AnHopal. 2001, 52, 295<306. [CrossRef]

9. Lee, C.-H.; Kim, M.L. History of Fermented Foods in Northeast Asia. In Ethnic Fermented Foods and Alcoholic Beverages of Asia;
Tamang, ].I°, Ed.; Spinger: New Delhi, India, 2016; pp. 1=16.

191



Foods 2024, 13, 999 17 of 19

10.  Lander, B.; DuBois, T.DLA. History of Soy in China: From Weedy Bean to Global Commaodity; Ethnic Fermented Foods and
Aleoholic Beverages of Asia. In The Age of the Soybear: An Environmental History of Soy during the Great, Acceleration; da Silva, CM.,
de Majo, C., Eds.; The White Horse Press: Cambridgeshire, UK, 2022; pp. 2947,

11.  Traditional Tofu Making Experience in Debao Guangxi. Available online: https:/ ftwojadebowls.com /2013708 /16 /traditional-
tofu-making-experience-in-debac-guangxd/ (accessed on 27 February 2024).

12, Bensaada, 5; Chabrier, F; Ginisty, I'; Ferrand, C.; Peruzz, G; Valat, M.; Bennetau-Pelissero, C. Improved Food-Processing
Techniques to Reduce Isoflavones in Sov-Based Foodstuffs. Foods 2023, 12, 1540. [CrossRef]

13, McoClure, T.; Cocuron, J.C; Osmark, V; McHale, LE; Alonso, AT Impact of Environment on the Biomass Composition of
Soybean (Glycine max) seeds. [. Agric. Food Chem. 2017, 65, 6753—6761. [CrossRef]

14, Vergne, S; Sauvant, I; Lamothe, V; Chantre, I; Asselineau, ].; Perez, I; Durand, M.; Moore, N.; Bennetau-Pelissero, C. Influence
of ethnic origin (Asian v. Caucasian) and background diet on the bivavailability of dietary isoflavones. Br. | Nubr. 2009, 102,
1642-1653. [CrossRef]

15, Zhu, I.; Zhao, Q; Ciw, Y; Zhang, ¥; Cui, 5; Yu, Y.; Chen, B,; £hu, M.; Wang, N.; Liu, X; et al. Soy Isoflavones Intake and Obesity
in Chinese Adults: A Cross-SecHonal Study in Shanghai, China. Nufrients 2021, 13, 2715, [CrossRef] [PubMed]

1o, Murai, U; Sawada, N.; Charvat, H.; Inoue, M.; Yasuda, N.; Yamagisha, E.; Tsugane, 5. Soy product intake and risk of incident
disabling dementia: The [PHC Disabling Dementia Study. Eur. [. Nutr. 2022, 61, 40454057, [CrossRef] [PubMed)

17.  Femandez-Lopez, A ; Lamothe, V; Delample, M.; Denayrolles, M,; Bennetau-Pelissero, C. Removing isoflavones from modern
sovfood: Why and how? Food Chem. 2016, 210, 286-294. [CrossRef] [PubMed)

18. The Japanese Lab. How Miso Was Made Traditionally. Available online: https:/ fthejapanesefoodlab.com ftraditional-japanese-
miscifhow [ (accessed on 27 February 2024).

19, Afssa, Afssaps. Sécurité et Bénéfices des Phyto-Estrogenes Apportés par L'alimentation—Recommandations Rapport DYexpertise
Mars 2005. Available online: https:/ fwww.anses fr/ fr /system/ files /NUT-Ra-Phytoestrogenes. pdf (accessed on 23/03 /24).

20.  Bennetau-Pelissero, C.; Arnal-Schnebelen, B.; Lamothe, V; Sauvant, P; Sagne, ].; Verbruggen, M.; Mathey, [.; Lavialle, 0. ELISA as
anew method b0 measure genistein and daidzein in food and human fuids. Food Chem. 2003, 82, 645=658. [CrossRef]

21.  Bensaada, 5; Raymond, L; Breton, M.; Pellegrin, 1; Viallard, [.-F; Bennetau-Pelissero, C. Development of an Assay for Soy
Isoflavones in Women's Hair. Nufrients 2022, 14, 3619, [CrossRef] [Pubbded]

Bensaada, 5.; Raymond, L; Pellegrin, L; Viallard, |.E; Bennetau-Pelissero, C. Validation of ELISAs for Isoflavones and Enterolactomne
for Phytoestrogen Intake Assessment in the French Population. Nutrients 2023, 15, 967. [CrossRef] [PubMed)

Vergne, 5; Titter, K.; Bernard, V.; Asselineauw, J.; Durand, M.; Lamothe, V.; Polier, M.; Perez, IY; Demotes-Mainard, ].; Chantre, I%;
et al. Bivavailability and Urinary Excretion of Isoflavones in Humans: Effects of Soy-Based Supplements Formulation and Equol
Production. . Pharm. Biomed. Amal. 2007, 43, 14881494, [CrossRef]

24, Shinkaruk, 5; Durand, M.; Lamothe, V.; Carpaye, A.; Martinet, A_; Chantre, P; Vergne, 5.; Nogues, X; Moore, N.; Bennetau-

Pelissero, C. Bioavailability of Glyeitein Relabvely to Other Sov Isoflavones in Healthy Young Caucasian Men. Food Chen. 2012,

135, 1104-1111. [CrossRef]

Bennetau-Felissero, C; Le Houérou, C.; Lamothe, V; Le Menn, F; Babin, I; Bennetau, B. Synthesis of Haptens and Conjugates for

ELISAs of Phytoestrogens. Development of the Immunological Tests. [ Agric. Food Chem. 2000, 45, 305-311. [CrossRef]

Le Houérou, C.; Bennetau-Pelissero, C.; Lamothe, V.; Le Menn, F; Babin, }; Bennetau, B. Syntheses of Novel Hapten-Frotein

Comjugates for Production of Highly Specific Antibodies to Formononetin, Daidzein and Genistein. Tetratiedron 2000, 56, 295-301.

[CrossRef]

Bennetau-Pelissero, C. Plant Proteins from Legumes. In Bioechive Molecules in Food Vol 1. Reference Sevies in Phytochemistry; Meérillon,

.M., Ramawat, K., Eds.; Springer: Cham, Switzerland, 201 8; pp. 223-266.

Veremeichik, G.; Grigorchuk, V; Butovets, E; Lukyvanchuk, L.; Brodovskava, E.; Bulgakov, D.; Bulgakov, V. Isoflavonoid

biosynthesis in cultivated and wild sovbeans grown in the field under adverse climate conditions. Food Chem. 2021, 342,

1282092-128300. [CrossRef] [PubMed]

Kao, TH.; Lu, Y.F; Hsieh, H.C_; Chen, B.H. Stability of isoflavone glucosides during processing of soymilk and tofu. Food Ees. Inf.

2004, 37, 891-900. [CrossRef]

Chung, LM.; Seo, 5.H.; Ahn, J.K; Kim, 5.H. Effect of processing, fermentation, and aging treatment to content and profile of

phenolic compounds in soybean seed, sov curd and soy paste. Food Chem. 2011, 127, 960-967. [CrossRef] [PubMed]

31, Pur, A; Min 5.R; Panda, B.P. Effect of sequential bio-processing conditions on the content and composition of vitamin K2 and

isoflavones in fermented soy food. [. Food Sei. Technol. 2015, 52, 8228-8235. [CrossRef] [PubMed]

Qhao, ¥; Zhang, K; Zhang, Z.; Zhang, C.; Sun, ¥; Feng, £ Fermented sovbean foods: A review of their functional components,

mechanism of action and factors influencing their health benefits. Food Res. Int. 2022, 158, 111575. [CrossRef] [PubMed]

Euligowski, M.; Sobkowiak, D; Polanowska, K ; Jasinska-Kuligowska, [. Effect of different processing methods on isoflavone

content in soybeans and sov products. [ Food Comip. Anal. 2022, 110, 104535-104541. [CrossRef]

Shurtleff, W.; Aovagi, A. Early History of Soybenns and Soyfoods Worldavide (1024 BCE to 18%9): Extensively Annofated Bibliography and

Sowrcebook; Sovinfo Center: Lafayette, CA, USA, 2014,

Wang, 5.; Zhang, 5.; Wang, 5.; Gao, I; Dai, L. A comprehensive review on Pueraria: Insights on its chemistry and medicinal value.

Bimwied. Pharmacother. 2020, 131, 110734, [CrossRef] [PubMed]

=

5 o8 OB

192



Foods 2024, 13, 999 18 0f 19

36. Bennetts, HW,; Underwood, E.].; Shier, FL. A specific breeding problem of sheep on subterranean clover pastures in Western
Australia. Aust. Vet. [. 1946, 23, 2-13. [CrossRef]

37. Findlay, ] K ; Buckmaster, ] M.; Chamley, W.A_; Cumming, 1.A_; Hearnshaw, H.; Goding, J.R. Release of luteinising hormone by
cestradiol 17p and a gonadotrophin-releasing hormone in ewes affected with clover disease. Neuroendocrinology 1973, 11, 57-66.
[CrossRef]

38. Cohen, B.L; Katz, M. Further studies on pituitary and ovarian function in women receiving hormonal contraception. Contraception
1981, 24, 159-172. [CrossRef]

39. Cassidy, A.; Bingham, S.; Setchell, K.D. Biological effects of a diet of soy protein rich in isoflavones on the menstrual cycle of
premenopausal women. Am. J. Clin. Nutr. 1994, 60, 333-340. [CrossRef] [PubMed]

40. Andrews, ML.A_; Schliep, K.C.; Wactawski-Wende, ].; Stanford, ].B.; Zarek, SM.; Radin, R.G.; Sjaarda, L.A; Perkins, N.J.;
Kalwerisky, R.A_; Hammoud, A.O,; et al. Dietary factors and luteal phase deficiency in healthy eumenorrheic women. Hum.
Reprod. 2015, 30, 1942-1951. [CrossRef] [PubMed]

41. Jacobsen, BK; Jaceldo-Siegl, K.; Knutsen, S.F; Fan, |.; Oda, K,; Fraser, G.E. Soy isoflavone intake and the likelihood of ever
becoming a mother: The Adventist Health Study-2. Int. |. Womens Health 2014, 6, 377-384. |CrossRef] [PubMed]

42. Strom, B.L; Schinnar, R.; Barnhart, K.T.; Sammel, M.D.; Macones, G.A; Stallings, V.A. Exposure to soy-based formula in infancy
and endocrinological and reproductive outcomes in young adulthood. JAMA 2001, 286, 807-814. [CrossRef]

43. Upson, K; Harmon, Q.E.; Laughlin-Tommaso, SK.; Umbach, D.M; Baird, D.D. Soy-based Infant Formula Feeding and Heavy
Menstrual Bleeding Among Young African American Women. Epidemiology 2016, 27, 716=725. [CrossRef] [PubMed]

44.  Upson, K,; Adgent, M.A_; Wegienka, G.; Baird, D.D. Soy-based infant formula feeding and menstrual pain in a cohort of women
aged 23-35 years. Hum. Reprod. 2019, 34, 148-154. [CrossRef] [PubMed]

45. Qin, H;; Lin, Z,; Vasquez, E; Luan, X.; Guo, F; Xu, L. High soy isoflavone or soy-based food intake during infancy and in
adulthood is associated with an increased risk of uterine fibroids in premenopausal women: A meta-analysis. Nufr. Res. 2019, 71,
30-42. [CrossRef]

46. Chandrareddy, A.; Muneyyirci-Delale, O.; McFarlane, S.I; Murad, O.M. Adverse effects of phytoestrogens on reproductive health:
A report of three cases. Complement. Ther. Clin. Pract. 2008, 14, 132-135. [CrossRef]

47. Imai, H; Nishikawa, H.; Suzuki, A_; Kodama, E; lida, T; Mikura, K.; Hashizume, M,; Kigawa, Y.; Tadokoro, R.; Sugisawa, C;
et al. Secondary Hypogonadism due to Excessive Ingestion of Isoflavone in a Man. Intern. Med. 2022, 61, 2899-2903. [CrossRef]

48. Chavarro, ].E; Toth, T.L; Sadio, S.M.; Hauser, R. Soy food and isoflavone intake in relation to semen quality parameters among
men from an infertility clinic. Hum. Reprod. 2008, 23, 2584-2590. [CrossRef]

49. Toshima, H_; Suzuki, Y.; Imai, K.; Yoshinaga, ].; Shiraishi, H.; Mizumoto, Y.; Hatakeyama, S.; Onohara, C; Tokuoka, S. Endocrine
disrupting chemicals in urine of Japanese male partners of subfertile couples: A pilot study on exposure and semen quality. Int. J.
Hyg. Environ. Health 2012, 215, 502-506. [CrossRef]

50. Xia, Y; Chen, M;; Zhu, P; Lu, C; Fu, G.; Zhou, X,; Chen, D.; Wang, H.; Hang, B.; Wang, S,; et al. Urinary phytoestrogen levels
related to idiopathic male infertility in Chinese men. Environ. Int. 2013, 59, 161-167. [CrossRef] [PubMed]

51. Mumford, S.L; Kim, S;; Chen, Z; Boyd Barr, D.; Buck Louis, G.M. Urinary Phytoestrogens Are Associated with Subtle Indicators
of Semen Quality among Male Partners of Couples Desiring Pregnancy. J. Nufr. 2015, 145, 2535-2541. [CrossRef]

52. Yuan, G; Liu, Y; Liu, G.; Wei, L; Wen, Y;; Huang, S.; Guo, Y;; Zou, F; Cheng, ]. Associations between semen phytoestrogens
concentrations and semen quality in Chinese men. Environ. Inf. 2019, 129, 36-44. [CrossRef] [PubMed]

53. Schmitt, E.; Dekant, W;; Stopper, H. Assaying the estrogenicity of phytoestrogens in cells of different estrogen sensitive tissues.
Toxicol. Vitr. 2001, 15, 433-439. [CrossRef]

54. Wu, Q; Yang, Y; Yu, ].; Jin, N. Soy isoflavone extracts stimulate the growth of nude mouse xenografts bearing estrogen-dependent
human breast cancer cells (MCF-7). . Biomed. Res. 2012, 26, 44-52. [CrossRef] [PubMed]

55. McMichael-Phillips, D.F,; Harding, C.; Morton, M.; A Roberts, S.; Howell, A,; Potten, C.S.; Bundred, N J. Effects of soy-protein

supplementation on epithelial proliferation in the histologically normal human breast. Am. ]. Clin. Nutr. 1998, 68 (Suppl. S6),

1431S-1435S. [CrossRef]

Shike, M.; Doane, A.S.; Russo, L; Cabal, R;; Reis-Filo, J.; Gerald, W.; Cody, H.; Khanin, R.; Bromberg, ].; Norton, L. The effects of

soy supplementation on gene expression in breast cancer: A randomized placebo-controlled study. |. Natl. Cancer Inst. 2014, 106,

djul89. [CrossRef]

Van Die, M.D.; Bone, K.M.; Visvanathan, K.; Kyre, C.; Aune, D ; Ee, C; Paller, C.]. Phytonutrients and outcomes following breast

cancer: A systematic review and meta-analysis of observational studies. [NCI Cancer Spectr. 2024, 8, pkad104. [CrossRef]

Messina, M. Impact of Soy Foods on the Development of Breast Cancer and the Prognosis of Breast Cancer Patients. Forsch.

Komplementmed. 2016, 23, 75-80. [CrossRef]

Chen, M.; Rao, Y.; Zheng, Y.; Wei, S; Li, Y.; Guo, T; Yin, P. Association between soy isoflavone intake and breast cancer risk for

pre- and post-menopausal women: A meta-analysis of epidemiological studies. PLoS ONE 2014, 9, e89288. [CrossRef] [PubMed]

Finkeldey, L.; Schmitz, E; Ellinger, S. Effect of the Intake of Isoflavones on Risk Factors of Breast Cancer-A Systematic Review of

Randomized Controlled Intervention Studies. Nutrients 2021, 13, 2309. [CrossRef] [PubMed]

61. Caprio, AM_; Umano, G.R; Luongo, C;; Aiello, F; lacono, LD.; Palumbo, S.; del Giudice, EM.; Grandone, A. Case report: Goiter
and overt hypothyroidism in an iodine-deficient toddler on soy milk and hypoallergenic diet. Front. Endocrinol. 2022, 13, 927726.
[CrossRef]

&

g 8 8 3

193



Foods 2024, 13, 999 19 of 19

67

7L

73

4.

7a.

7o

Bl.

Fruzza, AG; Demeterco-Berggren, C.; Jones, K. L. Unawareness of the effects of sov intake on the management of congenital
hypothyroidism. Pediatrics 2012, 130, ef99—e702. [CrossRef]

Conrad, 5.C.; Chiu, H; Silverman, B.L. Soy formula complicates management of congenital hypothyroidism. Arch. Dis. Child.
2004, 89, 3740, [CrossRef] [PubMed]

Fan, Y.; Qhan, H.; Wu, Z.; Li, Z.; Li, X; Zhang, Y.; Xu, (; Lu, C; Wang, X. Exploratory analysis of the associations between
urinary phytoestrogens and thyroid hormones among adolescents and adults in the United States: National Health and Nutrition
Examination Survey 2007-2010. Enwiron. Sci. Pollut. Res. 2022, 29, 2974-2984. [CrossRef] [PubMed]

Sathyapalan, T.; Manuchehri, AM.; Thatcher, N.J; Righy, AS; Chapman, T.; Kilpatrick, E5,; Atkin, 5.L. The effect of soy
phytoestrogen supplementation on thyroid status and cardiovascular sk markers in patients with subclinical hypothyroidism:
A randomized, double-blind, crossover study. [. Clin. Endocrinol. Metab. 2011, 96, 1442<1449. [CrossRef]

Guo, P=F; Li, P; Zhang, X.-H.; Liu, N.; Wang, .; Chen, D.-D.; Sun, W-].; Zhang, W. Complementary and alternative medicine for
natural and treatment-induced vasomotor symptoms: An overview of systematic reviews and meta-analyses. Complement. Ther.
Clin. Pract. 2019, 36, 181=194. [CrossRef]

Chen, MM ; Lin, C.C; Liu, C.F. Efficacy of phyvtoestrogens for menopausal symptoms: A meta-analysis and systematic review.
Climacteric 2015, 18, 260-269. [CrossRef]

Draily, | W.; Ko, B-5,; Eyuk, |; Liu, M.; Zhang, W; Park, 5. Equol Decreases Hot Flashes in Postmenopausal Women: A Systematic
Review and Meta-Analysis of Randomized Clinical Trials. [. Med. Food 2019, 22, 127-139. [CrossRef]

Taku, K.; Melby, M.E; Kronenberg, F; Kurzer, M.5.; Messina, M. Extracted or synthesized soybean isoflavones reduce menopausal
hot flash frequency and severity: Systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials. Menopause 2012, 19,
776=790. [CrossRef] [PubMed]

Islam, R.M.; Bell, BJ; Rizvi, F; Davis, 5.R. Vasomotor symptoms in women in Asia appear comparable with women in Western
countries: A systemabic review. Menopause 2007, 24, 1313-1322, [CrossRef]

Taku, k.; Melby, M.E; Takebayash, |; Mizuno, S; Ishimi, Y.; Omor, T; Watanabe, 5. Effect of soy 1soflavone extract supplements on
bone mineral density in menopausal women: Meta-analysis of randomized controlled trals. Asi Pac. . Clin. Nute 2000, 19, 3342,
[PubMed]

Corbi, G.; Mobile, V.; Conti, V.; Cannavo, A; Sorrent, V; Medoro, A; Scapagnind, G.; Davinelli, 5. Equol and Resveratrol Improve
Bone Turnover Biomarkers in Postmenopausal Women: A Clinical Trial. Inf. |. Mol. Sci. 2023, 24, 12063, [CrossRef]

Wu, AH.; Yu, M.C; Tseng, C.C; Twaddle, N.C.; Doerge, DLE. Plasma isoflavone levels versus self-reported soy isoflavone levels
in Asian-American women in Los Angeles County. Carcinogenesis 2004, 25, 77=81. [CrossRef] [PubMed]

Frankenfeld, C.L.; Lampe, J.W,; Shannon, |.; Gao, D.L; Ray, E.M,; Prunty, |.; Kalhom, T.F; Wahald, K; E Patterson, E.; Thomas,
DB, Frequency of soy food consumption and serum isoflavone concentrations among Chinese women in Shanghai. Public Health
Nutr. 2004, 7, 765772, [CrossRef] [PubMed]

Kimira, M.; Arai, ¥.; Shimoi, K.; Watanabe, 5. Japanese intake of flavonoids and isoflavonoids from foods. [ Epidemiol. 1998, 8,
168=175. [CrossRef] [PubMed]

Arai, ¥; Watanabe, 5.; Kimira, M.; Shimoi, E.; Mochizuki, E.; Kinae, N. Dietary intakes of favonols, Havones and 1soflavones by
Japanese women and the inverse correlation between quercetin intake and plasma LDL cholesterol concentration. [. Nutr, 2000,
130, 2243-2250. [CrossRef]

Yamamaoto, 5.; Sobue, T.; Sasaki, 5; Kobayashi, M.; Tsugane, 5.; Arai, Y.; Uehara, M.; Adlercreutz, H.; Watanabe, 5.; Takahashi, T;
et al. Validity and reproducbility of a self-administered food-frequency questionnaire to assess isoflavone intake in a japanese
population in comparison with dietary records and blood and urine isoflavones. [ Nute 2001, 131, 2741-2747. [CrossRef]
Verkasalo, PE.; Appleby, PN Allen, MLE.; Davey, G.; Adlercreutz, H.; Key, T.]. Soya intake and plasma concentrations of daidzein
and genistein: Validity of dietary assessment among eighty British women (Oxford arm of the European Prospective Investigation
inbo Cancer and Mutrition). Br. [. Nutr. 2001, 86, 415421, [CrossRef]

Iwasaki, M.; Inoue, M.; Otani, T.; Sasazuki, 5.; Kurahashi, N.; Miura, T.; Yamamoto, 5.; Tsugane, 5. Plasma isoflavone level and
subsequent risk of breast cancer among Japanese women: A nested case=control study from the Japan Public Health Center-based
prospective study group. [. Clin. Oncol. 2008, 26, 1677=1683. [CrossRef] [PubMed]

van der Velpen, V; Hollman, FC_; van Nielen, M.; Schouten, E.G.; Mensink, M.; Veer, PV, Geelen, A. Large inter-individual
variation in isoflavone plasma concentration limits use of isoflavone intake data for risk assessment. Enr. [ Clin. Nutr. 2004, 68,
1141-1147. [CrossRef] [PubMed]

Gardner, C.I; Chatterjee, LM ; Franke, A_A. Effects of isoflavone supplements vs. soy foods on blood concentrations of genistein
and daidzein in adults. J. Nutr. Biochem. 2009, 20, 227234, [CrossRef]

Chan, 5.G.; Murphy, DA Ho, 5.C; Kreiger, M.; Darlington, G.; 5o, EEF; Chong, PY.Y. Isoflavonoid content of Hong Kong sov
foods. [. Agric. Food Chem. 2009, 57, 5386-5390. [CrossRef] [PubMed]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opindons and data contained in all publications are solely those of the individual
author{s) and contributor(s) and not of MDPL and /or the editor(s). MDPL and for the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.

194



IV.3.

Etude cellulaire du GPER

IV.3.1. Docking

[V.3.1.1. Construction du modele de récepteur

Dans la littérature, plusieurs protéines ont été utilisées comme références pour la
construction du GPER par homologie, notamment la thodopsine bovine, la protéine
ADRB?2 et la chémokine CXCR4 [249]. Cependant, chacune de ces références présente
des limitations. La rhodopsine bovine, bien qu’ayant une homologie de 44% et
seulement 4 gaps (régions d'alignement absentes dans 1'une des séquences comparées,
le plus souvent correspondant & une insertion ou une délétion) avec le GPER, présente
une conformation bovine tres différente et une identité de seulement 20,1 % [226].

La recherche BLAST 3D sur la base Uniprot a identifi¢ 244 hits, dont 235 protéines
revues. En limitant la recherche a I'humain, 13 résultats ont été obtenus et classés selon
3 criteres : identité (%), score et e-value. Les trois premieres protéines présentant aussi
des structures 3D ont été analysées.

CXCR-1: 4 structures RMN sont disponibles, dont une seule contient la quasi-totalité
de la séquence. Cependant cette structure présente une dizaine de conformeéres «
tordues » et a été écartée.

CX3CRIL: 2 structures obtenues par microscopie électronique (7XBX et 7XBW) sont
disponibles. Malgre les scores élevés de 7XBW (49% d’homologie, 31,4% d’identité et
16 gaps), le protein_report indique que les deux structures présentent de nombreuses
chaines manquantes ou invalides.

CXCR-2 : 29% d’identité, 48% d’homologie et 17 gaps. Trois structures 3D disponibles,
dont 2 homologues identiques: 6LFM (dimére du ligand endogene) et 6LFO
(monomere du ligand endogéne), obtenues par microscopie électronique, et 6LFL,
obtenue par cristallographie avec un inhibiteur allostérique et un lysozyme T4. Le
lyzozyme T4 est souvent utilis¢é comme marqueur et aide a la cristallisation
notamment des GPCR. Le ligand endogéne, le CXCL8 (interleukine-8), existe de
maniere réversible sous forme de monomeres ou de diméres in vivo, et les deux formes
sont fonctionnelles sur le CXCR2 [250].

L'analyse des structures 3D des protéines homologues au GPER est décrite dans le
tableau 13.
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Conformere

Résultat de I'alignement

7XBX

La structure correspond au FASTA a partir du résidu Y124 (7XBX) qui équivaut
a Y22 dans la protéine humaine (CX3C1), aucun gap n’est présent a partir de la.
Le Protein_report de Discovery Studio® révele de nombreux résidus incomplets
ou invalides dans les chaines latérales

Les deux premiers tours d’hélice de la structure, correspondent a 9 résidus, ne
figurent pas dans 'homologie avec CX3Cl1.

Structure Non retenu

7TXBW

La structure correspond a la séquence FASTA d’origine (CX3C1).

Aucun gap n'est présent et seulement 3 mutations sont observées.

Le Protein_report indisue de nombreux résidus incomplets a partir du résidu 23
Structure Non retenu

6LFL

La structure présente seulement 3 gaps correspondant a la boucle
extracellulaire par rapport a la séquence FASTA du CXCR-2.

Le Protein_report indique peu de résidus invalides.

Cependant, ce conformere differe du reste en raison de la présence d'un
inhibiteur intracellulaire et du lysozyme T4, qui empéche I'activation du
récepteur.

Cette structure correspond a la forme inactive du récepteur.

6LFO (avec un
monomere de
CXCL8) et 6LFM
(avec un dimeére
de CXCLS8)

Les structures présentent un alignement parfait avec la séquence FASTA
d’origine (CXCR-2).

Le Protein_report indique seulement deux résidus invalides.

Les structures correspondent a la forme active en raison de la présence de
l'interleukine 8 (CXCL8), un agoniste du récepteur, dans la structure.

Tableau 13. Résultats de I'analyse des structures 3D des protéines homologues au GPER

Les structures 3D 6LFL et 6LFO ont été retenues pour représenter respectivement les
formes inactive et active du récepteur GPER. Ce choix s’explique par les
caractéristiques suivantes.

Complétude des structures : faible nombre de résidus invalides et numeérotation
conforme a la séquence FASTA d’origine.

Simplicité du ligand : le conformeére 6LFO est préféré a 6LFM parce que le ligand
associé est sous sa forme monomérique, bien que les deux structures soient
équivalentes en termes de conformation protéique.

Les structures de 6LFL et 6LFO ont été minimisées et les gaps de 6LFL complétés.

Génération et classement des modéles

20 modéles de la forme active et 20 modéles de la forme inactive du GPER ont été
générés. Ces modeéles ont ensuite été classés en fonction de leur RMSD et de leur
niveau énergétique.

Pour la forme active, les récepteurs n°17 et n°19 présentent les meilleures énergies
avec des RMSD trés proches. Le récepteur n°13 présente I'énergie la moins favorable.

Pour la forme inactive, les meilleures énergies sont obtenues avec les récepteurs n°1
et n°8. Le récepteur n°6 présente le niveau énergétique le moins favorable.

L’'ensemble des résultats est disponible en Annexe 3.
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Analyse des résidus conservés
L’analyse des résidus conservés entre le GPER et le CXCR2 révele la présence de sept
résidus cystéines communs (voir tableau 14).

Cystéine de CXCR2 Cystéine correspondante dans GPER
119 130
166 178
196 205
230 233
263 271
286 294
308 318

Tableau 14. Résidus cystéine conservés entre CXCR2 et GPER

Une analyse comparative des structures 3D du CXCR2 et du GPER révele également
des différences notables, notamment au niveau de I'hélice 3. Le résidu aspartate 332
du CXCR2, situé dans I'hélice 3, joue un réle crucial dans I'ancrage des ligands et est
donc considéré comme un élément clé de la fonction du récepteur [251]. Ce résidu est
absent du GPER, suggérant un mécanisme de liaison des ligands distinct.

Néanmoins, le GPER présente un autre résidu aspartate dans I'hélice 2 (Asp 111), un
glutamate (Glu 275) et une glutamine (GIn138) dans I'hélice 3. Ces résidus pourraient
jouer un role similaire & celui de I'aspartate 332 du CXCR2 dans la liaison des ligands
au GPER.

[V.3.1.2. Validation du modele
L’analyse des résultats des courbes ROC du rescoring sur le training-set est présentée
en annexe 4. Elle a permis de sélectionner les isoformes suivantes du GPER :

e 20_actif : cette isoforme présente la meilleure somme d’aires sous la courbe et
obtient un score VINA satisfaisant (3°rang).

e 14 _inactif : cette isoforme se distingue par une tres bonne somme d’aires sous la
courbe et un excellent score VINA

La Figure 17 représente une superposition des deux formes du récepteur pour
comparaison structurelle.
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Figure 17. Comparaison des structure 3D des formes construites active (jaune) et inactive (rouge) du GPER vues sous 2
angles différents. Les numéros représentent |'ordre des hélices, la n°7 correspondant a celle liée a la protéine G

Modifications structurelles pour les formes active et inactive du GPER

L'analyse des structures 3D des formes active et inactive du GPER révele un
déplacement notable de I'hélice 5, d’environ 3 & 4 Angstroms vers l'intérieur, dans la
forme active. Ce mouvement compacte la partie extra-cellulaire du récepteur. Liu et al.
[250] ont observé un réarrangement similaire de 6 Angstréms et ont suggéré qu’il
pourrait étre un marqueur d’activation du récepteur.

Orientation du GPER dans la membrane plasmique

Les GPCR sont des protéines transmembranaires orientés dans la membrane
plasmique avec l'extrémité amino-terminale dirigée vers 'extérieur de la cellule et
I'extrémité carboxy-terminale située a l'intérieur de la cellule [166].

Zones de liaison du GPER

L'observation des poses 3D des ligands dans les deux structures du GPER
sélectionnées révele la présence de 2 zones de liaison distinctes (Figure 18). Ces zones
pourraient jouer un réle crucial dans la reconnaissance et la liaison des ligands au
récepteur.
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Figure 18. Résidus du GPER_activé impliqués dans l'interaction avec les agonistes du training-set

Le docking des agonistes a révélé que les résidus Cys207, Phe208, Trp216, Val214 et
Val219 sont les plus récurrents dans le site de liaison. Ces résidus pourraient jouer un
réle crucial dans I'activation du récepteur. De plus, Cys130, Met133, Leul37, Pro192
et Cys 205, semblent également impliqués dans les interactions agonistes-récepteur.
Le résidu GIn138 pourrait également étre impliqué, dans une moindre mesure.

La deuxiéme poche de liaison a été occupée uniquement par le fulvestrant et ne
possede aucun résidu en commun avec le premier cluster d’agonistes.

Le docking des antagonistes et molécules inactives a mis en évidence les résidus GIn82,
Cys151, Arg230 comme étant essentiels pour les interactions de la forme inactive du
récepteur. Glul62, semble également impliqué dans ces interactions, mais dans une
moindre mesure.

Réle de Cys207 dans I'activation du récepteur

D’apres Martinez-Mufioz et al. [183], Cys207 pourrait jouer un role clé dans le
réarrangement conformationnel des hélices 3 et 5, menant a 'activation du récepteur.
De plus, ce résidu et Gly306 étaient présents dans le site de reconnaissance de
I'agoniste G1 mais absents pour l'antagoniste G15, suggérant leur importance pour la
signalisation. Ces mémes auteur-es ont suggéré que les molécules antagonistes de
GPER, comme G15 et G36 n'ont pas d’'atome d’acétyle ou d’oxygéne, ce qui les
empéche d’'interagir avec le groupe aminé présent dans le site de liaison des agonistes.
Cette absence d’interaction pourrait expliquer leur activité antagoniste [183].

Identification des fonctions de score pour le docking
Les résultats des ACP sont rapportés dans le tableau en annexe 5. Cette analyse a
permis d’identifier les fonctions de score les plus pertinentes pour effectuer le
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consensus pour le docking des molécules d'intérét. Elles sont présentées dans le

tableau 15.
Isoforme du GPER Fonctions de score empiriques  Fonctions de score par
potentiel statistique
20_actif Xscore HPS DC-pair-surf
14_inactif Xscore AV DC-pair-surf

Tableau 15. Fonctions de score retenues pour le consensus

IV.3.1.3. Docking des isoflavones et conjugués et Rescoring

Le docking des substances d'intérét a été restreint a la small-box aux dimensions
suivantes : 28, 24 et 36 Angstroms (selon les axes x, y et z), représentée dans la Figure
19. Elle comprend une partie extracellulaire et une partie intramembranaire.

Figure 19. Construction de la structure 3D du GPER avec représentation de sa surface avec en bleu les parties hydrophiles
(compartiments extra- et intra-cellulaires) et en marron la partie hydrophobe (intramembrannaire); small-box = grille rouge

L'affinité des IFs et de leurs conjugués glucuronides pour le récepteur GPER a été
évaluée par docking moléculaire sur une base de données de 5340 composés naturels
proches de la GEN. Les résultats semblent indiquer que les IFs et leurs conjugués ne
présentent pas une affinité élevée pour le GPER.

En effet, d’aprés les résultats globaux du docking, les IFs et leurs conjugués
n'apparaissent pas dans le top 100 des composés ayant la meilleure affinité pour le
GPER. Plus précisément, pour dc-pair-surf, les positions les plus élevées pour les IFs
et leurs conjugués glucuronides sont 115 pour GEN 4’-O-glucuronide, 136 pour Gly 4-
O-glucuronide et 140 pour équol 7-O-glucuronide. Pour la fonction de score Vina,
GEN 4’-S-7-glucuronide se classe en 630° position, suivi de DAI-7-O-glucuronide en
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811¢ position. Pour la fonction de score HPS, Gly 7-O-glucuronide se classe seulement
en 1492¢ place.

[l faut cependant noter que le modéle construit in silico peut étre un peu différent de la
protéine elle-méme. En effet, les tests d’affinité in vitro publiés avec les composés
aglycones contredisent ces données [40,252]. Ils tendent & montrer que les IFs
aglycones ne sont que 10 fois moins affins pour GPER que E,. De plus, concernant les
composés conjugués, leurs concentrations dans les fluides biologiques peuvent étre de
1 000 a 100 000 fois supérieures a celle de I'E,.

Analyse des interactions ligand-GPER et comparaison avec la littérature

L'analyse des poses 3D et de la poche de liaison du GPER a permis d’identifier les
résidus clés potentiellement impliqués dans les interactions avec les IFs et leurs
conjugués. Les résidus le plus souvent impliqués sont : His282, 11e279, Cys207, Trp216,
Glu213, Phe208, Tyr142 et GIn138. Les conjugués glucuronidés semblent impliquer
des résidus supplémentaires tels que: Thr305, Phe206, Cys205, Ala204, Asp202,
Met141, Leul37, Ser134, Met133, Cys130, Leull9, Asn118, Aspll1l et GIn53. En
revanche, les conjugués sulfatés semblent se lier moins profondément dans le
récepteur, en impliquant les résidus Arg286 et GIn215.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Mendez-Luna et al. [253], qui ont
décrit une cavité importante dans le GPER, divisées en trois parties.

- Une premiére située a la face externe de la membrane : composée, notamment,
des résidus Gly58, Leu59, Leul19 (domaine transmembranaire), Ala204, Cys205,
Phe206, His282 et Arg286.

- Une partie médiane formée par les résidus Ser62, Glull5, Leul37, Phe208,
GIn215 et [le279.

- Une partie orientée vers la face intérieure de la membrane : composée de Asp111,
Leul37, Met141, GIn138, Tyr142, Glu218 et Val219.

L’analyse des interactions a révélé que Phe208 et, dans une moindre mesure, Phe206,
sont des résidus essentiels pour les interactions ligands-GPER. Ces deux résidus ont
également été identifiés par Mendez-Luna et al. [253], qui ont proposé que la proximité
de Phe208 avec Cys207 joue un 716le crucial dans le mécanisme
d’activation/inactivation du récepteur GPER. Ce mécanisme impliquerait la liaison
d'un ligand agoniste contenant des cycles aromatiques dans sa structure au site de
liaison du GPER. Phe208 interagirait avec le ligand via des interactions -1, affectant
directement la liaison disulfure formée par Cys207-Cys130. Cette interaction induirait
des remaniements conformationnels qui influencent directement les hélices a 3 et 5,
initiant le processus d’activation du récepteur [253]. Ce modéle est en accord avec le
modeéle de « commutateur a bascule global » observé dans d’autres récepteurs de la
famille des récepteurs de la thodopsine.

Analyse des scores de docking

Le tableau 16 présente les scores de docking des IFs et de leurs conjugués pour les 3
fonctions de score préalablement identifiées comme les plus pertinentes. Les résultats
indiquent que la GEN 4’-O-glucuronide (G4G) et la DAI-7-O-glucuronide (D7G) sont
les seules molécules communes dans le top 5 des 3 fonctions de score. Ces deux
molécules présentent donc une plus grande probabilité d’agir comme des agonistes du
GPER et ont été sélectionnées pour les premiers tests in vitro. Il est a noter que 'Equol
7-O-glucuronide se retrouve également parmi les molécules les mieux notées selon
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ces 3 fonctions de scores. Cependant, la présence d’Equol étant dépendante de la
nature du microbiote intestinal, cette molécule n'a pas été retenue pour les premiers
tests.

L'analyse globale du tableau révele une tendance des molécules les plus lourdes a
obtenir de meilleurs scores de docking. Cette observation met en lumiére I'une des
limites de cette approche in silico, ou la taille et la masse moléculaire d'un composé
peuvent influencer artificiellement le nombre d’interactions possibles avec le récepteur
et, par conséquent, augmenter la probabilité d’obtenir un bon score d’amarrage. Ce
phénomene est particulierement notable pour les protéines avec de grandes cavités,
comme le GPER

xscore_hps dc_PAIRSURF vinal
Gly 7-O-glucuronide 6,32 GEN 4’-O-glucuronide 267892 GEN 4’-S-7-glucuronide 8,72
GEN 4’-O-glucuronide 6,274  Gly 4-O-glucuronide 265881 DAI 7-O-glucuronide 8,6
Equol 7-O-glucuronide 6,24 Equol 7-O-glucuronide 265645 GEN 7-glucuronide 8,52
GEN 4’-S-7-glucuronide 6,236 DAl 7-O-glucuronide 256957 GEN 4’-O-glucuronide 8,5
DAI 7-O-glucuronide 6,202 GEN 7-glucuronide 251642 Equol 7-O-glucuronide 8,48
GEN 7-glucuronide 6,192 GEN 4’-S-7- 247681 Gly 7-O-glucuronide 8,4

glucuronide

Gly 4-O-glucuronide 6,158 Gly 7-O-glucuronide 237429 GEN T7-sulfate 8,2
GEN 7-sulfate 5,98 4 OH-methyl-équol 186342 Gly 4-O-glucuronide 8,2
DAI 7-sulfate 5,972 Equol 183979 GEN 7,9
GEN 4’-sulfate 5,936 GEN 179441 DAI 7-sulfate 7,86
DAI 4’-sulfate 5,908 GEN 7-sulfate 177859 Eq 4’-sulfate 7,7
Equol 4’-sulfate 5,89 GEN 4’-sulfate 176958 DAI 4’-sulfate 7,7
GEN 5,876 Equol 4’-sulfate 176391 Equol 7,6
Equol 5,874 GEN 4’,7-disulfate 173211 DAI 7,54
DAI 5,828 DAI 7-sulfate 172974 GEN 4’,7-disulfate 7,52
4 OH-methyl-équol 5,782 Gly 172888 GEN 4’-sulfate 7,4
GEN 4, 7-disulfate 5,76 DAI 169817 Gly 7,4
Gly 5,758 DAI 4’-sulfate 165233 4 OH-methyl-Eq 7,28
5-OH-équol 5,714 5-OH-équol 161059 5-OH-équol 7

Tableau 16. Classement des IFs et conjugués selon les scores obtenus avec les fonctions de score les plus pertinentes

Une analyse plus fine du docking de G4G a révélé deux emplacements de liaison
distincts au sein du GPER Le premier, impliquant le résidu GIn53, se caractérise par
une position plus superficielle par rapport au second, qui implique la Met141 (Figue
20).
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Figure 20. Poses de docking du G4G avec les résidus impliqués dans l'interaction avec le GPER. La surface de la protéine est représentée en
terme d'hydrophobicité : partie extracellulaire en bleu et partie intramembrannaire en marron

L'examen détaillé des interactions entre G4G et les résidus du GPER a permis
d’identifier plusieurs types d’interactions (Figure 21).

- Interactions T-Tt : elles impliquent des interactions entre les nuages d’électrons
deélocalisés des cycles aromatiques de G4G et les résidus aromatiques du GPER.

- Interactions T-sulfure : elles impliquent des interactions entre les nuages
d’électrons délocalisés des cycles aromatiques de G4G et les atomes de soufre des
résidus cystéine du GPER.

- Interactions conventionnelles : elles incluent des liaisons hydrogéne, des liaisons
ioniques et des interactions de van der Waals entre les atomes de G4G et les
résidus du GPER.

Figure 21. Interactions G4G/GPER :
e -1t (magenta),
e g-sulfure (orange)
° conventionnelle (vert).
Le G4G est représenté en jaune

IV.3.2. Etude de la prolifération

[V.3.2.1. Validation du modéle cellulaire

La validation des modéles cellulaires est une étape cruciale avant toute
expérimentation in vivo. Dans le cadre de cette étude, le choix des modéles de TNBC
s’est basé sur une analyse approfondie de la littérature [168,189,194,200]. Les cellules
MDA-MB-436 et MDA-MB-468 ont été sélectionnées en raison de leur absence
d’expression des récepteurs ER, PR, HER2 tout en exprimant le GPER.
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La présence du GPER dans ces
modeles cellulaires a été évaluée

GPER

W ww= Bactine

par Western blot (Figure 22). s e s
Cependant, les résultats obtenus )
s n O N~ )
ont ete surprenants et en (a'd ™M L O O
.. , om S O s <
contradiction avec les données de Y oS S c S
la littérature. En effet, aucune 9 8

bande correspondant & la taille
p Figure 22. Résultat du western Blot pour le GPER. Anti-GPER

attendue du GPER (55 kDa) n'a  ;.500. M436 : MDA-MB-436 et M468 : MDA-MB-468
été détectée dans les cellules

MDA-MB-436. En revanche, le GPER a été clairement identifié dans les cellules
SKBR3 et MCF7, et dans une moindre mesure dans les cellules MDA-MB-468.

Les analyses par Western blot ont révélé une divergence dans les tailles des bandes du
GPER observées dans les cellules SKBR3 (45 kDa), MCF7 (43,5 kDa) et MDA-MB-
468 (49 kDa). Cette variabilité apparente de la taille moléculaire du GPER n’est pas
inhabituelle et peut s’expliquer par plusieurs facteurs. En effet, des études antérieures,
telles que celles de Chan et al. [254] et Jala et al. [255],.ont mis en évidence une
variabilité de la taille moléculaire du GPER pouvant atteindre 5 kDa. Cette variabilité
est attribuée a des modifications post-traductionnelles du GPER, telles que la
glycosylation et linteraction avec d’autres protéines. Ces modifications peuvent
augmenter la masse moléculaire apparente du GPER et expliquer les différences de
taille observées dans les trois lignées cellulaires étudiées.

L'immunocytochimie présenté dans la Figure 23 a confirmé la présence du GPER dans
les cellules SKBR3, MCF7 et MDA-MB-468, bien que son expression soit moins
importante dans ces dernieres. Il n'a pas été observé dans les MDA-MB-436. De
maniere surprenante, la majorité du GPER observé dans les trois lignées cellulaires
serait localisée dans le cytoplasme, avec une faible proportion seulement a la
membrane plasmique. Cette distribution intracellulaire non superficielle du GPER a été
observée par une lecture de plusieurs plans intra-cellulaires, mais n'a pas été confirmée
par un marquage de colocalisation membranaire.

Cette possible localisation cytoplasmique prédominante du GPER dans les trois
lignées cellulaires étudiées, est un résultat préliminaire qui pourrait s'expliquer par la
détection de la protéine en cours de synthése dans le réticulum endoplasmique. Ceci
ameéne a questionner la fiabilité des anticorps utilisés pour reconnaitre la protéine
d’intérét sous sa forme active. En effet, sans information sur la séquence immunogene
pour les anticorps, on ne peut pas écarter la possibilité qu'ils reconnaissent des sous-
parties du GPER en cours de synthése.

Sila nature des anticorps n’est pas remise en question, les résultats obtenus pourraient
remettre en question la présence constitutive du GPER dans les cellules MDA-MB-
436, un modéle cellulaire couramment utilisé pour étudier le TNBC. Dans nos études,
cette lignée cellulaire ne devrait donc pas répondre a l'estradiol. Elle pourrait
également suggérer un rble alternatif de ce récepteur dans des processus
intracellulaires au-dela de la signalisation membranaire classique. Ces observations
soulignent l'importance dune caractérisation précise des anticorps utilisés pour
détecter les récepteurs transmembranaires a structure tertiaire complexe. De plus, ces
résultats démontrent la nécessité d'une validation rigoureuse des modeéles cellulaires
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avant toute étude et d'une interprétation prudente des données, en tenant compte de
la variabilité des protéines et de leur localisation subcellulaire.

Concernant les xéno-estrogenes la question reste ouverte notamment a la présence
de récepteurs ERRs par exemple.

Figure 23.résultats de la détection du GPER par immunocytochimie (anti-GPER 1:200) dans (A) MDA-MB-436, (B)
MDA-MB-468, (C) SKBR3 et (D) MCF7

L'expression d’ER a été vérifiée par Western blot dans les différentes lignées cellulaires
utilisées. Comme illustrée par la e ERo.

Figure 24, ERa n'a été détecté que
dans les cellules MCF7. Aucune
expression n'a été observée dans
les modéles TNBC (MDA-MB-468,
MDA-MB-436 et MDA-MB231), ni

dans les cellules SKBR3. Ces
Figure 24. Résultats du western blot pour ER. Anti-ER

résultats corroborent les données
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expression préférentielle d’'ERo dans les cellules MCF7 par rapport aux autres
modéles cellulaires étudiés.

[V.3.2.2. Effet des isoflavones et implication du GPER

La Figure 25 présente des résultats préliminaires de I'étude de I'effet des conjugués
glucuronides sur la prolifération des cellules MDA-MB-468, qui n'expriment pas les
ERs. Ces résultats indiquent une augmentation significative de la prolifération cellulaire
apres traitement avec la D7G a des concentrations de 10 et 100 nM. Ces doses sont
couramment mesurées dans les plasmas de consommateur-ices de soja. En revanche,
le traitement avec le conjugué G4G n’a induit quune légére augmentation de la
prolifération qui n’a pas atteint la signification statistique. Les résultats sont exprimés
en pourcentage de prolifération par rapport au milieu de culture, considéré comme
contrdle.

L'implication du récepteur GPER dans ces effets prolifératifs a été évaluée en bloquant
le récepteur avec son antagoniste spécifique G15 & une concentration de 1 uM. Le
blocage du GPER a réduit significativement la prolifération induite par I'E; et les [Fs
conjuguées testées, suggérant que le GPER joue un réle clé dans la médiation de ces
effets dans les conditions expérimentales étudiées.

Il est important de noter que ces résultats préliminaires nécessitent des confirmations
par des tests complémentaires afin d’évaluer la reproductibilité des données et la
validité des conclusions. Des analyses statistiques plus approfondies et des
expériences répétées avec des concentrations et des durées de traitement différentes
seront nécessaires pour tirer des conclusions définitives sur les effets des IFs et de
leurs conjugués glucuronidés et sulfatés sur la prolifération cellulaire et I'implication du
GPER dans ces effets. 1l serait également intéressant de tester les autres composés
conjugués, notamment sulfatés.

La faible activité proliférative de G7G observée dans cette étude est en accord avec
les travaux de Yuan et al. [86]. Ces auteur-es ont émis I'hypothése que les effets
prolifératifs de la G7G sur les cellules MCF-7, bien que modestes, pourraient résulter
de son hydrolyse en GEN au sein de ces cellules. De plus, Islam et al. [44] ont démontré
dans leurs travaux que les glucuronides des [Fs, notamment D7G, n’ont pas d’activité
estrogénique intrinseque via les ERs, et que le faible pourcentage de déconjugaison
observé dans les cellules (entre 0,2 et 1,6 %) suffit a expliquer la faible bioactivité
observée pour les glucuronides d’'IFs. Mais qu’en est-il du GPER ?

Si ce résultat ne peut étre directement transposé au modele cellulaire TNBC utilisé
dans la présente étude, il vient néanmoins appuyer partiellement nos observations. En
effet, la faible prolifération induite par G7G suggere que sa capacité a activer le
récepteur GPER pourrait étre limitée, ce qui est en accord avec les résultats de docking
et d’analyses d'interactions moléculaires présentés précédemment.

Les formes conjuguées d'IFs représentent la majorité des [Fs circulantes dans le sang
des consommateur-ices de soja, atteignant généralement des concentrations de I'ordre
de 1 pM. Nos résultats préliminaires montrent que ces conjugués d’'IFs, ne sont pas
dépourvus d’activité biologique, méme a des doses aussi faibles que 10 nM. Cette
donnée remet en question I'idée communément admise au sein de la communauté
scientifique, selon laquelle les conjugués d’IFs seraient inactifs. Ces premiers résultats
invitent & une approche plus prudente quant & l'impact des IFs sur les cancers du sein.
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Figure 25. Résultats de prolifération des cellules MDA-MB-468, 24 et 48 heures apreés traitement a la GEN-4-Glucuronide et DAI-7-Glucuronide.
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V. Discussion générale

Ce travail de recherche, initié dés le master, a adopté une approche multidisciplinaire
en combinant des études cliniques, des analyses cellulaires, de la modélisation
moléculaire et des investigations préindustrielles. L'objectif était d’explorer I'impact
des IFs, et plus largement des phytoE, sur la santé humaine sous différents angles.

Comment peut-on effectuer une évaluation précise de I'exposition aux phytoE ?

Des études antérieures [8] estimaient I'exposition aux [Fs en France comme
relativement faible, autour de 50 pg/jour, bien en deca des chiffres rapportés dans
d’autres pays occidentaux (2 872 pg/jour aux USA [256]; 2 462 pg/jour en Angleterre
[114]). Cependant, les résultats de cette recherche révelent une réalité bien différente.
En 2020, en France, I'exposition aux [Fs s’avere nettement supérieure aux estimations
antérieures, atteignant prés de 2 000 pg/jour pour les consommateur-ices involontaires
de soja et pres de 7 000 pg/jour pour les consommateur-ices intentionnel-les. Chez ces
dernier-es, la consommation déclarée varie de moins d'un produit par mois a plus de
9 par semaine. Cette exposition, caractérisée par des composés a la fois estrogéniques,
anti-LH, anti-FSH et antithyroidiens, dépasse largement celle des pesticides PEs. Cette
découverte met en lumiere I'importance de considérer les IFs comme une source
significative d’exposition aux PEs dans la population francaise et invite a une
réévaluation des risques potentiels associés a ces composés.

Les évaluations antérieures de I'exposition aux [Fs reposaient souvent uniquement sur
la consommation de soja autodéclarée. Cependant, cette approche négligeait la
contribution significative du « soja caché » présent dans de nombreux aliments
transformés [8]. En s’appuyant sur les travaux antérieurs de Lee et al. [117], cette
recherche souligne I'importance de prendre en compte ces sources souvent ignorées
d’IFs dans lalimentation en France. La présence d’IFs dans divers produits
alimentaires, y compris ceux auxquels les consommateur-ices ne s'attendent pas,
conduit a une sous-estimation importante de I'exposition réelle a ces composés. Des
études récentes rejoignent les résultats de cette thése, notamment en montrant que les
[Fs de soja ont été retrouvées, en 2020, dans 100% des échantillons d'urine
d’adolescent-es autrichiennes [257].

Les erreurs commises dans 'évaluation de I'exposition aux IFs peuvent avoir des
conséquences sur les résultats des études cliniques qui comparent différents niveaux
d’exposition, qu’elles soient rétrospectives ou prospectives. Elles affectent la
répartition des groupes en quartiles ou quintiles et affaiblissent la robustesse des
études. Nous pouvons citer comme exemple I'étude d’'Iwasaki et al. [258] qui évaluait
l'association entre les concentrations plasmatiques de GEN et DAI, l'apport en IFs
estimé par questionnaire alimentaire et le risque de cancer du sein chez des femmes
japonaises. Leur analyse a mis en lumiére des divergences notables entre les résultats
obtenus a partir des mesures plasmatiques d’IFs et de 'estimation de l'apport par
questionnaire. En effet, une corrélation négative significative a été mise en évidence
entre la concentration plasmatique de GEN et le risque de cancer du sein, suggérant
un effet protecteur potentiel des [Fs. En revanche, aucune association significative n'a
été observée entre le risque de cancer du sein et l'apport en [Fs estimé par
questionnaire alimentaire. Ces résultats soulignent les limites de cette derniere
approche. Cette étude n'est pas un cas isolé. De nombreux autres travaux évaluant les



associations entre les [Fs et la santé n'ont pas confronté les estimations alimentaires
avec des dosages biologiques d’IFs [5,6,63].

Concernant les PEs d'origine anthropique, 'équipe de la Pr. Bennetau-Pelissero a
proposé une estimation récente en travaillant sur les données des agences sanitaires
et des sites professionnels. ['étude, fondée sur les pratiques mises en ceuvre a I’Anses
a intégré les limites maximales de résidus (LMR) d'une soixantaine de fruits et Iégumes
consommeés en France et dune soixantaine de pesticides PEs pris au sens large.
L'étude a révélé une exposition aux PEs de type cocktail d’environ 560 pg/jour.
Cependant, cette estimation, basée sur des données chiffrées, peut étre considérée
comme surévaluée car elle fixe les concentrations de tous les pesticides au niveau des
LMR. De plus, elle a pris en compte des substances dont l'effet PE n'est pas
completement établi. A contrario, I'étude a été restreinte aux pesticides autorisés en
France, sans inclure les produits autorisés ailleurs mais qui peuvent pourtant
contaminer les aliments des Francais-es.

Ces résultats invitent a une reconsidération des sources d’exposition aux PEs en
France, en intégrant pleinement les [Fs dans les évaluations de risque. Des études plus
approfondies sont requises pour mieux comprendre les effets potentiels sur la santé
d’'une exposition élevée aux IFs, surtout dans le contexte dune exposition simultanée
a d’autres PEs [117]. La prise en compte du « soja caché » dans les outils d’évaluation
de I'exposition est cruciale pour obtenir une estimation plus précise du risque au sein
de la population frangaise.

Cette considération a d’ailleurs conduit au développement et a la validation de
nouveaux outils d’évaluation de I'exposition aux [Fs. Parmi eux, des questionnaires
alimentaires spécifiques de la consommation francaise ont été élaborés. Les
questionnaires ont été batis en se basant sur une étude préalable qui a réévalué
I'exposition des Francais-es aux [Fs en analysant des aliments et plus de 12 000
étiquettes de produits alimentaires disponibles en France. Ils ont essentiellement rendu
compte de l'ingestion récente d’IFs et de lignanes. Les corrélations obtenues avec les
concentrations de phytoE dans les fluides biologiques correspondants (0,83 et 0,6
respectivement pour les [Fs et 'ENL urinaires) étaient nettement plus significatives
que celles des travaux existants ([25] et références incluses). Cette amélioration des
corrélations s’explique par la prise en compte, d'un coté, du « soja caché » dans les
habitudes alimentaires des individus, et de l'autre, de la pharmacocinétique de ces
COMpOSES.

En outre, dans le cadre d'ISOLED, I'introduction d'une méthode d’analyse capillaire
inédite des IFs a permis de valider son utilisation pour évaluer I'exposition habituelle
aux [Fs a long terme. Associée aux questionnaires alimentaires, cette méthode offre
un moyen plus précis de surmonter les limites des fluctuations a court terme des taux
sanguins et urinaires d’'IFs. Elle a permis de déterminer sur un petit échantillon de
femmes Frangaises que 80% d’entre-elles étaient suffisamment exposées pour que les
[Fs soient détectables dans leurs cheveux. Ces résultats renforcent I'idée d'une sous-
estimation de I'exposition aux IFs de soja, en France. Ces niveaux d’exposition sont
conformes a ce qui est observé depuis quelques années dans les pays européens. Ils
corroborent également des données obtenues en Allemagne sur des enfants et des
adolescents qui présentaient tous des [Fs détectables dans leurs urines sur une période
de 24 heures [259].
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Par ailleurs, les données capillaires, plasmatiques et urinaires ont été collectées pour
la premiere fois sur une femme grande consommatrice de soja. Bien que ce type de
profil soit régulierement signalé dans la présentation de cas pathologiques [20], les
concentrations des fluides biologiques ne sont généralement pas communiquées.
L'analyse de ce cas a permis d'objectiver la grande variabilit¢ qui existe dans
I'exposition « naturelle » aux IFs, c’est-a-dire sans intervention clinique particuliere.
Cette grande variabilité individuelle avait déja été soulignée dans I'étude de Lee et al.
en 2019 [117].

Malgré ces avancées, I'évaluation précise de I'exposition aux IFs reste un défi. La
variabilité individuelle du métabolisme et de la composition du microbiote intestinal
influence la biodisponibilité et la biotransformation des PEs, ce qui complique
davantage I'estimation des niveaux d’exposition intrinséques [31]. Pour améliorer la
précision des outils d’évaluation de I'exposition, des recherches futures devront mieux
comprendre et modéliser ces facteurs de variabilité individuelle. Néanmoins, nos
résultats suggérent fortement que I'exposition aux [Fs en France est nettement plus
élevée que les estimations officielles.

Quels sont les risques véritables associés aux phytoE ?

Les travaux de cette thése ont porté sur I'évaluation de l'effet des phytoE sur le LED
et le TNBC.

a. PhytoE et LED

Les variabilités interindividuelles rendent d’autant plus complexe l'évaluation de
I'exposition pour les lignanes, autre famille de phytoE, qui ne sont estrogéniques
qu'aprés métabolisation par la flore intestinale compétente [29]. Cette complexité
métabolique rend I'évaluation de leur role dans le LED particulierement difficile. En
effet, le lien entre les criteres physiopathologiques et les entérolignanes ne peut se faire
que sur la base d’analyses plasmatiques. En effet, I'estimation de la consommation des
précurseurs d’entérolignanes ne suffit pas a prédire I'exposition aux phytoE et d’en
déduire leur effet sur la santé.

L'étude ISOLED a révélé une différence significative entre les concentrations
plasmatiques d’'ENL, un entéro-métabolite des lignanes, chez les femmes atteintes de
LED ou de PTI et les volontaires saines. Les groupes de malades présentaient des
concentrations plasmatiques d’ENL nettement plus faibles, suggérant un effet
potentiellement protecteur de cet entéro-lignane contre le LED. La nature de SERM
de 'ENL [28] ainsi que sa faible affinité pour les ER a et B [260], pourraient étre
impliquées dans cet effet, qui pourrait lui-méme étre qualifié d’anti-estrogénique.

Malgré l'intérét de ces résultats, il est important de rester prudent dans leur
interprétation. La taille limitée de I'étude ne permet pas de tirer des conclusions
définitives sur I'association entre la consommation récente de lignanes et la réduction
du risque de poussées lupiques. De plus, 'étude ne permet pas de déterminer si la
relation observée entre I'ENL plasmatique et le statut sain est causale (effet de la
consommation de lignanes) ou corrélative (simple marqueur d'un microbiote intestinal
plus compétent ou d'une plus grande consommation de fruits et légumes). Toutefois,
ces résultats renforcent les données indiquant quune consommation abondante de
fruits, légumes et fibres est bénéfique pour la santé.
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Par ailleurs, le profil d’entérolignanes produit par le microbiote intestinal est influencé
par la source et le profil des lignanes consommés [27,261]. Cette observation suggere
un rdle potentiel du microbiote intestinal dans l'association observée entre 'ENL
plasmatique et le LED. Des études futures devraient se concentrer sur l'analyse
détaillée de la composition et de la fonction du microbiote intestinal chez les patientes
atteintes de LED et les volontaires saines, en corrélation avec leurs niveaux d’'ENL et
leur consommation de lignanes. Cette approche permettrait de mieux comprendre les
interactions complexes entre [lalimentation, le microbiote intestinal et le
développement du LED.

De la méme maniere, I'effet des IFs sur les MAIs pourrait dépendre de la composition
de la flore intestinale, notamment dans le cas de I'équol. Cependant, il est important
de noter que, contrairement aux lignanes, la DAI et la GEN, principales IFs du soja
possedent une activité estrogénique directe, indépendamment de la flore intestinale.
L’absence de distinction claire entre les groupes de I'étude ISOLED en fonction de leur
consommation d’IFs souligne la nécessité d’études plus puissantes pour explorer
I'association potentielle entre 'exposition aux IFs et le LED. Les données obtenues
chez les animaux transgéniques modéles du LED semblent indiquer un effet plutot
aggravant a des doses alimentaires [137]. Si tel s’avérait étre le cas chez les humains,
cela démontrerait une nouvelle fois que tous les phytoE ne sont pas équivalents et que,
si les IFs doivent étre considérées avec circonspection, les lignanes issues des fruits et
légumes seraient plutdt bénéfiques pour la santé. C’est notamment ce qu'a montré
I'étude de cohorte de Touillaud et al. sur les cancers du sein [262].

b. IFset TNBC

Le docking moléculaire, en raison des approximations inhérentes aux calculs, ne peut
étre considéré que comme un outil de présélection de ligands potentiels, nécessitant
donc une validation biologique ultérieure. Les résultats des calculs suggérent une faible
affinité des IFs et de leurs conjugués pour le GPER. Cependant, l'absence de
détermination des Kd des différents composés dans le cadre de cette étude ne permet
pas de tirer des conclusions définitives quant & leur affinité pour ce récepteur. Par
ailleurs, l'analyse des poses des ligands a permis d'identifier des résidus clés
potentiellement impliqués dans les interactions ligands récepteur, suggérant un
mécanisme d’activation du GPER similaire a celui décrit dans la littérature [175]. Ces
résultats devraient donc étre confirmeés par des études in vitro plus étoffées que celles
réalisées dans le cadre de cette these.

A ce titre, les travaux menés sur les cellules TNBC fournissent des résultats
préliminaires encourageants concernant l'implication du GPER dans les effets
prolifératifs des IFs. Dans un modele de cellules cancéreuses triple négatives
exprimant ce récepteur, deux molécules, correspondant aux formes circulantes
principales de conjugués d’IFs, ont été testées a des concentrations physiologiques.
Les résultats ont révélé une promotion modeste mais significative de la prolifération
cellulaire deux jours apres le traitement, réduite en présence dun antagoniste
spécifique du GPER. Ces données soulévent des questions importantes sur l'effet des
autres conjugués d’IFs et la validité des résultats obtenus pour d’autres modeles de
TNBC. Des tests complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces observations
et explorer l'effet d'une gamme plus large de conjugués d’IFs. Pour souligner l'intérét
de ces résultats il faut mentionner qu'actuellement, une controverse existe dans la
communauté scientifique autour de l'effet potentiel des IFs sur la prolifération des
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cancers du sein in vivo. Un des arguments avancés par les chercheur-es qui considerent
que les IFs sont sans effet, est lié aux concentrations et formes circulantes qui seraient
insuffisantes et inactives. Néanmoins, 1'éventuelle activité des composés conjugués, a
des doses circulantes, incite a la prudence, notamment chez les femmes atteintes de
cancers hormono-dépendants exprimant des GPER.

Pour autant, les résultats obtenus in vitro et in silico ne permettent pas aujourd’hui de
déterminer si les IFs conjuguées agissent en tant que telles ou si elles sont
préalablement déconjuguées par les cellules avant d’agir via le GPER. Si elles sont
capables d’agir directement, ce phénomene concernerait toutes les cellules exprimant
le GPER. En revanche, si elles doivent étre dé-conjuguées pour étre actives, leurs
actions resteront limitées aux cellules capables de réaliser cette déconjugaison et donc
exprimant les enzymes glucuronidases et/ou sulfatases. Au regard de ces informations,
et dans le cas ou les [Fs-glucuronides agiraient seulement aprés déconjugaison, cela
pourrait contribuer a une certaine spécificité tissulaire de I'action des [Fs. Compte tenu
des variations rapportées dans la littérature de l'action des IFs sur la santé, une telle
spécificité tissulaire doit étre envisagée.

L'évaluation des activités de conjugaison dans différentes cellules cancéreuses
mammaires permet d'illustrer la diversité des profils de métabolisation des PEs. Parmi
ces cellules, les cellules MDA-MB-436 (TNBC), présentent un profil de conjugaison de
la GEN similaire aux cellules MCF7 [263]. En effet, ces deux lignées cellulaires
expriment des activités glucuronosyl- et sulfotransférases, enzymes de phase II
impliquées dans la conjugaison des PEs avec des glucuronides ou des sulfates.
Cependant, ces cellules présentaient une préférence marquée pour la sulfatation par
rapport a la glucuronidation [264] avec quelques différences significatives entre les
deux lignées qui pourraient étre liées a I'expression d'ERa [263]. Ces observations
soulignent l'importance de tester l'effet des conjugués sulfatés, qui pourrait étre
potentiellement plus prononcés que celui des glucuronides, sur ces modéles cellulaires.
Elles confirment également I'importance de prendre en compte la diversité des profils
de conjugaison et de déconjuguaison, notamment des PEs, dans les cellules
cancéreuses lors de I'évaluation de leurs effets potentiels.

Par ailleurs, les études cellulaires portant sur I'expression et la localisation du GPER
ont donné des résultats inattendus. Le GPER n’a en effet pas été détecté dans les
cellules MDA-MB-436, un modele TNBC couramment utilisé dans la littérature
[156,180,181]. Par ailleurs, la possible prédominance d'une localisation cytoplasmique
du GPER dans les autres lignées cellulaires étudiées souléve des questions quant a la
nature des anticorps utilisés et a leur capacité a reconnaitre un récepteur
transmembranaire enchassé dans la membrane. Cette observation pourrait suggérer
également un role potentiel du GPER au-dela de ses fonctions classiques de
signalisation membranaire. Il est important de rappeler que la présence d'une protéine
dans le cytoplasme d'une cellule est normale, car c'est le lieu de sa synthese.
Cependant, cela ne garantit pas qu'elle y soit sous sa forme active. En effet, les
anticorps, en particulier les monoclonaux, peuvent étre développés contre de courtes
séquences d'acides aminés qui peuvent étre plus ou moins masquées lorsque le
récepteur est sous sa forme active dans la membrane. Ce point souligne l'importance
de développer des outils de détection des protéines transmembranaires spécifiques de
leurs formes physiologiques actives. Les informations disponibles sur les anticorps
utilisés en immunohistochimie sur les cellules en culture ne permettent pas d'exclure
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cette hypothése. Ces résultats soulignent également la nécessité de valider
rigoureusement les modeles cellulaires et de prendre en compte les complexités de
l'expression et de la localisation des protéines lors de l'interprétation des données
expérimentales.

En outre, la grande majorité des études in vitro explorant le rle du GPER souleve des
questions de pertinence physiologique sur son rdle de médiateur des signaux
intracellulaires déclenchés par I'E,. Ces études utilisent souvent des cellules en culture
exposées a des concentrations supra-physiologiques d’E; [179]. En effet, les
concentrations physiologiques d’E, circulant dans le plasma sanguin sont de I'ordre de
7,3 a 734,2 pM chez de jeunes femelles rongeurs, et chez les femmes, ces taux varient
entre 0,1 et 2,2 nM selon la phase du cycle cestral [265]. Or les concentrations testées,
et actives, sont de I'ordre de 10-100 nM. Ces concentrations correspondent aux doses
circulantes ne se rencontrant que pendant la grossesse [266]. Ce décalage important
entre les concentrations d’'E; utilisées in vitro et les niveaux physiologiques classiques
souleve des questions sur le réle physiologique du GPER dans la médiation des effets
de I'E; in vivo [179]. Alternativement, elles pourraient guider une réflexion sur
I'existence de récepteurs potentiellement dédiés a médier des effets estrogéniques
seulement au pic du cycle ou pendant la gestation des femelles. Cela impliquerait
également que le GPER n’aurait pas de role chez les méles. Par ailleurs, il est important
de noter que la fraction d’E; libre et biologiquement active ne représente quune infime
partie de I'E; circulante [265], la majorité étant liée aux protéines plasmatiques. Ceci
dénote de l'importance de recherches complémentaires utilisant des modéles plus
proches de la physiologie humaine pour mieux comprendre I'importance réelle du
GPER dans la médiation des effets de I'E; in vivo.

Quelles recommandations émettre ?
a. ATéchelle des politiques publiques

Sur le registre de la santé publique en France, en 2005, 'AFSSA et TAFSSAPS ont
rendu un rapport commun « Sécurité et bénéfices des phyto-estrogenes apportés par
I'alimentation — Recommandations » [79]. Dans cette étude, menée pendant 30 mois
par 20 expert-es scientifiques, les agences sanitaires ont recommandé de limiter la
consommation de soja chez les nourrissons, les femmes enceintes et celles ayant des
antécédents personnels ou familiaux de cancers du sein. Ceci inclue aussi le « soja
caché » et est d’autant plus préoccupant que les produits industriels a base de soja
contiennent souvent de nombreux autres additifs qui les placent dans la catégories des
produits ultra-transformés. Ces additifs, tels que les édulcorants ou agglomérants,
pourraient étre impliqués dans I'apparition de certains cancers, selon des études
épidémiologiques récentes menées au sein de la population frangaise [273].

Une question importante se pose alors : est-il obligatoire de mentionner les taux d'IFs
dans les aliments ? En 2005, les expert-es avaient proposé une dose acceptable d’'IFs
de 1 mg/kg/jour en se basant sur les estimations de consommation en Asie. IIs et elles
avaient aussi encouragé les industriels & indiquer les teneurs en phytoE de leurs
produits sur les étiquettes [8]. Malheureusement, I'avis des agences sanitaires n’a pas
force de loi et cette recommandation n'a pas fait 'objet d’'une législation formelle et
n'est donc pas appliquée. De plus, bien que 'AFSSA et TAFSSAPS aient proposé une
méthode de calcul des quantités d’IFs, elles n'ont pas validé de technique d’analyse
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spécifique pour ces substances. C'est aussi une des raisons pour lesquelles les
industriels ne mentionnent toujours pas les teneurs en phytoE de leurs produits.

En Allemagne, I'Institut fédéral d’évaluation des risques (BfR) considere que les
informations scientifiques disponibles sur les IFs soulévent des interrogations quant a
leur innocuité. Des perturbations hormonales de la reproduction ont été observées
chez des enfants et les effets des IFs sur la thyroide sont de plus en plus évidents.
L'agence estime qu’en Allemagne la consommation de phytoE est sous-estimée, en
particulier depuis I'essor récent du végétarisme. Elle recommande une réévaluation de
cette exposition afin de formuler des recommandations appropriées [267,268].

En Norvege, le Comité scientifique norvégien pour la sécurité alimentaire (VKM) a
évalué la sécurité des [Fs consommeées sous forme de compléments alimentaires a
des doses de 40 ou 80 mg/jour prises pendant une période d'un a trois mois. Les
résultats de I'évaluation du VKM suggerent que ces suppléments d’'IFs pourraient
présenter un risque d’effets négatifs sur le taux d’hormones chez les femmes pré-
ménopausées, les hommes et les adolescentes. Chez les adolescentes, des
perturbations du cycle menstruel sont également observées [269]. Le comité conclu
que ces effets négatifs semblaient limités au systéme hormonal et n'ont entrainé
aucune autre conséquence notable pour la santé des populations ciblées par 1'étude,
sur la durée de celle-ci.

En 2015, I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a émis un avis sur les
effets des [Fs présentes dans les compléments alimentaires destinés aux femmes
ménopausées. Selon I'agence européenne, il n'y aurait pas de risque méme pour des
fortes doses allant jusqu’a 120 mg/jour [72]. Cependant, il faut souligner ici que ni les
études de toxicologie américaines, ni les effets sur la thyroide ou les cas cliniques
problématiques n’'ont été pris en compte.

L’EFSA [72] a examiné les études cliniques portant sur les [Fs pour déterminer si elles
augmentaient les risques de cancer du sein ou de l'utérus. Cependant, les femmes
incluses dans ces études étaient en bonne santé, et le risque de cancer n’était pas
I'objectif principal de ces études. Il n’était donc pas systématiquement enregistré. Par
conséquent, les résultats sont partiels mais 'agence a conclu que les [Fs étaient sans
danger. 1l est important de noter que dans la vie réelle, les femmes peuvent présenter
des pathologies, y compris des cancers qu’elles ignorent. En outre, le risque de cancers
du sein est plus élevé en péri-ménopause. Or I'EFSA n’a pas pu formuler d’avis sur
cette population en raison du manque de données disponibles.

Dans d’autres pays européens, les agences sanitaires n’ont pas récemment émis d’avis
sur les IFs de soja ni sur une dose acceptable. Les avis existants datent d’avant les
études de toxicologie américaines. Dans certains pays, les effets estrogéniques
bénéfiques des [Fs sont admis chez les femmes, mais aucune agence ne s’interroge sur
les effets de ces estrogénes sur des populations qui ne devraient pas y étre exposées.

Au Canada, Santé Canada, a émis des réserves concernant la consommation de soja
et d'IFs. L'agence mentionne que le soja est contre-indiqué chez les hypothyroidiens
et les nourrissons [270]. La Commission Canadienne des Graines publie chaque année
un état des lieux de la qualité du soja récolté, incluant la teneur moyenne en [Fs. La
technique d’analyse retenue par Santé Canada est bien documentée. Tandis qu'aux
Etats-Unis, I'agence de sécurité sanitaire des aliments (FDA) réévalue actuellement ses
allégations santé liées au soja [271].
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Concernant les phytoE, l'institut étasunien de recherche en santé, le NIH, a financé
récemment des études cliniques et des recherches sur des populations humaines pour
évaluer les effets déléteres des [Fs du soja sur la reproduction. Les résultats de ces
études sont en accord avec les données de toxicologie obtenues sur les rats, et
indiquent une dose délétere d’IFs chez les femmes pré-ménopausées de 'ordre de
50 mg/jour. Cependant, & ce jour, les formules de lait infantile a base de soja ne sont
pas interdites aux USA bien que les derniers avis publiés en 2011 [107] ont été discutés
au sein des panels d’experts et fait 'objet de critiques de la part de scientifiques
étasuniennes apres leur publication. Actuellement, les derniéres données scientifiques
obtenues par le NIH pourraient conduire a une réévaluation des risques associés a
I'utilisation de ces formules chez les nourrissons [272]. Mais pour l'instant, la date
précise de cette réévaluation reste inconnue.

b. ATéchelle individuelle et de I'engagement industriel pour adapter les méthodes de
préparation

Compte tenu des risques potentiels pour la santé associés a une exposition élevée aux
IFs et des préoccupations exprimées par 'AFSSA et 'AFSSAPS en 2005 [8], cette
these, menée en partenariat avec des industriels de 'agroalimentaire, explore des
méthodes visant a réduire leur teneur dans les aliments a base de soja. Cette
observation illustre I'implication de certaines entreprises engagées, en particulier
Biopress/Berkem, qui soutient financierement cette these CIFRE, témoignant ainsi de
leur préoccupation pour la santé des consommateur-ices. A cet effet, les projets
PHYTOSECUR 1 et 2 ont démontré lefficacit¢é des méthodes proposées de
transformation du soja pour réduire la teneur en IFs des aliments. A I'échelle
préindustrielle, les ringcages des graines de soja dépelliculées ont permis de réduire de
50% les teneurs en IFs. Un autre bénéfice concerne la valorisation des eaux de lavages,
a travers la récupération des IFs et de 'eau de traitement, qui semble étre une pratique
envisageable, réduisant ainsi l'impact écologique et économique. De plus, la
reproduction en laboratoire des méthodes traditionnelles de préparation du tempeh,
du miso et du tofu a montré une réduction significative des IFs par rapport aux
aliments industriels. Cette réduction explique pourquoi la consommation du soja n’a
pas eu en Asie, dans le passé, 'impact attendu d'une légumineuse riche en phytoE. En
effet, ces populations consommatrices de soja, représentant plus dun milliard
d’individus en 1998 (soit plus d'un tiers de la population mondiale [273]), ont continué,
au moins en partie, a cuisiner le soja selon des recettes familiales traditionnelles.

Ces dernieres observations soulevent de nouvelles questions concernant |’estimation
de I'exposition actuelle des Asiatiques. Si ces populations continuent a consommer du
soja de maniére traditionnelle, les corrélations observées en Asie entre la
consommation de soja et la réduction des risques de cancers du sein sont-elles
réellement liées aux [Fs ? Ne devrions-nous pas plutdt envisager des biais liés a
d’autres facteurs environnementaux et éventuellement alimentaires ?

Bien que les études PHYTOSECUR 1 et 2 aient apporté des solutions concretes pour
réduire 'exposition aux I[Fs, tant a I'échelle (pré)industrielle que domestique, des
recherches et une collaboration plus poussée avec l'industrie agroalimentaire sont
recommandées pour faciliter la mise en ceuvre de ces méthodes a plus grande échelle.
L'engagement de l'industrie alimentaire est crucial pour développer des produits a
base de soja a faible teneur en [Fs, tout en préservant leurs qualités organoleptiques et
nutritionnelles. Cette collaboration pourrait également contribuer a la mise en place
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de stratégies de communication efficaces pour informer les consommateur-ices sur les
choix et les pratiques alimentaires éclairés concernant les IFs.

Finalement, les résultats de cette recherche pourraient avoir des implications
importantes pour la mise en place de stratégies visant a limiter I'exposition aux IFs
dans la population tant au niveau des politiques publiques que des pratiques
individuelles. Il est essentiel d’établir des directives claires et fondées sur des preuves
concernant la consommation d’IFs, en particulier pour les populations vulnérables. En
ce qui concerne I'ensemble des consommateur-ices, le rapport de I’Anses prévu pour
juillet 2024, est attendu.

VI. Conclusion générale et perspectives
Ce travail de recherche s’est articulé autour de trois axes principaux : (1) I'évaluation
de I'exposition aux IFs en France, (2) 'exploration d'une corrélation potentielle entre
I'exposition aux IFs et les poussées de LED ainsi que I'étude de I'implication du GPER
dans les effets proliferatifs des [Fs sur des modeéles cellulaires de TNBC, (3) et enfin la
réduction de I'exposition aux [Fs via I'alimentation en contribuant au développement
de procédures industrielles adéquates.

Les résultats de nos travaux ont révélé une exposition significative aux IFs en France,
estimée a environ 7 mg/jour/habitant-e. Cette valeur est nettement supérieure aux
estimations antérieures, principalement en raison de la prise en compte du « soja
caché » présent dans de nombreux produits ultra-transformés et a 'augmentation
récente de la tendance végétarienne dans la population frangaise. Les évaluations
antérieures de l'exposition aux [Fs se basaient souvent uniquement sur la
consommation de soja auto-déclarée. Cette recherche a souligné lI'importance de
prendre en compte ces sources souvent inapercues d' [Fs dans I'alimentation.

La validation des questionnaires alimentaires a démontré leur pertinence comme
outils d’estimation de I'exposition. Notamment, 'intégration de la pharmacocinétique
des IFs dans les scores alimentaires a ameélioré la précision de I'estimation de
I'exposition récente. Par ailleurs, le développement du dosage capillaire des IFs,
représentant une avancée méthodologique intéressante, permet de refléter une
exposition habituelle et de lisser les variations quotidiennes.

Bien que I'étude ISOLED soit contrainte par la taille limitée de son échantillon, elle
laisse entrevoir la possibilité d'un effet protecteur non anticipé de 'ENL contre le LED.
Cependant, en raison de ces limitations, il reste incertain de conclure de maniere
irréfutable quant a I'impact d'une exposition aux IFs.

L'exploration de I'implication du GPER dans les effets des IFs sur les TNBC a permis
de mettre en lumiere la complexité de la signalisation cellulaire et des interactions
ligand-récepteur. Les résultats préliminaires indiquent une implication potentielle du
GPER dans les effets prolifératifs des [Fs conjuguées.

Les études PHYTOSECUR 1 et 2, en établissant I'efficacité des traitements a I'eau
pour réduire la teneur en [Fs des aliments a base de soja, représentent une
reconnaissance de la valeur des savoirs traditionnels. Les résultats démontrent la
possibilité de développer des méthodes de production industrielles et domestiques
alternatives pour réduire I'exposition aux IFs. La mise en place de procédés de
déflavonoidisation a I’échelle industrielle et la promotion de méthodes de préparation
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traditionnelles pourraient contribuer a limiter I'exposition aux IFs et a réduire les
risques potentiels pour la santé.

De maniere générale, cette thése a mis en lumiere les complexités de la recherche sur
les IFs et a souligné la nécessité de poursuivre les investigations sur leur impact sur la
sant¢ humaine. Elle souligne les mérites dune approche multidisciplinaire et
I'importance de prendre en compte les IFs dans I'évaluation des PEs ainsi quune
vigilance accrue pour les groupes a risque. En comblant quelques lacunes entre
I'évaluation de l'exposition, la compréhension mécanistique et les observations
cliniques, cette recherche ouvre la voie a I'élaboration de diverses stratégies, aussi bien
a l'échelle industrielle que domestique, pour assurer une consommation sire et
durable des aliments a base de soja en réduisant 'exposition de la population.

Ainsi, les résultats obtenus ouvrent des perspectives importantes, a différents niveaux,
pour la recherche future et la mise en place de mesures de santé publique visant a
protéger la population des effets potentiellement néfastes des IFs.

Au niveau méthodologique

Il serait intéressant d’envisager des méthodes d’estimation de l'exposition des [Fs a
grande échelle, dans des contextes plus larges que le contexte francais. De plus, et
comme évoqueé précédemment, la mise en place de procédés de déflavonoidisation a
I'échelle industrielle et la promotion de méthodes de préparation traditionnelles
pourraient contribuer a limiter I'exposition aux IFs et a réduire les risques potentiels
pour la santé, en particulier pour les populations vulnérables. Il parait donc essentiel
de poursuivre le développement de méthodes de production d’aliments & base de soja
ayant une teneur réduite en IFs.

Au niveau fondamental

Il est important de poursuivre les investigations sur lI'impact des IFs sur la santé
humaine, notamment sur les MAIs et les cancers hormono-dépendants, en tenant
compte des variations individuelles, des facteurs de confusion et des effets cocktails.
Des études multicentriques avec des effectifs plus importants sont nécessaires pour
confirmer ou infirmer les résultats préliminaires de I'étude ISOLED. Ces études
peuvent s’appuyer sur les outils d’estimation de I'exposition développé dans ce travail.
Une meilleure compréhension des mécanismes d’action des IFs et leur interaction
avec le GPER et d’autres récepteurs aux estrogenes nécessite également la mise en
ceuvre de nouvelles études. L'exploration de la localisation cellulaire du GPER, des
voies de signalisation intracellulaires ainsi que le développement de nouveaux outils
de détection plus performants pourraient y contribuer.
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Annexe 1 : Code_R®

a. Observation des données ISOLED et test de normalité

setwd("D:/THESE/ISOLED/Analyse_R")

Tibrary(tidyverse)

Data<-read.csv( D:/THESE/ISOLED/Analyse_R/Data_ISOLED.csv')
pata<- Dpatal,-1]

pata <- rename(Data,

Hair_G_D = Hair.GEN...DAI..ng.mL.,
Hair_IFs = Hair.IFs..ng.mg.,
Urine_g = GEN.urin..microg.L.,
Urine_D = Dajdztein.urin..microg.L.,
Urine_E = Equol.urin..microg.L.,
Urine_IFs = IFs.urin..mg.L.,
Score_urin_IFs = Score.urin.IFs,
Score_urin_G = Score.urin.GEN,
score_urin_D = Score.urin. DAT,
Plasma_G = GEN.plasm..ng.mL.,
Plasma_pD = DAIL.plasm..ng.mL.,
Plasma_E = Equol.plasm..ng.mL. ,
Plasma_IFs = IFs.plasm..ng.mL.,
Score_plasm_IFs = Score.plasm,

Score_plasm_G = Score.plasm.GEN,
Score_plasm_D = Score..plasm.DAT,
Urine_ENL = ENL.urin.microg.L,
Score_Urin_ENL = Score.urin.ENL,
Plasma_ENL = ENL.Ng.mL,
score_plasm_ENL = Score.ENL.plasma

)

str(pata)
summary (Data)

# Controlling column types
Data<-Data |> mutate(status = factor(Status))



#library(tidyverse)

## DATA OBSERVATION DATA BRUT
== S —
patal <- na.omit(Data)
print(class(Dbatal))

col_status<- c('[f]" . [Branag’,

pdf ("1_pata_observation.pdf”, width=9, height=9)

par (mfrow=c(6,4), mar=c(1, 3, 1, 1))

for (i in 2:23) {
plot(patalistatus, Datall,i], ylab="", cex.axis=0.6, col=Col_status)
nam<-names (Datal) [i]
mtext(nam,2,2.2,cex=0.7)

-

dev. of F ()

# Data observation without outliers

subset «- subset(Datal, urine_G < 400)
Subset «- subset(Subset, Urine_D < 600)
Subset «- subset(Subset, Urine_EML = 8000)
#EN plus pour pdf_2

Subset «- subset(Subset, Hair_G_D = 4)
Subset «- subset(Subset, IHS < 12)

#EN plus pour pdf_3

Subset «- subset(Subset, Plasma_G = 30)

pdf ("3_pata_observation_without_outliers.pdf”, width=14, height=9)
par (mfrow=c(6,4), mar=c(1, 3, 1, 1))
for (1 in 2:23) {
plot(subsetistatus, sSubset[,i1, ylab=
nam=-names (subset) [1]
mtext(nam,2,2.2,cex=0.7)

.

dev. of F ()

cex.axis=0.6, col=Col_status)

#% NORMALITE DES DONMEES.

#H ============
#00PLOT

Donnee<-Datal,2:23]

X <- rnorm(DonneeiHair_G_D )
ggnormx)

qgline(x, col = "[E"
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X <- rnorm(DonneefHair_IFs )

qgnormix)
qgline(x, col = "[EH")

X <- rnorm(DonneefIHS )
qgnormix)
qgline(x, col = "[EH")

X <- rnorm(DonneefIFs )
qgnormix)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(ponneefurine_g)

ggnorm(x)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(ponneefurine_p)

ggnorm(x)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(Donneefurine_g)

ggnorm(x)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(Donneefurine_IFs)

ggnorm(x)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(ponneefscore_urin_IFs)

ggnorm(x)
ggline(x, col = "[EH"

¥ <- rnorm{Donneefscore_urin_g)

qggnormx)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(Donneefscore_urin_p)

qggnormx)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(ponneefplasma_gG)

qggnormx)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(ponneefplasma_D)

qggnormx)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(ponneefplasma_g)

qggnormx)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(ponneefplasma_IFs)

qggnormx)
ggline(x, col = "[EH"

X <- rnorm(Denneeiscore_plasm)

qggnormx)

qqline(x, col = "[EH")

X <- rnorm(DonneefScore_plasm_g)

qggnormx)

qgline(x, col = "[EH")

X <- rnorm(Donneeiscore_plasm_D)

qgnorm(x)

gqgline(x, col = "[E4"

X <- rnormiDonneefscore_plasm_ENL)

ggnorm(x)

gqline(x, col = "N

X <- rnorm(Donneeiscore_Urin_ENL)

qgnorm(x)

gqgline(x, col = "[E4"

X <- rnorm(Donneeiplasma_ENL)

qanorm(x)

gqline(x, col = "N

¥ <- rnorm(Donnesiurine_ENL)

ggnorm(x)

qgline(x, col = "[E4"

# Decrire les variables avec des histogrammes

par (mar=c(3, 5, 1, 1))

Tayout(matrix(c(1:22),11,2))

for{i in 1:22) {hist(ponnee[,i],main=names(Donnee)[i],x1ab=

Tayout (1)

#TEST ANDERSON-DARLING DE NORMALITE
install.packages("nortest™)

Tibrary(nortest)
#ad. test(mrtcarsimpg)
#For(i in 1:22)

ad
ad

ad
ad

ad
ad

ad.
ad.
ad.
ad.

ad
ad

.test(DonneeiHair_G_D)
.test(DonneeiHair_IFs)
ad.
ad.
ad.

test(DonneeiPlasma_G)
test(DonneeiPlasma_D)
test(DonneeiPlasma_g)

.test(DonneeiPlasma_ENL)
.test(Donneeiurine_g)

ad.
ad.
ad.
ad.

test(DonneeiUrine_D)
test(Donneeiurine_g)
test(DonneeilUrine_IFs)
test(Donneeiurine_ENL)

.test(Donneeiscore_urin_G)
.test(Donneeiscore_urin_D)
test(DonneeiScore_Urin_ENL)
test(Donneeiscore_urin_IFs)
test(DonneeisScore_plasm_IFs)
test(Donneeiscore_plasm_g)
.test(DonneeiScore_plasm_D)
.test(DonneeiScore_plasm_ENL)
ad.
ad.
ad.

test(DonneeiIHs)
test(DonneeiIFs)
test(DonneeiPlasma_IFs)

"

242



b. Corrélations ISOLED

Tibrary("dplyr™)

# CHARGER DONNEES
setwd("D: /THESE/ISOLED/analyse_R")

ey

pata <- read.csv("Data_ISOLED.csv")

# REMOMMER LES VARIABLES

Hair_IFs <- DatafHair.IFs..ng.mg.

IHS <- DatajIHS

IFS <- DatalIFs

Hair_G_D <- DataiHair.GEN...DAI..ng.mL.
Hair_IFs <- DatafHair.IFs..ng.mg.
Urine_G =- Data%GEN.urin..microg.L.
Urine_D <- Dataipaidztein.urin..microg.L.
urine_E «- Datafequol.urin..microg.L.
Urine_IFs <- Data$IFs.urin..mg.L.
Score_urin_IFs <- Dataiscore.urin.IFs
Score_urin_G <- Dataiscore.urin.GEN
Score_urin_D <- Dataiscore.urin.DAI
Plasma_c <- DatafGEN.plasm..ng.mL.
Plasma_D <- DatafDAI.plasm..ng.mL.
Plasma_E <- Datafequol.plasm..ng.mL.
Plasma_IFs <- DatafIFs.plasm..ng.mL.
Score_plasm_IFs <- DatafScore.plasm
Score_plasm_G <- Datafscore.plasm.GEN
Score_plasm_D <- DatafsScore..plasm.DAI
Urine_ENL <- Data$ENL.urin.microg.L
Score_Urin_ENL <- Dataiscore.urin.ENL
Plasma_ENL <- DatafeENL.ng.mL
Score_plasm_ENL <- DatafScore.ENL.plasma

View(Data)

# PERFORM PEARSON CORRELATION ANALYSIS

corr <- cor.test(x = Hair_IFs, y = IH5, method = "spearman”, exact = FALSE)

corr

spe_cor <- cor(x = Hair_IFs, y = IHS, method = "spearman”, use = "complete.obs")

# SCATTERPLOT

plot (x=Hair_IFs, y=IHS, main = "Correlation de Spearman”, xTab = "Concentration d'isoflavones dans les cheveux”,

ylab = "IH5",cex.lab=1.2, pch=19, col="[Tightblug")
# Regression line
abTine(Im(IHS~Hair_IFs), col=
# Pearson correlation
text (paste("correlation

, round(x = spe_cor, 2)J), x = 3, y = 20, cex = 3)
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corr <- cor.test(x = IFS, y = IHS5, method = "spearman”, exact = FALSE)

corr

spe_cor <- cor(x = IF5, y = IHS, method = "spearman”, use = "complete.obs™)

# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser Tes axes a 0
plot (x=IF5, y=IH5, main = "Correlation de Spearman”, xlab = "IF5",

ylab = "IHs", cex.lab=1.2, pch=19, col="[Tightblug")
# Regression line
abline(Im(IHS~IFs), col=
# Pearson correlation
text(paste("Correlation

, round(x = spe_cor, 2})}, x = 5, ¥ = 20, cex = 3)

corr <- cor.test(x = Hair_G_D, y = Hair_IFs, method = "spearman”, exact = FALSE)
corr
spe_cor <- cor(x = Hair_G_D, ¥y = Hair_IFs, method = "spearman”, use = “"complete.obs")
# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser Tes axes a 0
plot(x = Hair_G_D, y = Hair_IFs, main = "correlation de sSpearman”,

xlab = "Concentrations capillaires de Genisteine et Daidzeine”,

ylab = "scores capillaires d'isoflavenes ", cex.lab=1.2, pch=19, col="[IightbTug")
# Regression line
abline(Im(Hair_IFs—Hair_c_D), col="[EG")
# Pearson correlation
text(paste( "Correlation

, round(x = spe_cor, 2}), x = 100, y = 15, cex = 3)

corr <- cor.test(x = Urine_ENL, ¥y = Score_Urin_ENL, method = "pearson”, exact = FALSE)
corr
spe_cor <- cor(x = Urine_ENL, y = Score_Urin_ENL, method = "pearson”, use = "complete.obs")
# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser Tes axes a 0
plot(x = Urine_ENL, v = Score_urin_ENL, main = "Correlation de pearson”,
x1ab = "Concentrations urinaires d'Enterolactone™, ylab = "Scores urinaires d'Enterolactone”,

cex.lab=1.2, pch=1%, col="[Tightblug")
# Regression line
abline(Im(Score_Urin_ENL-Urine_ENL), col=
# Pearson correlation
text(paste( "Correlation

, round(x = spe_cor, 2}), x = 2000, y = 23, cex = 3)

corr <- cor.test(x = Plasma_ENL, y = Score_plasm_ENL, method = "spearman”, exact = FALSE)
corr
spe_cor «- cor(x = Plasma_ENL , y = Score_plasm_ENL, method = "spearman”, use = "complete.obs™)
# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser Tes axes a 0
plot(x = Plasma_ENL, y = Score_plasm_ENL, main = "Correlation de spearman”,
x1ab = "Concentrations plasmatiques d'Enterolactone”, ylab = "Scores plasmatiques d'Enterolactone”,

cex.lab=1.2, pch=1%, col="[Tightblug")
# Regression line
abline(Im(score_plasm_ENL~Plasma_EML), col="
# Pearson correlation
text(paste( "Correlation

, round(x = spe_cor, 2}), x = 20, y = 30, cex = 3)

##### transformation 1n

Data[Data==0] <- NA #replace 0 with NA
Data

x <- log{Urine_&)

y <- Score_urin_G

corr <- cor.test(x, y, method = "spearman”, exact = FALSE)

corr

spe_cor <- cor(log(Urine_G), Score_urin_G, method = "spearman”, use = "complete.obs™)

# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser les axes a 0

plot(x , y, main = "Correlation de Spearman”, xlab = "Concentrations urinaires de Genisteine transformees",

ylab = "scores urinaires de Genisteine”, cex.lab=1.2, pch=19, col="[Tightblug")
# Regression Tine
Data[Data$GEN.urin..microg.L. !'= 0,
x[is.infinite(x)] =- NA
Data[!is.data. frame(DataicE
abline(Im(y~x), Data, col=
# Pearson correlation
text(paste( "correlation

rin..microg.L.),]

, round(x = spe_cor, 2}), x = 6, y = 6, cex = 3)
Data <- read.csv("Data_ISOLED.csv'™)

Data[Data==0] <- Na

pata

X <- log(Urine_IFs)

Yy <- Score_urin_IFs

corr <- cor.test(x = uUrine_IFs, y = Score_urin_IFs, method = "spearman”, exact = FALSE)

corr

spe_cor =- cor(log(Urine_IFs), Score_urin_IFs, method = "spearman”, use = "complete.obs”)

# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser les axes a 0

plot(x , y , main = "Correlation de spearman”, xlab = "Concentrations urinaires d'isoflavones transformees",

ylab = "scores urinaires d'isoflavones”, cex.lab=1.2, pch=19, col="[lightblug")
# Regression Tine
pata[pata$IFs.urin..mg.L. !'= 0,
x[is.infimite(x)] <=- NA
Datal!is.data.frame(DatafIFs.urin..mg.L.},]
abline(Im(y~x), pata,col="[R")
# Pearson correlation
text(paste("Correlation

, round(x = spe_cor, 2}), x = -2, y = 13, cex = 3)
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Bata <- read.csv("'Data_ISOLED.csv"™)
Data[Data==0] =- NA

Data

X <- log(Urine_D)

y <- Score_urin_D

corr <- cor.test(x = Urine_D, y = Score_urin_D, method = "spearman”, exact = FALSE)
caorr
spe_cor <- cor(x = Urine_D, y = Score_urin_D, method = "spearman”, use = "complete.obs")
# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser les axes a 0
plot(x , v , main = "Correlation de Spearman”,

®xlab = "Concentrations urinaires de paidzeine transformees”,

ylab = "scores urinaires de Daidzeine”, cex.lab=1.2, pch=19, col="[lightblug")
# Regression Tine
Data[patajpaidztein.urin..microg.L. !'= 0,
¥x[is.infinite(x)] =<- Na
Datal[!is.data.frame(Dataipaidztein.urin..microg.L.),]
abTine(Im(y~x), col=" ")
# Pearson correlation
text(paste(“Correlation

, round(x = spe_cor, 2)), X =3, y = 6, cex = 3)
Data <- read.csv({"Data_ISOLED.csv")

Data[Data==0] =- NA

Data

X <- log(Plasma_D)

y <- Score_plasm_D

corr <- cor.test(x = Plasma_D, y = Score_plasm_D, method = "spearman”, exact = FALSE)
corr
spe_cor <- cor(x = Plasma_D, y = Score_plasm_D, method = "spearman”, use = "complete.obs")
# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser les axes a 0
plot(x , ¥y , main = "Correlation de Spearman”,
xlab = "Concentrations plasmatiques de Dafdzeine transformees”, ylab = "Scores plasmatiques de pDafdzeine™,

cex.lab=1.2, pch=1%, col="[Tightblud")
# Regression line
Data[Data$DAI.plasm..ng.mL. !'= 0,
x[is.infinite(x)] <- NA
Data[!is.data.frame(DatafDAI.plasm..ng.mL. ), ]
abline(Im(y~x), Data, col="|
# Pearson correlation
text(paste(“correlation

, round(x = spe_cor, 2)), x = 2, y = 10, cex = 3)

pata <- read.csv("Data_ISOLED.csv"™)
Datal[Data==0] <- NA

pata

% <- log(Plasma_IFs)

y <- Score_plasm_IFs

corr =- cor.test(x = Plasma_IFs, y = Score_plasm_IFs, method = "spearman”, exact = FALSE)
carr
spe_cor <- cor(x = Plasma_IFs, y = Score_plasm_IFs, method = "spearman”, use = "complete.obs™)
# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser les axes a 0
plot(x , ¥y , main = "Correlation de sSpearman”,

xlab = "Concentrations plasmatiques d'isoflavones transformees”,

ylab = "scores plasmatiques d'isoflavones”,

cex.lab=1.2, pch=19, col="[TightbTug"}
# Regression line
Data[Data$IFs.plasm..ng.mL. != O,
¥[is.infinite(x)] <=- Na
Data[!is.data.frame(DatatIFs.plasm..ng.mL. ), ]
abTine(Im(y~x), col="
# Pearson correlation

text (paste(“correlation :", round(x = spe_cor, 2}}, x = 2, y = 13, cex = 3)
Data <- read.csv("Data_ISOLED.csv"™)
Data[Data==0] =<- NA
Data
% <- log(Plasma_G)
y =- Score_plasm_G
corr =- cor.test(x = Plasma_G, y = Score_plasm_G, method = "spearman”, exact = FALSE)
carr
spe_cor <- cor(x = Plasma_G, y = Score_plasm_G, method = "spearman”, use = “"complete.obs")
# SCATTERPLOT (ajouter (xaxs = "i" , yaxs = "i") si on veut faire commenser les axes a 0
plot(x , vy , main = "Correlation de Spearman”,
xlab = "Concentrations plasmatiques de Genisteine transformees”,
l1ab = "scores plasmatiques de Genisteine”,

cex.lab=1.2, pch=19, col="[TighthTug")
# Regression line
Data[Data$GEN.plasm..ng.mL. != O,
¥[is.infinite(x)] <=- Na
Data[!is.data.frame(DatalGEN. plasm..ng.mL. ), ]
abTine(Im(y~x), col="|
# Pearson correlation
text (paste("Correlation

, round(x = spe_cor, 2)}), x =2, y =13, cex = 3)
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c. ACP_ISOLED

Hibrary["FactoaneR“j
Tibrary("factoextra")
Tibrary("dplyr™)

Tibrary("stats")

setwd("D: /THESE/ISOLED/Aanalyse_R")

##4#AVEC Ttoutes les wvariables
Data <- read.csv("Data_ISOLED.csv")
Data <- rename(Data,

Hair_G_D = Hair.GEM...DAI..ng.mL. ,
Hair_IFs = Hair.IFs..ng.mg.,
Urine_G = GEN.urin..microg.L. ,
Urine_D = Daidztein.urin..microg.L.,
Urine_E = Equol.urin..microg.L.,
Urine_IFs = IFs.urin..mg.L.,
score_urin_IFs = Score.urin.IFs,
SCcore_urin_G = Score.urin.GEN,
SCcore_urin_D = SCore.urin.DaI,
Plasma_G = GEN.plasm..ng.mL. ,
Plasma_D = DAI.plasm..ng.mL. ,
Plasma_E = Equol.plasm..ng.mL. ,
Plasma_IFs = IFs.plasm..ng.mL.,
score_plasm_IFs = Score.plasm,

score_plasm_G = Score.plasm.GEM,
score_plasm_D = Score..plasm.DAI,
Urine_ENL = ENL.urin.microg.L,
score_Urin_ENL = Score.urin.ENL,
Plasma_ENL = ENL.nNng.mL,
score_plasm_ENL = Score.ENL.plasma

)

X = Data[l:63,- c(1,3) ]
strix)

X <- na.omitix)

summary {x)

X.active =- x[, 2:22]

HEFHFEF

#CENTRER ET REDUIRE LES DOMMES
P

X_norm =- scale(x.active, center = TRUE, scale = TRUE)
apply(x_norm, MARGIN = 2, FUN = mean)
apply(x_norm, MARGIN = 2, FUN = sd)
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FHEEFEE

#ACP

FEEEEFE

res.pca <- PCA(X_norm, graph = FALSE)
print(res.pca)

#EXtract the eigenvalues/variances of principal components

#An eigenvalue > 1 indicates that PCs account for more wariance than accounted
#by one of the original variables in standardized data. This is commonly used as
#a cutoff point for which PCs are retained. This holds true only when the data

#are standardized.

eig.val <=- get_eigenvalue(res.pca)

eig.val

#visualize the eigenvalues

fviz_eig(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = c(0, 30))
#Extract the results for individuals and variables
var <- get_pca_var(res.pca)

var

fviz_pca_var(res.pca, col.var = "[JESE")

varfcos2

#visualize the cos2 of variables on all the dimension
Tibrary({"corrplot™)

corrplot(varicos?2, is.corr=FALSE)

# Total cos2 of variables on Dim.1 and Dim.2

fviz_cos2(res.pca, choice = "war"”, axes = 1:2)
# Color by cos2 wvalues: quality on the factor map
fviz_pca_var(res.pca, col.var = "cos2",

gradient.cols - c("[NGEE", "FEFSS00", EEEEN".

repel = TRUE # Avoid text overlapping
)
#ontributions of wvariables to PCs
head(var%contrib, 18)
corrplot(varicontrib, is.corr=FALSE)
# Contributions of variables to PC1

fviz_contrib(res.pca, choice = "var”, axes = 1, top =
# contributions of variables to PC2
fviz_contrib(res.pca, choice = "var"”, axes = 2, top =
# contributions of variables to PC3
fviz_contribires.pca, choice = "var"”, axes = 3, top =

#Dimension description

res.desc <- dimdesc(res.pca, axes = c(1,2,3), proba
# Description of dimension 1

res.descipim. 1

# Description of dimension 2

res.descipim. 2

# Description of dimension 3

res.descipim. 3

10)
107
10)

0.05)
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#visualize the results individuals and variables, respectively.
ind <- get_pca_ind(res.pca)

ind
fviz_pca_ind(res.pca, col.ind = "cos2",
gradient. cols - ([N, “FEREE00" . IEEEN .
repel = TRUE # Avoid text overlapping (slow if many points)
)
fviz_pca_ind(res.pca,
geom.ind = "point",
col.ind = x%status, # color by groups
palette = ('[N, orangd” . "Flilaan ) .
addellipses = TRUE, # Concentration ellipses
Tegend. title = "Groups"
)
# add confidence ellipses
fviz_pca_ind(res.pca, geom.ind = "point”, col.ind = x$status,
palette = ('[N’ , Orangd” . "Filaany ) .
addellipses = TRUE, ellipse.type = "confidence”,
Tegend. title = "Groups"

)

#H#F####ID PLOTTING
Tibrary("plotly™)
prin_comp <- prcomp(x.active, rank. = 3)

components <- prin_comp[["x"]]
components <- data.frame(components)
components$PC2 <- -components$PC2
components$PC3 <- -components$PC3
components = chind{components, x$5tatus)

tot_explained_variance_ratio <- summary(prin_comp)[["importance”]]['Proportion of variance',]
tot_explained_variance_ratio <- 100 * sum(tot_explained_wvariance_ratio)

tit = "WARIANCE TOTALE EXPLIQUUEE = 77.3'

fig <- plot_ly(components, x = ~PC1, color = ~xistatus,

colors ~ (", [Gmanas

add_markers(size = 12)

fig <- fig %=%

Tayout
Title = tit,
scene = Tist(bgcolor = "Fesectq")
)
fig
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d. Prolifération cellulaire_ GPER_test de significativité
#HAFRARRARRR P HHH R SRS R R AR AR AR R AR
#PROLIFERATION_SIGNIFICATIVITE

#KRUSKALL-WALLIS

#Data import

setwd("'D: /THESE/GPER/Prolif/rR")
Tibrary(tidyverse)

Tibrary(ggpubr)

#library(ggplot2)

#library(dplyr)

Tibrary(rstatix)

my_data <- read.csvi{"Data_436_13_14_15_36.csv")
#print the head of the file

head(my_data)

# show the group levels

dataFrame =- read.csv("Data_436_13_14_15_316.csv"”, stringsAsFactors=T)
Tevels(dataFrameiGroup)

dataFramefcroup <- fct_relevel (dataFrameiGroup,

c("Milieu”, "G 10-8 M", "G 10-6 M", "D 10-6 M",

"Gl5 10-8M",

"G10-8 M + 615", "Gl0-6 M + G153", "D1l0-6 M + G13") )

group_by(dataFrame, Group) %=%
summarise(
count = ni),
mean = mean(Prolif_percent, na.rm = TRUE),
sd = sd(Prolif_percent, na.rm = TRUE),
median = median{Prolif_percent, na.rm = TRUE)},
IQR = IQR(Prolif_percent, na.rm = TRUE)
)
# Box plots
T R e
# Plot Fluo by group and color by group
ggboxplot(dataFrame, x = "Group”, v = "Prolif_percent”)

#ggboxplot(dataFrame, x = "Group”, y = "Fluo”,

# color = "Group", palette = c("#FFFF0O0", "#99FF33", "#66CC00", "#336600",

#U#003300", "H#CCFFFF", "#99FFFFT, "#3333FF", "#0000997),
# order = c("Medium”, "G 10-8 M", "G 5x10-8 M", "G 10-7 M ",

#"D 10-8 M, "D 5x10-8 M", "D 10-7 M ", "D 10-8 M"),
# ylab = "Fluorescence”, xlab = "Treatment” )

"G 10-6 M",
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¥ Mean plots

R

# Plot weight by group

# Add error bars: mean_se

# (other values include: mean_sd, mean_ci, median_igr, ....)

#library("ggpubr™)

#ggline(dataFrame, x = "Group”, y = "Fluo”,
#add = c("mean_se”, "jitrer"),

#order = c("Medium”, "G 10-8 M", "G 5x10-8 M", "G 10-7 M ", "G 10-6 M",
#"'D 10-8 M", "D 5x10-8 M", "D 10-7 M ", "D 10-6 M", "DMS0"),
#ylab = "Fluorescence”, xlab = "Treatment™)

#Compute Kruskal-wallis test
kruskal.test(Prolif_percent -~ Group, data = dataFrame)
#Multiple pairwise-comparison between groups
pairwise.wilcex. test (dataFrameiFluo, dataFrameiGroup,

p.adjust.method = "BH™, exact = FALSE)
pairwise.wilcex. test (dataFrameiFluo, dataFrameiGroup,
p.adjust.method = "bonferroni”, exact = FALSE)

#####representation graph avec significativite

my_comparisons <- list(c("Milieu”,”G 10-8 M”), c("Milieu”,"G 10-6 M"),
c("Milieu","D 10-6 M"), c("Milieu"”,"G15 10-6M"),
c("c 10-8 m","G10-8 M + G13"), c("G 10-6 M","G10-6 M + G15")},
c("D 10-6 M","D10-6 M + G15™))

ggbhoxplot({dataFrame, x = "Group”, ¥ = "Prolif_percent”) +
stat_compare_means (method = "kruskal.test”, Tabel.y = 500) +
stat_compare_means (comparisons = my_comparisons, method = "wilcox.test”,
Tabel.y = c(210, 230, 250, 270, 350, 370, 390), Tabel="p.adj.signif")
ggboxplot(dataFrame, x = "Group", y = "Prolif_percent") +
stat_compare_means (method = "kruskal.test”, Tabel.y = 500) +
stat_compare_means (comparisons = my_comparisons, method = "wilcox.test”,

Tabel.y = c(210, 230, 250, 270, 350, 370, 3%0), Tlabel="p.signif",
cex.axis = 0.1)
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des concentrations non détectables ou non quantifiables dans les échantillons.

Annexe 2 : ISOLED_RESULTATS DES DOSAGES DE PHYTO-ESTROGENES

Deux familles de phyto-estrogenes ont été dosés. Les IFs (GEN, DAI et son métabolite Equol) ainsi que I'ENL (issu de
la métabolisation des lignanes par la flore intestinale). Les valeurs manquantes dans les tableaux de résultats indiquent

1. Dosages dans les plasmas

No

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

GEN ng/mL

45,11

47,30
17,72

24,13

10,31

5,70
1,20

468,15

10,88

38,70

DAI
ng/mL

24,99

43,25
7,24
15,75
26,74
2,98
4,11
6,74
2,11
3,24

4,11

6,21

3,73

253,17

22,53
68,12

16,96
7,13

Equol
ng/mL

0,89
1,61
3,56
0,87
0,45
1,83
3,22
1,16
1,57
0,58
3,02
1,17
0,74
1,23
1,23

2,86
0,70
2,61
2,61
0,99

1,10
1,89

8,28

1,98

IFs
totales
ng/mL

0,89
1,61
73,66
0,87
0,45
92,38
28,18
16,91
1,57
0,58
53,88
1,17
3,72
1,23
5,33

19,90
2,81
5,85
6,71
0,99

11,91
2,30
1,89
3,73

759,60

22,53
79,01

16,96
47,81

Plasma

ENL
ng/mL

20,61
10,12
38,40
9,47
27,43
24,40
22,91
40,85
22,47
32,41
39,13
10,92
15,70
29,62
31,12
13,76
11,36
13,45
21,97
27,39
57,17
34,10
13,81
18,30
45,63
4,92
26,59
8,96
11,65
5,66
12,67
10,10
9,10
21,52
13,91
22,52

Score
ENL

plasma

10,25
14,1
20,4

9,4
19,7

13,65
15,6

16,05
12,6

11,05

14,45

15,45

15,65

10,75
16,5

6,4
6,45

10,75

13,45

17,15

38,35

15,15

15,95

8,1
19,4

13,35
15,2
7,35
16,6

11,65
6,95

12,55
9,95
11,2
15,4

11,65

Score IFs
plasma

24-48h

1,75
0,625
2
5,6125
1,5125
6,6
2,7875
5,1625
3,9125
1,725
3,6
2,675
1,05
0,6
1,45
2,8
3,1125
0,9125
2,25
2,3125
3,475
1,3625
1,4625
1,45
2,5125
1,6375
1,35
0,825
2,5625
16,5625
5,8125
3,65
1,5
0,625
5,8375
2,35

Score

plasma

GEN

1,875
0,75
2,375
5,825
1,575
7,225
2,975
5,25
4
1,875
3,625
2,725
1,1
0,6
1,5
2,8
3,325
0,975
2,275
2,625
3,75
1,45
1,525
1,5
2,75
1,7
1,375
0,825
2,875
16,275
5,875
3,4
1,5
0,625
6,05
2,625

Score

plasma

DAl

1,625
0,5
1,625
5,4
1,45
5,975
2,6
5,075
3,825
1,575
3,575
2,625
1
0,6
1,4
2,8
2,9
0,85
2,225

3,2
1,275
1,4
1,4
2,275
1,575
1,325
0,825
2,25
16,85
5,75
3,9
1,5
0,625
5,625
2,075
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
Nombre

Moyenn
e
Ecart-

type

Médiane

Max
Min

138,15

67,82
36,38

83,70
39,05

46,17
37,62
49,22
86,15
46,70
13,13
21,00
62,54

98,30

39,05
468,15
1,20

53,25

133,84
36,68

40,30
22,81

23,00
35,04

56,10

16,96
253,17
2,11

3,40

46,57

15,95
4,96

15,54
20,57
7,25
6,10

32,00
5,20
8,97

1,93
46,57
0,45

194,80

248,22
73,06

139,95
66,82

46,17
53,17
69,79
93,40
52,80
13,13
40,00
57,89

126,22

16,94
759,60
0,45

11,93
11,68
7,31
21,63
6,41
13,09
13,60
6,69
6,03
7,62
6,11
5,61
28,28
1,94
8,19
10,22
25,04
21,73
12,71
6,67
7,61
11,87
0,93
1,50
0,65
4,37
0,73
63,00
879,36

1665,79

304,73
8219,26
6,76

9,1
11,4
6,5
12,1
6,1
7,4
7,2
7,75
11,8
10,24
10,15
4,5
20,35
8,5
5,25
6,6
21,45
13,5
9,7
14,35
3,2
18
10,3
8,7
11,7
16,4
10,4
63,00
9,47

4,29

9,00
27,75
0,00

0,9375
1,6875
6,75
2,1
2,2
1,3125
0,625
0,825
0,91875
1,2625
1,5375
5,625
3,45
0,6
1,1
1,5375
6,4875
4,2
1,725
1,8875
0,8
1,3875
0,7875
2,9375
2,1875
1,925
5,5625
63,00
2,66

2,46

1,89
16,56
0,60

1,75

2,125
2,5
1,375
0,625
0,825
0,95
1,375
1,6
5,75
3,7
0,6
1,1
1,625
7,525
4,475
1,85
1,975
0,8
1,575
0,75

2,375

5,875
63,00
2,79

2,49

1,98
16,28
0,60

0,875
1,625
6,5
2,075
1,9
1,25
0,625
0,825
0,8875
1,15
1,475
5,5
3,2
0,6
1,1
1,45
5,45
3,925
1,6
1,8
0,8
1,2
0,825
2,875

1,85
5,875
63,00

2,55

2,45

1,63
16,85
0,50

252



2. Dosages dans les urines
Les concentrations de Génistéine, Daidzéine et Equol présentées ici sont corrigées par rapport a la créatinine.

N o
Participan
te

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38

GEN
ug/L

21,51
186,69
97,39
30,23
987,53
26,80
209,96
70,02
35,06

58,84
206,38
14,69
28,91
27,39
159,35

34,56
39,29
69,20
23,66
42,38
23,70
28,69
21,43
28,59
38,74

231158,
12
46,86

30,88
23,54
316,16
28,11
16,18
50,61

DAI pg/L

27,88
42,24
293,17
342,86
110,40
2338,61
55,33
915,21
40,37
41,88
69,42
63,50
454,14
15,43
30,02
93,99
173,59
41,94
49,65
137,29
245,75
56,48
62,25
22,88
59,47
23,14
43,01
26,02
85,15

222912,8
6
40,91

86,09
43,93
492,53
206,80
19,47
80,69

Equol
ug/L

23,11
26,55
47,59
21,22
303,58
15,23
93,32
35,28
8,88

27,82

8,56
11,85
15,06
14,65

24,77
9,84
26,70
19,41
37,01
11,15
16,90
6,29
97,86
313,53

11,47

35,78

87,13
22,05
12,04
13,29

IF totaux
mug/L

27,88
86,86
506,41
487,84
161,85
3629,71
97,35
1218,49
145,67
85,82
69,42
122,34
688,34
38,68
70,78
136,44
347,58
41,94
84,21
176,57
339,71
89,98
131,33
65,99
125,17
55,71
88,50
71,05
183,01

454384,5
1
99,24

152,75
67,46
895,82
256,95
47,68
144,59

ENL pg/L

283,03
428,59
1221,58
852,83
4695,25
244,07
714,50
521,96
198,05
236,84
641,94
426,38
991,27
322,35
1035,72
189,17
105,11
323,06
665,40
685,53
8076,13
954,75
1620,81
35,09
253,50
7,72
914,93
68,11
2094,24
259,97

65,52
12,45
304,73
95,68
1277,77
554,38
294,03
183,25

Score
urin, ENL

10,1
10,75
16,25
7,125
19,35
13,05
12,25

14

11,5

8,75

12,1
10,75
13,25

6,6
16,35
5,35
6,55

10,1
10,5
27,75
9,6
11,5
5,875
14,1
9,5
11,25
6,25
11,75
9,875

5,375
8,875
7,875
7,85
11,1

6,375
8,875

Score
Alimentai
re Urine

24-48h

1
1
2,2
8
3
7,4
4
6,8
3
16
2,4
2,6
4,6
1,2
0,4
3
4,6
1,5
1
3,4
5,4
2,2
2,6
0,4
3,2
1,1
1,2
1,4
4,1
16,9

1,5

w Ul P, W

1,6
2,8

Score
Urine
GEN

0,5
0,5
1,1
4
1,5
3,7
2
3,35
1,5
0,8
0,7
1,3
2,3
0,6
0,2
1,5
2,05
0,75
0,5
1,6
2,7
1,1
1,3
0,2
1,6
0,55
0,6
0,7
1,8
7,95

0
NA
1,5
0,5
2,5

1
0,8
1,4

Score
urine
DAI

0,5
0,5
11
4
1,5
3,7
2
3,35
1,5
0,8
0,7
1,3
2,3
0,6
0,2
1,5
2,05
0,75
0,5
1,6
2,7
1,1
1,3
0,2
1,6
0,55
0,6
0,7
1,8
7,95

0,7
NA
1,5
0,5
2,5
1
0,8
1,4
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
Nombre
Moyenne
Ecart-type
Médiane
Max

Min

2188,47

95,29
22,42
22,68

57,62
41,40
114,59
45,30
55,38

4634,79
148,78

83,07
12,13
38,68
93,44
20,82
42,89
123,45
43,87
36,23
53,00
4567,98
31730,8
42,4

231158,
1
12,13

3208,22

99,21
53,39
26,67

78,70
70,10
2009,67
47,03
24,49
23,36
2252,21
523,04
99,95
28,52
51,49
399,25
127,93
58,35
379,59
77,45
140,04
58,00
4131,43
29238,11
69,76
222912,9

15,43

68,26

48,48
16,13

9,53
34,35
3,37
20,61
21,07
48,71
6,50
14,40
1469,81
120,79
66,22
6,85
31,56
76,67
26,27
ND
21,40
33,83
ND
50,00
70,85
210,86
22,58
1469,81

3,37

5464,94

242,98
91,93
49,35

9,53
91,97
123,47
205,30
2076,04
151,12
30,99
37,76
8356,81
792,61
249,24
47,50
121,74
569,36
175,02
101,25
524,44
155,16
176,28
60,00
8087,81
58608,60
133,89

454384,5
1
9,53

71,85
22,67
237,78
18,90
176,31
104,22
112,12
23,78
6,76
420,43
4988,97
37,46
528,26
423,14
4360,90
1314,81
801,02
202,28
36,97
8219,26
228,70
185,99
434,74
521,99
64,39
63,00
12,40
5,40
11,65
38,35

3,20

4,75
5,25
8,5

5,625
5,75

3,875
7,45
8,9

3,375
13,5

9,25
5,5
14,6
10,35
7,225
8,625
2,875

12
10
11,25
14,25
7,25
63,00
2,66
2,46
1,89
16,56

0,60

9,95

2,4
1,6

NA
0,7
1
2,8
3
5,9
1,2
1,2
1,8
7,8
3,4
1,8
2,2
1
2,2
1,2
2
3
2,6
2,6
63,00
2,79
2,49
1,98
16,28

0,60

4,75
NA
1,2
0,8
0,5
NA

0,35
0,5
1,4
1,5
2,7
0,6
0,6
0,9
3,4
1,7
0,9
1,1
0,5
11
0,6

1
1,5
1,3
1,3

63,00

2,55

2,45

1,63

16,85

0,50

4,75
NA
1,2
0,8
0,5
NA

0,35
0,5
1,4
1,5
2,7
0,6
0,6
0,9
3,4
1,7
0,9
1,1
0,5
1,1
0,6

1
1,5
13
1,3

63,00
12,40
5,40

11,65
38,35

3,20
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3. Dosages dans les cheveux

CHEVEUX
N° GEN * ET DAI + ET Equol * ET GEN+DAI * ET GEN+DAI+ * ET IHS (score
Participante ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg Equol ng/mg capillaire)
01 0.00 * 0.00 0.14 + 0.00 0.00 + 0.00 014 =+ 0.00 014 + 0.00 2.304
02 0.76 = 0.00 0.11 + 0.00 0.10 * 0.00 0.87 + 0.00 097 + 0.00 1.6
03 0.00 * 0.00 0.19 + 0.02 0.14 + 0.02 0.19 + 0.02 033 *+ 0.04 2.81
04 069 + 0.00 1.14 * 0.20 0.12 + 0.06 1.83 * 0.20 195 * 0.25 5.22
05 0.00 * 0.00 0.15 + 0.01 0.00 + 0.00 0.15 + 0.01 0.15 *+ 0.01 1.39
06 0.00 * 0.00 0.37 + 0.00 0.12 + 0.03 0.37 + 0.00 048 *+ 0.03 3.42
07 0.00 * 0.00 0.13 + 0.00 0.00 + 0.00 0.13 + 0.00 0.13 + 0.00 2.27
08 208 = 0.17 244 *+ 0.46 0.17 + 0.01 452 + 0.63 469 + 0.64 16.2
09 0.00 * 0.00 040 + 0.00 0.08 + 0.00 040 =+ 0.00 048 + 0.00 3.88
10 NA
11 1.18 + 0.06 087 + 0.05 0.00 + 0.00 205 + 0.11 205 * 0.11 9.79
12 NA
13 0.29 * 0.06 0.27 + 0.10 0.00 + 0.00 055 + 0.16 055 * 0.16 3.78
14 0.00 * 0.00 0.25 + 0.00 0.00 * 0.00 0.25 + 0.00 0.25 * 0.00 2.02
15 095 * 042 0.40 =+ 0.09 0.00 * 0.00 135 + 0.52 135 + 0.52 5.98
16 1.21 * 0.30 0.89 + 0.15 0.08 + 0.01 210 * 045 210 * 0.45 5.2
17 1.23 + 0.26 0.63 *+ 0.16 0.00 * 0.00 1.87 * 042 187 + 0.42 7.13
18 425 + 1.17 497 + 0.29 0.00 += 0.00 9.22 + 1.46 9.22 + 1.46 22.77
19 034 *+ 0.04 0.71 + 0.03 0.00 + 0.00 1.04 + 0.07 1.04 + 0.07 4.32
20 1.08 * 0.11 082 + 0.12 0.00 += 0.00 189 * 0.23 189 + 0.23 6.48
21 244 *+ 0.15 0.71 + 0.09 0.16 + 0.04 315 + 0.24 330 * 0.28 10.17
22 043 *+ 0.05 0.66 + 0.01 0.14 =+ 0.00 1.10 * 0.06 124 + 0.06 5.51
23 0.26 * 0.05 0.30 *+ 0.07 0.04 * 0.01 056 * 0.12 0.59 * 0.13 7.13
24 0.61 * 0.06 034 + 0.10 0.20 +* 0.01 095 *+ 0.16 1.15 + 0.17 8.16
25 0.21 * 0.09 1.16 * 048 0.06 = 0.00 138 + 0.57 143 + 0.57 4.75




26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

0.62
0.36
2.28
1.18
0.36
0.95
0.57

0.31
0.36
0.00
0.65
0.37
0.46

0.24
0.31

0.00
0.00
0.30
0.00
0.21
0.42
1.06
0.62
0.48
1.12
0.28
0.69
0.31

+ =+ + + + I+

I+

+ + + + I+

I+

I+

I+

L e O -

I+

0.02
0.02
0.49
0.17
0.04
0.06
0.05

0.12
0.02
0.00
0.02
0.07
0.04

0.00
0.06

0.00
0.00
0.04
0.00
0.04
0.06
0.12
0.03
0.01
0.11
0.04
0.13
0.00

0.60
0.35
1.67
2.27
0.57
0.56
1.62

0.31
0.61
1.62
0.13
1.62
0.13

0.25
1.36

0.00
0.36
0.38
0.22
0.20
1.61
0.54
0.20
0.39
0.66
0.16
0.64
0.30

+ + + + + I+

I+

+ 1+ + 1+ I+

I+

I+

I+

I e S T S o o o N A

I+

0.04
0.00
0.28
0.35
0.02
0.14
0.66

0.05
0.03
0.66
0.07
0.66
0.07

0.00
0.00

0.00
0.00
0.06
0.00
0.00
0.41
0.12
0.05
0.07
0.01
0.01
0.01
0.03

0.14
0.07

ND

ND
0.05
0.04
0.18

0.04
0.00
0.06
0.13
0.08
0.08

0.05
0.00

0.00
0.12
0.00
0.06
0.16
0.14
0.29
0.12
0.31
0.38
0.24
0.25
0.16

+ + + + + I+

I+

+ 1+ + 1+ I+

I+

I+

I+

L e N S S S o & S F A S

I+

0.03
0.02
ND

ND

0.00
0.01
0.06

0.01
0.00
0.02
0.01
0.01
0.00

0.00
0.00

0.00
0.05
0.00
0.00
0.02
0.02
0.05
0.02
0.01
0.00
0.04
0.00
0.00

NA

NA

NA

1.22
0.71
3.96
3.45
0.93
1.51
2.18

0.63
0.96
1.62
0.78
1.99
0.58

0.49
1.66

0.00
0.36
0.67
0.22
0.41
2.04
1.60
0.81
0.88
1.78
0.43
133
0.61

+= + + + + I+

I+

+ 1+ + 1+ I+

I+

I+

I+

L e e o e e o S o 3

I+

0.05
0.02
0.77
0.52
0.06
0.19
0.71

0.17
0.05
0.66
0.08
0.73
0.11

0.00
0.06

0.00
0.00
0.10
0.00
0.04
0.46
0.24
0.07
0.08
0.12
0.05
0.15
0.03

1.36
0.78
3.96
3.45
0.98
1.55
2.36

0.67
0.96
1.67
0.90
2.08
0.67

0.54
1.66

0.00
0.48
0.67
0.28
0.56
2.18
1.89
0.94
1.18
2.16
0.67
1.58
0.76

+ + + + + I+

I+

+ + + + I+

I+

I+

I+

L e S S S S RS TR N PR

I+

0.08
0.04
0.77
0.52
0.06
0.20
0.77

0.18
0.05
0.68
0.09
0.74
0.11

0.00
0.06

0.00
0.05
0.10
0.00
0.05
0.48
0.29
0.10
0.09
0.12
0.09
0.15
0.04

4.69
4.05
12.18
13
4.74
5.94
9.69

3.74
3.98
7.44
2.1
6.75
4.06

4.96
7.41

1.43
2.0352
5.4
3.6
2.75
7.66
5.32
2.6
1.75
5.52
1.56
3.52
1.79
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57
58
59
60
61
62
63
Nombre
Moyenne
Ecart-type
Meédiane
Max
Min

0.83
0.55

0.81
1.14
2.54
1.30
57.00
0.70
0.78
0.46
4.25
0.00

I+

I+

=+ + I+

I+

0.08
0.10

0.16
0.01
0.26
0.03

1.03
0.47

0.71
0.65
1.78
1.09
57.00
0.76
0.80
0.56
4.97
0.00

I+

I+

+ + I+

I+

0.05
0.02

0.00
0.03
0.14
0.09

0.28
0.14

0.36
0.38
0.68
0.35
57.00
0.12
0.13
0.08
0.68
0.00

I+

I+

+ + I+

+

0.02
0.01

0.02
0.01
0.10

NA

1.86
1.01

1.52
1.78
4.32
2.40
57.00
1.45
1.47
1.04
9.22
0.00

I+

I+

+ + I+

I+

0.13
0.11

0.16
0.04
0.41
0.11

2.14
1.15

1.88
2.17
5.00
2.75
57.00
1.57
1.50
1.18
9.22
0.00

I+

I+

=+ + I+

I+

0.15
0.12

0.18
0.05
0.50
0.11

6.91
8.8

NA
4.37
5.95
5.74

57.00
5.60
3.85
4.86

22.77
1.39
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Annexe 3 : Classement des modeles de GPER générés par Modeler®

1683.4179 1.2221
1811.1548 1.2226
1912.5820 1.2687
1870.2982 1.2702
1823.6481 1.2831
1898.7347 1.2872
1862.1276 1.3210
1848.7568 1.3315
1976.2648 1.3346
2028.7507 1.3387
1944.1920 1.3539
1913.2238 1.3593
1999.9658 1.3883
1699.3928 1.4024
1961.7670 1.4060
1959.5353 1.4068
1836.3374 1.4104
1864.8197 1.4382

1426.9666 1.0835
1607.3263 1.1391
1447.049 1.1814
1520.9132 1.1921
1420.8795 1.1924
1617.1383 1.2053
1592915  1.2067
1433.61 1.2121
1698.0452 1.2307
1615.5397 1.2339
1688.5306 1.2443
17242626 1.2811
1642.1397 1.289

1678.0125 1.2916
1476.5647 1.2928
1610.7395 1.2937
1509.6608 1.3285
1566.6992 1.3301
1641.7177 1.3855
1792.6381 1.4391

1917.8219 1.4636
1895.2064 1.6900
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Annexe 4 : Résultats de I'analyse ROC du training set
dc-pair-surf

Récepteur  Surf
activel
active2
active3
actived
active5
active6
active?
active8
active9
activel0
activell
activel2
activel3
activeld
activel5
activel6
activel?7
activel8
activel9
active20
Somme
inactivel
inactive2
inactive3
inactived
inactive5
inactive6
inactive?7
inactive8

0.747
0.576
0.737
0.818
0.657
0.758
0.778
0.343
0.475
0.788
0.848
0.707
0.677
0.859
0.919
0.616
0.747
0.778
0.566
0.788
14.182
0.889
0.939
0.768
0.758
0.778
0.737
0.859
0.778

dc-pair

0.758
0.465
0.808
0.838
0.848
0.828
0.889
0.626
0.455
0.778
0.899
0.889
0.727
0.697
0.808
0.454
0.828
0.848
0.859
0.879
15.181
0.818
0.818
0.848
0.758
0.717
0.768
0.859
0.828

0.737
0.465
0.808
0.859
0.828
0.828
0.889
0.556
0.465
0.747
0.899
0.879
0.727
0.717
0.828
0.434
0.798
0.788
0.869
0.889
15.01
0.808
0.848
0.859
0.747
0.758
0.778
0.818
0.828

Dp-pair

0.717
0.515
0.818
0.869
0.657
0.778
0.768
0.586
0.505
0.859
0.778
0.768
0.677
0.747
0.758
0.566
0.727
0.808
0.788
0.848
14.537
0.838
0.788
0.768
0.737
0.697
0.737
0.848
0.798

Dp-pair-surf

0.747
0.535
0.808
0.859
0.657
0.788
0.778
0.586
0.495
0.828
0.818
0.778
0.707
0.747
0.758
0.556
0.717
0.778
0.798
0.859
14.597
0.848
0.818
0.758
0.727
0.707
0.737
0.828
0.788

0.616
0.566
0.51
0.712
0.586
0.566
0.737
0.323
0.475
0.439
0.535
0.566
0.571
0.419
0.51
0.338
0.667
0.606
0.566
0.707
11.015
0.551
0.611
0.535
0.586
0.535
0.621
0.52
0.662

Xscore_av

0.758
0.566
0.859
0.828
0.697
0.808
0.869
0.414
0.465
0.727
0.869
0.778
0.732
0.737
0.909
0.51
0.808
0.788
0.859
0.838
14.819
0.889
0.828
0.828
0.843
0.798
0.717
0.758
0.808

0.828
0.545
0.879
0.808
0.788
0.848
0.828
0.434
0.485
0.818
0.848
0.788
0.798
0.788
0.854
0.505
0.768
0.818
0.828
0.788
15.044
0.818
0.864
0.838
0.798
0.818
0.788
0.747
0.808

0.783
0.611
0.788
0.869
0.646
0.727
0.869
0.424
0.586
0.692
0.859
0.727
0.697
0.778
0.889
0.556
0.758
0.798
0.818
0.843
14.718
0.848
0.758
0.879
0.869
0.798
0.763
0.773
0.859

xscore_hms xscore_hps xscore_hss

0.758
0.566
0.687
0.808
0.677
0.682
0.707
0.384
0.556
0.51
0.788
0.697
0.586
0.677
0.747
0.465
0.636
0.788
0.758
0.869
13.346
0.798
0.773
0.747
0.72
0.677
0.576
0.727
0.798

Somme

6.702
4.834
6.965
7.45
6.384
6.853
7.334
4.333
4.487
6.398
7.293
6.87
6.222
6.307
7.061
4.384
6.707
7.02
7.143
7.52
128.267
7.216
7.106
7.06
6.785
6.505
6.485
6.878
7.177

259



Récepteur
inactive9
inactivel0
inactivell
inactivel2
inactivel3
inactivel4
inactivel5
inactivel6
inactivel?
inactivel8
inactivel9
inactive20
Somme

Surf

0.677
0.879
0.697
0.848
0.848
0.848
0.889
0.848
0.707
0.798
0.636
0.758
15.939

dc-pair
0.717
0.869
0.838
0.889
0.848
0.859
0.798
0.939
0.838
0.798
0.717
0.788
16.312

dc-pair-surf
0.758
0.919
0.808
0.919
0.859
0.869
0.838
0.929
0.838
0.838
0.737
0.798
16.554

Dp-pair
0.727
0.778
0.859
0.889
0.828
0.838
0.727
0.869
0.818
0.838
0.717
0.778

15.877

Dp-pair-surf
0.768
0.788
0.859
0.879
0.838
0.838
0.727
0.889
0.808
0.838
0.707
0.778

15.928

vina

0.838
0.485
0.737
0.611
0.566
0.768
0.621
0.566
0.591
0.606
0.535
0.515
12.06

Xscore_av
0.838
0.869
0.758
0.828
0.869
0.788
0.798
0.899
0.818
0.828
0.707
0.753

16.222

xscore_hms xscore_hps xscore_hss

0.798
0.869
0.758
0.798
0.838
0.768
0.828
0.838
0.874
0.798
0.808
0.848
16.302

0.808
0.854
0.768
0.768
0.768
0.758
0.778
0.899
0.798
0.848
0.717
0.788
16.099

0.707
0.864
0.727
0.808
0.818
0.727
0.727
0.823
0.707
0.778
0.606
0.677
14.785

Somme
6.959
7.295
7.112
7.389
7.232
7.213
6.842
7.651

7.09
7.17
6.251
5.935
139.351
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Annexe 5 : Résultats des ACP_Docking_training_set

Cing meilleures fonctions de score de la composante principale 1

[soforme | xscore_hps | xscore_hms | xscore_av | dp_PAIR SURF dp_PAIRSURF | dc_PAIR dc_PAIRSURF
1_actif 0.9774293 0.9696185 0.9650741 0.9834981 | 0.9841396
2_actif 0.9357039 0.9429635 | 0.9547628 0.9502116 0.9215943
3_actif 0.9549648 | 0.969506 0.9569419 0.949874 0.948728
4_actif 0.9707869 0.9564876 0.9778452 0.9818277 | 0.97916
5_actif 0.9554297 | 0.9414961 | 0.959152 0.9462554 | 0.9451094
6_actif 0.9602373 | 0.9591257 0.9642249 0.9540807 | 0.9658008
7_actif 0.9763067 0.9600865 0.9551254 0.9830993 | 0.9858973
8_actif 0.9773446 0.9637647 | 0.9468324 | 0.9585725 | 0.9524886

9_actif 0.9561022 | 0.9491518 0.9552737 0.9683336 | 0.9729568
10_actif 0.9348431 | 0.924186 0.9358796 0.9746241 | 0.9656938
11_actif | 0.9643369 0.9657274 0.9739706 0.964402 0.9799839
12_actif 0.923008 0.945774 0.9489122 0.9661223 | 0.9651991
13_actif | 0.9719389 0.9481561 | 0.9423158 0.9483108 0.9467903
14_actif | 0.938235 0.9792369 | 0.9501925 | 0.9372389 | 0.9561193

15_actif 0.9539587 0.9757511 | 0.9463828 0.9690455 | 0.9720455
16_actif | 0.7360682 0.8040895 0.8109182 0.7782183 | 0.7820973
17_actif 0.9748285 | 0.548958 0.9762845 0.9730418 | 0.9771518
18_actif 0.9183002 | 0.958379 0.9546995 0.9360248 | 0.9387591
19_actif 0.9623837 | 0.9679607 0.9701886 0.9762082 | 0.9783725
20_actif | 0.9754986 0.9663101 0.9568222 0.9815075 | 0.9866681
1_inactif | 0.9441169 0.9432113 0.9439245 0.9699714 | 0.9713439
2_inactif 0.9556869 | 0.9241738 | 0.9609218 0.9704558 | 0.9821502
3_inactif | 0.938045 0.9317409 | 0.945612 0.9535694 | 0.9617761
4_inactif 0.9306674 | 0.9526733 0.9561043 0.9698658 | 0.9653332
5_inactif 0.9492343 | 0.9446135 0.9487149 0.9720093 | 0.9711541
6_inactif 0.951566 0.9448674 | 0.9706385 0.9501531 | 0.9706228
7_inactif | 0.9419956 0.9318404 | 0.9556956 0.9575634 0.937357

8_inactif | 0.9664391 0.9581739 | 0.9383645 | 0.9623535 | 0.9431353

9_inactif 0.9220587 | 0.9353654 0.9375655 0.9761279 | 0.9772057
10_inactif 0.9542499 | 0.9356917 | 0.9621797 0.963834 0.9738643
11_inactif | 0.9700374 0.9378513 | 0.941369 0.9676842 | 0.9613435
12_inactif | 0.95244 0.9475887 | 0.9578254 0.9650933 0.9452954
13_inactif | 0.9397185 0.9361219 0.9396001 0.9580846 | 0.9670758
14_inactif 0.9463517 | 0.9661254 0.9667579 0.9706774 | 0.9753085
15_inactif 0.9523866 | 0.953506 0.9573035 0.9629435 | 0.9557395
16_inactif 0.9546192 | 0.9567764 0.958477 0.9691338 | 0.9717367
17_inactif | 0.9633825 0.9531914 0.9552719 0.9498264 | 0.9545173
18_inactif | 0.9613467 0.9326008 0.9351636 0.9848319 | 0.987942
19_inactif | 0.974213 0.9616639 0.9640622 0.9678962 | 0.971521
20_inactif 0.9602952 | 0.9535465 0.9565901 0.9743724 | 0.9779489
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