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Titre : Etude de l’effet Perturbateur Endocrinien d’Isoflavones Végétales, Approches Clinique et Mécanistique.  

Réduction de ces Substances dans l'Alimentation Humaine. 

Résumé :  
La consommation de soja, connait une croissance notable en France. Cependant, le soja contient des isoflavones (IFs), 

des composés phytochimiques aux effets perturbateurs endocriniens à des doses élevées. Cette thèse s'attache à 

évaluer les risques associés aux IFs et à l’Entérolactone (ENL), autre phyto-estrogène notable, et à proposer des 

solutions favorisant une consommation de soja sûre. 

Objectifs : 

1. Évaluer l’exposition des Français∙es aux IFs et valider de nouveaux outils d’estimation. 

2. Étudier les effets endocriniens des IFs et de l’ENL chez l’humain, en se focalisant sur le lupus érythémateux 

disséminé (LED) et le cancer du sein triple négatif. 

3. Développer des techniques pour réduire les teneurs en IFs des aliments à base de soja. 

Méthodologie : 

1. Exposition aux IFs et à l’ENL : 

- Analyses d’aliments et validation de questionnaires alimentaires spécifiques pour évaluer la consommation de 

soja et l’exposition aux IFs et aux lignanes en France. 

- Dosages des IFs dans les fluides biologiques (sang, urine) et les cheveux. 

2. Effets endocriniens des IFs et de l’ENL : 

- Étude cas-témoin sur le LED, comparant l'exposition aux IFs et à l’ENL de patientes et de volontaires saines  

- Études in vitro de l’effet des IFs sur la prolifération de cellules de cancer du sein triple négatif, ainsi que des 

interactions des IFs avec le récepteur des estrogènes GPER. 

3. Réduction des teneurs en IFs: 

- Développement de procédés (pré)industriels pour réduire les IFs des fèves de soja. 

- Étude des recettes traditionnelles asiatiques de soja et de leurs effets sur la réduction des IFs.  

Résultats : 

1. Exposition aux IFs et à l’ENL : 

- L'exposition aux IFs en France est significative, même chez les non-consommateur∙ices de soja, à cause du 

« soja caché » présent dans les aliments ultra-transformés.  

- Les questionnaires alimentaires sont validés et les IFs et l’ENL sont dosés avec succès dans les cheveux. 

2. Effets endocriniens des IFs et ENL : 

- Les résultats préliminaires suggèrent une association entre l'ENL et une réduction du risque de LED mais 

l'effectif limité de l'étude ne permet pas de conclure sur l’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 : 

- Des rinçages industriels permettent de réduire les IFs des fèves de soja de 50%. 

- Les recettes traditionnelles asiatiques et les rinçages domestiques réduisent significativement les IFs des 

aliments à base de soja. 

Discussion : 

La consommation de soja nécessite une vigilance particulière en raison des effets endocriniens des IFs. Des recherches 

complémentaires sont nécessaires pour comprendre ces effets et proposer des recommandations pour une 

consommation sûre du soja. 

Conclusion : 

Si la consommation de soja est traditionnelle en Asie et présente un intérêt nutritionnel certain, elle soulève des 

questions quant à ses répercussions sur la santé humaine à cause de la présence d’IFs estrogéniques et 

antithyroïdiennes. Cette thèse 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 IFs des aliments à 

base de soja. 
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Title : Study of the Endocrine Disrupting Effect of Plant Isoflavones, 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 IFs and enterolactone (ENL), another notable phytoestrogen, and explores 

strategies for promoting safe soy consumption. 

Objectives: 

1. Assess French exposure to IFs and ENL, and validate tools for accurate estimation. 

2. Investigate the endocrine effects of IFs and ENL in humans, focusing on systemic lupus erythematosus (SLE) 

and triple-negative breast cancer. 

3. Develop techniques to reduce the IFs 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 IFs and ENL in biological fluids (blood, urine) and hair. 

2. Endocrine effects of IFs 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 IFs 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 IFs content in soybeans. 

- Investigation of traditional Asian recipes and domestic water rinsing techniques for reducing IFs 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 IFs and ENL analysis in hair is presented. 

2. Endocrine effects of IFs 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. 

-  IFs 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 IFs 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 IFs 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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Préambule 
La présente thèse 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 diplômée de l’Université Es-Senia 
d’Oran (Algérie) et titulaire d’un master en Plantes à valeur santé et biomolécules d’intérêt de 
l’Université de Bordeaux, j’ai développé un intérêt 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 à l’élaboration d'une procédure visant à 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 thèse a été renforcé par 
mon régime végétarien, qui m’a sensibilisée à la présence de ces substances dans 
l'alimentation.   

J’ai entrepris cette thèse de doctorat sous la direction initiale de la Pr. Catherine Bennetau-
Pelissero, une pionnière dans la recherche sur les effets perturbateurs endocriniens des 
isoflavones de soja en France. Cette thèse CIFRE, soutenue par l'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 
isoflavones végétales sur l'organisme humain.   

Suite à des circonstances imprévues, la direction de la thèse 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 thèse, 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 Française de Sécurité 

Sanitaire des Aliments 

AFSSAPS : Agence Française de 

Sécurité Sanitaire des Produits de Santé  

AMPc : adénosine monophosphate 

cyclique 

Anses : Agence nationale de sécurité 

sanitaire, de l’alimentation, de 

l’environnement et du travail 

APS : Ammonium persulfate 

Arg : Arginine 

BCA : BiCinchoninic acid Assay ou 

dosage de l’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 : Cholestérol total 

Cys : Cystéine 

DAI : Daidzéine 

DMO : Densité Minérale Osseuse  

DMSO : Diméthylsulfoxyde 

EBV : Virus d’Epstein-Barr  

ECR : Essais contrôlés 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 contrôlant la 

folliculogénèse gonadique 

GEN : Génistéine 

GEN-7-G : Génistéine -7-Glucuronide 

Gln : Glutamine 

Glu : Glutamate  

Gly : Glycitéine 

GnRH : Gonadotrophin Releasing 

Hormone ou gonadolibérine 

hypothalamique 

GPER : G Protein coupled Estrogen 

Receptor ou récepteur aux estrogènes 

couplé à la protéine G, aussi désigné 

sous l’abréviation GPR30 

GWAS : Genome wide association studies 

ou études d’association pangénomique 

HbA1c : Hémoglobine glyquée 

HB-EGF: Heparin-Binding EGF ou 

facteur de croissance épidermique lié à 

l’héparane 

HDL : Lipoprotéines à haute densité 

HOMA-IR : Homeostasic model 

assessment of insulin resistance 

IC : Intervalle de confiance  

IC50 : Concentration inhibitrice médiane 

IFs : Isoflavones 

Ile : Isoleucine 
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Kd : Constante de dissociation 

LDL : Lipoprotéines à faible densité 

LED : Lupus Erythémateux Dessiminé = 

Lupus Erythémateux Systémique  

Leu : Leucine 

LH : Luteinising Hormone ou hormone 

hypophysaire lutéinisante contrôlant 

l’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-estrogènes 

Pro : Proline 

PSA : Antigène 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 

Écart 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 : Tamoxifène, médicament anti-

estrogène 

TBS : Tris buffer saline ou tampon tris 

salin 

TBST : TBS avec du tween 20 

TCGA : The Cancer Genome Atlas 

TGS : Tris-Glycine-SDS 

TEMED : N,N,N′,N′-

tétraméthylethylene-diamine 

TG : Tris-glycine 

Trp : Tryptophane 

Tyr : Tyrosine 

Val : Valine 

WB : Western blot 
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I. 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-estrogènes 

(phytoE). Ces molécules, étant les xéno-estrogènes les plus semblables à l’estradiol (E2) 

[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 

symptômes de la ménopause, tels que les bouffées de chaleur ; la protection contre 

certains cancers hormono-dépendants, comme le cancer du sein (dans des conditions 

très particulières) ; 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 à : des troubles de la 

fertilité chez les femmes et les hommes [3–5] ; l’augmentation du risque de certaines 

maladies hormono-dépendantes, comme le cancer du sein et le fibrome utérin ; la 

perturbation du système thyroïdien [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 l’animal.  

En particulier, des données épidémiologiques récentes suggèrent un lien potentiel 

entre les IFs et la croissance de tumeurs du sein triple négatives (TNBC), un type de 

cancer agressif et difficile à traiter [6]. Certaines de ces cellules cancéreuses présentent 

un récepteur aux estrogènes GPER pour lequel les IFs ont une grande affinité [7]. En 

outre, les IFs, ayant des propriétés estrogéniques, elles réduisent la synthèse des 

hormones gonadotropes hypophysaires et peuvent aussi être 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 l’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 l’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 IFs sur la santé humaine ont fait l’objet d’avis da la part des agences 

sanitaires françaises et de recherches internationales, partiellement financées par 

l’industrie agro-alimentaire. Dans leur rapport de 2005 [8], l’AFSSA (Agence Française 

de Sécurité Sanitaire des Aliments) et l’AFSSAPS (Agence Française de Sécurité 

Sanitaire des Produits de Santé) recommandaient de limiter l’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 l’interdiction des formules infantiles à base de soja et la 

limitation de la consommation d’IFs chez les adultes à 1 mg/kg/jour. Cette limite a 

été établie en tenant compte des estimations de l'exposition des populations 

japonaises, telles que publiées à l'époque, et qui ne semblaient pas associées à des 

effets néfastes. Les agences avaient également préconisé l’étiquetage des aliments 

contenant du soja pour informer les consommateur·ices de leur teneur en IFs. 

Malheureusement, ces deux dernières 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 thèse doctorale. 

Son objectif principal est de contribuer à une meilleure compréhension des 

mécanismes d’action et impacts potentiels des IFs de soja sur la santé humaine.  

Il en découle les objectifs spécifiques suivants :  

- quantifier de manière exhaustive l'exposition des consommateur∙ices Français∙es 

aux IFs et la comparer à celle d'autres perturbateurs endocriniens (PEs) ;  

- développer et valider de nouveaux outils performants pour quantifier l'exposition 

aux IFs ; 

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

- étudier les effets des IFs sur la prolifération des cellules du TNBC et le rôle du 

récepteur GPER ;  

- élaborer des stratégies domestiques et industrielles visant à diminuer la teneur en 

IFs des produits à 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 à formuler des recommandations pertinentes de 

comportements alimentaires. 

Dans ce contexte, les études envisagées dans le cadre de cette thèse visent à répondre 

aux questions de recherche clés énoncées ci-dessus en s’articulant autour des trois 

axes principaux interdépendants suivants. 

1- Evaluation de l’exposition aux IFs de soja en France : il est envisagé d’une part de 

quantifier l’exposition des consommateur∙ices aux IFs et la comparer à 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 IFs en 

France, en tenant compte des produits à base de soja, des compléments alimentaires 

et du « soja cachés ». L’hypothèse ici est que cette exposition est actuellement sous-

estimée en France. En particulier, elle est souvent négligée dans l’évaluation de 

l’exposition aux PEs, alors qu’elle pourrait être significative. Afin de pallier à 

l’imprécision liée aux variabilités individuelles et temporelles, il y a lieu de mesurer 

l’exposition, aussi bien ponctuelle qu’à plus long terme, aux phytoE, notamment IFs, 

de sujets sains et malades pour mieux comprendre leur distribution et améliorer les 

scores de corrélation. Pour ce faire, l’analyse des IFs capillaires comme biomarqueurs 

est envisagée, en complément des analyses de l'alimentation. En effet, les cheveux 

accumulent d’autres substances stéroïdiennes de structure chimique similaire à celles 

des IFs et pour lesquelles des méthodes de dosage existent.  
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2- Exploration des effets perturbateurs endocriniens des IFs chez l’humain : il s’agit 

d’examiner, par le biais d’une approche combinant les aspects clinique et mécanistique, 

si une corrélation peut être établie entre l’exposition aux IFs (et autres phytoE) et les 

poussées de LED, d’une part, et, d’autre part, d’étudier l’impact des IFs et de leurs 

métabolites conjugués sur la prolifération de modèles cellulaires TNBC et le rôle du 

récepteur GPER. En effet, l’étude des interactions des PEs avec le GPER en est à ses 

balbutiements et les travaux de cette thèse visent aussi à attirer l’attention sur ce 

récepteur encore trop négligé par la communauté scientifique. L’hypothèse 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 l’exposition aux IFs, dans la continuité des 

travaux de l’équipe de recherche : on se propose de contribuer à la mise en œuvre de 

techniques de production de produits à base de soja à faible teneur en IFs, à l’échelle 

pilote, pour une transposition faisable et efficace à l’échelle industrielle, en s’appuyant 

sur une meilleure compréhension des traitements traditionnels. L’hypothèse 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 thèse s'inscrit dans un domaine de recherche d'actualité en santé publique, à 

savoir les effets des PEs sur la santé humaine. Elle est la première à étudier l'exposition 

aux IFs en France de manière exhaustive ainsi que le lien potentiel entre l'exposition 

aux IFs et les poussées de LED. Elle ambitionne également d’élucider le rôle du 

récepteur GPER dans les effets des IFs sur les cellules TNBC. 

Les résultats de cette recherche devraient contribuer à une meilleure compréhension 

des risques liés aux IFs et à 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 à base de soja à faible teneur en IFs. 

Le tapuscript est organisé en 3 chapitres (Etat de l’art et problématique ; Méthodologie, 

matériels et méthodes ; Résultats et discussions) encadrés par une introduction 

générale et une discussion générale, précédant une conclusion générale qui clôture le 

document. Le document est complété par 5 annexes. 

II. Etat de l’art et problématique 

II.1. Perturbateurs endocriniens 

II.1.1. Généralités 
Les perturbateurs endocriniens (PEs) sont des molécules exogènes capables 

d’interagir avec les systèmes endocriniens des animaux, entraînant ainsi des effets 

délétères 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 à différents niveaux : via l’hormone elle-même (synthèse, métabolisme, 

élimination, etc.), via l’expression de son récepteur ou en agissant sur sa cascade 

d’effecteurs [9]. Selon le rapport OMS-PNUE-2012 [10], près 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, revêtements (PFAs) ; 

- médicaments comme le Distilbène (utilisé en prévention des fausses couches de 

1940 à 1977), anti-douleurs (paracétamol, AINS, aspirine), antidépresseurs 

(Fluoxétine) ; 

- produits issus de combustions incomplètes provenant des pots d’échappement, 

d’incinérateurs, de l’industrie métallurgique et sidérurgique et à la pratique de 

l’écobuage des végétaux (dioxines, furanes, PCB) ; 

- produits d’hygiène (Triclosan) et cosmétiques (parabènes) ; 

- phyto-estrogènes (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, à l’initiative de Theo Colborn [11], spécialiste en santé 

environnementale. Son équipe a publié la première liste de PEs cette même année, 

incluant les produits dérivés du soja ainsi que les produits alimentaires pour animaux 

de laboratoire et de compagnie. Cependant, l’attention des chercheur∙es s’est portée 

sur les PEs dès les années 1950, lorsque les pygargues à têtes blanches, aigles 

emblématiques des Etats-Unis, ont commencé à disparaitre progressivement en raison 

d’un empoisonnement par les PCBs polluant les grands lacs d’Amérique du Nord. 

L’affaire du distilbène dans les années 1970, touchant les femmes enceintes et leurs 

bébés, a ensuite propulsé le sujet sur la scène 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 à doses médianes, puis diminuant. Dans d’autres cas, les effets des PEs 

présentent un profil d’activité en U, se manifestant à très faibles doses et à fortes doses, 

mais sans effet notable à doses médianes. Ceci est décrit comme une courbe non 

monotone (évolution non continue en fonction de la dose) [12]. Ces effets peuvent être 

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 délétères des PEs peuvent intervenir sur toutes les fonctions physiologiques 

impliquant une signalisation hormonale, notamment le métabolisme, la reproduction, 

la croissance, la fonction thyroïdienne, l’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 stéroïdes sexuels, à savoir les 

récepteurs des estrogènes (ER) et des androgènes (AR), qui agissent comme facteurs 

de transcription nucléaires. Mais il est rapidement apparu que d’autres récepteurs 

devaient également être impliqués dans l’action de PEs. Par exemple, le bisphénol A, 

qui présente une affinité bien plus faible pour ERα que l’E2, a été associé à un autre 

récepteur nucléaire orphelin, ERRγ (ou Estradiol Related Receptor), qui ne se lie pas 

à l’E2. Plusieurs études suggèrent l’implication d’un autre récepteur, le récepteur aux 

estrogènes couplé à la protéine G (GPER), dans les effets de nombreux PEs [9].  
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II.1.1.1. Effet cocktail  
L’effet cocktail des PEs est un phénomène caractérisé par l’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 même récepteur cellulaire 

et l’activer de manière synergique. C’est le cas par exemple de l’éthynylestradiol 

(principe actif de certaines pilules contraceptives) et du trans-nonachlor (un pesticide 

organochloré) qui peuvent se fixer ensemble au Peroxisome X Receptor (PXR), à des 

doses bien plus faibles que chacune de ces molécules individuellement. Ainsi les 

xénobiotiques provoquent la dérégulation des diverses fonctions physiologiques 

contrôlées 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 gènes [14]. 

Il est important de noter que l’effet cocktail étant un sujet complexe, la toxicité d’un 

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 manière 

dont elles interagissent entre elles [15]. 

L’étude des effets néfastes potentiels des PEs chez l’humain pose des défis analytiques 

et éthiques majeurs. En effet, il est impossible de soumettre intentionnellement des 

individus à des substances potentiellement nocives dans le cadre d’études 

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. 

- Études de populations : elles présentent des difficultés à établir des liens causaux 

directs et sont soumises à 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. 

- Études animales : les modèles présentent des différences physiologiques et 

métaboliques avec les humains. Ils sont soumis à des expositions chroniques sur 

plusieurs générations qui n’existent pas forcément chez l’humain et à des doses 

pharmacologiques. Tous ces éléments peuvent conduire à une extrapolation 

incertaine des résultats. 

- Travaux in vitro : les systèmes biologiques sont excessivement simplifiés et sans 

prise en compte de l’environnement global des cellules. Ils permettent l’utilisation 

de doses aberrantes au plan physiologique qui peuvent atteindre les limites de 

solubilité. 

II.1.1.2. Période de vulnérabilité  
Les effets des PEs sur la santé varient vraisemblablement selon l’âge et l’état de santé 

des individus exposés. La période de vulnérabilité ou fenêtre de susceptibilité fait 

référence à des moments spécifiques de la vie où l’exposition aux PEs peut avoir des 

effets particulièrement néfastes. 
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Dans l’organisme adulte, l’effet d’une hormone ou d’un PE est proportionnel à sa 

présence, diminuant progressivement avec son élimination. Cependant, pendant les 

phases de développement (in utero, petite enfance et première enfance) l’exposition à 

des hormones ou à des PEs peut entraîner des séquelles durables si elle a lieu alors 

que les mécanismes de détoxification sont immatures ou bien lors du développement 

d’un tissu spécifique. Il 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 phénomène connu sous le nom de programmation 

développementale. Étant donné que certains tissus, comme le système nerveux central 

et reproductif, continuent de se développer bien après la naissance, leur période de 

sensibilité peut s’étendre, parfois pendant plusieurs mois après la naissance. Pour cette 

raison, la période des « 1000 jours », qui s’étend du développement prénatal à la petite 

enfance, est particulièrement vulnérable aux effets des PEs et doit faire l’objet d’une 

attention particulière [16]. Les femmes enceintes seraient, elles-aussi, plus sensibles à 

l’action des PEs. 

II.1.2. Phyto-estrogènes 
Les êtres humains peuvent être exposés à des substances estrogéniques, qu’elles soient 

d’origine naturelle ou synthétique. Cette dernière catégorie englobe diverses 

substances telles que les produits pharmaceutiques, les pesticides (comme le 

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), l’atrazine, l’alachlore ou les pyréthrines et 

l’hexachlorobenzène), les conservateurs, les plastifiants (comme le bisphénol A ou les 

phtalates) ainsi que les biphényles polychlorés. Les estrogènes naturels quant à eux se 

répartissent en trois groupes : les estrogènes endogènes, les phytoE et les myco-

estrogènes (produits par des champignons). 

Les phytoE sont, comme leur nom l’indique, 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 flavonoïdes et les non-flavonoïdes. Les 

structures des flavonoïdes partagent une caractéristique commune : deux cycles 
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Figure 1. Liste des phyto-estrogènes 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 après transformation d’une isoflavone ou d’un 

lignane sont aussi considéré ici comme des phytoE. Elles sont notées entre 

parenthèses dans la Figure 1.  

Les propriétés estrogéniques des phytoE sont dues à une 

similarité structurale avec le 17 E2 représenté dans la 

Figure 2.  

La littérature mentionne également des propriétés anti-

estrogéniques, anti-androgéniques, anti-FSH, anti-LH et 

anti-thyroïdiennes associées à ces molécules [18–20]. 

Les phytoE jouent un rôle 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 à des bactéries fixatrices d’azote (rhizobium), elles même 

liées à 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 côté, la rhizobie fournit des formes 

d’azote réduites à la plante hôte, tandis que la plante, en retour, met à profit les produits 

de la photosynthèse pour nourrir les bactéries [21,22]. Cette régulation spécifique est 

orchestrée par l’influence de l’expression des gènes nod bactériens, qui se lient à un 

seul facteur de transcription commun. Par exemple, la daidzéine (DAI) et la génistéine 

(GEN) agissent comme des inducteurs de gènes 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 rôle majeur dans les défenses naturelles 

des plantes contre la prédation par les insectes et les herbivores. En effet, ils agissent 

probablement en modifiant l’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 IFs augmentent la disponibilité des éléments nutritionnels dans le sol. Par 

exemple, les racines de Medicago Sativa L. excrètent 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, l’environnement et les pratiques culturales et de stockage 

[23,24]. 

Les IFs estrogéniques se trouvent essentiellement dans des légumineuses comme la 

luzerne, le trèfle 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 trèfle et de luzerne, 

les pois cassés secs, les haricots mungo et d’autres légumineuses. Les doses sont 

Figure 2. Structure du 17  
estradiol 
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faibles dans les légumineuses utilisées en alimentation humaine et ne sont pas 

préoccupantes [26]. Les lignanes, et plus particulièrement le secoisolariciresinol 

(SECO), principal précurseur de l’entérolactone (ENL), se trouvent dans de 

nombreuses sources alimentaires telles que fruits, légumes, noix, céréales et boissons. 

Outre le SECO, le matairésinol, le laricirésinol, le pinorésinol, le syringarésinol, le 

médiorésinol et certains de leurs métabolites et glucosides hydroxylés peuvent être 

métabolisés en ENL et en entérodiol [27]. Il est important de noter que l’activité 

estrogénique de l’ENL est faible [28] et que son taux de conversion varie en fonction 

de la microflore individuelle. Par conséquent, l’exposition aux précurseurs de l’ENL ne 

conduit pas nécessairement à un effet estrogénique [29]. 

II.2. Isoflavones  
Les IFs représentent la classe principale des phytoE flavonoïdes du fait de leur 

présence et de leur activité dans l’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 IFs du soja. La glycitéine (Gly) est quant à 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 être attribuée à 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 à un apport d’IFs contrôlé [31]. 

II.2.1. ADME (Absorption-Distribution-Métabolisme-Elimination) 
Pour être actif et exercer ses effets physiologiques, un xénobiotique doit atteindre le 

compartiment des fluides biologiques et donc être absorbé par l’organisme.  

Absorption 

L’absorption intestinale se présente comme le mécanisme prédominant d’assimilation 

des IFs suite à leur ingestion, que ce soit à 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 IFs aglycones devraient être absorbées plus facilement 

et plus rapidement que leurs homologues conjugués [34]. Cette hypothèse a été 

vérifiée sur des modèles cellulaires mais ne correspond pas à la réalité physiologique 

pour laquelle la biodisponibilité des IFs est identique [35] voire meilleure après 

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 façon 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 rôle crucial dans l’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 très faible proportion 

dans les différentes sources alimentaires d’IFs, à l’exception des aliments de soja 

fermentés [36]. 

Plusieurs facteurs influencent l’absorption des glycosides d’IFs, notamment ceux 

présentés ci-dessous. 

- La structure du glycoside : la position et le type de sucre conjugué affectent 

l’hydrolyse par la LPH. 

- Le microbiote intestinal : certaines bactéries intestinales peuvent également 

produire des enzymes β-glucuronidases, contribuant à l’hydrolyse des glycosides. 

- L’activité de la LPH : elle peut varier entre les individus et être influencée par des 

facteurs génétiques, l’âge 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 à des résidus 

glucuronides ou des sulfates [13]. Ce mécanisme a également été montré chez le rat 

[16]. C’est un mélange 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 I 

à cytochrome P 450 sont capables d’hydroxyler les IFs et donc de transformer les IFs 

métoxylées en position 4’, comme la Biochanine A et la Formononétine du trèfle, 

respectivement en GEN et DAI [39]. Ces dernières molécules sont plus estrogéniques 

car elles possèdent comme l’E2 deux groupements hydroxyles en positions opposées 

sur l’édifice moléculaire à une distance de 10 Ångströms. Dans le sang les IFs circulent 

donc essentiellement sous forme de GEN et DAI glucuronidées et sulfatées. Seuls 1 à 

20% de ces composés se trouvent en réalité 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 stéroïdes, en 

particulier à l’estrogène endogène E2. En effet, moins de 5% de cette hormone circule 

sous forme libre [42]. En plus du mécanisme qui se produit continuellement dans 

l’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 

à 60%. Cette classification fait l’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 d’immunoadsorption par enzyme liée 

ou  Enzyme Linked Immunosorbant Essay  (ELISA) pour mesurer les IFs et l’équol a, à 

plusieurs reprises, évalué à environ 60% la proportion de producteurs d’équol dans des 

cohortes de sujets Français. 

En outre, selon Setchell et ses collaborateur·ices [39], la bio-transformation 

microbienne de DAI peut aboutir à l’O-desméthylangolensine, un produit aux 

propriétés estrogéniques réduites. De manière générale, GEN et DAI peuvent être 
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retrouvées dans le plasma des consommateur·ices Français·es à des doses allant 

jusqu’à 800 ng/mL soit environ 1,5 µM. Leur Tmax se situe entre 8 et 9 heures [23,43]. 

Parfois, un premier pic d’absorption est observé à 5 heures dans le sang, correspondant 

à une absorption duodénale [41]. Celle-ci peut être majeure si la quantité d’IFs ingérée 

est faible. 

Le coefficient de répartition tissu/sérum pour l’aglycone de GEN s’est avéré plus élevé 

que celui pour la GEN totale (GEN et ses conjugués), confirmant des expositions 

tissulaires significatives à l’aglycone, forme estrogénique active prédominante [13]. La 

facilité avec laquelle l’aglycone traverse les membranes cellulaires peut être attribuée 

à sa liposolubilité. 

Le métabolisme microbien n’est pas le seul à 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 à des métabolites inactifs. Dans le cas de la DAI, par 

exemple, le conjugué 7-O-sulfate possède une activité beaucoup plus élevée que celle 

du composé parent lui-même et il en va de même 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 espèces se trouvent sous forme d’aglycones. 

La moitié de l’équol (49,7%) circule sous forme libre contrairement aux autres IFs[40].  

GEN et DAI ont des volumes de distribution faibles [45] et sont rapidement éliminées 

de l’organisme. En conséquence, seule une consommation récurrente de plus de 30 à 

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 à base de soja, qui expose à ce type de doses, permet d’atteindre un plateau 

pharmacocinétique. Ce phénomène est particulièrement notable dans le cas des 

compléments alimentaires. 

Il est important de signaler que la biodisponibilité des phytoE et d’autres PEs par 

rapport au 17β-E2 peut être significativement plus élevée en raison de leur faible 

capacité à interagir avec la globuline liant les hormones sexuelles (SHBG). Les 

concentrations sériques postprandiales de DAI, par exemple, peuvent dépasser de 100 

à 1000 fois les concentrations sériques préovulatoires de 17β-E2 ce qui pourrait 

compenser la plus faible affinité de cette IF pour les ERs [42,46]. 

Elimination 

La demi-vie d’élimination des IFs varie entre 12 et 30 heures, en fonction du composé 

considéré et des individus. En effet des phénomènes de recirculation peuvent s’observer 

chez certaines personnes entre le foie, la vésicule biliaire et le duodénum [43]. 

L’élimination est majoritairement urinaire. 

II.2.2. Toxicologie  
La première mention d’effets délétères des IFs remonte à 1946 quand Bennets et al. 

ont rapporté des problèmes utérins et d’infertilité chez des brebis broutant des 

pâturages riches en trèfle rouge ou en trèfle souterrain [47].  

Le National Toxicology Program (NTP) des États-Unis d’Amérique a démontré dans 

deux études toxicologiques multigénérationnelles que l’exposition à la GEN de rats 

Wistar provoquait des tumeurs mammaires et de l’hypophyse chez les femelles, ainsi 
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que des troubles de la reproduction chez les animaux des deux sexes [13,48]. La 

première est une étude sur six générations de rats (F0 à F5) menée pour évaluer les 

effets de la GEN sur la reproduction et le développement. Les rats ont été exposés à 

0, 1, 5, 100 ou 500 ppm de GEN par voie alimentaire à l’exception des générations F4 

et F5 non exposées ; 500 ppm de GEN équivalant à 35 mg/kg et 51 mg/kg de poids 

corporel chez les mâles et les femelles respectivement. Les résultats les plus 

significatifs de cette étude sont exposés ci-dessous. 

- Une diminution du poids à la naissance n’a pas été systématiquement observée, 

par contre une réduction de la prise de poids pendant l’allaitement a été notée sur 

plusieurs générations à partir de 500 ppm de GEN. 

- Le poids au sevrage était significativement plus bas chez les ratons mâles et 

femelles de la génération F1 à F4 à 500 ppm, et à 5 et 100 ppm pour les F1. 

- La taille des portées a tendance à diminuer avec l’augmentation de la dose de 

GEN, avec une différence significative à 500 ppm en F2. 

- Une diminution de la distance ano-génitale a été observée chez les mâles et 

femelles F1 (500 ppm), et uniquement chez les femelles F2 (500 ppm) et F3 (100 

ppm). 

- L’ouverture vaginale a été observée plus tôt chez les femelles exposées à 500 ppm 

(3 jours d’avance en F1 et F2 ; 1,3 jour en F3) et à 5 ppm (F3). 

- Le poids à l’ouverture vaginale était plus faible à 500 ppm (F1, F2, F3) et à 5 ppm 

(F1). 

- Des perturbations des cycles œstraux ont été observées à partir de 500 ppm (F1, 

F2, F3), à 100 ppm (F4) et 5 ppm (F2). 

- Un retard de la descente testiculaire a été observé chez les fœtus mâles de F3 (500 

ppm). 

- Des hyperplasies des glandes mammaires et du rein ont été observées chez les 

mâles adultes de F0 à F3 (500 ppm). 

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

ppm). 

En résumé, l’exposition à la GEN à 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 à des doses de 1 à 100 ppm. Certains de ces effets néfastes ont été transmis 

aux générations non exposées. Ils sont similaires à ceux observés avec l’E2 et 

surviennent à des doses comparables à 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 d’une substance, de 

l’animal à l’être humain, il faut la diviser par le produit de divers facteurs de sécurité 

allant chacun de 1 à 10 [49]. Dans le cas de la GEN, trois facteurs de sécurité doivent 

être pris en compte. Le premier est un facteur d’extrapolation d’un LOAEL (ou 

DMENO : niveau le plus bas d’effet nocif observable, qui est disponible pour la GEN) 

à un NOAEL (ou DMSENO : dose minimale sans effet nocif observable). Le deuxième 

est un facteur d’extrapolation entre les animaux et les humains. Le troisième est un 

facteur tenant compte des différences de sensibilité entre les êtres humains. Si l’on 

applique les valeurs communément admises, on obtient un total de 300, même 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 sûr. 

Comme le soja contient également de la DAI qui peut être 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 à cette carence, il semble prudent d’appliquer le facteur de 

sécurité le plus élevé aux mesures des IFs totales, c’est-à-dire 300. Mais comme 

mentionné précédemment, un facteur de 184 pourrait être 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 à 5 000 mg/kg, après un traitement de 28 jours. Aucun changement dans 

les paramètres hématologiques, la biochimie clinique et les paramètres de la fonction 

rénale n’a été rapportés. Mais les résultats de cette étude doivent être 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 à long terme. 

Par ailleurs, il est connu qu’à la dose administrée sur plusieurs cycles chez la souris, les 

paramètres de la reproduction sont altérés. Cependant, ces derniers n’ont pas été 

examinés. 

II.2.3. Mécanismes d’action 
Bien que l’activité estrogénique des IFs soit 102 à 104 fois plus faible que celle de l’E2 

endogène in vitro, par l’intermédiaire des récepteurs nucléaires canoniques de l’E2 

(ER, ER), elle reste significative. La raison est probablement liée aux concentrations 

circulantes plus élevées d’IFs [30]. Ces dernières ont à la fois des activités 

estrogéniques et anti-estrogéniques en fonction de l’équilibre entre leur concentration 

et celle de l’estrogène endogène [32,52]. L’hypothèse admise est qu’ils ont une activité 

anti-estrogénique dans un environnement à forte teneur en estrogènes, mais une 

activité estrogénique dans le cas inverse. Le premier cas peut s’expliquer par une 

compétition avec l’E2 pour la liaison aux récepteurs estrogéniques [30] et donc, en 

raison de leur activité plus faible, l’effet global est anti-estrogénique. Les IFs se lient 

aux ERs avec une affinité moindre que celle de l’E2 mais plus élevée pour les ERβ que 

pour les ERα [18]. Cependant, si les concentrations physiologiques d’E2 sont finement 

ajustées, les concentrations d’IFs varient considérablement après une seule ingestion. 

Par conséquent, un effet anti-estrogènique dû à la compétition au niveau des 

récepteurs ne peut être observé qu’en cas d’ingestion d’IFs suffisante et régulière. 

La capacité de la GEN à 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 l’activation préférentielle de ER par la GEN est perdue à des 

concentrations élevées (300 nM). Par conséquent, l’effet final de la GEN sur 

l’expression des gènes et le destin cellulaire dépend de la dose administrée et de la 

capacité différentielle des complexes ligand-ER à recruter des modulateurs sur les sites 

de liaison à ER des promoteurs des gènes régulés par les hormones [53].  
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A des doses pharmacologiques (supérieures à 10 µM), l’activité antiproliférative de la 

GEN pourrait être médiée par l’inhibition des tyrosine kinases (PTK) [54]. 

ERα et ER interagissent avec le même élément de réponse aux estrogènes (ERE) sur 

l’ADN, sous la forme d’homodimères ou d’hétérodimères /. L’homodimère ER est 

plus efficace que les homodimères ER ou l’hétérodimère ER/ pour promouvoir la 

transcription des gènes contrôlant la croissance et la différenciation de l’utérus et du 

sein. En revanche, ER, lorsqu’il est co-exprimé avec ER, peut contrecarrer ses effets 

prolifératifs sur les cellules cancéreuses du sein [54]. 

Les IFs se lient également au récepteur membranaire de l’E2, le GPER, avec une affinité 

seulement 10 fois inférieure à celle de l’E2, soit 0,01 µM. 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 gènes 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 être 

l’inhibition des tyrosine kinases, la liaison et l’activation des régulateurs des 

proliférateurs de peroxysomes, l’activité antioxydante, l’inhibition des enzymes de 

biosynthèse de certains stéroïdes, l’influence sur les cellules tueuses naturelles et 

l’inhibition des métastases [18]. Cependant, tous ces résultats ont été enregistrés in 

vitro seulement et en utilisant des doses d’IFs 50 à 100 fois supérieures à celles 

possiblement présentes dans le plasma ou les tissus humains. De tels effets qui sont 

recherchés en chimiothérapie peuvent éventuellement être impliqués dans la 

protection contre le cancer, mais ne sont pas observés à des concentrations 

physiologiques. Les IFs ont également été signalés comme étant des inhibiteurs 

compétitifs de la peroxydase thyroïdienne (IC50 = 1 µM, ce qui est physiologique). 

Les effets anti-estrogéniques des IFs font quant à eux encore l’objet de controverses. 

D’un côté, 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 µM pour équol, > 5 

µM pour GEN et > 40 µM pour DAI) peuvent inhiber la croissance des cellules 

cancéreuses mammaires et déclencher l’apoptose [56–58]. Cependant, ces effets 

pourraient être obtenus par l’injection locale ou l’exposition à de très fortes doses d’IFs, 

mais pas par la consommation de soja. 

D’un autre côté, les effets anti-estrogéniques des IFs dépendraient de la dose, du type 

de cellule et du contexte biologique et restent controversés in vivo. Ainsi, les effets des 

estrogènes sur la croissance cellulaire ne sont pas de purs effets estrogéniques [56]. La 

différence d’affinité entre l’E2 et les IFs pour les ERs pourrait expliquer les effets anti-

estrogéniques. Mais la compétition entre l’E2 endogène et les IFs n’est possible que 

lorsque les concentrations respectives sont dans des proportions spécifiques, ce qui 

peut être maintenu in vitro mais n’est que transitoire in vivo [2]. 

II.2.4. Effets biologiques 
Le tableau ci-après 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 # 
Cas 

Sexe, 
ethnicité, 
âge, statut 

Conception de l’étude Quantité 
d’IFs  

Forme 
d’IFs 

Durée Facteur 
étudié  

Résultats Limites 

Prospective 
[6] 

76442 Femmes 
Françaises 
ménoP1 

QA2 : consommation de 
compléments de soja, 
tous les 2-3 ans 

3,7 – 37 
mg/ cp3 

Glucoside 
dans 
extrait de 
soja 

11 ans BC4 
(risque) 

Supplémentation en IFs: plus petit 
risque (ER+) – plus grand risque (ER-
). Précaution pour les femmes avec 
ATCD5 familiaux de BC 

Auto-déclaration ; pas d’apport 
précis en IFs ; pas de données 
sur la consommation parallèle 
de soja;  

Randomisée 
vs placebo   
[59]. 

140  Femme, BC 
précoce 
(Caucasien-
nes en 
majorité) 

IFs sériques, changement 
d’expression des gènes 
(tissue tumoral avant et 
après-traitement)  

51,6 g 
Pst6/j 

NS7 7 – 30 j BC 
(expres-
sion des 
gènes) 

Signature de l’expression génétique 
de la consommation de soja (GEN 
plasmatique élevée) : surexpression 
des gènes qui pilotent les voies du 
cycle cellulaire et de la prolifération 

Étude courte; taux plasmatique 
évalué 2 fois; dose élevée d’IFs ; 
pas d’évaluation de l’impact 
clinique des modifications de 
l’expression génétique  

Méta-analyse 
(5 cohortes) 
[60] 

11206  Femmes 
après 
diagnostic 
BC (Chine 
et États-
Unis) 

Impact de la 
consommation de PST 
en fonction de l’origine 
ethnique, de l’état 
ménopausique et des 
doses. 

2 – 13 
g/j 

NS 9 mois 
–7,3 
ans 

BC 
(survie) 

La consommation d’aliments à base 
de soja post-diagnostic est associée 
à une réduction de la mortalité (HR 
0,85, IC8 à 95% 0,77 0,93) et de la 
récurrence (HR 0,79, IC à 95% 0,72 
0,87 

Pas d’évaluation qualitative des 
études; Statut ER manquant; pas 
d’informations sur le statut 
GPER ; pas de quantification 
des IFs ni d’informations sur la 
consommation parallèle de soja. 

Méta-analyse 
(31 cas-
témoins +2 
cohortes) [61] 

9222 cas 
11413 
contrôles 

Femmes 
Chinoises 
(différentes 
régions) 

Estimation de l’OR et de 
l’IC à 95 % (impact de la 
consommation de soja et 
de fruits) 

NS NS NS BC 
(risque) 

La consommation de soja et de fruits 
était significativement associée à un 
risque plus faible de BC, avec un OR 
résumé de 0,65 (IC 95 % : 0,43-0,99 ; 
I2=88,9 %, P<0,001 ; N=13) et 0,66 
(IC 95 % : 0,47-0,91 ; I2=76,7 %, 
P<0,001 ; N=7), respectivement. 

Apport alimentaire non clairs; 
10 études basées uniquement 
sur des QA ; aucune information 
sur le statut ER. ; confusion 
entre soja et IFs (pas 
d’information sur la source des 
aliments) 

Prospective 
[62] 

Sein : 244 
cas sur 941 
Colorectal : 
221 sur 886 
prostate : 
204 sur 812 

Européen∙
nes âgés 
de 40 à 79 
ans 

ATCDs médicaux et 
enregistrement du régime 
alimentaire sur 7 j.  
509 aliments analysés 
(consommation de 
phytoE). OR calculé. 

 -  NS  7 j Risque 
BC, 
colorec-
tal, et 
prostate  

Plus de BC avec SECO et lignanes 
(surtout en cas d’ATCDs familiaux de 
BC), association inverse entre cancer 
colorectal et ENL ; risque de cancer 
prostate positivement associé à une 
plus grande consommation 
d’entérolignanes. 

Petit nombre de sujets et pas 
d’ajustement de la valeur p lors 
des comparaisons multiples. 

 
1 MénoP : ménopause 
2 QA : questionnaire alimentaire 
3 Cp : comprimé 
4 BC : cancer du sein 
5 ATCD : antécédent 
6 PST : protéines de soja texturées 
7 NS : non spécifié 
8 IC: Intervalle de confiance 



27 

Etude # 
Cas 

Sexe, 
ethnicité, 
âge, statut 

Conception de l’étude Quantité 
d’IFs  

Forme 
d’IFs 

Durée Facteur 
étudié  

Résultats Limites 

Étude 
d’intervention 
contrôlée [63] 

15 Femmes 
en bonne 
santé, non 
végétarien
nes, 
préménoP 

Régime alimentaire et 
niveau d’activité 
constants. 
Statut hormonal mesuré 
sur 2 ou 3 cycles 
menstruels 

60-28 
g/j Pt;  
50g/j 
miso 

C9: 45 ou 
23mg,  
 
nonC: 
25mg 

9 m 
dont 4 
à 6 
contrô
lés 

Cycle 
menstruel 

60 g de PST ont augmenté de 
manière significative (P < 0,01) la 
durée de la phase folliculaire et 
retardé le pic de concentration de 
progestérone. 

Durée de l’étude ; limites de 
précision des méthodes de 
dosage HPLC en 1995. 

Intervention 
[64] 

20 Femmes 
préménoP 
en bonne 
santé 

10 asiatiques, 10 non 
asiatiques 

32 mg/j 
(aliment
s à base 
de soja) 

NS 7 m (3 
m 
interve
ntion) 

Fonction 
ovarienne 

Le niveau d’E2 lutéal est 
significativement plus bas chez les 
femmes asiatiques ; le SHBG sérique 
est statistiquement plus élevé chez 
les non-asiatiques mais plus bas 
chez les asiatiques. 

Biais dans la collecte d’urine 
domestique ; différences entre 
aliments à base de soja 
consommés par les Asiatiques 
et les non-Asiatiques, nombre 
réduit de participants de 
chaque groupe ; manque de 
preuves de l’absence de 
consommation parallèle de 
soja. 

Étude 
d’intervention 
diététique 
contrôlée [65] 

6 Femmes 
préménoP 
en bonne 
santé et 
non 
végétarien
nes 

Régime de contrôle 
surveillé> 1 cycle (avant 
et après), ajout de soja 
pendant un cycle 
complet - statut 
hormonal et IFs urinaires 
mesurés 

45 mg/j 
(dans 60 
g de 
PST) 

DAI et 
GEN 

4-6 m Cycle 
menstruel 

Phase folliculaire plus longue et/ou 
saignement retardé ; suppression 
significative des poussées de LH et 
de FSH en milieu de cycle ; 
augmentation de E2 plasmatique en 
phase folliculaire. 

Nombre de sujets ; pas de 
groupe de contrôle ; étude 
relativement courte. 

Étude de 
cohorte [66] 

1553 Jeunes 
femmes 
afro-
américain
es en 
bonne 
santé 

Données du QA sur le 
soja pendant la petite 
enfance 

Estimée NS NS Fibromes Aucune association entre les 
formules à base de soja et la 
prévalence des fibromes. Mais lien 
significatif entre formules à base de 
soja et diamètre des fibromes chez 
les femmes atteintes de fibromes. 

Biais de sélection (exclusion 
des femmes diagnostiquées 
pour un fibrome) ; jeune âge 
des participantes (23-35 ans) 
(pas de détection d’un lien 
potentiel plus prévalent 
apparaissant lorsque les 
femmes sont plus âgées). 

Randomisée, 
double-
aveugle vs 
placebo [4] 

376 Femmes 
ménoP en 
bonne 
santé dont 
l’utérus 
est intact 

Consommation 
journalière pendant 5 
ans. Biopsies 
endométriales au début 
et à la fin de l’étude. 

150 
mg/j   

40–45% 
GEN,  
40– 45% 
DAI, 
10–20% 
glycitéine 

5 ans Histo-
logie de 
l’endo-
mètre 

Aucun cas de tumeur maligne. La 
fréquence de l’hyperplasie 
endométriale était significativement 
plus élevée dans le groupe traité 
(3,37 % contre 0 %). 

Pas d’information sur la 
consommation parallèle 
d’aliments à base de soja ; le 
dosage des comprimés est plus 
élevé que celui d’un 
complément alimentaire. 

 
9 C : Conjugués 
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Etude # 
Cas 

Sexe, 
ethnicité, 
âge, statut 

Conception de l’étude Quantité 
d’IFs  

Forme 
d’IFs 

Durée Facteur 
étudié  

Résultats Limites 

Etude de cas 
[20] 

3 Femmes 
(35-56 
ans) 

Recherche de 
saignements utérins 
anormaux avec 
pathologie endométriale 

40 g/j ; 
quantité 
excessive 
de soja/j 

NS 3, 5 et 
21 ans  

Saigneme
nt utérin 

La réduction/suppression du soja a 
fait disparaître les symptômes. Une 
consommation excessive de phytoE 
peut être nocive. 

Nombre réduit de cas ; quantité 
excessive d’IFs. Quantité 
d’aliments à base de soja NS 
dans une étude. 

Cohorte 
rétrospective 
[67] 

248 (formule 
infantile à 
base de soja) 

Jeunes 
adultes 

Etat de santé général, 
maturation pubertaire et 
ATCDs menstruels et 
reproductifs de jeunes 
adultes nourris avec des 
formules infantiles à base 
de soja. 

Estimée : 
4,2 à 9,4 
mg/kg /j 

NS 6 mois Voir 
concepti
on de 
l’étude 

Seule une légère augmentation de la 
durée des règles (0,37 jours ; IC à 95 
% , 0,06-0,68) et une plus grande 
gêne (1,77 ; IC à 95 %, 1,04-3,00) 
ont été observées. 

Auto-évaluation, étude courte, 
quantité de phytoE non 
mesurée 

Cohorte [5] 99 Partenaires 
masculins 
caucasiens 
dans 
couples 
subfertiles 

Évaluation de la 
consommation de 
soja/IFs 

5,4 mg/j 
en 
moyenne 

NS 3 mois Qualité 
sperma-
tique 

Tendance statistiquement 
significative à la réduction de la 
concentration de spermatozoïdes 
avec l’augmentation de la 
consommation d’aliments à base de 
soja. 

Auto-évaluation, étude 
relativement courte 

Méta-analyse 
(15 études) 

[68] 

- Hommes 
et femmes 

En bonne santé ou non 
Préménopause et 
postménopause 

NS IF, PST, 
DAI, GEN  

<3 
mois 
>3 
mois 

Thyroïde Pas de modification significative des 
taux de T3 et T4. Changements 
significatifs des niveaux de TSH 
avec un traitement > 3m et une 
hypothyroïdie subclinique 
préexistante. 

Nombre de sujets, courte durée 
de traitement pour certaines 
études 

Tableau 1. Résumé d’ études épidémiologiques évaluant l’impact des isoflavones sur la santé humaine. 
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II.2.4.1. Maladies thyroïdiennes 
L’association entre les IFs et les pathologies thyroïdiennes 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 thyroïde, notamment : 

- une étude de 2002 a révélé une association entre la consommation d’IFs de soja 

et une altération subclinique des hormones thyroïdiennes chez des femmes 

ménopausées [69] ; 

- un cas rapporté en 2001 a suggéré que les IFs interférent avec l’absorption 

d’hormones thyroïdiennes chez les personnes souffrant d’hypothyroïdie [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 thyroïdiennes chez des femmes enceintes saines [71] ; 

- une étude de 2015 a rapporté que la consommation d’IFs n’affectait pas la fonction 

thyroïdienne chez les femmes pré- et post-ménopausées saines [72]. 

Après examen de ces investigations, il apparait que plusieurs facteurs, décrits plus bas, 

peuvent influencer l’impact des IFs sur la thyroïde. 

- 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 délétères des IFs. 

Cela pourrait expliquer que la fonction thyroïdienne ne soit pas altérée de façon 

marquée chez certaines populations asiatiques habituées à consommer beaucoup 

de produits de la mer, notamment des algues [73]. 

- L’état thyroïdien préexistant : les patient·es souffrant d’hypothyroïdie 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 IFs 

sur la fonction thyroïdienne des sujets sains mais la prudence doit être de mise avec 

des patient∙es souffrant d’hypothyroïdie 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 hypothyroïdies). 

En outre, il a été démontré que les formules infantiles à base de soja provoquaient des 

goitres réversibles à l’arrêt du produit, en particulier chez les nourrissons présentant 

une hypothyroïdie préexistante [74,75]. Compte tenu du caractère indispensable des 

hormones thyroïdiennes au développement cérébral des enfants, les formules au soja 

sont contre-indiquées chez les enfants présentant une hypothyroïdie congénitale, bien 

que les formules infantiles à base de soja aient été supplémentées en iode dès les 

années 1960. 

II.2.4.2.  Cancers hormono-dépendants 
Le lien entre les IFs et les cancers hormono-dépendants, notamment le cancer du sein, 

de l’endomètre et de la prostate, est complexe et controversé. La littérature scientifique 
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présente des résultats divergents en apparence, soulignant l’importance d’une analyse 

approfondie et nuancée. 

II.2.4.2.1. 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, à notre connaissance, uniquement sur des femmes asiatiques. 

Or comme suggéré par Fernandez-Lopez et al. [75], l’exposition aux IFs telle qu’établie 

dans les études de population menées en Asie doit être questionnée. Dans les autres 

études, aucun impact positif significatif des IFs n’a été observé. Chez les femmes 

ménopausées occidentales, l’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 

IFs « cachées » dans les aliments manufacturés, réduisant ainsi la puissance statistique 

de leurs analyses. Selon l’AFSSA et l’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 qu’un effet positif des IFs pourrait 

être simplement le marqueur d’un mode de vie plus sain, leur impact pouvant 

difficilement être 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 rôle 

probablement opposé des 2 récepteurs à estrogènes nucléaires dans le cancer du sein : 

l’activation de ERα induit la prolifération tandis que celle de ERβ l’inhibe [18]. Ainsi, 

l’effet positif présumé des IFs en raison de leur plus grande affinité avec l’ERβ ne peut 

être établi de manière convaincante que si les femmes présentent une majorité de ERβ 

dans leurs tissus. Par ailleurs, à ce jour et à notre connaissance, aucune étude de 

population n’a mentionné le statut GPER des patientes suivies. 

Plusieurs publications témoignent d’un double effet des IFs sur les cellules sensibles 

aux estrogènes, stimulant la croissance cellulaire à de faibles concentrations (0,1-10 

µM pour GEN) et provoquant une inhibition à des concentrations plus élevées [76]. 

D’un point de vue mécanistique, les IFs ont un effet dual.  

D’un côté, 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 à la situation occidentale, pourrait passer par des mécanismes 

épigénétiques, protégeant les femmes asiatiques exposées dès l’enfance à une 

alimentation contenant des IFs. Ainsi, il a été montré que la GEN et la DAI ont des 

effets méthylant inhibant l’expression des gènes lorsqu’ils sont administrés à doses 

alimentaires à des souris modèles agouti [77]. Ces marquages épigénétiques de 

méthylation ont aussi été observés sur la sphère vaginale de jeunes filles exposées 

quand elles étaient bébé à des IFs via des formules infantiles à 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 l’effet 

préventif de la GEN apparaît pendant la phase de promotion. Cette prévention peut 

être obtenue en réduisant par méthylation l’expression précoce des pro-oncogènes, 

tels que MDM2. Certain∙es auteur∙es rapportent in vitro une augmentation d’onco-

suppresseurs, tels que BrCa1 [2]. Pour l’instant, alors que l’expression de BrCa1 a été 
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observée in vivo, même si elle n’est pas liée aux IFs, l’action de GEN sur l’expression 

des gènes BrCA 1 et 2 et sur la réduction de MDM2 n’a été démontrée qu’in vitro et à 

des doses élevées. Il serait donc nécessaire de confirmer cette action à faibles doses 

sur des cellules normales pendant la phase d’initiation d’un cancer.  

Il est évident que la réduction de l’émergence de cellules cancéreuses par n’importe 

quel mécanisme lors de la phase initiale entraînerait globalement une baisse de 

l’incidence du cancer. Mais dans les études de populations asiatiques, certain∙es 

auteur·es ont associé la consommation de soja à 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-à-vis des cancers. 

Compte tenu des incertitudes sur l’estimation de l’exposition aux IFs en Asie et des 

biais possibles liés à d’autres facteurs alimentaires, l’effet protecteurs des IFs sur les 

cancers du sein doit être considéré avec circonspection. 

D’un autre côté, les IFs ont également montré des effets prolifératifs sur des cellules 

cancéreuses estrogéno-dépendantes, in vitro et chez les souris implantées in vivo, à des 

concentrations physiologiquement pertinentes [80,81]. Ces résultats ont été confirmés 

par 3 études cliniques menées dans les années 1990s sur des femmes pré-

ménopausées saines [82–84], où un effet prolifératif a été observé à 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 l’expression de 

gènes impliqués dans la prolifération cancéreuse cellulaire [85]. Cependant, les études 

du NTP ont montré qu’à faibles doses, ces IFs n’ont pas d’incidence néfaste sur les 

animaux sains et que l’action de la GEN sur les rats varient selon qu’ils soient exposés 

à l’âge 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’IFs consommée ; 

- le moment de l’exposition aux IFs ; 

- le statut hormonal de la femme ; 

- le type de cancer du sein. 

De plus, les différences interindividuelles dans la réponse aux IFs peuvent grandement 

influencer leur impact sur la cancérogénèse mammaire, sans compter le rôle d’autres 

facteurs de risque tels que la génétique et l’environnement 

Selon Yuan et al. [86], la GEN stimule la croissance des cellules cancéreuses du sein 

(MCF-7 et T47D) de manière dose-dépendante à des concentrations relativement plus 

faibles que celles qui activent les ERs classiques. Toutefois, elle inhibe leur croissance 

à 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 l’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 à 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 II n’a pas d’impact sur l’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]. 

II.2.4.2.2. Cancer de l’endomètre 
L’impact des IFs sur le cancer de l’endomètre reste lui aussi objet à discussions.  

Une méta-analyse récente a montré une augmentation de l’épaisseur de l’endomètre 

pour des doses d’IFs ingérées supérieures à 20 mg/jour, sans lien avec le cancer de 

cet organe. Cet effet est attribué à la stimulation de la prolifération des cellules 

endométriales par les IFs, imitant l’action des estrogènes [87,88]. Une dose plus élevée 

d’IFs (>54 mg/jour) a quant à elle été associée à une réduction de l’épaisseur de 

l’endomètre 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 à établir un lien clair entre la 

consommation d’IFs et le risque de cancer de l’endomètre. La complexité pourrait 

provenir des interactions des IFs avec les ERs (ER et ER présents dans la sphère 

endométriale), des différences entre les femmes pré-ménopausées et post-

ménopausées (chez qui les ERs disparaissent avec le temps) ainsi que des autres 

facteurs de risque du cancer de l’endomètre. En effet, certaines études n’ont observé 

aucune association significative entre IFs et cancer de l’endomètre [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 à partir 

d’aliments à base de soja et de légumineuses était associée à 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 ERβ, ce qui pourrait 

expliquer l’absence d’effet néfaste clair sur le cancer de l’endomètre. Ce récepteur, 

pour lequel les IFs ont une meilleure affinité, est impliqué dans la différenciation 

cellulaire et pourrait contrer l’effet prolifératif de ERα [87]. Chez les femmes post-

ménopausées, il est possible d’observer une influence des IFs sur la sphère vaginale, 

tandis qu’un impact sur l’endomètre n’a jamais été clairement prouvé malgré de 

nombreux essais cliniques [87]. 

II.2.4.2.3. Cancer de la prostate 
Plusieurs études ont exploré l’impact des IFs, 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 l’apoptose et l’arrêt du cycle 

cellulaire, à des doses supra-physiologiques [92]. Zhang et al. [93] ont également 

suggéré que les IFs pourraient réduire la sécrétion d’antigène 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 à des 

concentrations élevées, pourraient stimuler les cellules cancéreuses [93]. L’equol a 

quant à lui été associé à un effet protecteur sur différents modèles in vitro [94].  
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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 

après l’administration de GEN à doses pharmacologiques [92]. 

- Etudes cliniques chez l’homme : 

Les études cliniques menées chez l’homme n’ont pas permis de démontrer de manière 

concluante l’efficacité des IFs 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 à 

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 IFs sur l’incidence 

de la pathologie diffèrent 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 l’E2 (ER) impliqué est ici 

crucial. En effet, les IFs peuvent être protectrices sur les tumeurs porteuses de ERβ et 

néfastes sur les tumeurs porteuses du variant ERβ2 [87]. En outre, une augmentation 

de l’expression d’ERα 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 l’incidence du cancer de la prostate est plus 

faible en Asie qu’en Occident, ce qui suggère un lien possible avec l’alimentation et 

d’autres facteurs environnementaux, ne pouvant être réduits exclusivement aux IFs. 

En outre, selon certaines études, l’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]. 

II.2.4.3. Fibromes utérins 
La sphère utéro-vaginale exprime des récepteurs aux estrogènes (ER, ER et GPER) 

[95] ce qui rend plausible l’effet des phytoE sur ces organes. De plus, les effets 

utérotrophiques des IFs du trèfle et du soja sont bien documenté [96].  

Une méta-analyse a établi un lien entre la consommation de soja, à la fois dans la 

petite enfance et à l’âge adulte, et un risque accru de fibromes utérins [97]. Une autre 

étude a montré que la consommation importante de soja, comparable à 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 à une surconsommation chronique et excessive de soja. Par ailleurs, une 

corrélation positive significative a été observée entre le diamètre de fibromes 

préexistants et la consommation de produits dérivés de soja dans la petite enfance 

[66]. Également, une étude informelle indique que plus de 70 mg d’IFs par jour peuvent 

être associés à des saignements endométriaux chez les femmes ménopausées [99]. 

En conclusion des 2 sections précédentes, il apparait que l’impact des IFs sur la santé 

utérine est complexe. Des études supplémentaires sont requises pour mieux 



34 

comprendre les effets à long terme de la consommation d’IFs sur les risques 

d’occurrence de fibromes, de léiomyomes et de cancers de l’utérus, en tenant compte 

de la dose, de la récurrence, du moment de l’exposition et des facteurs individuels. 

II.2.4.4. Fertilité 
L’association entre les IFs et les troubles de la fertilité chez les mammifères a fait l’objet 

de plusieurs rapports. Cependant, les données concernant les humains restent limitées, 

en raison des difficultés éthiques liées à la conduite d’études d’intervention depuis 

l’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 contrôlant la 

reproduction.  

II.2.4.4.1. Chez les femmes 
Une étude menée auprès de 11 688 Américaines du Nord et âgées entre 30 et 50 ans, 

dont plus de la moitié étaient végétariennes et ayant une hygiène de vie saine, a montré 

qu’une consommation élevée d’IFs (≥ 40 mg/jour) diminue de 3% la probabilité de 

donner naissance à un enfant avant 26 ans [99]. La même étude rapporte une 

augmentation de 13% du risque de nulligravidité à la ménopause en cas de 

consommation élevée d’IFs. 

D’un autre côté, une étude randomisée a montré qu’une supplémentation en IFs de 

soja à fortes doses (1 500 mg par jour), en association à de la progestérone, peut être 

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 l’urine de l’ordre de la 

centaine de µg/L sont associées à une probabilité accrue de naissance vivante à l’issue 

d’un cycle de FIV [101]. Ces concentrations pourraient correspondre à une 

consommation d’un ou deux produits contenants « du soja caché » par jour. 

En outre, la consommation de soja semble moduler l’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 à des doses faibles de 3,4 mg par jour 

[102]. Cette dose correspond à une consommation de « soja caché ». 

II.2.4.4.2. 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 à de fortes doses d’IFs (un à deux produits de 

soja par jour), le lien entre la concentration de référence des spermatozoïdes dans le 

fluide séminal et la fertilité n’est pas direct ni toujours dose-dépendant. En fait, il existe 

une zone de concentration correspondant à un plateau de fertilité. C’est lorsque la 

concentration en spermatozoïdes viables diminue en dessous d’un certain seuil 

(hypospermie) que les problèmes de fertilité apparaissent. Considérant les doses qui 

semblent entraîner cette réduction de fertilité, ce phénomène pourrait être lié à une 

perturbation des FSH et LH hypophysaires, elles même responsables de la synthèse 

des androgènes chez l’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 à l’analyse de ces études. En 

effet, elles devraient prendre en considération le fait que la spermatogenèse chez les 

hommes est un long processus (au moins 76 jours [2]), donc l’exposition devrait durer 

plus de 3 mois pour s’assurer que l’absence de lien n’est pas due à un biais temporel. 

De plus, les variations individuelles, et notamment le temps depuis la dernière 

éjaculation, devraient être prises en compte. Ce n’est malheureusement pas toujours 

le cas [103]. 

Même pour l’étude citée dans le tableau 1 ([5]) qui montre un lien entre IFs et une 

réduction du nombre de spermatozoïdes, plus significative avec des doses plus élevées 

d’IFs, il est impossible de dissocier l’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 être difficile de les réduire à court 

terme, la réduction des IFs dans l’environnement peut représenter une solution à ne 

pas négliger.  

II.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 même s’il 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 à 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 à 32 jours. Il est important de 

mentionner ici que les taux circulant d’IFs mesurés chez ces étudiantes au début de 

l’étude sont du même ordre que ceux que l’on mesure chez des femmes occidentales 

qui auraient consommé un steak de soja ou une tasse de « lait » de soja en France. Cet 

allongement du cycle est dû à un retard dans l’apparition du pic de LH impliqué dans 

l’ovulation, ce qui conduit à un allongement de la phase folliculaire du cycle menstruel 

[19]. 

Des adultes nourris dans la petite enfance avec des formules infantiles à 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], même si le moment où un nourrisson acquière le 

microbiote impliqué dans la métabolisation n’est pas clair. De plus, leur système 

enzymatique de détoxification hépatique n’est pas complètement développé ce qui 

peut entrainer une exposition exclusive, quantitativement importante et continue à des 

IFs (aglycones). Des préoccupations peuvent être soulevées concernant l’impact de 

l’exposition aux estrogènes des nourrissons à un âge où la différenciation sexuelle n’est 

pas encore achevée alors que les synthèses de FSH et LH sont effectives lors de la 

mini-puberté [108]. Il 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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II.2.4.6. Ménopause et ostéoporose 
Les impacts des phytoE sur les symptômes de la ménopause font l’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 à base d’IFs et d’actée à grappes noires. Les IFs ont 

un odd ratio (OR) et un intervalle de confiance (IC) à 95% de 0,62 (0,44-0,67), tandis 

que pour l’actée à grappes noires, ces valeurs sont de 0,4 (0,16-0,90). Une autre méta-

analyse axée sur les essais cliniques portant sur ces mêmes composés, a observé une 

réduction de 25,2 % des bouffées de chaleur après avoir éliminé l’effet placebo. Il est 

important de noter que l’effet placebo représente 57% de la réduction des symptômes 

par le traitement de référence : l’E2. L’étude a également révélé qu’un traitement de 

13,4 semaines était nécessaire pour que les IFs 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, l’impact des phytoE sur 

les symptômes 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 à dire que les IFs peuvent 

aider à maintenir la densité minérale osseuse (DMO) chez les femmes ménopausées, 

mais seulement à des doses supérieures à 80 mg/jour [87]. La première, portant sur 

1 240 femmes ménopausées et analysant des essais contrôlés randomisés (ECR) d’une 

durée de six à 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 vertèbres lombaires et de la hanche [87]. 

Il est important de noter ici que les IFs n’ont jamais permis la reconstruction d’un 

squelette atteint d’ostéoporose chez l’humain ou les rongeurs [87]. 

Les données actuelles suggèrent que les IFs peuvent avoir des effets bénéfiques sur les 

symptômes de la ménopause et la DMO chez les femmes ménopausées, mais à des 

doses élevées et après un traitement prolongé. 

II.2.4.7. Métabolisme 
Une méta-analyse récente, regroupant 46 essais cliniques, confirme une légère 

diminution du cholestérol LDL (environ 3,2 %) et du cholestérol total (CT) (environ 2,8 

%) après une consommation quotidienne de 25 g de protéines de soja pendant 6 

semaines [109]. Cette réduction, bien que modeste est significative et concorde avec 

l’effet hypocholestérolémiant observé avec d’autres légumineuses à faible teneurs en 

IFs. Ceci suggère un effet non spécifique aux IFs [3]. 

Concernant le risque de syndrome métabolique, plusieurs études ont établi une 

corrélation, dépendant généralement du sexe, avec la consommation d’IFs [3,110]. 
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Des études randomisées et contrôlées, présentées ci-dessous, ont apporté des 

éléments plus probants.  

- Une supplémentation en GEN à 54 mg/jour (équivalente à un apport alimentaire) 

pendant un an chez des femmes ménopausées atteintes du syndrome métabolique 

a amélioré le profil lipidique, réduit la glycémie à jeun, l’insuline et l’indice HOMA-

IR, et augmenté l’adiponectine. Les pressions artérielles systolique et diastolique 

ont également été réduites dans le groupe traité [87]. Cependant, les données sur 

l’évolution du régime alimentaires des volontaires pendant l’étude manquent alors 

qu’elle ne peut être exclue. 

- Une supplémentation similaire à celle de la précédente étude pendant six mois 

chez des femmes ménopausées italiennes a révélé une amélioration légère, mais 

significative, de la dilatation médiée par le flux sanguin, un marqueur de la santé 

vasculaire, ainsi qu’une réduction du CT, des triglycérides, de l’homocystéine et de 

la visfatine [111]. Cet effet pourrait être relié à l’action de la GEN sur l’activité de 

la NO-Synthase connue pour participer au relâchement 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 d’un début de 

syndrome métabolique a révélé une amélioration du profil lipidique dans le groupe 

« graines de soja » et une réduction du CT, de l’insuline et du stress oxydatif dans 

le groupe « protéines de soja » [110]. Les graines de soja contenaient 47,6 mg DAI, 

60,2 mg GEN et 9,45 mg glycitéine ; tandis que dans les protéines, les teneurs en 

IFs étaient de 38,5 mg DAI, 48,8 mg GEN et 8,9 mg glycitéine. 

- Une étude sur la consommation d’équol, à raison de 10 mg/jour, a montré une 

amélioration modeste de l’HbA1c, du LDL-cholestérol et de l’index vasculaire 

cardio-jambier chez des sujets japonais en surpoids et obèses non producteurs 

d’équol [87]. 

Une méta-analyse réalisée par Simental-Mendía et al. [113] a en effet montré qu’il 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 à un risque cardiovasculaire accru 

en raison de ses propriétés pro-thrombotiques et athérogènes. 

Dans une autre méta-analyse portant sur un total de dix cohortes prospectives et sept 

études cas-témoins (incluant 508 841 participant∙es et 17 269 événements 

cardiovasculaires), il a été observé que la consommation d’aliments à base de soja, 

mais pas celle d’IFs, était associée à 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 à la réduction de certains facteurs de risque du syndrome métabolique, 

notamment le profil lipidique, la glycémie à jeun et l’insuline. Des études 

supplémentaires restent toutefois nécessaires pour déterminer les doses optimales, les 

populations les plus à même de bénéficier de ces effets et les interactions avec d’autres 

facteurs de risque.  



38 

II.3. Exposition aux phyto-estrogènes, enjeux de santé et réduction  

II.3.1. Exposition aux perturbateurs endocriniens en France 

II.3.1.1. Isoflavones 
La source principale d’exposition aux phytoE, notamment les IFs reste l’alimentation 

ou les compléments alimentaires. Cette exposition se fait principalement par 

l’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 premières estimations de l’exposition aux IFs (GEN et DAI) datent de 

2003 [8]. L’AFSSA avait estimé l’apport moyen en IFs à 0,151 mg/jour, en soulignant 

une différence importante entre la population générale et les consommateur·ices de 

produits à base de soja. Dans cette dernière catégorie, l’exposition moyenne était de 

54 mg/jour et pouvait atteindre jusqu’à 109 mg/jour en cas de consommation 

quotidienne de plus d’un produit, avec un minimum de 8,3 mg/jour. L’AFSSA a 

également estimé les apports en IFs aglycones chez les non consommateur·ices de 

soja à 0,026 mg/jour en moyenne, en considérant les IFs des autres légumineuses [8]. 

Cependant, cette estimation est susceptible d’avoir sous-estimé l’exposition réelle aux 

IFs pour plusieurs raisons :  

- la proportion de la population consommant des aliments à base de soja a 

augmenté de manière significative, en 2015, elle était d’environ 10 % et a atteint 

60 % en 2020 ;  

- l’AFSSA n’a pas pris en compte l’exposition aux IFs 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 

à base de phytoE et de soja s’élevait à 21 mg/jour. Aux États-Unis, l’exposition 

quotidienne aux IFs estrogéniques a été estimée à environ 2,7 mg au moins sur la 

même période. Quant à celle chez les populations asiatiques, elle a été évaluée à entre 

15 et 50 mg par jour [115].  

Plusieurs études ont mis en évidence l’importance du « soja caché » dans l’exposition 

aux IFs [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 à 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 parenthèses, les nombres totaux. (D’après Lee et al. [117]). 

Lee et al. ont révélé dans cette même étude que 12 % des femmes pré-ménopausées 

interrogées consommaient plus de 9 portions de soja par semaine, les exposant à plus de 

50 mg d’IFs par jour. 

Par conséquent, l’évaluation de l’exposition aux IFs basée uniquement sur la consommation 

de produits à base de soja est susceptible de sous-estimer l’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 l’exposition aux phytoE. 

En conclusion, l’estimation de l’exposition aux IFs 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 à 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 » (à base de concentrés ou 

d’isolats protéiques de soja) ; 

- la consommation de lignanes ; 

- la prise de compléments alimentaires à base de phytoE. 

II.3.1.2. Exposition à 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 à la diversité des substances chimiques regroupées sous le terme PE et aux 

multiples voies d’exposition (orale, cutanée et respiratoire), rend l’estimation de l’exposition 

globale de la population extrêmement difficile.  
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Par ailleurs, l’établissement de liens de causalité entre l’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 système hormonal de différentes manières, à des doses très faibles, et leurs 

effets peuvent être non monotones, c’est-à-dire ne pas suivre une relation dose-effet 

proportionnelle. 

- Les pathologies liées aux PEs sont généralement multifactorielles. Elles peuvent être 

causées par une combinaison de facteurs génétiques, environnementaux et de mode de vie, 

ce qui rend difficile l’attribution d’un effet spécifique à un seul PE. 

- L’effet cocktail ou l’exposition simultanée à plusieurs PEs peut avoir des effets additifs, 

synergiques ou antagonistes, ce qui complique encore davantage l’évaluation des risques. 

- Des effets différés et transmissibles sur plusieurs générations en raison de modifications 

épigénétiques sont aussi à prendre en compte. 

- L’absence de population témoin à laquelle comparer la population exposée. 

L’exemple des pesticides à faibles doses illustre bien la complexité de l’évaluation des 

risques liés aux PEs. Les consommateur·ices sont exposé·es à 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, à 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 l’exposition aux pesticides des enfants issus de 

familles d’agriculteur·ices ou vivants à proximité de cultures de soja ou de maïs était cinq 

fois supérieure à celle des enfants de familles non agricoles. L’étude souligne également 

l’influence du régime alimentaire sur l’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’être exposés à des doses plus élevées de pesticides lipophiles 

persistants, comme les organochlorés, en raison de la bioaccumulation. Le cas des 

nourrissons et des enfants est particulièrement 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 manière 

disproportionnée à certains organochlorés et aux nouveaux pesticides moins persistants 

d’origine alimentaire [120]. 

Ainsi, l’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. 

II.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 très importantes [18,75]. 

Contrairement aux procédés modernes, ces recettes traditionnelles réduisent la teneur en 

IFs. L’évaluation de l’exposition aux IFs 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.  

Il est en effet important de rappeler que les agences sanitaires internationales peinent à fixer 

une dose d’IFs maximale autorisée, en partie à cause des contradictions entre les données 

toxicologiques et les données d’exposition en Asie. En effet, les données toxicologiques 

(notamment, du NTP) suggèrent que des apports quotidiens moyens d’IFs de 40 à 60 mg 

devraient entrainer des troubles, notamment de la reproduction et de la fonction 

thyroïdienne, et un risque accru de cancers estrogéno-dépendants. Ces doses 

correspondent à 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, Taïwan, …), 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 à 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 suggère que l’exposition aux IFs dans ces 

populations pourrait être plus faible que ce qui est actuellement estimé. Cette divergence 

pourrait être lié au fait que l’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 à l’eau tels que le trempage 

et l’ébullition ainsi que la fermentation après ébullition. Or, si ces traitements sont minimisés 

dans l’industrie il a été démontré que la cuisson dans l’eau réduisait de façon très 

significative les taux d’IFs dans les graines de soja, en raison de l’hydrosolubilité des IFs 

glycosylées [75]. 

II.3.2.1. Transformations traditionnelles à l’échelle domestique  
Le soja, longtemps reconnu par les anciennes civilisations asiatiques pour sa faible 

digestibilité à l’état cru, a d’abord été utilisé comme engrais vert et pour la nutrition animale. 

Son incorporation dans l’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 à 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 goût 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 après J.-C. 

En Asie, où 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 à des 

préparations domestiques. Tofu, miso, feuilles de soja, pâte de soja, tempeh et sauce soja 

font partie des préparations les plus communes [18,75].  



42 

II.3.2.2. Transformations à l’échelle industrielle  
Le soja est un ingrédient polyvalent présent dans une large gamme de produits alimentaires. 

On le retrouve sous forme entière ou transformée. 

Les produits à base de soja peu transformés incluent le tofu, le tempeh, le lait, les yaourts 

et la crème de soja. Ils sont généralement produits à partir de graines de soja entières 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 à partir de graines de soja qui 

subissent plusieurs étapes de transformation dont le déroulé est le suivant : 

- Pressage : les graines de soja entières ou dépelliculées sont pressées pour en extraire l’huile. 

- Extrusion ou broyage : le tourteau restant après l’extraction de l’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 être utilisés pour modifier les propriétés des 

protéines de soja, comme la solubilité ou le pH. 

En Europe et aux États-Unis, les principaux aliments à base de soja consommés, comme la 

farine, les isolats de protéines, les protéines de soja concentrées et texturées, sont souvent 

des ingrédients d’autres spécialités alimentaires manufacturées [75,121]. 

L’analyse précise et reproductible des IFs dans les aliments nécessite une connaissance 

approfondie du type de produit à 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 : 

- l’origine agronomique du soja, car les conditions culturales affectent de manière 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 l’aliment en IFs ; 

- la taille de la portion. 

II.3.3. Evaluation de l’exposition aux phyto-estrogènes 
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 à évaluer. Le présent 

travail vise à apporter des données inédites sur ce sujet dans le contexte français, sachant 

qu’il existe des publications régulières aux États-Unis d’Amériques, dans plusieurs pays 

européens et en Asie. 

II.3.3.1. Enquêtes alimentaires 
En nutrition, l’évaluation des consommations alimentaires et leur corrélation avec des 

paramètres de santé constituent une approche classique. Les agences de sécurité sanitaire 

des aliments, comme l’Anses en France, publient régulièrement les résultats d’enquêtes 

alimentaires, à l’instar de l’étude INCA, menée tous les 7 ans. Ces données permettent 

d’élaborer des recommandations nutritionnelles pour l’ensemble de la population [122,123].  
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Les enquêtes alimentaires peuvent cibler une population spécifique, comme dans le cadre 

de cette thèse, ou viser à représenter l’ensemble de la population. La taille de l’échantillon 

doit être adaptée et représentative de la population cible. La méthodologie de l’enquête est 

cruciale : elle doit être pertinente, concise et privilégier des questions ouvertes pour éviter 

d’influencer les réponses.  

L'identification adéquate des aliments d'intérêt s'avère un facteur crucial pour garantir la 

pertinence d'une enquête 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 pâtés et des 

rillettes de poissons, par exemple. 

II.3.3.2. Dosages dans les échantillons biologiques 
Lorsque le suivi de marqueurs spécifiques à des aliments d’intérêt est possible, les analyses 

biologiques constituent un complément précieux pour valider les déclarations 

d’expositions. Un domaine de la métabolomique appliqué à la nutrition se développe 

actuellement, visant à identifier des marqueurs spécifiques d’aliments, tels que des 

vitamines [124] ou des polyphénols [125], et à relier ces profils analytiques aux déclarations 

des consommateur·ices.  

Le cas du soja est particulièrement 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 trèfles ou de luzerne, il n’existe pas d’autres sources 

significatives d’IFs en France.  

Toutefois, l’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 thèse ont été guidés par ces 

principes et seront détaillés dans le chapitre « Méthodologie, matériels et méthodes ».  

II.4. Lupus Erythémateux Disséminé 

II.4.1. Maladies auto-immunes 
Les maladies auto-immunes (MAIs) se caractérisent par une perte de tolérance immunitaire 

envers les constituants du soi, conduisant à une attaque par le système immunitaire des 

tissus sains de l’organisme. Cette rupture de tolérance est à l’origine d’une large variété de 

pathologies, dont les mécanismes précis ne sont pas encore entièrement compris. 

D’après l’Inserm [128], 5 à 10 % de la population mondiale est touchée par une MAI et les 

femmes en représentent 80 %. Cette prévalence accrue chez les femmes suggère l’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 rôle dans le déclenchement 

ou l’aggravation des MAIs. Les estrogènes par exemple peuvent influencer la fonction 



44 

immunitaire, notamment la maturation, l’activation et la synthèse des lymphocytes, des 

anticorps et des cytokines. 

- Microchimérisme fœtal : la présence et la persistance de cellules fœtales chez la mère après 

une grossesse pourrait contribuer à l’activation du système immunitaire et à la survenue de 

MAIs. 

- Gènes liés aux chromosomes sexuels : le chromosome X contient un nombre important de 

gènes liés à l’immunité. Des perturbations dans le nombre de copies de certains de ces 

gènes, ou bien même dans la régulation de l’expression du chromosome entier, peuvent être 

à l’origine de la prédisposition des femmes aux MAIs. Par exemple, le syndrome de Turner, 

est associé à 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 à leur prédominance dans 

les MAIs. 

- 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 

système immunitaire et peut moduler les réponses inflammatoires. 

- Facteurs psychosociaux : les femmes sont plus susceptibles d’être exposées à des situations 

de stress chronique et à des événements traumatiques. Ces facteurs peuvent perturber le 

système immunitaire et augmenter la susceptibilité aux MAIs. De plus, les rôles sociaux et 

les expositions professionnelles peuvent jouer un rôle dans la sur-représentation des 

femmes dans certaines MAIs [134,135]. 

Il est important de noter que ces observations restent sujettes à caution et que les données 

scientifiques sont souvent contradictoires. Des recherches supplémentaires sont 

nécessaires pour mieux comprendre les facteurs contribuant à la prédominance féminine 

dans les MAIs. 

Deux catégories principales de MAIs peuvent être distinguées :  

- les MAIs spécifiques d’organes, pathologies localisées ciblant un organe ou groupe 

d’organes, comme le diabète de type 1 (pancréas) ; 

- les MAIs systémiques qui affectent plusieurs organes ou systèmes simultanément, comme 

le lupus érythémateux disséminé (LED). 

II.4.2. Lupus Erythémateux Disséminé 
Le LED, également appelé lupus érythémateux systémique ou lupus érythémateux aigüe 

disséminé, 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 à 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 l’un des plus marqués parmi les MAIs [131]. Les causes exactes du LED restent 

méconnues, mais des facteurs génétiques et environnementaux semblent jouer un rôle.  

L’influence des hormones sexuelles sur le LED est un sujet de recherche important. Les 

estrogènes ont été associés à 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 transformés 

modernes, pourraient également influencer le LED. En raison de leurs propriétés 

estrogéniques et anti-androgènes, les IFs peuvent affecter la sécrétion de la LH et modifier 

le taux de progestérone dans le plasma. Par conséquent, les IFs peuvent être considérées 

comme des facteurs de risque environnementaux potentiels pour le LED et ses poussées.  

Cependant, les données scientifiques concernant l’impact des IFs sur le LED chez l’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 hypothèse. 

II.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 être ciblés par la maladie amenant 

à un tableau clinique très hétérogène résumé dans le Tableau 2.  

Organe cible Manifestation clinique 

Peau et 

cheveux 

Photosensibilité, rash malaire, alopécie 

Poumons Douleur thoracique pleurétique, inflammation, 

pneumonie, pleurite 

Cœur Douleurs thoraciques, souffle cardiaque, hypertension 

pulmonaire, insuffisance cardiaque 

Reins Inflammation, insuffisance rénale 

Sang Complexes immuns, caillots sanguins, anémie 

Muscles et 

articulations 

Gonflement des articulations, arthrose, myalgie 

Bouche Ulcères 

Cerveau Dépression, dysfonctions cognitives, fièvre 
Tableau 2. Tableau clinique du LED (D’après 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 symptôme le plus invalidant de la maladie en 

raison de son impact important sur la qualité de vie [139]. 

II.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 à 150 cas pour 100 000 personnes. Ces estimations varient 

considérablement d’une région du monde à l’autre [140]. L’Amérique du Nord enregistre les 

taux d’incidence et de prévalence les plus élevés, tandis que l’Afrique et l’Australie affichent 

les taux les plus bas. 

Des facteurs tels que l’âge, le sexe et l’appartenance ethnico-sociale influencent 

considérablement l’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 manière plus 

sévère chez les hommes, conduisant à 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-Américains. 

La prévalence est de 517 pour 100 000 personnes dans la population noire américaine, 
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comparativement à 134 pour 100 000 chez les Caucasiens américains et les Européens 

[138]. Ces disparités peuvent être attribuées à 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 

sévère, est 2 à 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 âge de procréer, entre 15 et 44 ans. Bien que la maladie puisse se déclarer à tout âge, 

elle apparaît le plus souvent à la fin de la deuxième décennie de vie des patient·es et au 

début de la troisième [140]. Chez les femmes, le LED figure parmi les 10 à 20 principales 

causes de mortalité, en fonction de leur âge [142,143]. 

II.4.2.3. Facteurs de risque 
De nombreux facteurs contribuent à la susceptibilité au LED, et peuvent être regroupés en 

quatre catégories principales : génétiques, épigénétiques, environnementaux et 

socioculturels [130,140] : 

- Facteurs génétiques : 

Les polymorphismes génétiques jouent un rôle crucial dans la susceptibilité à 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 MAIs partagent des variantes génétiques, suggérant 

des voies pathogéniques communes [131]. 

- Facteurs épigénétiques : 

Les modifications de l’ADN et des histones peuvent influencer l’expression des gènes et 

jouer un rôle dans le développement du LED. De plus, L’exposition à 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 l’incidence du LED avec 

l’exposition à la silice, aux contraceptifs oraux estrogéniques, à certains médicaments 

(certains antidépresseurs et antibiotiques) et à 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 rôle important. L’exposition à 

certains métaux lourds, comme l’uranium, le cadmium et le plomb, a également été corrélée 

à une augmentation du risque de LED. De plus, des PEs tels que le bisphénol A et les 

phtalates pourraient favoriser l’apparition de la maladie [144–146].  
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Le tabagisme affecte l’immunité innée et adaptative et peut influencer la production 

d’anticorps spécifiques dans des conditions telles que la polyarthrite rhumatoïde et le LED.  

Les ultraviolets B sont connus pour affecter les fonctions du système immunitaire de la 

peau. Chez les individus prédisposés, ils peuvent activer des voies inflammatoires 

pathogènes, conduisant à des troubles auto-immuns. Dans d’autres cas, les UV peuvent être 

utilisés comme photothérapie pour désactiver l’agression immunitaire pathogène dans la 

peau. Ces effets divergents sont le résultat de la capacité des UV à ioniser les molécules de 

la peau et à modifier sa composition chimique. Dans certains cas, cela peut entraîner une 

blessure potentielle, comme la liaison de bases pyrimidiques adjacentes dans l’ADN. Les 

cellules peuvent subir l’apoptose pour éviter la transformation maligne, mais également 

déclencher des réponses immunitaires auto-réactives en exposant les antigènes nucléaires 

de la cellule.  

Les mécanismes biologiques potentiels de ces associations environnementales 

comprennent l’augmentation du stress oxydatif, l’augmentation des cytokines 

inflammatoires, l’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 l’accès aux soins médicaux, l’observance, l’autogestion 

et les capacités d’adaptation, ainsi que le soutien social. Potentiellement modifiables, ils ont 

été identifiés comme très importants pour tous les indicateurs de résultats du LED [147].  

En somme, la génétique joue un rôle important dans la susceptibilité à l’auto-immunité, mais 

d’autres facteurs tels que l’environnement et le mode de vie peuvent également influencer 

le risque de développer cette maladie. Les recherches en cours visent à mieux comprendre 

ces interactions et à développer de nouvelles stratégies de prévention et de traitement. Il 

est important de noter que ces facteurs de risque ne sont pas nécessairement indépendants. 

Ils peuvent interagir entre eux de manière complexe pour influencer le développement de 

la maladie.  

II.4.2.4. Physiopathologie 
L’étiologie exacte du LED n’est pas entièrement comprise. Cependant, il a été établi que la 

maladie résulte d’une interaction complexe entre facteurs génétiques et environnementaux. 

Cette interaction perturbe le système immunitaire et conduit à 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 antigènes nucléaires est un élément central du LED. 

- Dérégulation des cytokines inflammatoires : les cytokines sont des protéines qui régulent 

l’inflammation. Leur production excessive dans le LED contribue à l’inflammation 

chronique et aux symptômes de la maladie.  

- Production de complexes immuns : ces complexes se forment lorsque les auto-anticorps se 

lient à des antigènes 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 l’immunité innée et adaptative. 

Ces perturbations affectent plusieurs fonctions immunitaires, notamment : la production de 
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cytokines, la clairance des cellules apoptotiques, l’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’antigènes 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 gènes induits par l’interféron avec des conséquence auto-immunes et 

auto-inflammatoires multiples. 

Neutrophiles Stimulation de l’immunité innée par la formation de pièges 

extracellulaires à neutrophiles ainsi que par des dommages cellulaires et 

une stimulation de la synthèse 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-antigènes, présentation 

et provision de cellules B helpers combinée à une réponse altérée des 

cellules Treg. 

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

migration, la sélection et l’activation, ainsi que des niveaux élevés de 

cytokines stimulant les cellules B. 

Auto-anticorps Des auto-anticorps pathogènes causent des dégâts tissulaires directement 

et via la formation de complexes immuns. 
Tableau 3. Voies immunitaires clés impliquées dans la pathogénicité du LED (D’après Conelly et al. [141]) 

En conclusion, l’étiologie du LED est multifactorielle et implique une interaction complexe entre 

facteurs génétiques et environnementaux. Cette interaction perturbe le système immunitaire et 

conduit à une réponse inappropriée, caractérisée par la production d’auto-anticorps, la 

dérégulation des cytokines et la formation de complexes immuns. Ces éléments contribuent à 

l’inflammation chronique, aux lésions tissulaires et aux symptômes du LED.  

II.4.3. Isoflavones et LED 
Il est admis, aujourd’hui, que l’E2 aggrave la symptomatologie du LED, en particulier les 

lésions rénales, le nombre d’auto-anticorps ainsi que l’auto-réactivité des cellules B [145]. 

L’effets des phytoE, en revanche, est plus ambigüe.  

De nombreuses études in vivo décrivent chez l’animal modèle, 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 dernière [136,137,148].  

Quelques autres, exclusivement sur des modèles murins, rapportent une amélioration des 

symptômes du LED après exposition à 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 hypothèse possible pour expliquer ces disparités réside dans l’affinité plus élevée des 

phytoE, en particulier les IFs, pour le récepteur ER Ce dernier pourrait médier 

l’amélioration de la sévérité du LED, contrairement au récepteur ER dont les agonistes 

aggravent la maladie humaine [140]. 
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Il est crucial de souligner l’absence flagrante d’études épidémiologiques ou cliniques 

susceptibles d’évaluer l’effet potentiel des IFs sur la maladie. 

II.5. Cancer du sein triple négatif (TNBC) 

II.5.1. Le cancer 
Le cancer est défini comme la prolifération incontrôlée de cellules et est associée à 

certaines des principales causes de décès dans le monde. Il était la cause d’environ 10 

millions de décès en 2020 alors que son incidence, la même 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, à l’exception de quelques rares 

pays, le cancer du sein prévaut comme le montre Sung et al. [150] sur la Figure 4 C. 

 

Figure 4. Incidence mondiale des cancers en 2020 chez (A) les hommes et (C) les femmes. Distribution des cas et décès 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 côlon en tant que cancer le plus diagnostiqué à l’échelle mondiale, avec 

2,3 millions de cas recensés, soit 11,7% de l’ensemble des nouveaux cas de cancer. Le 

Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) de l’Organisation mondiale de la 

santé (OMS) a enregistré 685 000 décès 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 décès d’ici 2040. Il est crucial de souligner l’augmentation rapide de 

l’incidence du cancer du sein dans les pays en transition, où les taux de mortalité associés 

à cette maladie demeurent élevés [42,150]. 
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II.5.2. Evolution 
Bien qu’avec de légères différences, l’évolution de la plupart des cancers peut être classés 

en 4 stades (de I à IV), un stade 0 peut également être décrit dans certains cas [151,152]. 

- Stade 0 : lésion précancéreuse ou début de cancer localisé, ou in-situ, les cellules anormales 

restent confinées à leur site d’origine, et sont donc facilement traitable par ablation 

chirurgicale. 

- Stade I : cancer à un stade précoce limité en générale à l’organe d’origine, mais pouvant 

commencer à 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 être 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 à des organes 

distants (métastases). Les options de traitement visent à ralentir la progression, à soulager 

les symptômes et à améliorer la qualité de vie. La chimiothérapie, l’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 systèmes de 

classification et de stadification, notamment, la classification TNM (Tumeur, Ganglions 

lymphatiques, Métastases) ou la classification FIGO (pour les tumeurs gynécologiques) 

[153]. 

II.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 à 75% de ces cancers sont hormonodépendants [154,155]. 

II.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 à leur site d’origine 

ou envahissent les tissus adjacents. La classification TNM définit le stade des tumeurs par 

rapport à leur taille (T), l’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 estrogènes. Mais la mise en évidence du GPER a conduit à une révision de cette 

classification [156].  

De nos jours, on distingue 3 sous-types moléculaires principaux de cancers du sein, établis 

à partir du matériel génétique des tumeurs [157] : 
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- luminaux A et B caractérisés par l’expression du récepteur estrogène ER+ et de 

gènes associés à la voie ER ; 

- HER2-like caractérisés par soit une surexpression du gène HER2, protéine 

appartenant à la superfamille des récepteurs aux facteurs de croissance 

épidermiques ou Epidermal Growth Factor (EGF) soit une expression des 

récepteurs aux estrogènes et de la progestérone.  

- phénotype basal dits Triples Négatifs (TNBC) définis par l’absence de récepteurs 

des estrogènes ou de la progestérone et d’amplification du gène HER2. 

 

Figure 5. Distribution des cancers du sein selon la présence des récepteurs aux estrogènes (ER), 
progestérone (PR) et GPER dans des spécimens de biopsie (D’après 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 à un âge de survenue plus précoce (pendant lequel la synthèse 

ovarienne d’E2 est toujours en place), une agressivité accrue, des taux de rechute plus élevés 

et un pronostic globalement plus défavorable [159]. Malheureusement, l’évaluation du statut 

GPER des patientes n’est pas encore systématiquement réalisé en clinique. 

II.5.3.2. Prévalence et facteurs de risque 
De nombreux facteurs de risque sont associés à la genèse et au développement du cancer 

du sein. Parmi les plus largement étudiés, nous pouvons citer les suivants [160,161]. 

- Facteurs hormonaux : l’hormonothérapie ménopausique, en particulier la combinaison 

d’estrogènes et de progestérone, l’âge précoce des premières menstruations (< 12 ans) et 

la ménopause tardive (> 55 ans) sont associés au risque de cancer du sein. L’exposition 

prolongée aux hormones estrogènes et progestérone favorise la prolifération cellulaire et 

peut contribuer à la carcinogenèse.  

- Facteurs génétiques : les porteuses des mutations des gènes BrCA1 et BrCA2 (qui 

participent à la réparation des lésions que l’ADN) ont un risque significativement accru de 

développer un cancer du sein et de l’ovaire [162]. 

- Antécédents familiaux : les antécédents de cancer du sein chez la mère et/ou la sœur 

augmentent le risque. Une histoire familiale positive est un indicateur important pour 

évaluer la susceptibilité individuelle. 

- Antécédents personnels : les femmes ayant déjà eu un cancer de l’ovaire ou de l’endomètre 

présentent un risque élevé de cancer du sein.  

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

ER+/GPER+ 43%
43%

ER+/GPER- 19%
19%

ER-/GPER+ 19%
19%

ER-/GPER- 19%
19%
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- Obésité : en particulier après la ménopause. 

- Diabète de type 2 : il augmente le risque de cancer du sein et de décès par cette pathologie. 

- Consommation d’alcool : même modérée, elle augmente le risque de survenue de ce cancer 

[163]. 

A l’opposé, l’allaitement est un facteur protecteur vis-à-vis du cancer du sein. Une pratique 

régulière d’activité physique réduit également le risque de cancer [164]. 

Il est important de noter que le risque de cancer du sein est multifactoriel et que la présence 

d’un ou plusieurs facteurs de risque ne signifie pas nécessairement qu’une femme 

développera un cancer. De même, l’absence de facteurs de risque ne garantit pas l’absence 

de cancer. 

II.5.3.3. Physiopathologie 

II.5.3.3.1. Carcinogenèse  
Les principales étapes de la carcinogenèse du sein sont les suivantes [165]. 

- Initiation : altération de l’information génétique contenue dans l’ADN, conférant à la cellule 

la capacité d’échapper aux mécanismes de contrôle et de réparation naturels. Transmise 

aux cellules filles, elle peut avoir différentes origines : embryonnaire, héréditaire ou induite 

par des agents exogènes comme le tabac, l’alcool, les rayons ionisants, etc. L’impact des 

agents initiateurs est irréversible, modifiant de manière permanente l’information génétique 

de la cellule. En revanche, les agents promoteurs ne font qu’encourager la croissance et la 

prolifération des cellules déjà porteuses de mutations initiales. C’est pourquoi l’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 à ce stade. Plusieurs 

agents comme les facteurs de croissance et cytokines, y contribuent. Cette phase est longue 

et réversible. C’est l’acquisition de nouvelles fonctionnalités qui les définit comme 

cancéreuses : prolifération autonome, échappement à la régulation, invasion des tissus 

voisins, angiogenèse, réplication illimitée, résistance à la mort cellulaire, dérégulation du 

métabolisme énergétique et échappement au système immunitaire.  

- Progression : mise en place d’un environnement favorable à l’installation et au 

développement des cellules cancéreuses appelé micro-environnement tumoral. Un élément 

crucial de cette phase complexe est la néo-angiogenèse tumorale c’est à dire la création de 

nouveaux vaisseaux sanguins pour soutenir la croissance et la dissémination des cellules 

cancéreuses. Ces dernières acquièrent également des capacités d’invasion et de migration. 

Elles peuvent ainsi circuler dans le sang ou la lymphe, échappant au système immunitaire 

et colonisant d’autres organes.  

- Métastases : migration et fixation de cellules cancéreuses vers d’autres sites métastatiques 

qui ne sont pas aléatoires. La migration se fait généralement vers les ganglions lymphatiques 

du même côté que la tumeur, ainsi qu’aux régions adjacentes comme l’aisselle, la clavicule 

et le sternum. Les principaux sites de métastases à distance sont le foie, les os et les 

poumons. 

II.5.3.3.2. 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. À ce stade, il n’y a pas de métastases 

possibles. Il s’agit d’une lésion précancéreuse confinée à son site d’origine et généralement 

associée à 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 à un pronostic plus variable en fonction de l’étendue de 

l’invasion et d’autres facteurs 

- Carcinomes inflammatoires : des phénomènes inflammatoires qui se manifestent 

cliniquement par une rougeur, une chaleur et un gonflement du sein. Il s’agit 

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 à la naissance, est généralement plus agressif que les carcinomes et est 

associé à un pronostic plus sombre. 

II.5.3.4. Résistance aux traitements 
L’absence d’expression de ER𝛼 dans la plupart des cancers de type II a suscité l’hypothèse 

que ces tumeurs pourraient être « indépendantes des estrogènes », alors que les traitements 

anti-estrogènes sont largement utilisés. Ces derniers se divisent en deux catégories 

principales : 

- modulateurs sélectifs des récepteurs aux estrogènes (SERM) comme le tamoxifène (Tam) 

et le raloxifène ; 

- régulateurs négatifs sélectifs des récepteurs aux estrogènes (SERD) comme l’ICI 182 780 

ou fulvestrant.  

Cette particularité biologique des tumeurs de type II suggère que les traitements par anti-

estrogènes, qu’il s’agisse de SERM ou de SERD, pourraient être 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 II ERα-négatives [166].  

En fait, le traitement prolongé par des SERM peut augmenter l’incidence du cancer de 

l’endomètre, en particulier des types histologiques à haut risque, réduisant ainsi 

significativement la survie globale [166]. 

Le GPER joue un rôle dans l’hormono-résistance du cancer du sein et dans l’augmentation 

du risque de celui de l’endomètre 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 l’antagoniste sélectif du GPER, G15. Le Tam induit également, par une voie GPER-

dépendante, la prolifération (ou l’activation de facteurs prolifératifs) d’autres types de 

cellules, y compris les cellules cancéreuses de l’endomètre et de la thyroïde [167].  

L’augmentation de la signalisation des facteurs de croissance, notamment EGF, peut 

également jouer un rôle 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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l’activité des ERs en l’absence d’un ligand, ce que l’on appelle l’activation « indépendante 

du ligand ». Il a été proposé que ce phénomène soit associé à la surexpression d’EGFR et 

d’HER2 et soit particulièrement médié par l’activation de la voie de signalisation MAPK par 

les estrogènes [168]. 

De plus, le traitement à long terme avec Tam augmente la sensibilité des cellules à l’E2 et 

conduit à une augmentation de la synthèse du GPER stimulée par l’E2. 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 à 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 gènes, conduisant à 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 l’ER membranaire [170].  

En outre, l’existence d’une corrélation négative entre l’expression de l’ER et de 

l’EGFR/HER2 dans le cancer du sein remet en question le rôle potentiel de la 

communication croisée entre l’ER membranaire et l’EGFR dans les mécanismes de 

résistance au Tam. En effet, l’ER membranaire semble agir comme un répresseur de 

l’EGFR. En revanche, des résultats récents ont montré que l’expression du GPER pourrait 

être corrélée positivement avec l’expression de HER-2 [168]. 

En résumé, la résistance au traitement hormonal du cancer du sein est un phénomène 

complexe et multifactoriel. De nombreux mécanismes y contribuent, dont l’activation des 

ERs « indépendante du ligand », l’augmentation de la signalisation des facteurs de 

croissance et l’expression de GPER. 

II.5.4. GPER 

II.5.4.1. Données générales 
Le GPER est un récepteur aux estrogènes faisant partie de la grande famille des récepteurs 

liés à la protéine G (GPCR). Il est constitué de 7 domaines transmembranaires. La mise en 

évidence de l’existence du GPER, de sa liaison aux estrogènes et ses effets non-génomiques 

rapides remontent à une 20aine d’années [42]. 

Les antagonistes habituels de l’ER (Tam, fulvestrant, ...) se sont révélés être des agonistes 

du GPER. Ainsi, la résistance de certaines lignées cancéreuses du sein au Tam pourrait être 

expliquée par l’expression de GPER [171], comme mentionné précédemment. 

II.5.4.2. Distribution 
La présence du GPER est avant tout liée à 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 

l’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 

fréquent qui conduit à l’expression d’un variant du GPER associé à 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 estrogènes.  

La localisation intracellulaire du GPER, notamment dans le réticulum endoplasmique et 

l’appareil de Golgi, suggère qu’il s’agit d’étapes intermédiaires de la synthèse protéique 

avant son arrivée à sa destination finale, la membrane cellulaire. Au sein de la membrane 

plasmique, le GPER forme un complexe avec une guanylate kinase associée à la membrane 

et une protéine d’ancrage de la kinase 5, ce qui atténue la production d’AMP cyclique 

(AMPc) et maintient le récepteur à la membrane plasmique [17]. 

Certain∙es auteur∙es ont identifié le GPER dans la membrane mitochondriale et l’ont associé 

à la régulation de l’activité mitochondriale par l’E2 [174]. Cette localisation semblerait être 

impliquée dans le rôle des estrogènes sur la reperfusion tissulaire après une ischémie. 

II.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 confère au GPER une grande plasticité fonctionnelle et lui 

permet de jouer un rôle dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques. 

Des études de docking aveugle (ancrage moléculaire sur l’ensemble la protéine) ont montré 

que les sites actifs des IFs et de l’E2 sont similaires, avec des affinités de liaison comparables 

(-8,9 ; -8,8 ; -8,6 et -8,3 kcal/mol pour l’équol, la GEN, la DAI, et l’E2, respectivement) [7]. 

Cependant, il est important de noter que dans cette publication d’Ariyani et al, le docking 

proposé a été testé dans la partie basse (intracellulaire) du récepteur, sans justification 

explicite. Cette approche soulève des interrogations quant à 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 à grand-volume grâce à des interactions π - π, hydrophobes 

et des liaisons hydrogène. L’analyse des motifs de liaison, basée sur la dynamique 

moléculaire, a révélé des similitudes entre l’antagoniste G15 et l’agoniste G1, laissant 

supposer l’implication des résidus Cys107 et Glu275 dans l’activation de la protéine. Les 

auteur·es ont conclus que le GPER pouvait être sujet à des changements structurels 

significatifs, expliquant ainsi sa capacité étendue à accepter divers ligands. De plus, leurs 

travaux soulignent que le même ligand pourrait être 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 lumière la complexité des interactions ligand-récepteur et 

soulignent l’importance de considérer la conformation tridimensionnelle du GPER pour 

mieux comprendre sa spécificité de liaison aux ligands et son rôle dans la signalisation 

cellulaire. 

II.5.4.4. Fonctions physiologiques 
Le GPER est un récepteur membranaire qui joue un rôle crucial dans divers aspects de la 

signalisation cellulaire, y compris la libération de calcium, la transactivation de l’EGFR et la 

régulation génique.  
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Il est impliqué dans la physiologie dépendante de l’E2 des cellules mammaires épithéliales 

non cancéreuses. Des études ont montré qu’il régule la prolifération, la migration et 

l’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 système 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 l’étude du GPER est son chevauchement fonctionnel et de spécificité 

de ligand avec les ERα / β [178]. Le 17β-E2, le 4-hydroxyTam et l’ICI 182 780 se lient tous 

au GPER et aux ERα / β, mais avec des effets agonistes et antagonistes distincts. Le 17β-

E2 est un agoniste du GPER et un agoniste ERα, tandis que le 4-hydroxyTam est un SERM 

et l’ICI 182 780 est un antagoniste pur de l’ERα [178]. 

Les études in vivo menées sur des souris knock down pour le GPER montrent qu’il serait non 

essentiel à la reproduction, en contraste avec des résultats de pharmacologie indiquant un 

rôle 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, l’accrétion 

osseuse, la pigmentation de la peau ainsi que dans la régulation de la fréquence cardiaque 

et des systèmes nerveux et immunitaire [9].  

Certains travaux notent que l’affinité du GPER pour l’E2 in vitro est environ 10 à 60 fois 

inférieure à celle de l’ER [179]. Cependant, comme l’ont rappelé Rouhimoghadam et al. 

[158], les affinités de liaison relatives (RBA) de l’ERα, de l’ERβ et du GPER ne peuvent être 

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 l’E2 dans les tests de liaison des 

ERs par rapport aux tests de liaison du GPER ne signifie pas forcément que l’E2 a une affinité 

plus élevée pour les ERs que pour le GPER. 

De plus, la position membranaire du GPER pourrait lui permettre d’accéder à des quantités 

de 17-E2 supérieures à celles atteintes par les ERs intracellulaires. Cependant, il est 

également possible que l’action du 17-E2 sur le GPER ne soit déclenchée qu’en présence 

d’une concentration élevé d’hormone, dans des conditions physiologiques particulières 

telles que la période pré-ovulatoire chez les femmes ou la grossesse [179]. Cette question 

mérite d’être explorée plus en profondeur. 

Par ailleurs, GPER semble jouer un rôle dans les cancers hormono-dépendants. Les travaux 

existants [9] ont notamment montré une corrélation positive entre l’expression de GPER et 

les pronostics des cancers du sein et de l’endomètre. Il parait en outre être impliqué dans 

la promotion de caractères cancéreux tels que la migration de TNBC, la résistance à 

l’hypoxie, la réponse pro-angiogénique et l’activation des CAF (Fibroblastes associés aux 

cancers). 

II.5.4.5. Implication dans les cancers du sein 
Le récepteur des estrogènes GPER est présent dans environ 50 à 60% des cas de cancer 

du sein. Dans la plupart des cellules cancéreuses mammaires, l’expression du GPER est 

nettement plus élevée par rapport aux tissus sains [180]. 
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Nous rappelons que les TNBC représentent 15 à 20% des cancers du sein et se distinguent 

par l’absence d’ER, de récepteurs aux progestatifs (PR) et à 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 à un 

âge plus précoce au diagnostic, à des tumeurs plus grandes et à un stade clinique plus 

avancé [181] 

Le GPER serait impliqué dans la cancérogénèse à travers plusieurs mécanismes [159] 

succinctement décrits ici.  

- Action sur la prolifération : via l’activation et la régulation positive de certains gènes cibles.  

- Action sur la migration de cellules cancéreuses mammaires : via l’activation du GPER et 

potentiellement à 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 l’adhésion des 

cellules cancéreuses aux cellules endothéliales, ce qui suggère une implication dans le 

processus métastatique.  

- Action sur l’angiogenèse induite par hypoxie : l’expression du GPER est régulée 

positivement par l’hypoxie et peut contribuer à l’angiogenèse tumorale. 

Des études ont montré que le GPER était responsable de la prolifération, de l’invasion et de 

la migration de cellules cancéreuses mammaires MCF-7 traitées à l’E2 à des doses 

physiologiques. De plus, l’E2 favoriserait l’expression du GPER, créant une boucle de 

rétroaction positive qui stimule la croissance [182]. 

Ces découvertes soulignent l’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 rôles du GPER dans le cancer font l’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 espèces, des tissus et des types de cellules et pourrait influencer ses fonctions et le 

pronostic. Des études récentes suggèrent 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 l’apoptose [42]. Par exemple, une faible expression nucléaire 

du GPER ne semble pas être corrélée à l’agressivité du cancer du sein. 

- Contexte tissulaire : les fonctions du GPER varient selon les types de cellules et de tissus 

où elles sont observées. Dans le pancréas et le foie, les effets anti-inflammatoires du GPER, 

dans les cellules non cancéreuses, pourraient contrebalancer sa capacité à stimuler la 

croissance tumorale. En revanche, dans le cancer du sein, le GPER semble jouer un rôle 

pro-tumoral, favorisant la prolifération, la migration et l’invasion cellulaire [167]. 

- Stade du développement tumoral : le rôle du GPER peut évoluer au cours de la progression 

tumorale. Dans un modèle murin de cancer du sein, le GPER ne semble pas jouer de rôle 

dans l’initiation du cancer, mais contribue à la formation de métastases. De plus, 

l’expression du GPER peut être corrélée à 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 rôles différents en fonction 

de l’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 l’EGFR. L’effet inhibiteur du GPER sur des 

cellules ER(+) pourrait provenir d’une confusion possible entre l’effet GPER et l’effet ER 

membranaire. 

- Réponses calciques différentielles : Une hypothèse récente propose que les effets du GPER 

sur les cellules cancéreuses ER(+) et ER(-) pourraient être liés à des réponses calciques 

transitoires ou prolongées et impliquant des canaux calciques différents [184]. Dans leur 

étude, Ariazi et al. [184] ont rapporté que E2 et G1, à une concentration de 1 µM, 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 à ses actions pro- et anti-tumorales est 

essentielle pour le développement de nouvelles thérapies ciblées [9]. 

II.5.4.6.  Mécanismes d’action 
Le GPER est un récepteur membranaire qui lie les estrogènes et d’autres stéroïdes sexuels. 

Contrairement aux récepteurs d’estrogènes nucléaires classiques (ERα et ERβ), 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.  

II.5.4.6.1. Activation du GPER et voies de signalisation 
La liaison de ligands, tels que l’E2 ou les xéno-estrogènes, 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 entraîne la libération du facteur de 

croissance épidermique lié à l’héparane (HB-EGF) via l’activation de la Src kinase et des 

métalloprotéinases matricielles (MMPs). L’ HB-EGF active à son tour l’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 

l’importance de cette voie dans la réponse au GPER. Dans la lignée SKBR3 (ER et  

négatives), une multiplication par 6 de la phosphorylation ERK a été rapportée suite à 5 min 

d’exposition à l’E2. Dans la lignée MDA-MB-231 GPER (-), il n’y a pas d’augmentation de la 

phosphorylation d’ERK après traitement par EGFR mais la transfection de ces cellules avec 

le gène du GPER permet l’augmentation de cette phosphorylation en impliquant la sous-

unité  [172].  

- Voie du calcium : L’activation du GPER suite à l’action de l’E2 induit une augmentation 

rapide du calcium intracellulaire, ainsi que la mobilisation des stocks cellulaires de 

calcium [172], contribuant potentiellement à la prolifération cellulaire et à la migration. La 

sous-unité Gα 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 l’activation du GPER par G1 à une concentration inférieure 

à 1 µM, induisait une mobilisation du calcium intracellulaire découlant, de manière 

inattendue, de la transactivation de l’EGFR et non de l’activation de la voie Gα classique. 

Le dimère libre de la sous-unité Gβγ joue également un rôle en déclenchant la libération de 

calcium intracellulaire. Cela entraîne 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 à une concentration de 1 µM induirait 

l’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 l’AMPc : Dans certaines circonstances, en particulier à des concentrations 

pharmacologiques de ligand, par exemple G1 à une concentration supérieure à 1 µM, le 

GPER lié à son ligand active la sous-unité Gα, ce qui entraîne l’activation de l’adénylate 

cyclase (AC) et l’augmentation de la production d’AMPc. Cette cascade de signalisation 

conduit à l’activation de la protéine kinase A (PKA) et la CREB, ce qui influence la 

transcription de gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire et son arrêt.  

En plus de ces voies bien caractérisées, le GPER peut également influencer les voies IκB, 

Hippo et HOTAIR, contribuant à la complexité de ses effets dans le cancer du sein.  

Les voies de signalisation intracellulaires du GPER favorisant la carcinogenèse induite par 

les estrogènes, induisent par ailleurs une série d’effets [42] regroupés ici : 

- perte de polarité des cellules épithéliales et invasion de la membrane basale associée à la 

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) ; 

- invasion des tissus locaux par l’activation des MMPs et d’autres protéinases de la surface 

cellulaire ; 

- échappement à l’apoptose et la survie en dehors des limites de la membrane basale ; 

- synthèse d’une matrice provisoire de fibronectine ; 

- production et libération de facteurs solubles qui modifient l’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 entraîner une dissémination systémique des 

cellules tumorales. 

Figure 6. Voies de signalisation du GPER, d'après Girgert et al. [171] 
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Les travaux de Filardo et al. [185], ont apporté un éclairage important sur le mécanisme 

par lequel l’activité des ERK-1/2 est rapidement restaurée aux niveaux basaux après 

stimulation par les estrogènes. Les auteur∙es ont proposé que cette augmentation puis 

atténuation de l’activité d’ERK-1/2 se produirait via une double signalisation 

dépendante du GPER, aux effets opposés. D’abord, l’activation transitoire et rapide de 

la voie EGF et des MAPK comme exposé précédemment. Ensuite, la stimulation de 

l’AC par le GPER et la signalisation dépendante de l’AMPc. Ce résultat a été rapporté 

après exposition de cellules MCF-7 GPER et ERs (+) et SKBR3 GPER (+) et ERs (-) à 

1 nM d’E2. Cependant, l’utilisation d’un milieu sans sérum dans leur étude a 

probablement permis d’augmenter considérablement la quantité d’E2 disponible, 

augmentant ainsi la probabilité d’une activation de la voie de l’AMPc par l’E2. 

Ces résultats démontrent la complexité de la régulation de l’activité d’ERK-1/2 par les 

estrogènes et mettent en lumière le rôle crucial du récepteur GPER dans ce processus. 

Ils suggèrent que l’E2 peut moduler la voie Raf-vers-ERK et la voie EGF de manière 

transitoire et opposée, permettant un contrôle 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’E2 ne présentent pas de 

stabilité et fluctuent continuellement en fonction des rythmes de synthèse, de 

conjugaison, de transport et d'élimination hormonaux. 

II.5.4.6.2. 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 rôle 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 très 

faible avec les ER. L’affinité du GPER avec G1 est similaire à celle de E2 (Kd de 10 et 

6 nM, respectivement). Le G1 n’a pas d’affinité avec ER en dessous de 10µM. [180]. 

L’antagoniste spécifique du GPER G15 présente une affinité 0,5 fois supérieure à celle 

de G1 et une sélectivité 1 000 fois supérieure à celle d’ERα et d’ERβ [180]. Le G15 se 

lie au GPER avec une affinité d’environ 20 nM. En comparaison, l’affinité pour le G1, 

en utilisant le même test, est d’environ 7 nM et est similaire à l’affinité précédemment 

rapportée du G1 pour le GPER recombinant. Celle-ci serait de 11 nM et les affinités 

rapportées pour le 17β-estradiol entre 3 et 6 nM. Des études supplémentaires de 

liaison compétitive pour évaluer les interactions avec ERα et ERβ ont révélé que, 

comme G1, G15 se lie peu à ERα ou ERβ à des concentrations allant jusqu’à 10 μM, 

où l’estrogène entre en compétition avec un Ki d’environ 0,3-0,5 nM. Ces résultats 

révèlent que G15, comme G1, présente une forte affinité pour GPER avec une liaison 

minimale à ERα et ERβ (Ki > 10 μM) [178]. 

Effets anti-prolifératifs de G1 dans les cellules cancéreuses 

Dans le cancer de la prostate, G1 (1 µM) a montré une capacité à inhiber la 

prolifération des cellules PC-3 in vitro et in vivo (xénogreffes chez la souris). Cet effet 

semble lié à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 et à la phosphorylation des 

régulateurs du point de contrôle G2, NF-YA [186]. De même, dans le cancer de l’ovaire, 

G1 (2 µM) a induit une suppression de la prolifération et une augmentation de 

l’apoptose en ciblant la tubuline dans les lignées cellulaires IGROV-1 et SKOV-3 [187]. 
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Plusieurs études décrivent un effet suppresseur de la prolifération de G1 à 1 µM 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 après 

traitement avec G1 à 10 µM. 

Il faut noter que ces doses, qui sont 100 fois plus concentré que la dose active d’E2 

n’ont peut-être 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’E2, 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 rôle 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 à une concentration de 1µM 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, à ce jour, aucune donnée n'est disponible, 

à notre connaissance, concernant la liaison potentielle du G1 aux protéines sériques. 

Si une telle liaison était possible, l'absence de sérum induirait une plus grande 

disponibilité des composés, susceptibles d'agir sur les cellules, comparativement à 

d’autres études. En outre, ces travaux soulèvent 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 l’apoptose des cellules cancéreuses semble donc 

dépendre de manière 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 phénomène 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 particulière du GPER induite par une sur-concentration de 

G1 pourrait potentiellement permettre l’entrée de plusieurs molécules dans le site de 

liaison du récepteur. Cette hypothèse soulève l’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 à 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’être atteintes lors d’un traitement médicamenteux. 

De plus, l'interaction du GPER avec d’autres récepteurs, tels que les ERs et les 

récepteurs aux androgènes (AR), peut moduler son action suite à la stimulation par le 

G1. Cette interaction complexe peut expliquer les résultats parfois contradictoires 

observés dans la littérature scientifique, où l’effet du G1 sur la croissance tumorale 

varie selon le type de cancer et la présence ou l’absence de récepteurs stéroïdiens 

nucléaires dans les cellules cancéreuses. 

L’approche thérapeutique ciblant l’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 manière irréversible au GPER et bloquent son 

activité en permanence. Cette stratégie médicamenteuse ne peut être envisagée que 
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si elle est extrêmement précise et sélective, afin d’éviter tout effet délétère sur d’autres 

organes, en particulier en s’assurant qu’elle ne traverse pas la barrière 

hématoencéphalique, et ce en raison du rôle essentiel du GPER dans le 

fonctionnement d’autres tissus, notamment les neurones.  
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Référence Modèle cellulaire Méthode Localisation 

cellulaire 

Concentrations testées Commentaire 

Effet promoteur du cancer 

Ignatov 2010 

[168] 

MCF-7, MCF-7 Tam R10 WB11 Membrane,  

RE12 

E2 10nM, Tam 1 µM 

Fulvestrant 1 µM 

Effet attendu (voie EGFR) 

Ignatov 2011 

[168] 

TC13 IHC 14 Membrane, 

cytoplasme, 

noyau 

NA Effet attendu (voie EGFR) 

 

Mo 2013 

[194] 

TC, MCF-7 Tam R,  

Xénogreffe de souris 

Tam R  

IHC, Immuno-

fluorescence, WB, 

RT-PCR15,  

Membrane, 

cytoplasme 

Tam 1 µM 

 

Effet attendu (voie EGFR) 

Chen 2014 

[195] 

MCF-7,  

SKBR3 

WB,  

qRT-PCR16 

NA17 E2 10 nM 

Fulvestrant 5 µM 

Effet attendu 

(voie EGFR) 

Catalano 

2014 [196] 

MCF-7,  

MCF-7 Tam R, 

SKBR3, CAF 

RT-PCR,  

WB 

NA E2 10 nM, Tam 1 µM 

D4Androstene-dione 0,5 

µM 

Effet attendu (voie EGFR) 

Lappano 2010 

[197] 

MCF-7, 

SKBR3 

RT-PCR, WB NA E2 1 nM, E3 1 nM  

Fulvestrant 1 µM  

Effet attendu (voie EGFR) 

Girgert 2012 

[198] 

MDA-MB-435, HCC1806 RT-PCR, WB NA E2 1 et 10 nM  

4-OH-Tam 0,1 et 1 µM  

Effet attendu (voie EGFR) 

Steiman 

2013 [199] 

TC IHC NA NA Observation de cohorte. Association à 

récurrence 

Yu 2014 

[181] 

MDA-MB-463, -436  
et -231, MCF-7, TC 

IHC, IF18, RT-PCR, 

WB 

Cytoplasme E2 100 nM, G1 100 nM 

Tam 100 nM 

Effet attendu (voie EGFR activée avec100 nM 

de G1 et de Tam) 

 
10 R : résistante 
11 WB : Western Blot 
12 RE : réticulum endoplasmique 
13 TC : tissues cancéreux 
14 IHC: Immunohistochimie 
15 PCR : réaction en chaîne par polymérase 
16 qRT-PCR : Reverse Transcriptase PCR quantitative 
17 NA : Non applicable 
18 IF : immunofluorescence 
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Référence Modèle cellulaire Méthode Localisation 

cellulaire 

Concentrations testées Commentaire 

Zhou 2016 

[200] 

SKBR3 

MDA-MA-231 

WB, 

IF 

NA E2 1-100 nM 

4-OH-Tam 1 µM 

Effet attendu (voie EGFR) 

Albanito 2008 

[201] 

SKBR3 BT20 RT-PCR, WB, IF Intracellulaire E2 100 nM  

EGF 50 ng/mL 

Effet attendu (voie EGFR) 

Luo 2014 

[193], 2016 

[192] 

CAFs d’échantillons BC 

primaires 

IHC, RT-PCR, WB Cytoplasme E2 10-100 nM 

G1 1 µM, Tam10 nM 

Effet attendu (voie EGFR) 

Ignatov 2011  

[189] 

TC IHC Membrane, 

cytoplasme, 

noyau 

NA Effet promoteur (si Tam) 

Effet attendu 

Effets multiples 

Ariazi 2010 

[184] 

Microréseaux 

d’expression génique de 

carcinomes mammaires 

ER(+) et (-), MCF-7, 

SKBR3 

qRT-PCR, imagerie 

du Ca2+, WB 

NA G1 1 µM,  

diethylstilbestrol 1 nM, 

E2 1-1000 nM, 

Fulvestrant 1 µM 

Effet suppresseur (ER+) et promoteur (ER-) 

Effet attendu pour ER(-) 

Co-expression du ER peut modifier la 

réponse  

Effet suppresseur du cancer 

Broselid 

2013 [202] 

TC ER(+), T47D 

MCF-7 ± GPER knock-

down, HEK ± GPER 

ICH, WB, IF  NA NA GPER est surtout présent dans des cellule 

ER(+), PR(+).  

Effet suppresseur (ER+) 

Poola 2008 

[203] 

TC ERα(+) et (-) qRT-PCR 

 

NA NA  Statut ménopausique inconnu  

Absence de validation du modèle cellulaire 

(expression du GPER non vérifiée, Statut 

HER2 inconnu) 

Pertinence du test statistique ? 

Kuo 2007 

[204] 

TC ERα (+) et (-) qPCR 

 

NA NA  Statut ménopausique inconnu 

Statut PR et HER2 inconnu, Pas de 

vérification de l’expression du GPER  

Pertinence du test statistique ? 

Cellules ER(+)/PR(+) majoritaires 
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Référence Modèle cellulaire Méthode Localisation 

cellulaire 

Concentrations testées Commentaire 

Weißenborn 

2014 [188] 

MCF-7, SKBR3 RT-PCR, WB, 

cytométrie de flux, 

MSP-PCR19 

NA G1 1 µM, 

 

Hypothèse questionnable : effets prolifératifs 

observés avec des agonistes non spécifiques 

(E2 et TAM) mais inhibition de la croissance 

avec des agonistes spécifiques G1  

Weißenborn 

2014 [205] 

MDA-MB-231 et -468 RT-PCR, WB, MSP-

PCR 

NA G1 1 µM Effet attendu 

G1 à 1 µM active la voie AMPc qui inhibe la 

voie EGFR. 

Chen 2016 

[190] 

TC (TNBC), MDA-MB-

231, xénogreffes de MDA-

MB-231 (souris)  

IHC, WB, qRT-PCR  NA G1 1 µM 

 

Effet attendu (idem) 

 

Liang 2016 

[191] 

MDA-MB-231et -468, 

Microréseaux de tissus 

TNBC, Xénogreffe de 

souris  

qRT-PCR, ELISA, 

Tissue microarray, 

ICH, WB, scratch test 

in vitro 

NA G1 1 µM Pas de vérification de l’expression du GPER  

 

Okamoto 2016  

[206] 

SKBR3 qRT-PCR, WB 

 

NA E2 10 µM  

G1 10 µM 

Pas de vérification de l’expression du GPER  

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

 
19 MSP-PCR : PCR spécifique à la méthylation 
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II.5.4.6.3. Signalisation génomique 
Le GPER exerce ses effets transcriptionnels de manière indirecte en utilisant les 

protéines G hétérotrimériques. Ainsi, comme vu précédemment, les effets du GPER 

sont initiés par l’activation d’enzymes associées à la membrane plasmique (telles que 

l’AC et les MMPs) ; ces actions pré-génomiques conduisent finalement à la 

transactivation des gènes [42]. Cette dernière 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 17β-E2 ou la GEN dans des cellules de 

cancer du sein humaines SKBR3 ERs(-), GPER(+) ou dans des cellules humaines 

MDA-MB-231 ERs(-) suite à la reconstitution de GPER. Une autre preuve de concept 

démontrant ce mécanisme spécifique du GPER a été apportée par des expériences 

supplémentaires utilisant l’agoniste sélectif du GPER, G1, et un plasmide rapporteur 

de c-fos dans le carcinome ovarien humain BG1 ER(+) et GPER(+). Bien que 

l’ensemble des gènes dont la transcription est médiée par la transactivation de l’EGFR 

dépendante de GPER n’ait pas encore été entièrement déterminé, il est bien connu 

que la signalisation de l’EGFR peut conduire à l’activation de facteurs de transcription 

qui se lient à des éléments de réponse au sérum (SRE) [42]. Une étude récente [207] 

analysant les transcriptomes de patientes atteintes d’un cancer du sein ER(-) à 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 être attribuées à la signalisation 

du GPER. Cette étude a montré une corrélation dans l’expression de GPER avec des 

gènes qui s’alignent sur des voies pro-métastatiques. 

II.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 estrogènes : la signalisation initiée par la 

membrane (MISS) impliquant d’autres récepteurs aux estrogènes, notamment 

ER-membranaire, peut interagir avec les effets du GPER, rendant difficile 

l’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 l’interaction avec d’autres voies de signalisation. 

- Rôle d’oncogène ou de suppresseur de tumeur : bien que certaines études 

suggèrent un rôle suppresseur de tumeur pour le GPER, des preuves cliniques et 

pharmacologiques indiquent plutôt son association avec la progression de la 

maladie et une survie réduite dans certains cancers. 

La « preuve » que GPER est un antioncogène est extrapolée à 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 à l’instabilité du génome, ni le statut de méthylation d’autres 

gènes, y compris ER. Bien que le GPER puisse être considéré comme un suppresseur 

de tumeur en fonction de ces critères, 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 antioncogène du GPER proviennent d’études 

démontrant que les agonistes sélectifs du GPER à doses pharmacologiques peuvent 
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induire des événements cellulaires conduisant à la mort cellulaire, tels que la rupture 

de la tubuline, l’arrêt mitotique G2/M et la régulation à la hausse de p53, p21 et c-myc. 

Dans le contexte de cet argument, on peut noter que l’antagoniste sélectif du GPER, 

le G36 (à une dose de 11 mg pellets) inhibe la croissance du cancer de l’endomètre 

[166] et le G15 (1,46 mg/kg) celle du poumon non à petites cellules.  

Ainsi, il serait plus approprié de reconnaître que l’exposition totale aux estrogènes, 

qu’ils soient d’origine naturelle ou environnementale, constitue un stimulus chronique 

favorisant l’action des estrogènes, indépendamment du type de récepteur. L’action 

complémentaire de ces récepteurs, à l’exception de celle de certains variants du ER, 

est associée aux tumeurs malignes induites par les estrogènes. Par exemple, les xéno-

estrogènes abondants, tels que les bisphénols, les phtalates et les IFs, ont été négligés 

en grande partie en raison de leurs faibles RBA pour ERα, bien qu’ils soient nombreux 

à 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 

ERα et ERβ, respectivement. Tandis que les RBA de la GEN et du Tam vis-à-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 ERα et ERβ diffèrent 

considérablement. 

La preuve que le GPER agit indépendamment des ER et ER est apportée par le fait 

que l’action rapide des estrogènes ne doit pas nécessairement être corrélée à 

l’expression des protéines ER et ER et peut se produire dans les cellules 

cancéreuses 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 rôle du GPER implique nécessairement la prise en compte du rôle 

potentiel des récepteurs aux estrogènes membranaires dans la signalisation cellulaire. 

Un corpus croissant de preuves suggère que ces récepteurs membranaires jouent un 

rôle crucial dans la signalisation stéroïdienne initiée par la membrane (MISS), régulant 

ainsi divers événements physiologiques. Cependant, il est crucial de souligner que les 

modèles actuels ne permettent pas d’exclure définitivement l’influence de ces 

récepteurs dans leur interaction avec le GPER. De plus, l’interaction complexe entre le 

GPER et les actions non génomiques d’autres stéroïdes sexuels engendre des résultats 

parfois contradictoires d’une publication à l’autre [42,172]. 

II.5.5. Isoflavones et GPER 
La variabilité des résultats observés lors de l’évaluation de l’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 estrogènes présents dans les différents modèles cellulaires. Ces 

derniers déterminent des interactions pouvant conduire à une amplification ou une 

inhibition de l’effet. Ces phénomènes sont similaires à ceux décrits pour les récepteurs 

aux estrogènes classiques, et les interactions entre les différents types de récepteurs 

jouent un rôle important dans la physiologie et la pathologie des cellules mammaires 

[17]. Il est également important de considérer les interactions entre les co-cultures de 

cellules MCF-7 (positives pour les récepteurs ERα et GPER) et les cellules souches 

issues de MDA-MB-231 (négatives pour ERα et GPER) stimulées par la GEN (à 40 nM 

et 2µM), 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 estrogènes dans 

les cellules cancéreuses indique une communication complexe entre GPER, ERα et 

ERβ ainsi que les nouveaux variants d’épissage non nucléaires ERα36 et ERα46, 

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 l’augmentation 

de l’arborisation dendritique et d’une prolifération des astrocytes observés avec des 

concentrations physiologiques de 1 à 10 nM de S-équol. Il est également impliqué dans 

la migration des astrocytes induite par l’équol. Une des autrices montre dans une 

publication ultérieure [7] que E2 et les IFs possèdent une position de liaison similaire 

dans l’ancrage moléculaire proposé par l’équipe. Cette dernière 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 l’antagoniste sélectif 

G15 ou des siARN anti-GPER.  

Vivacqua et al. [209] ont démontré que le GPER médie la prolifération des cellules 

cancéreuses thyroïdiennes (WRO, FRO et ARO) induite par la GEN, via la voie MAPK. 

Cet effet a également été observé avec l’E2 et l’hydroxy-TAM. La GEN a notamment 

entraîné une augmentation de l'expression des gènes c-fos, cycline A et cycline D1. 

Ces effets stimulants ont été inhibés par le silencing GPR30. 

Sur un modèle d’endométriose, Lin et al. [210] ont rapporté que la GEN à 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 ERα ou ERβ, ainsi que dans les cellules 

cancéreuses de l'endomètre 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 

modèles cellulaires différents, mais le possible effet prolifératif des isoflavones, 

notamment sous forme conjuguée, sur des cellules TNBC exprimant le GPER n’a à 

notre connaissance pas été exploré.  
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III. Méthodologie, matériels et méthodes 

III.1. Evaluation de l’exposition des consommatrices et consommateurs 

et étude ISOLED 

III.1.1. Exposition aux phyto-estrogènes et aux pesticides 
Au commencement de cette recherche, l’évaluation de l’exposition aux substances 

toxiques, en France, faisait l’objet de plusieurs études en cours. Les travaux de l’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, Pyretroïdes…) et d’autres substances d’origine industrielle (PBB, PFOS, 

Dioxines…). Ces données sont régulièrement compilées par l’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 coûteuses réalisées dans des sources 

alimentaires et des échantillons d’eau. Cependant, la représentativité d’un échantillon, 

en particulier à l’échelle d’un pays, peut s’avérer variable. En effet, les denrées 

alimentaires ne proviennent pas uniquement d’une production locale contrôlée mais 

aussi d’importations dont le suivi exhaustif est difficile à mettre en œuvre. De plus, 

l’évaluation individualisée de l’exposition de volontaires à des PEs présente des défis 

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 complète des profils de polluants 

afin de saisir l’ensemble de l’exposome. Cet exposome englobe à la fois des polluants 

persistants susceptibles de se bioaccumuler dans les tissus et de laisser des traces à 

long terme, et des substances plus facilement éliminables mais dont l’activité 

potentielle ne saurait être négligée. 

III.1.1.1. Phyto-estrogènes 
Les PEs estrogéniques sont ubiquitaires dans l’environnement. Parmi eux, les IFs, 

souvent négligées, présentent une activité estrogénique in vitro supérieure à celle de 

nombreux xéno-estrogènes et sont présentes à concentrations significatives 

(milligrammes) dans l’alimentation, contrairement à d’autres PEs généralement 

présents à l’échelle du microgramme ou du nanogramme. 

L’évaluation de l’exposition aux phytoE a reposé sur l’exploitation de données de 

dosage issues de produits alimentaires français, élargies dans le cadre de cette thèse 

[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 

à la restauration collective [117]. Cette précédente étude menée au sein de l’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 à 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 IFs 

diffère de celle des produits de soja traditionnels. Ce paramètre a été pris en compte 

dans l’évaluation de l’exposition. Celle au « soja caché » a été affinée en croisant les 
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données des étiquettes obtenues précédemment avec les déclarations des sites 

professionnels concernant l’évolution des ventes de protéines végétales, et plus 

particulièrement 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].  

III.1.1.2. Produits phytosanitaires 
En l’absence de données exhaustives sur les concentrations de pesticides dans 

l’alimentation française, notre étude s’est inspirée d’une approche théorique pratiquée 

à l’Anses pour estimer l’exposition aux produits phytosanitaires PEs. L’accès 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’être contaminés par les PEs sélectionnés. 

4. Estimation de la consommation alimentaire : les volumes de consommation 

des Français·es ont été estimés à 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 âgées sur 

la base des données de l’INSEE. 

5. Validation de l’estimation de la consommation individuelle : les chiffres 

obtenus ont ensuite été confrontés aux données Inca produites par l’Anses à 

partir de questionnaires alimentaires validés. 

6. Estimation de l’exposition aux PEs : les LMR des produits phytosanitaires PEs 

pour chaque fruit et légume ont été croisées avec les quantités consommées 

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 d’illustration, 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 d’estimer une exposition limitée aux produits 

phytosanitaires autorisés en France, en tenant compte des choix statistiques des 

agriculteur·ices. Cette estimation repose sur l’hypothèse que l’ensemble des produits 
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alimentaires disponibles contiennent une quantité de produits phytosanitaire égale à la 

LMR. Cette hypothèse, bien que simplificatrice, permet d’établir une borne supérieure 

de l’exposition potentielle de la population française, bien qu’elle ne tienne pas compte 

des produits agricoles importés qui pourraient contenir des PEs non autorisés en 

France. 

III.1.2. Questionnaires alimentaires 
Afin d’évaluer le rôle 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 

IFs 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 qu’ils peuvent être 

transformés en entérolignanes (entérodiol et ENL hormonaux-actifs), par la flore 

intestinale compétente.  

L’étude ISOLED a débuté le 26 novembre 2018 et visait à 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 MAIs : femmes pré-ménopausées d’âge correspondant atteintes 

d’une autre MAI (polyarthrite rhumatoïde, thrombocytopénie auto-immune, etc.), 

ayant donné leur consentement éclairé, et couvertes par une assurance sociale. 

- Groupe contrôle (volontaires saines) : femmes pré-ménopausées d’au moins 18 

ans, ayant donné leur consentement éclairé, et couvertes par une assurance 

sociale. 

Les critères d’exclusion étaient :  

- séropositivité pour le virus de l’immunodéficience humaine (VIH), le virus de 

l’hépatite C (VHC) ou le virus de l’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 : prélèvements sanguins, urinaires et capillaires pour dosage 

des IFs du soja (GEN, DAI, et équol) et de l’ENL. 

- Données sur les habitudes alimentaires : questionnaire des habitudes alimentaires 

détaillé et rappel des 24 -48 heures précédant le prélèvement. 

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

- Données médicales : contraception, pathologie en cours, traitements hormonaux, 

rang de naissance, gémellarité, FIV, IVG, etc. 

Compte tenu que l’étude ISOLED cible les femmes pré-ménopausées, l’estimation de 

l’exposition aux phytoE déterminée dans ce travail est limitée à cette catégorie de 



72 

population. Néanmoins, elle pourrait être étendue à d’autres sous-populations en 

s’appuyant sur les données recueillies dans l’étude de Lee et al. [117]. 

Au début de nos travaux, aucun outil validé pour estimer l’exposition aux phytoE des 

consommateur·ices n’était disponible en France. Or, les outils d’évaluation de 

l’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 d’un pays à l’autre. Par conséquent, deux types de 

questionnaires alimentaires ont été élaborés : un visant à 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 l’évaluation de l’exposition des 

consommateur∙ices basée initialement sur la compilation de données, par l’analyse de 

biomarqueurs biologiques et l’établissement de corrélation avec des données 

alimentaires. L’élaboration de ces questionnaires s’est appuyée sur l’expérience 

acquise lors de l’étude de Lee et al. [117] et de l’étude sur les PEs dans et à la surface 

des fruits et légumes [213].  

III.1.2.1. Enquêtes d’habitudes alimentaires 
La conception des questionnaires d’enquête 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 

enquêteur·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 première fois dans ce domaine de recherche, des dosages d’IFs dans les 

cheveux ont été développés afin de valider ces questionnaires d’habitudes 

alimentaires. Les cheveux constituent une matrice biologique particulière capable de 

fixer des biomarqueurs sur le long terme. Une consommation régulière et historique 

de soja peut donc laisser des traces dans les cheveux sous la forme d’IFs extractibles 

et dosables.  

III.1.2.2. Rappels des 24 et 48 heures 
Des enquêtes alimentaires ont été menées afin d’évaluer plus précisément le rôle des 

phytoE dans les poussées lupiques. Ces enquêtes ont été réalisées auprès de patientes 

hospitalisées pour une poussée de LED dans les heures suivant leur admission. Elles 

visaient à identifier d’éventuelles expositions aux IFs et à 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 prélèvement sanguin ou urinaire sont pris en compte. 

Cette approche a conduit à l’élaboration de scores alimentaires intégrant à la fois le 

temps écoulé et la quantité de phytoE ingérée. 

Les enquêtes, 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 consommées. Le lieu de 

consommation, l’origine et, si possible, la marque des produits consommés étaient 

également enregistrées.  

Comme la pharmacocinétique des IFs dans le sang et l’urine humaine est bien connue, 

il est possible de retracer la consommation de soja jusqu’à 48 heures par l’analyse des 

urines et jusqu’à 24 heures par l’analyse du plasma. 

III.1.2.3. Etablissement de scores 

III.1.2.3.1. Score pour les habitudes alimentaires 
La validation du questionnaire d’habitudes alimentaires visant à estimer l’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 à 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 paramètres.  

Score capillaire 

Un score capillaire a également été construit à 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 à 

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]. 

III.1.2.3.2. Score pour la consommation récente 
Les enquêtes 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 prélèvement des échantillons biologiques. Afin de refléter plus 

précisément l’exposition aux IFs, des scores ont été établis en tenant compte de la 

pharmacocinétique de ces composés.  

En effet, les IFs n’apparaissent dans le plasma qu’environ 8 heures après ingestion. 

Cela signifie qu’un bol de lait de soja consommé au petit déjeuné, à 7 heures du matin, 

ne sera pas détectable dans une prise de sang réalisée à 9 heures du matin. En 

revanche, les IFs d’une portion de tofu consommé la veille au soir seront encore 

présentes dans le sang et, surtout, dans l’urine le lendemain matin à 9 heures.  

Par conséquent, les scores développés ont intégré une pondération de la dose 

prévisible d’IFs ou de lignanes liée à la prise alimentaire en fonction de l’évolution 

cinétique de ces composés dans le fluide biologique considéré. Cette approche, inédite 
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à notre connaissance, permet une estimation plus précise de l’exposition aux IFs en 

prenant en compte le délai d’absorption et d’élimination de ces composés. 

III.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]. Grâce à sa technique d’extraction, elle s’est avérée être l’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]. 

III.1.3.1. Extractions des isoflavones 
La procédure d’extraction varie selon la matrice analysée. 

III.1.3.1.1. A partir des aliments 
Pour cette expérience, le protocole validé d’extraction utilisé peut être résumé par les 

étapes décrites ci-dessous [30,221]. 

- Préparation de la matrice alimentaire : dissolution de 1 g de matière à base de soja 

broyé dans 50 mL d’eau déminéralisée (dilution 1 : 50), sous agitation pendant 20 

min à température ambiante, puis 10 min à 100°C. Après refroidissement à 

température ambiante, 3 échantillons de 500 µL sont prélevés sous agitation, pour 

assurer l’homogénéité. 

- Digestion enzymatique des conjugués : selon l’Anses et d’autres expert∙es [30,221], 

les concentrations d’IFs doivent être exprimées sous forme d’aglycones. Libérer 

l’aglycone des formes glycosidiques avant le dosage permet de répondre à cette 

exigence sans calculs supplémentaires. Ainsi, 2 mL de tampon acétate (0,1 M, 

pH=5, contenant des antibiotiques) sont ajoutés à chaque tube à essai du triplicat, 

suivis de 10 µL de l’enzyme de déconjugaison glucuronidase arylsulfatase d’Helix 

pomatia (Roche Diagnostic). La réaction enzymatique est menée à 37°C pendant 

12 heures sous agitation lente. La durée de digestion a été établie sur la base de 

tests effectués à différentes durées. 

- Extraction : elle est réalisée au moyen de 3 cycles d’extraction liquide-liquide à 

l’acétate d’éthyle acidifié suivi d’une agitation au vortex. La phase organique est 

ensuite séparée par centrifugation (à 4°C, 10 min, 2000 RPM) et congélation. Les 

échantillons sont évaporés à 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 à -20°C.  

- Evaluation des taux d’extraction : le taux de récupération de l’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 à la même digestion 

enzymatique et aux mêmes 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 

l’extraction était de 100%. Ce contrôle 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 

parallèle. Il permet de standardiser la digestion, l’extraction et le dosage.  

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

III.1.3.1.2. 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 être 

hydrolysée pour libérer les substances qu’elle contenait, a nécessité le développement 

d’un protocole d’extraction spécifique. La difficulté majeure résidait dans l’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 stéroïdes 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 ». 

III.1.3.1.3. 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 l’extraction. Les fluides 

biologiques (sang et urine) sont traités directement, sans dilution préalable, par la 

−glucuronidase arylsulfatase qui transforme les composés glucuronidés et sulfatés en 

composés aglycones. Ces composés hydrophobes sont ensuite extraits par de l’acétate 

d’éthyle en 3 étapes successives.  

Pour les dosages, les échantillons de plasma sont dilués de 5 à 20 fois et les échantillons 

d’urine de 5 à 200 fois. 

III.1.3.2. Mise en œuvre de l’analyse 
La synthèse des haptènes a été le fruit d’une collaboration continue entre des chimistes 

organiciens et les biologistes de l’équipe et a donné lieu à plusieurs publications [217–

220]. Les haptènes couplés à l’albumine sérique bovine (BSA) ont été injectés à des 

lapins qui ont générés des anticorps polyclonaux. Les mélanges polyclonaux 

permettent d’obtenir une très grande spécificité. Ceci est particulièrement important 

ici car les IFs estrogéniques sont très proches structuralement les unes des autres. Les 

dosages en eux-mêmes se font par compétition pour un anticorps spécifique entre un 

haptène fixé sur une plaque et un antigène libre dans la gamme d’étalonnage ou dans 

l’échantillon spécifique [217,218]. 

Le dosage comporte les étapes successives suivantes. 

III.1.3.2.1. Saturation et incubation primaire 
- Fixation des antigènes : les puits des plaques sont recouverts avec un couplage 

d’haptène de phytoE à la thyroglobuline de porc à 0,17 µg/mL pour GEN et 

0,2 µg/mL pour DAI, laissées pendant une nuit à 4°C. 

- Saturation : les plaques sont saturées avec 200 µl de PBS-T- DMSO contenant 

0,2 % de BSA et 0,9 % de NaCl, pendant 30 minutes à 37 °C. Ils sont ensuite 

lavés 3 fois dans du PBS-T- DMSO. 
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- Préparation de la gamme d’étalonnage et des échantillons : des étalons de 

référence et les échantillons sont dilués dans du PBS-T-DMSO. La courbe 

standard est calculée sur 10 points en duplicata qui correspondent à des 

concentrations du standard de référence allant de 0,96 à 500 ng/mL [222]. 

Tous les échantillons ont été testés trois fois sur différentes plaques.  

- Mise en contact avec l’anticorps primaire : 100 µL des standards de référence 

et des échantillons sont distribués par puits, puis mis en contact avec100 µl de 

la solution d’anticorps primaire spécifique de l’IF à doser, diluée dans le PBS-

T-BSA-DMSO. Les solutions d’anticorps ont été diluées à 1 : 40 000 pour 

l’anti-GEN et à 1 : 50 000 pour l’anti-DAI. Après 2 heures à 37°C, les plaques 

sont lavées 3 fois dans du PBS-T- DMSO. 

III.1.3.2.2. Incubation secondaire et révélation 
- Mise en contact avec l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase : après 

que les plaques aient été vidées, 200µL d’une solution d’IgG de chèvre anti-

lapin (Amdex® - GE HealthCare RPN4301) diluée à 1/10 000 dans du PBS-

T-BSA-DMSO sont ajoutés par puits et laissés pendant 30 minutes à 37°C.  

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

- Révélation : l’anticorps secondaire est mis en contact avec un substrat. 200 µL 

d’ortho-phénylène diamine (OPD), 0,5 M, dans un tampon citrate-phosphate 

(0,15 M, pH 5), sont ajoutés par puits. La réaction progresse à 37°C pendant 

20 min pour DAI et 30 min pour GEN. L’OPD se colore alors sous l’effet de 

l’oxydation de manière proportionnelle à la concentration d’anticorps fixé. La 

réaction est arrêtée en ajoutant 50 µL de H2SO4 4 M dans chaque puits. 

- Lecture : 10 minutes après la révélation, les plaques sont lues à 490 nm. 

Tout au long de l’analyse, certaines erreurs classiques en ELISA ont été soigneusement 

évitées, notamment, en utilisant des tubes à hémolyse et des cônes de pipette siliconés 

pour éviter l’adhérence des IFs aux récipients en plastique [222]. 

III.2. 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 l’exposition des 

consommateur·ices français·es, convergent vers la nécessité de limiter l’exposition aux 

IFs. Cette position rejoint celle des agences sanitaires françaises exprimée en 2005 [8]. 

III.2.1. A l’échelle du laboratoire 
Cette étape, menée en partenariat avec la société Biopress/Berkem, est importante 

pour une transposition ultérieure à 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 à l’industrie agroalimentaire ou à l’alimentation 

humaine, doivent être identifiés.  

Cinq facteurs influençant potentiellement la teneur en IFs ont été sélectionnés pour 

cette étude, avec cinq niveaux distincts (voir Tableau 5). 

Un plan expérimental de Tagushi a été utilisé pour optimiser le nombre d’essais 

nécessaires tout en évaluant l’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 à réaliser. 
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iv

ea
ux

 Température 

(°C) 

Ratio 

volumétrique 

soja : eau 

Durée (min) Vitesse d’agitation 

(RPM) 

Matrice de soja 

1 20 1 : 2 0 0 Graines 

2 45 1 : 2,5 5 50 Graines 

dépelliculées 

3 55 1 : 3 10 100 Graines 

dépelliculées 

broyées 

4 65 1 : 4 20 150 PST 

5 75 1 : 5 30 200 Tourteaux 
Tableau 5. Conditions expérimentales (facteurs et niveaux) pour la réduction des isoflavones à l’échelle du laboratoire 

La méthodologie détaillée du prétraitement du soja est décrite dans l’article Improved 

Food-Processing Techniques to Reduce Isoflavones in Soy-Based Foodstuffs, dans le chapitre 

« Résultats et Discussions » de ce tapuscrit. 

III.2.2. A l’échelle pilote (préindustrielle) 
L’échelle pilote, qui opère sur des quantités de quelques kilogrammes, représente une 

étape intermédiaire cruciale entre l’échelle du laboratoire (quelques grammes) et 

l’échelle industrielle (plusieurs tonnes). Elle permet de transposer les résultats obtenus 

en laboratoire à des conditions plus proches de celles rencontrées en production 

industrielle, tout en limitant les risques et les coûts associés à une mise en œuvre à 

grande échelle. 

Cette étude, développée dans le cadre du projet PHYTOSECUR 1, financé par la 

Région Nouvelle Aquitaine, vise à explorer les méthodes de traitement du soja 

dépelliculé, à l’échelle pilote, dans le but de minimiser la teneur en IFs d’une matière 

première destinée à l’industrie de transformation du soja. Ce projet a associé deux 

plateformes technologiques : l’Institut de la Filtration et des Techniques Séparatives 

(IFTS) et l’AgroTech d’Agen, ainsi qu’un industriel produisant des PST 

(Biopress/Berkem) et l’Université de Bordeaux. 

Deux types de traitement ont été comparés : un traitement à l’eau simple et un autre 

précédé d’un douchage. Les conditions de traitement ont été basés sur les résultats 

obtenus à 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 matière sèche aux valeurs rapportées dans la littérature comme ayant des effets 

délétères 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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III.2.3. A l’échelle domestique à partir des recettes traditionnelles 
Dans le cadre d’un projet intitulé PHYTOSECUR 2, plusieurs aliments à base de soja 

ont été préparés en suivant des protocoles traditionnels, en incluant un contrôle des 

IFs à chaque étape de préparation. Ces valeurs ont ensuite été comparées aux teneurs 

en IFs issues de produits industriels équivalents. On rappelle que l’objectif ici est de 

démontrer que les traitements traditionnels et domestiques peuvent réduire de manière 

significative la teneur des IFs dans les aliments à base de soja. 

La méthodologie appliquée est décrite en détails dans l’article intitulé Traditional and 

Domestic Cooking Dramatically Reduce Estrogenic Isoflavones in Soy Foods [223], dans le 

chapitre « Résultats et Discussions » de ce tapuscrit. 

III.3. Etudes cellulaires 

III.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 manière identique. Les cellules sont 

mises en culture avec changement de milieu tous les deux à trois jours jusqu’à atteindre 

la confluence souhaitée (~80%). L’ensemble des cellules est maintenu dans des 

conditions standardisées : 37°C, 5% CO2 et atmosphère saturée en humidité. 

Le choix des modèles cellulaires s’est basé sur la littérature. MDA-MB-436 et MDA-

MB-468 ont été sélectionnées parce que considérés comme bons modèles de TNBC 

exprimant le GPER [180,181]. Les MDA-MB-231 TNBC n’exprimant pas ou très peu 

le GPER ont été retenus comme modèle de contrôle négatif. Les MCF7, positives pour 

l’ensemble de ces récepteurs (ER+, PR+, HER2+, GPER+) étaient considérés comme 

notre modèle contrôle positif. Les SKBR3 sont ER(-), PR(-), GPER(+) et HER2(+). 

L’objectif était de comparer l’impact des IFs, dans leurs formes circulantes, sur 

différents modèles cellulaires, et d’étudier l’implication potentielle du GPER. 

III.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, à l'exception des MDA-MB-468, 5 000 cellules ont été distribuées 

dans 100 µL de milieu de culture par puits de plaque. Les plaques ont ensuite été 

incubées à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2. 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 

à 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 après le changement de milieu et maintenues en culture 

jusqu’à Jtraitement+5. Le milieu (traitement et contrôle) 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 l’eau 

ultrapure stérile, pour obtenir des solutions stock/mères à la limite de solubilité. Ces 
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solutions sont diluées progressivement dans de l’eau ou du DMSO si nécessaire puis 

finalement dans du milieu sans rouge phénol complété avec du SVF déplété, jusqu’à 

l’obtention des concentrations souhaitées (1, 10, 100 nM et 1µM). La concentration 

finale de DMSO dans les puits est <0,3% dans tous les cas. La même concentration 

de DMSO est ajoutée aux puits contrôles (ne contenant que du milieu). 

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

effectué. 

Mesure de la prolifération 

La prolifération est évaluée par le test PrestoBlue® (A13262, Invitrogen). Après le 

traitement des cellules, 10 µL de réactif PrestoBlue® sont ajoutés à chaque puits, en 

remplaçant 10 µL de milieu de culture. La plaque est ensuite incubée 10 minutes à 

37°C après l’avoir secoué légèrement. La fluorescence est mesurée à 560 nm à l’aide 

d’un lecteur de micro-plaques Infinite M1000 Pro (TECAN). 

III.4. Analyses moléculaires 

III.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. 

Il repose sur la séparation des protéines par électrophorèse sur gel en fonction de leur 

masse moléculaire, suivie de leur transfert sur une membrane et de leur détection par 

des anticorps spécifiques. 

III.4.1.1. Extraction et dosage des protéines 
Les échantillons utilisés correspondent aux protéines totales des cellules étudiés après 

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 régulièrement. La suspension est centrifugée à 15 600 RPM à 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 1/5ème et 1/10ème, 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 l’extrait dilué avec le réactif BCA 

et en mesurant l’absorbance à 562 nm. La concentration en protéines est déterminée 

en comparant l’absorbance de l’échantillon à la courbe d’étalonnage. 
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Dénaturation et linéarisation des protéines 

Les protéines sont, par la suite, linéarisées en ajoutant, à l’extrait protéique, du tampon 

Laemmli 2x (1610737, Bio-Rad) complété avec 5% de -Mercaptoéthanol dans un 

rapport de 1:1 v:v. Le mélange est chauffé à 95°C pendant 5 min. Ce traitement permet 

de rompre les ponts disulfures et autres liaisons intramoléculaires, tout en alourdissant 

l’échantillon pour faciliter sa mise en place dans les puits du gel. Le SDS présent dans 

le tampon Laemmli permet quant à lui de conférer une charge négative uniforme aux 

protéines et d’empêcher ainsi leur précipitation. Les échantillons sont stockés à -80°C. 

III.4.1.2. Migration sur gel 

Préparation du gel 

1. Préparation de la solution de polyacrylamide : une solution à 10% 

d’acrylamide est préparée à 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 à 4% est également préparée à 

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,N,N′,N′-tetramethylethylene-diamine, 17919, 

Thermo Scientific) sont ajoutés à la solution d’acrylamide juste avant le 

coulage du gel. La solution doit être mélangée délicatement et le gel coulé 

rapidement, la polymérisation du gel étant rapide. 

3. Coulage du gel de séparation (10%) : dans un support à gel. Après 

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 à 25 mM Tris, 192 mM 

Glycine et 0,1% SDS (TGS) et grâce à un courant électrique.  

Après 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 à une quantité de protéines totales de 20 µg, et sont 

accompagnés d’une échelle de poids moléculaire Protein Ladder plus (EuroMedex, 

06P-0211) à raison de 5 µL dans le premier puits. 

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

III.4.1.3. Transfert sur membrane 
Le transfert permet de rendre accessible à la détection ultérieure les protéines 

séparées sur gel, en les décalquant sur une membrane en nitro-cellulose (NC) 0,45 µm 

(Amersham Protran Supported 0,45 µm NC, 1060018, Cytiva). Ce processus utilise 

l’électrophorèse pour déplacer les protéines du gel vers la membrane sous l’effet d’un 

champ électrique.  

Le transfert s’effectue par la méthode du transfert humide, où le gel et la membrane 

sont immergés dans un tampon de transfert. Ce tampon est constitué de tampon Tris-

glycine (TG) préparé dans de l’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 l’assemblage du système de transfert, il est crucial d’éliminer soigneusement 

toutes les bulles d’air et de respecter le sens du courant électrique. Étant donné que 

les protéines portent une charge négative, elles migreront du gel (proche de la cathode) 

vers la membrane (plus proche de l’anode). Le transfert est réalisé à une tension de 

90V sur glace pendant une durée de 2h. 

A l’issue du transfert, la membrane est colorée au Rouge Ponceau afin de visualiser et 

de confirmer ainsi le transfert efficace des protéines.  

III.4.1.4. Détection 

III.4.1.4.1. 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 à 5% dans du TBS contenant 0.05% de Tween 20 (TBST). La saturation est 

réalisée pendant 1 heure à température ambiante, sous agitation douce. 

III.4.1.4.2. Incubation avec l’anticorps primaire 
La membrane saturée est incubée avec un anticorps primaire spécifique à la protéine 

d’intérêt. 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 à 44 

KDa  

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

Anti-ßactin (souris) Ab-8226 (Abcam) 1 : 1000 42 KDa 
Tableau 6. Liste des anticorps primaires et de leurs usages correspondants lors de l’analyse par Western Blot 

Quelques précautions à prendre sont recommandées. 

- Jeter le contenu du tube et bien l’égoutter pour ne pas diluer les anticorps 

primaires. 

- Incuber la membrane pendant la nuit avec l’anticorps primaire dilué à 4°C 

sous agitation douce. 

- Laver la membrane 3 fois au TBST pendant 5 minutes sous agitation douce à 

chaque lavage. 

III.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 chaque membrane avec l’anticorps secondaire correspondant 

pendant 1 heure à température ambiante sous agitation douce. 

- Éliminer l’anticorps secondaire non lié et laver la membrane 3 fois au TBST 

pendant 6 min à chaque lavage.  

- Préparer le substrat ECL selon les instructions du kit (Clarity Western ECL 

Substrate, 170-5060, Bio-Rad). Préparer 800 µL en mélangeant 1 : 1 v : v les 

deux solutions du kit. 
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- Déposer la membrane sur un film transparent, appliquer les 800µL 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 l’absence de bulles d’air. 

- Réaliser une première lecture colorimétrique puis en chimiluminescence et 

ajuster le temps de révélation si nécessaire. 

III.4.1.4.4. Contrôles et normalisation 
Pour normaliser la quantité de protéines dans les différents échantillons, une protéine 

de ménage, également appelée témoin de charge, est utilisée comme contrôle interne. 

Elle sert à confirmer que la quantité de protéines déposée est identique sur l’ensemble 

des pistes du gel, ce qui permet de normaliser le niveau de protéines détectées. La 

protéine de ménage choisie est la actine, 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 même membrane est tout d’abord rincée de manière prolongée au 

TBST pendant 48 heures en changeant le TBST régulièrement (au moins 5 

changements). 

Les opérations d’incubation primaire, secondaire et visualisation pour la -actine sont 

répétées (incubation 1 heure à température ambiante, rinçages puis incubation 

secondaire 1 heure à température ambiante, rinçages et révélation au substrat ECL). 

Afin de valider l’expression du récepteur couplé aux protéines G (GPER) dans les 

modèles 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 purifié a ensuite servi de contrôle positif pour confirmer la 

spécificité de la détection du GPER dans les cellules. 

III.4.2. Immunocytochimie 
L’immunocytochimie est une technique de biologie médicale d’immunofluorescence 

permettant de visualiser la présence, l’emplacement et la distribution de protéines 

spécifiques ou d’antigènes 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 à raison de 

500µL 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 à 37°C et 5% de CO2 pendant 24 heures. 

Jour 2 : Marquage et détection 

- Retirer le milieu de culture des puits et rincer 2 fois avec du PBS (500 µL par 

rinçage). 
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- Fixer les cellules avec du Paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes. 

- Laver les lamelles deux fois avec du PBS et les conserver dans du PBS jusqu’au 

marquage. 

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

- Déposez les lamelles sur les gouttes de PBS, en veillant à 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 µL de solution anti-GPER sur chaque lamelle et incuber 1 heure à 

température ambiante dans l’obscurité. 

- Préparer le mélange d’anticorps secondaire anti-lapin (dilution 1 : 100 dans du 

PBS) et déposez 20 µL du mélange sur chaque lamelle. 

- Incuber les lamelles avec l’anticorps secondaire pendant 1 heure à 

température ambiante dans l’obscurité. 

- Laver les lamelles à l’eau, les déposer sur une lame, cellules vers le bas et 

monter le système avec du liquide de montage sans créer de bulles d’air. 

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

III.5. Modélisation moléculaire 

III.5.1. Construction par homologie 

L’absence de structure cristalline pour le GPER a nécessité la construction d’un 

modèle de récepteur par analogie de structure. Ce principe repose sur l’hypothèse que 

les structures tridimensionnelles sont mieux conservées que les séquences d’acides 

aminés [224]. 

La référence uniprot Q99527 correspond au GPER. 

III.5.1.1. Etapes de construction du modèle 

Recherche de structures homologues 

La première étape consiste à effectuer une recherche par BLAST (alignement de 

séquences) sur la plateforme Uniprot afin d’identifier des protéines homologues à la 

protéine d’intérêt. 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. 

Vérification et préparation des structures 

Chaque structure sélectionnée est ensuite vérifiée en la comparant au fichier FASTA 

de la protéine d’intérêt, 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 modèles de GPER actif et inactif 

Les modèles de GPER actif et inactif sont construits à partir des structures 

sélectionnées précédemment, en utilisant le logiciel Modeler®. Ce dernier permet de 

reconstruire les chaines latérales de la protéine d’intérêt tout en conservant le squelette 

de la structure de référence.  

Pour se faire, la séquence de référence est modifiée en ajoutant les gaps de 

l’alignement avec le GPER. La structure est ensuite alignée à la nouvelle séquence de 

la protéine et les résidus supplémentaires sont supprimés. Les boucles manquantes du 

GPER par rapport à la référence sont ensuite complétées en sélectionnant la structure 

dont l’énergie est la plus faible afin d’éviter des contacts entre résidus voisins. 

Pour chaque conformère, 20 structures sont obtenues. Elles sont classées par niveau 

d’énergie et par écart quadratique moyen (RMSD) entre le modèle et la structure 

obtenue. Un RMSD ≥2 correspond au seuil empirique de différence entre deux 

protéines. 

Établissement d’un ensemble d’apprentissage 

Un ensemble d’apprentissage (training_set) est établi pour valider le modèle de 

récepteur et sélectionner le conformère à 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 à 

déplacer les atomes d’une molécule afin d’obtenir la conformation la plus stable 

possible (qui possède une énergie plus basse que le point de départ). Le training_set 

retenu comprend les molécules regroupées dans le Tableau 7.  

Molécule Activité Référence 

17_estradiol (E2) 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] 

Tamoxifène Agoniste complet [225] 

4OH_tamoxifène Agoniste [226] 

Raloxifène 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] 

17_estradiol Inactif [228] 
Tableau 7. Liste des molécules du training_set, avec leurs activités correspondantes vis à vis du GPER 
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Validation du modèle de récepteur 

La dernière étape consiste à valider le modèle de récepteur en testant le training_set 

sur tous les modèles de GPER construits précédemment et à sélectionner le plus 

favorable. Ce choix est effectué par traitement statistique afin de déterminer les 

meilleurs conformères 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 à la totalité du récepteur pour le docking aveugle, 

testant les interactions moléculaires des ligands sur l’ensemble de la protéine et 

permettant d’identifier les sites actifs. Les coordonnées de la small-box sont déduites 

après identification de la zone des sites actifs potentiels. La small-box doit être la plus 

resserrée possible tout en étant suffisamment large pour permettre de retrouver les 

poses obtenues grâce à la big-box.  

Le docking proprement dit est effectué à l’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 l’optimisation de la conformation du ligand). 

III.5.1.2. Rescoring 
Le rescoring consiste à appliquer différentes fonctions de score pour évaluer la qualité 

des poses prédites par le docking. Ces fonctions mathématiques permettent d’estimer 

l’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 l’énergie interne du ligand ainsi que 

l’énergie d’interaction entre lui et le récepteur. Cette fonction est exprimée en 

kcal/mol [232]. 

- Fonctions empiriques : représentées par le groupe de fonctions X-Score avec 

HPScore, HMScore, HSScore et AV. Elles sont conçues pour reproduire des 

données d’affinité obtenues expérimentalement. Elles comprennent des termes 

tenant compte de l’interaction de Van der Waals, des liaisons hydrogènes, d’une 

pénalité de déformation par torsion et de l’effet hydrophobe. Trois algorithmes 

différents ont été mis en œuvre pour calculer le terme de l’effet hydrophobe, ce 

qui se traduit par trois fonctions de score parallèles (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 possède trois fonctions différentes : distance entre 

paire d’atomes (pair), surface accessible au solvant (surf) et un consensus atome 

et surface (pair-surf). Elles sont conçues pour reproduire des données 

expérimentales de structure et non d’énergie de liaison, à 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 modèle tient compte de manière implicite des effets de 

solvatation et d’entropie, tout en reproduisant correctement la géométrie des 

interactions directionnelles. Il reste indépendant des hypothèses concernant les 
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états de protonation dans la mesure où il ne considère que les contacts avec les 

atomes non hydrogènes [234]. 

Chaque fonction de score a ses propres avantages et inconvénients. Pour pallier aux 

limitations des fonctions individuelles, l’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 après 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 conformères 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 

l’identification de ligands d’intérêt [231]. 

Limites de l’étude 

Il est à noter que pour l’ensemble des calculs effectués pour cette étude, la dynamique 

naturelle des processus d’arrimage ligand/récepteur, où 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].  

III.5.2.  Ancrage moléculaire (docking) et notation (scoring) 
Après sélection des conformères les plus discriminants pour les ligands actifs, l’étape 

de docking proprement dite peut commencer. L’automatisation des calculs est possible 

grâce à des scripts dédiés.  

III.5.2.1. Sélection des ligands à 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 à la liste des molécules à 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 

Génisteine 7-Sulfate                                10291508 

Génisteine 4’-Sulfate                               53997099 

Génisteine 4’-sulfate 7-glucuronide  54020950 

Génisteine 4’,7-Disulfate                     44602471 

Génisteine-7-Glucuronide              124934066 

Génisteine 4’-O-Glucuronide          45782816 

Daidzéine 7-Sulfate                                 12114465 

Daidzéine 4’-Sulfate                     12114463 

DAI                                             5281708 

Daidzéine 7-O-Glucuronide             23930394 

Equol                                                91469 

5-OH-équol                                        9795113 

Equol 7-O-Glucuronide          29979359 
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4-O-Méthyl équol                         6454212 

Equol 4’-Sulfate                                 156960885 

Glycitéine                                         5317750 

Glycitéine 7-O-Glucuronide             45782894 

Glycitéine 4’-O-Glucuronide        124202362 

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

III.5.2.2. Docking 
La zone d’amarrage a été confinée à la small-box et les calculs de positionnement ont 

été effectués à l’aide du logiciel AutoDock Vina® avec ligand flexible et une 

exhaustivité de 64. 

III.5.3. Rescoring et consensus 
Les méthodes de docking et de scoring présentent plusieurs limitations, parmi 

lesquelles peuvent être citées les suivantes.  

- Manque de flexibilité des protéines : nous rappelons que les modèles utilisés pour 

représenter les protéines dans les simulations de docking ne prennent souvent pas 

en compte leur flexibilité conformationnelle, ce qui peut conduire à des prédictions 

inexactes des poses de liaison des ligands. 

- Traitement insuffisant de la solvatation : l’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. 

- Coût computationnel élevé : les simulations de docking et de scoring peuvent être 

gourmandes en ressources computationnelles, ce qui restreint le nombre de 

composés pouvant être testés et la précision des explorations conformationnelles. 

Ces limitations inhérentes aux méthodes actuelles de docking et de scoring conduisent 

à des inexactitudes dans l’évaluation et le classement des poses de liaison des ligands, 

affectant ainsi la performance des approches de criblage virtuel. Celles-ci doivent donc 

être considérée comme des compléments aux études cellulaires in vitro. 
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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 à 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 à 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 à identifier les vrais positifs (ligands actifs) 

parmi l’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 manières 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 

problèmes d’unités mais peut lisser les variations d’énergie importantes qui 

pourraient être révélatrices de la distinction entre des ligands très affins et d’autres 

qui le sont moins.  

- Classement par vote : cette méthode réalise une intersection mathématique des 

têtes de listes issues de chaque fonction de scoring, en attribuant des points aux 

ligands qui figurent en tête de liste pour plusieurs fonctions [224].  

Dans le cadre de ce travail, c’est l’approche par vote qui a été retenue. En pratique, 

après sélection des 3 meilleurs fonctions de scoring (une par catégorie), les composés 

figurant en tête 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 l’hypothèse que ces molécules présentent une probabilité plus élevée 

d’être réellement capables de se lier à la cible que celles identifiées par une seule 

fonction de scoring [231,235]. Cette hypothèse a été étayée par plusieurs études et 

pourrait s’expliquer par une réduction du nombre de faux positifs en tête de liste [224]. 

III.6. 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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III.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. 

- IHS (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 l’exposition aux IFs dans les 24-48 heures. 

- Score_urin_G : score urinaire de l’exposition à la GEN dans les 24-48 heures. 

- Score_urin_D : score urinaire de l’exposition à la DAI dans les 24-48 heures. 

- Score_urin_IFs : score urinaire de l’exposition aux IFs (µg/L) dans les 24-48 heures. 

- Score_urin_ENL : score urinaire de l’exposition aux lignanes dans les 24-48 heures. 

- Score_plasm_G : score plasmatique de l’exposition à la GEN dans les 24-48 heures. 

- Score_plasm_D : score plasmatique de l’exposition à la DAI dans les 24-48 heures. 

- Score_plasm_IFs : score plasmatique de l’exposition aux IFs (µg/L) dans les 24-48 heures. 

- Score_plasm_ENL : score plasmatique de l’exposition aux lignanes dans les 24-48 heures. 

Pour tester la validité de ces outils, nous avons comparé les scores calculés à partir 

des résultats des questionnaires aux dosages biologiques réellement observés chez 57 

participantes à l’étude ISOLED dans une première étape, puis 63 participantes à sa 

clôture. Les variables dosées sont les suivantes. 

- Hair_G_D : concentration de GEN et de DAI dans les cheveux (ng/mg) 

- Hair_IFs : concentration totale en IFs dans les cheveux (ng/mg) 

- Urine_G : concentration urinaire de GEN (µg/L) 

- Urine_E : concentration urinaire d’équol (µg/L) 

- Urine_D : concentration urinaire de DAI (µg/L) 

- Urine_IFs : concentration urinaire d’IFs totales (µg/L) 

- Urine_ENL : concentration urinaire d’ENL (µg/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. 

III.6.1.1. Analyse à n=57 
L’étude était encore ouverte au recrutement au moment de la première analyse des 

données. Le test de corrélation paramétrique de Pearson a été utilisé pour valider les 

questionnaires alimentaires et les scores correspondants après 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 d’une 

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, l’utilisation 
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de cet outil est justifiée par l’objectif de comparaison avec les études précédemment 

publiées par d’autres auteur·es.  

III.6.1.2. Analyse après la fin de l’inclusion 

L’étude ayant été clôturée, le statut sanitaire des participantes a pu être 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, l’étape préalable est de tester la normalité 

de la distribution des données. La distribution peut être testée de manière analytique 

et graphique et il est recommandé d’utiliser ces méthodes indépendantes [236]. 

Pour le test analytique, nous avons choisi celui d’Anderson-Darling [237] dont une 

valeur de p calculée inférieure à 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 l’hypothèse que l’échantillon 

suit une distribution normale (notée hypothèse nulle ou H0). Une valeur de p > 0,05 

signifie qu’il n’y a pas suffisamment de preuves pour rejeter l’hypothèse 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 

l’échantillon. En effet, plus n est grand, plus la probabilité de détecter de petites 

différences augmente et avec elle le risque de rejeter l’hypothèse de normalité pour 

des écarts sans signification. Pour pallier ce biais potentiel lié à la taille de l’échantillon, 

nous avons procédé à un test graphique des diagrammes Quantile-Quantile (QQ-

plots). Cette méthode de QQ-plots compare les quantiles de la distribution réelle (en 

ordonné) par rapport à 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 l’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 corrélation élevée et entre 0,7 et 1 une corrélation très élevée. 

Afin de répondre à l’hypothèse de l’étude ISOLED et estimer si la consommation de 

phytoE peut être associée au déclenchement de poussées du LED, une ACP a été 
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effectuée. Après centrage et réduction des données, cette ACP (normée) a permis 

d’identifier les variables et leur covariante contribuant le plus à la description du jeu 

de données. 

III.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 après traitement a été réalisée à l’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 à p < 0,05. 

III.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 modèle 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 l’aire sous 

la courbe. Plus le seuil est restrictif, plus les chances de détecter un faux positif 

sont élevées. Le modèle de classification interrogé dans la présente étude est la 

capacité d’un conformère 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 à réduire un ensemble de 

données à 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, l’ACP permet de transformer un 

jeu de données complexe en un ensemble de variables plus simples et plus faciles 

à interpréter. Appliqué au cas du docking, l’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 à la variabilité des scores 

et qui, par conséquent, décrivent le mieux les interactions possibles entre les 

molécules testées et le récepteur cible. 

III.6.4.  Etudes cellulaires  
Dans le cadre des études de prolifération, la significativité des différences entre les 

groupes a été évaluée à l’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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IV. Résultats et discussions  
Les résultats et les discussions des travaux conduits en adéquation avec différents 

volets de cette thèse (décrits dans le chapitre « Introduction Générale ») ont fait l'objet 

de publications, intégralement reproduites dans les sections correspondantes 

pertinentes. Ceux relatifs à l'analyse statistique étudiant le lien entre les phytoE et le 

LED, au docking moléculaire et à l'étude de prolifération, n’ayant pas encore été 

publiés, seront développés de manière usuelle. 

IV.1. Exposition aux isoflavones en France 

IV.1.1. Comparaison de l’exposition des Françaises et Français aux 

pesticides perturbateurs endocriniens et aux isoflavones du soja : article 

correspondant à la référence [213]  
Cette section concerne les informations collectée afin d’évaluer la part des IFs dans 

l’exposition aux xéno-estrogènes 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 à ces substances et à 

leurs effets potentiels sur la santé. Ainsi notre équipe a pu montrer que l’exposition aux 

IFs ne pouvait être ignorée en France, justifiant l’étude ISOLED qui a été menée par 

la suite. 
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IV.1.2. Estimation de l’exposition des femmes de l’étude ISOLED aux 

phyto-estrogènes 
Pour rappel, les IFs constituant la catégorie de xéno-estrogènes à laquelle les 

consommateur·ices sont le plus exposés en France, l’étude ISOLED visait à explorer 

ce lien potentiel en évaluant l’exposition aux phytoE des femmes atteintes de LED et 

en comparant leurs niveaux d’exposition à ceux de femmes saines et de femmes 

atteintes d’autres MAIs 

IV.1.2.1. Estimation de l’exposition habituelle : validation d’un questionnaire 

d’habitude alimentaire par l’analyse de biomarqueurs capillaires. 

Article correspondant à la référence [214] 
Le développement et la validation de la méthode inédite de dosage capillaire des IFs 

(conçue pour déterminer l’exposition habituelle des participant∙es à l’étude ISOLED 

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

abouti à des données biologiques, lesquelles complétées par une enquête sur les 

habitudes alimentaire, ont fait l’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 à une étude antérieure menée par notre équipe en 

2006 [31]. 
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IV.1.2.2. Evaluation de la consommation récente : validation de 

questionnaires alimentaires par l’analyse de biomarqueurs urinaires 

et plasmatiques. Article correspondant à la référence [25] 
L’évaluation de l’exposition aux phytoE a mis en jeu des questionnaires inédits, 

développés à cet effet. Ils ont été administrés aux volontaires de l’étude ISOLED et 

leur validité a été confirmée par l’analyse de biomarqueurs sanguins et urinaires. Ces 

travaux font l’objet de la publication ci-après [25]. 

Dans le but d'apporter un éclairage supplémentaire sur certains points, des éléments 

de notation des catégories d'aliments sont exposés ici. 

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

- IFs moyens : 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 manière incertaine (pâtisseries 

industrielles, ...) 

- Transformé - : produits très peu susceptibles de contenir du soja (ex : produits 

laitiers). 

- Cantine : produits utilisés contiennent du soja plus fréquemment que ceux 

préparés à domicile.  

Malgré les effectifs de volontaires relativement faibles, l’étude représente la première 

tentative en France d’estimer les concentrations d’IFs et d’ENL chez des femmes non 

sélectionnées sur leur régime alimentaire.  

Il est crucial de souligner que les résultats obtenus corroborent l'idée selon laquelle 

l'étude des effets des entérolignanes sur la santé ne peut être menée qu'à 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 

suggèrent également des pharmacocinétiques différentes entre IFs et ENL, avec une 

clairance rénale probablement plus élevée pour l’ENL. Ceci pourrait expliquer le fait 

que les effets des entérolignanes chez les consommateur·ices humains semblent être 

peu préoccupants. 
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IV.1.3. Exploration de l’influence de l’exposition à des phyto-estrogènes 

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 l’ensemble des données 

de l’étude ISOLED (n=63) 

Test analytique QQplot Test 

analytique 

QQplot 

Hair_G_D Hair_IFs 

A = 3,4977 

p = 7,471e-09 

 

A = 3,2661 

p = 2,768e-08 

 
IFS IHS 

A = 2,9964  

p = 1,301e-07 

 

A = 2,1369 

p = 1,696e-05 

 
Plasma_D Plasma_E 

A = 13,754 

p < 2,2e-16 

 

 

 

 

 
 

A = 12,545 

p < 2,2e-16 

 

Plasma_ENL Plasma_G 

A = 1,7156 

p = 0,0001903 

 

A = 13,16 

p < 2,2e-16 

 
Plasma_IFs Score_plasm_D 
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A = 12,332 

p < 2,2e-16 

 

A = 4,9103 

p = 2,723e-12 

 
Score_plasm_ENL Score_plasm_G 

A = 0,89361 

p = 0,02115 

 

A = 4,1462 

p = 1,977e-10 

 
Score_plasm_IFs Score_urin_D 

A = 4,4719 

p = 3,174e-11 

 

A = 4,3566 

p = 6,061e-11 

 
Score_Urin_ENL      Score_urin_G 

A = 0,73201 

p = 0,05354  

 

Acceptation de 

H0 

 

A = 4,1119 

p = 2,397e-10 

 
Score_urin_IFs Urine_G 

A = 4,073 

p = 2,984e-10 

 

A = 23,443 

p < 2,2e-16 

 

 

 

  
Urine_D Urine_E 

A = 23,222 

p < 2,2e-16 

 

A = 15,927 

p < 2,2e-16 

 
Urine_IFs Urine_ENL 

A = 23,283 

p < 2,2e-16 

 

A = 11,277 

p < 2,2e-16 
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Tableau 9. Résultats des tests de normalité de l’ensemble des données de l’étude ISOLED (n=63)

Les tests d’Anderson-Darling et QQ plots révèlent que la plupart des variables étudiées 

présentent un écart significatif par rapport à une distribution normale, à l’exception du 

score urinaire d’exposition aux lignanes sur les dernières 24-48 heures 

(Score_urin_ENL), dont la valeur p est légèrement au-dessus de 0,05. Par conséquent, 

le jeu de données a été considéré ne pas suivre la loi normale, et des tests non-

paramétriques ont été réalisés pour la suite des calculs. 

IV.1.3.2. Influence du statut sanitaire sur les scores et valeurs mesurées des 

concentrations d’IFs 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. 

 

Figure 7. Boites à moustaches représentant l’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 l’ensemble des variables de 
l’étude ISOLED. 
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Il apparait que certaines valeurs sont extrêmes (Figure 7) et pourraient avoir un poids 

disproportionné dans l’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. 

 

Figure 8. Boites à moustache représentant l’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 l’étude 
ISOLED sans les valeurs extrêmes 

Les tests de Kruskall-Wallis sur les jeux de données complets (Figure 7) ou allégés des 

valeurs extrêmes (Figure 8) ne révèlent aucune différence significative de l’influence 

du statut sanitaire sur aucune des variables IFs. 
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Les données obtenues sur l’ENL font l’objet des Figures 9 et 10. 

 

Figure 9. Boites à moustache représentant l’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 l’ensemble des variables ENL de 
l’étude ISOLED 

 

Figure 10. Boites à moustache représentant l’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 l’étude 
ISOLED sans les valeurs extrêmes 

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 

des volontaires.  

L’analyse par paire (Figure 11) a 

montré que les concentrations 

plasmatiques d’ENL des deux 

groupes de patientes (LED et PTI) 

étaient significativement 

inférieures à celle du groupe de 

volontaires saines (p<0,01 pour 

LED et p<0,05 pour PTI), sans que 

la différence entre les deux groupes 

de patientes ne soit statistiquement 

significative.  

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.  

IV.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 à noter que chacune des variables biologiques testée 

Figure 11. Représentation de la distribution des dosages d'ENL 
plasmatiques, selon le statut des volontaires 
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est positivement corrélée, de manière statistiquement significative, à son score 

correspondant.  

Les variables IFs capillaires et IHS ainsi que dosage urinaire des IFs et score urinaire 

des 24-48 heures sont très fortement corrélées. Les scores plasmatiques sont quant à 

eux fortement corrélés aux dosages correspondants. Les scores d’ENL sont également 

fortement corrélés aux dosages urinaires et plasmatiques correspondants. 

 



 
 

Variables testées 

et résultats (rho 

de Spearman) 

Représentation graphique Variables 

testées et 

résultats (rho 

de Spearman) 

Représentation graphique Variables 

testées et 

résultats (rho 

de Spearman) 

Représentation graphique 

 

Hair_IFs et IHS 

sont très 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

 

IFS et IHS 

sont très 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Hair_IFs et 

IFS sont 

moyennement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Urine_IFs et 

Score_urin_IFs 

sont très 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Urine_G et 

Score_urin_G 

sont 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Urine_D et 

Score_urin_D 

sont très 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Plasma_IFs et 

Score_plasm_IFs 

sont fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Plasma_G et 

Score_plasm_

G sont 

moyennement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Plasma_D et 

Score_plasm_

D sont 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

0.58 
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Variables testées 

et résultats (rho 

de Spearman) 

Représentation graphique Variables 

testées et 

résultats (rho 

de Spearman) 

Représentation graphique Variables 

testées et 

résultats (rho 

de Spearman) 

Représentation graphique 

 

Plasma_ENL et 

Score_plasm_E

NL sont 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

 

Urine_ENL et 

Score_Urin_EN

L sont 

fortement 

corrélées (p 

<0,001) 

 

  

Tableau 10. Corrélations de Spearman de l’étude ISOLED 
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IV.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 à soustraire 

à chaque variable sa moyenne et à la diviser par son écart-type, ce qui revient à 

considérer que la moyenne de chaque variable est égale à 0 et l’écart-type à 1. Cette 

transformation permet de normaliser les données, ce qui est une condition préalable 

à l’utilisation de l’ACP. 

La Figure 12 représente les contributions à la variance de chaque nouvelle dimension 

obtenue par l’ACP. Les deux premières dimensions suffisent à expliquer plus de 64% 

de la variance totale, et ce pourcentage augmente jusqu’à 77% en incluant la troisième 

dimension. Ce résultat indique une bonne qualité explicative globale de l’analyse.  

 

Figure 12. Contributions de chaque dimension à l’explication de la variance 

Le cercle de corrélation présenté en Figure 13 permet d’observer que la plupart des 

variables, à l’exception de « Urine_E », « Plasma_E » et celles liées à l’ENL se situent 

à proximité du cercle de corrélation, indiquant une bonne représentation sur ce plan 

factoriel. Ce manque de corrélation pour l’équol et l’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 « IHS » indiquent 

une excellente corrélation entre elles. Elles sont également très bien représentées par 

la dimension 2 (axe vertical), car très proches de cet axe et très éloignées de l’autre. 

La variable « IFS » 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 être considérée pour l’analyse ultérieure.  

Les variables urinaires et plasmatiques des IFs se situent globalement à proximité de 

l’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.  

 

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 légèrement plus à la dimension 1 

que celles liées aux urines. Une hypothèses peut être formulées pour expliquer au 

moins en partie cette observation. Il s’agit d’une meilleure estimation des 

concentrations biologiques réelles par le biais de mesures directes dans le plasma, 

comparativement à 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 à l’ENL ne sont pas représentées par les deux premières dimensions de l’ACP 

présentées dans la Figure 13. En effet, ces variables contribuent de manière plus 

importante à 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, à 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 révèle une indépendance marquée entre les variables représentées 

par les dimensions 1 et 2. Cette observation s'accorde avec le contexte occidental, où 

la consommation de soja, principale source d'IFs, est généralement occasionnelle. En 

conséquence, les concentrations d'IFs mesurées dans les cheveux ne reflètent pas 

nécessairement l'apport en phytoE sur les 48 dernières heures.  

 

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 l’ACP. Il est notable que les aires des 3 groupes se superposent 

en grande partie. Ce résultat suggère que les deux premières dimensions de l’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 premières dimensions ne 

permet pas une meilleure distinction des groupes comme on peut le voir sur la Figure 

16. 

On rappelle que l’étude ISOLED a été clôturée après inclusion de 63 participantes 

dont 31 étaient des volontaires saines, 20 souffraient de LED et 12 de PTI. Les effectifs 

réduits, particulièrement dans les groupes de patientes, ont limité la puissance 

statistique de l’étude et n’ont pas permis de dégager des résultats probants quant à la 

comparaison des groupes.  

Figure 16. Représentation des individus par groupe sanitaire selon les 3 principales dimensions 



154 
 

IV.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 à ceux des 

études de Heald, French, Morimoto, Kim, Chávez 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 

échantillons 

Données alimentaires Corrélations Référence 

Biomarqueur = IFs 

26 femmes 

Canadiennes 

prémenoP20 

Urine des 24h Questionnaire 

d’habitude 

 

Rappel des 24h 

rho = 0,64; p < 0,001 

 

rho = 0,54; p = 0,004  

[241] 

203 hommes 

volontaires 

Sérum QFA21 rho = 0,27; p < 0,001 [127] 

256 femmes 

préménoP 

Urine des 12h QFA Faible : 0,1 – 2,3 

          Fort : 49,8 – 74,8 

rho = 0,51; p < 0,001 [239] 

24 filles 

prépubaires 

Urine des 12h Rappel des 24h – 3 j 

IFs : 3,0 – 13,3 

rho = 0,72; p < 0,001 [240] 

100 femmes en 

bonne santé 

Urine des 12h Rappel des 24h rho = 0,46; p < 0,001 [242] 

63 femmes 

Françaises 

préménoP 

Cheveux 

 

Urine ponctuelle 

Sérum 

Questionnaire 

d’habitude 

 

Rappel des 48h et 24h 

rho = 0,73; p < 0,001 

 

rho = 0,83; p < 0,001 

rho = 0,53; p < 0,001 

Présente 

étude 

Biomarqueur = ENL 

26 femmmes 

Canadiennes 

prémenoP22 

Urine des 24h Questionnaire 

d’habitude 

 

Rappel des 24h 

rho = 0,46; p = 0,02 

 

rho = 0,40; p = 0,05 

[241] 

63 femmes 

Françaises 

préménoP 

Urine ponctuelle 

 

Sérum 

Rappel des 48h et 24h rho = 0,60; p < 0,001 

 

rho = 0,55; p < 0,001 

Présente 

étude 

Tableau 11. Comparaison des résultats d’ISOLED avec d’autres études utilisant le dosage des IFs ou de l’ENL dans les fluides 
biologiques comme marqueur d’exposition. Seules les études utilisant le test de corrélation de Spearman ont été 
sélectionnées. 

Cette étude complète les résultats des deux précédents articles cités dans les sections 

IV.1.2.1 et IV.1.2.2. Alors qu’ici 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 
21 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]. Même 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 à un meilleur état 

de santé et, dans ce cas, à une diminution du risque de déclarer un LED. En fait l’ENL 

peut être considéré comme un marqueur de la consommation de fruits et légumes 

[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 apparaît important de noter ici que quelques 

travaux ont essayé de mettre en avant l’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, même en rémission, par rapport aux 

témoins sains [245]. D’autres auteur∙es ont rappelé la dysbiose du microbiote associé 

au LED qui pourrait être impliquée dans sa pathogénèse notamment en favorisent le 

dépôt de complexes immunitaires, l’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 à 

une altération de la fonction de barrière intestinale. Ces mêmes études, menées chez 

l’humain et la souris lupique, ont également observé une diminution des bactéries 

bénéfiques telles que Bifidobacterium et une augmentation des bactéries pathogènes 

telles que Enterococcus gallinarum et Ruminococcus gnavus, étroitement associées à la 

progression de la maladie [247]. L’implication de ces dérégulations du microbiote, dont 

la compréhension n’est que partielle, ne peut donc pas être exclue.  

Par ailleurs, contrairement aux IFs qui sont des agonistes stricts des ER  et , l’ENL 

est un SERM qui bloque l’activité ER via AF-1 [248]. Si ce mécanisme était confirmé 

et s’avérait exact cela signifierait que le LED pourrait être lié à une action des 

estrogènes via ce récepteur et ce domaine de transactivation. 

Limites techniques  

Malgré des résultats insuffisamment probants, l’étude ISOLED a permis d’observer 

une différence significative de l’ENL plasmatique entre les individus des groupes LED, 

PTI 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 prélèvements 

urinaires ponctuels présente des biais méthodologiques inhérents. Les questionnaires 

reposent sur la mémoire des participants, ce qui peut conduire à des erreurs de rappel. 

Les prélèvements urinaires, quant à eux, sont ajustés à 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 l'ELISA, ce qui peut affecter la fiabilité des résultats.  

En second lieu, l'effectif réduit de l'étude, en particulier dans le groupe LED, pourrait 

limiter la robustesse de l'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 :  

𝑛 =
2 × 𝑆2

𝛥2 (𝑍𝛼/2 + 𝑍𝛽)
2

 

Avec : 

• n = taille d’échantillon par groupe ; 

• écart-type (S) = 3,85 ; 2,4 ou 1,3 (cf. annexe 2_Résultats des dosages 

d’IFs_ISOLED) ; 

• Δ (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 ; 

• Z = valeur critique de la distribution normale ;  

• 𝑍𝛽 = 0,842  si le risque β=20% ; 

• 𝑍𝛼/2 =1,96 si α = 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 contrôle, 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’IFs. La 3ème ligne du tableau correspond à l’effectif estimé en se 

basant sur la différence et l’écart-type des scores urinaires. 

n  S Δ 

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 ;  signification de la différence attendue 
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En appliquant cette formule à différentes valeurs d’écart-type (S) et de différence 

attendue (Δ), il a été déterminé que la taille d’échantillon requise par groupe pouvait 

varier de 185 à 10 612. Ces effectifs importants suggèrent qu’une étude multicentrique 

serait nécessaire pour obtenir une puissance statistique adéquate. 

En conclusion, l’étude ISOLED, bien que limitée par sa taille d’échantillon, fournit des 

informations préliminaires sur l’association potentielle entre l’exposition aux phytoE 

et les poussées de LED. Le rôle préventif de l’ENL, bien que n’étant pas complètement 

établi par cette étude, est conforme à l’idée que la consommation de fruits et légumes, 

dont l’ENL est le marqueur, est synonyme de meilleure santé globale. A noter que 

l’effet des IFs se distingue, ici comme dans d’autres études, de l’effet des 

entérolignanes. 

Des études multicentriques avec des effectifs plus importants sont nécessaires pour 

confirmer ou infirmer cette association. 

IV.2. Réduction de l’exposition aux isoflavones : une nécessité pour la 

santé publique 

IV.2.1. Réduction des isoflavones à l’échelle préindustrielle 

PHYTOSECUR 1 : article correspondant à 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 à la production de PST [49]. 

Le protocole tel que mis en œuvre à l’échelle pilote n’a pas pu être testé en phase 

industrielle. En effet, l’étape de texturisation, devant être mise en œuvre sur les 

graines dépelliculées déflavonoïdisées, ne pouvait être réalisée que sur des quantités 

de matière de l’ordre de la tonne. Un deuxième projet, n’ayant pas encore obtenu de 

financement, a été envisagé pour répondre à cette contrainte. 
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IV.2.2. Impact des traitements traditionnels et domestiques sur les taux 

d’IFs des aliments et conséquences sur l’estimation de l’exposition aux 

IFs en Asie : article correspondant à la référence [223]  

L’étude, publiée sous le titre Traditional and Domestic Cooking Dramatically Reduce 

Estrogenis Isoflavones in Soy Foods [223], concerne l’impact des méthodes de 

préparation traditionnelles sur les teneurs en IFs des aliments à 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 parallèle, l’impact de rinçages 

domestiques sur les teneurs en IFs d’aliments à base de soja non traditionnels (lait de 

soja et PST) « faits maison » a été étudié. Enfin, les effets du rinçage sur les teneurs en 

IFs d’aliments à base de soja du commerce ont été évalués.  
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IV.3. Etude cellulaire du GPER 

IV.3.1. Docking 

IV.3.1.1. Construction du modèle de récepteur 
Dans la littérature, plusieurs protéines ont été utilisées comme références pour la 

construction du GPER par homologie, notamment la rhodopsine bovine, la protéine 

ADRB2 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 l'une des séquences comparées, 

le plus souvent correspondant à une insertion ou une délétion) avec le GPER, présente 

une conformation bovine très différente et une identité de seulement 20,1 % [226]. 

La recherche BLAST 3D sur la base Uniprot a identifié 244 hits, dont 235 protéines 

revues. En limitant la recherche à l’humain, 13 résultats ont été obtenus et classés selon 

3 critères : identité (%), score et e-value. Les trois premières 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 conformères « 

tordues » et a été écartée. 

CX3CRl : 2 structures obtenues par microscopie électronique (7XBX et 7XBW) sont 

disponibles. Malgré 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 (dimère du ligand endogène) et 6LFO 

(monomère du ligand endogène), obtenues par microscopie électronique, et 6LFL, 

obtenue par cristallographie avec un inhibiteur allostérique et un lysozyme T4. Le 

lyzozyme T4 est souvent utilisé comme marqueur et aide à la cristallisation 

notamment des GPCR. Le ligand endogène, le CXCL8 (interleukine-8), existe de 

manière réversible sous forme de monomères ou de dimères 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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Conformère Résultat de l’alignement 

7XBX La structure correspond au FASTA à partir du résidu Y124 (7XBX) qui équivaut 

à Y22 dans la protéine humaine (CX3C1), aucun gap n’est présent à partir de là. 

Le Protein_report de Discovery Studio® révèle de nombreux résidus incomplets 

ou invalides dans les chaines latérales   

Les deux premiers tours d’hélice de la structure, correspondent à 9 résidus, ne 

figurent pas dans l’homologie avec CX3C1. 

Structure Non retenu 

7XBW La structure correspond à 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 à partir du résidu 23 

Structure Non retenu 

6LFL La structure présente seulement 3 gaps correspondant à la boucle 

extracellulaire par rapport à la séquence FASTA du CXCR-2. 

Le Protein_report indique peu de résidus invalides. 

Cependant, ce conformère diffère du reste en raison de la présence d’un 

inhibiteur intracellulaire et du lysozyme T4, qui empêche l’activation du 

récepteur. 

Cette structure correspond à la forme inactive du récepteur. 

6LFO (avec un 

monomère de 

CXCL8) et 6LFM 

(avec un dimère 

de CXCL8) 

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 à la forme active en raison de la présence de 

l’interleukine 8 (CXCL8), un agoniste du récepteur, dans la structure. 
Tableau 13. Résultats de l’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 numérotation 

conforme à la séquence FASTA d’origine.  

- Simplicité du ligand : le conformère 6LFO est préféré à 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 modèles 

20 modèles de la forme active et 20 modèles de la forme inactive du GPER ont été 

générés. Ces modèles 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 très proches. Le récepteur n°13 présente l’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 révèle 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 révèle également 

des différences notables, notamment au niveau de l’hélice 3. Le résidu aspartate 332 

du CXCR2, situé dans l’hélice 3, joue un rôle crucial dans l’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 l’hélice 2 (Asp 111), un 

glutamate (Glu 275) et une glutamine (Gln138) dans l’hélice 3. Ces résidus pourraient 

jouer un rôle similaire à celui de l’aspartate 332 du CXCR2 dans la liaison des ligands 

au GPER. 

IV.3.1.2. Validation du modèle 
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 : 

• 20_actif : cette isoforme présente la meilleure somme d’aires sous la courbe et 

obtient un score VINA satisfaisant (3e rang). 

• 14_inactif : cette isoforme se distingue par une très 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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Modifications structurelles pour les formes active et inactive du GPER 

L’analyse des structures 3D des formes active et inactive du GPER révèle un 

déplacement notable de l’hélice 5, d’environ 3 à 4 Ångströms 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 Ångströms et ont suggéré qu’il 

pourrait être 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 l’extérieur de la cellule et 

l’extrémité carboxy-terminale située à 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 révèle la présence de 2 zones de liaison distinctes (Figure 18). Ces zones 

pourraient jouer un rôle crucial dans la reconnaissance et la liaison des ligands au 

récepteur. 

1 

7 

6 

5 

3 

5 
4 

3 2 

1 

Figure 17. Comparaison des structure 3D des formes construites active (jaune) et inactive (rouge) du GPER vues sous 2 
angles différents. Les numéros représentent l'ordre des hélices, la n°7 correspondant à celle liée à la protéine G 
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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 

rôle crucial dans l’activation du récepteur. De plus, Cys130, Met133, Leu137, Pro192 

et Cys 205, semblent également impliqués dans les interactions agonistes-récepteur. 

Le résidu Gln138 pourrait également être impliqué, dans une moindre mesure.  

La deuxième poche de liaison a été occupée uniquement par le fulvestrant et ne 

possède aucun résidu en commun avec le premier cluster d’agonistes.  

Le docking des antagonistes et molécules inactives a mis en évidence les résidus Gln82, 

Cys151, Arg230 comme étant essentiels pour les interactions de la forme inactive du 

récepteur. Glu162, semble également impliqué dans ces interactions, mais dans une 

moindre mesure.  

Rôle de Cys207 dans l’activation du récepteur 

D’après Martinez-Muñoz et al. [183], Cys207 pourrait jouer un rôle clé dans le 

réarrangement conformationnel des hélices 3 et 5, menant à l’activation du récepteur. 

De plus, ce résidu et Gly306 étaient présents dans le site de reconnaissance de 

l’agoniste G1 mais absents pour l’antagoniste G15, suggérant leur importance pour la 

signalisation. Ces mêmes auteur·es ont suggéré que les molécules antagonistes de 

GPER, comme G15 et G36 n’ont pas d’atome d’acétyle ou d’oxygène, ce qui les 

empêche 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 

Figure 18. Résidus du GPER_activé impliqués dans l'interaction avec les agonistes du training-set 
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consensus pour le docking des molécules d’intérêt. 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’intérêt a été restreint à la small-box aux dimensions 

suivantes : 28, 24 et 36 Ångströms (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’après 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 630e position, suivi de DAI-7-O-glucuronide en 
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811e position. Pour la fonction de score HPS, Gly 7-O-glucuronide se classe seulement 

en 1492e place. 

Il faut cependant noter que le modèle construit in silico peut être un peu différent de la 

protéine elle-même. En effet, les tests d’affinité in vitro publiés avec les composés 

aglycones contredisent ces données [40,252]. Ils tendent à montrer que les IFs 

aglycones ne sont que 10 fois moins affins pour GPER que E2. De plus, concernant les 

composés conjugués, leurs concentrations dans les fluides biologiques peuvent être de 

1 000 à 100 000 fois supérieures à celle de l’E2. 

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, Ile279, Cys207, Trp216, 

Glu213, Phe208, Tyr142 et Gln138. Les conjugués glucuronidés semblent impliquer 

des résidus supplémentaires tels que : Thr305, Phe206, Cys205, Ala204, Asp202, 

Met141, Leu137, Ser134, Met133, Cys130, Leu119, Asn118, Asp111 et Gln53. En 

revanche, les conjugués sulfatés semblent se lier moins profondément dans le 

récepteur, en impliquant les résidus Arg286 et Gln215. 

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 première située à la face externe de la membrane : composée, notamment, 

des résidus Gly58, Leu59, Leu119 (domaine transmembranaire), Ala204, Cys205, 

Phe206, His282 et Arg286. 

- Une partie médiane formée par les résidus Ser62, Glu115, Leu137, Phe208, 

Gln215 et Ile279. 

- Une partie orientée vers la face intérieure de la membrane : composée de Asp111, 

Leu137, Met141, Gln138, 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 rôle 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 π-π, affectant 

directement la liaison disulfure formée par Cys207-Cys130. Cette interaction induirait 

des remaniements conformationnels qui influencent directement les hélices α 3 et 5, 

initiant le processus d’activation du récepteur [253]. Ce modèle est en accord avec le 

modèle de « commutateur à bascule global » observé dans d’autres récepteurs de la 

famille des récepteurs de la rhodopsine. 

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 à noter que l’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 révèle une tendance des molécules les plus lourdes à 

obtenir de meilleurs scores de docking. Cette observation met en lumière l’une des 

limites de cette approche in silico, où 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 

phénomène est particulièrement notable pour les protéines avec de grandes cavités, 

comme le GPER 

xscore_hps  dc_PAIRSURF vina1 

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 DAI 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-
glucuronide 

247681 Gly 7-O-glucuronide 8,4 

Gly 4-O-glucuronide 6,158 Gly 7-O-glucuronide 237429 GEN 7-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 Gln53, se caractérise par 

une position plus superficielle par rapport au second, qui implique la Met141 (Figue 

20).  
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L’examen détaillé des interactions entre G4G et les résidus du GPER a permis 

d’identifier plusieurs types d’interactions (Figure 21).  

- Interactions π-π : elles impliquent des interactions entre les nuages d’électrons 

délocalisés des cycles aromatiques de G4G et les résidus aromatiques du GPER.  

- Interactions π-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 hydrogène, 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 : 

• π-π (magenta),  

• π-sulfure (orange)  

•  conventionnelle (vert).  
Le G4G est représenté en jaune 

 

IV.3.2.  Etude de la prolifération 

IV.3.2.1. Validation du modèle cellulaire 
La validation des modèles cellulaires est une étape cruciale avant toute 

expérimentation in vivo. Dans le cadre de cette étude, le choix des modèles 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.  

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 
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La présence du GPER dans ces 

modèles cellulaires a été évaluée 

par Western blot (Figure 22). 

Cependant, les résultats obtenus 

ont été surprenants et en 

contradiction avec les données de 

la littérature. En effet, aucune 

bande correspondant à la taille 

attendue du GPER (55 kDa) n’a 

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 à des modifications post-traductionnelles du GPER, telles que la 

glycosylation et l’interaction 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 dernières. Il n’a pas été observé dans les MDA-MB-436. De 

manière surprenante, la majorité du GPER observé dans les trois lignées cellulaires 

serait localisée dans le cytoplasme, avec une faible proportion seulement à 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 synthèse dans le réticulum endoplasmique. Ceci 

amène à questionner la fiabilité des anticorps utilisés pour reconnaitre la protéine 

d’intérêt sous sa forme active. En effet, sans information sur la séquence immunogène 

pour les anticorps, on ne peut pas écarter la possibilité qu’ils reconnaissent des sous-

parties du GPER en cours de synthèse. 

Si la 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 modèle cellulaire couramment utilisé pour étudier le TNBC. Dans nos études, 

cette lignée cellulaire ne devrait donc pas répondre à l’estradiol. Elle pourrait 

également suggérer un rôle alternatif de ce récepteur dans des processus 

intracellulaires au-delà de la signalisation membranaire classique. Ces observations 

soulignent l’importance d’une caractérisation précise des anticorps utilisés pour 

détecter les récepteurs transmembranaires à structure tertiaire complexe. De plus, ces 

résultats démontrent la nécessité d’une validation rigoureuse des modèles cellulaires 

SK
B

R
3 

M
4

3
6

 

M
C

F7
 

C
o

n
tr

ô
le

 

M
4

6
8

 

GPER 

actine 

Figure 22. Résultat du western Blot pour le GPER. Anti-GPER 
1:600. M436 : MDA-MB-436 et M468 : MDA-MB-468 
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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-estrogènes la question reste ouverte notamment à la présence 

de récepteurs ERRs par exemple.  

L’expression d’ER a été vérifiée par Western blot dans les différentes lignées cellulaires 

utilisées. Comme illustré par la 

Figure 24, ER n’a été détecté que 

dans les cellules MCF7. Aucune 

expression n’a été observée dans 

les modèles TNBC (MDA-MB-468, 

MDA-MB-436 et MDA-MB231), ni 

dans les cellules SKBR3. Ces 

résultats corroborent les données 

de la littérature, qui indiquent une 

Figure 24. Résultats du western blot pour ER. Anti-ER 
1:200. M231 : MDA-MB-231, M436 : MDA-MB-436 et 
M468 : MDA-MB-468 

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 
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expression préférentielle d’ER dans les cellules MCF7 par rapport aux autres 

modèles cellulaires étudiés. 

IV.3.2.2. Effet des isoflavones et implication du GPER 
La Figure 25 présente des résultats préliminaires de l’étude de l’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 

après traitement avec la D7G à 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 qu’une légère 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 

contrôle. 

L’implication du récepteur GPER dans ces effets prolifératifs a été évaluée en bloquant 

le récepteur avec son antagoniste spécifique G15 à une concentration de 1 µM. Le 

blocage du GPER a réduit significativement la prolifération induite par l’E2 et les IFs 

conjuguées testées, suggérant que le GPER joue un rôle 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 l’implication du 

GPER dans ces effets. Il 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 l’hypothèse 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 IFs, notamment D7G, n’ont pas d’activité 

estrogénique intrinsèque via les ERs, et que le faible pourcentage de déconjugaison 

observé dans les cellules (entre 0,2 et 1,6 %) suffit à expliquer la faible bioactivité 

observée pour les glucuronides d’IFs. Mais qu’en est-il du GPER ? 

Si ce résultat ne peut être directement transposé au modèle cellulaire TNBC utilisé 

dans la présente étude, il vient néanmoins appuyer partiellement nos observations. En 

effet, la faible prolifération induite par G7G suggère que sa capacité à activer le 

récepteur GPER pourrait être 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 IFs circulantes dans le sang 

des consommateur∙ices de soja, atteignant généralement des concentrations de l’ordre 

de 1 µM. Nos résultats préliminaires montrent que ces conjugués d’IFs, ne sont pas 

dépourvus d’activité biologique, même à des doses aussi faibles que 10 nM. Cette 

donnée remet en question l’idée communément admise au sein de la communauté 

scientifique, selon laquelle les conjugués d’IFs seraient inactifs. Ces premiers résultats 

invitent à une approche plus prudente quant à 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 après traitement à la GEN-4-Glucuronide et DAI-7-Glucuronide.  

 



 
 

V. Discussion générale 
Ce travail de recherche, initié dès 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 l’impact 

des IFs, et plus largement des phytoE, sur la santé humaine sous différents angles. 

Comment peut-on effectuer une évaluation précise de l’exposition aux phytoE ? 

Des études antérieures [8] estimaient l’exposition aux IFs en France comme 

relativement faible, autour de 50 µg/jour, bien en deçà des chiffres rapportés dans 

d’autres pays occidentaux (2 872 µg/jour aux USA [256]; 2 462 µg/jour en Angleterre 

[114]). Cependant, les résultats de cette recherche révèlent une réalité bien différente. 

En 2020, en France, l’exposition aux IFs s’avère nettement supérieure aux estimations 

antérieures, atteignant près de 2 000 µg/jour pour les consommateur·ices involontaires 

de soja et près de 7 000 µg/jour pour les consommateur·ices intentionnel·les. Chez ces 

dernier·es, la consommation déclarée varie de moins d’un produit par mois à plus de 

9 par semaine. Cette exposition, caractérisée par des composés à la fois estrogéniques, 

anti-LH, anti-FSH et antithyroïdiens, dépasse largement celle des pesticides PEs. Cette 

découverte met en lumière l’importance de considérer les IFs comme une source 

significative d’exposition aux PEs dans la population française et invite à une 

réévaluation des risques potentiels associés à ces composés. 

Les évaluations antérieures de l’exposition aux IFs 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 l’importance de prendre en compte ces sources souvent ignorées 

d’IFs dans l’alimentation en France. La présence d’IFs dans divers produits 

alimentaires, y compris ceux auxquels les consommateur∙ices ne s’attendent pas, 

conduit à une sous-estimation importante de l’exposition réelle à ces composés. Des 

études récentes rejoignent les résultats de cette thèse, notamment en montrant que les 

IFs de soja ont été retrouvées, en 2020, dans 100% des échantillons d’urine 

d’adolescent·es autrichien·nes [257]. 

Les erreurs commises dans l’évaluation de l’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 l’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 lumière des divergences notables entre les résultats 

obtenus à partir des mesures plasmatiques d’IFs et de l'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 IFs. En revanche, aucune association significative n'a 

été observée entre le risque de cancer du sein et l'apport en IFs estimé par 

questionnaire alimentaire. Ces résultats soulignent les limites de cette dernière 

approche. Cette étude n'est pas un cas isolé. De nombreux autres travaux évaluant les 
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associations entre les IFs 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, l’équipe de la Pr. Bennetau-Pelissero a 

proposé une estimation récente en travaillant sur les données des agences sanitaires 

et des sites professionnels. L’étude, fondée sur les pratiques mises en œuvre à l’Anses 

a intégré les limites maximales de résidus (LMR) d’une soixantaine de fruits et légumes 

consommés en France et d’une soixantaine de pesticides PEs pris au sens large. 

L’étude a révélé une exposition aux PEs de type cocktail d’environ 560 µg/jour. 

Cependant, cette estimation, basée sur des données chiffrées, peut être 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 

complètement établi. A contrario, l’étude a été restreinte aux pesticides autorisés en 

France, sans inclure les produits autorisés ailleurs mais qui peuvent pourtant 

contaminer les aliments des Français∙es.  

Ces résultats invitent à une reconsidération des sources d’exposition aux PEs en 

France, en intégrant pleinement les IFs 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 d’une exposition simultanée 

à d’autres PEs [117]. La prise en compte du « soja caché » dans les outils d’évaluation 

de l’exposition est cruciale pour obtenir une estimation plus précise du risque au sein 

de la population française. 

Cette considération a d’ailleurs conduit au développement et à la validation de 

nouveaux outils d’évaluation de l’exposition aux IFs. Parmi eux, des questionnaires 

alimentaires spécifiques de la consommation française ont été élaborés. Les 

questionnaires ont été bâtis en se basant sur une étude préalable qui a réévalué 

l’exposition des Français∙es aux IFs 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 IFs et l’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 côté, du « soja caché » dans les 

habitudes alimentaires des individus, et de l’autre, de la pharmacocinétique de ces 

composés. 

En outre, dans le cadre d’ISOLED, l’introduction d’une méthode d’analyse capillaire 

inédite des IFs a permis de valider son utilisation pour évaluer l’exposition habituelle 

aux IFs à long terme. Associée aux questionnaires alimentaires, cette méthode offre 

un moyen plus précis de surmonter les limites des fluctuations à court terme des taux 

sanguins et urinaires d’IFs. Elle a permis de déterminer sur un petit échantillon de 

femmes Françaises que 80% d’entre-elles étaient suffisamment exposées pour que les 

IFs soient détectables dans leurs cheveux. Ces résultats renforcent l’idée d’une sous-

estimation de l’exposition aux IFs de soja, en France. Ces niveaux d’exposition sont 

conformes à 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 IFs 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 première fois sur une femme grande consommatrice de soja. Bien que ce type de 

profil soit régulièrement 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 variabilité qui existe dans 

l’exposition « naturelle » aux IFs, c’est-à-dire sans intervention clinique particulière. 

Cette grande variabilité individuelle avait déjà été soulignée dans l’étude de Lee et al. 

en 2019 [117]. 

Malgré ces avancées, l’évaluation précise de l’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 l’estimation des niveaux d’exposition intrinsèques [31]. Pour améliorer la 

précision des outils d’évaluation de l’exposition, des recherches futures devront mieux 

comprendre et modéliser ces facteurs de variabilité individuelle. Néanmoins, nos 

résultats suggèrent fortement que l'exposition aux IFs en France est nettement plus 

élevée que les estimations officielles. 

Quels sont les risques véritables associés aux phytoE ? 

Les travaux de cette thèse ont porté sur l’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 

l’exposition pour les lignanes, autre famille de phytoE, qui ne sont estrogéniques 

qu’après métabolisation par la flore intestinale compétente [29]. Cette complexité 

métabolique rend l’évaluation de leur rôle dans le LED particulièrement difficile. En 

effet, le lien entre les critères physiopathologiques et les entérolignanes ne peut se faire 

que sur la base d’analyses plasmatiques. En effet, l’estimation de la consommation des 

précurseurs d’entérolignanes ne suffit pas à prédire l’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 l’ENL [28] ainsi que sa faible affinité pour les ER  et  [260], pourraient être 

impliquées dans cet effet, qui pourrait lui-même être qualifié d’anti-estrogénique.  

Malgré l’intérêt de ces résultats, il est important de rester prudent dans leur 

interprétation. La taille limitée de l’étude ne permet pas de tirer des conclusions 

définitives sur l’association entre la consommation récente de lignanes et la réduction 

du risque de poussées lupiques. De plus, l’étude ne permet pas de déterminer si la 

relation observée entre l’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 qu’une 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 suggère 

un rôle potentiel du microbiote intestinal dans l’association observée entre l’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 l’alimentation, le microbiote intestinal et le 

développement du LED. 

De la même manière, l’effet des IFs sur les MAIs pourrait dépendre de la composition 

de la flore intestinale, notamment dans le cas de l’équol. Cependant, il est important 

de noter que, contrairement aux lignanes, la DAI et la GEN, principales IFs du soja 

possèdent une activité estrogénique directe, indépendamment de la flore intestinale. 

L’absence de distinction claire entre les groupes de l’étude ISOLED en fonction de leur 

consommation d’IFs souligne la nécessité d’études plus puissantes pour explorer 

l’association potentielle entre l’exposition aux IFs et le LED. Les données obtenues 

chez les animaux transgéniques modèles du LED semblent indiquer un effet plutôt 

aggravant à des doses alimentaires [137]. Si tel s’avérait être le cas chez les humains, 

cela démontrerait une nouvelle fois que tous les phytoE ne sont pas équivalents et que, 

si les IFs doivent être considérées avec circonspection, les lignanes issues des fruits et 

légumes seraient plutôt bénéfiques pour la santé. C’est notamment ce qu’a montré 

l’étude de cohorte de Touillaud et al. sur les cancers du sein [262]. 

b. IFs et TNBC 

Le docking moléculaire, en raison des approximations inhérentes aux calculs, ne peut 

être considéré que comme un outil de présélection de ligands potentiels, nécessitant 

donc une validation biologique ultérieure. Les résultats des calculs suggèrent 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 à 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 à celui décrit dans la littérature [175]. Ces 

résultats devraient donc être confirmés par des études in vitro plus étoffées que celles 

réalisées dans le cadre de cette thèse. 

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 modèle de cellules cancéreuses triple négatives 

exprimant ce récepteur, deux molécules, correspondant aux formes circulantes 

principales de conjugués d’IFs, ont été testées à des concentrations physiologiques. 

Les résultats ont révélé une promotion modeste mais significative de la prolifération 

cellulaire deux jours après le traitement, réduite en présence d’un antagoniste 

spécifique du GPER. Ces données soulèvent des questions importantes sur l’effet des 

autres conjugués d’IFs et la validité des résultats obtenus pour d’autres modèles 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’intérêt 

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 considèrent 

que les IFs sont sans effet, est lié aux concentrations et formes circulantes qui seraient 

insuffisantes et inactives. Néanmoins, l'éventuelle activité des composés conjugués, à 

des doses circulantes, incite à 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 phénomène concernerait toutes les cellules exprimant 

le GPER. En revanche, si elles doivent être dé-conjuguées pour être 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 où les IFs-glucuronides agiraient seulement après déconjugaison, cela 

pourrait contribuer à une certaine spécificité tissulaire de l’action des IFs. Compte tenu 

des variations rapportées dans la littérature de l’action des IFs sur la santé, une telle 

spécificité tissulaire doit être 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 à la glucuronidation [264] avec quelques différences significatives entre les 

deux lignées qui pourraient être liées à l’expression d’ER [263]. Ces observations 

soulignent l’importance de tester l’effet des conjugués sulfatés, qui pourrait être 

potentiellement plus prononcés que celui des glucuronides, sur ces modèles cellulaires. 

Elles confirment également l’importance de prendre en compte la diversité des profils 

de conjugaison et de déconjuguaison, notamment des PEs, dans les cellules 

cancéreuses lors de l’évaluation de leurs effets potentiels.  

Par ailleurs, les études cellulaires portant sur l’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 modèle 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 soulève des questions quant à la 

nature des anticorps utilisés et à leur capacité à reconnaître un récepteur 

transmembranaire enchâssé dans la membrane. Cette observation pourrait suggérer 

également un rôle potentiel du GPER au-delà 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 synthèse. 

Cependant, cela ne garantit pas qu'elle y soit sous sa forme active. En effet, les 

anticorps, en particulier les monoclonaux, peuvent être développés contre de courtes 

séquences d'acides aminés qui peuvent être 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 hypothèse. Ces résultats soulignent également la nécessité de valider 

rigoureusement les modèles 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 rôle du GPER soulève des 

questions de pertinence physiologique sur son rôle de médiateur des signaux 

intracellulaires déclenchés par l’E2. Ces études utilisent souvent des cellules en culture 

exposées à des concentrations supra-physiologiques d’E2 [179]. En effet, les 

concentrations physiologiques d’E2 circulant dans le plasma sanguin sont de l’ordre de 

7,3 à 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 œstral [265]. Or les concentrations testées, 

et actives, sont de l’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’E2 utilisées in vitro et les niveaux physiologiques classiques 

soulève des questions sur le rôle physiologique du GPER dans la médiation des effets 

de l’E2 in vivo [179]. Alternativement, elles pourraient guider une réflexion sur 

l’existence de récepteurs potentiellement dédiés à 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 rôle chez les mâles. Par ailleurs, il est important 

de noter que la fraction d’E2 libre et biologiquement active ne représente qu’une infime 

partie de l’E2 circulante [265], la majorité étant liée aux protéines plasmatiques. Ceci 

dénote de l’importance de recherches complémentaires utilisant des modèles plus 

proches de la physiologie humaine pour mieux comprendre l’importance réelle du 

GPER dans la médiation des effets de l’E2 in vivo. 

Quelles recommandations émettre ? 

a. A l’échelle des politiques publiques 

Sur le registre de la santé publique en France, en 2005, l’AFSSA et l’AFSSAPS ont 

rendu un rapport commun « Sécurité et bénéfices des phyto-estrogènes apportés par 

l’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 à 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 être impliqués dans l’apparition de certains cancers, selon des études 

épidémiologiques récentes menées au sein de la population française [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. Ils et elles 

avaient aussi encouragé les industriels à indiquer les teneurs en phytoE de leurs 

produits sur les étiquettes [8]. Malheureusement, l’avis des agences sanitaires n’a pas 

force de loi et cette recommandation n’a pas fait l’objet d’une législation formelle et 

n’est donc pas appliquée. De plus, bien que l’AFSSA et l’AFSSAPS 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, l’Institut fédéral d’évaluation des risques (BfR) considère que les 

informations scientifiques disponibles sur les IFs soulèvent des interrogations quant à 

leur innocuité. Des perturbations hormonales de la reproduction ont été observées 

chez des enfants et les effets des IFs sur la thyroïde sont de plus en plus évidents. 

L’agence estime qu’en Allemagne la consommation de phytoE est sous-estimée, en 

particulier depuis l’essor récent du végétarisme. Elle recommande une réévaluation de 

cette exposition afin de formuler des recommandations appropriées [267,268].  

En Norvège, le Comité scientifique norvégien pour la sécurité alimentaire (VKM) a 

évalué la sécurité des IFs consommées sous forme de compléments alimentaires à 

des doses de 40 ou 80 mg/jour prises pendant une période d’un à trois mois. Les 

résultats de l’évaluation du VKM suggèrent 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 adolescent∙es. Chez les adolescentes, des 

perturbations du cycle menstruel sont également observées [269]. Le comité conclu 

que ces effets négatifs semblaient limités au système hormonal et n'ont entraîné 

aucune autre conséquence notable pour la santé des populations ciblées par l'étude, 

sur la durée de celle-ci. 

En 2015, l’Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a émis un avis sur les 

effets des IFs présentes dans les compléments alimentaires destinés aux femmes 

ménopausées. Selon l’agence européenne, il n’y aurait pas de risque même pour des 

fortes doses allant jusqu’à 120 mg/jour [72]. Cependant, il faut souligner ici que ni les 

études de toxicologie américaines, ni les effets sur la thyroïde ou les cas cliniques 

problématiques n’ont été pris en compte.  

L’EFSA [72] a examiné les études cliniques portant sur les IFs 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 

l’objectif principal de ces études. Il n’était donc pas systématiquement enregistré. Par 

conséquent, les résultats sont partiels mais l’agence a conclu que les IFs étaient sans 

danger. Il 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 l’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 IFs sont admis chez les femmes, mais aucune agence ne s’interroge sur 

les effets de ces estrogènes sur des populations qui ne devraient pas y être 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 hypothyroïdiens 

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 IFs. La 

technique d’analyse retenue par Santé Canada est bien documentée. Tandis qu’aux 

États-Unis, l’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 délétères des IFs 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 délétère d’IFs chez les femmes pré-ménopausées de l’ordre de 

50 mg/jour. Cependant, à ce jour, les formules de lait infantile à 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 l’objet de critiques de la part de scientifiques 

étasunien∙nes après leur publication. Actuellement, les dernières données scientifiques 

obtenues par le NIH pourraient conduire à une réévaluation des risques associés à 

l’utilisation de ces formules chez les nourrissons [272]. Mais pour l’instant, la date 

précise de cette réévaluation reste inconnue. 

b. A l’échelle individuelle et de l’engagement industriel pour adapter les méthodes de 

préparation  

Compte tenu des risques potentiels pour la santé associés à une exposition élevée aux 

IFs et des préoccupations exprimées par l’AFSSA et l’AFSSAPS en 2005 [8], cette 

thèse, menée en partenariat avec des industriels de l’agroalimentaire, explore des 

méthodes visant à réduire leur teneur dans les aliments à base de soja. Cette 

observation illustre l’implication de certaines entreprises engagées, en particulier 

Biopress/Berkem, qui soutient financièrement cette thèse CIFRE, témoignant ainsi de 

leur préoccupation pour la santé des consommateur∙ices. A cet effet, les projets 

PHYTOSECUR 1 et 2 ont démontré l’efficacité des méthodes proposées de 

transformation du soja pour réduire la teneur en IFs des aliments. A l’échelle 

préindustrielle, les rinçages 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, 

à travers la récupération des IFs et de l’eau de traitement, qui semble être 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, l’impact attendu d’une légumineuse riche en phytoE. En 

effet, ces populations consommatrices de soja, représentant plus d’un milliard 

d’individus en 1998 (soit plus d’un tiers de la population mondiale [273]), ont continué, 

au moins en partie, à cuisiner le soja selon des recettes familiales traditionnelles.  

Ces dernières observations soulèvent de nouvelles questions concernant l’estimation 

de l’exposition actuelle des Asiatiques. Si ces populations continuent à consommer du 

soja de manière 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 IFs ? Ne devrions-nous pas plutôt envisager des biais liés à 

d’autres facteurs environnementaux et éventuellement alimentaires ? 

Bien que les études PHYTOSECUR 1 et 2 aient apporté des solutions concrètes pour 

réduire l’exposition aux IFs, tant à l’échelle (pré)industrielle que domestique, des 

recherches et une collaboration plus poussée avec l’industrie agroalimentaire sont 

recommandées pour faciliter la mise en œuvre de ces méthodes à plus grande échelle. 

L’engagement de l’industrie alimentaire est crucial pour développer des produits à 

base de soja à faible teneur en IFs, tout en préservant leurs qualités organoleptiques et 

nutritionnelles. Cette collaboration pourrait également contribuer à 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 à limiter l’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 l’ensemble des consommateur∙ices, le rapport de l’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) l’évaluation 

de l’exposition aux IFs en France, (2) l’exploration d’une corrélation potentielle entre 

l’exposition aux IFs et les poussées de LED ainsi que l’étude de l’implication du GPER 

dans les effets prolifératifs des IFs sur des modèles cellulaires de TNBC, (3) et enfin la 

réduction de l’exposition aux IFs via l’alimentation en contribuant au développement 

de procédures industrielles adéquates. 

Les résultats de nos travaux ont révélé une exposition significative aux IFs en France, 

estimée à 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 à l’augmentation 

récente de la tendance végétarienne dans la population française. Les évaluations 

antérieures de l’exposition aux IFs se basaient souvent uniquement sur la 

consommation de soja auto-déclarée. Cette recherche a souligné l’importance de 

prendre en compte ces sources souvent inaperçues d’IFs dans l’alimentation.  

La validation des questionnaires alimentaires a démontré leur pertinence comme 

outils d’estimation de l’exposition. Notamment, l’intégration de la pharmacocinétique 

des IFs dans les scores alimentaires a amélioré la précision de l’estimation de 

l’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 l’étude ISOLED soit contrainte par la taille limitée de son échantillon, elle 

laisse entrevoir la possibilité d’un effet protecteur non anticipé de l’ENL contre le LED. 

Cependant, en raison de ces limitations, il reste incertain de conclure de manière 

irréfutable quant à l’impact d’une exposition aux IFs.  

L’exploration de l’implication du GPER dans les effets des IFs sur les TNBC a permis 

de mettre en lumière 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 IFs conjuguées.  

Les études PHYTOSECUR 1 et 2, en établissant l’efficacité des traitements à l’eau 

pour réduire la teneur en IFs des aliments à 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 l’exposition aux IFs. La mise en place de procédés de 

déflavonoïdisation à l’échelle industrielle et la promotion de méthodes de préparation 
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traditionnelles pourraient contribuer à limiter l’exposition aux IFs et à réduire les 

risques potentiels pour la santé. 

De manière générale, cette thèse a mis en lumière les complexités de la recherche sur 

les IFs et a souligné la nécessité de poursuivre les investigations sur leur impact sur la 

santé humaine. Elle souligne les mérites d’une approche multidisciplinaire et 

l’importance de prendre en compte les IFs dans l’évaluation des PEs ainsi qu’une 

vigilance accrue pour les groupes à risque. En comblant quelques lacunes entre 

l’évaluation de l’exposition, la compréhension mécanistique et les observations 

cliniques, cette recherche ouvre la voie à l’élaboration de diverses stratégies, aussi bien 

à l’échelle industrielle que domestique, pour assurer une consommation sûre et 

durable des aliments à base de soja en réduisant l’exposition de la population.  

Ainsi, les résultats obtenus ouvrent des perspectives importantes, à différents niveaux, 

pour la recherche future et la mise en place de mesures de santé publique visant à 

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 IFs à 

grande échelle, dans des contextes plus larges que le contexte français. De plus, et 

comme évoqué précédemment, la mise en place de procédés de déflavonoïdisation à 

l’échelle industrielle et la promotion de méthodes de préparation traditionnelles 

pourraient contribuer à limiter l’exposition aux IFs et à 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 à base de soja 

ayant une teneur réduite en IFs. 

Au niveau fondamental  

Il est important de poursuivre les investigations sur l’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 l’étude ISOLED. Ces études 

peuvent s’appuyer sur les outils d’estimation de l’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 estrogènes nécessite également la mise en 

œuvre 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 2 : ISOLED_RESULTATS DES DOSAGES DE PHYTO-ESTROGENES 
Deux familles de phyto-estrogènes ont été dosés. Les IFs (GEN, DAI et son métabolite Equol) ainsi que l’ENL (issu de 

la métabolisation des lignanes par la flore intestinale). Les valeurs manquantes dans les tableaux de résultats indiquent 

des concentrations non détectables ou non quantifiables dans les échantillons.  

1. Dosages dans les plasmas
  Plasma 

N°  GEN ng/mL DAI 
ng/mL 

Equol 
ng/mL 

IFs 
totales 
ng/mL 

ENL 
ng/mL 

Score 
ENL 

plasma   

Score IFs 
plasma  

24-48h 

Score 
plasma 

GEN 

Score 
plasma 

DAI 

01     0,89 0,89 20,61 10,25 1,75 1,875 1,625 

02     1,61 1,61 10,12 14,1 0,625 0,75 0,5 

03 45,11 24,99 3,56 73,66 38,40 20,4 2 2,375 1,625 

04     0,87 0,87 9,47 9,4 5,6125 5,825 5,4 

05     0,45 0,45 27,43 19,7 1,5125 1,575 1,45 

06 47,30 43,25 1,83 92,38 24,40 13,65 6,6 7,225 5,975 

07 17,72 7,24 3,22 28,18 22,91 15,6 2,7875 2,975 2,6 

08   15,75 1,16 16,91 40,85 16,05 5,1625 5,25 5,075 

09     1,57 1,57 22,47 12,6 3,9125 4 3,825 

10     0,58 0,58 32,41 11,05 1,725 1,875 1,575 

11 24,13 26,74 3,02 53,88 39,13 14,45 3,6 3,625 3,575 

12     1,17 1,17 10,92 15,45 2,675 2,725 2,625 

13   2,98 0,74 3,72 15,70 15,65 1,05 1,1 1 

14     1,23 1,23 29,62 10,75 0,6 0,6 0,6 

15   4,11 1,23 5,33 31,12 16,5 1,45 1,5 1,4 

16         13,76 6,4 2,8 2,8 2,8 

17 10,31 6,74 2,86 19,90 11,36 6,45 3,1125 3,325 2,9 

18   2,11 0,70 2,81 13,45 10,75 0,9125 0,975 0,85 

19   3,24 2,61 5,85 21,97 13,45 2,25 2,275 2,225 

20   4,11 2,61 6,71 27,39 17,15 2,3125 2,625 2 

21     0,99 0,99 57,17 38,35 3,475 3,75 3,2 

22 5,70 6,21   11,91 34,10 15,15 1,3625 1,45 1,275 

23 1,20   1,10 2,30 13,81 15,95 1,4625 1,525 1,4 

24     1,89 1,89 18,30 8,1 1,45 1,5 1,4 

25   3,73   3,73 45,63 19,4 2,5125 2,75 2,275 

26         4,92 13,35 1,6375 1,7 1,575 

27         26,59 15,2 1,35 1,375 1,325 

28         8,96 7,35 0,825 0,825 0,825 

29         11,65 16,6 2,5625 2,875 2,25 

30 468,15 253,17 8,28 759,60 5,66 11,65 16,5625 16,275 16,85 

31         12,67 6,95 5,8125 5,875 5,75 

32   22,53   22,53 10,10 12,55 3,65 3,4 3,9 

33 10,88 68,12   79,01 9,10 9,95 1,5 1,5 1,5 

34         21,52 11,2 0,625 0,625 0,625 

35   16,96   16,96 13,91 15,4 5,8375 6,05 5,625 

36 38,70 7,13 1,98 47,81 22,52 11,65 2,35 2,625 2,075 
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37         11,93 9,1 0,9375 1 0,875 

38         11,68 11,4 1,6875 1,75 1,625 

39 138,15 53,25 3,40 194,80 7,31 6,5 6,75 7 6,5 

40         21,63 12,1 2,1 2,125 2,075 

41         6,41 6,1 2,2 2,5 1,9 

42         13,09 7,4 1,3125 1,375 1,25 

43         13,60 7,2 0,625 0,625 0,625 

44         6,69 7,75 0,825 0,825 0,825 

45         6,03 11,8 0,91875 0,95 0,8875 

46         7,62 10,24 1,2625 1,375 1,15 

47         6,11 10,15 1,5375 1,6 1,475 

48 67,82 133,84 46,57 248,22 5,61 4,5 5,625 5,75 5,5 

49 36,38 36,68   73,06 28,28 20,35 3,45 3,7 3,2 

50         1,94 8,5 0,6 0,6 0,6 

51         8,19 5,25 1,1 1,1 1,1 

52         10,22 6,6 1,5375 1,625 1,45 

53 83,70 40,30 15,95 139,95 25,04 21,45 6,4875 7,525 5,45 

54 39,05 22,81 4,96 66,82 21,73 13,5 4,2 4,475 3,925 

55         12,71 9,7 1,725 1,85 1,6 

56         6,67 14,35 1,8875 1,975 1,8 

57         7,61 3,2 0,8 0,8 0,8 

58 46,17     46,17 11,87 18 1,3875 1,575 1,2 

59 37,62   15,54 53,17 0,93 10,3 0,7875 0,75 0,825 

60 49,22   20,57 69,79 1,50 8,7 2,9375 3 2,875 

61 86,15   7,25 93,40 0,65 11,7 2,1875 2,375 2 

62 46,70   6,10 52,80 4,37 16,4 1,925 2 1,85 

63 13,13     13,13 0,73 10,4 5,5625 5,875 5,875 

Nombre 21,00 23,00 32,00 40,00 63,00 63,00 63,00 63,00 63,00 

Moyenn
e 

62,54 35,04 5,20 57,89 879,36 9,47 2,66 2,79 2,55 

Ecart-
type 

98,30 56,10 8,97 126,22 1665,79 4,29 2,46 2,49 2,45 

Médiane 39,05 16,96 1,93 16,94 304,73 9,00 1,89 1,98 1,63 

Max 468,15 253,17 46,57 759,60 8219,26 27,75 16,56 16,28 16,85 

Min 1,20 2,11 0,45 0,45 6,76 0,00 0,60 0,60 0,50 
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2. Dosages dans les urines 
Les concentrations de Génistéine, Daidzéine et Equol présentées ici sont corrigées par rapport à la créatinine. 

  Urine 

N° 
Participan

te 

GEN 
µg/L 

DAI µg/L Equol 
µg/L 

IF totaux 
µg/L 

ENL µg/L Score 
urin, ENL 

Score 
Alimentai
re Urine 
24-48h 

Score 
Urine 
GEN 

Score 
urine 
DAI 

01   27,88   27,88 283,03 10,1 1 0,5 0,5 

02 21,51 42,24 23,11 86,86 428,59 10,75 1 0,5 0,5 

03 186,69 293,17 26,55 506,41 1221,58 16,25 2,2 1,1 1,1 

04 97,39 342,86 47,59 487,84 852,83 7,125 8 4 4 

05 30,23 110,40 21,22 161,85 4695,25 19,35 3 1,5 1,5 

06 987,53 2338,61 303,58 3629,71 244,07 13,05 7,4 3,7 3,7 

07 26,80 55,33 15,23 97,35 714,50 12,25 4 2 2 

08 209,96 915,21 93,32 1218,49 521,96 14 6,8 3,35 3,35 

09 70,02 40,37 35,28 145,67 198,05 11,5 3 1,5 1,5 

10 35,06 41,88 8,88 85,82 236,84 8,75 1,6 0,8 0,8 

11   69,42   69,42 641,94 12,1 2,4 0,7 0,7 

12 58,84 63,50   122,34 426,38 10,75 2,6 1,3 1,3 

13 206,38 454,14 27,82 688,34 991,27 13,25 4,6 2,3 2,3 

14 14,69 15,43 8,56 38,68 322,35 6,6 1,2 0,6 0,6 

15 28,91 30,02 11,85 70,78 1035,72 16,35 0,4 0,2 0,2 

16 27,39 93,99 15,06 136,44 189,17 5,35 3 1,5 1,5 

17 159,35 173,59 14,65 347,58 105,11 6,55 4,6 2,05 2,05 

18   41,94   41,94 323,06 7 1,5 0,75 0,75 

19 34,56 49,65   84,21 665,40 10,1 1 0,5 0,5 

20 39,29 137,29   176,57 685,53 10,5 3,4 1,6 1,6 

21 69,20 245,75 24,77 339,71 8076,13 27,75 5,4 2,7 2,7 

22 23,66 56,48 9,84 89,98 954,75 9,6 2,2 1,1 1,1 

23 42,38 62,25 26,70 131,33 1620,81 11,5 2,6 1,3 1,3 

24 23,70 22,88 19,41 65,99 35,09 5,875 0,4 0,2 0,2 

25 28,69 59,47 37,01 125,17 253,50 14,1 3,2 1,6 1,6 

26 21,43 23,14 11,15 55,71 7,72 9,5 1,1 0,55 0,55 

27 28,59 43,01 16,90 88,50 914,93 11,25 1,2 0,6 0,6 

28 38,74 26,02 6,29 71,05 68,11 6,25 1,4 0,7 0,7 

29   85,15 97,86 183,01 2094,24 11,75 4,1 1,8 1,8 

30 231158,
12 

222912,8
6 

313,53 454384,5
1 

259,97 9,875 16,9 7,95 7,95 

31 46,86 40,91 11,47 99,24 65,52 5,375 1,5 0 0,7 

32         12,45 8,875 NA NA NA 

33 30,88 86,09 35,78 152,75 304,73 7,875 3 1,5 1,5 

34 23,54 43,93   67,46 95,68 7,85 1 0,5 0,5 

35 316,16 492,53 87,13 895,82 1277,77 11,1 5 2,5 2,5 

36 28,11 206,80 22,05 256,95 554,38 9 3 1 1 

37 16,18 19,47 12,04 47,68 294,03 6,375 1,6 0,8 0,8 

38 50,61 80,69 13,29 144,59 183,25 8,875 2,8 1,4 1,4 
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39 2188,47 3208,22 68,26 5464,94 71,85 4,75 9,95 4,75 4,75 

40         22,67 5,25 NA NA NA 

41 95,29 99,21 48,48 242,98 237,78 8,5 2,4 1,2 1,2 

42 22,42 53,39 16,13 91,93 18,90 5,625 1,6 0,8 0,8 

43 22,68 26,67   49,35 176,31 5,75 1 0,5 0,5 

44         104,22 3,875 NA NA NA 

45     9,53 9,53 112,12 7,45 0,7 0,35 0,35 

46 57,62   34,35 91,97 23,78 8,9 1 0,5 0,5 

47 41,40 78,70 3,37 123,47 6,76 7 2,8 1,4 1,4 

48 114,59 70,10 20,61 205,30 420,43 3,375 3 1,5 1,5 

49 45,30 2009,67 21,07 2076,04 4988,97 13,5 5,9 2,7 2,7 

50 55,38 47,03 48,71 151,12 37,46 5 1,2 0,6 0,6 

51   24,49 6,50 30,99 528,26 9,25 1,2 0,6 0,6 

52   23,36 14,40 37,76 423,14 5,5 1,8 0,9 0,9 

53 4634,79 2252,21 1469,81 8356,81 4360,90 14,6 7,8 3,4 3,4 

54 148,78 523,04 120,79 792,61 1314,81 10,35 3,4 1,7 1,7 

55 83,07 99,95 66,22 249,24 801,02 7,225 1,8 0,9 0,9 

56 12,13 28,52 6,85 47,50 202,28 8,625 2,2 1,1 1,1 

57 38,68 51,49 31,56 121,74 36,97 2,875 1 0,5 0,5 

58 93,44 399,25 76,67 569,36 8219,26 0 2,2 1,1 1,1 

59 20,82 127,93 26,27 175,02 228,70 12 1,2 0,6 0,6 

60 42,89 58,35 ND 101,25 185,99 10 2 1 1 

61 123,45 379,59 21,40 524,44 434,74 11,25 3 1,5 1,5 

62 43,87 77,45 33,83 155,16 521,99 14,25 2,6 1,3 1,3 

63 36,23 140,04 ND 176,28 64,39 7,25 2,6 1,3 1,3 

Nombre 53,00 58,00 50,00 60,00 63,00 63,00 63,00 63,00 63,00 

Moyenne 4567,98 4131,43 70,85 8087,81 12,40 2,66 2,79 2,55 12,40 

Ecart-type 31730,8 29238,11 210,86 58608,60 5,40 2,46 2,49 2,45 5,40 

Médiane 42,4 69,76 22,58 133,89 11,65 1,89 1,98 1,63 11,65 

Max 231158,
1 

222912,9 1469,81 454384,5
1 

38,35 16,56 16,28 16,85 38,35 

Min 12,13 15,43 3,37 9,53 3,20 0,60 0,60 0,50 3,20 



 
 

3. Dosages dans les cheveux 
  CHEVEUX 

N° 
Participante 

GEN 
ng/mg 

± ET DAI 
ng/mg 

± ET Equol 
ng/mg 

± ET GEN+DAI 
ng/mg 

± ET GEN+DAI+ 
Equol ng/mg 

± ET IHS (score 
capillaire)  

01 0.00 ± 0.00 0.14 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.14 ± 0.00 0.14 ± 0.00 2.304 

02 0.76 ± 0.00 0.11 ± 0.00 0.10 ± 0.00 0.87 ± 0.00 0.97 ± 0.00 1.6 

03 0.00 ± 0.00 0.19 ± 0.02 0.14 ± 0.02 0.19 ± 0.02 0.33 ± 0.04 2.81 

04 0.69 ± 0.00 1.14 ± 0.20 0.12 ± 0.06 1.83 ± 0.20 1.95 ± 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 0.48 ± 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 2.08 ± 0.17 2.44 ± 0.46 0.17 ± 0.01 4.52 ± 0.63 4.69 ± 0.64 16.2 

09 0.00 ± 0.00 0.40 ± 0.00 0.08 ± 0.00 0.40 ± 0.00 0.48 ± 0.00 3.88 

10 NA 

11 1.18 ± 0.06 0.87 ± 0.05 0.00 ± 0.00 2.05 ± 0.11 2.05 ± 0.11 9.79 

12 NA 

13 0.29 ± 0.06 0.27 ± 0.10 0.00 ± 0.00 0.55 ± 0.16 0.55 ± 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 0.95 ± 0.42 0.40 ± 0.09 0.00 ± 0.00 1.35 ± 0.52 1.35 ± 0.52 5.98 

16 1.21 ± 0.30 0.89 ± 0.15 0.08 ± 0.01 2.10 ± 0.45 2.10 ± 0.45 5.2 

17 1.23 ± 0.26 0.63 ± 0.16 0.00 ± 0.00 1.87 ± 0.42 1.87 ± 0.42 7.13 

18 4.25 ± 1.17 4.97 ± 0.29 0.00 ± 0.00 9.22 ± 1.46 9.22 ± 1.46 22.77 

19 0.34 ± 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 0.82 ± 0.12 0.00 ± 0.00 1.89 ± 0.23 1.89 ± 0.23 6.48 

21 2.44 ± 0.15 0.71 ± 0.09 0.16 ± 0.04 3.15 ± 0.24 3.30 ± 0.28 10.17 

22 0.43 ± 0.05 0.66 ± 0.01 0.14 ± 0.00 1.10 ± 0.06 1.24 ± 0.06 5.51 

23 0.26 ± 0.05 0.30 ± 0.07 0.04 ± 0.01 0.56 ± 0.12 0.59 ± 0.13 7.13 

24 0.61 ± 0.06 0.34 ± 0.10 0.20 ± 0.01 0.95 ± 0.16 1.15 ± 0.17 8.16 

25 0.21 ± 0.09 1.16 ± 0.48 0.06 ± 0.00 1.38 ± 0.57 1.43 ± 0.57 4.75 
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26 0.62 ± 0.02 0.60 ± 0.04 0.14 ± 0.03 1.22 ± 0.05 1.36 ± 0.08 4.69 

27 0.36 ± 0.02 0.35 ± 0.00 0.07 ± 0.02 0.71 ± 0.02 0.78 ± 0.04 4.05 

28 2.28 ± 0.49 1.67 ± 0.28 ND ± ND 3.96 ± 0.77 3.96 ± 0.77 12.18 

29 1.18 ± 0.17 2.27 ± 0.35 ND ± ND 3.45 ± 0.52 3.45 ± 0.52 13 

30 0.36 ± 0.04 0.57 ± 0.02 0.05 ± 0.00 0.93 ± 0.06 0.98 ± 0.06 4.74 

31 0.95 ± 0.06 0.56 ± 0.14 0.04 ± 0.01 1.51 ± 0.19 1.55 ± 0.20 5.94 

32 0.57 ± 0.05 1.62 ± 0.66 0.18 ± 0.06 2.18 ± 0.71 2.36 ± 0.77 9.69 

33 NA 

34 0.31 ± 0.12 0.31 ± 0.05 0.04 ± 0.01 0.63 ± 0.17 0.67 ± 0.18 3.74 

35 0.36 ± 0.02 0.61 ± 0.03 0.00 ± 0.00 0.96 ± 0.05 0.96 ± 0.05 3.98 

36 0.00 ± 0.00 1.62 ± 0.66 0.06 ± 0.02 1.62 ± 0.66 1.67 ± 0.68 7.44 

37 0.65 ± 0.02 0.13 ± 0.07 0.13 ± 0.01 0.78 ± 0.08 0.90 ± 0.09 2.1 

38 0.37 ± 0.07 1.62 ± 0.66 0.08 ± 0.01 1.99 ± 0.73 2.08 ± 0.74 6.75 

39 0.46 ± 0.04 0.13 ± 0.07 0.08 ± 0.00 0.58 ± 0.11 0.67 ± 0.11 4.06 

40 NA 

41 0.24 ± 0.00 0.25 ± 0.00 0.05 ± 0.00 0.49 ± 0.00 0.54 ± 0.00 4.96 

42 0.31 ± 0.06 1.36 ± 0.00 0.00 ± 0.00 1.66 ± 0.06 1.66 ± 0.06 7.41 

43 NA 

44 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 1.43 

45 0.00 ± 0.00 0.36 ± 0.00 0.12 ± 0.05 0.36 ± 0.00 0.48 ± 0.05 2.0352 

46 0.30 ± 0.04 0.38 ± 0.06 0.00 ± 0.00 0.67 ± 0.10 0.67 ± 0.10 5.4 

47 0.00 ± 0.00 0.22 ± 0.00 0.06 ± 0.00 0.22 ± 0.00 0.28 ± 0.00 3.6 

48 0.21 ± 0.04 0.20 ± 0.00 0.16 ± 0.02 0.41 ± 0.04 0.56 ± 0.05 2.75 

49 0.42 ± 0.06 1.61 ± 0.41 0.14 ± 0.02 2.04 ± 0.46 2.18 ± 0.48 7.66 

50 1.06 ± 0.12 0.54 ± 0.12 0.29 ± 0.05 1.60 ± 0.24 1.89 ± 0.29 5.32 

51 0.62 ± 0.03 0.20 ± 0.05 0.12 ± 0.02 0.81 ± 0.07 0.94 ± 0.10 2.6 

52 0.48 ± 0.01 0.39 ± 0.07 0.31 ± 0.01 0.88 ± 0.08 1.18 ± 0.09 1.75 

53 1.12 ± 0.11 0.66 ± 0.01 0.38 ± 0.00 1.78 ± 0.12 2.16 ± 0.12 5.52 

54 0.28 ± 0.04 0.16 ± 0.01 0.24 ± 0.04 0.43 ± 0.05 0.67 ± 0.09 1.56 

55 0.69 ± 0.13 0.64 ± 0.01 0.25 ± 0.00 1.33 ± 0.15 1.58 ± 0.15 3.52 

56 0.31 ± 0.00 0.30 ± 0.03 0.16 ± 0.00 0.61 ± 0.03 0.76 ± 0.04 1.79 
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57 0.83 ± 0.08 1.03 ± 0.05 0.28 ± 0.02 1.86 ± 0.13 2.14 ± 0.15 6.91 

58 0.55 ± 0.10 0.47 ± 0.02 0.14 ± 0.01 1.01 ± 0.11 1.15 ± 0.12 8.8 

59 NA 

60 0.81 ± 0.16 0.71 ± 0.00 0.36 ± 0.02 1.52 ± 0.16 1.88 ± 0.18 NA 

61 1.14 ± 0.01 0.65 ± 0.03 0.38 ± 0.01 1.78 ± 0.04 2.17 ± 0.05 4.37 

62 2.54 ± 0.26 1.78 ± 0.14 0.68 ± 0.10 4.32 ± 0.41 5.00 ± 0.50 5.95 

63 1.30 ± 0.03 1.09 ± 0.09 0.35 ±   2.40 ± 0.11 2.75 ± 0.11 5.74 

Nombre 57.00   57.00  57.00  57.00  57.00  57.00 

Moyenne 0.70 0.76 0.12 1.45 1.57 5.60 

Ecart-type 0.78 0.80 0.13 1.47 1.50 3.85 

Médiane 0.46 0.56 0.08 1.04 1.18 4.86 

Max 4.25 4.97 0.68 9.22 9.22 22.77 

Min 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.39 
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Annexe 3 : Classement des modèles de GPER générés par Modeler® 
Conformère Energie RMSD Conformère Energie RMSD 

GPER_active.B99990017.pdb 1683.4179 1.2221 GPER_inactive.B99990008.pdb 1426.9666 1.0835 

GPER_active.B99990019.pdb 1811.1548 1.2226 GPER_inactive.B99990019.pdb 1607.3263 1.1391 

GPER_active.B99990002.pdb 1912.5820 1.2687 GPER_inactive.B99990009.pdb 1447.049 1.1814 

GPER_active.B99990005.pdb 1870.2982 1.2702 GPER_inactive.B99990013.pdb 1520.9132 1.1921 

GPER_active.B99990001.pdb 1823.6481 1.2831 GPER_inactive.B99990001.pdb 1420.8795 1.1924 

GPER_active.B99990015.pdb 1898.7347 1.2872 GPER_inactive.B99990014.pdb 1617.1383 1.2053 

GPER_active.B99990011.pdb 1862.1276 1.3210 GPER_inactive.B99990012.pdb 1592.915 1.2067 

GPER_active.B99990016.pdb 1848.7568 1.3315 GPER_inactive.B99990015.pdb 1433.61 1.2121 

GPER_active.B99990010.pdb 1976.2648 1.3346 GPER_inactive.B99990016.pdb 1698.0452 1.2307 

GPER_active.B99990013.pdb 2028.7507 1.3387 GPER_inactive.B99990010.pdb 1615.5397 1.2339 

GPER_active.B99990009.pdb 1944.1920 1.3539 GPER_inactive.B99990011.pdb 1688.5306 1.2443 

GPER_active.B99990007.pdb 1913.2238 1.3593 GPER_inactive.B99990007.pdb 1724.2626 1.2811 

GPER_active.B99990004.pdb 1999.9658 1.3883 GPER_inactive.B99990002.pdb 1642.1397 1.289 

GPER_active.B99990008.pdb 1699.3928 1.4024 GPER_inactive.B99990020.pdb 1678.0125 1.2916 

GPER_active.B99990018.pdb 1961.7670 1.4060 GPER_inactive.B99990003.pdb 1476.5647 1.2928 

GPER_active.B99990014.pdb 1959.5353 1.4068 GPER_inactive.B99990018.pdb 1610.7395 1.2937 

GPER_active.B99990006.pdb 1836.3374 1.4104 GPER_inactive.B99990017.pdb 1509.6608 1.3285 

GPER_active.B99990012.pdb 1864.8197 1.4382 GPER_inactive.B99990004.pdb 1566.6992 1.3301 

GPER_active.B99990003.pdb 1917.8219 1.4636 GPER_inactive.B99990005.pdb 1641.7177 1.3855 

GPER_active.B99990020.pdb 1895.2064 1.6900 GPER_inactive.B99990006.pdb 1792.6381 1.4391 
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Annexe 4 : Résultats de l’analyse ROC du training set 
Récepteur Surf dc-pair dc-pair-surf Dp-pair Dp-pair-surf vina xscore_av xscore_hms xscore_hps xscore_hss Somme 

active1 0.747 0.758 0.737 0.717 0.747 0.616 0.758 0.828 0.783 0.758 6.702 

active2 0.576 0.465 0.465 0.515 0.535 0.566 0.566 0.545 0.611 0.566 4.834 

active3 0.737 0.808 0.808 0.818 0.808 0.51 0.859 0.879 0.788 0.687 6.965 

active4 0.818 0.838 0.859 0.869 0.859 0.712 0.828 0.808 0.869 0.808 7.45 

active5 0.657 0.848 0.828 0.657 0.657 0.586 0.697 0.788 0.646 0.677 6.384 

active6 0.758 0.828 0.828 0.778 0.788 0.566 0.808 0.848 0.727 0.682 6.853 

active7 0.778 0.889 0.889 0.768 0.778 0.737 0.869 0.828 0.869 0.707 7.334 

active8 0.343 0.626 0.556 0.586 0.586 0.323 0.414 0.434 0.424 0.384 4.333 

active9 0.475 0.455 0.465 0.505 0.495 0.475 0.465 0.485 0.586 0.556 4.487 

active10 0.788 0.778 0.747 0.859 0.828 0.439 0.727 0.818 0.692 0.51 6.398 

active11 0.848 0.899 0.899 0.778 0.818 0.535 0.869 0.848 0.859 0.788 7.293 

active12 0.707 0.889 0.879 0.768 0.778 0.566 0.778 0.788 0.727 0.697 6.87 

active13 0.677 0.727 0.727 0.677 0.707 0.571 0.732 0.798 0.697 0.586 6.222 

active14 0.859 0.697 0.717 0.747 0.747 0.419 0.737 0.788 0.778 0.677 6.307 

active15 0.919 0.808 0.828 0.758 0.758 0.51 0.909 0.854 0.889 0.747 7.061 

active16 0.616 0.454 0.434 0.566 0.556 0.338 0.51 0.505 0.556 0.465 4.384 

active17 0.747 0.828 0.798 0.727 0.717 0.667 0.808 0.768 0.758 0.636 6.707 

active18 0.778 0.848 0.788 0.808 0.778 0.606 0.788 0.818 0.798 0.788 7.02 

active19 0.566 0.859 0.869 0.788 0.798 0.566 0.859 0.828 0.818 0.758 7.143 

active20 0.788 0.879 0.889 0.848 0.859 0.707 0.838 0.788 0.843 0.869 7.52 

 Somme 14.182 15.181 15.01 14.537 14.597 11.015 14.819 15.044 14.718 13.346 128.267 

inactive1 0.889 0.818 0.808 0.838 0.848 0.551 0.889 0.818 0.848 0.798 7.216 

inactive2 0.939 0.818 0.848 0.788 0.818 0.611 0.828 0.864 0.758 0.773 7.106 

inactive3 0.768 0.848 0.859 0.768 0.758 0.535 0.828 0.838 0.879 0.747 7.06 

inactive4 0.758 0.758 0.747 0.737 0.727 0.586 0.843 0.798 0.869 0.72 6.785 

inactive5 0.778 0.717 0.758 0.697 0.707 0.535 0.798 0.818 0.798 0.677 6.505 

inactive6 0.737 0.768 0.778 0.737 0.737 0.621 0.717 0.788 0.763 0.576 6.485 

inactive7 0.859 0.859 0.818 0.848 0.828 0.52 0.758 0.747 0.773 0.727 6.878 

inactive8 0.778 0.828 0.828 0.798 0.788 0.662 0.808 0.808 0.859 0.798 7.177 
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Récepteur Surf dc-pair dc-pair-surf Dp-pair Dp-pair-surf vina xscore_av xscore_hms xscore_hps xscore_hss Somme 

inactive9 0.677 0.717 0.758 0.727 0.768 0.838 0.838 0.798 0.808 0.707 6.959 

inactive10 0.879 0.869 0.919 0.778 0.788 0.485 0.869 0.869 0.854 0.864 7.295 

inactive11 0.697 0.838 0.808 0.859 0.859 0.737 0.758 0.758 0.768 0.727 7.112 

inactive12 0.848 0.889 0.919 0.889 0.879 0.611 0.828 0.798 0.768 0.808 7.389 

inactive13 0.848 0.848 0.859 0.828 0.838 0.566 0.869 0.838 0.768 0.818 7.232 

inactive14 0.848 0.859 0.869 0.838 0.838 0.768 0.788 0.768 0.758 0.727 7.213 

inactive15 0.889 0.798 0.838 0.727 0.727 0.621 0.798 0.828 0.778 0.727 6.842 

inactive16 0.848 0.939 0.929 0.869 0.889 0.566 0.899 0.838 0.899 0.823 7.651 

inactive17 0.707 0.838 0.838 0.818 0.808 0.591 0.818 0.874 0.798 0.707 7.09 

inactive18 0.798 0.798 0.838 0.838 0.838 0.606 0.828 0.798 0.848 0.778 7.17 

inactive19 0.636 0.717 0.737 0.717 0.707 0.535 0.707 0.808 0.717 0.606 6.251 

inactive20 0.758 0.788 0.798 0.778 0.778 0.515 0.753 0.848 0.788 0.677 5.935 

 Somme 15.939 16.312 16.554 15.877 15.928 12.06 16.222 16.302 16.099 14.785 139.351 
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Annexe 5 : Résultats des ACP_Docking_training_set 
Cinq meilleures fonctions de score de la composante principale 1 

Isoforme 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 



 
 

 


