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> Les récepteurs des cestrogénes (ER) sont utilisés
comme cibles thérapeutiques soit en les activant
(par exemple dans le cas de la contraception ou
de la ménopause), soit en les inhibant (comme
pour le cancer du sein). Cependant, I'idéal serait
de cibler chaque tissu spécifiquement. Certains
modulateurs (les SERM, selective estrogen receptor
modulator), spécifiques du récepteur alpha des
cestrogénes (ERaL), sont capables partiellement
de réaliser ce ciblage spécifique. Il est donc
important de comprendre la spécificité tissulaire
de I'action de ERau afin d’optimiser le rapport
bénéfice/risque de ces modulateurs. A cté de
sa fonction nucléaire classique comme facteur
de transcription, une fraction extranucléaire
d’€Ra relaye des actions rapides membranaires
des cestrogenes. De nouveaux modéles de souris
transgéniques ont récemment permis de dévoiler,
dans chaque tissu, les roles physiologiques et
spécifiques des effets nucléaires et des effets
membranaires d’€Ra. <

Les récepteurs nucléaires interviennent, de maniere
spécifique pour chaque tissu, dans la transcription
de genes cibles impliqués dans la régulation de nom-
breuses fonctions physiologiques et pathologiques,
comme le métabolisme des glucides et des lipides,
Iinflammation, certains cancers et les maladies car-
diovasculaires. Les récepteurs des cestrogenes (ER),
ERau et ERP, appartiennent a la superfamille des
récepteurs nucléaires, facteurs de transcription dont le
role est essentiel non seulement pour la reproduction
féminine mais aussi masculine. ERaL intervient égale-
ment dans le maintien de ’homéostasie de nombreux
tissus extra-reproducteurs. Le traitement hormonal de
la ménopause et la contraception sont les principaux
domaines médicaux qui s’intéressent a la modulation
d’€Ra.. ERaL est par ailleurs utilisé comme une cible
majeure des thérapies adjuvantes anti-hormonales,
pour les traitements des cancers du sein ERaL positifs
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(ou hormono-dépendants), afin d’assurer un blocage de la croissance
des cellules tumorales et prévenir une éventuelle récidive.

La synthése endogene d’cestrogénes, et principalement de
17B-cestradiol (€2), diminue au moment de la ménopause (qui
intervient en moyenne a Idge de 51 ans). Ces hormones sexuelles
peuvent donc €tre considérées comme n’étant pas essentielles
apreés la vie reproductive. Cependant, cette chute des taux hor-
monaux conduit souvent & des troubles fonctionnels (syndrome
climatérique affectant la qualité de vie) ainsi qu’a la perte de la
protection vasculaire, métabolique et osseuse, démontrant un role
important des cestrogénes dans ces tissus et ces fonctions extra-
reproductrices. Un traitement hormonal substitutif (THS) basé sur la
supplémentation en cestrogene associé a un progestatif, est utilisé
pour prévenir le syndrome climatérique associé a la ménopause et
pour conserver ’ensemble des effets protecteurs des cestrogenes.
Cependant, I’étude Women Health Initiative (WHI)! a mis un frein
a lutilisation de ce traitement en rapportant un risque accru de
thrombose veineuse et de cancer du sein, et révélant un impact
délétere sur les maladies coronariennes. Une nouvelle analyse de
ces études nuance toutefois cette conclusion, en rapportant que le

! Uinitiative sur la santé des femmes (WHI) est une étude a long terme axée sur les stratégies de préven-
tion des maladies cardiaques, des cancers du sein et colorectal et des fractures ostéoporotiques chez les
femmes ménopausées. Commencée en 1993, elle compte 161808 femmes Ggées de 50 a 79 ans.
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Figure 1. Isoformes d’€ER ¢ et construction des modéles murins mutés pour les fonctions AF1 ou AF2 de ERc. A. Structure des différentes isoformes

du récepteur alpha des cestrogenes, ERo.. DBD : DNA-binding domain ; H : hinge region ; LBD : ligand binding domain ; AF1, AF2 : fonctions de

transactivation. B, C. Schématisation de la construction des modeéles murins ERaLAF1® et EROLAF2Y. AA : acides aminés ; AUG : codon d’initiation.

sur-risque coronarien n’apparait que chez les femmes les plus dgées
(ce qui est probablement dii a la prise du traitement aprés 20 ans de
ménopause, et donc aprés une longue période de carence cestrogé-
nique). Il semble donc que le mode d’administration du THS soit la
clé de Iaugmentation du risque de thrombose ; le type de proges-
tatif utilisé apparait aussi crucial pour le risque de cancer [1, 2].
Des modulateurs sélectifs des ER (SERM, selective estrogen receptor
modulator)? ont été développés dans le cadre du cancer du sein car
ils conservent certaines actions bénéfiques (sur I’os par exemple) et
s’opposent a certains effets délétéres des cestrogénes, en particulier
sur la prolifération du cancer du sein ER-positif [3]. Le SERM le plus
utilisé est le tamoxiféne, mais on a recours également au raloxiféene.
Des mécanismes de résistance tumorale a ces traitements apparaissent
dans environ la moitié des cas [4, 5]. La recherche de nouveaux SERM
est par conséquent nécessaire pour le traitement de la ménopause, mais
également pour le cancer du sein. Ceci requiert une meilleure compré-
hension du mode d’action de leur cible, le récepteur ERL.

? Les SERM sont des molécules capables de se fixer sur les récepteurs des cestrogénes et d’avoir une action
a la fois agoniste et antagoniste des cestrogenes.
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Le récepteur alpha des cestrogenes (EROL) :
un récepteur nucléaire

Le récepteur alpha des cestrogénes (ERa) a une acti-
vité nucléaire de facteur de transcription en régu-
lant la transcription de génes cibles en réponse au
17B-cestradiol (€2) [6]. Il comporte deux fonctions
de transactivation : AF1 (activation function 1) située
dans la région amino-terminale de la molécule, et
AF2, dans sa région carboxy-terminale. Ces fonctions
sont caractéristiques de la plupart des récepteurs
nucléaires, et correspondent aux deux domaines actifs
qui permettent le recrutement des protéines co-régu-
latrices modulant I'activité transcriptionnelle d’€Ra.
Il existe plusieurs isoformes d’€Ra (de 66, 46 ou 36
kDa) qui présentent ou non les fonctions AF1 et/ou
AF2 (Figure 14). La fonction AF2 est composée de plu-
sieurs hélices dont I’hélice 12, située dans le domaine
de liaison du ligand (ligand binding domain, LBD) du
récepteur. Le détail de cette structure, révélé par cris-
tallographie aux rayons X, montre que la fixation de
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certains ligands modifie la conformation et le positionnement de cette
hélice 12 et donc d’AF2, permettant alors les interactions avec des
protéines de corégulation [7]. A Iinverse, la fonction AF1 est située
dans le domaine amino-terminal de la protéine (Figure 1A), dont la
structure, tres labile, n’a pas pu encore étre cristallographiée. Dans
le cas des récepteurs des hormones stéroidiennes, AF1 est souvent la
fonction de transcription la plus active. Cependant, pour ERaL, les deux
domaines AF1 et AF2 peuvent entrer en synergie pour le recrutement de
différents corégulateurs, selon un contexte qui differe d’une cellule a
I’autre et selon ’environnement du promoteur du géne cible [8-12].
Une interaction entre les domaines A (contenant la fonction AF1) et
le domaine € (contenant la fonction AF2) de la protéine, a été mise en
évidence suggérant qu’en réponse a la liaison de I’€2, le reposition-
nement de I’hélice 12 du domaine de fixation du ligand démasque et
active non seulement la fonction AF2, mais aussi la fonction AF1, en
libérant le domaine A de la protéine [13].

Jusqu’a des études récentes, on pensait que seuls le type d’inte-
raction et le niveau d’expression cellulaire des protéines corégu-
latrices (coactivateurs ou corépresseurs) des fonctions AF1 et AF2,
déterminaient « I’ensemble récepteur-ligand-geéne » conduisant
soit a la stimulation, soit a 'inhibition, des effets biologiques tissu-
spécifiques des cestrogénes [14]. La compréhension des spécificités
cellulaires et tissulaires de ERoL est d’une importance cruciale car
elle conditionne I"optimisation de la synthese et de I'utilisation
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des SERM. Cette question est cependant difficilement
abordable in vitro avec des lignées cellulaires, et
nécessite une approche intégrée in vivo. L'utilisation
de souris transgéniques a récemment permis d’appor-
ter une dissection moléculaire in vivo et un éclairage
nouveau sur les mécanismes de spécificité cellulaire et
tissulaire de ERaL. Grace a I’Institut clinique de la sou-
ris® et de Pierre Chambon (Strasbourg, France), nous
avons pu explorer le réle et les fonctions des domaines
AF1 et AF2 de ERQL, en créant des souris transgéniques
qui expriment une forme du récepteur ERor délétée
spécifiquement, soit du domaine AB (souris EROLAF1?),
soit de sept acides aminés de I’hélice 12 du domaine
AF2 (souris ERaLAF2°) (Figure 1B, C) [15, 16]. Dans le
modéle ERaAF2?, la grande majorité des effets béné-
fiques de I’€2 sont abolis (athéroprotection, préven-
tion du diabete de type 2 induit par une alimentation
riche en graisse, déminéralisation osseuse) ainsi que
ses effets délétéres prolifératifs sur utérus [15, 17].
A I’inverse, dans le modéle de souris ERQLAF1®, ces
effets bénéfiques sont conservés, démontrant que

¥ Llnstitut Clinique de la Souris (ICS) est une infrastructure spécialisée dans la
recherche translationnelle et la génomique fonctionnelle.
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la fonction AF1l n’est pas nécessaire pour les effets bénéfiques du
récepteur, mais les effets délétéres prolifératifs sur 'utérus sont
abolis [16, 18]. Ceci met donc en évidence une spécificité tissulaire
dépendante des fonctions AF1 ou AF2, sur laquelle pourrait s’appuyer
une stratégie de traitement (Figure 2A). Il est intéressant de noter
que dans le modéle EROAF1®, qui présente une délétion du domaine
AB, une isoforme tronquée de la protéine, de 49 kDa, proche de
Ilisoforme endogene de 46 kDa qui ne possede pas de fonction AF1,
est générée (Figure 1B). Il apparait donc que I’isoforme tronquée de
46 kDa est suffisante pour obtenir les effets vasculaires et métabo-
liques de I’€2 ; I'isoforme de pleine taille, de 66 kDa, est nécessaire
pour les effets prolifératifs de I’hormone sur I"utérus (Figure 24). De
plus, la fonction AF2 est essentielle pour I'effet transcriptionnel de
I’€2, & la fois sur I'utérus [18] et sur le foie (résultats non publiés),
démontrant le role clé de cette fonction dans les effets nucléaires
transcriptionnels de I’hormone. Korach et al. ont développé un autre
modele de souris altérée au niveau de EROIAF2 (AF2ERKI), en mutant
les leucines 543 et 544 de I’hélice 12 en alanines [19]. Ce modéle a
également révélé une hypoplasie utérine et des glandes mammaires
rudimentaires. Ainsi, les deux modéles murins mutés sur la fonction
AF2 présentent un phénotype similaire avec une absence de réponse
transcriptionnelle & I’€2, faisant du modéle EROLAF2® un modéle
d’inactivation des effets nucléaires d’€RaL en réponse a I’€2.

Au cours de cette dissection moléculaire du role des fonctions AF1 et
AF2 d’€Ra., réalisée in vivo, nous avons également montré, dans un
modele de cicatrisation endothéliale de la carotide (Figure 2B), que
I’accélération de la ré-endothélialisation (migration suivie de la pro-
lifération de cellules endothéliales) induite par I’€2 est un processus
qui ne dépend ni d’AF1, ni d’AF2 (ces effets de I’€2 étant perdus chez
les souris EROLAF1® mais également chez les souris ERaLAF2®) [15, 17].
Pourtant, cet effet nécessite ERaL mais pas ERPB (Figure 2 A, C) [49].
Cette observation surprenante nous a amenés a suspecter fortement
I"implication d’une autre fonction d’€Ra dans cet effet de protection
endothéliale, et particulierement celle de la fonction extranucléaire
du récepteur.

Des effets rapides des cestrogénes aux effets membranaires :
structure, conformation et signalisation du ERO. membranaire

A c6té de sa fonction nucléaire classique de facteur de transcription,
de nombreuses études montrent qu’une fraction d’€Ro. est égale-
ment localisée a la membrane de la cellule, et participe ainsi @ une
signalisation membranaire (appelée effets membranaires pour MISS :
membrane initiated steroid signaling). Celle-ci a été initialement
identifiée dans les actions rapides que présentent les cestrogenes
(activation induite rapidement, de la seconde & plusieurs minutes).
Dans des cellules endothéliales en culture, cette signalisation mem-
branaire d’€Ral, induite par €2, conduit a une activation aigué de la
monoxyde d’azote synthase endothéliale (endothelial nitric oxide
synthase, eNOS) qui peut étre inhibée & la fois par le ICl 182,780, un
antagoniste de €R, et par le tamoxiféne [20]. Un réle potentiel d’€RP
a également été suggéré mais, par I'utilisation des modéles de sou-
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ris transgéniques, nous avons pu clairement montrer
que les deux principaux effets endothéliaux de I’€2
(correspondant a la stimulation de la production de
monoxyde d’azote endothélial et la migration cellu-
laire) étaient médiés par ERaL et non par ERP [21, 22].
Si de nombreuses études se sont concentrées sur le réle
de ERa66, I'isoforme d’€ERaL de 66 kDaq, il apparalt que
I’isoforme tronquée ER0L46 pourrait également étre a
Porigine des effets membranaires du récepteur [23,
24]. Comme évoqué précédemment, I"accélération de
la cicatrisation endothéliale, induite par I’€2, persiste
dans les modeles EROLAF1® qui nexpriment que la forme
tronquée de 46/49 kDa du récepteur. Cette isoforme
de la protéine est donc capable de médier les effets
extranucléaires vasculaires attribués a €Rov [15, 25].
Uisoforme ERa36, qui ne possede ni la fonction AFI,
ni la fonction AF2, a été retrouvée a la membrane des
cellules. Cette isoforme pourrait étre impliquée dans
la signalisation membranaire d’€Ra, notamment, dans
des cellules de cancer du sein, qui n’expriment aucune
des autres isoformes du récepteur [26].

Le fractionnement des membranes plasmiques de cel-
lules endothéliales a révélé une association de ERa
extranucléaire avec en particulier, mais pas exclusive-
ment, des cavéoles dans lesquelles le récepteur parti-
cipe @ une véritable plateforme de signalisation [20]
(Figure 3). Une fraction d’€Rat est en effet adressée a
la membrane cytoplasmique grdce a la palmitoylation
de la cystéine 447 qui permet son interaction avec
la cavéoline-1 [27, 28] (Figure 3). Dans les artéres
ou les cellules endothéliales en culture, I'activation
rapide de la eNOS (endothelial nitric oxide synthase)
induite par I’€2 via ERal, implique plusieurs kinases :
PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase), AKT (protein
kinase B), et ERK (extracellular-signal-regulated
kinase) 1/2 [20] (Figure 3). Deux acteurs moléculaires
apparaissent également étre des partenaires directs
d’€Ra : 1) c-Src dont le domaine SH2 (Src homology
2) interagit avec la Tyr537 phosphorylée d’€Ra [29,
30] et 2) p85a, la sous-unité régulatrice de PI3K. De
maniere intéressante, la méthylation transitoire d’€Ra
au niveau de ’Arg260 par I’arginine méthyltransférase
PRMT1 (protein arginine methyltransferase 1), semble
nécessaire pour que ces interactions aient lieu [31].
En effet, des mutations ponctuelles, localisées dans
le domaine de liaison aux protéines G présent sur ERaL
(ERo-R256A, -D258A ou -R260A), ont permis pour la
premiére fois d’obtenir des mutants ayant perdu les
effets membranaires du récepteur in vitro (c’est-a-
dire activation de la eNOS), mais conservant ses effets
nucléaires (transcription génique), soulignant ainsi le
role clé des résidus R256 et R258 dans la signalisation
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extranucléaire induite par ERot [32]. Outre ’activation de la eNOS au
niveau de I’endothélium, des effets membranaires du récepteur ont
également été décrits dans de nombreux autres types cellulaires. Ils
induisent des voies de signalisation différentes comme les flux de
calcium, la production d’AMPc et I'activation de nombreuses kinases
(MEK [MAPK (mitogen-activated protein kinases)/ERK kinasel,
PI3K), impactant ainsi la prolifération et la migration cellulaire [20,
33]. Par ailleurs, cette signalisation d’origine membranaire peut
également moduler 'activité transcriptionelle d’€Ra via "activation
de kinases qui phosphorylent le récepteur nucléaire et modulent
ainsi son activité nucléaire [34].

€n ce qui concerne I’étude de la conformation de I’ERa. membranaire,
la topologie du récepteur associé avec la membrane plasmique n’en
est encore qu’a ses balbutiements. Il a été montré qu’€Ra, sous
forme de monomere, active la eNOS [35], mais la présence de dimere
du récepteur a également été mise en évidence a la membrane plas-
mique [36]. La question de la configuration du récepteur, au niveau
de la membrane, reste donc une question ouverte. Les études menées
par le groupe de Bender, consistant a faire exprimer a des cellules
une forme de ERai46 marquée soit en amino-terminal, soit en car-
boxy-terminal, semblent démontrer que cette isoforme présente un
ectodomaine en position carboxy-terminale [24]. Il est donc pro-
bable qu’il existe, la encore, plusieurs conformations membranaires
possibles d’€Ra, en fonction de ses partenaires protéiques. Un pro-
bléme conceptuel soulevé par de nombreuses études est la nécessité
d’utiliser des doses tres importantes, supra-physiologiques, afin
d’obtenir les effets membranaires de certains récepteurs stéroidiens
comme celui de la progestérone [37]. U'étude de P’affinité du récep-
teur ERoL membranaire, a montré une diminution modérée de son
affinité lorsqu’il était dans cette forme, surtout en ce qui concerne
ERat46 [38]. Une autre approche possible pour aborder la question
de la conformation membranaire d’€Rat est I’utilisation des SERM
(voir plus loin).
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Figure 3. Représentation schématique de I’adressage
membranaire d’€Rcx. En paralléle de I’activité nucléaire
d’€Ra., ERaL peut étre palmitoylé et, ainsi, transporté
a la membrane cytoplasmique, ou il interagit avec
la cavéoline. €n présence d’€2, ERaL va former une
véritable plateforme de signalisation membranaire
conduisant notamment & 'activation de 1’eNOS (pro-
duction de monoxyde d’azote [NO]) et a I'activation
de nombreuses kinases impliquées dans des voies de
prolifération et/ou de migration cellulaire. DHHC 7/21 :
palmitoylacyltransférases 7/21.

Approches pharmacologiques et génétiques
pour étudier les effets membranaires
d’€Rat in vivo

Jusqu’a ces dernieres années, notre capacité a

distinguer rigoureusement les activités nucléaires

et extranucléaires d’€Rou était limitée. Concer-
nant les approches pharmacologiques, I’€2 conjugué a
I’albumine sérique bovine (afin d’empécher son passage
au travers de la membrane plasmique) a été utilisé
initialement, principalement in vitro, mais sa stabilité
est restée incertaine. Par la suite, J. Katzenellenbogen
et al. ont synthétisé I’EDC (estrogen dendrimer conju-
gate), un cestrogéne conjugué par une liaison covalente
stable a un dendrimere afin d’empécher sa pénétration
dans le noyau cellulaire [39]. Lorsqu’il est administré
in vivo, ’EDC n’active pas la transcription dépendante
du ligand, comme en témoigne I’absence d’hypertro-
phie utérine et de régulation de I"expression génique
dans I'utérus et le foie [40]. Cependant, comme I’€2,
il est capable de stimuler in vitro, la prolifération et
la migration de cellules endothéliales, et accélére la
ré-endothélialisation, dans le modéle de cicatrisation
endothéliale [40] (Figure 4). De maniére trés intéres-
sante, I'activation par I’€EDC des effets extranucléaires
d’€Ral, dont la voie impliquant ERK 1/2, ne stimule
pas la croissance des cellules MCF-7, une lignée de
cellules tumorales mammaires humaines, ni in vitro, ni
in vivo (dans un modéle de xénogreffe chez la souris)
[40]. EDC peut donc potentiellement étre utilisé pour
conférer une protection vasculaire, sans étre a I'origine
d’une augmentation du risque de cancer. Ainsi, I’EDC
peut étre considéré comme le premier SERM sélectif
des effets extranucléaires, ou membranaires, d’€Rat. 1
permet I'activation des effets bénéfiques sur I'endo-
thélium, mais n’induit pas la prolifération des cellules
de cancer du sein.
Pour étudier in vivo, par des approches génétiques, les
effets membranaires d’€RaL, il était d’abord nécessaire
de comprendre le mécanisme d’adressage et d’ancrage
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du récepteur a la membrane plasmique de la cellule. Un site de palmi-
toylation, essentiel a la localisation membranaire de ERaL, a été iden-
tifié au niveau de la Cys-447 d’€Ra., qui est située dans le domaine de
liaison du ligand [27, 41]. Sur la base de ces travaux, réalisés in vitro,
nous avons donc généré un modele de souris présentant une muta-
tion ponctuelle au niveau de ce site de palmitoylation (C451A€RaL,
Figure 4A) [18]. Ualtération de la localisation membranaire d’€Ral
ainsi induite, a été confirmée in vivo, dans des hépatocytes primaires.

m/s n® 12, vol. 31, décembre 2015

La souris femelle présentant la mutation C451AERa
est totalement stérile. Cette infertilité est associée a
une dysfonction ovarienne. Cependant, I’action de I’€2
sur I'utérus de ces souris est entiérement préservée :
la régulation de I'expression génique (a I’exception
de quelques génes) et la prolifération de I’épithélium
luminal de Pendomeétre, sont en effet relativement
similaires chez les souris mutantes C451AERaL et chez
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les souris de type sauvage. €n revanche, les effets vasculaires de I’€2,
comme activation de la eNOS, la vasorelaxation de I'artére mésen-
térique et I'accélération de la ré-endothélialisation, sont abrogés
chez les souris mutantes (Figure 44) [18]. Le modele C451AERQL est
donc le premier modele de perte de fonction spécifique de I'activité
membranaire d’€RaL. €. Levin a également généré un modéle de souris,
nommé NOER (pour nuclear only €R), portant la méme mutation ponc-
tuelle d’ERou (C451A). Ces souris présentent un phénotype similaire aux
souris C451A€RaL, en ce qui concerne la fertilité, mais une différence
notable, en ce qui concerne le phénotype utérin [42]. Cette diver-
gence, qui reste intrigante, pourrait résulter des stratégies utilisées
pour la construction des deux modeles. Le modéle d’absence d’effets
nucléaires EROLAF2 que nous avons décrit précédemment, est com-
plémentaire du modele C451AERL pour étudier les roles respectifs des
effets membranaires et nucléaires de ERaL. €n effet, dans ce modéle,
on observe que "accélération de la ré-endothélialisation en réponse a
I’€2, ou & I’EDC, est conservée (Figure 4B) alors que I’analyse a large
échelle de I"expression génique en réponse a I’€2, au niveau de I'uté-
rus, montre une perte presque totale des effets transcriptionnels en
réponse a I’€2. Dans ce modeéle ERALAF2’, les effets dits membranaires
de I’€2 sont donc préservés tandis que ses effets nucléaires sont abo-
lis. A Pinverse, dans le modéle C451A-€RaL, la régulation de expres-
sion génique dans I'utérus est presque totalement conservée, alors que
les effets membranaires vasculaires sont abolis [18]. Ces études ont
donc permis, pour la premiere fois, de montrer le role physiologique
d’€Ra lorsqu’il est localisé a la membrane, mais aussi de différencier,
par une approche de génétique, les effets nucléaires et membranaires
d’un récepteur aux hormones stéroidiennes, démontrant ainsi in vivo

tissulaire (Figure 4).

Vers une nouvelle vision de la spécificité tissulaire des SERM
Les résultats que nous avons présentés ici semblent réfuter I’hypothese
selon laquelle la spécificité tissulaire des SERM s’expliquerait unique-

ment par le recrutement par "€Ra nucléaire de panels différents de
coactivateurs ou de corépresseurs [ 14, 43]. Pour les SERM déja connus,
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il a été montré, in vitro, que I’ICl 182,780 et le tamoxi-
féne avaient une activité antagoniste sur I’induction de
la eNOS [20]. In vivo, nous avons récemment confirmé
que le tamoxifene n'accélere pas la ré-endothéliali-
sation [44] mais qu’il antagonise I'effet de I’€2 sur ce
processus membranaire (non publié). Il apparaft donc,
a présent, que la spécificité tissulaire des SERM ne
dépend pas seulement du recrutement des cofacteurs
sur AF1 et AF2 (effets nucléaires), mais aussi d’une
signalisation membranaire d’€RoL. Cette spécificité
peut désormais étre étudiée en combinant "utilisation
des nouveaux modeles de souris transgéniques déve-
loppés et des outils pharmacologiques sélectifs. L'€DC,
composé synthétique d’une part, et I"estétrol (€4),
un cestrogene naturel produit uniquement pendant la
grossesse d’autre part, semblent a cet égard tout a fait
intéressants.

L'€DC qui, comme nous I’avons déja évoqué, a permis
Iétude in vivo des effets membranaires du récepteur, a
également permis d’évaluer in vitro, I'impact de 'activa-
tion du ERaL membranaire, sur la régulation de I’expression
génique des cellules du cancer du sein MCF-7 [45]. Uana-
lyse a large échelle du génome, par biopuces (microarray),
des cellules stimulées, a conduit a Iidentification, parmi
les genes induits par €2, d’un sous-ensemble de genes
(25 %) également sensibles & I’EDC. Le traitement par des
antagonistes de ERaL, ou son altération par la technique de
SiRNA (small interfering RNA), abolissent la stimulation,
par I'€DC, de I’expression génique indiquant que ERL est
a Porigine de cet effet membranaire sur la transcription.
De plus, les inhibiteurs de MAP kinases et de c-Src sup-
priment la stimulation de I’expression génique induite par
I’€2 et par I’EDC. Uanalyse par immunoprécipitation de la
chromatine, a révélé que 'EDC, contrairement a I'€2, est
incapable de recruter ERaL au niveau des séquences régu-
latrices des geénes cibles. Ces résultats suggérent que, par
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I'activation de kinases ou autres signaux, I’€DC initie des modifications
au niveau des facteurs de transcription qui sont recrutés sur les régions
régulatrices des génes régulés [45].

'estétrol (€4) est un cestrogéne produit uniquement par le foie feetal
durant la grossesse chez ’homme [46]. U'€4 a été découvert il y a
plusieurs décennies, mais, considéré comme un cestrogene « faible »
(c’est-a-dire de faible activité), il a longtemps été ignoré. €n effet,
bien que I’€4 ait une affinité 100 fois plus faible pour ERoL que I'E2,
nous avons montré que des doses élevées de cet cestrogene étaient
capables d’induire les effets nucléaires d’€Ral, conduisant a la proli-
fération épithéliale dans I’'utérus et a la prévention de I'athérome dans
des souris hypercholestérolémiques, et ceci de maniere similaire a ce
qu’on observe avec I’€2 [47]. Cependant, contrairement a I’€2, et avec
les doses utilisées, I’€4 n’induit pas les effets membranaires du récep-
teur comme la libération de monoxyde d’azote endothélial et I'accé-
lération de la ré-endothélialisation (Figure 5). €n outre, I’€4 inhibe
les effets membranaires de I’€2 sur ’endothélium, mais également sur
des lignées de cancer du sein. L'€4 apparait donc comme le premier
et probablement le seul SERM endogene, capable d’activer les effets
nucléaires d’€Ral mais qui est dépourvu des effets membranaires du
récepteur, pouvant méme s’y opposer, en combinaison avec I'€2 [47].
Ainsi, 'EDC et I’€E4 apparaissent comme deux outils pharmacologiques
complémentaires. || semble que I’€4 puisse présenter un intérét médi-
cal : dans un essai clinique de phase Il, il a été évalué en combinaison
avec un progestatif, comme nouveau contraceptif oral. Il inhibe le pic
d’hormone lutéinisante (LH), et donc Iovulation, mais ne provoque
pas de changement dans la synthese des facteurs hépatiques circu-
lants (C. Kluft Cornelis et al., manuscrit en préparation) [50]. Il pour-
rait ainsi ne pas influer sur les événements participant a la thrombose
veineuse, contrairement aux produits pharmaceutiques comprenant de
€2 ou de I’éthinylcestradiol [48]. Des données préliminaires indiquent
clairement que dans le foie, la régulation de I'expression des genes
par ERa repose a la fois sur les effets nucléaires et membranaires
du récepteur. Le découplage des effets membranaires et nucléaires
par I’€4 pourrait donc, selon notre hypothese, permettre d’atténuer
les effets hépatiques des cestrogénes et donc présenter un profil liver
friendly?, caractéristique unique pour un SERM.

Conclusion

ERa, considéré jusqu’a récemment uniquement comme un récep-
teur nucléaire, peut présenter deux localisations subcellulaires qui
lui permettent d’assurer les nombreuses fonctions physiologiques
dans lesquelles il est impliqué. La répartition de ces localisations,
nucléaires et/ou membranaires, pourrait étre spécifique du tissu. Les
effets physiologiques de ces pools de récepteurs résultent cependant
d’une dynamique complexe entre les deux formes. Les mécanismes de
régulation conduisant & I'une ou I'autre des deux localisations, leurs
interactions et I'implication des différentes isoformes du récepteur,
restent des questions ouvertes. Les réponses a ces questions dépendent

* Ami du foie.
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probablement du type, et méme de I'état de différen-
ciation, de la cellule. Il s’agit donc, a présent, d’étudier
cette dynamique entre les différentes localisations de
€Ra, afin de mieux comprendre la spécificité d’action
des cestrogenes, et ainsi d’optimiser la modulation du
récepteur ERaL dans le cadre du traitement de la méno-
pause et du cancer du sein. ¢

SUMMARY

Tissue-specific membrane effects of estrogen
receptor alpha

Estrogen receptors (ER) are used as therapeutic targets,
either for contraception or for the hormonal replacement
therapy in menopausal women, but also in physiopatho-
logy for breast cancer treatment. It is therefore impor-
tant to understand the tissue-specificity of the actions
of ERaL to optimize the benefits/risks ratio in each
tissue. Besides the conventional nuclear ERat acting as
a transcription factor, many studies have demonstrated
that ERaL is also able to mediate extra nuclear signaling,
enabling rapid actions of estrogen. Recently, new trans-
genic mouse models were used to study these effects,
and allowed to genetically segregate membrane versus
nuclear actions of a steroid hormone receptor, demons-
trating their in vivo tissue-specific roles. ¢
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