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Le cancer du sein est une pathologie qui représente aujourd’hui une
préoccupation importante pour le monde médical. En effet, il est actuellement le type
de cancer le plus fréguent chez les femmes ménopausées vivant dans les pays
developpés.

Chaque jour, de nouveau cas sont dépistés et le nombre de femmes atieintes
progresse chaque année de un pour cent.

Trois principaux facteurs concourent & accroitre la fréquence de ces cancers le
vieillissement de la population, I'age plus tardif de la premiére grossesse et certains

facteurs nufrifionnels et hormonaux.

Outre les traitements par chirurgie, par radiothérapie et par chimiothérapie,
qui sont des traitements difficiles & supporter pour les patientes, une nouvelle ligne
thérapeutique est apparue : Il s’agit de I'hormonothérapie. En effet, le role des
estrogénes dans la cancérogenése mammaire est confirmé par de nombreuses
&tudes épidémiologiques (Touraine, 1995). L’'hormonothérapie vise donc & modeérer

la quantité d'estrogénes présents dans les tumeurs mammaires.

L’'aromatase est un complexe enzymatigue responsable de la synthese des
estrogénes, mais elle est également impliguée dans les pathologies cancéreuses
estrogéno-dépendantes. Elle est présente a l'intérieur ou en périphérie des tumeurs,
notamment dans 60 a 70 % des cancers du sein, et peut donc jouer un role direct
important dans leur croissance chez la femme ménopausée. Son inhibition est donc

une stratégie thérapeutique intéressante dans ce type de cancer (Auvray, 2000).

Les flavonoides sont des molécules présentes dans le régne végétal. lis sont
caractérisés par des propriétés d'inhibition enzymatique importantes. Des études
antérieures ont montré gue certains de ces flavonoides avaient une action inhibitrice

sur 'aromatase.

i es travaux de recherches effectués dans le cadre de ce fravail ont pour but
d’évaluer certains flavonoides dont le squeletie a été modulé pour obtenir une

activiié anti-aromatasigque optimale.



La présentation de ces travaux se déroule en deux parties :

- La premiére partie expose dans un premier temps la pathologie du cancer
du sein, son aspect épidémiologique, étiologique ainsi que les différentes formes de
traitement. L'accent est porté sur les inhibiteurs de I'aromatase, synthétigues ou
naturels.

Puis dans un deuxieme temps, nous présentons les flavonoides, leur origine et leurs
propriétés. Parmi ces proprietés, nous insistons volontairement sur leur activité anti-

aromatasique.

- La seconde partie expose les travaux de recherche effectués au sein du
laboratoire de Biochimie, dirigé par Monsieur le Professeur Habrioux. Aprés une
bréve présentation des méthodes utilisées, les résultats obtenus sont détailiés et

une relation structure/activité est établie.






1. LE CANCER DU SEIN

1.1. Epidémiologie

Le cancer du sein représente aujourd’hui un important probléme de sanié
oublique. En effet, c’est la forme de cancer la plus fréquente chez les femmes
d’Amérique du Nord et de presque tous les pays d'Europe, d’Amérique latine,
d'Australie et d’Asie. Il faut noter que lincidence est maximale dans les pays

occidentaux (Gourinel, 1996 ; Astra Zeneca, 2000).

Quelques chiffres se révélent alarmants :
- Un cancer sur trois survenant entre 50 et 65 ans est un cancer du sein (Tixier,
1994).
- En France, par an, 28000 nouveaux cas de cancer sont répertoriés, dont 20000
chez {a femme ménopausée.
- Dans le monde, on estime a 5 millions te nombre de femmes qui seront touchees

au cours de la prochaine décennie.

Actuellement, le risque pour une femme d'étre atteinte par la maladie, atteint
le rapport inquiétant de 1 pour 14 (Gourinel, 1996 ; Astra Zeneca, 2000). De plus,
Pincidence du cancer augmente inexorablement dans la quasi totalité des pays,
qu'ils soient industrialisés ou en voie de développement ; cette augmentation est en

moyenne d'environ 1% par an.

lincidence croit rapidement entre 40 et 50 ans, puis continue a3 augmenier
avec I'age aprés la ménopause (la moyenne d'age au moment du diagnostic est de
60 ans).



i est difficile d’expliquer cetie constante augmentation de [lincidence ;
cependant, il serait impossible de ne pas mettre en cause le vieillissement de la
population, particulierement élevé dans les pays occidentaux. L’alimentation et le
mode de vie peuvent influencer le risque de cancer puisque les populations
asiatiques ont une incidence du cancer du sein plus faible que les populations
occidentales. Ainsi, les Asiatiques qui émigrent dans nos contrées, mais qui
conservent leur mode alimentaire, naugmentent pas leur risque spontané en ce qui
concerne ces cancers. Par conire, le risque carcinologique augmente dés que leur

régime s'occidentalise (Elia, 1999).

1.2. Etiologie.

L étiologie de la majorité des cancers du sein demeure encore inconnue mais
elle est en général multifactorielle. On suppose que de nombreux facteurs non
encore identifiégs peuvent étre responsables de l'apparition d’'un cancer du sein.

Cependant, certaines causes ont clairement été mises en évidence.

1.2.1. Hérédité et facteurs génétiques

l.es antécédents familiaux de cancer du sein constituent un facteur de risque
important. Une corrélation est possible entre I'existence de cancer du sein dans la
famille maternelle proche (mére, fille ou sceur) et le risque de survenue d'un tel
cancer chez une patiente (le risque est multipiié par 2 ou 3). Une composante
héréditaire est retrouvée pour au moins 10% des cas (Gourinel, 1996). De plus,
certains génes de prédisposition ont éié identifiés récemment : BRCA, a été localisé

sur le chromosome 17, BRCA; sur le chromosome 21 (Astra Zeneca, 2000).

Les importantes variations de l'incidence de ce cancer selon les pays et selon
les époques dans un méme pays indiquent aussi la présence de facteurs

étiologiques non génétiques (Astra Zeneca, 2000).



1.2.2. Antécédents personnels

Nans le cas d’'une maladie fibrokystique ou d'antécédent de tumeur bénigne
du sein, la patiente présente un risque éleve de voir apparaitre une néoplasie (ce
risque relatif est égal a 2). 1l faut noter que ce risque est majoré s'il existe au départ
une hyperplasie atypique.

Certaines mastopathies bénignes peuvent aussi étre le point de départ d'une
tumeur. Mais pour ces lésions bénignes, il n'y a pas de réelle certitude quant & leur

évolution en cancer (Gourinel, 1996).

1.2.3. Facteurs hormonaux

Un grand nombre d'éléments sont en faveur d’une place prépondérante des
facteurs hormonaux dans F'éticiogie du cancer du sein. Ces facteurs, endogénes ou
exogénes, modifient en particulier le climat hormonal du tissu mammaire. Les
principaux facteurs de risque sont

- une puberté précoce (avant 12 ans),

la ménopause tardive (aprés 55 ans),

la nulliparité ou une premiére grossesse tardive (aprés 30 ans),

3

des taux élevés de prolactine et d'estrogeénes,

un traitement substitutif par estrogénes, au long cours et a fortes posologies.

On peut noter que les estroprogestatifs utilisés en contracepiion orale
waugmenteraient pas le risque si la concentration en estrogéne est faible. Toutefois,
chez les patientes dites a risque, le choix devra plutdt se porter sur un contraceptif a

dominante progestative.

En revanche, d'autres facteurs auraient un rdle protecteur :
- des taux élevés de progestérone,
une premiére grossesse précoce ainsi que de nombreuses grossesses (en effet,
la grossesse permet la maturation complete de la glande mammaire qui peut
ainsi bénéficier de I'effet protecteur de la progestérone),

- Tallaiternent pourrait jouer un rdle protecteur d’autant plus qu'il est prolongé.



1.2.4. Facteurs nutritionnels et environnementaux

Le surplus de graisse chez la femme obese favoriserait le développement
d’une flore bactérienne colique, capable de synthétiser des agents cancérogenes
potentiels. Donc, aprés la ménopause, le risque pour une femme obese d'étre
atteinte d’un cancer du sein est multiplié par 2.

On peut ajouter que l'alcool et un déficit en vitamines A et E pourraient jouer

un réle dans la survenue de ce cancer (Gourinel, 1996).

Les rayonnements ionisants, particuligrement s'ils ont eté regus pendant
enfance et a doses importantes, seraient également responsables de la survenue

d’un cancer du sein (Gourinel, 1996).

Malheureusement, il est & ce jour impossible d’exploiter de fagon précise et
officace ces différents facteurs. Toutes les tentatives de modifications de ces

facteurs chez les femmes a risque n’ont apportée que des résultats décevants.

La prévention est aujourd’hui rendue difficile par la muitiplicité
étiopathogénétique. L'accent peut étre mis sur Famélioration de 'hygiéne de vie, en
diminuant la consommation de graisses et d’alcool, et surtout sur fe suivi médical
régulier a partir de 45 ans (visites régulieres chez le gynécologue,

mammographie...).

1.3  Les différentes formes de cancer du sein

Les principales formes de cancer du sein peuvent éire regroupées en frois

catégories selon leurs caracteres anatomo-cliniques :

o les carcinomes: ils naissent du revétement épithélial des canaux

(carcinomes canalaires) et des lobules (carcinomes lobulaires) et sont
définis en fonction de leur caractére infiltrant (l'atteinte tumorale devient
invasive dans le tissu conjonctif environnant) ou non.

L es carcinomes du sein représenient 98 % des tumeurs malignes du sein

chez la femme.
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s les tumeurs malignes non carcinomateuses : ce sont les sarcomes

mésenchymateux, mélanomes, lymphomes malins primitifs du sein.

» les métastases mammaires : elles sont exceptionnelles et proviennent de

cancers situés ailleurs.

Il faut cependant noter d’autres formes de cancer, cliniguement différentes et
beaucoup plus rares : la maladie de Paget, les tumeurs phyilodes, ies sarcomes

mammaires (Tixier, 1994).

Outre cette premiére classification, les cancers du sein peuvent également
&tre classés en fonction de leur hormonosensibilite.
Le sein est un tissu sensible a des principes hormonaux, stéroidiens ou

peptidiques, qui modulent sa croissance et son état fonctionnel.

C'est en 1966 que deux chercheurs, Toft et Gorsky, mettent en évidence la
présence de récepteurs hormonaux dans des tumeurs mammaires (Tixier, 1994}, Un
récepteur hormonal est une structure destinée a agir avec I'hormone, ce qui
permeitra, par la suite, une réponse cellulaire. Ceci signifie que la présence de

récepteurs sur un tissu constitue le témoin de son hormonodependance.

Les cellules cibles de certaines tumeurs mammaires conservent leurs
récepteurs estrogéniques lors de leur transformation en cellules malignes. lLes
estrogénes peuvent donc eniretenir la croissance de ces tumeurs qui ont conserve
une partie de leurs propriétés d’organe cible vis a vis de ces hormones. II s'agit,
dans ce cas, de cancers hormonodépendants.

Dans le cas de tumeurs non hormonodépendantes, le systéme hormonal a
&té modifié ou déiruit par la transformation néoplasigue alors que ce systeme est
resté intact dans les tumeurs hormonodépendantes qui ont un meilleur pronostic.

Pour évaluer la sensibilité hormonale d'un cancer, on a donc recours
essentiellement au dosage des récepteurs des hormones stéroidiennes, et plus
particulierement des récepteurs d’estradiol et de progestérone. Ces dosages sont

effectués dans le but d'orienter une attitude thérapeutique (Namer, 2000).

i1



1.4. Le dépistage

Comme tous les cancers, le pronostic du cancer du sein dépend du stade
auguel il est diagnostique. Sachant que le cancer du sein présente un bon pronostic
vital quand il est traité & un stade précoce, le dépistage prend alors une importance
considérable.

Le dépistage consiste a diagnostiquer le cancer t6t, quand la Iésion est petite
et localisée, afin d'augmenter les chances de survie. |l existe de nombreuses
techniques de dépistage comme :

- Vauto-palpation,

- Pexamen clinique annuel,

- la mammographie (qui fait 'objet d’'une prise en charge systématique pour les
femmes de plus de 50 ans),

- T'échographie,

- T'IRM.

1.5. Le traitement

Les différentes méthodes de traitement utilisées doivent faire appel a diverses
modalités adaptées a chague type de cancer et a chaque patiente.

La stratégie thérapeutique d'un cancer du sein tient compte des difféerents
examens réalisés (cliniques, histologiques, biologiques et radiologigues), du
pronostic et du terrain de la patiente. Plusieurs groupes thérapeutiques peuvent étre

individualisés selon I'évolution de la tumeur (Gourinel, 1996).

1 5 1. Les traitements non médicamenteux

1.5.1.1. La chirurgie

Jusqu'au début des années 70, la chirurgie a été le traitement essentiel du
cancer du sein. Ce traiterent a une visée locale, mammaire et ganglionnaire (Astra
Zeneca, 2000).

12



- La chirurgie radicale

La chirurgie radicale, proposée par Halsted, consistait en une ablation en
bloc de la totalité du sein et des muscles pectoraux avec également résection des
ganglions axillaires et sous-claviculaires.  a été démontré, au fur et & mesure de
Iévolution des connaissances médicales, que la chirurgie radicale de Haisted était

trop mutilante par rapport aux bénéfices apportés.

Actuellement, ia mastectomie radicale modifiée de Patey reste l'intervention

de référence .

- dans le cas d’'une fumeur de diamétre supérieur & 3 centimétres, multifocale,
centrale, et rétiromamelonnaire,

_ dans le cas dune réponse insuffisante a un traitement néo-adjuvant
(radiothérapie ou chimiothérapie) ou de récidive locale,

_ dans le cas de poussée évolutive, d’extension cutanee ou de métastase a
distance,

- Jorsque la patiente présente un age avanceé.

- La chirurgie conservatrice

La chirurgie s'efforce actuellement d'étre conservatrice. Il s'agit alors de
Pexérése tumorale qui s'effectue par segmentectomie ou le plus souvent par
quadrantectomie (ce qui correspond a une résection d’'un quadrant mammaire, soit
un quart du sein). La chirurgie conservatrice se limite cependant aux tumeurs de
taille inférieure a trois centimétres. £n pratique, il faut évaluer et adapter Findication
de la chirurgie conservatrice a chaque patiente.

En général, 'acte chirurgical s’accompagne d’'un curage axillaire qui a plus
une valeur pronostique que thérapeutique car il permet de vérifier s'il y a eu un

envahissement ganglionnaire ou non.

13



Les principales complications de I'acte chirurgical sont .
+ une hypoesthésie de la peau de I'aisselle et de la face interne du bras qui
apparalt précocement, ainsi qu'une difficulté pour élever le bras,
+ un lymphocéle traité efficacement par ponction réalisée a l'aiguille (cette
complication est fréquente),
+ des infections postopératoires,
x un lymphoedéme du membre supérieur, secondaire a la destruction du

réseau lymphatique (Gourinel, 1996).

1.5.1.2. La radiothérapie

La radiothérapie tient une place importante dans le traitement du cancer du
sein. Elle représente le traitement quasi systématique de cette pathologie. Elle est le
complément de I'acte chirurgical dans la mesure ou elle détruit les cellules malignes
qui n‘auraient pas été enlevées lors de Vexérése de la tumeur. Il est maintenant
prouvé que la radiothérapie réduit de facon significative le taux de recidives locales.

It faut noter le role important joué par la radiothérapie dans le cas de
métastases localisées, particuliérement dans le cas de métastases osseuses ou

cérébrales. Elle est indiquée pratiquement a tous les stades de la maladie.

i a radiothérapie utilise aujourd’hui des faisceaux d'électrons et des faisceaux
de rayons X. L'irradiation englobe la totalité de la giande mammaire et la chaine
mammaire interne (les aires ganglionnaires sus-claviculaire et interne). Les
médecins utilisent des faisceaux de photons X ou gamma pour ja glande mammaire
ot des faisceaux mixtes (électrons et photons) pour les aires ganglionnaires.

Notons que chaque protocole de traitement est rigoureusement établi et suivi
pour chaque patiente (Gourinel, 1996). La radiothérapie présente une importance
capitale dans le traitement de cette pathologie ; elle permet d'améliorer le taux de

survie ainsi que la qualité de vie des patientes traifees.

14



4 5.2. Les traitements médicamenteux

LY

Les traitements par voie générale (c'est a dire chimiothérapie et
hormonothérapie) étaient initialement réservés au traitement du cancer du sein de
stade avancé mais leur indication est maintenant étendue au traitement adjuvant.

Si la chirurgie et la radiothérapie permettent d'assurer un conirdle loco-
régional de la maladie, le traitement systématique secondaire ou adjuvant par
chimiothérapie et/ou hormonothérapie a pour but d'éviter I'apparition de métastases
a distance (Gourinel, 1996).

1.5.2.1. La chimiothérapie

- introduction

La chimiothérapie cytotoxique, souvent en association médicamenteuse, est

utilisée depuis environ 25 ans.

Les principales indications de ia chimiothérapie adjuvante sont 'existence
d'un envahissement des ganglions axillaires, le statut préménopausique des
patientes et I'absence de récepteurs hormonaux. Elle est également préconisee

quand I'hormonothérapie est contre-indiquée ou a peu de chances d’agir.

Dans ce type de cancer, la plupart des rechutes et des décés sont liés a
l'existence, au moment du diagnostic, de micrométastases ou de métastases non
détectées.

La chimiothérapie vise & détruire les cellules malignes mais aussi a éviter les
rechutes et l'apparition de métastases. Elle est donc primordiale a prendre en
compte dans le cas de cancer du sein puisque cette pathologie n'est pas toco-
régionale mais se généralise secondairement, dans la grande majorité des cas, sous

la forme de métasiases.
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Toutefois, les médecins ont remarqué qu'il était trés rare d'obtenir la guérison
ou méme la rémission dune tumeur sensible lors de ftraitement par
monochimiothérapie. Ce phénomene s'explique par [apparition de résistance
cellulaire au médicament utilisé. Les cellules tumorales chimiorésistantes sont des
cellules qui poursuivent leur prolifération malgré radministration d’une thérapeutique
cytotoxique. Des fraitements par polychimiothérapie ont donc été instaurés.

Le but de ce genre de traitement est d’'obtenir une réponse synergique dau
moins deux médicaments et d'accroitre Pindex thérapeutique, sans aggraver les
offets secondaires. Elle donne ainsi de meilleurs résuitats que la
monochimiothérapie en termes de qualité et durée de maintien de ia réponse,

augmentation du taux de curabilité ou de survie globaie (Gourinel, 1996).

- Les agents cytotoxigues (Dorosz, 2000)

Il existe plusieurs grandes catégories de médicaments cytotoxiques. On

adoptera ici un classement par famille thérapeutique.

¢ Les antimétabolites (tableau {}

lls sont parmi fes plus aciifs et les pius employés en association dans le

traitemnent des cancers du sein.

Tableau | : Les antimétabolites

Classe D.C.1. Spécialité
Antifoliques Méthotréxate METHOTREXATE®
L EDERTREXATE®
NOVATREX”
Antipyrimidiques 5-Fluorouracile FLUORO-URACILE®

D.C.1: Dénomination commune internationale
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Les Antifoliques sont des analogues de Pacide folique agissant comme faux

substrat et inhibant compétitivement a dihydrofolate-réductase (enzyme gui permet

la transformation d’acide folique en folates). lls bloguent la synthése des bases

purigues et pyrimidiques,

Les antipyrimidigues sont des analogues des bases pyrimidiques, inhibant la

synthése de 'ADN par inhibition de la thymidilate-synthétase (son association a

I'acide folinique augmente son activité en stabilisant sa liaison a cette enzyme).

+ Les agents alkylants (tableau 1)

Ce type de molécule est capable de remplacer un proton H" d'une aufre

molécule par un radical alkyl ou R-CH,- selon

R-CHX + R'-H > R-CHxR' + HX

Tableau Il : les agents alkylanis

Classe D.C.. Spécialité
Moutardes a l'azote Chlorambucil CHLORAMINOPHENE®
Melphalan ALKERAN®
Ifosfamide HOLOXAN®
Cyclofosfamide ENDOXAN®
Antibiotiques Mitomycine C AMETYCINE®
Organoplatines Cisplatine CISPLATYL®
CISPLATINE®
Ethyiéne-imines Thiotépa THIOTEPA®
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+ Les agents intercalants (tabieau Hi)

Ces molécules sont capables de gimmiscer entre deux paires de bases
contigués de I'ADN provoquant ainsi une inhibition des synthéses de I'ADN, de

I'ARN et des protéines tumorales.

Tableau Hl : les agents intercalanis

Classe D.C.L Spécialité
Anthracyclines Epirubicine FARMORUBICINE®
Doxorubicine ADRIBLASTINE®
DOXORUBICINE®
Pirarubicine THEPRUBICINE®
Anthracénediones Mitoxantrone NOVANTRONE®
Ellipticines Elliptinium Acétate CELIPTIUM®

x Les agents agissant sur le fuseau (Tableau V)

Deux familles thérapeutiques sont concernées par ce mode d’action: les
alcaloides de la pervenche (ou vinca-alcaloides) et les taxoides. En se fixant ala
tubuline et en bloquant les cellules en métaphase, ils vont soit favoriser la

dépolymérisation du fuseau (alcaloides) soit I'inhiber (taxoides).

Tableau IV : les agents agissant sur le fuseau

Classe D.C.L Specialite
Alcaloides de la pervenche Vinorelbine NAVELBINE®
(poisons du fuseau) Vindésine ELDISINE®

Vincristine ONCOVIN®
VINCRISTINE®
Vinblastine VELBE®
VINBLASTINE®
Taxoides Docétaxel TAXOTERE®
(Stabilisants du fuseau) Paclitaxel TAXOL®
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Ces produits sont trés réactifs et sont utilisés en général en dernier ressort

chez la patiente résistant a la chimiothérapie traditionnelle.

- Les effets indésirables de la chimiothérapie

Les effets indésirables de la chimiothérapie anticancéreuse sont aujourd’hui

bien connus. lis sont graves et nombreux.

Nous ne ferons ici que les citer :
+ nausées, vomissemenis {(ce probléme est désormais controié par
I'administration d’antiémétiques puissanis et efficaces),
+ diarrhées,
* hépatotoxicité,
* mucite,
* alopécie,
#  myélotoxicite,
x aménorrhée,
+ agranulocytose,
+ prise de poids,
* asthénie,

x cardiotoxicité......

1.5.2.2. L’hormonothérapie

La premiére forme d’hormonothérapie est apparue it y a un siecle lorsque
Povariectomie a été pratiquée pour traiter un cancer du sein meétastatique. Face a
des résultats encourageants, d’autres manipulations hormonales ont eté pratiquees.
Ainsi, ta surrénaiectomie et P'hypophysectomie sont apparues au début des années
50.

De nos jours, grace a une meilleure connaissance des mécanismes tumoraux
et hormonauyx, hormonothérapie est le traitement de référence pour les cancers du

sein dits hormonosensibles.
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Chez la femme postménopausée, environ deux tiers des cancers sont
sensibles aux hormones car les celiules cancéreuses possédent des récepteurs aux
estrogénes (RE+) et & la progestérone (RP+). Chez les patientes présentant ces
deux types de récepteurs, le taux de réponse initiale & I’hormonothérapie de
premiére intention peut atteindre 78%.

Contrairement 3 la chimiothérapie anticancéreuse, I'hormonothérapie n'est
pas cytotoxique, elle est donc mieux tolérée (Gourinel, 1996). Actuellement, quatre

classes thérapeutiques différentes sont utilisees :

- L.es anti-estrogénes

Dans les cancers du sein hormonodépendants, la prolifération des cellules
tumorales est influencée par les estrogénes. Environ 72% des femmes atteintes par
un cancer du sein hormonodépendant ont des tumeurs contenant des récepteurs

aux estrogenes.

Les estrogénes pénétrent par diffusion passive a lintérieur des cellules
cancéreuses et se lient aux récepteurs nucléaires spécifiques. La liaison estrogene-
récepteur provoque une réaction en chaine qui aboutira & une activation de la

croissance des cellules cancéreuses (Gourinel, 1996).

Les anti-estrogénes sont représentés par le forémiféne (FARESTON®) mais,
principalement par le famoxiféne commercialise sous le nom de TAMOXIFENE
BAYER®, TAMOFENE®, NOLVADEX®, KESSAR®, ONCOTAM®. I fut pendant
longtemps la référence incontestée en hormonothérapie, mais il tend aujourd’hui a
étre supplanté par de nouvelles molécules. Il constitue tout de méme le traitement
de premiére ligne du cancer mammaire au stade précoce ou avancé chez la femme
ménopausée et il est ulilisé de plus en plus comme fraitement adjuvant dans la

mesure ol it prolonge la survie sans rechute.
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C'est un dérivé synthétigue non stéroidien, de nature triphényléthylénique

dont la structure est présentée ci-dessous.

OCH,CHoN(CHs),

/

il agit par inhibition sélective de la liaison entre les estrogénes endogénes et les

récepteurs estrogéniques par un phénomeéne de compétition. Cependant, il ne

modifie pas le taux d’estrogenes circulants. 1l en résulte un blocage de la

prolifération des cellules malignes et une régression du volume tumoral.

Le tamoxiféne, dont la posologie est de 20 mg par jour, est généralement bien

toléré et trés efficace. Mais, comme avec les autres anti-estrogénes, de nombreux

cancers peuvent secondairement progresser ou récidiver. Des résistances peuvent

se développer mais le tamoxiféne n'induit pas de résistances croisées aux

différentes classes de traitements hormonaux.

Le tamoxiféne est donc une molécule complexe a double facette :

une facette antagoniste c'est a dire antiestrogénique, qui est le support de
'action oncostatigue,

une facette agonisie provoquani des actions de type estrogénique,
responsable d'effets beénéfiques, comme famélioration de la densité
osseuse mais aussi d'effets néfastes (Namer, 2000). En effet, il faut savoir
que le tamoxiféne possede un effet estrogénigue sur plusieurs tissus, ce
qui explique un risque élevé d’apparition de cancer de lendometre. Les
femmes sous traitement devront donc subir une surveillance

gynécologique attentive.
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il faut ajouter que des effets indésirables variés et nombreux peuvent survenir
chez toutes les femmes. Nous ne citerons ici que les principaux : augmentation des
anomalies  endométriales, augmentation  du nombre des  accidents
thromboemboliques, survenue de troubles visuels, de saignements utérins, bouffées
de chaleur, éruptions cutanées, alopécie, aménorrhée, thrombocytopénie, aitération

de la fonction hépatique.

- Les progestatifs

L'acétate de mégestrol, commercialisé sous le nom de MEGACE?® et I'acétate
de médroxyprogestérone, commercialisé sous le nom de FARLUTAL® et de
DEPOPRODASONE® sont les deux progestatifs les plus prescrits. Mais ils ne sont

que rarement utilisés dans le traitement du cancer du sein.

lls ont une action antiestrogéne et antiandrogéne qui est exploitée dans le
traitement du cancer du sein. lis agissent essentiellement par blocage hypophysaire
en exercant un rétrocontrole négatif sur la libération des gonadotrophines (FSH,
LH).

Si les progestatifs, & faible posologie, n'ont aucune toxicite, ils ont
linconvénient d’entrainer a fortes doses des effets trés indésirables comme la prise
de poids, des sueurs, une hypertension artérielle, des thrombophiébites, des

crampes musculaires, une hyperglycémie, un prurit, une aménorrhée.

- Les agonistes de la LH-RH

lis entralnent une castration chimique. En effet, le maintien d’'un taux éleve de
L H-RH provoque la suppression de la synthése d'estradiol. On s'est apercu que leur
association avec le tamoxiféne ou I'aminoglutéthimide (inhibiteur de I'aromatase)
renforgait leur action aussi bien en situation métastatique qu'en situation adjuvante.
iIs sont utilisés dans le traitement des formes métastatiques évolutives du cancer du

sein.
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lls sont sur le marché sous le nom de ENANTONE® (D.C.1. : leuproréline) et
ZOLADEX®(D.C.1. : goséréline).

- Les inhibiteurs de |'aromatase

Les inhibiteurs de I'aromatase ont fait 'objet de nombreuses recherches au
cours de ces derniéres années. lls ont montré un réel intérét thérapeutique dans le
traitement du cancer du sein hormonodépendant de la femme postménopausee.
Certaines molécules, comme |'anastrozole ont méme tendance a supplanter le
tamoxiféne au rang de traitement de premiére ligne du cancer. |l nous parait donc

nécessaire de développer cette classe thérapeutique dans ie chapitre suivant.

1.8. Les inhibiteurs de "aromatase

1.6.4. L’aromaiase

L'aromatase est une protéine héminique correspondant a un complexe
enzymatique faisant partie du groupe des enzymes du cytochrome P-450. Elle est
composée de la cytochrome P-4560 aromatase (responsable du mécanisme de
Paromatisation) et de la cytochrome P-450 NADPH réductase (donneur d’électrons).
Ces deux protéines sont localisées au niveau de la membrane du reticulum
endoplasmique (Auvray, 2000).

’aromatase se trouve dans le placenta et les ovaires, dans certains tissus
périphériques comme le muscle, la graisse et le foie, mais aussi dans la tumeur

mammaire elle-méme.

1.6.2. La biosynthése des estrogénes

La biosynthése des esfrogénes a une importance physiopathologique
considérable du fait de son implication dans le cancer du sein. Chez la femme
ménopausée, les estrogénes (estrone et estradiol), habituellement synthétises par

les ovaires ne sont plus sécrétés. Or, il est clairement établi que des taux élevés
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d'estrone et d'estradiol sont retrouvés dans les tumeurs du sein de patientes

ménopausées alors que P'activité ovarienne a totalement cesse (De Crémoux, 2000).

En effet, les surrénales produisent de la déhydroépiandrostérone (et son sulfate) et

de P'androsténedione, qui seront converties en estrogénes par aromatisation, dans

les tissus de soutien (tissu adipeux périphérique, muscles, foie et cerveau).

|’aromatisation qui est donc la transformation des androgénes surrénaliens en

estrogenes,

menopausée.

constitue

la source principale des estrogénes de la femme

Schéma 1 : biosynthése des estrogénes par aromatisation (Astra Zeneca, 2000)

o
CHOLESTEROL
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Lors de la transformation des androgénes (androst-4-éne-3,17-dione et
testostérone) en estrogénes (estrone et esiradiol) par P'aromatase placentaire
humaine, il a été démontré que trois molécules d'oxygene et six équivalents de
NADPH sont consommés (Debaert, 1995). Nous ne développerons pas ici les

étapes de cette transformation qui est trés complexe.

Les inhibiteurs de 'aromatase, en inhibant cetie enzyme, limitent donc la
production de ces estrogénes. Ceci aboutit a une diminution du taux d'estrogénes
circulants. Les anti-aromatases sont donc des drogues qui neutralisent la fonction
du complexe enzymatique soit au niveau de I'enzyme, soit au niveau du cytochrome
P-450.

1.6.3. Classification

Les médicaments anti-aromatasiques ont éié développés principalement pour
supprimer l'activité enzymatique de 'aromatase chez la femme ménopausée atteinte

d'un cancer du sein hormonodépendant.

Le premier inhibiteur de laromatase utilise en thérapeutique est
Faminogiutéthimide. L'inconvénient majeur de ce produit est son manque de

sélectivité. Nous le détaillerons uitérieurement.

Depuis une dizaine d’années, la classe des inhibiteurs s'est considérablement
enrichie. De nouvelles molécules plus sélectives et présentant moins d'effets

secondaires ont &ié mises au point. Ce sont les inhibiteurs de nouvelle génération.

Un assez grand nombre de produits a été sélectionné a partir de leur activite
sur aromatase placentaire, conforté par des études de relation structure-activite. lis
peuvent étre classés d’apres leurs modalités d'interaction avec I'enzyme, en fonction

de leur structure chimique et de leur mécanisme d'action (Feutrie, 1999) :
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- Les inhibiteurs de type | : ce sont des inhibiteurs stéroidiens. Ce sont des

inhibiteurs agissant de fagon compétitive sur le site de fixation de 'enzyme. i ont
une analogie de structure avec 'androsténedione. Hs se fixent spécifiquement sur le
site catalytique de 'enzyme & la place de ’androsténedione et forment directement
ou indirectement une liaison covalente avec différents sites de I'enzyme. lis bloquent
ainsi l'activité de l'aromatase de maniére irréversible. L'enzyme est alors
définitivement inactivée. On les appelle de ce fait « inhibiteurs suicides » ou
«inactivateurs de I'aromatase ». Deux principales molécules font partie de cette

classe : le formestane et 'exémestane, que nous développerons par fa suite.

_ Les inhibiteurs de type li - ce sont des inhibiteurs non steroidiens. lis ont

comme caractéristique d'interférer avec 'hydroxylation des hormones stéroidiennes
par liaison avec le fer du radical héme de Paromatase. lls inhibent de fagon
réversible enzyme (De Crémoux, 2000).

Deux produits sont disponibles sur le marché : 'anastrozole et le létrozole. Ce

sont des dérivés azolés, ils sont trés spécifiques de 'aromatase.
Il a tout de suite été évident que ces nouveaux inhibiteurs de l'aromatase

allaient étre plus efficaces que I'aminoglutéthimide. Leur action antiaromatasique est

plus importante et ils sont mieux toléres.

Tableau V : récapitulatif des inhibiteurs de aromatase (De Crémoux, 2000}

Inhibiteurs de type |, Inhibiteurs de type il,
structure stéroidienne structure non stéroidienne
Formestane (LENTARON®) Aminoglutéthimide (ORIMETENE®)
Exémestane (AROMASINE®) Anastrozole (ARIMIDEX®)
|étrozole (FEMARA®)
Fadrozole
Vorozole

Nous allons & présent développer les propriétés de ces molécules afin de

mieux comprendre leur mécanisme d’action.
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1.6.4. Propriétés des différentes molécules. (Debaert, 1995)

1.6.4.1. ’aminoglutéthimide

Il s'agit de la (RS)—S—(4~aminophényl)-?,—éthylpipéridine-—Z,G—dione.

NH,

L’aminoglutéthimide fut le premier inhibiteur de I'aromatase non stéroidien
proposé dans le traitement du cancer du sein métastasé hormono-dépendant
(possédant de préférence des RE+), chez la femme menopausee.

C’est en premier lieu un anticonvulsivant. Il est commercialisé sous le nom de
ORIMETENE?®, il est administré par voie orale.

L’aminogiutéthimide est un inhibiteur reversible non spécifiqgue  de
l'aromatase. Il faut noter que I'énantiomére R(+) serait trois fois plus actif que le
racémique et dix fois plus actif que l'isomere S. Il semblerait que seul le groupement
aminé aromatique puisse établir une liaison avec le groupement héminique de

laromatase.

Uaminoglutéthimide inhibe I'aromatase de fagon efficace, les taux
d’'estrogénes plasmatiques chez les femmes ménopausées chutent & un niveau
indétectable alors que le niveau d’androsténedione ne diminue pas (De Crémoux,
2000). La posologie usuelle varie de 500 a 1000 mg par jour, répartis en 3 ou 4
prises.

L'inconvénient majeur de cette molécule est son mangue de spécificité. En
effet, en plus d'inhiber Paromatase, elle inhibe aussi plusieurs enzymes de la
stéroidogénése dépendantes du cytochrome P450 telles que la 20,22-desmolase et

la 17,20-lyase, empéchant ainsi la transformation du cholestérol en pregnénoione.
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| 'aminoglutéthimide inhibe également la 11p-hydroxylase et la 18-
hydroxylase, bloquant ainsi les synthéses du cortisol et de Paldosiérone. Cette
action est responsable de la baisse de secrétion du cortisol. Elle entraine donc une
insuffisance surrénalienne qui oblige la patiente a prendre, en paralléle, une
corticothérapie.

On peut ajouter qu'elle inhibe la synthese d’hormones thyroidiennes, mais la

plupart des patientes compensent de fagon adaptée par I'élévation de la TSH.

Enfin, 'aminoglutéthimide est un inducteur enzymatique. Cette propriété
affecte son propre métabolisme et entraine une diminution de sa demi-vie ainsi que
la diminution de la demi-vie des différents médicaments associés dont la posologie

devra étre adaptee.

Outre ces effets indésirables majeurs, 'aminoglutéthimide provoque d'autres
effets de moindre importance comme : ia somnolence et l'ataxie, I'hypotension
orthostatique, des vertiges, des troubles digestifs, des troubles hématoiogiques, une
augmentation des gamma-GT et parfois du cholestérol plasmatigue, des éruptions

cutanées. Une surveillance médicale rapprochée devra étre effectuce.

1.6.4.2. Le roglétimide

Cest la 3-éthyl-3-(4-pyridyl)pipéridine-2,6-dione. Il est plus couramment
appelé pyridoglutéthimide. It posséde un groupement 4-pyridinyle dont l'azote

constitue le site de fixation sur le groupement héminique de I'enzyme.
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li faut noter que son activité inhibitrice est inférieure a celle de
I'aminogiutéthimide. Cependant, il winhiberait les 11p- et 18-hydroxylases qu’a des
concentrations élevées, et ne modifierait pas les concentrations de cortisol,
d’aldostérone, de LH, de FSH, de prolactine, de SHBG et de TSH.

Les effets secondaires sont essentielement des nausées et des léthargies.
faut également noter que le roglétimide est un inducteur enzymatique. Mais son
manque de spécificité réduit considérablement son intérét thérapeutique, il nest

actueliement plus développé.

1.6.4.3. Le formestane (ou CGP 32349)

li s'agit de la 4-hydroxyandrost-4-éne-3,17-dione, inhibiteur compétitif de

l'aromatase qui agit comme un substrat suicide irréversible.

O

O
OH

Le formestane se lie a 'aromatase, mais il n'est pas transformé par celle-ci. i
empéche la conversion ultérieure des androgénes en estrogenes. Il est actuellement
commercialisé sous le nom de LENTARON®, administrable par voie intramusculaire

profonde. La posologie usueile est de 250 mg tous les 15 jours.

Il provogue une diminution du faux d’estradiol circulant de l'ordre de 80%, 24
heures apres Finjection et une diminution importante d'esirone, en particulier au
niveau des cellules tumorales estrogéno-dépendantes. |l est, in vitro, 60 fois plus
inhibiteur que 'aminoglutéthimide (cf tableau V1).

Le formestane provoque une bonne réponse des meétastases des tissus

mous, tandis que les métastases viscérales, en particulier du foie, répondent mal.
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Bien que le formestane soit en général bien toléré, une administration
prolongée provoquerait I'apparition d'abcés stériles, de douleur, d’inflammation et

d’induration, notamment au point d’injection.

{ e formestane est une molécuie spécifique. En effet, il n’a été constaté aucun
effet sur les taux plasmatiques de stéroides, de LH, de FSH, de SHBG et de TSH.

Les effets indésirables sont relativement peu fréquents et peu importants :
léthargie, rashs cutanés, bouffées vasomotrices, saignements vaginaux, nausées,

vertiges, arthralgies.

Sa voie d’administration constitue certainement une limite a son utilisation
d'autant plus que les nouveaux anti-aromatasiques présentent la méme sélectivité

mais sont administrés par voie orale (Kerbrat, 2600).

1.6.4.4. L'exémestane (ou FCE 24304)

Cest la B-méthyléne-androsta-1,4-diene-3,17-dione. L'exémestane,
commercialisé sous le nom d’AROMASINE®, est le seul inhibiteur stéroidien
actuellement sur le marché pouvant étre administré par voie orale. Il entraine une
inactivation de I'aromatase par liaison irréversible sur le site de fixation du substrat :

c'est un inhibiteur suicide.

A la posologie quotidienne de 25 mg, il provoque une diminution des taux
plasmatiques d'estrone et d'estradiol de P'ordre de 85 & 95% sans quaucun effet

endocrinien ne soit observé. A doses répéices, l'exémesiane eniraine une

30



inactivation de 98% de aromatase périphérique (De Crémoux, 2000).

L'exémestane a un faible effet androgénique essentiellement lié & sa faibie
affinité pour le récepteur aux androgénes. Les effets secondaires sont ceux
habituellement rencontrés (nausées, bouffées de chaleur, insomnies, dépression,

oedémes périphériques, sueurs, céphalées).

1.6.4.5. Le fadrozole (ou CGS 16949)

C'est le chlorhydrate de 4-(56,7 8-tétrahydroimidazo-(1,5a)-pyridin-5-yl)-
benzonitrile. C'est un anti-aromatase non stéroidien entrainant une diminution
significative de I'estrone et de l'estradiol : 2 & 4 mg de fadrozole abaissent les taux
d’estrogénes plasmatiques a des niveaux indétectables (De Crémoux, 2000). Notons
gue le racémigue est deux cent fois plus puissant que I'aminoglutéthimide (cf
tableau VI1).

+

S
N Cl

N

Mais bien qu’il soit frés actif, le fadrozole mangue de spécificité. |l diminue le
taux d’aidostérone avec modification de la balance élecirolytique. I diminue
également la synthése du cortisol et inhibe la corticostérone-méthyloxylase de type
H qui intervient dans la synthése de I'aldostérone. Les effets secondaires sont:
nausées, flush, asthénie, anorexie.

En raison de son manque de specificité, le fadrozole n'est aujourd’hui plus

développé.
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1.6.4.6. Le 1étrozole (ou CGS 20267)

Cest le 4,4-(1H-1,2 4-triazol-1-ylméthyléne)-bisbenzonitrile. Le iétrozole est
un puissant inhibiteur de l'aromatase a structure non stéroidienne, commerciaiisé
sous le nom de FEMARA® et administré par voie orale. La posologie usuelle est de
2,5 mg par jour. Il inhibe I'aromatase périphérique a 98%. I est 200 fois plus actif

que 'aminoglutéthimide (cf tableau V).

NC l I CN

En moins de 24 heures aprés la prise, les concentrations plasmatiques
d'estrone et d’estradiol sont a la limite de la détection (la diminution des taux est

d'environ 95%). 'activité du létrozole est dose-dépendante (Kerbrat, 2000).

C'est une molécule trés spécifigue car aucun effet n'est observe sur les
concentrations plasmatiques de LH, de FSH, de SHBG, de TSH, de cortisol et
d'aldostérone. De plus, on constate une durée de survie significativement plus
longue et une tolérance améliorée lors d’un traitement par |étrozole. l.a plupart des
effets indésirables sont des céphalées, des nausées, des douleurs ostéo-
musculaires, des bouffées de chaleur, des oedémes périphériques, de la fatigue,

une prise de poids, des éruptions cutanées. Leur incidence est faible.
Le létrozole a obtenu son A.M.M. pour le traitement en premiére intention car

une étude clinique monire qu'il prolonge le délai de progression du cancer du sein

par rapport au tamoxiféne.
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1.6.4.7. Le vorozole (ou R 76713)

Cest le 6-[(4~ch|orophényl)(1H—1,2,4~triazol—’l—yl)méthyl]~1H—benzotriazole.
C'est un puissant inhibiteur de l'aromatase, il est mille fois plus inhibiteur que

Iaminoglutéthimide et trente fois plus actif que le formestane (cf tableau V1).

En moins d’un mois de traitement, les taux d’estrone et d’estradiol sont a la
limite du détectable. Aux posologies thérapeutiques, il n'a été constaté aucun
changement des taux de cortisol, d'aldostérone, de testostérone, d’androsténedione,
de FSH et de LH. Le traitement est en général bien toléré, malgré des bouffées

vasomotrices et des arthralgies essentiellement (Kerbrat, 2000).
Le vorozole montre un bénéfice clinique et une qualité de vie bien améliorée.

Il nest cependant pas commercialisé en France et son deéveloppement n'est plus

envisageé.
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1.6.4.8.1’anastrozole (ou ICI D 1033)

Cest le 2,2 5-(1H-1,2 4-triazol-1-yiméthyl)-1,3-phényléne]bis-(2-méthyi)
propionitrile. L'anastrozole est commercialisé sous le nom d’ARIMIDEX®, administré

par voie orale. C’est un anti-aromatase non stéroidien.

N’Nﬁ
\o=N

CN
CN

[l est plus actif que Paminoglutéthimide, le formestane et le fadrozole. |l inhibe
Pactivité de I'aromatase périphérique a plus de 96%. Une posologie faible (1 mg)
entraine une activité anti-aromatasique maximale et une diminution importante des

estrogénes circulants (supérieure a 90%).

{'anastrozole est une molécule trés spécifique : aucun effet n'est observé sur
les autres enzymes de la stéroidogénése, ni sur la sécrétion des gluco- et
minéralocorticoides. Aucun effet secondaire sévére n'est rapporté jusqu’a présent ;

les plus frégquents sont des troubles digestifs et des bouffées de chaleur.

Récemmenti, 'anastrozole vient de recevoir son A.M.M. pour le traitement en

premiére intention du cancer du sein hormonodépendant métastasé de la femme

ménopausee.
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Tableau VI ; puissance relative des inhibiteurs d’aromatase déterminée in vitro

sur les microsomes placentaires (De Crémoux, 2000)

Aminoglutéthimide 1
Formestane 60
Exémestane 60
Leétrozole 200
Anastrozole 200
Fadrozole 380
Vorozole 1000

Les inhibiteurs de I'aromatase de nouveile génération sont manifestement un

progrés dans 'hormonothérapie des cancers du sein hormonodépendants. Hs ont

démontré leur supériorité thérapeutique surtout par rapport a I'aminoglutéthimide,

pour les patientes résistantes au tamoxiféne, avec une remarquable tolérance. lls

sont en train de bousculer la prééminence du famoxiféne en situation preadjuvante

et dans le cadre de la premiére ligne thérapeutique des patientes métastatiques

(Namer, 2000).

Notons également que I'absence de résistances croisées entre les inhibiteurs

de 'aromatase stéroidiens et non stéroidiens permet d’envisager une nouvelle ligne

thérapeutique trés utile et d'espérer une survie des patientes supérieure a celle

d’aujourd’hui.
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1.6.5. lL.es inhibiteurs naturels

Outre ces molécules synthétiques, il existe des molécules naturelles qui
présentent également des propriétés inhibitrices de l'aromatase. Parmi ces
molécules, on trouve les flavonoides et les lignanes qui sont des composeés tres
répandus dans le régne végétal et qui sont présents en quantités non négligeables
dans I'alimentation.

L’inhibition de Pactivité aromatasique par les flavonoides suggere que la
consommation de ces composés contribue a la réduction de pathologies estrogéno-
dépendantes comme le cancer du sein (Wang, 1994). C’est pourquoi notre éiude

s'intéresse a cette classe de molécules.
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2. LES FLAVONOIDES

2.1. Généralités

Les flavonoides sont des molécules qui existent de fagon naturelie chez
pratiguement tous les végétaux. lis sont directement responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles, mais aussi indirectement par leur role de
co-pigments. lis ont également un rdle de protection des tissus (cuticule foliaire et
cellules épidermiques des feuilles) contre les effets nocifs des rayonnements

ultraviolets (Bruneton, 1999).

2.4.1. Distribution et localisation

Les flavonoides sont présents, a plus ou moins grandes concenirations, dans
la quasi-totalité du régne végétal. La distribution et la nature chimique des
flavonoides varient nettement en fonction de 1a famille botanique et en fonction de

l'organe qui les contient (bois, feuilles, fleurs).

Les formes hétérosidiques et hydrosolubles des flavonoides s’accumulent
dans les vacuoles et, selon les espéces, se concentrent dans I'épiderme des
feuilles, Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules
épidermiques. Quant aux flavonoides présents dans la cuticule foliaire, il s’agit

presque toujours de génines libres.

2.1.2. Structure chimique et classification

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et donc

possédent le méme élément structural de base : I'enchalnement 2-phénylchromane.

37



lls peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré
d’oxydation du noyau pyranique central.
Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés aux flavones et
flavanones. 1l nous parait cependant indispensable de parler également des
chalcones qui sont des composeés intermédiaires intervenant dans la biosynthése
des flavonoides. Nous ne développerons donc que ces trois classes de flavonoides.
Les flavones et les flavanones possédent un enchainement de 2-phénylchromane,

les chalcones ont leur cycle pyranigue ouvert.

2.1.2.1. Les flavones

A l'état naturel, le cycle A est, dans 90% des cas, substitué par deux
hydroxyles phénocliques en C-5 et en C-7 et le cycle B est substitué dans 80% des
cas par un hydroxyle en C-4'. Il peut étre 3’,4'-disubstifué ou moins fréquemment, 3’
4' 5 -trisubstitué. Les substituants sont majoritairement des groupements hydroxyle
(-OH) ou méthoxy (-OCHs). Les autres positions du cycle B ne sont gue rarement

substituees.

LLa distribution de ces flavones et de leurs hétérosides est universelle, mais

guelgues substitutions sont restreintes a certaines familles.
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2.1.2.2. Les flavanones

Ces molécules sont caractérisées par 'absence de double liaison en 2,3.
Elles présentent un centre d'asymétrie en C-2. Elles peuvent alors avoir une
configuration 23 (le plus souvent) mais aussi une configuration 2R,

Elles possédent les mémes variations de substitution que leurs homologues
insaturés. Elles semblent toutefois moins fréquentes dans le regne vegétal que les

flavones.

2.1.2.3. Les chalcones

Les chalcones, comme nous l'avons dit précédemment, ont le cycle pyranigue
ouvert. Ce cycle ouvert devient donc un chainon tricarboné, cétonique, a,B-insaturé.

Les substitutions du noyau A sont identiques a celles des flavones et des

flavanones. En revanche, le noyau B est moins fréquemment substitué.
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2.4.3. Origine biosynthétique des flavonoides

e mécanisme de la biogénése est ici trés simplifie.

Schéma 2 : biosynthése des flavonoides (Bruneton, 1999)

e -1 H
]
3X O
+ CoA

CoAS o)
- - O 4-coumaroy! CoA

malonyi CoA

chalcone-synthétase
OH

HO

chalcong-isomérase

O OH

OH
4 2' 4' 6'-tétrahydroxychalcone

naringenine {flavanone)

ftavone-synthétase

apigénine (flavone)
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La biosynthése des flavonoides débute par la condensation de trois
molécules de malonyl-CoA et d'un acide hydroxycinnamique, catalysee par une
enzyme : la chalcone-synthétase. Le produit de la réaction est une chalcone.

Dans les conditions physiologiques normales, la chalcone tend a s'isomeriser
spontanément en flavanone racémique. Mais, en présence d'une enzyme: la
chalcone isomérase, la fermeture sera stéréospécifique et aboutira a une flavanone
28. La flavone synthétase introduira une double liaison entre les carbones C-2 et C-

3, on obtiendra ainsi une flavone (Bruneton, 1999).

2.1.4. Les flavonoides dans 'alimentation

Les flavonoides sont présents dans de nombreux végétaux destinés a la
consommation humaine, mais ils sont absents des produits d'origine animale
(Peterson, 1998).

Les flavanones sont en grandes quantités dans les pois-chiche, le cumin,
Faubépine, la réglisse, la menthe, le sorbier. Mais ce sont les agrumes qui

représentent la source majeure de flavanones.

Les flavones ne sont pas trés fréquentes dans les fruits et les legumes, on les
trouve surtout dans les graines de céréales et les herbes aromatiques. Le persil, le
thym et le romarin sont particuliérement riches en flavones. Ces flavones sont

responsables de la couleur et du golt de ces plantes. Elles en réduisent 'amertume.

Les isoflavonoides sont une classe particuliere de flavonoides puisquiils

possédent un enchainement 3-phénylchromane.
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lls sont connus pour leur activité estrogénique. Le soja est la principale
source d'isoflavonoides mais ils sont également présents dans les haricots verts, les

pois-cassés et les clous de girofle.

Bien que les flavonoides soient des composes relativement stables
(résistance a la chaleur et a 'oxydation), la préparation et la cuisson des legumes
peuvent entrainer une diminution de la concentration en flavonoides (jusqu'a 50%

de perte).

{’évaluation de la quantité de flavonoides contenue dans un régime
alimentaire humain a fait I'objet de plusieurs travaux. Une étude hollandaise,
effectuée en 1993, estimait gu'un régime normal et équilibré contenait 23
milligrammes de flavonoides par jour, mais seuls les flavones et les flavonols (3-
hydroxyflavones) ont été considérés (Hertog, 1993). Une étude plus ancienne,
effectuée en 1976 sur cing classes de flavonoides, estimait la quantité de
flavonoides & 1 gramme par jour. Mais les méthodes d'analyse étaient beaucoup
moins précises (Peterson, 1998). Les derniéres études ont montré que la guantite
de flavonoides présents dans un régime alimentaire humain normal et equilibré était

comprise entre 7,1 et 40 milligrammes par jour (Rimm, 1996).

2.1.5. Propriéiés biologiques

2.1.5.1. Role dans la perméabilité capitlaire

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d'étre
« vasculoprotecteurs et veinotoniques ». lls sont effectivement capables de diminuer
la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur résistance. Cependant,
cette propriété, pourtant irés utilisée, n'est pas toujours reconnue par le monde
médical. En effet, la FDA (Food and Drug Administration) ne leur reconnait, a ce
jour, aucune activité.

| faut admettre gue les différents iraités de pharmacologie ne laissent pas de

doute quant & la faible importance de leur valeur thérapeutique. Toutefois, les
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flavonoides font I'objet, particulierement en France, d'une large prescription, d'un
fréquent conseil pharmaceutique et d'une importante automédication dans les
pathologies circulatoires mineures. Il faut noter, en outre, que certaines de ces

molécuies, a posologies élevées, ont fait preuve d'efficacité clinique.

2.1.5.2. Action préventive sur le cancer

De nombreux travaux ont moniré que les flavonoides pouvaient jouer un role
bénéfique dans la prévention de certains cancers (Birt, 2001 ; Kuo, 1997). Cet effet

protecieur est ié a differentes activités biologigues telles que :

_ L’activité anti-radicalaire et anti-oxydante

Les radicaux libres sont des éléments déficitaires d'un électron sur feur
orbitale externe. Ce sont donc des éléments trés réactifs et trés instables qui, en se
liant a d’autres molécules, seraient responsables d'altérations et de mutations sur
les acides nucléiques, d’initiation et de promotion de processus de cancérisation,

ainsi que de dégradations cellulaires importantes (Bruneton, 1999).

| es flavonoides auraient une action sur les radicaux libres : ils agiraient sur ta
réduction de l'acide déhydroascorbique, & I'encontre duquel ils se comporteraient
comme des donneurs d’hydrogéne, stabilisant ainsi les radicaux libres.

On considére maintenant que les flavonoides piegent les radicaux libres,
particuliérement s'ils sont formés lors d'une anoxie, lors d'une inflammation ou lors
d’autoxydation lipidique. I semble que I'activité antiradicalaire des flavonoides

dépend de leur structure.

De trés nombreux travaux sont actuellement en cours sur e role que peut
jouer l'effet anti-radicalaire et antioxydant des flavonoides régulierement apportes
par la ration alimentaire. Toutefois, il ne faut pas perdre de vue que cetie activite
nest pour linstant démontrée qu'in vitro, ce qui ne laisse en aucun cas préjuger de

son activité préventive et thérapeutique in vivo.
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- L'activité estrogénigque et/ou anti estrogenique

Les études ont d’abord concerné les isoftavones telles que la génistéine ou Ia
daidzéine. Ces composés possédent in vitro et in vivo des activités estrogéniques
mais aussi anti-estrogéniques (Rosenberg Zand, 2000). lis ont alors été qualifiés de
phytoestrogénes et certains auteurs ont suggére gue ces molécules pouvaient étre
considérées comme des SERM. Toutefois, le role joué par ces isoflavonoides, vis 8
vis de cancers hormonodépendants tels que le cancer du sein, n'est pas encore
clairement établi. D'autres travaux ont concermné lévaluation de flavones, de
flavanones et de chalcones. lls montrent que les hydroxyle en position 4" et 7 des
flavonoides sont équivalents aux hydroxyle en position 3 et 17 de Pestradiol et sont
donc responsables de 'activité estrogénique des flavonoides. Par contre, lorsque
ces groupements hydroxyle sont méthylés, on constate une abolition de lactivité
estrogénique (Rosenberg Zand, 2000) voire une activité anti-estrogénique (Le Bail,
1998,).

- L’activité antiproliférative

Les flavonoides possédent diverses activites biologiques qui peuvent
entrainer une inhibition de la croissance des cellules cancéreuses. Ainsi, certaines
molécules présentent des propriétés inhibitrices des topoisomérases | et Il ou de la
protéine kinase C. D'autres entrent en interaction avec la tubuline. Enfin, certains

flavonoides possédent une activité cytotoxique.

2 1.5.3. Flavonoides et inhibition enzymatique

Comme pour ['activité anti-radicalaire, ces propriétés ne sont démontrées que
in vitro. Des recherches approfondies sur les flavonoides ont montré qu'ils inhibaient
certaines enzymes en fonction de feur structure. Ici encore, nous ne nNOuUs

intéresserons qu'aux flavones, aux flavanones et aux chalcones.
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Ces molécules inhibent :
- ['élastase
- la hyaluronidase
- la catéchol-O-méthyltransférase (ce qui provoque une augmentation de la
résistance vasculaire)
- la phosphodiestérase de 'AMPc

Paidose reductase

I'aromatase (que nous détailierons ultérieurement).

2.1.5.4. Autres propriéiés

Les flavonoides sont reconnus comme ayant une activité anti-inflammatoire.
lls peuvent aussi étre anti-allergiques, hépatoprotecteurs, hypocholestéroiémiants,

diurétiques, antibactériens, antiviraux, antimutagénes.

Lextrapolation de foutes ces donnees nécessite tout de méme une grande
prudence : ta biodisponibilité chez 'homme de ces molécules est en général faible.
Les activités décrites in vitro ne sont que rarement corrélées a des effets in vivo. Ef,
en dehors des cas particuliers, on ne dispose, pour I'instant, d’aucune étude

pertinente démontrant un intérét quelcongue en clinigue humaine.

lis sont malgré tout trés utilisés dans le domaine capillaro-veineux, résistant aux
nombreuses coniroverses des autorités médicales et au déremboursement par la
sécurité  sociale. lls sont essentiellement proposés pour linsuffisance
veinolymphatique et dans le traitement des signes fonctionnels liés a la crise

hémorroidaire (Bruneton, 1999).
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2 9 L’activité anti-aromatasigue des flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires et ubiquitaires du regne
végétal. lls sont présents en fortes concentrations dans les fruits et les iegumes.
Ces flavonoides ne sont pas toxiques, et possédent de nombreuses proprietés

biologiques que nous avons énumérées precédemment.

La recherche contre le cancer a établi, depuis de nombreuses années, que
lincidence du cancer du sein est significativement plus basse en Asie quen
Occident. C’est dans I'analyse de I'alimentation de la population asiatigue que les
chercheurs ont tenté de trouver une explication a ce phénoméne. La différence de
régime alimentaire peut changer lincidence du cancer du sein chez la femme

postménopausée (Elia, 1999).

Cette analyse approfondie a montré que certains flavonoides, les
isoflavonoides, sont en quantité importante dans P'alimentation asiatique. Ce sont
des phytoestrogénes. lis sont le plus souvent apportés par les légumes et
essentiellement par les éléments dérivés du soja {1 gramme de soja contient 2
milligrammes d’isoflavones).

Les phytoestrogénes ont une analogie de structure et de fonction avec le 17B-
estradiol. Ils ont une activité estrogénique sur certains récepteurs et une activite
anti-estrogénique sur d’autres récepteurs. lls auraient également une faible activité
anti-aromatasique et une activité antiproliférative (Ingram, 1997). Ce sont ces
propriétés qui ont fait que certains auteurs incluent les phytoestrogénes dans la
famille des SERM (Selective Estrogen Receptors Modulators), comme le tamoxifene
(Elia, 1999).

Bien que ces phytoestrogénes soient de faibles inhibiteurs de Faromatase, il a
été démontré qu'un régime riche en légumes dans lesquels les phytoestrogenes
sont en quantité importante, réduit la conversion de Pandrostenedione en estrone |
d’'ol leur action protectrice et préventive contre le cancer du sein (Adlercreutz,
1995).
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Ces informations sont fres importanies pour tenter de développer une
stratégie de prévention et de traitement du cancer du sein a base de molécules
végétales. Ces résultats ont amené les chercheurs a étendre leurs investigations a

rensemble des flavonoides (chalcones, flavones, flavanones).

2 2 4. Relations structure/activité

Certains flavonoides semblent jouer un role important dans la protection
contre le cancer du sein. En pius de leur interaction avec les récepteurs aux
estrogénes, ils entreraient en compétition avec les stéroides endogénes sur le site
actif de I'aromatase (Jeong, 1999 ; Lee, 2001 ; Kellis, 1984). En bloguant ce sife
actif, ils inhibent ainsi I'activité de 'aromatase et donc inhibent I'aromatisation de
landrosténedione en estrone. Cette action aurait pour conséguence de diminuer le

taux d’estrogénes chez la femme ménopausée.

La structure biphénolique des flavones el des flavanones les rend
particuliérement intéressantes car elle leur permet de passer a ftravers les
membranes cellulaires, d'interagir avec les recepteurs aux estrogenes et avec
certaines enzymes comme larormatase. Ces molécules possédent une fonction
cétone sur le carbone 4, fonction importante car alle leur confére un effet inhibiteur
sur 'aromatase. En effet, c’est elle qui semble interagir avec le fer de 'neme du

cytochrome P450 de 'enzyme (Kao, 1998).

| es chalcones, qui sont & Porigine de la biosynthése de tous les flavonoides,
n'avaient jamais fait I'objet d'une étude concernant leur effet sur 'aromatase. Aussi,
le laboratoire de Biochimie a entrepris une telle étude. Hl s'avére gu'elles ont
également une action anti-aromatasique. Cependant, leur effet inhibiteur a été
comparé a celui des flavanones correspondantes et s'est révélé plus faible (Le Bail,
2001).

Les flavones et les flavanones étudiées présentaient majoritairement des
hydroxyle et des méthoxy sur les positions 5 et 7 du noyau A et 4’ du noyau B. Ce

sont en effet des molécules usuellement rencontrées dans la nature.
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Ainsi, la chrysine (5,7-dihydroxyflavone) a été largement étudiée ; cetle

molécule a montré un pouvoir inhibiteur intéressant sur 'aromatase.

Il a &té montré que la 5-hydroxyflavone avait une activite inférieure a la
flavone, alors que la 7-hydroxyflavone est quatre fois plus active que la chrysine. On
peut donc conclure que la substitution par un hydroxyle en position 5 diminue
Pactivité. En effet, ce groupement formerait une liaison intramoléculaire avec la
fonction carbonyle, ce qui diminuerait l'interaction de celle-ci avec le fer de 'heme
de V'aromatase (Kao, 1998). En revanche, I'hydroxyle en position 7 semble, lui,
essentiel a I'activité anti-aromatasique (Le Bail, 1998). Il provoque une activité
maximale : la 7-hydroxyflavone est par exemple 20 fois plus active que la flavone
(Ibrahim, 1990).

La substitution en position 7 par un groupement methoxy est égatement
responsable d'une activité anti-aromatasique. Cependant, Pactivité de la 7-

méthoxyflavone demeure inférieure a celle de la 7-hydroxyflavone (Le Bail, 1998y).

Kao ef al{1998) ont également mené a bien des eétudes concernant 1a
substitution sur le carbone 6. Les résultats ont montré que la 6-hydroxyflavone était
un faible inhibiteur de 'aromatase, ce qui a amené a conclure que la substitution du

carbone 8 est défavorable a une liaison avec le site actif de Yaromatase.

Linfluence de la substitution du carbone 8 a également été étudiée ; ainsi, ia
7, 8-dihydroxyflavone s'est révélée moins active que la 7-hydroxyflavone. La

présence d’un hydroxyle sur le carbone 8 diminue donc l'activité (Kao, 1998).

Les résultats concernant la galangine (3,5,7-trinydroxyflavone) indiguent que
la présence d'un groupement hydroxyle en position 3 sur la flavone réduit
considérablement son affinité pour Paromatase. En faif, il semblerait que des
substitutions en position 3 influencent l'interaction entre la fonction carbonyle et

'héme de V'aromatase (Kao, 1998).

D’un autre coté, la présence d’un hydroxyle en 4’ (sur e noyau B) a une faible

influence sur Pactivité inhibitrice de 'aromaitase.
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Ainsi 'apigénine (4',5,7-trihydroxyflavone) possede une inhibition similaire

voire plus faible que la chrysine (Le Bail, 1998y).

Des études menées parallélement sur quelques flavanones ont démontré que
celles-ci avaient une activité inférieure aux flavones. En effet, I'apigénine présente
une affinité pour l'aromatase supérieure a celle de la naringénine (4°,5,7-
trihydroxyflavanone) (Le Bail, 1998y). Cette constatation peut s’expliquer par la

conformation spatiale de ces composeés.

Ces recherches ont mis en évidence le probable intérét de ces flavonoides
dans le traitement du cancer du sein. Elles ont montré linfluence de différents
substituants sur le noyau A. Il nous parait intéressant de rechercher I'influence de

tels substituants sur le noyau B.

2.2.2. Stratégie d’étude de V'influence des substituants sur le noyau B

des flavanones

Les flavones, qui sont les flavonoides les plus répandus dans le regne
végétal, ont été plus étudiées que les flavanones. Aussi, nous avons entrepris
étude des propriétés anti-aromatasiques de flavanones. Celle-ci s'inscrit dans le
cadre des travaux de P'équipe de recherche "Biomolécules et cibles celiulaires
tumorales” dirigée par Monsieur le Professeur Chulia.

Les travaux antérieurs ont montré que la substitution de la position 7 du
noyau A de ces flavanones influence I'action anti-aromatasique. En effet, la
présence d’un groupement méthoxy (-OMe) ou d'un groupement hydroxyle (-OH) sur

cette position améliore considérablement l'activité. Ainsi, la flavanone possede une
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Clso de 28,5 uM, alors que la 7-méthoxyflavanone a une Clsy égale a 8,0 uM et ia 7-
hydroxyflavanone, une Cls, de 3,8 pM.

La 7-méthoxyflavanone est considérée comme un chef de file dans notre
recherche de composés actifs sur le cancer du sein car elle présente une activité
anti-aromatasique ainsi qu'un effet antiprolifératif vis-a-vis des cellules cancéreuses
mammaires hormono-dépendantes MCF-7 (Pouget, 2001,) et se trouve dépourvue

d’activité estrogénique (Le Bail, 1998,).

Le deuxiéme chef de file de notre étude s’avére étre la 7-hydroxyflavanone
qui présente un effet anti-aromatasique supérieur & celle de la 7-méthoxyflavanone

mais qui posséde en revanche une activité estrogénique (Rosenberg Zand, 2000).

Aussi, notre stratégie d'étude de relation structure-activité consistera :
- d'une part a évaluer l'influence de divers substituants sur le noyau B de la 7-
méthoxyflavanone et & sélectionner les substituants les plus actifs,
- d'autre part a évaluer des analogues de la 7-hydroxyflavanone portant sur fe

noyau B les substituants préecédemment sélectionnés.

o0
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1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Rappels bibliographiques : systémes et méthodes utilisés

1.1.1. Systémes biologigues

Dans un premier temps, I'évaluation des inhibiteurs de 'aromatase se fait in
vitro sur différents systémes biologiques. Ces études in vilro permettent de
déterminer les caractéristiques biochimiques de ces inhibiteurs telles que la Clso, le
type d’inhibition ou le type de fixation sur le site actif.

Les études sont plus communément effectuées sur des systémes de
microsomes placentaires ou ovariens humains, ces organes etant les plus riches en
activitt aromatasique (Auvray, 2000). Les microsomes placentaires humains
proviennent d’un placenta obtenu aprés un accouchement a terme. lls sont isolés,
purifiés et conservés a —80°C jusqu’a leur utilisation (Ibrahim, 1990 ; Le Bail, 1998.).
Les microsomes ovariens proviennent des ovaires de femmes prémeénopausees

aprés exérése chirurgicale (Kellis, 1984).

Le tissu adipeux représente également une source importante d’estrogénes
chez la femme post-ménopausée. Cetie synthése d’estrogénes provient de
Faromatase présente dans ces tissus. Les cultures de cellules preadipocytaires
représentent donc un autre systéme biologique utilisé pour tester l'activité anti-

aromatasigue des flavonoides (Campbell, 1993).

Linhibition de aromatase par les flavonoides a également éié recherchée
sur des systémes ovariens de truite (Pelissero, 1996).

Enfin, il existe un autre modéle in vitro : les lignées cellulaires mammaires
telles que les cellules MCF-7 transfectées avec le géne de l'aromatase. Cette
méthode permet a ces cellules d’exprimer fortement 'aromatase et de diminuer le

temps de la réaction (Zhou, 1990).
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1.1.2. Les méthodes de mesure

Dans la plupart des travaux, l'activité de I'aromatase est évaluée selon le
protocole de Thompson et Siiteri, basé sur la technique de Peau tritiée relarguée fors

de 'aromatisation du substrat (Thompson, 1974).

Dans le cadre de nos travaux, effectués au sein du laboratoire de Biochimie
de la Faculté de Pharmacie de Limoges, la méthode utilisée est celle développée
par J.C. Le Bail dans le cadre de son doctorat (Le Bail, 1998,). Cette méthode est

détaillée dans le chapitre suivant.

1.2. Principe d’étude de Iactivité inhibitrice_des flavonoides

sur 'aromatase

1.2.4. Principe

Le principe de mesure de lactivité anti-aromatasique des flavonoides est

présenté ci-aprés (schéma 3).

Schéma 3 : principe de mesure de Pactivité anti-aromatasique des flavonoides

NADPH NADP

A

u 6P NADP aestrone== g i
glucose ~ A - /@ ro TTen estradiol
GerPHhH aromaiase

3p-HSD
gluconate 6P / \PNADPH / . As ~ag————  DHEA

NADH NAD

G6PDH : glucose-6-phosphate deshydrogénase
A4 » androsténedione
DHEA : déhydroépiandrosterone
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La cinétique de transformation de I'androsténedione en estrogénes par les

microsomes placentaires est illustrée par le schéma 4 (Le Bail, 1998;).

Schéma 4 : Cinétigue de transformation de I'androsténedione en gstrogenes

par les microsomes placentaires.
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On remarque que la transformation de I'androstenedione est compléte aprés

7 minutes d'incubation.

1,2.2. Obtention des microsomes placentaires

La faible quantité d’aromatase présente dans les cellules MCF-7 ainsi gue
dans la préparation microsomiale de ces cellules a conduit le laboratoire de
Biochimie & mettre au point un protocole d’étude d'activité enzymatique a partir de
microsomes placentaires. Ces microsomes présentent en effet un équipement
enzymatique important (Le Bail, 1998.).

Dans la celiule, le systéme du cytochrome P450 est situé dans fe réticulum
endoplasmigue qui, aprés homogénéisation du fissu et uliracentrifugation, se

retrouve dans la fraction dite microsomiale, d’oll le terme d’enzymes microsomiales.
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1.2.3. Incubation

Les mesures de lactivité inhibitrice de Paromatase de l'ensemble des

flavanones ont été effectuées par nos soins dans le laboratoire de Biochimie.

La réaction est effectuée dans un tampon phosphate (KHPOs 0,1 M,
dithiotreitol 10° M, pH 7.4) en présence de NADP (0,5 mM), de glucose-6-phosphate
(3 mM), du produit a tester a des concentrations variables, de glucose-6-phosphate
deshydrogénase (0,1 U/ml) et des microsomes placentaires. Les tubes sont pre-
incubés pendant 30 secondes a 37°C puis Pandrosténedione radiomarquée (20 nM)
est ajoutée. Enfin, les tubes sont incubés sous agitation a 37°C pendant 7 minutes.

Les incubations sont arrétées par addition de méthanol / HCI.

1.2.4. Extraction

Elle s'effectue dans un tube ltirich en ajoutant un mélange acétate d'ethyle 50
/ cyclohexane 50. Les tubes sont ensuite vortexés et, aprés décantation, le
surnageant est récupéré et évaporé sous azote a 50°C. L.es extraits secs sont repris

dans 500 pl d’éthanol ; une nouvelle évaporation est effectuée.

1.2.5. Etude HPLC

Les métabolites issus de lincubation sont analysés par HPLC en phase
normale sur une colonne silice de diamétre 5 p. Le systeme chromatographique
comporte une pompe Kontron 420 (debit: 1 mi/ min). La radioactivité est mesurée
par un systéme Packard FLO-ONE / beta detector Series A-500 avec un débit de
liquide scintilant ULTIMA-FLO™ Packard de 1,5 ml / min. Chaque échantillon a

analyser est repris dans 50 pl de phase mobile (isooctane 64 / acétate d’éthyle 36).

Les temps de rétention des stéroides sont les suivants :

estrone : 5,2 min ; estradiol 1 7,5 min ; androsténedione ; 15,8 min.
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Le pourcentage d’inhibition de I'aromatase correspond au pourcentage de A4
non transformé. Le principe de calcul est le suivant :
Il faut calculer, dans un premier temps la quantité de radioactivité totale engagée
dans la réaction au départ. Pour cela, on additionne les surfaces sous courbes
d’estrone (E1), d’estradiol (E,) et de A4. Or, la A4 utilisée est la [’!,2,6,7n3H] A4 (87 Ci
/ mmol), elle comporte quatre hydrogénes radiomarqués. Par conséquent, l'estrone
et 'estradiol ne comporteront que deux hydrogénes radiomarques (6,7-°H). lls sont
donc deux fois moins marqués que la A4. On multipliera donc les surfaces sous
courbes d'estrone et d’estradiol par 2.

Radioactivité totale = [(surfaceE, + surface E;) x 2] + surfaceA4

Donc, le pourcentage de A4 non transformée est calculé de la fagon
suivante : (surface A4 / radioactivité totale) x 100, qui correspond également au
pourcentage d'inhibition de 'aromatase.

Une courbe est alors tracée, exprimant les pourcentages d'inhibition en
fonction des concentrations de Vlinhibiteur. La Cls, est ensuite déterminée

graphiguement.
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1.3. Le protocole aromatase

1.3.1. Remarqgues

| 'aromatase est contenue dans les microsomes placentaires. Elie transforme
I'androsténedione en estrone et estradiol.

Les premiéres expérimentations ont été effectuées avec 7 pl de microsomes
préparés en avril 1999, dans le cadre de fa thése de J.C. Le Bail. Lors de ces
premiéres manipulations, 'étude des témoins positifs (en absence de l'inhibiteur) a
montré une quantité résiduelle de A4. Cela signifie que les microsomes n'ont pas
assuré une iransformation compléte de la A4 en estrogénes. |l faut donc vérifier si

une quantité supérieure de microsomes peut entrainer une aromatisation totale.

Sur des témoins positifs, il a ét¢ introduit des quantités variables de
microsomes (de 7 a 9 pl). Méme en présence de la plus grande quantité de
microsomes, la A4 n'a pas été totalement transformee en estrone et estradiol. On
peut donc conclure qu'aprés un délai d’utilisation voisin d’une année, I'équipement
enzymatique des microsomes se dégrade et ne peut pas assurer une transformation
compléte de 'androsténedione.

Les expérimentations ont été renouvelées avec un fot de microsomes
préparés en juin 2000 pour cette série d’évaluations. Il s'est avéré que 6 ul de
microsomes  &tait  alors  suffisant pour assurer ['aromatisation fotale de
Pandrosténedione. Toutes les autres manipulations ont donc été effectuées avec 6

ul de microsomes.
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1.3.2. Protocole

Produits :
e Solvant d’extraction : cyclohexane 50 / acétate d'éthyle 50
e Méthanol 50 / HCI (1N) 50
s Tampon : KH,PO4 0,1 M ; dithiotréitol (DTT) 10° M pH 7.4
Exemple : pour 100 mi de tampon
1) 1,36 g de KH,PO4
2) 15,4 mg de DTT
3) 90 mi d’eau distillée
4) ajuster le pH a 7,4 par addition de soude 1N
5) compléter a 100 mi avec de 'eau distillée.
» Glucose-8-phosphate-deshydrogénase : aliquots de 20 pl a 0,1 Uiml,

conservés au congélateur a —-20°C.

Préparation de I'androsténedione (a conserver en chambre froide) :
- 10 yl de A4 radiomarquée [1 2.6,7-°H] A4 (87 Ci / mmol)
- 40 pl de A4 froide a 107 M
- 150 pl d’éthanol

Préparer extemporanément (& conserver dans la glace pendant la manipulation) :
- solution de NADP : 3,8 mg / mi de tampon
- solution de glucose-6 phosphate : 9,2 mg / mi de tampon
- solution du produit a tester a 10* M dans I'éthanol
- solution du produit a tester a 10™ M : dilution au 100°"™ dans le tampon

phosphate, de la solution & 10” M

Gamme de concentrations du produit & tester :
Pour 25 uM : ajouter 2,5 ul de la solution & 10 M
Pour 10 uM : ajouter 1 pl de la solution a 1072 M
Pour 1 uM : ajouter 10 pl de la solution & 10" M
Pour 0,5 UM : ajouter 5 pl de la solution & 10° M
Pour 0,1 uM : ajouter 1 pi de la solution & 10" M
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Manipulation : les tubes & hémolyse sont dans la glace.

Témoin négatif : 780 yl de tampon
100 ul de glucose 6 phosphate
100 pl de NADP
2 ul de glucose-6-phosphate-deshydrogénase
6 W de microsomes
400 pl de méthanol / HCl

Témoin positif ; 780 pl de tampon
100 ul de glucose 6 phosphate
100 pl de NADP
2 ul de glucose-6-phosphate-deshydrogénase

6 1l de microsomes

Gamme : 780 il de tampon
100 pi de glucose 6 phosphate
100 pl de NADP
2 ul de glucose-6-phosphate-deshydrogénase
6 ul de microsomes

x ul du produit & tester selon la gamme de concentrations

Incubation : pré-incuber sous agitation pendant 30 secondes puis ajouter 2 pl de A4

radiomarguée ; vortex et incubation sous agitation pendant 7 minutes.

Arrét de l'incubation par 400 pi de méthanol / HCI ; vortex.

Extraction - transférer dans des tubes lttrich ; ajouter 4,5 ml de cyclohexane / acétate
d’éthyle ; vortex.

Prélever la phase organique supérieure avec une pipette pasteur et la mettre dans
un tube a hémolyse. Evaporer le contenu des tubes sous azote.

Reprendre les résidus par 500 ul d’éthanol et évaporer sous azote.
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1.4. Méthode de synthése des flavonoides

Les travaux de synthése ont été réalisés dans le faboratoire de
Pharmacognosie par Mite C. Pouget dans le cadre de son doctorat de I'Université de
Limoges (Pouget, 2001,). La stratégie de modulation du noyau B des flavanones qui
a été retenue, repose sur la condensation de Claisen-Schmidt, réalisée en milieu
alcalin et dans I'éthanol a reflux, enire des benzaldéhydes diversement substitués
et soit la 2-hydroxy-4-méthoxyacétophénone pour obtenir des analogues de la 7-
méthoxyflavanone, soit la 2,4-dihydroxyacétophénone pour synthétiser des dérives
de la 7-hydroxyflavanone. Cette condensation aboutit a des 2’-hydroxychalcones
qui, aprés traitement en présence d'une solution méthanolique d’acide sulfurique,

donnent les flavanones correspondantes.

Schéma 5 ; Modulation du noyau B de la 7-méthoxyflavanone.
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La mise en ceuvre de cette stratégie de synthése a conduit & ['obtention de 23
analogues de la 7-méthoxyflavanone dont la siructure est donnée dans le tableau

Vil ci-apres.

| ’évaluation biologique de la série des analogues de la 7-méthoxyflavanone a
permis de sélectionner les substituants qui influencent favorablement I'activité anti-
aromatasique. Ces substituants ont alors eté introduits sur le squelette de la 7-
hydroxyflavanone selon le schéma 6 ci-dessous. Le groupement hydroxyle en 4 de
la 2,4-dihydroxyacétophénone subit une étape de protection par le 3,4-dihydro-2H-
pyrane (3,4-DHP) en présence de pyridinium p-toluénesulfonate (PPTS).
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La condensation de ia 2-hydroxy-4-(tétrahydropyran-2-yloxy)acétophénone avec les
benzaldéhydes permet d’obtenir les chalcones attendues gui sont ensuite
déprotégées en présence dacide p-toluénesulfonique. La cyclisation de ces
chalcones, effectuée en présence d'une solution méthanolique d'acide sulfurique,
aboutit aux flavanones correspondantes. Dans cette série, la synthése de la 2',7-
dihydroxyflavanone (F24) par cyclisation de la 2,2’ 4'-trihydroxychalcone, molécule

disponible dans le commerce, a également été réalisée.

Schéma 6 : Modulation du noyau B de la 7-hydroxyflavanone.
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2. RESULTATS ET DISCUSSION

2 1. Modulation du noyau B a partir de la 7-méthoxyflavanone

2.1.1. Présentation des molécules

Comme nous l'avons expliqué précédemment, la 7-méthoxyflavanone est un
chef de file dans la recherche de molécules actives contre le cancer du sein. A partir
de ce squelette, le noyau B a été modulé avec divers substituants tels que des
groupements méthoxy et des groupements hydroxyle principalement | des atomes
d’halogénes et un groupement diméthylamino, sur la position 4’ du cycle B, ont

également été introduits.

La structure des molécules évaluées est précisée ci-dessous (schéma 7 et
tableau VIi).

Schéma 7 : structure des 7-méthoxyflavanones Fy - Faa.
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Tableau VIl : Présentation des molécules

CODE Ry R, R; R4 Rs
7-méthoxyflavanone H H H H H
Fy H OH H H H
F2 H H OH H H
Fi H OH OH H H
Fa H OH H OH H
Fs H OH OMe H H
Fo H OMe OH H H
F7 OMe H H H H
Fs H OMe H H H
Fo H H OMe H H
Fio OMe | OMe H H H
Fqs OMe H OMe H H
F12 OMe H H OMe H
Fia OMe H H H OMe
Fia H OMe OMe H H
Fis H OMe H OMe H
Fis OMe | OMe OMe H H
Fiz OMe H OMe OMe H
Fis H OMe OMe OMe H
Fig H H N-(CHs) H H
Fao H H Br H H
Faq H H F H H
Fa2 H H CN H H
Fas H H Cl H H
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2.1.2. Présentation des résultats

Ces molécules ont été évaluées a différentes concentrations, pour lesquelles
le pourcentage d'inhibition a été caiculé. A partir de ces résultats, nous avons
déterminé graphiquement la Clsy, ¢'est & dire la concentration & laguelle la molécule
laromatase a 50 %. Les pourcentages exprimés

va inhiber Vactivité de

correspondent a la moyenne de 2 expérimentations. La déviation doit étre inférieure

ad1+5%.

Les résultats présentés ci-aprés ont fait 'objet d’une publication internationale

(Pouget, 2002).

Tableau VIII : activité anti-aromatasigue des dérivés de la 7-méthoxyflavanone.

Pourcentage d'inhibition en fonction de la
concentration
0,1 uM | 0,5 uM 1 uM 10 pM 25 uM Clso
(uM)
Aminoglutéthimide 96+0,9 | 642+1,1 | 750+10 ]| 5,2
7-OMeflavanone 39+16 | 547+08 | 67,5+£23 8,0
s 59+02|158+07| 77,3+13 | 83,0%0,1 3,6
F2 16,2+ 14] 754+0,8 | 81,0+ 1,1 3,7
Fa 34+04 200+21| 86,8+26 | 884+15 | 2,5
Fa4 70+05|150+22| 785+05 | 839+09 | 35
Fs 41+11{608+55 | 71,5+13 | 62
Fg 75+04 | 64,715 | 76,4 20,1 5,4
F7 1,7+0,2 | 59,9+55 | 78,1+03 | 6,6
Fs 1,8+0,2 | 436+04 | 61,2+13 | 14,2
Fo 17+0,2 | 438+47 | 651+0,8 | 136
F1o 20+05 | 598+0,9 | 722+23 1 66
Fq 22+03 | 552+17 | 728+05 | 8,0
Fiz 26,3+6,3
Fis 257+06
Fia 427+ 3,5
Fis 31,9+ 05
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Fe 19+04 | 7041+15 | 798+31 | 48
Fi7 293116
Fis 33,8+0,7
Fig 16,6 +£ 0,7
F2o 412 +27
Fai 42 3+ 1.1
Fao 38,3+14
Fas A73+4)7

La 7-méthoxyflavanone est considérée comme une molécule de référence
pour notre étude. Elle présente une Clso de 8,0 MM

e but de nos recherches est de synthétiser des molécules qui, a faible
concentration, ont une activité inhibitrice élevée sur 'aromatase. On considére une
molécule potentiellement intéressante quand sa Cls, est améliorée par rapport a
celle de la 7-méthoxyflavanone. C'est pourquoi la piupart des molécules dont le
pourcentage d'inhibition & 10 pM est inférieur & 50 % ne font pas P'objet d'une

détermination de leur Clsg.

2.1.3. Analyse des résultats

On remarque que la présence d'un groupement hydroxyle (-OH) en position 3’
sur le noyau B augmente de fagon significative lactivité de la molécule. La 3'-
hydroxy-7-méthoxyflavanone a une Cly de 3,5 pM.

| en est de méme lors de la présence d'un hydroxyle sur le carbone 4’ qui
améliore 'activité de facon similaire (la 4-hydroxy-7-méthoxyflavanone a une Clsp de
3,7 uM).

Lorsque la molécule est doublement substituée par des hydroxyle en 3’ et en
4’ I'activité progresse encore : la Clg de la 3’ 4'-dihydroxy-7-méthoxyflavanone est
alors de 2,5 uM. On peut donc penser que les groupements hydroxyle, placés sur
les carbones 3’ et 4’ agissent en synergie. La 3’ 4’-dihydroxy-7-méthoxyflavanone
est une molécule qui présente une activité inhibitrice de 'aromatase élevée, deux

fois supérieure a celle de 'aminoglutéthimide.

65




En revanche, le groupement hydroxyle en position &', en association avec un
hydroxyle en position 3’ ne provoque aucun changement d'activité par rapport a la
3-hydroxy-7-méthoxyflavanone. Les Cly de la 3’ 5'-dihydroxy-7-méthoxyflavanone
et de la 3-hydroxy-7-méthoxyflavanone sont identiques (3,5 MM},

Aprés l'analyse de ces derniers résultats, des groupements méthoxy (-OMe)
ont été introduits sur les mémes carbones gue précedemment.

On remarque gue la présence d’un méthoxy en 3’ diminue fortement P'activité
anti-aromatasique ; en effet, la 3', 7-diméthoxyfiavanone a une Clsp de 14,2 M, donc
bien supérieure a celle de la 7-méthoxyflavanone. Il en est de méme pour la 4,7~
diméthoxyflavanone : I'addition d’un groupement méthoxy en 4’ est donc défavorable
& Peffet inhibiteur. Le méthoxy introduit en 5 diminue également la puissance
inhibitrice de la molécule ; la 3',7-diméthoxyflavanone a en effet une activité

supérieure a la 3.5 7-triméthoxyflavanone.

En revanche, la présence d’un méthoxy sur le carbone 2" a un effet bénefique
sur Tactivité anti-aromatasique de la 7-méthoxyflavanone. En effet, la 2°.7-
diméthoxyflavanone a une activité supérieure a celle de la 7-methoxyflavanone.
Toutefois, il semble que ce soit la seule position ot I'addition d'un groupement
méthoxy entraine une augmentation de lactivité par rapport & la 7-

méthoxyflavanone.

| 'effet du 2-méthoxy est confirmé par plusieurs observations :

- la Clg de la 2,3, 7-triméthoxyflavanone (6,6 pM) est inférieure a celle de la
3’ 7-diméthoxyflavanone, mais elle est identique a celle de la 2',7-
diméthoxyflavanone (Paddition d’un groupement methoxy en 3’ associé a un
groupement méthoxy en 2’ ne fait pas varier la puissance de la molécule),

- la 2.4 7-triméthoxyflavanone est moins active que la 2,3.7-
triméthoxyflavanone, mais 'activité est tout de méme ameliorée par rapport a
la 4',7-diméthoxyflavanone,

- en ce qui concerne les dérivés trisubstitués sur le noyau B, la seule molécuie
orésentant une activité améliorée est la 2',3' 4" 7-tétraméthoxyflavanone. lLa
présence du groupement méthoxy en 2' est certainement responsable de

cetie activiié.
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En revanche, on remarque que les molécules comportant des substituants
méthoxy en 2’ et 5" ou en 2’ et 6’ présentent une activité anti-aromatasique faible. |l
apparait que les méthoxy positionnés en 5’ et en 6" ont une influence négative sur
activité anti-aromatasique.

Pour les deux autres molécules trisubstituées sur le noyau B, & savoir la
2' 4 5 7-tétraméthoxyflavanone et la 34" 5 7-tétraméthoxyflavanone, leur faible
activite semble confirmer que le groupement méthoxy en & a une influence

défavorable.

Il semble évident que les hydroxyle positionnés en 3’ et en 4’ ont un effet
hénéfique important. En revanche, les méthoxy places sur les meémes carbones,
provoguent une diminution de I'activité anti-aromatasique. I faut cependant noter
que les groupements hydroxyle semblent compenser la perte d'activité engendrée
par les autres substituants tels que les méthoxy. C'est du moins ce que prouvent nos
résultats avec la 3'-hydroxy-4',7-diméthoxyflavanone (Cls, = 6,2 uM) et ta 4'-hydroxy-
3", 7-diméthoxyflavanone (Clso = 5,4 uM).

Ces travaux montrent donc que la nature des substituants du noyau B
influence I'activité anti-aromatasique, mais que leur position joue également un role

quant a cette activité.

Whomsley et al. (1993) ont effectué des recherches sur des inhibiteurs de
Paromatase imidazolés présentant un phényle. lis ont montré que des atomes
d’halogénes comme le chlore et le fluor ainsi gu’un groupement cyano, introduiis en
position 4' (C'est & dire en position para du phényle) augmentaient Pactivité anti-
aromatasique de la molécule. D'autres études ont confirmé l'action favorable du

brome, toujours en para d'un phényle (Le Borgne, 1999).

Aussi, nous avons introduit des substituants halogénés (chiore, brome, fluor)
et un groupement cyano en position 4 sur le cycle B. il en résulte que ces
substituants n'ont que peu dlinfluence sur Pactivité anti-aromatasique de la 7-

méthoxyflavanone. e pourcentage d'inhibition & 10 uM de ces quatre molécules (la

67



4'-chloro-7-méthoxyflavanone, la 4-bromo-7-methoxyflavanone, la 4-fluoro-7-
méthoxyfiavanone, la 4'-cyano-7-méthoxyflavanone) est nettement inférieur a celui

de notre molécule de référence.
Enfin, Vintroduction d’un groupement diméthylamino (donneur de protons, au

méme titre que le groupement hydroxyle), en position 4° sur la 7-méthoxyflavanone

réduit de facon considérable l'activité de la molécule.

2 9  mModulation du noyau B a partir de la 7-hydroxyflavanone

2.2.1. Présentation des molécules

La 7-hydroxyflavanone est considérée comme le deuxiéme chef de file de
notre &tude. Efle présente une activité anti-aromatasique supérieure a celle de la 7-

méthoxyflavanone.

A partir de 'étude précédente, les substituants les plus aclifs se sont révélés
étre les groupements hydroxyle, positionnés sur les carbones 3’ et 4. Nous allons a
présent évaluer leurs effets sur la 7-hydroxyflavanone. L'objectif de ces substitutions
est d’obtenir des molécules présentant une activité anti-aromatasique plus élevée
que celle des flavanones précedentes.

La structure des molécules évaluées est précisée ci-apres (schéma 8 et
tableau 1X).
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Schéma 8 : structure des 7-hydroxyflavanones Fyq - Fyr.

F24 " FZT

Tableau IX : présentation des molécules.

CODE Ri | R, | Rs | Ra | Rs

S donyfiavanone | TR E | HTH
' Fag OH | H HiH
Fos HloH| H | H|H

Fag H|{ HJ{OH{H|H
T on Tor | W | H

2.2.2. Présentation des résultats

La manipulation et les méthodes de calculs sont identiques a celles
effectuées pour les dérivés de la 7-méthoxyflavanone. En revanche, les molécules

étant plus actives, les pourcentages d'inhibition & 0,5 uM ont dii étre mesurés.
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Tableau X : activité anti-aromatasigque des dérivés de ia 7-hydroxyflavanone

Pourcentage d'inhibition en fonction de la
concentration
0,5 uM 1 puM 10 uM 25 yM Clso (M)
7-OHitavanone 10,2401 1 76,1+4,0 | 827+0,2 3,8
Faa 68+01 { 156+0,2 | 742+25 | 81,6+0,1 3.8
Fas 129+14 | 343:22 | 81,7+0,8 | 88,0+0,1 2,1
Fas 84+11 | 196+26 | 755+09 | 82,6+3,3 34
Far 18,1+0,9 | 31,7+0,3 | 820£1,3 | 862+2,1 2,2

2.2.3. Analyse des résuitats

La substitution en 3’ par un groupement hydroxyle induit une augmentation
importante de lPactivité anti-aromatasique de la molécule. La Cly de la 3',7-
dihydroxyflavanone est de 2,1 uM. La 3',7-dihydroxyflavanone est ainsi la molecule

la plus active parmi toutes les flavanones synthétisées.

En revanche, F'hydroxyle positionné sur le carbone 4’ n'exerce que peu
d'influence sur VTactivité inhibitrice de I'aromatase ; en effet la Clsy de la 4'.7-

dihydroxyflavanone est de 3,4 uyM.

La double hydroxylation en 3’ et 4’ n'induit pas de changement significatif de
Pactivité par rapport a la 3',7-dihydroxyflavanone. Ce résultat confirme bien le fait
que Phydroxylation en 4’ sur la 7-hydroxyflavanone nwa que peu d’influence sur

I'activité anti-aromatasique.
Enfin, la substitution en 2’ par un groupement hydroxyle n'exerce aucun effet

puisque la Clgy de la 2',7-dihydroxyflavanone est identique & celle de la molécule de

référence.
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2.3. Discussion

Aprés l'analyse de tous les résultats obtenus sur les deux séries de molecules
dérivées de la 7-méthoxyflavanone et de la 7-hydroxyflavanone, on peut conclure
que le groupement hydroxyle positionné sur le carbone 3’ induit une augmentation

significative de P'activité anti-aromatasigue.

En revanche, linfluence du 4-hydroxyle dépend du substituant placé en
position 7 sur le noyau A. En effet, 'hydroxyle introduit sur le carbone 4’ de fa 7-
méthoxyflavanone provoque une augmentation importante de I'activité alors qu'il a
peu d'influence lorsque le substituant en 7 est un hydroxyle.

Des recherches effectuées sur des flavones présentant un hydroxyle en 7
avaient également montré que I'hydroxylation en 4’ n'apportait qu'un changement
négligeable de l'activité (lbrahim, 1990). L’étude menée par Le Bail ef al (1998;)
avait méme montré une diminution de l'effet inhibiteur liée & I'hydroxylation en 4’
puisque I'apigénine (5,7,4-trihydroxyflavone) s'avérait moins active que la chrysine

(b,7-dihydroxyfiavone).

Les hydroxyle positionnés sur les carbones 3’ et 4’ de la 7-méthoxyflavanone
améliorent l'activité inhibitrice de fagon significative alors que la synergie de ces

deux substituants n'est pas démontrée sur le squelette de la 7-hydroxyflavanone.

[ es dérivés hydroxylés de la 7-méthoxyflavanone et de la 7-hydroxyflavanone
qui ont été synthétisés au cours de ces recherches, sont plus puissants que
raminoglutéthimide, mais ils restent cependant nettement moins actifs que les
inhibiteurs de troisiéme génération tels que I'anastrozole et le létrozole (Clsp égale a

0,018 uM, mesurée sur notre systéme).
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Il est aujourd’hui clairement établi que lincidence du cancer du sein croit
dans tous les pays, quils soient industrialisés ou en voie de développement. Le
cancer du sein représente donc une pathologie trés préoccupante pour les annees a
venir. De plus, les thérapies utilisées sont souvent difficiles & supporter. Néanmoins,
I'hormonothérapie prend une place de plus en plus importante dans le cadre du
fraitement du cancer du sein hormonodépendant. Ainsi, le développement de
nouvelles molécules inhibitrices de I'aromatase revét un intérét capital puisqu'it est a
présent clairement démontré que cette classe médicamenteuse apporte une

amélioration significative de la vie des patientes atteintes d’'un cancer du sein.

Outre les inhibiteurs synthétiques de Paromatase, il existe des molecules
d'origine naturelle qui présentent des propriétés inhibitrices de I'enzyme telles que
les flavonoides.

Notre étude montre que certaines flavanones hydroxylées sur le noyau B en
position 3’ et/ou 4’ sont plus actives que 'aminoglutéthimide, premier inhibiteur de
Paromatase utilisé en cliniqgue. Cependant, l'activité de ces flavanones demeure
largement plus faible que celles des derniéres molécules développées, comme
'anastrozole ou le iétrozole. Ces flavanones n'auroni donc pas de rdle au niveau
curatif. En revanche, on peut envisager que ces flavonoides, a travers ces
propriétés inhibitrices de 'aromatase, soient un jour utilisées en chimioprévention du

cancer du sein.

Pour cela, il conviendrait de procéder & des études complémentaires,
concernant des systémes biologiques impliqués dans le développement d'un cancer
du sein. Ainsi, il semble intéressant d’'évaluer I'affinité des flavanones étudiées pour
le récepteur aux estrogénes étant donné le caractere estrogénique d’'une des deux
molécules meres de notre étude, a savoir ia 7-hydroxyflavanone. Des travaux sur
Fabsorption et le métabolisme de ces flavancnes sont également nécessaires. En
effet, une étude montre que certains flavonoides ne possédent pas d'action anti-
aromatasique in vivo, sans doute a cause de leur faible biodisponibilité (Saarinen,
2001).
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Notre étude, complétée par ces travaux, pourrait alors constituer une base de
données scientifiques sur laquelle s’appuyer en vue de développer des composés
flavonoidiques a visée préventive sur le cancer du sein, a l'image des isoflavones du

soja utilisées pour lutter contre les troubles de fa ménopause.

Il ne faut pas oublier le fait que ces flavonoides se retrouvent, pour certains,
dans notre alimentation et que leur présence, a travers leurs multiples propriétés
(anti-aromatasique, anti-radicalaire, anti-oxydante), est sans doute responsable d'un
effet protecteur vis & vis des néoplasies telles que le cancer du sein. En effet,
plusieurs études semblent montrer qu'une association de ces flavonoides avec des
micronutriments comme la vitamine C, la vitamine E et le B-caroténe augmenterait la
protection contre le cancer du sein.

C’est pourquoi le role des professionneis de santé parmi lesquels figurent
sans conteste le pharmacien d’officine, est d'informer les patients et de les orienter
vers des habitudes alimentaires basées sur un régime riche en fruits et légumes.
Notre travail est donc une preuve supplémentaire que notre alimentation est sans

nul doute "notre premiére médecine".

Enfin, notre travail constitue aussi une base de données pour des études de
modélisation moléculaire en vue d’une meilleure compréhension du site actif de
Faromatase. En effet, ces travaux de modélisation peuvent éventuellement permettre
d'établir une corrélation entre la structure des molécules et leur activité anti-
aromatasique. De ces résultats, pourront découler des informations sur le site actif
de l'enzyme, éléments clés dans le développement de nouveaux inhibiteurs plus

specifiques et plus puissants.
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ADN
AMM
AMP,
ARN

SERM
SHBG
TSH
U/ml

Acide désoxyribo nucléique
Autorisation de mise sur le marché
Adénosine monophosphate cyclique
Acide ribo nucleique

degré Celcius

Curie

Concentration inhibitrice & 50%
Dénomination commune internationale
Androsténedione
Déhydroépiandrostérone

Food and drug administration
Hormone Folliculostimulante
Glucose-6-phosphate deshydrogénase
Gamma-glutamyt fransférase

Acide chlorhydrigue

Chromatographie liquide haute pression
Imagerie par résonance magnétique
Luteinizing hormone

Luteinizing hormone-releasing hormone
Motaire (mol.L.")

Minute

Millilitre

Millimolaire

Micromolaire

Nanomolaire

Récepteurs aux estrogenes
Récepteurs a la progesterone
Selective estrogen receptor modulator
Sex hormon binding globulin

Thyroid stimulating hormone

Unité par millilitre
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