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ABREVIATIONS

Microgramme
Acide désoxyribonucléique complémentaire
Acide ribonucléique message

Breast Cancer

4-androsténe-3,17-dione
Déhydroépiandrostérone

Estrone

Estradiol

Diméthylbenzanthracene

Epidermal Growth Factor

Elément de réponse aux estrogenes
Folliculing stimulating hormone
Chromatographie liquide & haute pression
Insuline like growth factor

Kilobases

Kilodaltons

Kilogrammes

Litre

Luteinizing Hormone

Millilitre

Paires de bases

Picogramme

Récepteur aux estrogenes

Sulfate de déhydroépiandrostérone
Sexual hormone binding globuline



INTRODUCTION.

Le cancer du sein est actuellement la forme de cancer la plus fréquente parmi les
femmes d'Amérique du Nord, d'Amérique Latine, d'Australie, d'Asie et de presque tous les
pays d'Europe. On estime que ce cancer touchera cing millions de femmes dans le monde au
cours de la prochaine décennie (Jensen et al. 1990). L'incidence du cancer du sein augmente
dans la quasi totalité des pays, qu'ils soient industrialisés ou en voie de développement, cette
augmentation étant en moyenne de 1 % par an (Sondik, 1994).

L'incidence du cancer du sein croit rapidement entre 40 et 50 ans, puis continue
d'augmenter avec 1'dge aprés la ménopause. En France, l'incidence annuelle des cancers du
sein peut-&tre estimée a 39000 nouveaux cas par an, dont 28000 chez des femmes
ménopausées. On peut considérer de maniére large quune femme sur onze développera cette
pathologie au cours de sa vie.

L'étiologie de la majorité des cancers du sein demeure inconnue, et il est possible que
de nombreux facteurs, non encore identifiés, soient impliqués lors de I'initiation de cette
pathologie. Cependant, un grand nombre d'éléments sont en faveur d'une place prépondérante
des facteurs hormonaux dans 'étiologie de certains cancers du sein.

Les estrogénes jouent ainsi un réle important dans le développement du tissu
mammaire et leur contribution dans la croissance de certains cancers du sein a ét¢ reconnue il
y a plus d'un siécle. En effet dés 1896, Georges Beatson rapportait pour la premiére fois une
amélioration obtenue aprés ovariectomie chez une femme de 33 ans, qui présentait un cancer
du sein inopérable. Méme si le terme d'hormone n'existait pas encore, il s'agissait sans doute
14 de la premiére tentative d'hormonothérapie du cancer du sein (Beatson, 1896).

Aujourd'hui, on parle méme pour certaines formes de cancers du sein, de cancers
hormono dépendants qui sont induits par les estrogeénes (Pasqualini, 1994). De nombreuses
études ont ainsi révélé que l'estradiol avait la capacité de stimuler la croissance des cellules

cancéreuses mammaires et d'en modifier l'aspect par une intense activité proliférative.



L'estradiol apparait donc comme un facteur majeur de l'initiation et de la promotion du
cancer du sein de type hormono dépendant.

Chez les femmes ménopausées, la production stéroidienne des ovaires diminue
progressivement pour pratiquement disparaitre. La quasi-totalité de 'estrone et de 'estradiol
produite chez les femmes aprés la ménopause est le résultat de la conversion périphérique des
androgénes surrénaliens en estrogénes par un complexe enzymatique multicomposant:
I'aromatase (Grodin et al. 1973).

Cette activité enzymatique a été détectée dans les 2/3 des cancers du sein (Lipton ef al,
1992). 1l faut également noter que les tumeurs mammaires des femmes ménopausées
contiennent de fortes concentrations d'estrogénes alors qu'a cette période de la vie, les taux
plasmatiques d'estrogénes s'effondrent (Edery ef al. 1981). Il apparait donc clairement que les
estrogénes sont impliqués dans les formes hormono dépendantes du cancer du sein et on peut
légitimement penser que i'aromatase présente un intérét certain dans le métabolisme des
tumeurs mammaires.

A la suite des travaux de Beatson en 1896, les manipulations hormonales se sont
diversifiées et se sont imposées comme un des traitements les plus efficaces du cancer du
sein, Actuellement, 'hormonothérapie se résume essentiellement a quatre modalites:

e La castration suivant toutes ses formes (chirurgicale, radiothérapique ou medicale

par les analogues de la LH-RH).

» Les anti-estrogenes qui interagissent avec les récepteurs estrogéniques.

e Les progestatifs synthétiques a hautes doses.

¢ Les anti-aromatases qui inhibent la conversion périphérique des androgénes

surrénaliens en estrogenes.

Bien que ces différentes hormonothérapies aient des mécanismes d'action variés,
toutes concourent d la suppression de l'effet mitogéne des estrogénes sur les cellules
tumorales mammaires.

Cette derniére classe des anti-aromatase sera le sujet central de ce travail
Actuellement, un grand intérét est porté au développement d'inhibiteurs de l'aromatase
suffisamment efficaces pour étre utilisés dans le traitement de patientes atteintes de cancer du
sein (Reed et al. 1993). En effet, 'aromatisation est une réaction unique dans la biosynthése
des stéroides puisqu'il s'agit de la derniére étape de la synthése des estrogénes. Le blocage de
l'aromatase n'affecte donc pas la synthése des autres stéroides. C'est pour ces raisons que

'aromatase est une cible privilégiée a inhiber (Brodie, 1993).



CHAPITRE I: L'AROMATASE.
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A. Nature de I'aromatase.

11 s'agit en fait d'un complexe enzymatique multicomposant associant:

e un cytochrome P450 spécifique dénommé P450 aromatase (P450uem) ou
P450XIX ou encore CYP19.

e une flavoprotéine ubiquitaire 1a NADPH réductase ou NADPH-cytochrome
¢ réductase et la NADPH-cytochrome bs.

¢ des phospholipides membranaires associ€s .

L'aromatase est donc une protéine héminique, associant une partie organique
porphyrinique et un atome de fer divalent. Cet atome de fer est lié aux atomes d'azote du
noyau porphyrine par quatre liaisons de coordination, mais conserve une liaison libre
susceptible de capter une molécule d'oxygene. Cette liaison libre du fer participe donc au site
catalytique de 'enzyme

I'aromatase fait partie de la super famille des hémoprotéines du type cytochrome P450
qui contient plus de 300 exemples différents (Nelson et a/. 1993).

Les cytochromes P450 des espéces mammiféres sont toujours des proteines
membranaires qui nécessitent un traitement par des détergents pour E&tre solubilisées, et ne
peuvent donc pas étre analysées par solubilisation et cristaliographie. Ce sont donc des
molécules dont la structure est encore aujourd'hui connue de maniére incomplete.

Depuis 1987, on arrive cependant a déterminer par cristallographie la structure de
certaines enzymes P450 issues de différentes bactéries. On a ainsi pu établir la structure de
P450cam isolé a partir de Pseudomonas putida (Poulos ef al. 1987), de P450terp isol¢ a partir
de Pseudomonas sp (Haseman et al. 1994) et surtout de P450BM3 extrait de Bacillus
megaterium qui est le seul a fonctionner avec un systtme NADPH- P450 réductase, comme
les P450 de mammiféres (Ravichandran er a/.1993).

En superposant les structures cristallographiques de ces trois différents types de P450
au niveau de la région de I'héme, on peut identifier une structure centrale trés bien conservée

pour ces molécules de cytochromes P450.
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On a ainsi pu mettre en évidence des structures a type d'hélice qui sont trés conservées
et qui ont été baptisées hélices D, E, I, J, K, L; deux régions trés similaires dénommeées "(
sheets" 1 et 2 et enfin la région de liaison & I'héme et son extrémité N-terminale appelée

"meander" (Figure 1-1).

Figure 1.1: Structures superposées autour de la région de 1'héme de différents P450
(d'aprés Graham-Lorence et al.1995).
P450cam: jaune, P450terp: violet, P450BM3: bleu.

Ces structures sont trés conservées y compris au niveau de leur alignement de
séquences protéiques. En effet, phylogénétiquement, I'aromatase est une des protéines les
mieux conservées (Simpson ef al. 1993). L'analyse comparée des séquences protéiques
d'aromatase humaine, de rat, de souris, de bovin et de poulet montre une treés forte
homologie entre elles.

On peut donc Iégitimement supposer que cette structure centrale est aussi commune a
P450 aromatase. On a donc essayer de construire un modele structurale de P450 aromatase
autour de cette région conservée (Graham-Lorence et al. 1995). Pour les régions moins

conservées entre les différents P450, on a choisi de prendre plutdt comme modéle le
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Humain 1 MVLEMLNPIHYNITSIVPEAMPAATMPVLLLTGLFLLVWNYEGTSSLPGPUGYCHMGIGRLI
Rat 1 MFLEMLNPMHYNVTIMVERTIVPVSAMPLLLIMGLLLLIRNCESSSSI PGPGYCLGIGPLL
Souris 1 MPLEMLNPMQYNVTIMVPETVTVSAMPLLLIMGLLLLIWNCESSSSIPGPGYCLGIGPLT
Bovin 1 MLLEVLNPRHYNVISMVSEVVEPIASIAILLLTGFLLLVWNYEDTSSIPGPSYFLGIGPLT
Poulet 1 MIPETLNPLNY-FISLVPDLMPVATVPIIILICFLFLIWNHEETSSIPGPGYCMGIGPLY
consensus L L D S T S PO S & L 2 0 R L L L L 2
Humain 61 ‘HGRFLWMGIGSAFNYYNHVYGEFMRVWIQQEHTLTT“K‘ MEFHIMKHNHYSSRFGSKL
Rat 61 SHGRFLWMGIGSACNYYNKMYGEFMRVWISGEETLIIS IﬂF'JMKHhNYmuFFGbKR
Souris 61 SHGRFLWMGIGSACNYYNKMYGEFMRVWISGERTLI S SMFHVMEKHSHYISRFGSKR
Bovin 61 SHCRFLWMGIGSACNYYNKMYGEFMRVWVCGERETLIISKSSSMPHVMKHSHY ISEFGSKL
Poulet 60 SHGRFLWMGVGNACNYYNKTYGEFVRVWISGRETFIISKSSSVFHVMKHWNYVSRFGSKI,
consensus 61 **_******.*_******_-****‘*i*..*i**.I******__*_\l-i-*..*.*it*i'*_
Humain 121 GLQCIGMHEKGI I FNNNPELWKTTRPFFMKALSGPGLVRMYVTVCAESLKTHLDRLEEVTN
Rat 121 GLQCIGMHENGI IFNNNPSLWRTVRPFFMKALTGPGLIRMVEVCVES IKQHLDRLGLEVTD
Souris 121 GLOCIGMHENGIIFNNNPSLWRTIRPFFMKALTGPGLVRMVEVCVESIKQHLDRLGEVTD
Bovin 121 GLOFIGMHEKGIIFNNNPALWKAVRPFFTKALSGPGLVEMVTICADS ITKHLDRLEEVCN
Poulet 120 GLQCIGMYENGIIFNNNPAHWKEIRPFFTKALSGPGLVRMIAICVESTIVHLDKLEEVTT
consensus 121 ***_***_*_******** _*..'****.***.****_*k_ _*_'*‘_ ***.*'.*_
Humain 181 ESGYVDVLTLLRRVMLDTSNTLFLRIPLDESAIVVKIQGYFDAWCGALLIKPDIFFKISWL,
Rat 181 NSGYVDVVTLMRHIMLDTSNTLFILGIPLDESSIVKKIQGYFNAWQALLIKPNIFE
Souris 181 TSGYVDVLTLMRHIMLDTSNMLFLGIPLDESAIVKKIQGYFNAWQALLIKPNIFF
Bovin 181 DLGYVDVLTLMRRIMLDTSNMLFLGIPLDESAIVVKIQGYFDAWOALLLKEPDIFFKIS
Poulet 180 EVGNVNVLNIMRRIMLDTSNKLFLGVPLDESAIVLKIONY FDAWUALLLKPDIFFKISWL
consensus 131 __*.*.*"*.*_.****** ***__****t_*#.***.**.i-*****'**_********
Humain 241 KDLKDAIEVLIAEKRRRISTEEKLEECMDFATELILAEKRGDLTRENVNGCI
Rat 241 RSVKDLKDEIEIL V“KRHQhw"ﬁRE\rh YCMDFATDLI FARRRGDLTKENVNQC
Souris 241 ‘"fwwurDETA} \% STAEKLEDCMDFATDLIFARRRGDLTKENVNOCI
Bovin 241 KDAM LEDSIDFATELI FAEKRGELTRENVNQCI
Poulet 240 A ME EHMDFASQLI FAQNRGDLTAENVNQCY
consensus 24) - . SRRk ke k| ok kdk hhkkkk
Humain 301 AIIKEIQTVIGERDIKIDDIQKLKVMENEI
Rat 301 h.Km!H;VUGDPHIRzGU"CUIer‘WEI
Souris 301 ILKEIHTVVGDRDIKIEDIQNLKVVE
Bovin 301 .:LELQ*JVGEDuIR‘LnMuKanuhna_
Poulet 300 MLILIAD E MEEIETVMGDREVQSDDMPNLKIVENFT
consensus 301 **i.ﬁﬁ***ﬁ-ﬂ‘*‘.-'**-*-*. * *t.'..‘*t **.*_*__".*...i*._****
Humain 361 :pvfﬁ ’Hvka, fIertfbpuxn;rrnrhpnﬂﬁ;;l'plw\uv;[ALHTU'
Rat 361 NIILNIGRMHRLEYFPKPNEFTLENFEK
Souris 361 (KGTNIILNIGRMHRLEY yEK
Bovin 361 NESMRYQPV P VKKGTNI1LNILGRMHRLEFFPEPNEFTLENFAK
Poulet 360 YESM“VQPbJu“‘ﬁRnAu.uﬁkaLleVF&GTN[IHN{GPMihLMﬁPPnPNE? LENFEK
consensus 361 .#*_ﬁk******_**.**.***i**iii*********.****.**.*******.****'*
Humain 421 NVPYF SPPGCAGKYLHMV”MAAIL!{““rHFHVKTLgﬁQV”“S"FIHﬂMGL”
Rat 421 NVPYRYFQPFGFGPRSCAGKY IAMVMMKVVLVTLLKRFHVKTLOKRC | ENMPKNNDLSLH
Souris 421 WJPKFVFfPEEPHPH"QhkaIAMVMMKVMYV“HLRRbQVhTLQK CIENIPKKNDLSLHE
Bovin 421 NVPYRYFQPFGFGPRACAGKY ITMVMMKVVLVTLLRRFHVQTLOGRCVEKHOKKNDLSLH
Poulet 420 NVPSRYFUPFGFGPRGCVGKF IAMVMMKATLLVTLLRRCPVQTMKGRGLNN I QKNNDLSMH
consensus 421 ***_****-k******.*.i*.*_*****‘_*t*** * i *.’._______i- _***.*
Humain 481 PDETKNMLEMIFTPRNSDRCLEH-——-~-

Rat 481 LOUEDSPIVETIIFRHIFNTPFLQCLYISL

Souris 481 PNEDRHLVEIIFSPRNSDKYLQQ-———-

Bovin 481 PDETRDRLEMIFTPRENSDKCLER=—=——

Poulet 480 “InRQPuL“”"TQEAQTLIRVTKVDQH

consensus 481 ..* . ,.*¥. . % L ..... .

Figure 1.2: Alignement des séquences protéiques de I'aromatase humaine, de rat, de la
souris, des bovins et du poulet.

Rouge : acides aminés identiques; bleu : acides aminés similaires; noir: acides aminés non
conservés; * : 100 % d’homologie entre les acides aminés; . : <50 % d'homologie entre les

acides aminés.
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P450BM3 qui est le plus proche de P450 aromatase. Ce modele de structure a ensuite été
évalué en effectuant des simulations dynamiques, afin de vérifier la cohérence de la
structure au niveau stérique.

Enfin, pour compléter ce modeéle, on a étudi¢ les différentes maniéres dont se lient
les principaux substrats a I'aromatase. On a ainsi pu décrire une sorte de tunnel d'acces au
site de liaison. Les dimensions et la configuration de ce tunnel d'acceés sont déterminées a
partir des caractéristiques structurales des différents substrats pouvant se lier a l'aromatase.
Le site d'activité lui méme a été construit, en partant du postulat que les substrats se lient au
site d'activité de I'aromatase par l'intermédiaire d'interactions de type hydrophobe.

Nous avons donc un modeéle de structure tri dimensionnel de la protéine d'aromatase
(Figure 1.3). Il ne s'agit certes que d'une hypothése de structure, mais ce modele a été valide
par la modélisation de l'action inhibitrice des différents énantioméres du vorozole. En effet
I'énantiomére (S) du vorozole peut se lier au niveau du site d'activité du modele alors que son

énantiomére (R) inactif ne peut s'y loger.

meander @

Figure 1.3: modéle structural de P450arom, vue du coté distal par rapport a la région de

I'héme (d'aprés Graham-Lorence et al.1995).
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Une autre approche possible pour définir la structure de l'aromatase est basce sur
I'étude plus spécifique des modes de liaison des inhibiteurs sur la protéine. II s'agit en fait de
trouver des modeles de structure des sites actifs, permettant d'expliquer les propriétés
inhibitrices d'un maximum de molécules et respectant leur mécanisme d'action (figure 1.4).
Lors de ce type de travaux, on étudie les propriétés inhibitrices des molécules lorsque l'on fait
varier certains paramétres, comme le degré de substitution de la molécule, la longueur des
chaines substituantes, la rigidité de la molécule ou méme la nature de I'éventuel hétéroatome

(Numazawa ef al.1997).

Betal-4

Figure 1.4: Modele du site actif de l'aromatase, avec I'héme représenté en rouge et

I'androsténedione comme substituant en vert (d'aprés Graham-Lorence ef l.1995).
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Grace 4 ces différents types d'études, nous savons que l'aromatase posséde deux sites
de liaison distincts (Brodie et a/.1993) :

o le site dactivité de l'aromatase au niveau duquel se lient par
exemple des substrats comme l'androsténedione (Auvray et al.
1998). Ce site est précédé d'une sorte de tunnel d'acces, et serait
entouré de deux "poches” de liaisons hydrophobes (Tador et al.
1996).

e un site de fixation proche du noyau porphyrinique de I'héme. A ce
niveau, les inhibiteurs sont capables de se lier 4 'aromatase par une
liaison de coordination avec I'atome de fer héminique (Ahmed et al.
1995).

B.Distribution et localisation de I'aromatase.

I'aromatase, comme l'ensemble des cytochromes monooxygénases, posséde une
structure globulaire, enchdssée dans la double couche lipidique membranaire par son
extrémité N-terminale. La majeure partie de l'enzyme est exposée a la face cytoplasmique du
réticutum endoplasmique (Means ef al. 1989). Cependant, Amarneh et Simpson en 1996 ont
détecté la présence daromatase ainsi que différents cytochromes P450 4 la surface
membranaire d'autres types cellulaires que le réticulum endoplasmique.

On a ainsi pu mettre en évidence la présence et I'activité de l'aromatase dans des
préparations mitochondriales de placenta et d'autres tissus. On a méme réussi a montrer que
l'activité aromatasique des mitochondries était surtout localisée au niveau de leur membrane
externe (Ortiz de Montellano, 1986).

Des activités aromatasiques ont donc pu étre mises en évidence dans des fibroblastes
en culture (Sasano et Ozaki, 1997), au niveau des seins, de l'endometre (Miller, 1991), de la
prostate (Hiramatsu ef al. 1997) et des tissus osseux (Sasano ef al. 1997).

Chez les femmes, l'aromatase est exprimée en premier lieu au niveau des cellules
thécales de l'ovaire et ensuite de maniére plus significative dans les cellules de la granulosa du
follicule en développement (Inkster ef al. 1991). Durant la grossesse, I'enzyme est retrouvee

en abondance dans le synticiotrophoblaste du placenta (Inkster et al. 1989).
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Les tissus extraglandulaires sont une source non négligeable d'estrogeénes chez la
femme. Avant la ménopause seulement 10 a4 15 % de la production totale d'estrone est
d'origine extraglandulaire, alors que chez la femme post ménopausique, la quasi totalité des
estrogenes a une origine extraglandulaire (Mauvais Jarvis ez al. 1983).

Le tissu adipeux semble étre un site important de cette aromatisation. En effet, Grodin
et al. (1973) de méme que Simpson et al. (1989) ont démontré in-vitro la possibilité de
transformation des androgeénes en estrogénes au niveau des cellules adipeuses. Ce mécanisme
est sans doute responsable d'une augmentation de la concentration des estrogénes au niveau
mammaire qui est un tissu riche en cellules adipeuses.

Les femmes ménopausées produisent en moyenne 100 ug d'estrone par jour (plus en
cas d'obésité), dont la plus grande partie est convertie en estradiol par la 173-hydroxysteroide
deshydrogénase pour donner des concentrations circulantes de 10 & 20 pg d'estradiol
(Kirschner ef a/. 1982). Bien que ces taux plasmatiques circulants d'estradiol soient bas, les
concentrations dans les tissus de cancer mammaires peuvent &tre jusqu'a dix fois supérieurs
(Edery ef al. 1981). On incrimine donc une aromatisation & lintérieur méme du tissu
tumorale, dautant plus que l'aromatase est détectée dans les deux tiers des cancers du sein
humains (Lipton et a/. 1992),

L'activité de l'aromatase n'est pas détectable dans le tissus endométriale sain, mais
cette enzyme est exprimée de maniére aberrante lors des endométrioses (Toda ef al. 1993,
Bulun et al. 2000).

Chez I'homme, I'aromatase est présente au niveau des testicules dans les cellules de
Leydig (Brodie ef al. 1993). On pense que l'estradiol produit par cette aromatase testiculaire
pourrait ére impliqué dans la régulation de la biosynthése des androgénes et dans la
prolifération des cellules de Sertoli et de Leydig (Payne et af. 1987).

Trés tot, lors du développement, on peut détecter une production locale d'estrogenes
dans le cerveau qui est essentielle au développement du phénotype masculin (Naftolin ef al.
1975). On a de plus retrouvé la présence d'aromatase dans certaines structures du systeme
nerveux central. Les stéroides issus de l'activité de l'aromatase, pourraient donc agir comme
de véritables neurostéroides (Lephart, 1996).

Les résultats de Bershtein et al. (1996) suggérent que le tissu musculaire serait aussi

un site important d'aromatisation.
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C.Les génes de I'aromatase.

Le cytochrome P450 est généralement déerit comme étant codé par un seul géne
situé sur le chromosome 15, sur la bande g21 (Chen et /. 1988) et ne donnant qu'une seule
enzyme (Toda ef ¢/, 1990).

Cependant, on a récemment montré l'existence de différents génes de CYP 19 qui
coderaient des isoformes d'aromatase au niveau du cerveau et des ovaires, chez des poissons
rouges (Tchoudakova, 1998).

Ce geéne de l'aromatase humaine est composé de dix exons et de neufs introns
(Harada et «f. 1990). Il posséde le méme nombre d’exons et d’introns que la plupart des autres
cytochromes P450 intervenant dans la stéroidogénése, mais il s’étend sur plus de 70 kb au

niveau du génome (Figure 1.5).

I FASO_,,
- P450y7,
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— ' - '
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T 0
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i
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Figure 1.5: Alignement de génes de différents cytochromes P-450 avec celui de
I'aromatase (d'aprés Simpson et al. 1993).

Les exons deys différents génes sont représentés par les rectangles noirs. P430.;; @ géne de la
21-hydroxylase; P450;7, : géne de la 17a-hydroxylase; P450,,5 : géne de 11 B-hydroxylase;
Pd30yy : géne de la cholestérol monooxygénase (side chain cleaving; P4350.1pon © géne de

Varomatase.
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La région codante qui s'étend sur environ 32 kb ne contient que 9 exons et
commence au niveau de la 38°™ paire de base du 2™ exon. Chaque exon détermine une
spécificité de la protéine:

- l'exon Il va ainsi conditionner l'ancrage membranaire de la protéine.

- Texon III permet la reconnaissance du substrat et la formation du canal d'acces
au site d'activité.

- lexon X détermine la région de fixation a 'héme, qui est commune aux
différents P450 (Toda et al. 1990).

L'organisation du 1% exon du géne de l'aromatase est unique dans la famille des
cytochromes P450. En effet, le 1% exon, non codant, sert de région régulatrice au gene et
serait en fait constitué de plusicurs exons répartis sur plus de 35 kb en amont de 'exon II
(Toda et al. 1996). La région réellement codante de 9 exons démarre donc en fait au niveau
de l'exon I1.

En faisant des amplifications et des séquengages d'ADNc, dérivés de transcrits de
P450,0m présents dans des tissus variés, on s'est apergu que la partie 5' terminale de
l'ensemble de ces transcrits différait suivant leur provenance. L'ARNm de l'aromatase subirait
donc un épissage particulier au niveau du 1% exon selon le tissu dans lequel se trouve
I'aromatase (Bulun ef al. 1997). La nomenclature, ainsi que le nombre de ces exons non
codants, sont variables et différent selon les auteurs, cependant la nomenclature issue de
P'équipe de Simpson et al. 1989 semble étre la plus couramment utilisce.

Ces exons non codants: 1.1.2a, 1.4, 1.2, 1.3, L5, PII et 1f seraient temps et tissus
dépendants. L'exon Pli, partie non traduite de l'exon II, est retrouvé sur l'ensemble des
transcrits quelle que soit leur provenance (Zhou et al. 1996). Les exons 1.1.2a et 1.2 seraient
principalement utilisés au niveau du placenta, les exons 1.4 et 1.3 au niveau du tissus adipeux,
lexon 1.4 étant aussi utilisé au niveau du foie et de la peau, l'exon L5 serait utilisé au niveau
du foie et des intestins chez le foetus humain et enfin 'exon 1f serait spécifique des transcrits
de l'aromatase au niveau du cerveau.

La compréhension des mécanismes liés & ces exons est d'autant plus importante que
fon a trouvé l'existence de plusieurs types d'exons I dans les cancers mammaires chez les
femmes ménopausées. Les études ont de plus montré que les différents ARNm isolés & partir
de tumeurs mammaires contenaient entre autres les exons PII et 1.3, suggérant 'utilisation de
promoteurs majeurs dans la régulation transcriptionnelle de cette enzyme, dans les cancers du

sein.
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D.Mécanisme de l'aromatase.

I'aromatase catalyse la conversion des androgénes tels que la testostérone ou
'androsténedione en estrogénes (estradiol et estrone ), via trois hydroxylations successives et
une déformylation oxydative de ceux-ci (figure 1.6). Cette réaction met en jeu trois étapes
d'hydroxylations, chacune utilisant un équivalent moléculaire de NADPH et d'oxygene. Ces
hydroxylations successives aboutissent 4 la perte du groupement méthyle angulaire du C19 et

I'aromatisation du cycle A du stéroide (Thomson et al. 1974).
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Figure 1.6: Conversion des androgénes en estrogénes par l'aromatase (d'aprés OLLS. 8.

et al.1993).

Les deux premiéres étapes d'hydroxylation sont des "hydroxylations types”, décrites
pour les cytochrome P450, avec maintien de la structure, Lors de la troisieme étape oxydative,

les atomes d'oxygénes, provenant chacun de la premiére et de la troisieme molécule d'oxygene
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consommeées, sont incorporés dans l'acide formique formé avec le groupement méthyle du
C19 (Akhtar ef al. 1982).

Le mécanisme de la conversion des androgénes en estrogénes est constitue de trois
étapes, chaque étape nécessitant une mole de NADPH et d'oxygéne (Thompson et Siiteri,
1974). De maniére schématique et globale, on a dong lors de ce processus, une aromatisation
du cycle A, avec élimination du méthyle 19 et des hydrogénes en 10 et 2.

Les deux premiéres oxydations s'effectuent sur le groupement méthyle en position 19
de la testostérone ou de l'androsténedione, pour donner dans un premier temps des
intermédiaires 19 hydroxylés: 19-hydroxytestostérone et 19-hydroxyandrostenedione. Dans
un deuxiéme temps, nous obtenons les intermédiaires oxo-testostérone et 19-oxo-
androsténedione. La déformylation intervient ensuite pour donner des composés dienolones et
dienones qui sont les derniéres étapes avant d'obtenir les estrogénes (figure 1.7).

Les deux premiéres étapes sont relativement bien connues, la troisiéme reste pour le moment
l'objet de diverses théories.

Les deux premiéres étapes oxydatives sont des hydroxylations typiques des
cytochromes P450. Il y a conservation de la configuration stéréochimique du substrat et perte
de I'nydrogeéne Pro R; situé en 19 sur l'intermédiaire hydroxylé en 19; au profit d'une molécule
d'eau. De plus, en passant du composé 19 hydroxylé au composé 19-0x0, on a conservation de
I'atome d'oxygéne du substituant en 19 (Oh et al. 1993). Lors de la rupture de la liaison C10-
C19 I'hydrogéne 1B est perdu de maniére stéréospécifique, au profit du milieu aqueux..

Lors de la troisiéme étape, les atomes d'oxygéne dérivés des premiéres et deuxiémes
molécules d'oxygéne consumées, sont incorporées dans de l'acide formique formé avec le
groupe méthyle 19 (Akhtar et al. 1982).

Pour expliquer le mécanisme de la troisiéme étape, certains auteurs ont suggeéré un mécanisme
impliquant une attaque par des radicaux nucléophiles. Ces radicaux n'ayant pas été isoles, on
ne connait pas leur nature exacte, et trois types de mécanismes sont proposés (Ahmed et al.
1995).:

» Une attaque par un radical ferroxy (Fe-Os)

o Une attaque par un radical péroxyde (Fe-O-Os)

s Un mélange des deux mécanismes.

En 1993, Oh et Robinson ont proposé un mécanisme détaillé du mode d'action de

I'aromatase. Cette hypothése de mécanisme ne fait pas l'unanimité, mais est souvent reprise
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comme étant sans doute le modele le plus vraisemblable. En effet, ce mécanisme permet
d'expliquer la stéréospécificité et la stéréoséléctivité des deuxiémes et troisiemes €tapes.

Ainsi selon Oh et Robinson, lors de l1a premiére étape, le substrat androgénique se lie
au site actif, orienté de fagon & ce que I'hydrogéne du méthyle 19 soit perpendiculaire au plan
de I'héme. Ceci est possible grace a la liaison du substrat 4 différents résidus du site actif. En
effet, ces résidus établissent des liaisons hydrogenes avec le groupement cétonique en 3 et le
groupement hydroxyle en 17. Nous avons donc un véritable ancrage du substrat a l'intérieur
méme du site actif, par un ensemble de liaisons hydrophobes. Ainsi, la fonction cétone en 3
du substrat établirait une liaison hydrogéne avec ['histidine 128 de I'aromatase.

L'emplacement de 'héme est considéré comme étant voisin des carbones 1, 2, 10 et 19
du coté Bdu noyau stéroidien (Graham-Lorence et al. 1991). On a de plus montré
I'importance de la présence d'un résidu acide, le Glu-302, 4 proximité de I'hydrogene 2-f et du
méthyle 19. En effet, lors de I'hydroxylation du substrat, la rotation de l'intermédiaire 19
hydroxylé autour de Ia liaison C10-C19 est restreinte du fait d'une liaison hydrogeéne entre le
groupe 19 hydroxyle et le résidu Glu-302. Cette interaction est donc capitale  la stéréochimie
de la réaction. L'ancrage du groupe hydroxyle 19 et la liaison hydrogéne entre le groupe
cétonique en 3 et l'histidine 128 peuvent expliquer la perte stéréospécifique de I'hydrogene
19-pro R lors de la deuxiéme €tape.

Si l'on admet que la réaction se déroule selon un mécanisme de "rebond” de 'oxygene
(figure 1.8, voie a), l'intermédiaire 19,19-gem-diol, li¢ au site actif par les deux points
d'ancrage décrits ci-dessus, subit alors une déshydratation conduisant a l'intermediaire 19-oxo
du stéroide et a la forme acide carboxylique du résidu Glutamine-302.

Le mécanisme de perte de I'hydrogeéne (figure 1.8, voie b), conduirait au méme résultat
stéréochimique avec maintien des liaisons hydrogénes entre l'intermédiaire forme et le site
actif.

Gréce 4 la liaison hydrogéne avec le résidu glutamate, la fonction 19 carbonyle est
activée et l'intermédiaire 19-oxo0 se retrouve orienté de fagon idéale dans le site actif pour y
subir une attaque nucléophile. Cette attaque nucléophile se produirait grice a l'intermédiaire
peroxyde ferrique de 'héme au début de la troisiéme étape d'oxydation. Lors de cette attaque
nucléophile, un proton serait transféré de l'acide glutamique vers loxygene 19 du stéroide. Le
groupe carboxylate résultant pouvant alors capter I'hydrogéne 2P, ce qui conduirait 4 une
énolisation du groupe cétonique en 3. Le cycle A changerait alors de conformation du fait

méme de cette énolisation entre les C2 et C3 (figure 1.9).
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Figure 1.7 : Etapes de Paromatisation des androgénes en cestrogénes dans le placenta
humain.

*: intermédiaires  hypothétiques ; 3B-HSD Ay isomérase: 3p-hydroxystéroide

déshydrogénase As/'Ay isomérase ; 175-HSD : 17 B-hydroxystéroide déshydrogénase.
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A ce stade les liaisons hydrogénes entre les oxygénes 3 et 19 du stéroide et les résidus
du site actif disparaissent. Le changement de structure de ce dernier intermédiaire stéroidien
intervient alors avec une déshydratation et un transfert de proton (Cole ez al. 1991). A la suite
de ce changement de structure on a donc séparation de l'enzyme, de l'estrogene formeé et d'une

molécule d'acide formique.
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Figure 1.8: Premiére et deuxiéme étapes oxydatives du mécanisme d'action de
I'aromatase (d'aprés OHL.S. S. ef al.1993).
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E. RoOles de l'aromatase.

1. Réle principal de l'aromatase.

Avant la ménopause, l'aromatisation des androgénes en estrogénes se déroule surtout
au niveau du tissu thécal des ovaires, dans les cellules de la granulosa. L'activité de cette
aromatase étant sous le contrdle de la Folliculing Stimulating Hormone (FSH), l'activité de
l'aromatase est maximale lors de l'ovulation (activité aromatasique dix fois supérieure qu'en
dehors de cette partie du cycle).

Aprés la ménopause, la production glandulaire des estrogénes par les ovaires devient
négligeable mais la synthése des stéroides par les glandes surrénales demeure, en particulier
celle d'androgénes comme la Déhydroépiandrostérone (DHA) et son ester le sulfate de
Déhydroépiandrostérone (SDHA). Ces androgénes surrénaliens servent ensuite de précurseurs
4 la synthése d'androsténedione et de testostérone qui peuvent alors étre transformés en
estrogénes sous l'action de l'aromatase. Cette aromatisation périphérique des estrogénes est la
principale source d'estrogénes chez la femme ménopausée (Lonning, 1996).

Fn dehors de cette implication dans le métabolisme des estrogénes, les autres rdles que
peuvent jouer l'aromatase sont mal connus.

On s'intéresse beaucoup 4 I'éventuel rdle de l'aromatase au niveau cérébral lors du
développement embryonnaire. L'aromatase que I'on détecte au nivean cérébral pourrait ainsi
jouer un role, lors du développement, dans la différenciation sexuelle. Son inhibition, chez
des poissons de type tilapia, au cours de leur développement conduisant & une masculinisation
des sujets (Kwon et al. 2000).

2. Autres activités catalytiques de |'aromatase.

Outre l'activité de conversion des androgénes en estrogénes, l'aromatase possede
plusieurs autres activités hydroxylases. En effet, ces activités catalytiques secondaires
permettent, soit & partir des produits issus de I'aromatisation, soit & partir d'autres substrats, la
synthése d'androsténedione hydroxylée en position 1 et 2 ou de cathécolestrogenes (2, 4 et
6a-hydroxyestradiol)(Osawa ef al. 1993 et 1997).

De plus, il semblerait que l'aromatase posséde aussi une activité cocaine N-

démethylase (Osawa ef al. 1997).
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3. Substrats de |'aromatase.

La mesure des concentrations endogénes des hormones pouvant servir de substrats &
I'aromatase révéle des taux élevés d'androsténedione. Ce substrat est retrouvé en plus faible
quantité dans les tumeurs mammaires, ce qui peut étre en accord avec P'hypothése selon
laquelle, l'androsténedione serait le principal substrat de l'aromatase convertissant les
stéroides au niveau du tissu cancéreux. En effet, in-vivo le premier produit formé est l'estrone,
ensuite a lieu la conversion en estradiol catalysée par la 178-hydroxystéroide deshydrogénase.
On peut d'ailleurs noter qu'au sein des tissus malins, on retrouve surtout de l'estradiol
(Thijssen et al. 1993).

F. Méthodes d'études de l'activité de I'aromatase.

La méthode classique d'étude de l'activité de l'aromatase a €t¢ décrite en 1974 par
Thompson et Siiteri, il s'agit de la méthode dite de "l'eau tritice”. Ce protocole consiste a faire
incuber I'aromatase dans un systéme régénérateur de NADPH (figure 1.10) en présence de
substrats marqués par de l'eau tritiée ((1,2—3H) androsténedione). La source d'aromatase étant
en général des microsomes placentaires. L'activité est mesurée par le suivi du taux
d'incorporation de I'hydrogéne marqué dans l'eau du milieu d'incubation. Cette méthode a été

la premiére déerite et sert encore aujourd'hui de méthode de référence.

NADPH NADP
Glucose 6-phoshate NADP By Ep
178 -HSD
G6PpH Aromatase
3p-HSD
Gluconate 6-phosphate NADPH Ag %—i
NADH NAD

Figure 1.10 : Principe d’étude des différentes activites enzymatiques et son systéme
régénérateur de NADPH.

G6PDH : glucose 6-phosphate déshydrogénase ; 3p-HSD : 3 [-hydroxystéroide
déshydrogénase Ay/'Ay isomérase ; 17-HSD : 17 -hydroxystéroide déshydrogénase.
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Cette méthode ne permet cependant pas de mesurer l'activité intra tumorale de
I'aromatase. D'autres équipes ont donc cherché & améliorer cette méthode afin d'avoir acces a
Ja mesure de cette activité tumorale. On utilise ainsi des modeles animaux sur lesquels on
induit de manidre chimique des tumeurs mammaires par l'administration de
diméthylbenzanthracéne (DMBA). On dispose ainsi de grandes quantités de cellules
cancéreuses mammaires. Cette méthode d'étude in vitro permet d'avoir des valeurs d'activite
plus proches de ce que doit &re l'activité aromatasique physiologique au sein d'une fumeur
mammaire (Dikkeschei et al. 1996).

La simple mesure du taux dincorporation de 'hydrogéne triti¢ dans le milieu aqueux
ne donne pas un résultat d'une trés grande précision. On a donc cherché & améliorer cette
méthode en perfectionnant les moyens de détection des produits formés lors de la reaction.

On peut ainsi utiliser une chromatographie gazeuse couplée & une spectrométrie de
masse (Dikkeschei et al. 1996), ou une chromatographie liquide haute pression (HPLC)
couplée & un compteur de radioactivité (Le Bail et al. 1998). Ces méthodes permettent de plus
une identification précise des produits de la réaction et une vision plus globale de I'implication

de T'aromatase dans le métabolisme des estrogénes.

G.Régulation de I'activité de I'aromatase.

L'analyse de la région promotrice, ainsi que les régions des premiers exons non
traduits, a suggéré la présence de certains motifs consensus (Simpson ef al. 1996). On a ainst
pu mettre en évidence en amont du codon "start" une boite "TATAA" a -23 pb, des boites
"CAAT" 4 -41, -67, et -83 pb, une séquence du facteur de transcription Spl (boite CG), mais
aussi des séquences incluant différents éléments de régulation:

e Aux glucocorticoides (GRE) & -352 pb ainsi que dans le premier intron & +346 pb.

e ATAMPc (CRE)a-211 pb.

e Aux interférons (GAS: interferon-y activating sequence).

1. Stéroides.

Certains glucocorticoides endogénes ou synthétiques ont la capacite d'activer

I'expression de I'aromatase dans de nombreux tissus périphériques. Ainsi la dexaméthasone,
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qui est un glucocorticoide hémisynthétique, peut stimuler l'expression de I'aromatase dans de
nombreux types cellulaires et dans différents tissus (Berkovitz et al. 1988). Cette stimulation
se fait dans un premier temps par fixation du glucocorticoide au niveau d'un site récepteur et
activation de ce site. Ce complexe ligand-récepteur va ensuite se lier a son élément de réponse
(GRE).

Le cortisol, qui est un glucocorticoide endogéne peut induire l'activité de l'enzyme au
niveau des tissus adipeux (Ryde et al. 1992).

De maniére générale, on décrit les glucocorticoides comme de puissants inducteurs de
Iactivité du complexe de l'aromatase lors des expérimentations iz vifro (Lenning ef al. 1988),
cependant in vivo, on ne retrouve pas de maniére vraiment significative cette propriété

d'activation de l'expression de l'enzyme.

2. AMPc.

Mendelson et al. (1982) ont montré que certaines formes analogues de I'AMPe,
comme par exemple le dibutyryl-AMPc [(Bu), AMPc], pouvaient augmenter de quinze fois
l'activité aromatasique de cellules dérivant de tissus adipeux humains.

L'AMPc ainsi que son analogue [(Bu); AMPc] possédent ainsi la capacité d'activer la
phosphorylation de 1a protéine CREB (¢cAMP Response Element Binding Protein) par J'action
d'une protéine kinase AMPc dépendante permettant sa fixation sur son ¢lément de réponse
CRE (Etienne, 1996).

3. Cyiokines.

De nombreuses recherches ont été effectuées afin de déterminer l'influence des
cytokines sur l'expression de I'aromatase au sein de différents types cellulaires. Les cytokines
IL-1, TL-6, TNFa en présence de dexaméthasone pourraient ainsi induire une augmentation de
l'expression de I'aromatase aussi bien dans les tissus sains que dans les tissus tumoraux (Mac
Diermid er al. 1994).

De méme, des facteurs incluant IL-1 comme l'oncostatine M (OSM) ou le facteur
d'inhibition des leucémies (LIF) pourraient induire une augmentation de l'expression de

I'aromatase dans certains types cellulaires comme les fibroblastes (Zhao et al. 1995).
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De plus, lors de la culture de certaines cellules cancéreuses mammaires ou
fibroblastiques, on a pu détecter dans le milieu d'incubation des cytokines qui permettraient
une stimulation de l'expression de P450 aromatase au sein de ces cellules (Reed et al. 1993).
Mais cette propriété des cytokines n'est pas observée de maniére systématique et dépend en
partie du type cellulaire cultivé.

Ces différentes cytokines agissent en se fixant sur l'association de deux glycoprotéines
transmembranaires de 80 et 130 kDa. Lors de la fixation des cytokines & ces glycoprotéines,
on a association de ce complexe & une protéine cytosolique (Jak) qui, par une cascade de
réactions de phosphorylations entraine la dimérisation d'un facteur de transcription

cytosolique (STAT) et sa fixation sur un élément spécifique de réponse (Simpson et al. 1996).

3. FSH

L'ovaire comporte un tissu stromal ou interstitiel soumis & la régulation de la LH
(Luteinizing Hormone) qui contrdle la production d'androsténedione et un tissu thécal, les
cellules de la granulosa, sous l'influence de la FSH qui régule l'aromatase présente pour
fabriquer l'estrone et l'estradiol du follicule ovarien (figure 1.11).

Le taux d'aromatase est donc maximal lors de l'ovulation (8 a 10 fois le taux observé lors des

menstruations).

AROMATASE

Androstén ediane

ESTRONE
ESTRADIOL

Theéque

Figure 1.11: Régulation de I'activité de I'aromatase au niveau des ovaires.
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CHAPITRE II: LES
IMPLICATIONS
PATHOLOGIQUES DE
L'AROMATASE.
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Les estrogénes sont impliqués dans de nombreuses pathologies. L'aromatase ¢tant une
source d'estrogenes, cette enzyme joue un rdle important dans de nombreuses affections ayant
une composante hormonale estrogénique. Bien évidemment le cancer du sein est la premiere
de ces affections, et clest pour cette indication principale que dans un premier temps on a
développé les inhibiteurs de I'aromatase. Cependant, de récentes études tendent & montrer qu'il
serajt possible d'utiliser ces inhibiteurs de l'aromatase pour d'autres pathologies comme par
exemple l'endométriose (Bulun et a/. 1999, 2000), les carcinomes ovariens (Sasano et al.
1999) ou les pubertés précoces (Feuillan e al. 1999).

Les gynécomasties sont aussi des pathologies largement influencées par un
déséquilibre estrogénique et pourraient donc répondre positivement 4 une action de molécules
inhibitrices de l'aromatase (Braunstein, 1999).

On parle méme maintenant d'une possible utilisation d'anti-aromatase dans certains cas

d'hyperplasie bénigne de la prostate (Sciarra ef al. 2000).
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A.Le cancer du sein.

1. Epidémiolegie.

Le cancer du sein est la principale cause de morbidité et de mortalité chez les femmes,
ceci étant encore plus net chez les femmes Agées de 35 4 55 ans. Son incidence varie selon les
pays, les chiffres les plus mauvais étant retrouvés dans les pays les plus développés. Ainst
lincidence du cancer du sein (nombre de nouveaux cas recensés pour 100000 personnes et par
an) est de 99 pour 100000 en Europe de I'ouest et de 113 pour 100000 aux Etats Unis (Reddy,
1998). L'incidence annuelle des cancers du sein en France peut étre estimée a 39000
nouveaux cas, dont 28000 chez des femmes ménopausées (chiffres estimés & partir des
données du registre du cancer 1993).

Dans la communauté européenne, une femme sur douze présente un risque de
développer un cancer du sein. Ce type de cancer présente une incidence de 25 a 29 % sur
l'ensemble des cancers féminins e un taux de mortalité de 15 a 18 % (Pasqualini, 1994),

La prévalence de ce cancer est en augmentation et en 1998, on estimait que prés d'un
million de nouveaux cas seraient diagnostiqués a travers le monde pour l'année 2000 et que
prés de 400000 femmes décéderaient de cette affection (Reddy, 1998).

Depuis les années 50, on constate une augmentation réguliere de lincidence, de l'ordre
de 2 % par an. Malgré les progrés des méthodes de diagnostiques, en particulier de la
mammographie et des avancées thérapeutiques, le taux de mortalité s'éléve ¢galement mais de
maniére plus faible, soit environ 0.5 % par an et concerne surtout les femmes entre 60 et 74
ans, alors qu'il reste stable en dessous de 44 ans (Grumbach, 1996). L'dge moyen de Ia
survenue du cancer du sein est de 58 ans, 70 % des cas surviennent apres 50 ans et plus de 30
% se déclarent apres 70 ans.

Ces donndes chiffrées montrent limportance du probléme chez les femmes
ménopausées. Il est aujourdhui évident que les facteurs hormonaux occupent une place
prépondérante dans 1'étiologie des cancers du sein. Cependant, l'origine d'un cancer du sein est
manifestement multifactorielle. Le cancer du sein se développant dans un tissu dont la
structure subit des variations cycliques et périodiques au cours des différents épisodes de la

vie gynécoobstétricale. De nombreux facteurs de risque ont cependant pu &tre identifiés.
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2. Facteurs de risgque.

2.1, Facteurs de risques liés aux mastopathies bénignes.

De nombreux auteurs ont montré que les mastopathies bénignes multipliaient par deux
le risque de cancer du sein. Le risque est différent selon la nature des anomalies
morphologiques constatées (mastose sclérokystique, métaplasie, hyperplasie épithéliale),
selon leur importance (hyperplasie proliférante, modérée ou légere) et selon le siége (au
niveau des galactophores, des lobules ou au sein d'un foyer fibreux). Le risque est également
différent selon le degré d'atypie des celiules ou selon les caractéristiques du tissu conjonctif
mammaire. Fn résumé, les différentes études menées montrent que le risque le plus €leve
semble correspondre aux maladies fibrokystiques associées 4 une hyperplasie proliférante et
a un degré élevé d'atypie cellulaire.

Néanmoins, seul un trés petit nombre de femmes atteintes de maladies bénignes du
sein seront atteintes d'un cancer du sein (environ 8 % 4 54 ans) et parmi les femmes atteintes

d'un cancer du sein, rares sont celles qui avaient été opérées pour une Iésion beénigne.

2.2, Facteurs génétiques.

Le risque lié 4 lexistence dune lésion pré-cancéreuse est accru sl existe des
antécédents familiaux de cancer du sein. Le risque de cancer du sein est augmenté d'environ
deux fois lorsque la mére ou la sceur est atteinte. Ce risque est encore accru si plusieurs
parentes sont touchées (Gail e al. 1989) et ce, d'autant plus que le cancer est survenu jeune.
Ainsi, un antécédent familial, avec un dge au moment du diagnostic supérieur a 60 ans ne
serait plus un facteur de risque (Claus et al. 1990). Les cancers "familiaux" ne
représenteraient en fait que 7 % des cancers du sein.

Des génes de prédisposition BRCA| et BRCA; ont été localises respectivement sur les
chromosomes 17q21 et 13q. Les femmes qui héritent d'anomalies sur le gene BRCA,; (Breast
Cancer 1) ont un risque extrémement élevé de développer un cancer du sein (87 % & 70 ans)
et/ou un cancer de lovaire. Par contre, une anomalie sur le géne BRCA,; s'associe uniquement
4 une augmentation du risque de cancer du sein. Certaines ¢tudes suggérent que ces genes

codent pour des protéines impliquées dans la réparation de 'ADN (Cannnon-Albright e al.
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1996). Parallélement, une altération ou une perte du gene suppressif P53 a ét¢ identifice chez
des femmes avec un cancer du sein héréditaire. Il existe des familles pour lesquelles ces
particularités génétiques sont transmises d'une genération a l'autre et qui présentent une
multitude de cancers (par exemple dans le syndrome de Li Fraumeni qui est une association

familiale de cancers).

2.3, Facteurs nutritionnels.

Un grand nombre d'arguments est en faveur dune corrélation entre des facteurs
nutritionnels et le risque de cancer du sein. Des études expérimentales menées chez l'animal,
des études géographiques & I'échelon de certains pays et quelques enquétes de type cas
témoins ont montré que l'augmentation de la plupart des graisses accroit paralielement le
risque de cancer mammaire. Et, en corrélation avec ceci, on observe une augmentation de pres
de 20 % du risque de cancer du sein dans la population obese de plus de 50 ans (Tretlt, 1989).
Il semble également que la consommation réguliére de boissons alcoolisées pourrait accroitre
le risque de cancer du sein, et ce, de maniere trés significative dans les cas d'alcoolisme
chronique. En revanche, une consommation importante de sélénium et de vitamine A dans
l'alimentation pourrait diminuer ce risque.

Des études ont également montré qu'un régime alimentaire végétarien est nettement
favorable 4 une baisse de la fréquence d'apparition du cancer du sein par rapport 4 un régime

ommvore.

2.4. Radiations ionisantes.

Les femmes exposées & de hautes doses de radiations ionisantes ont un risque
augmenté de cancer du sein comme en témoignent en particulier les études effectuges sur les
survivantes japonaises d'Hiroshima et de Nagasaki et les ¢tudes menées sur des femmes
traitées et suivies pour une tuberculose pulmonaire, qui ont donc subi de nombreux contrdles
radiographiques.

Tt a été calculé que 'augmentation du nombre de cancers mammaires pourrait étre de 6
cas par an et par rad pour un million de femmes. Il semble en effet probable, que les doses
regues au cours d'une longue période aient un pouvoir cumulatif et que I'on puisse parler d'un

effet dose des radiations vis a vis des tumeurs mammaires. Le risque maximal se situe lorsque
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Iirradiation a lieu lors de la puberté ou de la trentaine. Lors de ces périodes, les cellules
épithéliales mammaires ont une grande activite mitotique et ne sont pas sous l'effet protecteur
de la progestérone ou de la premicre grossesse menée a terme,

Cependant, les mammographies de surveillance ne délivrent que de trés faibles doses
de rayonnements, elles ne doivent donc pas €tre retenues comme un facteur de risque positif,
et ceci d'autant plus, quaprés 50 ans un dépistage mammographique annuel systématique

permet de réduire de maniére trés significative la mortalité par cancer du sein.

25 Facteurs environnementaux.

Certains éléments plaident en faveur de I'intervention de facteurs environnementaux.
On sait, par exemple, que les asiatiques ont un risque moindre que les occidentaux de
développer un cancer du sein. Or, les études menées sur les populations d'immigrés chinois ou
japonais aux BEtats-Unis montrent que les deuxiémes générations de ces populations
présentent un risque qui a rejoint celui de la population occidentale. Les facteurs nutritionnels
cités ci-dessus sont stirement en cause, mais d'autres facteurs moinsg connus ne peuvent &tre
écartés.

D'autre part des études ont mis en évidence des concentrations sanguines plus éleveées

en pesticides chez certaines femmes atteintes d'un cancer du sein (Falck er al. 1992).

2.6.  Facteurs hormonaux

Les facteurs hormonaux apparaissent comme étant déterminants. Qu'ils soient
endogénes ou exogenes, ils modifient le climat hormonal du tissu mammaire et d'éventuelles

1ésions bénignes préexistantes, certaines pouvant étre améliorées et d'autres aggravees.

2.6.1. Facteurs exogenes
1l s'agit essentiellement de la contraception hormonale qui selon sa composition crée
un climat & composante estrogénique ou progestative dominante. Globalement, les études ne
montrent pas d'augmentation significative du risque de cancer du sein associée a l'utilisation

d'un traitement estroprogestatif contraceptif (Romieu ef al. 1989).
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Par contre, le traitement hormonal de substitution, mis en place au moment de la
ménopause, augmente le risque de cancer de sein de maniére significative (risque relatif
estimé & 1.5). Néanmoins, ce risque semble étre largement compensé par les bénéfices de
cette substitution hormonale vis & vis notamment des risques d'ostéoporose (Colditz e al.
1990).

2.6.2. Facteurs endogenes.

2.6.2.1. Hyperestrogénie relative et insuffisance lutéale.

Les sécrétions hormonales varient au cours des différentes phases du développement
mammaire 4 partir de la puberté jusqu'a la premiére grossesse menée a terme. De méme, ces
sécrétions hormonales fluctuent selon la période du cycle menstruel et aprés la ménopause. Le
développement normal et régulier des seins est sous la dépendance directe de cet équilibre
hormonal.

Au moment de la puberté, on a d'abord une sécrétion isolée d'estrogénes jusqua ce que
les cycles deviennent ovulatoires, on a alors une production de progestérone. Les effets de la
progestérone vont d'ailleurs contrebalancer les effets des estrogenes.

Le phénoméne inverse est observé au moment de la période qui précede la ménopause.
Les cycles deviennent anovulatoires et il apparait une hyperestrogénie relative.

Ces deux périodes sont semblables par le déséquilibre qu'il existe au niveau de
limprégnation hormonale stéroidienne (Mauvais-Jarvis et al. 1983). Ce déséquilibre
hormonal se traduit d'ailleurs de différentes maniéres lors de ces épisodes de la vie génitale:
mastodynie, irrégularité menstruelle, bouffées de chaleur. Au cours de ces périodes,
Insuffisance lutéale et hyperstrogénie relative pourraient jouer un rdle favorisant lors de

Pinitiation ou lors de la promotion de la cancérogenese.

2.6.2.2. Grossesse.

La nulliparité ou une premiére grossesse tardive ont ét¢ identifiées comme étant des
facteurs de risque de cancer du sein, en favorisant la promotion de cellules déja transformees.
En allant plus loin, il est méme apparu qu'une premiére grossesse mence  terme a un age
précoce, est un élément protecteur en permettant une maturation compléte de la glande

mammaire qui bénéficie alors de I'influence protectrice de Ja progestérone et prévient une
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possible initiation tumorale. Durant la grossesse, les seins semblent donc moins exposés & une

éventuelle initiation cancéreuse.

2.6.2.3. Allaitement.

On associe 4 la suppression cyclique de la sécrétion estrogénique lors de la Jactation
une certaine protection vis & vis du risque d'initiation tumorale. Cette protection semble Etre

d'autant plus grande que la lactation est prolongee.

2.6.2.4. Influence des estrogeénes.

La majorité des cancers du sein sont initialement hormonoinduits, l'estradiol étant un
facteur majeur de leur développement et de leur évolution (Pasqualini ef al. 1994). L'action
intracellulaire de T'estradiol se fait par l'intermédiaire d'un récepteur protéique au niveau des
cellules cibles. On pense que l'estradiol traverse passivement la membrane cytoplasmique des
cellules puis dans le cytoplasme, se lie & un récepteur spécifique. 11 s'en suit une dimérisation
de ce complexe estradiol-récepteur (ER) qui pénetre dans le noyau cellulaire et interagit avec
I'ADN nucléaire au niveau d'un site spécifique appelé Elément de Réponse aux Estrogénes
(ERE). Cet ERE est un activateur de génes spécifiques, codant par exemple des facteurs de
croissance comme le TGF a (Transforming Growth Factor o) qui est un effecteur peptidique
3 effet mitogéne pour les cellules cancéreuses. Nous avons donc une prolifération cellulaire
anarchique a la suite de la liaison de l'estradiol, par action directe du TGF o produit. Le TGF
o n'est pas le seul facteur impliqué dans cette prolifération cellulaire, on trouve aussi le

facteur EGF (Epidermal Growth Factor) et I'lGF-I (Insulin-like Growth Factor).

2.6.2.5. La ménopause.

Avant la ménopause, estrogénes et androgénes sont produits respectivement par les
ovaires et les glandes surrénales. Les ovaires sont la principale source d'estrogénes et
répondent 2 la stimulation positive d'hormones hypophysaires: LH (Luteinizing Hormone) et
FSH (Folliculing Stimulating Hormone).

Au moment de la ménopause, les ovaires cessent progressivement de produire des
estrogénes, mais la production dhormones stéroidiennes par les glandes surrénales demeure
active. On a notamment production d'androgénes comme la DHA (Déhydroépiandrostérone)

et son ester le sulfate de Déhydroépiandrostérone le SDHA.
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Aprés la ménopause, la quasi-totalité des estrogenes produits sont issus de la
conversion périphérique des androgénes surrénaliens par laromatase (Grodin et al. 1973).
Nous avons déja vu que cette aromatisation pouvait se produire dans des tissus trés varies,
mais les sites majeurs de formation périphérique des estrogenes sont le tissu adipeux et le
tissu musculaire. Cependant, le tissu mammaire constitue un site trés important de l'activité
aromatasique. De plus si l'on mesure l'activité de l'aromatase dans des tissus mammaires on
constate que les plus fortes activités sont toujours trouvées dans des quadrants qui renferment
une tumeur. Cette activité accrue pourrait &tre expliquée par linfluence positive de facteurs
comme la cytokine IL6 que l'on retrouve de maniere quasi systématique dans les carcinomes
mammmaires (Reed et al. 1993).

De plus on a constaté que les tumeurs mammaires des femmes ménopausées
possédaient de fortes concentrations d'estrogénes comparées 4 leurs taux plasmatiques a cette
période de leur vie (Edery ef al. 1981). Dés 1979, Abul-Hajj a donc montré qu'il existait une
production d'estrogénes au sein de la tumeur, catalysce par l'aromatase et par la sulfatase. La
sulfatase permettant une hydrolyse du sulfate d'estrone qui provient de la transformation de
l'androsténedione par la sulfotransférase.

Ainsi le cancer du sein apparait comme une pathologie multifactorielle, dont beaucoup
de facteurs sont peu ou pas controlables. Parmi tous ces facteurs, le climat estrogénique,
surtout au moment de la ménopause, et par voie de conséquence l'activité de l'aromatase sont
apparus comme étant des éléments clés dans le développement de traitements et peut &tre
méme dans la mise au point de protocoles préventifs. De nombreuses molécules ont donc
étaient testées et utilisées comme inhibiteurs de I'aromatase. Cette classe médicamenteuse
commence d'ailleurs 4 s'imposer dans certains cas comme traitement de premiére ligne (voir
Chapitre 1V).
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B.Autres pathologies.

1. L'endométriose.

I s'agit d'un développement anarchique et hors de son emplacement habituel du tissu
endométrial normal, c'est 4 dire de la muqueuse utérine avec son chorion, ses glandes et
parfois méme ses muscles lisses. L'endometriose siége le plus souvent au niveau du corps
utérin ou prés de la cavité utérine (endométriose interne). La muqueuse émet de petits
diverticules qui vont senfoncer dans I'épaisseur du muscle utérin (endométriose diffuse) ou
directement sous le péritoine (endométriose externe).

I'endométriose peut se développer aussi en dehors de l'uterus, que ce soit au niveau de
la trompe utérine, du ligament large, de l'ovaire, du rectum et méme dans les cas les plus
compliqués en dehors du petit bassin (au niveau du tube digestif par exemple).

L'endométriose peut se présenter sous une forme circonscrite, nodulaire ou tumorale
on parle alors d'endométriome (Delamare ef al. 1992).

Cette muqueuse utérine ectopique réagit de maniere directe aux différentes
stimulations hormonales et notamment aux estrogénes. Les estrogenes sont d'autant plus
importants dans le mécanisme de développement de l'endométriose que l'on a récemment
découvert qu'il existait un systéme de "feedback” positif autocrine qui favorise la production
permanente d'estrogénes et de prostaglandines PGE2 au niveau des cellules stromales de
I'endométriome. On a ainsi découvert que I'aromatase est exprimée de maniére aberrante dans
ces cellules stromales, alors qu'elie ne posséde aucune activité dans un endométre non
pathologique. On a donc une production accrue destrogénes qui vont ensuite stimuler la
cyclooxygénase 2 et provoquer une augmentation des niveaux de PGE2. Pour compléter ce
cycle, 1a PGE2 est un puissant inducteur de T'activité de l'aromatase dans les cellules stromales
de l'endométre pathologique.

I'activité de l'aromatase lors de l'endométriose est contrélée par la liaison compétitive
d'un facteur de stimulation de la transcription de l'aromatase, le facteur 1 "stéroidogénique”.
L'inhibition de l'aromatase dans un contexte normal est faite par I'intermédiaire d'un facteur
inhibiteur de la transcription de l'aromatase qui agit au niveaw du promoteur du géne de

I'enzyme.
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L'aromatase n'est pas la seule enzyme & présenter une activité perturbée lors d'une
endométriose, on a aussi relevé une déficience en 17f-hydroxystéroide déshydrogénase de
type 2, enzyme qui est normalement largement exprimée dans un endometre sain et permet
une inactivation de l'estradiol en estrone. Cette déficience est une autre aberration qui
provoque une augmentation anormale des concentrations d'estradiol dans les tissus de
J'endomeétre lors d'une endométriose.

On voit donc limportance que peut avoir l'aromatase dans cette pathologie de
l'endometre. Ces observations ont donc naturellement mené & l'utilisation de molécules
inhibitrices de 'aromatase comme possibles traitements de cette pathologie et les premiéres

études rapportent des résultats plutdt positifs (Bulun ez al. 1999, 2000).

2. Les pubertés précoces.

La puberté est un phénomene de maturation morphologique et physiologique qui se
déroule progressivement a partir de 12-13 ans chez les jeunes filles. Il existe alors un
développement des caractéres sexuels secondaires, une augmentation de la croissance et
l'apparition des premiéres menstruations. Au niveau hormonal, la puberté se traduit par un
éveil progressif de l'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien. Les estrogénes provoquent la
maturation des glandes mammaires et le développement de la muqueuse utérine.

On parle de puberté précoce lorsque le développement des caractéres sexuels
secondaires survient avant 8 ans et il sagit d'un syndrome inquiétant qui doit amener &
rechercher une cause organique encéphalique, ovarienne ou surrénalienne. Trés souvent il
s'agit d'une sécrétion prématurée d'estrogénes due a une tumeur ou 4 un kyste au niveau des
ovaires.

Un traitement permettant de diminuer cette sécrétion d'estrogénes pourrait atténuer ce
processus de précocité. Des essais cliniques incluant des inhibiteurs de I'aromatase ont ainsi
étaient menés sur des jeunes filles souffrant d'une puberté précoce avec des résultats

relativement encourageants (Feuillan et al. 1999).
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3. Les gynécomasties.

1l s'agit d'un développement anormal des glandes mammaires chez un homme ou un
jeune garcon. Cette pathologie peut avoir différentes origines (Syndrome de Klinefelter,
tumeur des testicules ou tumeur surrénalienne), mais on retrouve toujours un déséquilibre
entre les composantes estrogéniques et androgéniques au niveau du tissu du sein. Dans
certaines formes de gynécomastie familiale on a pu mettre en évidence un excés d'expression
de I'aromatase dans les tissus mammaires. Dans ce processus pathologique aussi on peut donc
logiquement penser que les inhibiteurs de l'aromatase ont sans doute un réle & jouer, mais il
n'existe cependant que trés peu d'études menées sur ce sujet a I'heure actuelle (Braunstein,
1999).

4. Hyperplasie bénigne de la prostate.

Chez les hommes, les estrogénes produits par les testicules, ou secrétés au niveau
périphérique posséderaient un role dans le processus d'hypertrophie bénigne de la prostate et
peut &tre méme dans l'initiation de certaines formes de cancer prostatique (Henderson er al.
1987). La prostate elle méme étant, sans doute, aussi capable de synthétiser des estrogenes
(Brodie e al. 1989). Dans ce cas aussi le contrdle de la production estrogénique via une
inhibition de l'aromatase est une stratégie logique et envisageable lors d'un traitement de cette
affection (Brodie, 1993).

Chez 'homme, lors du vieillissement, on assiste 4 un déclin progressif des taux
plasmatiques de testostérone, alors que les taux d'estrone et d'estradiol restent inchangés et
que les taux des protéines spécifiques du transport des hormones sexuelles (Sex Hormone
Binding Globulin) augmentent. On a donc une diminution de la biodisponibilit¢ de la
testostérone au niveau du tissu prostatique. Les estrogénes intra prostatiques et leurs
récepteurs sont eux proportionneilement augmenteés et concentrés dans le stroma.

Les androgénes agissent sur la prostate de maniére indirecte, grice aux différents
facteurs de croissance comme le Fibroblast Growth Factor ou le Tumour Growth Factor, mais
on n'a pas encore pu démontrer qu'il existait un effet modulateur des estrogénes sur ces
mémes facteurs de croissance. On a cependant pu metire en évidence que le mode
d'alimentation occidental, caractérisé par une grande consommation de maticres grasses

saturées, prédispose les hommes aux hypertrophies bénignes de la prostate alors qu'un régime
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riche en flavonoides et en lignanes, substances qui sont riches en phytoestrogénes, diminuerait
plutdt ce risque. On peut donc interpréter ces données et imaginer que les antiestrogenes ou
les inhibiteurs de l'aromatase auront un rdle & jouer dans le traitement médical de
I'hypertrophie bénigne de la prostate (Sciarra et al/. 2000). If ne s'agit cependant, pour le

moment, que d'hypothéses sur lesquelles travaillent certains laboratoires.
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CHAPITRE III: LES
INHIBITEURS DE
L'AROMATASE.
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L'aromatisation est une réaction unique dans le processus de biosyntheése des stéroides.
En effet, il s'agit de la derniére étape de la séquence de biosynthese des estrogénes. Ainsi, le
blocage sélectif de cette enzyme ne devrait pas affecter la production des autres stéroides.
Clest pour cette raison essentielle que laromatase est une cible particuliére pour le
développement de molécules inhibitrices (Brodie 1993).

Les inhibiteurs de l'aromatase ou anti-aromatase sont des molécules qui inhibent la
transformation de 'androsténedione et de la testostérone, respectivement en estradiol et en
estrone. Ce sont donc des molécules qui neutralisent la fonction du complexe enzymatique,

soit au niveau du site actif de Ienzyme, soit au niveau du mécanisme du cytochrome P450.

A. Méthodes d'étude des inhibiteurs de I'aromatase.

1l existe de nombreux protocoles et de nombreuses études qui montrent I'efficacité des
inhibiteurs de I'aromatase sur les taux plasmatiques d'estrogénes de patientes traitées, mais on
dispose de peu de moyen pour vérifier l'efficacité de ces traitements au niveau méme du tissu
tumoral.

Lors des évaluations cliniques, les études sont alors plus poussees et comprennent en
premier lieu la détermination de l'affinité des inhibiteurs pour le complexe enzymatique. On
étudie ensuite l'inhibition de la synthése estrogénique in vitro, selon les méthodes deja
évoquées dans le chapitre 1. Les études sont effectuées sur des microsomes placentaires, des
lignées cellulaires cancéreuses du sein et des biopsies de tumeur du sein.

In vivo, il s'agit d'évaluer l'inhibition de la synthése des estrogenes et I'éventuel effet
antitumoral (Feutrie et al.,1999).

Lors de ces évaluations, il est alors possible d'établir des comparaisons entre les
différentes molécules testées. En général on compare les affinités relatives des inhibiteurs
avec celle de l'aminoglutéthimide qui sert alors de référence. Cette affinitc relative est
comprise entre 0.5 et 3000, en fixant de maniere arbitraire une affinité de 1 pour
I'aminoglutéthimide (tableau IILI).

Comme pour nfimporte quel autre inhibiteur enzymatique, les expériences in vitro
permettent ensuite d'exprimer la concentration inhibitrice 50 % ou ICs ; c'est & dire la

concentration de I'inhibiteur qui diminue de 50 % l'activité de I'aromatase (tableau IILII).
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Tablean IILL: Affinité relative de différents inhibiteurs pour l'aromatase (d'apres

Feutrie et al.,1999).

Inhibiteurs. Affinité relative pour 'aromatase (/ki AG),
Inhibiteurs. Affinité relative pour I'aromatase (/ki AG).
Aminoglutéthimide 1

Pyridogluthétimide 0,5

Formestane 30

Fadrozole 3000

Létrozole 900

Vorozole 900

Exemestane 20

Anastrozole 40

Tableau IILIL: Inhibition in vitro de I'aromatase par différentes molécules (d'aprés

Feutrie et al.,1999).

Inhibiteurs. ICsp (nM).
Aminoglutéthimide 1754
Roglétimide 500
Formestane 44
Fadrozole 3
Exemestane 4
Létrozole 3
Vorozole 1.4
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Lorsque les ICsp des molécules inhibitrices sont déterminées dans les mémes
conditions expérimentales, il est alors tout & fait possible de réaliser une comparaison des
efficacités des différents inhibiteurs. Cette valeur qui peut donc servir d'étalon de
comparaison, ne prend cependant aucunement en compte le mode d'action des inhibiteurs et le
caractére réversible ou irréversible de Ilinhibition qui est pourtant un facteur capital de

'efficacité de la molécule.

B.Classifications.

Les anti-aromatase sont classés en fonction de leur structure chimique, de lewr
mécanisme d'action ou de leur différence de spectre de rayonnement quand ils sont exposés

aux ultra-violets.

1. Structure chimigque,

Les anti-aromatase comprennent des inhibiteurs de nature stéroidienne et non stéroidienne.

1.1.  Les inhibiteurs stéroidiens

Ce sont les premiers inhibiteurs sélectifs de 'aromatase & avoir été décrits. Ce sont des
stéroides en C19 qui sont des analogues des substrats habituels de l'enzyme et qui le plus
souvent ont une structure dérivée de 'androsténedione ou de l'androsténediol (figure 3.1). Ces
premiéres molécules testées ont révélé des propriétés d'inhibiteur de type compétitif.

Tl existe ainsi de nombreuses études portant sur les capacités inhibitrices de molécules
stéroidiennes de ce type, comme par exemple 'androsta-1,4,6-triéne-3,17-dione, le 4-
hydroxyandrosténedione (4-OHA) ou encore le 4-acétoxyandrostenedione.

Ces inhibiteurs de l'aromatase entrent en compétition avec les substrats naturels de
I'enzyme pour la fixation sur le site actif de I'enzyme. Ils doivent donc &tre les plus sélectifs
possible. La liaison sur le site actif de 'enzyme est souvent trés forte voir méme irréversible,
ce qui provoque une réelle inactivation de l'enzyme qui voit son site d'activit¢ occupé par une
molécule autre que son substrat normal. Lorsque la liaison & l'enzyme est de nature

irréversible, ces inhibiteurs présentent une action retardée in-vivo. Ainsi, pour avoir une
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inhibition durable il n'est pas nécessaire de maintenir une concentration d'inhibiteur sur une
longue durée, on diminue ainsi les risques d'effets secondaires toxiques.

Le 4-OHA s'est ainsi révélé étre un puissant inhibiteur de l'aromatase, a la suite
d'expériences in-vitro d'incubations de microsomes placentaires de rat en présence d'un
systéme régénérateur de NADPH. Lors de ces expérimentations, il a été observé une perte
d'activité de l'enzyme de type temps-dépendante, il s'agirait donc d'une cinétique dite de
premier ordre. En effet, l'inactivation de I'enzyme peut étre prévenue si le milieu d'incubation
présente de grandes concentrations de substrat. On peut donc prévenir la liaison de l'inhibiteur
4 I'enzyme en effectuant une pré incubation avec de l'androsténedione.

On a montré que d'autres inhibiteurs stéroidiens de l'aromatase provoquaient une
inactivation de I'enzyme. Brueggemeir ef a/. (1990) ont ainsi étudi¢ de nombreux dérivés de
'androsténedione substitués en 7o, dont plusieurs avaient une activité inhibitrice de
l'aromatase. La nature covalente de la liaison du 7a(4'-amino)phenylthio-4-androsténedione 4
I'aromatase a 6té démontrée par différentes méthodes, dont une dialyse poussée, du complexe
formé par leffecteur radiomarqué ('¥I) 7o(4'-amino)phenylthio-4-androsténedione et un
extrait purifi¢ de cytochrome P450 aromatase. La solution obtenue a la suite de la dialyse
subit alors différentes manipulations : une chromatographie, une électrophorése, une
précipitation des protéines et enfin une digestion par la trypsine, du complexe forme par
l'aromatase et son inhibiteur. On sait ainsi que 'inhibiteur se lie de maniére covalente 2 la
partie lipophile de l'enzyme.

Parmi les nombreuses molécules on peut aussi citer le 1-méthyl-androsta-1,4-diéne-
3,17-dione étudié par Henderson ef a/. (1987) qui possede une activité inhibitrice /n vitro et
qui a été pressentie comme un possible traitement de I'hypertrophie bénigne prostatique.

Parmi les analogues acétyléniques en C19 de l'androsténedione qui possédent une
activité inhibitrice de I'aromatase le 10-(2-propynyl)-estr-4-&ne-3,17-dione est décrit comme

étant l'inhibiteur le plus puissant.
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Figure 3.1: Inhibiteurs stéroidiens de I'aromatase dérivant de la structure de

Vandrosténedione.
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1.2. Les inhibiteurs non stéroidiens.

1.2.1. Synthétiques

Le complexe aromatasique peut aussi étre inhibé par de nombreux composes qui ne
sont pas de nature stéroidienne. Parmi ces inhibiteurs non stéroidiens, on retrouve des
inhibiteurs synthétiques et des inhibiteurs naturels.

Les inhibiteurs non stéroidiens synthétiques sont surtout des composés organiques
avec un ou plusieurs hétéroatomes (S,N,0O) capables de pénétrer dans le site actif de Fenzyme
et d'engager une liaison avec l'atome de fer de la molécule d'héme de l'aromatase. Ils peuvent
ainsi inhiber d'autres enzymes cytochromes P450 comme celles impliquées dans la production
adrénale d'aldostérone (18-hydroxylase) ou de cortisol (113-hydroxylase). Ce sont tous des
inhibiteurs réversibles.

La premiére molécule a avoir été utilisée cliniquement dans le traitement du cancer du
sein hormono dépendant en inhibant l'aromatase fait d'ailleurs partie de cette catégorie, il
sagit de l'aminoglutéthimide: Oriméténe®. Cette molécule inhibe plusieurs étapes de la
stéroidogénése et a donc d'abord été utilisé afin de réaliser de véritables adrénalectomies
thérapeutiques. On a depuis réussi & développer des analogues de 'aminoglutéthimide comme
par exemple le pyridoglutéthimide qui est aussi puissant que I'aminoglutéthimide mais qui est
plus spécifique de I'aromatase et donc moins toxique.

Depuis, de nombreuses autres molécules plus actives ont été synthétisées & partir de
molécules imidazolées comme le fradozole ou triazolées comme le vorozole (figure 3.2). Ces
inhibiteurs sont beaucoup plus puissants que l'aminoglutéthimide et beaucoup plus
spécifiques de l'aromatase, entrainant donc moins d'effets néfastes sur les autres enzymes
cytochromes P450.

Certains de ces composés se lient 4 l'atome de fer de I'héme mais aussi avec des
résidus acides aminés proches du site actif de l'enzyme. Ainsi, on trouve des dérivés triazolés
qui évidemment mettent en jeu une liaison de coordination avec le fer héminique, mais
établissent aussi des liaisons enire leur substituant azoté et une région lipophile de

l'apoprotéine (Brodie 1993).
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Figure 3.2: Inhibiteurs non stéroidiens utilisés dans le traitement du cancer du sein

hormono dépendant.

1.2.2. Naturels

Les inhibiteurs non stéroidiens d'origine naturelle sont nombreux et sont surtout des
molécules issues du régne végétal comme les phytoestrogénes (Blanco ef al. 1997). La
structure chimique de ces molécules est voisine de celle ces estrogénes endogénes. Parmi
ensemble de ces molécules capables de posséder une activité inhibitrice de l'aromatase, on
trouve les flavonoides (flavones, flavanes, flavanones, isoflavones), les coumestranes, les

coumarines et les lignanes (figure 3.3).
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Figure 3.3 : Comparaison de la structure chimique de différents phytoestrogénes avec
Iestradiol.

- -- ! extrapolation de la structure chimique.
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2. Mécanisme d'action.

On peut distinguer trois grands types de mécanismes impliqués lors de l'inhibition de
I'aromatase:

» Les inhibiteurs de type I, stéroidiens, dits inhibiteurs suicides, sont des
analogues du substrat qui se lient d'une fagon irréversible au site d'activité
de l'enzyme. Ils sont transformés par l'enzyme en radicaux intermédiaires
qui alkylent l'enzyme et inactivent ses fonctions. La réapparition de
l'activité enzymatique normale est fonction de la resynthese de novo de
l'enzyme.

» Les inhibiteurs de type II, non stéroidiens se lient de fagon réversible a la
fonction flavoprotéine du complexe enzymatique. A priori, ils seraient
moins spécifiques que les inhibiteurs de type I car ils peuvent bloquer
plusieurs hydroxylations médiées par les enzymes du cytochrome P450. Du
fait de leur structure non stéroidienne, ils sont moins susceptibles
d'exprimer des effets agonistes/antagonistes par interférence avec d'autres
récepteurs stéroidiens,

» Les inhibiteurs de la synthése de l'apoprotéine qui agissent en provoquant
une diminution de la transcription du geéne ou la traduction de I'ARNm.
Mais du fait méme de la complexité de la régulation du gene de

l'aromatase, peu d'informations sont disponibles sur ce mode d'inhibition,

3. Réactiviié aux ultraviolets.

La plupart des molécules stéroidiennes, inhibitrices ou pas, qui se lient 4 l'aromatase
produisent un spectre UV de type [ caractéristique, avec une absorbance maximale a 420 nm
et un minimum a 392 nm.

Les inhibiteurs de I'aromatase qui ne sont pas de type stéroidien et qui sont capables de
former des complexes avec certains atomes d'hémoprotéines ou avec des hétéroatomes
(N,S,0) donnent des spectres de type Il Ces spectres UV de liaison a l'aromatase sont

caractérisés par un maximum d'absorption & 429nm.
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C.Activité biologique des inhibiteurs de I'aromatase.

Les inhibiteurs de ['aromatase provoquent une diminution de la production
d'estrogénes qui peut étre mise en évidence in vivo. L'inhibition de V'activité de l'aromatase
ovarienne et donc de la sécrétion estrogénique est corrélée avec une régression marquee des
tumeurs hormono dépendantes artificiellement induites chez des rats. L'activité biologique de
nombreux inhibiteurs de l'aromatase, qu'ils soient stéroidiens ou non a pu étre mise en
évidence grace & ces modeles animaux.

Chez un animal sain, la réduction des taux plasmatiques d'estradiol provoque une
augmentation réflexe de la séerétion de LH, qui stimule alors l'activité de l'aromatase
ovarienne. Il s'agit d'un cycle classique de régulation hormonale avec un phénomene de "feed
back” ou rétrocontrble.

Certains inhibiteurs stérotdiens de l'aromatase, comme le 4-hydroxyandrosténedione,
présentent une faible activité androgénique qui est cependant suffisante pour bloquer la
libération de LH a certaines doses. Cette activité peut provoquer un maintien de la
suppression des estrogénes ovariens et pourrait ainsi contribuer 4 la régression de tumeur du
sein hormono dépendante.

Les inhibiteurs non stéroidiens, comme par exemple l'aminoglutéthimide, n'interférent
pas avec le "feed back" positif de la LH. Ainsi, l'activité inhibitrice de 'aminoglutéthimide ne
provoque pas de suppression prolongée des taux d'estrogénes dont la sécrétion est stimuler
par la LH au bout d'un certain temps de traitement.

Chez des femmes ménopausées souffrant de cancer du sein, I'aromatisation
périphérique est un phénomeéne trés important . On a donc cherché & déterminer les effets de
ces inhibiteurs sur fa production d'estrogénes en dehors des ovaires. Reed et al. (1990) ont
ainsi étudié les effets du 4-hydroxyandrosténedione sur des patientes ménopausées. Dans cette
étude, on note une inhibition irés marquée de l'aromatisation périphérique et méme une
inhibition de l'activité aromatasique au sein méme de la tumeur pour trois des patientes, alors
que deux patientes ne semblent pas réagir du tout a l'inhibiteur. On peut aussi noter une
diminution de I'ADN polymeérase o dans les tumeurs réactives au 4-hydroxyandrosténedione.
Cependant, on ne peut établir de corrélation significative entre l'activité de l'aromatase et ce

marqueur de prolifération.
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On sait que l'estrogéne produit par l'aromatase intra tumorale exerce une influence
négative sur la prolifération tumorale lorsque celle ci posséde des récepteurs aux estrogenes.
Mais on ne peut pas établir de corrélation entre la présence d'aromatase intra tumorale et la
présence de récepteurs aux estrogénes, de méme que la contribution directe de l'aromatase

dans le processus de stimulation n'est pas encore totalement éclairée (Brodie 1993).
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CHAPITRE 1V: ASPECTS
CLINIQUES DES INHIBITEURS
DE L'AROMATASE.
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Dans ce chapitre, nous allons étudier de maniére plus compléte et plus précise les
différentes molécules qui ont été développées en tant qu'inhibiteurs de l'aromatase.

La premiére molécule étudiée est un peu particuliére, il s'agit de 'aminoglutéthimide.
En effet cette molécule a été la premiére a étre utilisée en partie pour ses propriétés anti
aromatase. L'aminoglutéthimide sert aujourd'hui encore de molécule de référence, ne serait ce
que lors des protocoles de mesures d'inhibition de ['activité aromatasique. Nous traiterons
donc I'aminoglutéthimide de maniére indépendante.

Nous aborderons ensuite les molécules utilisées en thérapeutique et appartenant a la
catégorie des inhibiteurs stéroidiens ou inhibiteurs de type 1.

Enfin nous étudierons la classe d'inhibiteurs la plus récente et qui se développe de

fagon importante, a savoir les inhibiteurs non stéroidiens ou inhibiteurs de type 1L
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A.L'aminogiutéthimide.

Initialement introduite comme traitement anticonvulsivant aux Etats Unis en 1958,
cette molécule est retirée du marché 5 ans plus tard a cause d'effets secondaires inattendus sur
différents organes endocrines, en particulier au niveau des glandes surrénales. Au cours
d'études complémentaires on s'apercoit alors que ces effets secondaires sont dus a l'inhibition
de différentes enzymes, notamment des enzymes du cortex surrénalien. On va ensuite utiliser
cette propriété et transformer cet effet secondaire en un avantage thérapeutique exploité pour
différentes indications. Ainsi l'aminoglutéthimide est alors utilisée a des doses plus faibles
pour le traitement de différentes formes du syndrome de Cushing.

En 1967, on utilise l'aminoglutéthimide pour réaliser des surrénalectomies
thérapeutiques chez des femmes souffrant de cancer du sein. L'aminoglutéthimide est donc le
premier inhibiteur de 'aromatase non stéroidien a étre utilisé avec cette indication.
L'aminoglutéthimide est un inhibiteur compétitif non stéroidien de l'aromatase, de formule
chimique 2-(p-aminophényl)-2-éthylglutarimide (figure 4.1). L'aminoglutéthimide utilisé en
clinique est en fait un racémique optique. Les deux stéréo-isoméres différent par leur action
biologique, l'isomére L étant le plus actif au niveau de l'inhibition des enzymes surrénaliennes
et de 'aromatase.

L'aminoglutéthimide est commercialisé en France sous le nom de spécialite d'Oriméténe®
250 mg sous la forme de comprimés sécables , et a l'étranger sous les dénominations

d'Orimeten® et de Cytadren®.

Figure 4.1: L'aminoglutéthimide,.
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On a aussi cherché a développer une molécule trés proche de 'aminoglutéthimide, le
roglétimide ou pyridoglutéthimide (figure 4.2) qui n'a cependant pas abouti a la
commercialisation dune spécialité, par manque defficacité en comparaison de

'aminoglutéthimide.

Figure 4.2: Le roglétimide.

Aujourd'hui I'aminoglutéthimide est utilis¢ comme traitement endocrine a part entiére
des cancers du sein 4 un stade avancé, méme si ses effets indésirables restent nombreux et
importants. Ces effets négatifs sont d'ailleurs & l'origine du développement de nouveaux
inhibiteurs, dits de seconde génération, présentant une meilleure tolérance.

11 est indéniable que l'aminoglutéthimide est un inhibiteur trés puissant de l'aromatase,
cependant on s'interroge toujours & savoir si ses propriétés anti tumorales sont uniquement
dues a cet effet inhibiteur, En effet, on a rapporté que l'aminoglutéthimide serait responsable
d'une augmentation de 100% du métabolisme du sulfate d'estrone, et ce sulfate d'estrone est
certainement le principal substrat estrogénique & la disposition des cellules cancéreuses chez
les femmes ménopausées. Une augmentation de la clairance plasmatique du sulfate d'estrone

serait donc un possible mécanisme d'action de l'aminoglutéthimide (Lenning ez al. 1988).
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1. Activités biochimiques de 'aminoglutéthimide.

1.1.  Auniveau des glandes surrénales.

L'action inhibitrice de I'aminoglutéthimide sur les différentes ¢ctapes de la
stéroidogénése au niveau des glandes surrénales a ét¢ le premier effet endocrine déent pour
cette molécule.

Les différentes étapes de synthése des stéroides au niveau du cortex des glandes
surrénales et les influences de I'aminoglutéthimide sont décrits dans la figure 4.3. L'inhibition
de la production des hormones stéroidiennes est due a l'inhibition par Faminogiutéthimide de
différentes enzymes. La détermination exacte des enzymes inhibées par cette molécule a été
déterminée in vitro. On sait désormais que l'aminoglutéthimide agit essentiellement sur trois
enzymes capitales de cette biosynthése des stéroides:

e La 20.22 desmolase qui est le complexe de conversion du cholestérol en

prégnénolone.

o La 11 hydroxylase qui participe a la deuxiéme étape de transformation de Ia

progestérone en aldostérone. Cependant l'inhibition de cette enzyme nécessite des
concentrations intracellulaires d'aminoglutéthimide trés supérieures aux
concentrations plasmatiques que l'on peut trouver in vivo.

+ La 18 hydroxylase qui est une des enzymes responsable de la transformation de la

17 hydroxyprogestérone en hydrocortisone.

On pense que l'aminoglutéthimide posséde aussi une activité inhibitrice de la 21
hydroxylase, mais cette activité n'a pas pu étre mise en évidence in vitro.

1l est difficile de déterminer les concentrations effectives en aminoglutéthimide au
niveau des cellules surrénales et les résultats divergent selon les auteurs. On sait cependant
grice & l'utilisation d'aminoglutéthimide radiomarqué, qu'il y a une accumulation de la
molécule au niveau des cellules du cortex surrénal.

Cette molécule exerce donc une grande influence sur la synthése des stéroides au
niveau des surrénales, mais il est difficile d'interpréter son action sur les différentes
concentrations plasmatiques hormonales, et ce pour différentes raisons. Tout d'abord, le fait
que les inhibitions soient multiples complique considérablement la compréhension des

mécanismes mis en jeu. De plus, lorsque l'on administre de l'aminoglutéthimide sans
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substitution de glucocorticoide ou avec une substitution inadaptée, on peut observer une
augmentation compensatrice de la sécrétion d ACTH qui agit au niveau des différentes étapes
enzymatiques de la stéroidogénése.

On peut cependant considérer de maniére schématique que I'aminoglutéthimide réalise

une véritable surrénalectomie chimique.

. Cholestérol Surrenales

20.22 desmolase

L Minéralocarticoides

e ..q‘ﬁ"" VP
170H pregnenolone IR J17OHprogestérone 5 Glucocorticoides
“%r Androstenedione ffi-%-smﬁmﬁ? Testostérane

¥ H

| i %
| g

TISSU ADIPEUX, SEINS, OVAIRES
1: 11.hydroxylase
2. 18.hydroxylase

( ’, : Aminoglutéthimide

Figure 4.3: Niveaux d'action de I'aminoglutéthimide sur la biosynthése des stéroides.

1.2. Au niveau des complexes aromatasiques périphériques.

Dés 1974, Thompson et Siterii ont mis en évidence in vitro, l'activité inhibitrice de
l'aminoglutéthimide sur l'aromatase. Les premicres expérimentations ont utilis€ des
microsomes placentaires comme support de l'activité aromatasique, puis des tissus de tumeurs
mammaires. Il a donc été établi que l'aminoglutéthimide inhibe 'activité¢ de l'aromatase de
maniére compétitive. Cette inhibition se faisant par la liaison compétitive de

l'aminoglutéthimide au niveau du cytochrome P450.
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Lors des études in vivo, il a été montré que ['administration de 250 mg
d'aminoglutéthimide quatre fois par jour, accompagnée d'une substitution par des
glucocorticoides, provoquait une inhibition de prés de 90 % de la conversion plasmatique de
'androsténedione en estrone (Lenning ef al. 1988).

Lors de l'administration quotidienne de 250 & 1000 mg d'aminoglutéthimide, on a pu
observer une diminution de prés de 50 % des concentrations plasmatiques d'estrogénes. Cette
diminution des concentrations d'estrogénes semble d'ailleurs étre dose indépendante.

En faisant une synthése des différentes études réalisées on sapergoit que les
diminutions des concentrations plasmatiques d'estrogeénes sont en général décrites comme
étant de l'ordre de 50 % (les valeurs allant de 25 & 85 %)), alors que les inhibitions de I'activité
de l'aromatase in vivo sont toujours de l'ordre de 90 % (les valeurs allant de 88 & 98 %). On
doit donc considérer la possibilité d'une autre voie de synthése des estrogénes chez les
femmes ménopausées souffrant d'un cancer du sein.

En ce qui concerne I'évaluation des effets de l'aminoglutéthimide sur les activités des
différentes aromatases, il subsiste toujours le probiéme de l'administration concomitante de
glucocorticoides de substitution. En effet, nous avons déja vu que les glucocorticoides sont de
puissants activateurs de l'activité aromatasique. On ne sait cependant pas exactement quels
sont les processus qui prédominent lors de I'administration simultanée de glucocorticoides et
d'aminoglutéthimide. De nombreuses études ont ét¢ menées afin d'établir le plus précisément
possible l'influence des substitutions en glucocorticoides sur les concentrations plasmatiques
d'estrogénes lors de I'administration d'aminoglutéthimide, mais aucune ne permet daffirmer

que les glucocorticoides aillent & I'encontre de l'action inhibitrice de l'aromatase.

1.3. Au niveau des autres glandes endocrines.

1.3.1. Effets sur les ovaires.

Les effets de l'aminoglutéthimide sur I'aromatase ovarienne humaine n'ont pas a ce
jour été réellement &tudiés.

Chez des femmes préménopausées recevant de laminoglutéthimide en traitement
d'une tumeur mammaire, les taux plasmatiques d'estrone et d'estradiol ne sont pas modifiés de

maniére significative en période préovulatoire, mais on peut avoir des taux d'estradiol qui
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sont diminués durant la phase lutéale, ce phénoméne étant le plus souvent associ¢ & une
irrégularité du cycle menstruel (Lonning ef al. 1988).

A opriori rien n'indique donc que ['aminoglutéthimide puisse avoir une action
inhibitrice sur le systéme aromatasique des ovaires, ce qui explique l'inefficacité de

Faminoglutéthimide sur des cancers du sein de femmes non ménopausées.

1.3.2. Effets sur la thyroide.

Lorsque I'aminoglutéthimide était utilisé comme antiépileptique on a rapporté des cas
d'enfants présentant des hypothyroidies accompagnées de goitre, mais ces cas sont restés trés
isolés, Cet effet indésirable n'a d'ailleurs jamais été observé chez des sujets adultes.

L'aminoglutéthimide présenterait cependant une activité inhibitrice de la synthése de
thyroxine qui est compensée par une augmentation réflexe de sécrétion de Thyroxine

Stimulating Hormone.

2. Autres activités biochimiques.

2.1. Effets sur Ie foie.

Au niveau hépatique l'aminoglutéthimide est un inducteur de certaines enzymes,
comme des hydroxylases, et peut done stimuler le métabolisme de substances aussi vari¢es
que les corticoides, la warfarine, la théophylline ou la digitoxine. L'aminoglutéthimide est

méme responsable d'une auto induction de son propre métabolisme hépatique.

22. Effets sur les prostaglandines.

Lors d'un traitement par de l'aminoglutéthimide, on observe une suppression de
certains métabolites des prostaglandines. Ceci pourrait peut &tre expliquer le fait que des
patientes traitées pour des tumeurs mammaires, aient ressenti un soulagement au niveau de
métastases osseuses, sans que l'on puisse observer de régression objective des tumeurs

(Lenning ef al. 1988).
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3. Possibles mécanismes d'action.

Différents mécanismes d'action pour l'aminoglutéthimide ont été proposés pour
expliquer son activité anti tumorale. On évoque ainsi l'action inhibitrice forte sur les enzymes
surrénaliennes, l'action plus précise sur les complexes de l'aromatase ou méme une altération

générale du métabolisme des estrogenes.

3.1. Une adrénalectomie médicale.

L'aminoglutéthimide a été utilis¢ comme traitement anti cancéreux parce que l'on
pensait qu'il permettait de réaliser une véritable surrénalectomie thérapeutique.

On ne peut cependant pas considérer que cette explication soit suffisante. En effet,
lors de traitement par I'aminoglutéthimide, les concentrations plasmatiques d'androstenedione
restent inchangées ou sont méme plutbt augmentées, & la suite dune accumulation du substrat
des enzymes inhibées au niveau surrénalien. Ainsi l'aminoglutéthimide ne diminue pas les
estrogénes plasmatiques par élimination du substrat nécessaire 4 I'aromatisation. Bt ce d'autant
plus que le sulfate de DHEA qui est une autre réserve de substrat disponible pour
l'aromatisation est lui aussi augmenté par une administration d'aminoglutéthimide sans

adjonction de glucocorticoide.

3.2. Une inhibition de l'aromatase.

L'inhibition de I'aromatase était considérée comme le principal mécanisme de l'activité
thérapeutique de I'aminoglutéthimide. En effet, les concentrations plasmatiques d'estrogenes
sont bien diminuées par 'administration de cette molécule, mais pas dans les proportions qui
pourraient &tre attendues au vu du pouvoir inhibiteur de l'aminoglutéthimide sur l'aromatase.
On peut ainsi donner 4 titre d'exemple le cas d'une autre molécule, la testolactone qui est aussi
un puissant inhibiteur in vitro de l'aromatase mais qui ne provoque aucune diminution des
concentrations plasmatiques d'estrogénes.

De maniére générale, les patientes réagissent de fagon moins positive a de faibles
posologies d'aminoglutéthimide (125mg deux fois par jour) comparée au traitement normal
(250mg quatre fois par jour). L'effet inhibiteur ne peut pas étre le seul implique, car
linhibition de l'aromatase n'est pas augmentée de maniére significative avec 'augmentation de
la dose administrée. On ne peut donc pas affirmer que 'efficacité de I'aminoglutéthimide n'est

due qu'a son pouvoir inhibiteur de I'aromatase.
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3.3. Altérations du métabolisme des estrogenes.

L'aminoglutéthimide ne modifie pas réellement la clairance des estrogenes, mais
l'induction des enzymes hépatiques provoque une augmentation de 100 % de la clairance du
sulfate d'estrone. On a donc une nette diminution des concentrations plasmatiques de sulfate
d'estrone. Or, le sulfate d'estrone représente la principale source d'estrogénes circulants.

Contrairement a4 son action inhibitrice de l'aromatase, linduction des enzymes
hépatiques par I'aminoglutéthimide est dose dépendante. La différence d'efficacité entre les
différentes posologies de l'aminoglutéthimide peut donc étre attribuge en partie a cette
propriété inductrice du métabolisme des estrogénes.

On peut cependant penser que l'activité anti tumorale de 'aminoglutéthimide est due a

une combinaison de ces différents mécanismes.

4. Propriétés pharmacocinétigues.

4.1. Absorption.

L'aminoglutéthimide est bien absorbé au niveau intestinal et trés peu au niveau de
l'estomac. A la suite d'une ingestion d'aminoglutéthimide radiomarqué, on retrouve dans les

urines collectées lors des trois jours suivants, pres de 90 % de la radioactivité,

472, Distribution.

Les concentrations maximales plasmatiques de substances actives sélévent aux
environs de 6ug/ml, 1 & 2 heures aprés la prise orale de 500 mg d'aminoglutéthimide.

La fixation aux protéines plasmatiques est de 21 4 25 % et le volume de distribution de
ordre de 66 a 76 litres, suggérent une liaison périphérique de la molécule (Feutrie et al.
1999).

4.3, Meétabolisme et élimination.

Le métabolisme de l'aminoglutéthimide est essentiellement hépatique et donne deux
métabolites principaux: le N-acétylaminoglutéthimide et I'hydroxylaminoglutéthimide. En fait
seul le premier métabolite est réellement détectable au niveau plasmatique,

I'hydroxylaminoglutéthimide n'étant retrouvé dans l'urine qu'apres un traitement avec des



66

doses répétées, sans doute a cause de l'auto induction de son propre métabolisme par
'aminoglutéthimide.
L'élimination se fait & 90 % par voie uvrinaire, et prés de 35 a4 54 % de la dose sont

éliminés sous forme inchangée.

44. Données pharmacocinétiques.

La demi-vie de l'aminoglutéthimide est d'environ 13 heures en début de traitement et
diminue progressivement pour arriver a 7 heures au bout de 6 semaines de traitement. De
méme, a ['initiation du traitement on observe une clairance plasmatique de l'ordre de 3 litres
par heure qui s'éléve au cours du traitement pour atteindre prés de 5 litres par heure au
moment de I'état d'équilibre ("steady-state"). Ces changements aussi peuvent étre attribués a

I'induction des enzymes de son propre métabolisme par I'aminoglutéthimide.

5. Usage thérapeutique

5.1. Indications.

L'aminoglutéthimide présente deux indications principales:
o Dans lJes cancers du sein hormono dépendants métastasés post
ménopausiques, surtout en présence de Récepteurs aux Estrogénes (RE).
¢ Dans les hypercorticismes, avec deux grands cas de figures: la maladie de

Cushing et les adénomes surrénaliens.

5.1.1. Les cancers du sein hormono dépendants.

Le taux de réponse a un traitement standard par de l'aminoglutéthimide associé a de
'hydrocortisone est de 30 % dans une population non sélectionnée et de presque 50% dans
une population présentant des RE positifs.

L'aminoglutéthimide reste un traitement de deuxiéme ligne. Il est en général utilisé
lors d'une récidive, 4 la suite d'un traitement initial par un antiestrogéne, comme le tamoxifene

par exemple.
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5.1.2. Les hypercorticismes.

L'aminoglutéthimide est utilisé pour son action anticortisolique. On utilise ici sa
capacité a réaliser une “surrénalectomie” médicale par l'inhibition des enzymes
surrénaliennes.

Il s'agit essentiellement de traitement de la maladie de Cushing, pour la préparation &
une intervention chirurgicale, lors d'une rechute ou lorsqu'une maladie associée interdit toute
autre thérapeutique.

L'autre cause d' hypercorticisme est la présence d'adénomes surrénaliens secrétants.
On utilise donc l'aminoglutéthimide dans cette indication a titre pré ou post opératoire, dans
des cas inopérables, lorsquil s'agit d'un carcinome surrénalien ou d'un syndrome de Cushing

para néoplasique.

5.2. Administration.

La dose thérapeutique classique d'aminoglutéthimide est de 500 mg a 2 g par jour
associée avec 20 & 40 mg dhydrocortisone. Dans tous les cas on évite de dépasser 1 g par
jour dans les traitements anti cancéreux et 2 g par jour pour les traitements
d'hypercorticismes.

Ce traitement doit étre initié en milieu hospitalier et la posologie adaptée au cas par
cas. En effet l'action anti cortisolique est trés rapide et les signes d'insuffisance surrénale
peuvent apparaitre en 24 ou 48 heures, dou la nécessité d'une surveillance clinique et
biologique. L'association a I'hydrocortisone évite la suppression de la réponse de I'ACTH qui
permet de compenser {'insuffisance surrénalienne et ceci particuliérement en cas de stress. On
conseille de plus d'établir un traitement avec des doses progressives, de maniere a atteindre la
dose efficace en 1 4 2 semaines. On recommande enfin de fractionner les prises journaliéres

en trois ou quatre fois, avec une dose plus forte le soir,

5.3. Effets secondaires.

Les effets secondaires les plus importants observés & la suite dun traitement par
aminoglutéthimide concernent le systéme nerveux central (léthargie, vertiges, ataxie,
dépression, insomnie, nystagmus), la peau (rash, prurit) et certaines lignées cellulaires
(leucopénie, agranulocytose). De la fievre et des symptdmes dus 4 la déficience en

minéralocorticoides peuvent aussi étre décrits.
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La plupart des effets secondaires apparaissent & linitiation du traitement et
disparaissent aprés. Ainsi prés de 50 % des patientes souffrent d'épisodes de léthargie au
début de leur traitement, mais moins de 10 % ressentent cet effet par la suite. C'est d'ailleurs
pour lutter contre ce phénoméne que l'on recommande de prendre la plus forte dose le soir. De
méme les vertiges et autres effets secondaires du systéme nerveux central sont ressentis par
prés de 20 % des patientes en début de traitement, mais ces troubles deviennent tres rares
durant la poursuite du traitement. Il est d'ailleurs extrémement rare d'arréter le traitement a
cause de ces désagréments imtiaux.

La nature transitoire de ces effets secondaires est sans doute imputable aux fortes
concentrations plasmatiques d'aminoglutéthimide en début de traitement. Nous avons deja vu
que ces concentrations plasmatiques vont ensuite diminuer par auto induction du métabolisme
de la molécule.

Des rashs cutanés morbilliformes souvent accompagnés de fiévre sont parfois décrits
durant les deux premiéres semaines, mais disparaissent spontanément sans arrét du traitement.
On observe aussi fréquemment une augmentation de l'activité des enzymes hépatiques
(samma-glutamyl-transférase) qui peut étre associée & l'action inductrice enzymatique de
'aminoglutéthimide.

On a aussi décrit des épisodes d'hypothyroidie, parfois accompagnés de goitre,
imputables 4 l'action inhibitrice de 'aminoglutéthimide sur la thyroxine.

Lorsque l'aminoglutéthimide était utilisé & de plus fortes doses, il a €t¢ décrit des cas
de thrombocytopénies, de leucopénies ou de pancytopénies. Ces effets secondaires, bien que
rarissimes, doivent toujours &tre pris en compte et une surveillance biologique doit étre mise

en place de maniére systématique lors des premiers mois de traitement.

5.4, Surveillance médicale.

Durant un traitement par de l'aminoglutéthimide, il convient de surveiller
réguliérement : - la pression artérielle: lorsqu'il y a une hypotension due & un déficit en
minéralocorticoides, on peut &tre amené 4 prescrire un minéralocorticoide de substitution.

- une numération de la formule sanguine toutes les 2 semaines au cours
des 2 4 3 premiers mois du traitement ; en cas d'anomalie, le traitement sera

interrompu.
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- la fonction thyroidienne : au cours des traitements chroniques, on peut
exceptionnellement observer une hypothyroidie qui sera équilibrée par

Padministration de thyroxine.

55, Interactions médicamenteuses.

L'aminoglutéthimide est un puissant inducteur des enzymes hépatiques P450
dépendantes, et de nombreuses molécules au métabolisme hépatique ont une clairance
plasmatique accélérée par la prise concomitante d'aminoglutéthimide.

Lors de traitements de longue durée par de l'aminoglutéthimide, il est donc nécessaire
de surveiller les concentrations plasmatiques des médicaments associés, surtout ci ceux ci

possedent une faible marge thérapeutique (digitoxine, théophylline).
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B. Les inhibiteurs stéroidiens ou inhibiteurs de type |.

1. Le Formestane.

Le formestane ou 4 hydroxyandrosténedione (4 OH-androstenedione) est le premier
inhibiteur spécifique de I'aromatase a avoir été développé pour le traitement des cancers du
sein hormono dépendants & un stade avancé, chez les femmes ménopausées. Contrairement a
l'aminoglutéthimide il n'a pas d'effet sur les enzymes surrénaliennes et ne nécessite donc pas
l'addition de corticoides.

Il s'agit en fait d'un analogue du substrat naturel de l'aromatase, I'androsténedione,
hydroxylé en position 4 (Figure 4.3), de formule: 4-hydroxyandrost-4-¢ne-3,17-dione aussi
dénommé 4-OHA.

Il semblerait que cette molécule agisse en fait de maniere indirecte, grice a un
intermédiaire de réaction. Cet intermédiaire serait formé par l'oxygénation du formestane lors
de sa liaison a l'aromatase et cet intermédiaire oxygéné se lierait ensuite de maniére covalente
au site actif de I'enzyme (Wiseman ef al.1993).

En France le Formestane est commercialisé depuis 1994 sous le nom de spécialité de

Lentaron® 250 mg poudre et solution pour usage parentérale.

O

OH

Figure 4.3: Le Formestane.
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1.1.  Activités biochimiques du formestane

1.1.1. Activité anti aromatase.

Le formestane a depuis longtemps démontré son activité anti aromatase in vitro et
présente de fait une activité inhibitrice 60 fois plus puissante que l'aminoglutéthimide et 300
fois plus que la testolactone.

Les différentes études de cette molécule décrivent en général une activité inhibitrice in
vitro de prés de 50 % pour des concentrations de l'ordre de 1 nmol/L. Mais on arrive a une
inhibition de prés de 90 % de l'activité aromatasique de cellules mammaires cancéreuses pour
des concentrations de 0.1 umol/L. (Brueggemeier et al. 1990). Cependant, on trouve en
général une proportion de prés de 30 % des tumeurs, qui restent insensibles a l'activité
inhibitrice du formestane, par une sorte de "résistance” a cette molécule (Reed er al. 1990).

Lors des études in vivo, I'administration intra musculaire de 150 a 500 mg de
formestane provoque une diminution des concentrations d'estradiol circulant de 50 & 70 %.
On observe une diminution de 80 % de Vestradiol circulant dans les 24 heures qui suivent
l'injection, et une diminution de 60 % sept jours apres. Le formestane présente une activité
anti aromatase qui persiste plus de 14 jours.

De maniére générale, on n'observe pas de différence significative entre les
suppressions estrogéniques provoquées par des injections de 250 ou 500 mg chez des femmes
ménopausées. Ainsi, en effectuant une injection de 250 mg une fois toutes les deux semaines,
on arrive 4 maintenir une inhibition de prés de 60 % des taux d'estradiol circulant.

I'administration de 500 mg de formestane chez des femmes non meénopausées ne
provoque pas de diminution significative des taux d'estradiol. En effet, chez ces patientes, la
principale source d'estrogéne est ovarienne, sous le contrdle positif de la LH et de la FSH.
L'activité inhibitrice du formestane n'est donc pas suffisante pour diminuer les taux
d'estrogénes circulants chez des femmes avant la ménopause. On peut cependant réussir &
diminuer de maniére trés significative la synthése estrogénique en associant le formestane et
la goséréline ( agoniste de la LH-RH).

Le formestane présente donc une activité anti aromatase suffisamment puissante pour
un usage thérapeutique, mais le principal intérét de cette molécule est sa grande spécificité vis
4 vis de l'aromatase. En effet, lors d'un traitement par du formestane on n'observe aucune
altération de la stéroidogénése surrénalienne et aucune modification notable des taux

plasmatiques de cortisol, de désoxy-11 cortisol, d' hydroxy-17 progestérone ou de sulfate de
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déhydroépiandrostérone. Une supplémentation en glucocorticoides n'est donc absolument pas

nécessaire.

1.1.2. Autres activités endocrines.

L'inhibition de la biosynthése des estrogénes par le formestane chez les femmes
ménopausées, n'affecte pas de maniére significative les concentrations des précurseurs
androgéniques. On n'a donc pas d'accumulation néfaste de ces stéroides.

De méme, les concentrations plasmatiques des protéines de transport des hormones
sexuelles (SHBG) ne sont pas altérées de maniére marqueée, méme st l'on reléve parfois une
légére diminution des concentrations plasmatiques de cette classe de globulines lors de
l'administration de formestane.

Au niveau de la glande thyroide, contrairement a Faminoglutéthimide qui inhibe le
synthése de thyroxine, on ne reléve lors des traitements par le formestane, aucune

modification de synthése des hormones thyroidiennes.

1.2. Activité anti tumorale.

L'injection de 50 mg/kg de formestane de maniére hebdomadaire, provoque une
régression des tumeurs mammaires induites par du DMBA chez des rats (Wiseman ef
al.1993). Aprés 4 semaines de ce traitement, prés de 90 % des tumeurs ont diminué d'au
moins la moitié de leur volume initial, et 43 % des tumeurs ont complétement régressé. Ces
taux de réponse des tumeurs sont toujours positifs lorsque I'on passe a une administration de
50 mg/kg une semaine sur deux.

De nombreuses études de phase II ont été réalisées pour évaluer lefficacité du
formestane en seconde ligne chez des malades qui ont récidivé a la suite d'un premier
traitement. De maniére générale, le taux de rémission objective (RO) avec le formestane est
de 25 % (avec des valeurs allant de 7 & 39 %), ces valeurs variant suivant la localisation
métastatique (tableau IV.I). Le délai sans progression pour les répondeurs est de 27 mois. On
n'observe pas de différence significative de résultats entre les posologies de 250 et 500 mg.

Le formestane a aussi été utilisé en traitement de premiére ligne par Bajetta eta/
(1993), avec des doses de 250 4 500 mg. Les taux de réponse trouvés sont de 36 % chez les

patientes hormonosensibles.
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Une étude en premiére ligne de traitement hormonal compare le formestane (250 mg
toutes les deux semaines), au tamoxiféne (30 mg par jour). Les taux de réponse sont
respectivement de 33 et 37 %, les durées de réponse de 458 et 604 jours et les durées de
survie de 1042 et 1059 jours. On ne peut donc pas parler de différence significative entre ces

deux traitements (Feutrie et. al 1999).

Tableau IV.I: Taux de Réponse Objective (RO) obtenus suivant les localisations
métastasiques a la suite d'un traitement par du formestane (D'aprés Wiseman et
al.1993).

Effectif RO %
Rechute sur le sein. 16 50
Peau. 24 25
Poumons. 13 30
Ganglions. 24 25
Squelette. 21 25
Foie. 8 12
1.3, Propriétés pharmacocinétiques.
1.3.1. Absorption et distribution.

Le formestane est détruit par voie orale et doit donc étre utilisé par voie injectable
intramusculaire. Aprés des doses uniques de 250 et 500 mg en intramusculaire, 4 des patientes
ménopausées souffrant d'un cancer du sein, les concentrations plasmatiques maximales
moyennes de formestane sont de 10 4 18 ng/ ml et sont atteintes en 30 & 48 heures.

Aprés une administration orale, la décroissance plasmatique du formestane est mono
exponentielle, avec une demie vie de 2 ou 3 heures. Le formestane est rapidement absorbé au
niveau du fractus gastro-intestinal, le pic plasmatique apparait une heure aprés une dose de
250 mg et une heure et demi aprés une administration de 500mg. La voie orale n'est donc

jamais utilisée.
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Aprés une injection intramusculaire, ie formestane est libéré lentement a partir du
dépdt réalisé par l'injection. La courbe d'évolution de la concentration du formestane est
biphasique avec une diminution tres rapide entre 2 et 4 jours. Le demie vie d'élimination
plasmatique apparente est de 5 a 6 jours et le pic plasmatique apparait 1 & 2 jours apres
'injection. Les taux plasmatiques de formestane, sont encore mesurables 3 semaines apres une
injection, et 1a substance est totalement éliminée au bout de 2 mois.

Lorsque l'on administre le formestane & raison d'une injection toutes les deux
semaines, on atteint un état déquilibre des concentrations plasmatiques a partir de la
quatriéme injection. La dose recommandée de 250 mg intramusculaire une semaine sur deux,
permet un traitement continu sans phénoméne d'accumulation excessif.

La biodisponibilité absolue du formestane n'a pas pu étre évaluée du fait de la trés
mauvaise solubilité¢ de 1a molécule en milieu aqueux. En admettant que sa biodisponibilité ne
dépende que du plasma, on peut estimer que l'absorption systémique a partir de la clairance
hépatique correspond a environ 20-25 % de la dose intramusculaire sur deux semaines. La

liaison aux protéines sériques est de l'ordre de 82 a 86 %.

1.3.2. Meétabolisme et élimination.

11 existe peu d'informations sur le métabolisme du formestane a la suite d'une injection
intra musculaire. Les informations disponibles concernent surtout le métabolisme de la
molécule a la suite d'une administration orale.

Le formestane subit un métabolisme hépatique rapide et complet. La substance mere
et les métabolites identifiés sont retrouvés dans les urines presque exclusivement sous forme
glycuroconjuguée. Le principale métabolite circulant et urinaire du formestane est son
glucuronide qui est pharmacologiquement inactif. Ce métabolite est retrouvé a hauteur de 20 a
45 % de la dose administrée. On a, de plus, identifié¢ sept autres métabolites qui sont eux aussi
glycuroconjugués. Parmi ceux ci, on peut citer la 4-hydroxytestostérone, le 3o-hydroxy-5f3-
androstane-4,17-dione et le 4-hydroxyandrosta-4,6-diéne-3,17-dione.

L'élimination du formestane et de ses métabolites semble donc se faire principalement
a la suite d'une conjugaison et moins de 1 % de la dose administrée est excrété inchangé dans

les urines.
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1.4. Usages thérapeutiques.

1.4.1. Indications.

L'indication principale du formestane est une utilisation en seconde ligne
thérapeutique aprés un €chec ou une intolérance au tamoxiféne, chez la femme ménopausée
en cas de cancer du sein a un stade avancé. Le formestane ne posséde pas d'indication en
premiére intention, méme si certaines études ont pu montrer son efficacité (Bajetta er.al
1993).

142, Administration.

La dose recommandée de formestane est une injection de 250 mg toutes les deux
semaines. La dose est injectée par voie intramusculaire profonde dans la partie haute du
quadrant supéro externe de la fesse. On veillera, comme pour tout traitement & long terme par
voie intramusculaire, a changer de c6té a chaque injection.

Il faut absolument ¢viter toute injection intra vasculaire accidentelle, car le passage
rapide dans la circulation & partir du point d'injection peut entrainer rmmediatement apres
l'injection des symptémes divers: gofit amer, bouffées de chaleur, tachycardie, dyspnée ou

vertiges.

1.4.3, Effets secondaires.

Au cours des différentes études cliniques, le formestane est généralement bien tolére et
les effets indésirables observés sont discrets et réversibles. Pour 79 % des patientes traitées
par formestane, 4 raison de 250 mg toutes les deux semaines par voie intramusculaire, on
n'observe aucune manifestation de type effet secondaire. Seules 5 % des patientes sont
obligées d'arréter le traitement a cause d’ effets indésirables.

I.'effet secondaire le plus commun a la suite de l'injection est une réaction locale se
traduisant par un prurit, une douleur avec ou sans irritation, une sensation de briifure et une
tuméfaction. Dans les cas les plus sérieux, on peut avoir un hématome accompagné parfois
d'un abcés stérile ou d'un granulome. Ce sont surtout ces effets locaux au niveau du point
d'injection, qui sont responsables de l'arrét du traitement, et ce pour pres de 3 % des

patientes.
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Des effets secondaires systémiques apparaissent chez 19 % des patientes traitées par le
formestane. Il s'agit essentiellement deffets secondaires découlant de la suppression
estrogenique opérée par le formestane, qui sont aussi variés que des bouffées de chaleur, des
vaginites ou une certaine instabilité émotionnelle. On a aussi décrit de maniére plus rare des
nausees, des rashs cutanés, une somnolence, des crampes musculaires et d'autres types d'effets
secondaires qui ne sont décrits que de maniére rarissime,

On a aussi décrit des cas de réactions anaphylactoides, dans moins de 2 % des
traitements, qui suivent immédiatement l'injection ou apparaissent dans les toutes premiéres
minutes.

Le formestane est donc un traitement qui est bien toléré et qui présente beaucoup

moins d'effets secondaires que l'aminoglutéthimide par exemple.

2. 'exemesiane.

L'exemestane ou 6-méthyléne-4-androsténedione est aussi un inhibiteur stéroidien de
l'aromatase, comme le fermestane, mais il posséde I'avantage d'étre actif par voie orale et ne
nécessite donc pas d'injection. Il s'agit d'un dérivé de l'androsténedione, avec un substitut
methyléne en position 6 (Figure 4.4), qui se lie de maniére irréversible au complexe
enzymatique de {'aromatase.

L'exemestane est commercialisé en France depuis décembre 2000 sous le nom de

spécialité¢ d'Aromasine® 25 mg en comprimés enrobés,

CH,

Figure 4.4: L'exémestane.
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2.1 Activités biochimiques de ['exemestane

Chez les femmes ménopausées, l'exemestane par voie orale diminue significativement
les concentrations sériques des estrogénes, de maniére dose dépendante et ceci & partir d'une
dose de 5 mg, atteignant une suppression maximale (> 90 %) pour une dose comprise entre 10
et 25 mg.

Chez des patientes ménopausées présentant un cancer du sein, traitées avec une dose
journaliére de 25 mg, 'aromatisation dans 'ensemble de l'organisme peut &tre réduite de 98 %
(Feutrie et. al.1998). L'activité anti aromatase de l'exemestane serait donc supérieure & celle
du formestane et provoquerait une diminution des taux circulants d'estrone et d'estradiol
respectivement de l'ordre de 94 et 92 %. Cette diminution des taux circulants d'estrogenes est
maximale 3 jours apres l'administration et persiste pres de 5 jours.

L'exemestane ne posséde aucune activité progestative ou estrogénique. Cependant une
légere activité androgénique peut &tre détectée lorsque l'on administre des doses supérieures a
100 mg par jour. Cette activité¢ androgénique devant probablement étre attribuée au dérivé
hydroxylé en position 17 issu du métabolisme de la molécule.

Au cours des études portant sur Padministration de doses quotidiennes multiples,
'exemestane n'a pas présenté d'effet décelable sur la biosynthése surrénalienne du cortisol ou
de l'aldostérone, mesurée avant et aprés épreuve a 'ACTH ; ce qui démontre sa sélectivité vis-
a-vis des autres enzymes impliquées dans la stéroidogenése. La substitution en
glucocorticoides et minéralocorticoides n'est donc pas nécessaire.

Une légére augmentation, non dose dépendante, des taux sériques de LH et de FSH est
observée, et ce méme 4 de faibles doses . cet effet peut toutefois éire attendu pour une
molécule de cette classe pharmacologique et résulte probablement d'un rétrocontrdle au
niveau hypophysaire, suite 4 une réduction des taux d'estrogenes, qui stimule la sécrétion

pituitaire des gonadotrophines, méme chez les femmes ménopausées.

2.2, Activités anti tumorales.

Dans une étude clinique randomisée, contrdlée et soumise a un panel indépendant de
relecture des dossiers, 'exemestane a la dose quotidienne de 25 mg par jour a démontré un
allongement statistiquement significatif de la survie, du délai jusqu'a progression et du temps
jusqu'a échec du traitement par rapport au traitement hormonal de référence, l'acétate de

meégestrol. Le tableau IV.II montre dailleurs que ces résultats sont clairement dose
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dépendants. L'étude a été conduite chez des patientes ménopausées présentant un cancer du
sein & un stade avancé progressant aprés ou pendant un traitement par du tamoxiféne.

Lors d'une étude de phase II portant sur un effectif de 80 femmes ménopausées, on a
cherché 4 évaluer lefficacité de l'exemestane pour des patientes ayant progressé sous
aminoglutéthimide. Le taux de réponse objective est de 26 % (12 % chez les malades
résistantes 4 I'aminoglutéthimide et 33 % chez celles qui ont répondu). Une stabilisation est
obtenue chez 13 % des malades. La durée médiane de réponse est de 59 semaines et le délai
moyen sans progression de 21 semaines. Cette étude est intéressante dans la mesure ou elle
démontre que l'on peut obtenir des réponses positives avec un anti aromatase stéroidien
comme l'exemestane, aprés un échec par l'aminoglutéthimide qui est un inhibiteur non

stéroidien de I'aromatase ( Thurliman et, al.1997).

Tableau IV.IL: Efficacité de I'exemestane en 2° et 3° ligne thérapeutique (d'aprés Namer
et.al, 1998),
RC: rémission compléte; RP: rémission partielle; St: stabilisation; DMAP: durée

médiane avant progression.

Posologie 2.5-5 mg 10-25 mg 50-60 mg
Effectif N=52 N== 34 N= 80
RC + RP (%) 11.5 20.5 27.5
RC + RP + §t (%) 327 55.9 42.5
DMAP (mois) 4.0 6.2 6.9
2.3 Propriétés pharmacocinétiques.

2.3.1. Absorption et distribution.

Aprés une administration orale, l'exemestane est rapidement absorbé, la fraction de la
dose absorbée par le tractus gastro-intestinal étant importante. La biodisponibilité absolue
chez 'homme n'est pas connue, mais on s'attend a ce qu'elle soit limitée par un important effet
de premier passage hépatique. Chez le rat et le chien, un effet similaire est apparu donnant

une biodisponibilité absolue de 5 %.
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Aprés administration d'une dose unique de 25 mg, les taux plasmatiques maxima de
lordre de 18 ng/ml sont atteints en deux heures. L'ingestion concomitante d'aliments
augmentant la biodisponibilité de prés de 40 %.

Le volume de distribution de l'exemestane, sans tenir compte du facteur de correction
de la biodisponibilité orale, est d'environ 20 litres. La cinétique est linéaire et la demi-vie
terminale d'élimination est d'environ 24 heures. La fixation aux protéines plasmatiques est

d'environ 90 % et reste indépendante de la concentration plasmatique de I'exemestane.

2.3.2. Métabolisme et élimination.

L'exemestane est métabolisé avec une oxydation de la fonction méthyléne en position
6 par lisoenzyme CYP 3A4 et par réduction de la fonction cétonique en 17 par
l'aldocétoréductase aprés conjugaison.

La clairance de 'exemestane est d'environ 500 litres par heure, sans tenir compte du
facteur de correction de la biodisponibilité orale.

Les métabolites sont soit inactifs, soit moins actifs que le composé parent en ce qu:
concerne l'inhibition de l'aromatase.

La quantité¢ de substance éliminée sous forme inchangée dans les urines représente
moins de 1 % de la dose administrée. Aprés une semaine, des quantités €gales (40%)

d'exemestane radiomarqué au "*C ont été retrouvées dans les urines et les féces.

2.4. Usages thérapeutiques.

241, Indications.

La spécialité frangaise de I'exemestane, I'Aromasine®, est indiquée dans le traitement
du cancer du sein 4 un stade avancé chez la femme ménopausée naturellement ou
artificiellement, aprés échec du traitement par des antiestrogénes. 11 s'agit donc d'un traitement
en deuxieme ligne thérapeutique.

L'efficacité de l'exemestane n'a pas été démontrée chez des patientes dont les cellules

tumorales ne possédent pas de récepteurs aux estrogenes.
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2.4.2. Administration.

La dose usuelle d'Aromasine® est de 1 comprimé a 25 mg d'exemestane par jour. Le
traitement par l'exemestane doit étre maintenu jusqu'a l'apparition de signes de progression de
la tumeur. On recommande d'effectuer la prise quotidienne du comprimé a la suite d'un repas,
ce qui en augmente notablement la biodisponibilite.

Aucun ajustement posologique n'est nécessaire chez les patientes présentant une

insuffisance hépatique ou rénale.

2473, Effets secondaires.

Dans les études chiniques conduites avec 'Aromasine®, les effets indésirables étaient
en général bénins a modérés. Le taux d'arrét de traitement dii 4 des effets indésirables était de
2.8 % pour l'ensemble de la population recevant une dose standard de 25 mg.

On rapporte essentiellement des problémes a type de bouffées de chaleur, des vertiges
et des nausées qui sont présentes dans prés de 10 % des cas. On a aussi décrit des effets
secondaires 2 type de lymphopénie chez pres de 20 % des patientes, mais ces diminutions sont
discretes et n'ont jamais de répercussion séricuse.

On observe de méme des augmentations des transaminases et des phosphatases
alcalines, mais ces altérations sont le plus souvent associées a des métastases osseuses ou
hépatiques préexistantes. On ne peut dong pas dire dans quelle mesure il s'agit réellement d'un
effet secondaire de 'exemestane.

L'exemestane et sa spécialit¢ Aromasine® sont donc trés bien tolérés et ne présentent

pas d'effet secondaire majeur conduisant & un arrét du traitement.
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C.Les inhibiteurs non stéroidiens ou inhibiteurs de type Il.

Il s'agit de la classe qui comporte le plus de molécules commercialisces sous forme de
spécialités. Leurs caractéristiques communes sont un mode d'administration possible par voie
orale et une réduction trés marquée des estrogénes circulants chez les femmes ménopausces.
De plus, de maniére générale cette classe de molécules ne présente pas d'effet annexe sur le
systéme endocrinien et posséde une trés bonne tolérance (Namumer et. al. 1998).

On distinguera dans cette classe le fadrozole d'une part, qui est considéré comme un
inhibiteur de seconde génération, le létrozole, l'anastrozole et vorozole d'autre part qui sont

eux considérés comme des inhibiteurs de troisiéme génération.

1. Le fadrozole.

Aprés Yaminoglutéthimide, ¢'est linhibiteur de l'aromatase non stéroidien le plus
ancien. 11 s'agit d'un dérivé & noyau imidazole actif par voie orale, de formule chimique: [4-(5,
6, 7, 8-tetrahydroimidazo [1, 5 a] pyridine-5-yl] benzonitrile monohydrochloride(figure.4.5).

Lors d'études in vitro le fadrozole apparait comme l'un des meilleurs inhibiteurs de
l'aromatase, mais son manque de spécificité, vis & vis de laromatase, lors de son
administration orale a limité son intérét clinique et explique qu'il n'y ait pas eu de spécialité

développée .

Ne o/

b

Figure 4.5: Le fadrozole.
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Le fadrozole entraine une diminution trés significative des concentrations
plasmatiques d'estrone et d'estradiol. Comme le montrent les tableaux IILI et 1ILII le
fadrozole présente une excellente affinité pour le complexe enzymatique de l'aromatase et une
trés bonne inhibition in vitro de l'aromatase.

Sa demi vie aprés administration orale, est de 10.5 heures. Cependant le fadrozole
manque de spécificité et inhibe aussi le clivage de la chaine latérale du cholestérol de méme
que les 11 et 18 hydroxylases.

Lors des nombreuses études menées sur le fadrozole, on peut noter que cette molécule
est active dans les traitements du cancer du sein, chez des femmes ménopausées, avec des
taux de réponse de 23 % pour des doses de 1 ou 4 mg (étude sur 78 patientes de Falkson e,
al.1992). Le délai sans progression est de 4 mois et la durée médiane de survie se situe aux
alentours de 23.7 mois.

Une autre étude randomisée en double aveugle, comparant le fadrozole aux doses de 1,
2 et 4 mg chez 423 patientes recevant cette molécule comme seconde ligne
d'hormonothérapie, montre des taux de réponse respectivement de 17.5 %, 18.2 % et 13.1 %.
Les durées médianes de réponse étant de 15.4, 18 et 15.4 mois ( Feutrie et. al.1999).

Lors des différentes études, les effets secondaires observés sont des boufiges
vasomotrices, une asthénie, des anorexies et des nausées.

Comme le fadrozole n'a pas été développé en tant que spécialité 4 cause de son
manque de spécificité, on ne trouve que trés peu de données cliniques concernant la

pharmacocinétique de cette molécule.
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2. Le létrozole.

Le létrozole ou 4,4'-[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyléne] dibenzonitrile est un dérivé
triazolé (figure 4.6) développé comme inhibiteur réversible non stéroidien de l'aromatase,

efficace par voie orale.

v
i

N

\=

/

\

C=N

Figure 4.6: Molécule de létrozole,

Le létrozole est commercialisé en France depuis 1996 sous le nom de spécialité

Femara®2.5 mg comprimé.

2.1. Activité biochimiques du 1étrozole.

2.1.L Activité anti aromatase.
Le létrozole posséde une trés bonne affinité pour le complexe aromatasique, prés de
900 fois celle de I'aminoglutéhtimide, et présente in vitro une activité anti aromatase 170 fois
plus puissante que celle de 'aminoglutéthimide (Lamb ef. al. 1998).
Le létrozole inhibe ainsi de maniére rapide et trés compléte l'activité de I'aromatase,

provoquant une quasi suppression des estrogénes plasmatiques. Lors d'une étude portant sur
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'administration de doses uniques de 0.1, 0.5 et 2.5 mg de létrozole chez des femmes saines
ménopausées, on a observé une diminution des taux sériques d'estrone et destradiol
respectivement de 75, 78 et 78 % par rapport aux valeurs initiales (Lamb ef. al. 1998).

Dans une autre étude portant sur 42 patientes ménopausées souffrant d'un cancer du
sein, on a observé des diminutions allant de 75 4 95 % des concentrations plasmatiques
d'estrone, d'estradiol, de sulfate d'estrone et des estrogénes urinaires, aprés deux semaines
d'administration quotidienne de 0.1 4 5 mg de létrozole. A des doses supérieures ou égales a
0.5 mg, la plupart des concentrations plasmatiques d'estrone et de sulfate d'estrone se situent
en dessous de la limite de détection des méthodes de dosages, ce qui indique qu'une
suppression estrogénique encore plus marquée est obtenue avec ces doses (Lamb et. al. 1998).

Les données in vitro indiquent donc que le létrozole posséde une grande spécificite
pour le complexe enzymatique de l'aromatase. De plus, les concentrations de létrozole
nécessaires pour inhiber in vivo les productions de progestérone, de corticostéroide et
d'aldostérone sont prés de 10 000 fois supérieures a celles que l'on utilise pour inhiber
l'activité de 'aromatase, il n'y a donc pas, 4 priori, de risque d'effet indésirable majeur comme
avec l'aminoglutéthimide.

Selon les données in viiro et in vivo, le létrozole semble é&ire capable d'inhiber
l'aromatisation intra tumorale. Lors d'une étude portant sur I'administration de 2.5 mg de
létrozole pendant trois mois chez des femmes ménopausées souffrant d'un cancer du sein a un
stade avancé, on a noté une régression significative de l'activité aromatasique intra tumorale
dans pres de 90 % des cas (Lamb et. al. 1998).

2.1.2. Autres activités endocrines.

Lors de l'administration de létrozole, on retrouve une grande sélectivité de cette
molécule vis & vis de l'aromatase. Avec des posologies de Iétrozole de 0.1 4 2.5 mg, on ne
détecte pas d'effet significatif sur les concentrations de cortisol, d'aldostérone, de 17 «-
hydroxyprogéstérone, d'androstenedione ou de testostérone.

Cependant les données cliniques indiquent que les traitements au létrozole
provoqueraient & long terme une augmentation de la résorption osseuse qui peut &tre suivie

par l'évolution de marqueurs comme la pyridinoline et la deoxypyridinoline.
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2.2 Activité anti tumorale.

Le létrozole a montré une réelle activité anti tumorale sur les modéeles animaux. Ainsi
chez des rats traités au DMBA, les doses de létrozole nécessaires pour réduire de 50 % le
volume de la plupart des tumeurs sont de 10 4 30 mg/kg (Lamb et. al. 1998).

Des essais de phase II ont déterminé que les taux de rémission objective se situaient
entre 33 et 48 % avec une posologie optimale de 2.5 mg de 1étrozole par jour. De méme, un
essai thérapeutique prospectif en double aveugle a compare le létrozole 0.5 et 2.5 mg/j avec
l'acétate de mégestrol (AM) & 160 mg/j. Les patientes, ménopausées, présentaient toutes des
récepteurs aux estrogénes et a la progestérone positifs et devaient avoir progressé sous
tamoxiféne, prescrit en phase métastatique ou en phase adjuvante. Les résultats de cette étude
portant sur 551 patientes sont reportés dans le tableau IV.IIL Les taux circulants d'estrone et
d'estradiol chutent beaucoup plus intensément avec le 1étrozole qu'avec l'acétate de mégestrol.

Tous les résultats sont en faveur d'une plus grande efficacité du groupe du létrozole 4 2.5 mg.

Tableau IV.III: Comparaison des réponses au létrozole et & Facétate de mégestrol
(d'aprés Namer et.al. 1998).

AM: acétate de mégestrol; RC: rémission compléte; RP: rémission partielle; St: stabilisation;
DMR: durée médiane de rémission; DMAP: durée médiane avant progression; DMS: durée

médiane de survie.

Produit Létrozole AM
Posologie 0.5 mg 2.5 mg 160 mg
Effectif N=188 N=174 N=189
RC (%) 32 6.9 4.2
RP (%) 9.6 16.7 12.2
St (%) 12.8 9.8 15.3
DMR ( mois) 32 5.1 39
DMAP (mois) 5.1 5.6 5.5
DMS (mois) 21.5 253 21.5
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Dans une autre étude comparant le 1étrozole 2.5 mg et 0.5 mg & I'aminoglutéthimide,
chez des femmes ménopausées présentant un cancer du sein a un stade avance, les taux de
réponse observés sont respectivement de 19.5, 16.7 et 12.4 %. La durée médiane de réponse et
la stabilité¢ de la maladie sont plus longues avec le létrozole 2.5 mg (21 mois), comparé au
létrozole 0.5 mg (18 mois) et 4 l'aminoglutéthimide (14 mois)(Bajetta ef. «/1999). Le

1étrozole 4 la dose de 2.5 mg par jour a donc fait la preuve de son efficacité clinique.

2.3. Propriétés pharmacocinétiques.

2.3.1. Absorption et distribution.

Le létrozole est rapidement et complétement absorbé par le tube digestif et présente
une biodisponibilité proche de 100 %. L'ingestion d'aliments concomitante avec la prise de
Iétrozole diminue légérement la vitesse d'absorption du létrozole mais ne modifie pas de
maniére génante son degré d'absorption. Le temps d'absorption maximale est donc de 1 heure
a jeun contre 2 heures en post prandial. La concentration maximale est de 129 + 20.3 nmol/l 4
jeun contre 98.7 + 18.6 nmol/l en post prandial. Cet effet mineur sur la vitesse d'absorption est
considéré comme sans importance sur le plan clinique, le 1étrozole peut donc €tre pris sans
tenir compte de I'heure des repas (Lamb ez, al. 1998),

La liaison du létrozole aux protéines plasmatiques est d'environ 60 % et concerne
principalement I'albumine & prés de 55 %. Aprés administration de 2.5 mg de létrozole
radiomarqué, prés de 82 % de la radioactivité plasmatique correspond au produit inchangé.
L'exposition systémique aux métabolites issus de la dégradation du létrozole est donc faible.
La distribution tissulaire du létrozole est rapide et importante, le volume apparent de
distribution & 'état d'équilibre étant d'environ 1.87 I/kg. Lors de l'administration quotidienne
de 2.5 mg de létrozole, on obtient une concentration plasmatique stable entre 2 et 6 semaines,
et les concentrations plasmatiques obtenues & l'équilibre sont preés de 7 fois supérieures a

celles obtenues aprés une dose unique de 2.5 mg.

2.3.2, Meétabolisme et élimination.

La clairance métabolique (clairance métabolique: 2.1 litre/heure) en un métabolite

carbinol dépourvu d'action pharmacologique est la principale voie d'élimination du létrozole.
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Cependant, cette voie d'élimination est relativement lente comparée au flux sanguin hépatique
(environ 90 I/ heure).

Les isoenzymes 3A4 et 2A6 du cytochrome P 450 se sont avérées toutes deux capables
de transformer le létrozole en son métabolite. Le létrozole posséde une plus grande affinité
pour lisoenzyme 2A6 que pour la forme 3A4, mais cette derni¢re forme représente prés du
tiers des enzymes hépatiques P450, on ne peut donc pas déterminer quelles sont les
contributions exactes des deux formes enzymatiques dans le métabolisme du létrozole.

La formation de métabolites mineurs non identifiés, ainsi que l'excrétion rénale ou
fécale directe ne jouent qu'un réle mineur dans I'élimination globale du létrozole. Dans les
deux semaines qui ont suivi l'administration de 2.5 mg de 1étrozole radiomarqué a des
volontaires ménopausées saines, 88.2 % de la radioactivité ont été retrouvés dans les urines et
3.8 % dans les féces. Au moins 75 % de la radioactivité retrouvée dans les urines, dans un
laps de temps de 216 heures, ont été attribués 4 la forme gluguroconjuguée du métabolite
carbinol, environ 9 % représentent deux métabolites non identifiés et 6 % sont du létrozole
inchange (Lamb et. al. 1998).

2.4 Usage thérapeutique.

2.4.1. Indications.

Le Femara® qui est la spécialité francaise du Iétrozole est indiqué pour le traitement du
cancer du sein, a un stade avancé chez la femme ménopausée (que ce soit une ménopause
naturelle ou artificielle), aprés échec du traitement par anti estrogénes. L'efficacité du
létrozole n'a pas encore ét¢ démontrée chez des patientes négatives pour les récepteurs aux
estrogenes.

Le létrozole ne posséde donc pas pour fe moment ' indication en premiére intention
dans le traitement du cancer du sein, mais des essais prospectifs en double aveugle comparant
le létrozole 2.5 mg/j et le tamoxiféne 20 mg/j en premiére ligne de traitement sont

actuellement en cours de réalisation (Lamb et. al. 1998).
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2472, Administration.

La dose recommandée de létrozole est de 2.5 mg en une prise quotidienne. Le
traitement par Femara® doit étre poursuivi jusqu'd progression documentée de la tumeur,

Aucun ajustement de la dose n'est nécessaire chez la patiente dgée.

243 Effets secondaires.

Lors des essais cliniques, les effets indésirables ont généralement été discrets a
modérés et rarement assez séveéres pour imposer l'arrét du traitement. En fait, lors des études,
ces diverses génes sont ressenties par prés de 76 % des patientes, mais seulement 33 % de ces
événements peuvent &tre attribués a la prise quotidienne de létrozole 2.5 mg. Ces effets
secondaires ne semblent d'ailleurs pas étre dose dépendants.

Les effets indésirables les plus couramment décrits sont : des maux de téte (7% des
patientes), des nausées (6%), de la fatigue (5%), des bouffées de chaleur (5%), des cedémes
périphériques (6%) et de maniere encore moins fréquente des éruptions cutandes, des
vomissements et des hypercholestérolémies.

Les seuls effets indésirables plus sérieux décrits dans quelques cas, sont des troubles
cardiovasculaires & type de thromboembolies. Ceci peut &tre pris en compte et encourager
l'instauration d'une surveillance particuliére chez des personnes présentant un terrain propice

aux pathologies cardiovasculatres.
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3. L'anastrozole.

L'anastrozole est un inhibiteur de Faromatase non stéroidien, trés sélectif, actif par voie
orale et adapté au traitement du cancer du sein hormonodépendant a un stade avancé chez la
femme ménopausée. Il s'agit d'un dérivé triazolé, proche du létrozole, de formule chimique
2,2"-diméthyl-2,2"-{5-[( 1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyilbenzéne-1,3-diyl]dipropanenitrile (figure
4.7), qui est commercialisé en France sous le nom de spécialité d'Arimidex® Img. Depuis
février 2000, I'Arimidex® est devenu une alternative au traitement par le tamoxiféne.
L'anastrozole est ainsi le premier inhibiteur sélectif de l'aromatase a pouvoir étre utilis¢ dans
le cancer du sein avancé hormonodépendant de la femme ménopausée en premicre higne de

traitement.

N
N
N
CN
CN
H3C CH,y
CH3 CH,
Figure 4.7: L'anastrozole.
3.1 Activités biochimiques de I'anastrozole.
311, Activités antl aromatase.

L'anastrozole posséde in vifro une puissante activité inhibitrice de l'aromatase et

présente une IC 50 de 15 nM vis a vis de I'aromatase placentaire.
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Avec la dose optimale de 1 mg par jour, on obtient une diminution de 85 % des taux
circulants d'estradiol et de 90 % des taux circulants d'estrone (Feutrie e . al. 1999).

La réduction des taux d'estrogénes circulants est relativement rapide et se produit en
moins de 12 heures, ce qui dispense de I'administration d'une dose de charge.

De plus, aucune diminution de I'effet de l'anastrozole sur les taux sériques d'estrogenes
n'a été mise en évidence lors de traitement de longue durée.

Une étude randomisée, en double aveugle, multicentrique et croisée, a ét¢ menée chez
douze femmes ménopausées ayant un cancer du sein & un stade avancé, afin de comparer les
effets de doses journalieres de 1 et de 10 mg danastrozole, adminisirées par voie orale
(Geisler et . al. 1996). L'anastrozole est bien toléré aux deux doses sans différence
significative. Aprés 28 jours de traitement, l'activité aromatasique est diminuce de pres de
96.7 % avec la dose de 1 mg et a pres de 98.1 % avec la dose de 10 mg. Les concentrations
plasmatiques d'estradiol, d'estrone et de sulfate d'estrone sont toutes trois diminuées comme le

montre le tableau IV.IV.

Tableau IV.IV: Réduction des concentrations plasmatiques moyennes d'estrogénes

aprés traitement par anastrozole pendant 28 jours (d'aprés Geisler ef. al. 1996).

Concentrations plasmatiques: Avant Anastrozole Anastrozole

moyennes ( et % de réduction). | traitement. 1mg. 10 mg.

Estradiol (pmol/ ). 17.7 2.8 (84.0) 2.9 (83.5)

Estrone (pmol/ 1). 73.0 9.7 (86.8) 9.8 (86.5)

Sulfate d'estrone (pmol/ 1). 3872 25.3(93.5) 16.9 (95.7)
3.1.2. Autres activités endocriniennes.

L'anastrozole a été étudié & des doses comprises entre 1 et 10 mg/ kg sur divers
modeles animaux, afin de déceler toute activité pharmacologique sortant du cadre des
indications thérapeutiques recherchées. A la dose de 1 mg/ kg (dose étant au moins égale a 10
fois la dose recommandée en clinique), I'anastrozole n'a pas d'autre activité pharmacologique

que l'inhibition de l'aromatase.
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Chez des femmes ménopausées traitées par 'anastrozole aux doses journalieres de 5
mg et 10 mg, on a mesuré les concentrations de cortisol et d'aldostérone avant le traitement
puis 14 jours aprés et enfin aprés stimulation par de 'ACTH. Les synthéses de cortisol et
d'aldostérone n'ont pas été modifiées au cours de ces études par la prise d'anastrozole.

L'anastrozole est donc un inhibiteur de l'aromatase hautement sélectif, qui permet

deffectuer des traitements au long cours sans nécessiter de corticothérapie compensatrice.

3.2, Activités anti tumorale.

1l faut distinguer l'efficacité anti tumorale de l'anastrozole en premiére ligne ou en
deuxiéme ligne de traitement. Le traitement de premiére ligne faisant toujours référence est le
Tamoxiféne 20mg. La deuxiéme ligne de traitement correspond en général a une récidive
aprés un traitement initial par un anti estrogéne qui, le plus souvent est le Tamoxifene. Le
traitement de référence pour la deuxiéme ligne est actuellement I'Acétate de mégestrol 40 mg

quatre fois par jour.

32.1. Efficacité en premiére ligne de traitement.

Une analyse combinée de deux vastes études a été réalisée, avec un effectif total de
1021 patientes pour comparer l'anastrozole 1 mg au tamoxifene 20 mg (Nabholtz ef . al
1999). Le tableau IV.V montre quil existe une réelle équivalence entre l'efficacité de
I'Arimidex® 1 mg et le tamoxiféne 20 mg dans le traitement de patientes ménopausees avec
un cancer du sein hormonodépendant 4 un stade avance.

Au travers de cette étude combinée, il apparait qu'Arimidex® 1 mg est au moins aussi
efficace que le Tamoxiféne 20 mg en premiére ligne dans le traitement du cancer du sein
hormonodépendant de la femme ménopausée. L'Arimidex® 1 mg peut donc &tre proposé
comme une alternative efficace au tamoxiféne 20 mg dans un protocole de premiére ligne de
traitement. L'Arimidex® 1 mg et de maniére plus générale l'anastrozole, est donc le premier

inhibiteur sélectif de 'aromatase a posséder une indication en premiére ligne de traitement.



92

Tableau IV.V: Comparaison entre les résultats obtenus lors d'un traitement en premiére
ligne par Arimidex® 1 mg et lors un traitement par du Tamoxiféne 20 mg (d'aprés
Nabholtz ef. al. 1999).

Arimidex® 1mg Tamoxiféne 20mg
Effectif = 511 Effectif =510
Réponse objective (RC + 29.0 27.1
RP)
Réponse complete (RC) 47 4.1
Réponse partielle (RP) 243 22.9
Stabilisation au delad de 24 282 24.9
semaines
Progression (%) 39.7 45.7
Durée médiane de la 164 17.2
réponse (mois) (n=148) (n=138)
Durée médiane de réponse
objective et stabilisation au 15.9 14.6
dela de 24 semaines (mois) (n=292) (n=265)
322 Efficacité en deuxiéme ligne de traitement.

L'anastrozole a fait T'objet de plusieurs études randomisées de phase III chez des
femmes ménopausées présentant un cancer du sein hormonodépendant. Lors de ces études on
a comparé l'efficacité de l'anastrozole avec celle de I'acétate de mégestrol, chez des patientes
dont le cancer du sein avait progressé lors d'un précédent traitement par du tamoxiféne (Jonat
et. al. 1996).

Lors de ces études, I'évaluation initiale de I'efficacité a été effectuce aprés une
médiane de suivi de 6 mois. Au moment de cette évaluation, l'efficacité de l'anastrozole 1mg
et 10 mg étaient comparables & celle de l'acétate de mégestrol en termes de survie sans
progression, de délai avant échec au traitement et de réponse objective. Apres une médiane de

survie de 6 mois, seulement 15 % des patientes incluses dans I'étude étaient décedees,
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Aprés un suivi médian de 31 mois, 'analyse des résultats en terme de survie montre un

1éger bénéfice pour le traitement par ['anastrozole 1 mg (tableau IV.VI).

Tableau IV.VI: Comparaison des survies 2 31 mois pour des traitements par

I'anastrozole 1 mg, 10 mg et pour I'acétate de mégestrol (d'aprés Jonat e, al. 1996).

Résultats apreés | Anastrozole 1 mg | Anastrozole 10 mg | Acétate de meégestrol
31 mois. n =263 n =248 n =253

Nombre de 151(57.4) 151 (60.9) 171 (67.6)
déces.

Survie a 24 mois. 56.1 % 54.6 % 46.3 %
Médiane de 26.7 255 22.5

survie (mois)

Si l'on étudie de maniére plus détaillée les résultats et les taux de réponse aux
différents traitements; que ce soient les réponses partielles ou les réponses completes; on
s'apergoit que l'anastrozole 1 mg est un traitement au moins aussi efficace que l'acétate de
mégestrol pour les femmes ménopausées avec un cancer du sein hormonodépendant, & un
stade avancé, ayant déja progressé sous tamoxiféne 20 mg ou lors d'un précedent traitement

par d'autres antiestrogenes.

3.3, Propriétés pharmacocinétiques.

3.3.1 Absorption et distribution.

De maniére générale lors d'une administration unique, I'absorption de l'anastrozole est
rapide, les concentrations plasmatiques maximales étant atteintes 2 heures aprés la prise chez
des patients & jeun. Les concentrations plasmatiques d'anastrozole augmentent de maniére
quasi linéaire avec l'augmentation des doses.

La demie vie de I'anastrozole a la suite d'une prise unique est supérieure a 30 heures.
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Lors d'administrations répétées d'anastrozole, I'état d'équilibre des concentrations est
obtenu en 7 jours dans 90 & 95 % des cas et les concentrations obtenues sont trois fois plus
élevées que lors d'une administration unique. La demie vie d'élimination plasmatique de
I'anastrozole est alors de 40 & 50 heures.

L'ingestion d'aliments concomitante avec la prise d'anastrozole entraine une légere
diminution de la vitesse d'absorption, sans influencer cependant I'ampleur de celle ci. Il est
peu vraisemblable que la légére variation de la vitesse d'absorption constatée se traduise par
un effet cliniquement significatif sur concentrations plasmatiques 4 I'équilibre dans le cadre
d'une administration quotidienne d'anastrozole.

La liaison de l'anastrozole aux protéines plasmatiques est de 'ordre de 40 %.

3.3.2. Msétabolisme et élimination.

L'anastrozole subit chez ia femme ménopausée un métabolisme intense, moins de 10
% de la dose étant excrétés par voie urinaire sous forme inchangée dans les 72 heures suivant
I'administration.

L'anastrozole est métabolisé au niveau hépatique en subissant une N-désalkylation,
une hydroxylation et enfin une glucuronoconjugaison. Le composé triazolé produit & la suite
de ces étapes, qui est le principal métabolite plasmatique et urinaire, n'inhibe pas le complexe
enzymatique de l'aromatase. Les métabolites sont excrétés principalement au niveau urinaire,
I'élimination fécale étant tres faible.

Malgré son important métabolisme hépatique et son élimination rénale, la clairance
orale de l'anastrozole n'est pas modifiée de maniére significative chez des patientes souffrant
de cirrhose du foie ou d'une insuffisance rénale stabilisée. De plus, la pharmacocinétique de
Fanastrozole ne semble pas étre modifiée chez les personnes dgées et ne nécessite donc pas

d'adaptation posologique.

3.4 Usage thérapeutique.

34.1. Indications.

La spécialité frangaise de l'anastrozole, I'Arimidex®, possede donc une indication

dans les formes évoludes des cancers du sein hormonodépendants chez les femmes



935

ménopausées. On trouve alors deux situations bien distinctes pour lesquelles I'Arimidex®
peut étre utilisé:
»  On utilise ' Arimidex® comme alternative au tamoxiféne 20 mg en premiere ligne
de traitement.
»  On utilise 'Arimidex® en deuxiéme ligne de traitement chez des patientes ayant

progressé sous un traitement par des antiestrogénes.

3.4.2. Effets secondaires.

Les effets indésirables observés & la suite de la prise d'anastrozole se sont avérés en
général trés modérément sévéres, et n'ont que rarement donné lieu a l'arrét du traitement.

On observe des effets qui sont plus ou moins attendus, compte tenu de la classe
pharmacologique de I'anastrozole, comme des bouffées de chaleur, une sécheresse des
muqueuses et une certaine tendance 4 l'alopécie. Mais on a aussi déerit des effets indésirables
plus variés & type de troubles digestifs, de céphalées ou d'éruptions cutanées.

On a aussi pu observer des augmentations des taux de cholestérol total qui sont donc a
surveiller. Il a aussi été décrit des saignements vaginaux, qui surviennent lors des premicres
semaines qui ont suivi le relais du traitement hormonal existant par l'anastrozole. Ces
saignements sont sans gravité mais doivent nécessiter un examen gynécologique s'ils
persistent.

Le principal avantage de I'anastrozole 1 mg en terme de tolérance est d'entrainer moins
de prise de poids que l'acétate de mégestrol. Cette prise de poids est en effet ressentie par les
patientes comme un véritable effet indésirable.

La tolérance clinique de l'anastrozole a ét¢ évaluée aprés un suivi de 6 et 12 mois dans
deux études pivots de phase III; au cours desquelles I'anastrozole 1 mg et 10 mg ont été
comparés 2 Yacétate de mégestrol chez 508 femmes ménopausees avec un cancer du sein
avancé ayant évolué sous tamoxifene (Buzdar er al., 1998). L'incidence des évenements
indésirables graves est reportée dans le tableau IV.VIL Les arréts de traitement en raison
d'événements indésirables ont été trés peu fréquents et ne représentent que 1.9 % des cas pour

les traitements par l'anastrozole.
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Tablean IV.VII : Incidence des événements indésirables graves liés au traitement par

I'anastrozole ( d'aprés Buzdar e, al., 1998).

Anastrozole 1 mg

Acétate de mégestrol

N =262 N =253

Evénements indésirables
graves (menace  vitale, 16 (6.1) 23(9.1)
hospitalisation, incapacité).

Arréts du traitement a
la suite des événements 5(1.9) 10 (4)
indésirables.

Déces liés aux
événements indésirables. 0 (0) 2 (0.8)
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4. Le vorozole.

Le vorozole est un inhibiteur non stéroidien de la troisieme génération des inhibiteurs
de laromatase, de structure triazolée de formule: 6-[(4-chlorophenyl)(1H-1,2,4-triazol-1-
yDmethyl]1-methyl-1H-benzotriazole (figure 4.8). L'énantiomere dextrogyre est deux fois
plus actif que le racémique. La molécule de vorozole est trés proche de celle du létrozole et de
I'anastrozole, que ce soit au niveau de la spécificité vis & vis de l'aromatase ou de sa puissance

inhibitrice.

'[‘—N

Figure 4.8: Le vorozole.

Le vorozole a été développé par le laboratoire Janssen sous le nom de spécialité
Rivizor®, mais n'a pu étre commercialisé en France, n'apportant pas assez de nouveauté par

rapport aux spécialités déja développées a partir de l'anastrozole et du létrozole.

4.1. Activités biochimiques du vorozole.

4.1.1. Activités anti-aromatase.

Le vorozole posséde une activité inhibitrice vis & vis du complexe enzymatique de
I'aromatase qui a pu étre mise en évidence in vitro sur des microsomes placentaires humains.
Lors de ces études, on a pu déterminer son ICsq qui se situe dans une fourchette de 0.33 4 1.4

nmol/ 1 selon les auteurs (Bajetta et al. 1999, Feutrie e, al.1999).
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Au dosage de 2.5 mg par jour, le vorozole a ét¢ le premier des inhibiteurs de troisicme
génération & montrer une activité inhibitrice de I'aromatase intra tumorale, chez des patientes
présentant un cancer du sein a un stade avancé et ce des la premiere semaine de traitement.
Cette activité aromatasique intra tumorale pouvant étre diminuée de pres de 90 % (Bajetta ef
al.1999).

Aprés administration orale de 1 mg de vorozole, on observe une diminution moyenne
de 93 % de la conversion de l'androsténedione en cestrone et de prés de 94 % apres
administration de 5 mg. Les taux plasmatiques d'estrogénes sont a la limite de la detection en

moins d'un mois de traitement.

4.1.2. Autres activités endocrines.

Lors de l'administration de vorozole, on n'observe aucune modification des
concentrations plasmatiques de cortisol, d'aldostérone, de testostérone, de FSH ou de LH. Un

éventuel traitement par du vorozole ne nécessite donc aucune supplémentation.

42 Activités anti tumorale.

L'administration de 2.5 mg de vorozole a des rats, sur lesquels on a induit des tumeurs
par du DMBA, inhibe la croissance de la tumeur & prés de 90 % et provoque une régression
pratiquement compléte tout en évitant la formation de nouvelles tumeurs.

Les principaux résultats disponibles sont issus d'un essai de phase III, portant sur 452
femmes ménopausées d'dge moyen 65.3 ans, et qui présentaient un cancer du sein avance
ayant progressé sous tamoxiféne (Goss et. al, 1997). Parmi ces patientes 225, ont regu un
traitement avec 2.5 mg de vorozole quotidiennement et 227 ont regu 40 mg d'acétate de
mégestrol quatre fois par jour. En plus des simples résultats quantitatifs, on a aussi cherché a
évaluer le bénéfice en terme de changement de la qualité de vie ressenti par les patientes. A la
fin de cette étude seules 41 patientes avaient interrompu leur traitement.

Les taux de réponse observés lors de cette étude sont sensiblement les mémes, 10.5 %
pour le vorozole contre 7.5 % pour l'acétate de mégestrol et si 'on inclus les patientes dont la
stabilisation a été supérieure 2 6 mois, on obtient des taux de réponse de 21 % pour le
vorozole et 24 % pour l'acétate de mégestrol. La durée moyenne de réponse est plus longue

pour les patientes recevant le vorozole mais cette différence ne semble pas significative: 18.2
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mois contre 12.5 mois. Les délais sans progression sont respectivement de 2.6 mois et 3.6
mois pour le vorozole et l'acétate de mégestrol et les temps de survie de 26.3 mois et 28.8
mois.

Les réponses en matiére de qualité de vie sont sensiblement les mémes pour les deux
traitements, avec cependant un léger avantage au niveau du bénéfice psychologique obtenu
dans le groupe traité par le vorozole. Ce genre de résultat reste toutefois extrémement difficile
a analyser.

De telles études de phase IIT ont aussi été menées pour comparer les résultats obtenus
lors d'un traitement par du vorozole avec ceux obtenus lors dun traitement par de
l'aminoglutéthimide. Les résultats constatés lors de ces deux traitements ne différent guere
'un de Pautre.

Nous voyons donc que le vorozole posséde une activité et une efficacité qui sont tout 4
fait comparables a celles des molécules de référence que sont l'acétate de meégestrol et

I'aminoglutéthimide.
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CHAPITRE V: CONCLUSIONS.
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Nous avons done vu qu'il était possible de distinguer trois générations d'inhibiteurs de
Faromatase ou anti- aromatases (classification selon Reddy et.a/. 1998):

* La premiére génération représentée essentiellement par 'aminoglutéthimide et le

formestane.

» La seconde génération qui comprend I'exemestane et le fadrozole.

» Latroisiéme génération avec le vorozole, I'anastrozole et le létrozole.

D'une maniére générale, on peut dire que cette classe médicamenteuse est de plus en
plus spécifique et de mieux en mieux tolérée. Il s'agit sans doute d'un des aspects de
I'hormonothérapie qui s'est le plus étoffé. Les résultats obtenus par la troisicme génération en
terme de réponse thérapeutique sont de plus en plus avantageux, et certaines molécules
comme l'exemestane possédent aujourd'hui une indication en premiere ligne de traitement au
méme titre que le tamoxiféne. Petit & petit, ces molécules prennent de l'importance dans les
différents protocoles thérapeutiques qui existent pour lutter contre les cancers du sein chez les
femmes ménopausées. Cependant la relation qui existe entre la diminution des niveaux
d'estrogeénes et l'efficacité clinique n'est pas aussi marquée que l'on pouvait Uespérer. En effet
le bénéfice clinique n'est pas & la hauteur de ce que l'on attendait, par rapport au gain observeé
dans l'inhibition de la synthése des estrogénes lorsque l'on passe de I'aminoglutéthimide aux
nouveaux anti-aromatases.

Les anti-aromatases ont jusqu'a présent étaient utilisés comme traitement de cancers
évolués, il est judicieux de penser que leur usage peut étre étendu 4 des traitements adjuvants,
voire méme a des traitements préventifs chez des patientes identifiées comme étant a risque.
Mais dans cette optique, leur efficacité dans la suppression de la synthése des estrogénes, peut
&tre un facteur limitant, puisque l'effet des estrogénes sur le métabolisme des os et des lipides
est favorable.

Un autre phénoméne qui risque de limiter I'utilisation de cette classe de molécule est
I'apparition d'une certaine résistance aux anti-aromatases. Les mécanismes de ces résistances
ne sont pas encore bien déterminés et regroupent différentes anomalies au niveau des facteurs
d’hormonosensibilité : perte de certains récepteurs hormonaux, récepteurs défectifs, sélection
clonale de cellules hormonoinsensibles, activité sur ces récepteurs d'autres mutagénes. Mais
on peut aussi observer une résistance liée & une suppression insuffisante de la sécrétion

estrogénique en raison d'une activité aromatase anormalement €levée, de formes mutées
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d'aromatase, d'expositions a des estrogénes dautre origine (AS5-androgenes, estrogeénes
exogenes, polluants industriels et phytoestrogénes).

Il est cependant trés encourageant de constater qu'il n'y a pas de résistance croisée
entre les anti-aromatases stéroidiens et les non stéroidiens.

Enfin, il pourrait &tre intéressant d'étudier l'activité de ces molécules sur des patientes
en activité génitale. En effet, les derniers anti-aromatases semblent assez puissants pour
induire une sérieuse réduction des estrogénes, au moins au niveau tumoral.

Malgré les différentes interrogations qui persistent et les restrictions inhérentes au
statut des patientes vis & vis des récepteurs hormonaux; la classe des anti-aromatases constitue
indéniablement un progrés important dans 'hormonothérapie anti-cancéreuse. Cette avancée
est sans doute la plus évidente au niveau de la tolérance des traitements, surtout si l'on
considére que l'aminoglutéthimide reste la molécule de référence de cette classe
thérapeutique. Les anti-aromatases ont maintenant remplacé les progestatifs en seconde ligne
de traitement et deviennent méme pour certains, des traitements de premiére intention, cas de
l'anastrozole par exemple.

L'avenir de cette classe thérapeutique passe tout d'abord par une connaissance accrue
de la structure moléculaire du complexe enzymatique de l'aromatase et de son
fonctionnement. En effet, nous avons vu dans le chapitre I que ces éléments ne sont pas
encore totalement maitrisés. Cette meilleure connaissance de l'aromatase devrait permetire de
mieux comprendre les phénomeénes de résistance, et d'envisager de nouvelles lignes
thérapeutiques associant par exemple des inhibiteurs stéroidiens et non steéroidiens pour
contrer tout phénoméne de résistance. On peut aussi imaginer des associations avec des anti-
aromatases et des analogues de la LH-RH ou des anti-aromatases et de nouveaux anti-
estrogénes. Ainsi, on peut penser que l'efficacité accrue de cette classe thérapeutique ne
passera sans doute pas par une augmentation de leur puissance inhibitrice, mais par
I'élaboration de protocoles les associant pour le mieux avec des classes thérapeutiques

complémentaires.
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Abstract

A method for estimating in the same assay both aromatase and 178-hydroxysteroid dehydrogenase activities in human
placental microsomes using radiolabetled {1,2,6,7-*H}d-androstene-3,17-dione was proposed, In this assay, estrone (B,;) and
estradiol (E,) produced were scparated by HPLC and estimated using a radioactive flow detector. Using this method, the
inhibitory effect of various flavonoids, including flavone, flavanone and isoflavone, on the human placental aromatase and 178~
hydroxysteroid dehydrogenase was studied. Flavonoids were shown to be potent inhibitors of both aromatase and 17 8-hydro-
xysteroid dehydrogenase activities. We found that 7-hydroxyRavone and apigenin are the most effective aromatase and 178-
hydroxysteroid dehydrogenase inhibitors, respectively. Experiments showed that a hydroxyl group in position 7 was essential
for anti-17 B-hydroxysteroid dehydrogenase activity. However, Hlavonoids with 7-methoxy or 8-hydroxyl groups or the A ring
showed only anti-aromatase activity, Structure—activity relationships were discussed. © 1998 Elsevier Science Trefand Lid. All
rights reserved.

Kevwords: Flavonoids; Aromatase; 178-Hydroxysteroid dehydrogenase

1. Introduction ity in human and ovarian microsomes {1,3,7]. Aroma-

tase, & cylochrome P450 (CYPI19), converts C19

Flavonoids are natural components which are
present in many plants known to be constiluents of
animal and human food. These compounds have been
shown to have different biological properties, such as
anti-viral, anti-inflammatory, anti-mutagenic and
anti-carcinogenic activities [2,3,6,14,17]. Flavonoids,
which are structurally similar to estrogens, are able to
bind to the estrogen receptor and possess estrogenic or
anti-estrogenic activities [3,12,14]. Other studies have
shown that some flavones, isoflavones and fAavanones
alter hormone production and inhibit aromatase activ-

* Commesponding  author.  Fax: +33-5-55435839.  e-mail:
habrioux@unilim.fr.

androgens such as androstenedione or testosterone to
aromatic C18 estrogenic steroids, estrone and estra-
diol, respectively, through three consecutive hydroxy-
lation reactions [4,9,15]. These estrogens have an
important effect on the development of breast cancer
cells, Studies have shown that flavonoids such as
genistein were found to reduce the conversion of
estrone to estradiol catalyzed by estrogen-specific
17 B-hydroxysteroid dehydrogenase activity [117 and
could play a protective role in human breast cancer.
The classical aromatase activity assay measures the
rate of *H incorporation into water from [18.28-'H}-
d-androstene-3,17-dione {Ay) or [1,(3,2,8~3 Hl}-testos-
terone as described by Thompson and Siiteri [16]. It

0304-3835/97/% - see front matter T 1998 Elsevier Science Treland Ltd. All rights reserved,

PIT S0304-3835(28)002¢1-0
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has been shown that the tritinted water assay weakly
underestimates activity and does not definitively iden-
tify the estrogens produced. We propose an assay for
estimating both aromatase and 178-hydroxysteroid
dehydrogenase activities in human placental micro-
somes using radiolabelled [1,2,6,7-°H}A,. In this
agsay we measure radiolabelled estrone (E;) and estra-
diol (E,) produced after separation by HPLC with
detection of the radioactivity. Using this methodology
we can determine both anti-aromatase and anti-178-
hydroxysteroid dehydrogenase properties of various
flavonoids, ie. apigenin, chrysin, 7,8-dihydroxyfla-
vone, genistein, 7-hydroxyflavone, 7-methoxyfla-
vone, 7T-methoxyflavanone and naringenin.

2. Materials and methods
2.1, Chemicals

178-Bstradiol  (E.), estrone (), 4-androstene-
3,17-dione (Ay), aminoglutethimide (A€), 7-hydroxy-
flavone, 5,7-dihydroxyflavone (chrysin), 4',5,7-trihy-
droxyflavone {apigenin}, 4' 5 7-trihydroxytlavanone
(naringenin), 4',5,7-trihydroxyisoflavone (genistein),
7-hydroxyflavone, 7-methoxyflavone, 7-methoxyfla-
vanone, 7,8-dihydroxyflavone, coumestrol, NADP,
glucose-6-phosphate, glucose-6-phosphate dehydro-
genase and dithiothreitol (DTT) were obtained from
Sigma  (Saint  Quentin  Fallavier,  France).
[2,4,6,7-H]estradiol (102 Ci/mmol),
[2,4.6,7-"Hlestrone (95 Cifmmol) and {1,2,6,7-'H}4-
androstene-3,17-dione (87 Ci/fmmol) were obtained
from NEN products (France).

2.2, Preparation of lusman placental microsomes

Microsomes were obtained from human placenta
after normal fullerm  delivery, prepared as
previously described [13] and stored at —80°C untit
they were used.

2.3. Aromatase and 173-hydroxysteraid
dehyvdrogenase ussays

All enzymatic studies were performed in 0.1 M
phosphate buffer (0.1 M KH-PO, and | mM DTT
{pH 7.4)). The final incubation volume was 1 mk
The incubation mixture contained 3 mM glucose-6-
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phosphate, 0.5 mM NADP, 0.1 unit glucose-6-phos-
phate dehydrogenase, 40 aM {1,2,6,7-"H}A; and 0.05
ng microsomal protein in the presence or absence of
inhibitor diluted in ethanol. The percentage of ethanol
was always less than 0.5%. Incubations were carried
out for 7 min at 37°C in air and were stopped by the
addition of 500 wl of methanol/HCE 1 M (50/50, v/v)
followed by vortexing for 60 «. Control samples with-
out inhibitor and blank samples without microsomes
were run simultaneously. After centrifugation at
1500 X g for 10 min, the steroids were extracted
twice from the incubation mixture with 2.5 vol
cthyl acetate/cyclohexane (5(/50, v/v). The organic
phase was dried under N, flow and the residue was
dissolved in ethanol. This ethanol solution was dried
under N, flow and the residue was dissolved in HPLC
phase. In parallel, an aliguot of agueous phase (200
wh) was removed and added to scintiliation mixture (4
ml) for determination of 1,0 production as a control.

2.4. HPLC identification and quantification of
metabaolites

Steroids were dissolved in 50 wl HPLC phase
(isooctane/ethy] acetate, 64/36, viv). HPLC was
used to anatyze 20 ul. Separations were performed
on a 250 x 4.6 mm, 5 pwm silica column (SPHERI-
SORB). Elution was carried out at I ml/min with
the HPLC phase. The effluent was monitored with
radioactive flow detector (Flow One beta, Packard).
The produced steroids were identified by comparison
with authentic unradiolabelled reference standards,

2.5, Percentage of inhibition measurement

2.5. 1. Anti-aromatase activiey

Aromatase inhibition was calculated from the
unchanged radiolabelled A, The aromatase uhibition
percentage corresponded to  the percentage of
unchanged radiolabelled A,.

2.3.2. Anti-178-hydroxvsteroid dehvdrogenase
activity

178-Hydroxysteroid dehydrogenase inhibition was
calculated from the produced radiolubelled estrogens.
i.e. g inhibition = H0 -~ (((Eo/E|uupe (E/E coua 1)
x 100},



121

O Le Bail et al, 7 Cancer Letters 133 (1998) 101106 103

Table |

. : . Co Anti-aromatase activity by 7-methoxyflavone
Structures of the tlavonoids used in this study i yoy Y

Ry ©
Ry Q
N O 0/\© : i
R 0/@
R, |
4 )
Flavone Flavartono I{»" C+
: ’4‘ 0.1 aM
£ e 10 uM
50 M
R
Compounds
Lsaflavone Anti-17-hydroxysteroid dehydrogenase activity by genistein
"
B ' & i
Cormpound R; Rs R; Rx i oyt
HE
{
Fluvone
Flavone H H H H
7-Hydroxyflavone H H OH H
Aptigenin OH OH CH H
Chrysin H OH OH H C+
7-Methoxy flavone H H OCH, H " 01 uM
7.8-Dihydroxyfavone H H OH OH L uM
10 uM
Flavanene i 7 CSO M
Naringenin OH OH OH H 3 o
7-Methaxyflavanone H H OCH- H Compounds
Anti-aromatase and anti-17-hydroxysteroid
fsoflavane dehydrogenase activities by apigenin
Genistein OH O O H
C }1 !
]
104 :

1
|
1
i
i
i
1

Steroids (%)
& B B

® o
E;
1 S ...._‘j.v....(qupnunds
[OF
iy . —— . Fig. 2. Extended scale of radioactive profiles of human placentd
0 1 2 3 4 5 6 T R 9 N 12 13 i IS microsomes incubated with 40 nM [1.2.6,7- HIA, in the presence of
Feubution time: (rin) 7-methoxyflavone (A). genistein (B) and apigenin (C) at ditferent
concentrations. The metabolites identified were estrone (1), estra~
Fig. 1. A, metabelism by human placental microsomes. Kineties of diof (E,) and J-androstene-3,17-dione {A;). C--, biank sumple; C +,

Ay disappearance and estrogen formation. control sample withowt inhibitor.



122

164 S.C. Le Bail et al. / Cancer Leiters 133 (1998) 101106

2.5.3. ICsy values
IC50 values were obtained by graphical determina-
tion,

3. Results and discussion

In the present study several flavonoids (Table 1)
were tested for their ability to inhibit the human
placental aromatase and/or 178-hydroxysteroid dehy-
drogenase activities, We used aminoglutethimide,
which is an inhibitor of aromatase {8], and coumes-
trol, which is a remarkably good competitive inhibitor
of 178-hydroxysteroid dehydrogenase [10], as
controls. Firstly, we investigated the kinetics of A,
disappearance and estrogens formation in human
placental microsomes. In our conditions we noted
that A, disappearance was completely effective only
after 7 min (Fig, 1) and the percentage of estrone and
estradiol formation was similar and stable up to 2 h
(data not shown). We found that some Bavonoids used
in this study possessed anti-aromatase or anti-178-
hydroxysteroid dehydrogenase activity or both, such
as 7-methoxyflavone, genistein and apigenin, respec-
tively (Fig. 2). Then we determined the dose-depen-
dent inhibition of aromatase and 178-hydroxysteroid
dehydrogenase by various flavonoids (Table 2). We
found that 7-hydroxyflavone and apigenin were the

most effective aromatase and 178-hydroxysteroid
dehydrogenase inhibitors, respectively. In contrast,
only four flavonoids (apigenin, chrysin, genistein
and naringenin) exhibited anti-178-hydroxysteroid
dehydrogenase activity. This methodology allowed
us to establish a structure-activity relationship
among these flavonoids. Structural comparison
between the tested flavonoids showed that a phenolic
hydroxyl group in position 7 is essential for anti-
aromatase activity. This result is comparable to the
results previously described [5]. The methoxy in posi-
tion 7 on the A ring is also responsible for the anti-
aromatase activity. However, flavonoids with the 7-
methoxy group on the A ring were less potent against
the aromatase activity than the flavonoids with a
hydroxyl group in position 7 (i.e. 7-hydroxyfla-
vone—T7-methoxyflavone). Besides, anti-aromatase
activity decreased when spatial conformation in posi-
tion 7 was altered by the addition of the §-position
hydroxyl group (ie. 7-hydroxyflavone—7,8-dihy-
droxyflavone). In the same order anti-aromatase activ-
ity decreased in the presence of 5- and/or 4’-hydmxy[
groups (i.e. 7-hydroxyflavone—chrysin—apigenin).
In the same pattern of hydroxylation (4',5,7-hydroxyl
substituents), apigenin presented higher aromatase
inhibitory activity than naringenin and genistein.
These results suggested that flavones have higher
anti-aromatase activity than flavanones and isofla-

Table 2
Inhibition of human placental aromatase and 178-hydroxysteroid dehydrogenase by various flavonoids®
Inhibitor Aromatase/17B-hydroxysteroid debydrogenase inhibition (% of inhibition) at concentration (M)

0.01 0.1 I L0 25 50 1Cs
Aminoglutethimide® 2.8/%¢ 34.7% 48.9/% 0.8/ ND! 77.51% 1.2+
Coumestrol” ** */30.5 5.6/82.3 42.1/87.2 49.6/94.8 50.6/97.9 35.0/0.2
Flavone xyx kfE A hpk 27.6/* 50.87% 48.4/%
T-Hydroxyflavone 3.6/0.1 42.4/36.9 67.8/50.2 78.6/67.6 92.7/80.8 93.5/81.3 0.214).9
Apigenin 0.1/0.1 0.7/14.3 23.7/84.5 78.3/95.1 90.0/97.5 93,7100 2903
Chiysin 4.4/0.2 43.5/9.0 50.6/22.4 84.1/70.8 8541759 86.4/80.0 0.7/3.6
Genistein */0 *#).2 */350.2 */89.8 *193.8 *97.6 *1.0
Naringenin 0/0 0.5/11 +.2/4.9 51.3/38.2 B2.0/65.2 90.9/76.5 9.2/15.0
T-Methoxyflavone 0.1/ 0.5/% 2020 73.2/% 78.3/* §8.87% 3.2
7T-Methoxyflavanone Or* 0.2/ 0.47% 43,0/% 47.0/* 80.3/% 2.6/
7.8-Dihydroxyflavanone = 0.1/* 0.5/% 50,504 T1d4rx 82970 8.0/

* Values reported represent the average of duplicate determinations in two separate experiments.

® Used as control,
“ An asterisk indicates that no inhibition was deteetible,
NP, not determined.
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vones, This can be explained by the spatial conforma-
tion study of these compounds. Apigenin and narin-
genin exhibited similar spatial conformations, which
were very different from those of genistein.

In the same order a hydroxyl group in position 7 is
essential for anti-178-hydroxysteroid dehydrogenase
activity, This result was supported by the evidence
that when its spatial conformation was altered by
the addition of an 8-hydroxyl group or if this substi-
tuent was methylated the antt-178-hydroxystereid
dehydrogenase activity disappeared. In contrast 4’
hydroxylation did not seem to play an important
role in this enzymatic activity.

Thus, it seems likely that the hydroxyl group in
position 7 is essential to increase anti-aromatase and
anti-17B-hydroxysteroid  dehydrogenase  activities.
Inhibition of aromatase and 17B-hydroxysteroid
dehydrogenase enzymes could lead to a decrease in
the availability of the highly active endogenous estro-
gen. However, these compounds can possess estro-
genic activity and they may thus replace endogenous
estrogens. However, in our laboratory we have shown
that several flavonoids at high concentrations
presented anti-estrogenic and anti-proliferative activ-
ities (unpublished data). }t is possible that the best
anti-human breast cancer ¢compound could be an E,-
intracellular-production  inhibitor  (anti-aromatase
and/or anti-178-hydroxysteroid dehydrogenase) or
another intracellular pathways inhibitor and possess
anti-estrogenic and anti-proliferative activities. From
these results, we can conceive a molecular structure
which will exhibit all these propetties.

In conclusion, these studies show that by using this
methodology we can quickly show the inhibition of
two enzymatic activities in the same assay and
provide evidence of the potential biological interest
of flavonoids or derived compounds in the treatment
of human breast cancer.
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