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AVANT PROPOS 

J’ai réalisé mon diplôme des Sciences de la Vie et de la Terre de l’Ecole Pratique des 

Hautes Etudes au sein de l’Institut des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires dans l’équipe 

« Optimisation de la modulation du récepteur aux œstrogènes en médecine » dirigée par les Pr. 

Jean-François Arnal et Pierre Gourdy. Un des projets de l’équipe dirigé par le Dr. Coralie 

Fontaine s’intéresse plus particulièrement à l’impact des œstrogènes sur le plan cardiovasculaire.  

Les œstrogènes sont des hormones féminines nécessaires aux fonctions de reproduction et à 

l’acquisition des caractères sexuels secondaires pendant la période d’activité génitale chez la 

femme. En plus de ce rôle bien connu, ces hormones assurent le maintien de l’homéostasie de 

nombreux tissus extra-reproducteurs tels que l’os et le cerveau. De plus, il est maintenant bien 

établi que les œstrogènes protègent les artères, et les tissus qui assurent l’homéostasie 

métabolique (foie, tissus adipeux, pancréas, muscle…).  

Ainsi, la ménopause, qui se traduit par l’arrêt de la production des œstrogènes par les 

ovaires, s'accompagne de troubles fonctionnels qui affectent la qualité de vie des femmes. Les 

symptômes de la ménopause (bouffées de chaleur, troubles génito-urinaires) peuvent être 

soulagés par un traitement hormonal de la ménopause (THM) basé sur l’administration 

d’œstrogènes associés à un progestatif. A la fin des années 1990, les instituts américains de la 

santé (National Institutes of Health) ont lancé une grande étude randomisée, l'étude WHI 

(Women's Health Initiative), afin d’évaluer les risques et les avantages potentiels associés à un tel 

traitement. Cette étude a finalement été interrompue, notamment du fait d'une majoration des 

accidents thrombotiques et du risque de cancer du sein et, en raison du relai de ces informations 

par les médias, le nombre de femmes sous THM a drastiquement chuté.  

Les femmes occidentales passent maintenant plus d'un tiers de leur vie dans les années 

post-ménopauses. La ménopause est associée à une augmentation du risque d’ostéoporose, de 

maladies métaboliques et cardiovasculaires. L’amélioration du THM représente donc un enjeu 

majeur pour la santé des femmes. Elle repose sur une optimisation de l’activation du récepteur 

des œstrogènes. Le but de mon projet a été d’évaluer l’impact de ces nouvelles stratégies 

thérapeutiques dans le développement des maladies cardiovasculaires. 
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Dans la première partie bibliographique de ce manuscrit, je décrirai les effets des 

œstrogènes en physiologie et les conséquences de leur déficit à la ménopause. Je m’intéresserai 

plus particulièrement aux effets des œstrogènes sur l’athérosclérose, pathologie à l’origine de la 

plupart des maladies cardiovasculaires. L’effet des œstrogènes est majoritairement relayé par le 

récepteur des œstrogènes alpha (ERα). Ainsi, je décrirai ensuite le mode d’action du ERα, et le 

concept de « modulation sélective » proposé pour optimiser le THM.  

La deuxième partie de ce manuscrit consistera en l’exposé de mes travaux expérimentaux 

visant à évaluer l’impact de ces nouvelles stratégies thérapeutiques vis à vis des pathologies 

vasculaires et métaboliques dont l’incidence est fortement augmentée à la ménopause. 

Pour finir, je discuterai de l’ensemble de ces résultats et détaillerai les perspectives de ce 

travail. 
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INTRODUCTION 

I. Des œstrogènes à la ménopause 

I.1 Généralités sur les œstrogènes 

I.1.1 Structure et voies de biosynthèse 

Les œstrogènes sont des hormones sexuelles féminines. Ces hormones stéroïdiennes 

assurent les fonctions de reproduction chez la femme et l’acquisition des caractères sexuels à la 

puberté. Il existe quatre œstrogènes endogènes chez la femme (Figure) :  

- Le 17β-œstradiol (E2) est l’œstrogène majoritaire en période d’activité génitale. L’E2 

est synthétisé par les ovaires à partir de la puberté, sa production est stimulée par deux hormones 

hypophysaires (l’hormone folliculo-stimulante : FSH, et l’hormone lutéinisante : LH). De plus, il 

est également produit mais en plus petites quantités dans d’autres tissus extra-gonadiques comme 

le cerveau, le tissu adipeux et les glandes surrénales. 

- L’œstriol (E3) est l’œstrogène le moins puissant. Il est cependant produit en grande 

quantité pendant la grossesse.  

- L’estetrol (E4) (sur lequel je reviendrai plus en détail dans la partie II.2.2) est l’autre 

œstrogène majoritaire de la grossesse. Il est produit par le foie fœtal mais uniquement chez les 

grands singes. 

- L'œstrone (E1) est, comme l’E2, produit par l'ovaire chez la femme non ménopausée, 

mais aussi par le placenta durant la grossesse, et dans une moindre mesure, par les tissus adipeux 

chez l'homme et la femme ménopausée. A la ménopause, qui se traduit par l’arrêt de la fonction 

ovarienne, il devient l’œstrogène majoritaire. 

Les œstrogènes sont des molécules liposolubles impliquées dans un large éventail de 

mécanismes physiologiques. L’E2 est l’œstrogène de référence et il fait l’objet de nombreuses 

études. Son rôle physiologique est bien décrit (cf I.1.2). A contrario, les rôles physiologiques de 

l’E3, l’E4 et l’E1 restent inconnus. 
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Figure 1 : Structure chimique des œstrogènes, issue de (Jean-Francois Arnal et al. 2017) 

Les œstrogènes sont des hormones sexuelles lipophiles. Leur structure chimique est basée sur un noyau 

stéroïdien constitué de quatre cycles hydrocarbonés pour un total de 18 atomes de carbone. Ces quatre œstrogènes se 

différencient par la substitution de groupements hydroxyles (-OH). Ainsi E1= 1 groupement –OH, E2 = 2 

groupements –OH, E3 = 3 groupements –OH et E4 = 4 groupements –OH. 

 

La voie de biosynthèse des œstrogènes est initiée à partir du cholestérol et passe par la 

formation de la progestérone puis d’androgènes (Figure 2). Les précurseurs androgéniques 

subissent des conversions afin de produire les œstrogènes. Ces conversions se font via une 

enzyme : l’aromatase. Cette enzyme, produit du gène cyp19, est essentielle dans la 

stéroïdogenèse. Elle catalyse la dernière étape convertissant l’androstènedione en œstrone et la 

testostérone en œstradiol (Morselli et al., 2017). 
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Figure 2 : Voie de biosynthèse des œstrogènes 

Les œstrogènes sont dérivés du cholestérol. La conversion de la prégnénolone en déhydroépiandrostérone et 

la conversion de la progestérone en androstènedione constituent d’autres étapes précoces de la biosynthèse des 

œstrogènes. L'enzyme aromatase catalyse l'étape finale et clé (c'est-à-dire la conversion des stéroïdes C19 en 

œstrogènes). Les cellules de la granulosa ovarienne expriment les niveaux les plus élevés d’aromatase chez les 

femmes non ménopausées, mais le tissu adipeux devient le principal site d’expression de l’aromatase après la 

ménopause. 

I.1.2 Rôles physiologiques du 17-œstradiol (E2)  

 L’E2 joue un rôle majeur dans la régulation des fonctions de reproduction chez la femme.  

A la puberté, il participe à la croissance du vagin, de l’utérus, des trompes de Fallope et de la 

glande mammaire. En période d’activité génitale, sa sécrétion cyclique permet l’ovulation. Il 

assure aussi les modifications de la paroi utérine essentielles pour l’implantation de l’embryon au 

cours de la grossesse (Figure 3).  
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Figure 3 : Représentation schématique du cycle menstruel chez la femme  

Chez une femme en période d'activité génitale, les taux d’E2 dans le sang varient : en phase folliculaire (en 

moyenne 50 pg/mL), en période d’ovulation (en moyenne 300 pg/mL), après l’ovulation (en moyenne 100 pg/mL), 

et pendant la grossesse (plus de 20 000 pg/mL pendant le second et troisième trimestre) (Stanczyk and Clarke, 2014). 

 

Les œstrogènes agissent également sur de nombreux tissus extra-reproducteurs. Ils ont un 

rôle protecteur au niveau du système nerveux central, et améliorent la trophicité de la peau et des 

voies urinaires. Au niveau du système osseux, ils régulent le renouvellement et la croissance 

osseuse (Riggs et al., 2002). Il est également bien établi que les œstrogènes protègent la paroi 

vasculaire et les tissus métaboliques (je reviendrai plus en détails sur ces effets dans la partie I.3). 

La description des effets protecteurs des œstrogènes repose sur différentes études 

épidémiologiques qui montrent que les femmes en période d’activité génitale sont protégées par 

rapport aux hommes, notamment vis à vis des maladies cardiovasculaires et métaboliques, et que 

ces différences s’estompent dans les années qui suivent la ménopause chez la femme. 

I.2 La ménopause 

I.2.1 La ménopause et ses conséquences. 

Dans les pays industrialisés, l’âge médian des femmes à la ménopause se situe entre 50 et 

52 ans. La ménopause est définie par la fin permanente de la menstruation et la cessation de 

l’ovulation dues à l’arrêt de la fonction ovarienne. Elle se traduit donc par une diminution 

drastique des taux d’E2. 
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La ménopause est souvent à l’origine de nombreux troubles qui peuvent être très pénibles et 

affecter considérablement la qualité de vie personnelle, sociale et professionnelle des femmes. 

Les symptômes les plus fréquents sont ceux liés au système nerveux central : les symptômes 

vasomoteurs (bouffées de chaleur et sueurs nocturnes), les troubles du sommeil, l’anxiété et la 

dépression. Le déficit en œstrogène est également à l’origine de symptômes urogénitaux (tels que 

les sécheresses vaginales et les dysuries) et du vieillissement de la peau. La ménopause provoque 

un risque augmenté d’ostéoporose, associé à une augmentation du risque de fracture osseuse 

provenant de la diminution de la densité osseuse. Elle est également associée à une augmentation 

des évènements cardiovasculaires (et plus particulièrement les maladies coronariennes, comme 

l’infarctus du myocarde) et de troubles du métabolisme (obésité, diabète…) sur lesquels je 

reviendrai dans la partie I.3 (Figure 4) (Monteleone et al., 2018). 

 

Figure 4 : Principaux symptômes et dysfonctions à la ménopause, adaptée de (Monteleone et 

al., 2018) 

Pour limiter ces dysfonctions, les femmes peuvent avoir recours à un traitement hormonal 

de substitution ou traitement hormonal de la ménopause (THM) qui associe un œstrogène et un 

progestatif. 
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I.2.2 Des débuts du traitement hormonal de la ménopause à l’étude WHI 

Dès les années 1940, la Food and Drug Administration (FDA) autorise la prescription 

d’œstrogènes issus d’urine de juments gravides, nommés œstrogènes conjugués équins (CEE) ou 

Prémarin ®. Ce traitement est un succès puisqu’il montre une grande efficacité chez les femmes 

souffrant de bouffées de chaleur et de sueurs nocturnes. Alors qu’il est d’abord prescrit pour 

réduire ces symptômes, des études démontrent qu’il est également capable de ralentir le 

vieillissement de certains tissus et qu’il est associé à une prévention de maladies coronaires, de 

l’ostéoporose et de la maladie d’Alzheimer (Stampfer et Colditz 1991; Yaffe et al. 1998). La 

vente du Prémarin s’envole jusqu’aux années 1970. En 1975, un article est publié dans la 

prestigieuse revue The New England Journal of Medicine, montrant que les œstrogènes 

augmentent le risque de cancer de l’endomètre (Ziel and Finkle, 1975) et s’en suivent d’autres 

articles qui iront dans le même sens. 

Parallèlement, d’autres études démontrent que le risque de cancer de l’endomètre peut être 

prévenu par l’adjonction d’un traitement par progestatif (Woodruff and Pickar, 1994). Très vite, 

pour contrecarrer cet effet délétère, le traitement œstrogénique est donc associé à un progestatif. 

Cette association est totalement neutre sur le plan utérin et le THM redevient un traitement de 

choix chez les femmes ménopausées pour pallier aux bouffées de chaleur. Cependant, la première 

étude contrôlée randomisée Heart and Oestrogen/Progestin Substitution (HERS) remet en cause 

le bénéfice du THM sur le plan cardiovasculaire qui émanait des études épidémiologiques 

(Hulley, 1998). 

Au vu de l’utilisation répandue du traitement et de la controverse autour du THM, les 

National Institutes of Health (NIH) lancent dans les années 1990 une grande étude randomisée : 

la Women’s Health Initiative (WHI). Cette étude a pour but d’évaluer clairement les risques et les 

avantages de ce traitement. Elle est divisée en deux groupes : le premier évaluant l’impact du 

CEE couplé à un progestatif chez plus de 16000 femmes âgées de 50 à 79 ans, et le second 

évaluant l’impact de l’œstrogène seul (CEE) chez des femmes hystérectomisées (ayant subi une 

ablation de l’utérus) ménopausées.  

Le premier volet de l’étude est stoppé en 2002, soit 3 ans avant la fin prévue, puisqu’il 

montre une incidence accrue de maladies thromboemboliques, de cancer du sein et, de manière 

plus inattendue, une augmentation des maladies coronariennes (Rossouw et al., 2002). Dans le 
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deuxième volet de l’étude, après un suivi de 7 ans, il n’a été montré aucune augmentation de 

maladies coronariennes chez les femmes hystérectomisées prenant le CEE seul, mettant en 

lumière le rôle important du progestatif dans le risque cardiovasculaire (Anderson et al., 2004).  

Les analyses ultérieures ont révélé des limites majeures à cette étude. La principale est 

l’âge des patientes, qui pour la plupart, ont reçu le traitement à distance de la survenue de la 

ménopause. En effet, près d’un quart des femmes étaient âgées de plus de 70 ans. Après ré-

analyse de l’étude, il s’est avéré que c’était dans cette tranche d’âge que les femmes présentaient 

une augmentation des risques coronariens, alors qu’il n’y avait aucune différence (comparé au 

placebo) chez les femmes de moins de 60 ans (Rossouw et al., 2007) (Figure 5).  

 

Figure 5 : Risque relatif de maladies coronariennes dans l’étude WHI, adaptée de (Valera et 

al., 2015) WHI : Women’s Health Initiative ; CEE : Œstrogènes Conjugués Equins ; P : Progestatif 

Concernant le risque de maladies thromboemboliques veineuses, il semblerait que la voie 

d’administration du traitement et le type de progestatif associé soient des déterminants 

importants. En effet, il a été montré que la voie d’administration orale augmente le risque 

thromboembolique comparé à la voie transdermique. Cet effet peut être dû au premier passage 

hépatique qui augmenterait les facteurs de la coagulation responsables des maladies 

thromboemboliques seulement lorsque les œstrogènes sont administrés par voie orale (Canonico 

et al., 2007; Scarabin et al., 2003). 
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L’étude WHI ainsi que les études qui ont suivi, ont révolutionné le monde de la 

gynécologie et cela a abouti à de nouvelles recommandations d’utilisation des THM. Les 

recommandations actuelles préconisent de prendre le THM dès l’apparition de la ménopause pour 

une période de 5 à 10 ans (Hodis et al., 2016; Schierbeck et al., 2012). Toutefois, sa prescription 

a fortement chuté et a laissé les femmes dans une impasse thérapeutique face aux symptômes de 

la ménopause. En 2002, un peu plus de 2 millions de françaises suivaient un THM, elles 

représentaient environ 20% de l’ensemble des femmes ménopausées et près de 2 femmes sur 5 

âgées de 50 à 65 ans. A l’issue de l’étude WHI, 1 femme ménopausée sur 3 a arrêté son 

traitement. Ainsi en 2002, 23,2 millions de boîtes de THM ont été vendues contre 5,9 millions en 

2012, soit une diminution de plus de 74% en 10 ans (AFEM). 

Avec l’augmentation de l’espérance de vie, on estime d’ici 2025 qu’il y aura 1,1 milliards 

de femmes ménopausées dans le monde. Ainsi, mieux comprendre et identifier de nouveaux 

traitements plus sûrs pour les femmes ménopausées représentent un enjeu de santé majeur.  

I.3 Effets des œstrogènes sur les maladies cardiovasculaires 

Les maladies cardiovasculaires constituent un ensemble de troubles affectant le cœur et les 

vaisseaux sanguins, qui comprend : les maladies coronariennes, touchant les vaisseaux qui 

alimentent le cœur (tel que l’infarctus du myocarde), les maladies cérébro-vasculaires, touchant 

les vaisseaux qui alimentent le cerveau (tel que l’accident vasculaire cérébral : AVC), mais 

également d’autres maladies comme celles touchant les vaisseaux sanguins alimentant les bras et 

les jambes, les malformations cardiaques et les thromboses veineuses.  

En 2017, les maladies cardiovasculaires, et principalement l’infarctus du myocarde et 

l’AVC, représentent la première cause de mort dans le monde, soit presque 18 millions de décès 

(Ritchie and Roser, 2018). Leur cause la plus courante est la rupture de la plaque d’athérome, 

résultant d’un dépôt de graisse (cholestérol) dans la paroi artérielle (Figure 6).  

 

Figure 6 : Représentation schématique de la formation et rupture de la plaque d’athérome, 

inspirée de (Libby, 2001) 
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I.3.1 L’athérosclérose 

 Physiopathologie 

C’est une pathologie touchant les artères de grand et moyen calibre, caractérisée par 

l’accumulation de lipides à la faveur d’un processus inflammatoire. Les mécanismes mis en jeu 

sont complexes, il est donc important de bien comprendre la structure de la paroi artérielle pour 

pouvoir les décrire : 

La paroi artérielle est composée de trois couches cellulaires. La première, l’intima, tunique 

la plus interne à la paroi artérielle, est composée d’une monocouche de cellules endothéliales et 

se situe à l’interface entre le flux sanguin et la deuxième couche cellulaire, la média. Cette 

structure assure les échanges entre ces deux compartiments ce qui lui confère un rôle clé dans la 

perméabilité vasculaire, l’agrégation plaquettaire et l’adhésion leucocytaire. La deuxième couche, 

la média, constituant principal de l’artère, est composée principalement de cellules musculaires 

lisses contenues dans une matrice extracellulaire riche en collagène et en fibres élastiques. Cette 

structure permet d’assurer des fonctions vasomotrices, de compliance et de tonus vasculaire. 

Enfin la troisième couche, l’adventice, la tunique la plus externe, est constituée de fibroblastes et 

de tissu conjonctif lâche et peu organisé, riche en collagène et en fibres élastiques. Elle est 

traversée par des micros vaisseaux, vasa vasorum, qui apportent les nutriments aux cellules les 

plus éloignées de la lumière du vaisseau (Figure 7). 

 

Figure 7 : Représentation schématique de la paroi artérielle, adaptée de (Abot, 2013)  

Plusieurs étapes vont conduire à la formation de la plaque d’athérome. L’évènement initial est 

l’entrée du cholestérol contenu dans les lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoprotein, 
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LDL) dans la paroi artérielle en traversant la monocouche de cellules endothéliales. La quantité 

de LDL cholestérol sanguin est un élément déterminant de la formation des plaques 

d’athérosclérose. Cette phase d’infiltration est suivie de modifications oxydatives des LDL dans 

l’espace sous endothélial, qui vont activer l’endothélium et en particulier induire l’expression de 

molécules d’adhérence pour les leucocytes. Ces molécules telles que Vascular Cell Adhesion 

Molecule 1 (VCAM-1) ou Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), vont permettre 

l’adhérence des monocytes circulants à la surface de l’endothélium, puis leur migration dans 

l’espace sous endothélial où ils se différencieront en macrophage. Dans un premier temps, un 

certain nombre d’entre eux se transforment en cellules spumeuses en captant les LDL-oxydées ; 

cette captation se fait par l’intermédiaire de récepteurs « scavengers ». Les macrophages gorgés 

de lipides évoluent en cellules spumeuses, ce qui aboutit à la formation des lésions 

athéromateuses précoces, ou stries lipidiques. La nécrose des cellules spumeuses provoque la 

libération de leur contenu lipidique, qui va former le cœur de la plaque. En plus des macrophages, 

d’autres cellules du système immunitaire sont recrutées au niveau de la plaque d’athérome 

(lymphocytes, cellules dendritiques, mastocytes…), conduisant à une auto-amplification du 

processus.  

Suite à l’infiltration des cellules immunitaires, les cellules musculaires lisses, sous l’action 

des cytokines, migrent vers l'intima et se multiplient autour de la plaque athéromateuse ainsi 

formée. Celle-ci augmente en épaisseur, conduisant à la réduction progressive de la lumière de 

l'artère et créant une sténose qui diminue le débit sanguin et compromet l'oxygénation des tissus 

irrigués par l'artère malade, on l’appelle alors chape fibreuse. La chape fibreuse peut se rompre et 

entrainer la formation d'un thrombus qui va obstruer la lumière artérielle (et, par exemple, 

provoquer un infarctus du myocarde s'il s'agit d'une artère coronaire) (Figure 8). 

https://www.fedecardio.org/glossaire/intima
https://www.fedecardio.org/glossaire/sténose
https://www.fedecardio.org/glossaire/thrombus
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Figure 8 : Représentation schématique du processus d’athérosclérose, une pathologie 

métabolique et inflammatoire, issue de (Arnal et al., 2003) 

Après pénétration dans l’intima, les LDL subissent une oxydation (oxLDL). Ces modifications vont activer 

des molécules d’adhérence des cellules endothéliales qui vont ralentir les monocytes circulants et permettre leur 

infiltration dans l’intima. Les monocytes vont être activés en macrophages (Ma). Les LDL oxydés vont être reconnus 

par des récepteurs à la surface des macrophages (scavengers) qui deviennent progressivement spumeux (Mas), 

formant la strie lipidique. Les cellules musculaires lisses (CML) vont alors migrer dans l’intima et sécréter du 

collagène (Co) formant une plaque d’athérome qui bouche la lumière du vaisseau. Cette plaque peut rompre et 

former un thrombus obstruant alors la lumière artérielle.  

 

 Données épidémiologiques et cliniques 

Les études épidémiologiques prospectives, dont  l’étude Framingham en 1986, mettent en 

évidence que les femmes présentent deux à quatre fois moins d’accidents cardiovasculaires que 

les hommes et que cette différence s’estompe après la ménopause (Lerner and Kannel, 1986). Les 

femmes sont donc protégées des maladies cardiovasculaires, par leur statut hormonal, et ce, 

jusqu’à la ménopause (Kalin and Zumoff, 1990). Par ailleurs, l’étude de la cohorte de la Nurses’ 

Health Study, montre une augmentation du risque de coronopathies chez les femmes ayant subi 

une hystérectomie (Colditz et al., 1987). Enfin, comme décrit précédemment, les ré-analyses des 

données cliniques de WHI ont montré le rôle protecteur des œstrogènes sur les maladies 

cardiovasculaires lorsque le THM est prescrit dans les premières années de la ménopause (Figure 

9). 
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Figure 9 : Résumé des études épidémiologiques et cliniques sur les risques d’événements 

coronariens chez la femme, adaptée de (Valera et al., 2015) 

THM : Traitement hormonal de la ménopause, CEE : œstrogènes conjugués équins, P : progestatif 

 

 Ces conclusions sont renforcées par l’ensemble des modèles expérimentaux démontrant 

clairement un effet protecteur de l’E2 sur le plan artériel et notamment sur l’athérosclérose à 

l’origine de nombreuses maladies cardiovasculaires. 

 Données expérimentales  

L’effet athéroprotecteur des œstrogènes a été mis en évidence dans de nombreux modèles 

expérimentaux allant de la souris au singe (Bourassa et al., 1996; Clarkson and Appt, 2005; 

Elhage et al., 1997a).  C’est grâce à l’avènement de la recombinaison homologue dans les années 

1990, que les mécanismes moléculaires et cellulaires à l’origine de cette protection ont pu être 

élucidés. 

Le processus d’athérosclérose fait appel à de nombreux acteurs cellulaires ne pouvant pas 

être modélisés in vitro. La souris ne développant pas d’athérosclérose spontanée, l’étude de 

l’athérosclérose se fait donc via une inactivation génique accompagnée d’un régime enrichi en 

cholestérol. La souris déficiente pour le récepteur au LDL (LDLr 
-/-

) est un modèle classiquement 
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utilisé pour modéliser cette pathologie. L’absence du récepteur au LDL influence principalement 

l’absorption et la clairance des lipoprotéines résultant en une plus grande quantité de cholestérol 

contenu dans les LDL dans la circulation sanguine (Daugherty et al., 2017).  

La souris ne faisant pas de ménopause, un des modèles classiques de carence œstrogénique 

chez l’animal est l’ovariectomie, qui correspond à l’ablation bilatérale des ovaires. Mon équipe 

d’accueil a contribué à progresser dans la compréhension de la protection vis-à-vis de 

l’athérosclérose en réponse aux œstrogènes, notamment en montrant que l’ovariectomie chez les 

souris est suivie d’une augmentation de la taille des lésions d’athérome au niveau du sinus 

aortique. L’administration d’E2 exogène chez ces souris prévient ce dépôt lipidique (Elhage et 

al., 1997a) démontrant clairement un effet protecteur de l’E2 sur l’athérosclérose.  

Les effets de l’E2 sont relayés par des récepteurs aux œstrogènes et principalement du 

récepteur aux œstrogènes alpha (ERα) (sur lequel je reviendrai plus en détail dans la partie II.1). 

L’utilisation de souris déficientes pour ERα a permis de démontrer son rôle crucial dans cette 

action protectrice puisque cet effet protecteur sur les dépôts lipidiques au sinus aortique est perdu 

dans les souris invalidées pour ERα (Hodgin et al., 2001). Les travaux de mon équipe ont permis 

de confirmer ces résultats mais également de mettre en évidence le rôle crucial de ERα dans 

l’endothélium pour cet effet protecteur de l’E2 (Billon-Galés et al., 2009).  

I.3.2 Facteurs de risques des maladies cardiovasculaires 

De nombreux facteurs de risques vont influencer la survenue des maladies 

cardiovasculaires, comme le tabac, l’hypertension artérielle, l’hérédité, le diabète, 

l’hyperlipidémie et l’obésité. Durant mon Diplôme, je me suis plus particulièrement intéressée 

aux maladies cardiovasculaires associées aux désordres métaboliques, tels que le diabète de type 

2 et la stéatose hépatique. En effet, ces deux pathologies métaboliques sont hautement corrélées à 

la survenue de maladies cardiovasculaires (Adams et al., 2017; O’Donnell and Elosua, 2008; 

Stols-Gonçalves et al., 2019). De nombreuses études épidémiologiques ont montré l’existence 

d’un dimorphisme sexuel vis-à-vis des maladies métaboliques et cardiovasculaires avec un risque 

augmenté chez les hommes par rapport aux femmes en période d’activité génitale. 

. 
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 L’obésité et le diabète de type 2 

Etudes épidémiologiques et cliniques 

La prévalence de l’obésité et du diabète de type 2 est moindre chez les femmes que chez les 

hommes dans les tranches d’âge moyen (35-64 ans) (Balkau et al., 2007). Les femmes en période 

d’activité génitale présentent également une meilleure sensibilité à l’insuline que les hommes à 

un âge comparable (Mittendorfer, 2005). 

Cette protection est principalement attribuée à une différence de répartition de la masse 

graisseuse, qui se localise au niveau sous cutané chez les femmes, et au niveau abdominal et péri-

viscéral chez les hommes. La ménopause provoque une redistribution des graisses dans le 

compartiment abdominal et viscéral, conduisant au passage d’une silhouette de type « gynoïde » 

à une silhouette de type « androïde » (Figure 10). Cette redistribution chez les femmes au 

moment de la ménopause favorise l’installation d’une insulino-résistance, et entraîne une 

incidence accrue des troubles métaboliques prédisposant à une obésité, un diabète de type 2 et un 

sur-risque de maladies cardiovasculaires (Mauvais-Jarvis et al., 2013; Shi and Clegg, 2009).  

 

Figure 10 : Répartition de la masse graisseuse de type « gynoïde » ou « androïde » 

 

Les études WHI et HERS ont conclu à un rôle du système hormonal puisque que la prise 

d’un THM permet de réduire entre 20 et 35% l’incidence du diabète de type 2 par rapport à un 

placebo (Bonds et al., 2006; Kanaya et al., 2003; Margolis et al., 2004). Une méta-analyse de 107 
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études cliniques randomisées en double aveugle démontre également que le THM prévient du 

diabète de type 2, de l’accumulation de graisse intra-abdominale et de l’insulino-résistance 

(Salpeter et al., 2006). 

Données expérimentales 

Les données expérimentales chez la souris ont permis de confirmer ces conclusions. En 

effet, l’ovariectomie augmente la prise pondérale chez la souris nourrie avec un régime 

alimentaire classique (Kamada et al., 2011). L’utilisation d’un régime riche en lipides induit une 

prise pondérale, une augmentation de l’adiposité, une dyslipidémie (concentration trop 

importante de lipides dans le sang), le développement d’une insulino-résistance ainsi que d’une 

intolérance au glucose chez des souris ovariectomisées comparées aux souris intactes (opération 

« fantôme ») (Riant et al., 2009; Zhu et al., 2013). Ces désordres métaboliques sont prévenus par 

l’administration d’E2 exogène (Riant et al., 2009; Zhu et al., 2013).  

En parallèle, l’utilisation de souris transgéniques déficientes pour le récepteur aux 

œstrogènes alpha (ERα) a permis de mettre en évidence son rôle dans la protection de l’E2 sur 

l’obésité et le diabète de type 2 (Riant et al., 2009). Les cibles cellulaires impliquées dans ces 

effets sont complexes, faisant intervenir différents organes, comme le cerveau, le pancréas, le 

tissu adipeux et le muscle (Hevener et al., 2015; Mauvais-Jarvis et al., 2013; Tramunt et al., 

2020).  

 La stéatose hépatique 

La stéatose hépatique non alcoolique fait partie d’un large spectre de maladies 

hépatiques appelées Non Alcoolic Fatty Liver Diseases (NAFLD). Les NAFLD sont définies 

comme des manifestations hépatiques du syndrome métabolique (Marchesini et al., 2003). Ces 

pathologies représentent aujourd’hui la plus grande cause de pathologies hépatiques chroniques 

dans les pays industrialisés. En 2016, une étude épidémiologique révèle que la prévalence 

mondiale des NAFLD est de 25,24 %, soit un adulte sur 4 (Younossi et al., 2016).  

La stéatose est le premier stade des NAFLD. Sa prévalence est de 30% et atteint jusqu’à 70 

à 90% chez les patients obèses. Même si elle est réversible par une augmentation de l’activité 

physique et une perte de poids, elle est pour de nombreux patients, le point de départ de 

nombreuses atteintes plus sévères et non réversibles dans le foie comme la stéato-hépatite ou Non 
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Alcoholic SteatoHepatitis (NASH). En plus de la stéatose, la NASH est caractérisée par une 

inflammation hépatique et peut être associée ou non à des lésions de fibrose. Elle peut elle-même 

évoluer vers la cirrhose et le cancer du foie (Figure 11).  

 

Figure 11 :  Représentation schématique de l’évolution de la NAFLD, issue de (Cohen et al., 

2011) 

La NAFLD débute par une accumulation de graisse dans le foie, appelée stéatose. Cette étape est réversible 

mais peut évoluer vers la NASH lorsqu’elle est accompagnée d’inflammation et/ou présence de fibrose. Enfin, le 

stade plus avancé de la maladie peut aboutir à une cirrhose du foie, voire un cancer (hépatocarcinome). 

 

La stéatose hépatique est définie par une accumulation de triglycérides dans plus de 5% des 

hépatocytes. Cette accumulation provient de l’estérification d’acides gras provoquant un 

déséquilibre métabolique dans les hépatocytes. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans ce 

déséquilibre (Postic and Girard, 2008) (Figure 12) :  

- Une arrivée en excès d’acides gras exogènes venant des intestins via les chylomicrons à la 

suite d’une prise alimentaire excessive. Les triglycérides sont transportés dans les chylomicrons 

ou les LDL, puis la lipoprotéine lipase (LPL) les hydrolyse en acides gras pour leur prise en 

charge par le foie et d’autres organes (muscle, tissu adipeux). 

- Une augmentation de la lipolyse adipocytaire générant un afflux important d’acides gras 

libres (surtout en cas d’insulino-résistance). Chez une personne saine, l’insuline bloque l’activité 

de la lipase hormono-sensible (LHS), enzyme du tissu adipeux qui hydrolyse les triglycérides et 

libère des acides gras libres. En situation d’insulino-résistance, l’insuline va supprimer de façon 

incomplète l’activité de la LHS, ce qui va provoquer une libération accrue d’acides gras libre 

dans la circulation sanguine.  

- Une augmentation de la lipogénèse de novo (processus permettant la synthèse des lipides 

et de triglycérides en particulier) et une diminution de la β-oxydation (processus intervenant dans 
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la lipolyse et permettant la dégradation des acides gras) en condition de glycémie élevée 

(hyperglycémie) et de concentrations d’insuline élevée (hyperinsulinémie). 

- Une diminution de l’export des triglycérides intra-hépatiques par les Very Low Density 

Lipoprotein (VLDL) vers la circulation sanguine qui va donc favoriser l’accumulation des 

triglycérides dans le foie. 

 

Figure 12 : Schéma illustrant les mécanismes impliqués dans la stéatose, issu de (Postic and 

Girard, 2008) 

Différentes sources d’acides gras (AG) peuvent amener au développement de la stéatose. Dans des conditions 

d’insulino-résistance, l’insuline n’inhibe plus la lipase hormono-sensible (LHS) ce qui conduit à une augmentation 

de la lipolyse dans le tissu adipeux. Les acides gras proviennent également de l’alimentation où ils sont absorbés 

dans le foie via les chylomicrons (CM) depuis l’intestin. L’hyperinsulinémie et l’hyperglycémie favorisent la 

lipogenèse et altèrent la β-oxydation, qui contribuent également à la stéatose. Enfin, le stockage de triglycérides (TG) 

provenant de l’estérification des acides gras les retient dans le foie. Ils peuvent alors être distribués dans la 

circulation sanguine sous forme de Very Low Density Lipoprotéin (VLDL). 

Etudes épidémiologiques et cliniques 

De nombreuses études épidémiologiques montrent une prévalence de la NAFLD plus 

importante chez l’homme que chez la femme en période d’activité génitale (Suzuki and 

Abdelmalek, 2009; Weston et al., 2005). De manière intéressante, les femmes atteintes de 

NAFLD présentent des taux d’œstradiol circulant moins importants que les femmes indemnes 

(Gutierrez-Grobe et al., 2010). A la ménopause, la prévalence de NAFLD augmente comparée à 

celle des femmes en période d’activité génitale (Lonardo et al., 2019; Wang et al., 2015).  
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Le traitement hormonal de la ménopause a montré un effet protecteur sur la NAFLD par 

rapport aux femmes ne recevant pas de traitement. En effet, l’incidence de la NAFLD chez les 

femmes ménopausées traitées par un THM est plus faible que chez les femmes ménopausées non 

traitées, suggérant également un rôle des œstrogènes dans la protection des femmes vis-à-vis de 

la NAFLD (Florentino et al., 2013; McKenzie et al., 2006). 

Etudes expérimentales 

Les études expérimentales chez la souris nourrie par un régime alimentaire normal, ont 

permis de montrer que l’ovariectomie ne suffit pas à induire une stéatose hépatique, celle-ci n’est 

observée que lorsque l’ovariectomie est associée à un régime gras (Kamada et al., 2011). Dans 

ces conditions, l’administration chronique d’E2 exogène prévient la stéatose hépatique en 

diminuant le niveau de triglycérides intrahépatiques (Zhu et al., 2013). L’utilisation de souris 

déficientes pour le récepteur ERα, et plus particulièrement dans le compartiment hépatique, a 

permis de mettre en évidence son rôle crucial dans la protection de l’E2 sur la stéatose hépatique 

(Guillaume et al., 2019; Zhu et al., 2013). 

II. Vers une modulation sélective du récepteur aux œstrogènes alpha 

La plupart des effets des œstrogènes (qu’ils soient bénéfiques ou délétères) sont relayés par 

le récepteur nucléaire des œstrogènes alpha (Estrogen Receptor alpha, ERα). D’autres récepteurs 

comme l’Estrogen Receptor beta (ER ou la G protein-coupled receptor 30 (GPR30) 

interviennent dans la transmission du signal œstrogénique mais leur rôle est beaucoup moins 

décrit. Les effets vasculaires et métaboliques des œstrogènes, sujets de ce mémoire, dépendent 

exclusivement de ERα, comme a pu le démontrer mon équipe d’accueil à travers de nombreux 

travaux (Billon-Galés et al., 2009; Brouchet et al., 2001; Darblade et al., 2002; Favre et al., 2010; 

Handgraaf et al., 2013; Riant et al., 2009). Dans cette deuxième partie, je m’intéresserai donc 

uniquement à ce récepteur. 

II.1 ERα un récepteur nucléaire avec une activité membranaire 

ERα appartient à la superfamille des récepteurs nucléaires. Cette superfamille est divisée en 

deux sous familles : les récepteurs aux hormones stéroïdiennes (SHR) et les récepteurs aux 

hormones non stéroïdiennes (hormones thyroïdiennes, rétinoïdes, vitamine D…). Les principaux 

SHR sont : le récepteur aux minéralocorticoïdes (MR), le récepteur aux glucocorticoïdes (GR), le 
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récepteur aux androgènes (AR), le récepteur à la progestérone (PR) et les récepteurs aux 

œstrogènes (ER). Au sein de la famille des récepteurs aux œstrogènes, il existe deux sous-types 

de récepteurs : ERα et ERβ. Ils proviennent de gènes distincts (ESR1 pour ERα et ESR2 pour 

ERβ). ESR1, pour Estrogen Receptor 1, est localisé au niveau du chromosome 6 chez l’Homme.  

Comme les autres SHR, en condition non-activé, le récepteur se trouve dans le cytoplasme. 

Lors de la liaison avec son ligand, le récepteur va s’activer, changer de conformation, et il est 

alors transloqué dans le noyau. Il se fixe sur le promoteur de ses gènes cibles en reconnaissant 

des éléments spécifiques d’ADN et recrute alors des cofacteurs et des éléments nécessaires à la 

machinerie transcriptionnelle (Figure 13). 

 

Figure 13 : Représentation schématique du mode d’action des récepteurs nucléaires, inspirée 

de (Adlanmerini et al., 2015) 

En absence de ligand, les récepteurs aux hormones stéroïdiennes (SHR) se localisent, selon le type cellulaire, 

dans le noyau ou le cytoplasme, sous forme de monomères associés à des protéines chaperonnes (Heat Shock 

Proteins, HSP) qui les maintiennent à l’état inactif. Les hormones stéroïdiennes diffusent à travers la membrane 

plasmique et se fixent sur leurs récepteurs dans le cytoplasme ou dans le noyau. Les SHR se dimérisent et se fixent 

sur le promoteur de gènes cibles induisant la transcription dans le noyau puis la synthèse de protéines (traduction) 

dans le cytoplasme. 
 

 

II.1.1 Structure du récepteur 

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription présentant une organisation 

structurelle commune de 6 domaines fonctionnels, désignés de A à F depuis l’extrémité N-

terminale jusqu’à l’extrémité C-terminale. Ces récepteurs possèdent deux fonctions de 

transactivation (AF-1 et AF-2) situées respectivement dans les domaines N- et C-terminaux 

(Kumar et al., 1987) (Figure 14). 
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Figure 14 : Représentation schématique de l’organisation structurale et fonctionnelle des 

récepteurs nucléaires, issue de (Abot, 2013). 

Les récepteurs nucléaires possèdent 6 domaines de A à F. AF-1 : Activation Function 1, AF-2 : Activation 

Function 2, DBD : DNA Binding Domain, LBD : Ligand Binding Domain. 

 

- Le domaine A/B, situé à l’extrémité N-terminale, contient la fonction de transactivation 

AF-1 permettant l’activité transcriptionnelle du récepteur en agissant de manière indépendante de 

la présence de ligand. Elle peut interagir avec des cofacteurs et d’autres facteurs de transcription. 

Ce domaine est également le lieu de nombreuses modifications post-traductionnelles impliquées 

dans l’activation ligand indépendante du récepteur. 

- Le domaine C, (aussi appelé DBD pour DNA binding domain : domaine de liaison à 

l’ADN), permet la reconnaissance de séquences d’ADN appelées éléments de réponses aux 

œstrogènes (ERE : Estrogen Responsive Element) présents dans le promoteur des gènes cibles.  

- Le domaine D, région « charnière » entre le domaine C et E, apporte une flexibilité 

structurelle permettant la rotation du DBD et l’adoption de différentes conformations.   

- Le domaine E, permet la fixation du ligand via le domaine de liaison au ligand (LBD : 

Ligand binding domain), et la transcription ligand-dépendante via la fonction de transactivation 

AF-2. Elle est composée de plusieurs hélices, dont l’hélice H12. La fixation des œstrogènes sur 

son récepteur entraîne un basculement de l’hélice 12 qui referme la poche de liaison du ligand.  

Cela va permettre le recrutement de cofacteurs nécessaires à la machinerie transcriptionnelle. 

Suivant la nature du ligand reconnu par le récepteur, sa conformation sera différente et le 

positionnement de l’hélice 12 sera à l’origine des effets agonistes et antagonistes des œstrogènes 

(je reviendrai sur ces notions dans la partie II.2). 

- Le domaine F, situé à l’extrémité C-terminale, n’est pas clairement caractérisé. Il a été 

proposé que cette région pourrait influencer la position de l’hélice 12 et moduler le recrutement 

de certains partenaires d’ERα (Arnal et al., 2017).  

II.1.2 Mode d’action 

En plus de son action nucléaire comme facteur de transcription, de récentes recherches ont 

mis en évidence la présence et l’action d’ERα via une voie membranaire. Ceci a permis de définir 
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deux mécanismes d’action d’ERα : la voie « classique » dite génomique ou nucléaire, et la voie 

« non classique » dite non génomique, extranucléaire ou membranaire (Arnal et al., 2017; Saczko 

et al., 2017). 

 Voie d’activation « classique » dite génomique ou nucléaire 

Le récepteur ERα va agir comme un facteur de transcription au niveau de séquences cibles 

des œstrogènes. Il va alors induire l’expression de gènes cibles de manière directe, en s’associant 

à des séquences ERE au sein de la chromatine, ou de manière indirecte, via des interactions avec 

d’autres facteurs de transcription (Activating Protein-1 : AP1, Specificity Protein-1 : SP1). La 

fixation de l’E2 conduit au repliement de l’hélice 12, permettant le recrutement de co-activateurs 

nécessaires à l’activation de la machinerie transcriptionnelle. Ainsi différentes voies d’activation 

du ERα nucléaire sont possibles (Figure 15) :  

 

Figure 15 : Représentation schématique de la transcription génique par les voies nucléaires, 

adaptée de (Arnal et al., 2017) 

- La voie ERE-dépendante : La fixation de l’E2 sur ERα entraîne un changement 

conformationnel du récepteur qui se dimérise, permettant sa translocation dans le noyau. Celui-ci 

se fixe sur des ERE situés en amont des gènes cibles. Une fois fixé sur un ERE, ERα va activer la 

transcription de ses gènes cibles via ces fonctions de transactivation AF-1 et AF-2, avec le 
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recrutement de co-activateurs à l’origine d’un remodelage de la chromatine permettant 

l’activation de la transcription (Kumar and Chambon, 1988; McKenna and O’Malley, 2002). 

- La voie ERE-indépendante : outre sa fixation sur les ERE, ERα peut se lier à d’autres 

facteurs de transcription liant eux-mêmes directement les éléments de reconnaissance sur l’ADN. 

Dans cette voie de signalisation, ERα module l’activité de facteurs de transcription tels que AP1 

ou SP1 (Safe et al., 2008).  

- La voie ligand-indépendante : en plus de son activation par son ligand œstrogénique, 

l’activité de ERα peut être modulée par des signaux extracellulaires, en l’absence d’œstrogènes. 

Des facteurs de croissance comme Endothelial Growth Factor (EGF) ou Insuline-like Growth 

Factor-1 (IGF1) sont ainsi capables d’activer le récepteur par phosphorylation et d’induire la 

transcription de gènes cibles. Cela est possible par la présence sur ERα d’un domaine d’activation 

hormono-indépendant, AF-1, qui est sujet à de nombreuses phosphorylations (Lannigan, 2003). 

 Voie d’activation non génomique ou membranaire 

Parallèlement aux effets génomiques précédemment décrits, il existe des effets dits 

« rapides ». Il s’agit d’une voie « non-classique » dite non-génomique, extranucléaire ou 

membranaire. Celle-ci est caractérisée par des effets rapides des œstrogènes de l’ordre de la 

seconde à la minute, ils sont trop rapides pour être associés à une action transcriptionnelle. 

De nombreuses études montrent qu’une fraction du ERα est également localisée à la 

membrane de la cellule et participe ainsi à une signalisation membranaire (appelée effets MISS 

pour Membrane Initiated Steroid Signaling) (Chambliss and Shaul, 2002; Clarke et al., 2000; 

Pappas et al., 1995).  

L’ancrage du récepteur à la membrane est permis par différentes modifications post-

traductionnelles du récepteur dont une palmitoylation. Cette modification a lieu sur la cystéine 

447 chez l’humain (Cys451 chez la souris) par une palmitoyl acyltransferase (PAT) (Acconcia et 

al., 2004). La mutation de cette cystéine empêche la localisation membranaire et limite 

l’activation rapide induite par les œstrogènes de la voie Mitogen-Activated Protein Kinases 

(MAPK). L’inhibition de l’activité de la PAT empêche l’activation des voies de signalisation 

MAPK/Akt. Ces résultats suggèrent que la palmitoylation de ERα joue un rôle important dans la 

signalisation cytoplasmique des œstrogènes (Acconcia et al., 2005). 
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La palmitoylation d’ERα permet sa localisation membranaire en s’associant à la cavéoline-

1 au niveau des cavéoles (invagination de la membrane plasmique formées par les cavéolines) 

(Pedram et al., 2007). La fixation de l’E2 sur le récepteur conduit à la mise en place rapide d’une 

signalisation extra-nucléaire qui se traduit par la stimulation de cascades de kinases (Figure 16). 

Les différents travaux réalisés in vitro ont montré l’implication de cette voie extra-nucléaire 

d’ERα dans de nombreuses voies de signalisation. En effet, l’activation par l’E2 de la partie du 

ERα à la membrane permet son interaction avec des protéines kinases (comme Src et PI3K) ou 

des protéines G (comme Gi) conduisant à des cascades de signalisation telles que PKA, ERK1/2 

et/ou Akt mais également à l’activation de l’oxyde nitrique synthase (NO) (Chambliss et al., 

2010; Gourdy et al., 2018; Kim and Bender, 2009). Cependant, l’importance du ERα à la 

membrane reste sujet à controverse et son véritable rôle est encore peu connu. 

 

Figure 16 : Représentation schématique des voies d’activation nucléaire et membranaire 

d’ERα, adaptée de (Adlanmerini et al., 2015) 

En parallèle de son activité nucléaire, ERα peut être palmitoylé et, ainsi, transporté à la membrane plasmique, 

où il peut interagir avec la cavéoline. En présence d’E2, ERα va former une véritable plateforme de signalisation 

membranaire conduisant notamment à l’activation de la Endothelial Nitric Oxyd Synthase (eNOS) et à l’activation de 

nombreuses kinases. E2 : 17β-oestradiol, G : G protein, Src : Sarc, PI3K : Phosphoinositide 3-kinase, MAPK : 

Mitogen-Activated Protein Kinase, Akt : Protein Kinase B.   
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II.1.3 Modèles de souris permettant l’étude du ERα nucléaire et membranaire 

Afin d’étudier les rôles respectifs des effets nucléaires et membranaires de ERα, mon 

équipe d’accueil a généré, en collaboration avec la clinique de la souris à Strasbourg, deux 

modèles murins génétiquement modifiés : la première conduisant à une absence d’effet nucléaire 

de ERα : la souris ERα-AF2
0 

et la seconde conduisant à l'abolition des effets MISS de ERα : la 

souris C451A-ERα (Figure 17). 

 

Figure 17 : Modèles de souris ciblant le ERα nucléaire et membranaire 

 Mutant d’invalidation du ERα nucléaire : ERα-AF2
0
 

Ces souris ont été générées par recombinaison homologue avec une construction présentant 

une délétion des acides aminés 543 à 549 présents dans l’hélice 12 du domaine AF-2, essentiels 

pour l’activité transcriptionnelle induite par l’E2 (Billon-Galés et al., 2011).  

Sur le plan vasculaire, mon équipe a montré que l’effet protecteur des œstrogènes sur 

l’accumulation de dépôts lipidiques au niveau du sinus aortique est complètement perdu dans les 

souris ERα-AF2
0
 LDLr 

-/- 
démontrant son rôle clé dans les effets protecteurs des œstrogènes sur 

l’athérosclérose
 
(Billon-Galés et al., 2011). 

Au niveau métabolique, les souris ERα-AF2
0 

nourries par un régime classique développent 

une obésité et des troubles métaboliques. Ceux-ci sont exacerbés lorsque les souris sont nourries 

par un régime gras, provoquant également une insulino-résistance. Les effets protecteurs des 
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œstrogènes sur la prise de poids, l’accumulation de tissus adipeux, l’intolérance au glucose et 

l’insulino-résistance sont complètement perdus dans les souris ovariectomisées déficientes pour 

le récepteur nucléaire, démontrant son rôle crucial dans la protection métabolique (Handgraaf et 

al., 2013).  

 Mutant d’inactivation du ERα membranaire : C451A-ERα 

Plus récemment, nous avons développé un modèle de souris ayant une mutation du site de 

palmitoylation du récepteur au niveau de la cystéine 451, remplacée par une alanine, obtenant 

ainsi le premier modèle murin d'abolition des effets MISS de ERα.  

Au niveau vasculaire, les effets protecteurs de l’E2 sur la dilatation artérielle, l’activation de 

la NO synthase endothéliale (eNOS) et la cicatrisation endothéliale après lésion électrique de la 

carotide sont complètement perdus chez les souris C451A-ERα (Adlanmerini et al., 2014) 

démontrant un rôle du ERα membranaire dans ces effets vasculaires protecteurs. 

Sur le plan métabolique, les souris C451A-ERα développent rapidement une obésité et une 

insulino-résistance lorsqu’elles sont nourries par un régime gras mais de manière moins forte que 

les souris ERα-AF2
0 

(Résultats non publiés). 

II.2 Les SERMS : modulateurs sélectifs du récepteur aux œstrogènes alpha 

Le récepteur aux œstrogènes alpha est la cible des œstrogènes endogènes mais il existe 

d’autres composés synthétiques qui miment une partie des effets des œstrogènes et permettent 

ainsi de moduler sélectivement l’activité des récepteurs aux œstrogènes, d’où leur dénomination 

de SERM pour Selective Estrogen-Receptor Modulator ou modulateurs sélectifs du récepteur aux 

œstrogènes. Ces molécules représentent une classe pharmacologique utilisée pour traiter les 

maladies en lien avec les œstrogènes. Actuellement, en clinique, les SERM sont utilisés dans le 

traitement et la prévention du cancer du sein (avec le tamoxifène) et de l’ostéoporose (avec le 

raloxifène). Dans le contexte du traitement hormonal de la ménopause, l’enjeu capital est donc de 

développer un « SERM idéal » capable de mimer les effets bénéfiques des œstrogènes en inhibant 

les effets délétères. En effet, les SERM sont capables d’avoir des actions spécifiques sur certains 

tissus en mimant l’action des œstrogènes (action agoniste) ou à l’inverse en bloquant leurs effets 

dans d’autres tissus (action antagoniste). 



Page | 37  

 

 Les propriétés pharmacologiques des SERM s’expliquent par leur forte affinité pour les 

récepteurs aux œstrogènes et par la conformation différentielle adoptée par ceux-ci en fonction de 

la structure du ligand. En effet, selon la structure de ces molécules lorsqu’elles se lient au 

domaine de liaison au ligand (LDB), la fermeture par l’hélice 12 de ce domaine est modifiée et 

peut adopter une conformation différente de celle adoptée par l’E2. Les co-activateurs, qui 

normalement permettent l’activité transcriptionnelle du récepteur, ne peuvent plus être reconnus 

au profit de co-répresseurs qui vont bloquer la transcription. 

Plus récemment de nouvelles stratégies visant à découpler les effets membranaires des 

effets nucléaires du ERα ont été proposées. 

II.2.1 Activation sélective du ERα membranaire 

 L’EDC 

En 2006, l’équipe du Pr. John Katzenellenbogen produit l’Estrogen Dendrimer Conjugate 

(EDC), qui est l’une des premières stratégies pharmacologiques pour étudier les effets 

membranaires d’ERα. Il est produit par l’attachement d’un œstrogène (éthinyl-œstradiol) à une 

macromolécule synthétique : un dendrimère de poly(amido) amine (PAMAM) par une liaison 

hydrolytiquement stable. Vingt molécules de 17α éthinyl-œstradiol sont couplées à une molécule 

de PANAM contenant 236 fonctions amines (Figure 18). La nature du lien chimique entre le 

PAMAM et l’œstrogène est telle qu’elle permet un accès optimal à l’œstrogène sur son récepteur 

et lui confère alors la même affinité que celle de l’œstrogène seul. En raison de ses charges et de 

sa taille, ce composé reste en dehors du noyau et ne peut initier qu’une signalisation 

extracellulaire (Harrington et al., 2006; Kim and Katzenellenbogen, 2006).  

 

Figure 18 : Structure chimique de l’Estrogen Dendrimer Conjugate (EDC), issue de (Arnal et 

al., 2017) 

Cette première étude in vitro a permis de montrer par fluorescence, dans des cellules 

cancéreuses mammaires, que l’EDC est localisé dans le compartiment extranucléaire. L’EDC est 
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capable d’activer des voies de signalisation comme la phosphorylation de ERK, l’activation des 

MAPK et la phosphorylation de la tyrosine kinase c-Src, mais n’est pas capable d’induire la 

transcription de gènes cibles des œstrogènes. De manière intéressante, contrairement à l’E2, il 

n’induit pas la prolifération de cellules mammaires cancéreuses (Harrington et al., 2006). 

En 2010, la première étude utilisant l’EDC in vivo montre que, comme l’E2, il est capable 

de protection artérielle en activant la production de NO et en accélérant la cicatrisation 

endothéliale après une agression à la carotide. Dans un modèle de souris ApoE 
-/-

, l’EDC, comme 

l’E2 est capable de diminuer l’hyperplasie néo-intimale (prolifération accrue des CML) après 

dénudation de l’endothélium à la carotide. Enfin contrairement à l’E2, l’EDC n’induit pas 

d’hypertrophie utérine et ne favorise pas la croissance de tumeurs mammaires. Dans ce travail, 

les auteurs définissent l’EDC comme le premier SERM non nucléaire. Ils proposent donc 

qu’activer la voie du ERα membranaire pourrait être une bonne stratégie pour les nouveaux 

THM puisque l’EDC favorise la protection cardiovasculaire sans induire la croissance 

tumorale utérine et mammaire (Chambliss et al., 2010). 

 Le PaPE-1 

Plus récemment, l’équipe du Pr. John Katzenellenbogen a développé un nouveau composé 

capable d’activer seulement le ERα membranaire. Il s’agit du Pathway-Preferential Estrogen 1 

(PaPE-1). Celui-ci a été synthétisé en modifiant la structure de l’E2, de manière à conserver ses 

propriétés physico-chimiques mais en diminuant le temps d’interaction avec ER⍺ (Figure 19).  

 

Figure 19 : Structure chimique du Pathway-Preferential Estrogen 1 (PaPE-1), issue de (Arnal 

et al., 2017) 

Dans leur premier travail, cette équipe montre que le PaPE-1 a une affinité 50000 fois 

moins forte pour les récepteurs aux œstrogènes que l’E2. La labilité d’interaction ligand-

récepteur permet d’activer le ERα membranaire mais pas les fonctions nucléaires du récepteur. 
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En effet, ERα n’est pas capable d’interagir avec son co-activateur SRC3 après induction avec le 

PaPE-1 contrairement à l’E2 dans un modèle de cellules cancéreuses mammaires, démontrant 

qu’il n’est pas capable d’activer le ERα nucléaire. A contrario, le PaPE-1 est capable d’activer 

des voies de signalisation rapides comme mTOR et MAPK. Ces activations permettent 

l’expression de gènes via des mécanismes indépendants de la fixation d’ERα sur l’ADN (Madak-

Erdogan et al., 2016). Comme décrit pour l’EDC, sur le plan vasculaire, le PaPE-1 est capable 

d’augmenter la production de NO et d’accélérer la cicatrisation des cellules endothéliales après 

agression à la carotide sans induire de prolifération utérine et mammaire.   

Ces données renforcent l’idée selon laquelle des composés qui activent sélectivement la 

signalisation ER à la membrane plasmique pourraient être développés en tant qu'agents 

thérapeutiques puisqu’ils n’ont pas d’impact sur l’utérus et la glande mammaire, et donc 

n’augmentent potentiellement pas le risque de cancer du sein et de l’endomètre comparés 

aux œstrogènes classiques. L’évaluation de cette stratégie dans la protection artérielle a fait 

l’objet de la première partie de mon travail. 

II.2.2 Activation sélective du ERα nucléaire : L’Estetrol (E4) 

En miroir de l’activation sélective membranaire, l’estetrol (E4) a été décrit comme le 

premier et probablement le seul modulateur sélectif de ER (SERM) naturel et endogène, 

capable d’activer les effets nucléaires d’ERα mais qui est dépourvu des effets membranaires du 

récepteur (Abot et al., 2014).  

 L’Estetrol : un œstrogène endogène spécifique des grands singes 

L’E4 est un œstrogène naturel produit par le foie fœtal chez l’Homme et les grands singes. 

La découverte de ce nouvel œstrogène a été faite en 1965 par Diczfaluzy et al. Le but de leur 

étude était d’étudier le métabolisme de l’E2 au début de l’enfance. Pour cela, les auteurs ont 

administré de l’E2 radiomarqué (C
14

-E2) à trois nourrissons présentant de multiples 

malformations et ont récupéré des échantillons d’urine afin de doser les composés œstrogéniques. 

Ils retrouvent dans ces échantillons la présence d’E1, d’E2 et d’E3 mais de manière surprenante, 

découvrent un nouveau composé présent majoritairement. Ils décrivent ce composé comme un 

stéroïde phénolique possédant 4 groupes hydroxyles (-OH) sans groupe oxo (=O) (Hagen et al., 

1965).  
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Peu de temps après, Gurpide et al, étudient le métabolisme de l’E2 chez la femme enceinte 

et le fœtus. Les auteurs retrouvent un métabolite urinaire plus polarisé que l’E3 et, en comparant 

les spectres infrarouges de cette molécule, concluent que ce composé est identique à celui 

découvert par Diczfaluzy et al. Ils nomment alors cet œstrogène : Estetrol (Gurpide et al., 1966). 

L’isolement et l’identification de ce nouvel œstrogène se fera par Diczfaluzy et al, en extrayant 

200 litres d’urine en fin de grossesse. Ils concluent que l’E4 est synthétisé exclusivement par le 

foie fœtal durant la grossesse, se basant sur de précédentes études montrant que le foie fœtal est 

le site exclusif d’hydroxylations (15α et 16α hydroxylases) nécessaires à la formation de l’E4 

(Zucconi et al., 1967). Les travaux permettant l’étude de la voie de biosynthèse de l’E4 ont 

permis de conclure que l’E2 était le précurseur majeur de l’E4. L’E4 est formé par une première 

15α hydroxylation puis une 16α hydroxylation (Cantineau et al., 1985). Il n’est pas reconverti en 

E3 ou en E2 (Holinka et al., 2008a) (Figure 20). 

 

Figure 20 : Structure chimique de l’Estetrol (E4), issue de (Arnal et al., 2017) 

Les études sur l’affinité de cet œstrogène pour ses récepteurs ont révélé que l’E4 avait une 

affinité et une puissance très faible : 100 fois plus faible que celle de l’E2 (Holinka and Gurpide, 

1979). Après de nombreuses études in vivo révélant que comme l’E2, l’E4 active la prolifération 

utérine, la recherche sur cet œstrogène est abandonnée, considérant que l’E4 est un œstrogène 

faible, et que de plus il ne peut pas servir comme marqueur de bien-être fœtal en raison des fortes 

variations inter- et intra-individuelles des taux plasmatiques.  

Cependant, il paraissait étrange qu’un œstrogène produit en si grande quantité par le foie, 

peu importe le sexe de l’embryon pendant la grossesse, n’ait pas un rôle physiologique 

significatif. En 2001, un projet pour l’étude des propriétés de l’E4 est lancé par la société 

pharmaceutique Pantharei Bioscience. Ils synthétisent l’E4, ce qui leur permet ensuite de réaliser 

de nombreuses études pharmacologiques. Ces études révèlent que la biodisponibilité de l’E4 est 
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élevée et que contrairement aux autres œstrogènes, il dispose d’une longue demi-vie (environ 28 

heures) (Coelingh Bennink et al., 2008a; Visser and Coelingh Bennink, 2009).  

 Vers une utilisation en clinique de l’estétrol 

Des études in vivo chez le rat ont montré que l’E4 possédait de nombreuses actions 

agonistes des œstrogènes puisqu’il était capable de prévenir de la déminéralisation osseuse, 

d’inhiber l’ovulation et de prévenir des bouffées de chaleurs (Coelingh Bennink et al., 2008a, 

2008b; Holinka et al., 2008b). Il a également été montré chez le rat que l’E4 prévient du 

développement de tumeurs mammaires et permet la régression de tumeurs existantes de manière 

dose dépendante (Visser et al., 2012). Enfin des études in vitro sur des lignées cellulaires 

humaines de cancers du sein ont montré que l’E4 agit comme un œstrogène faible et se comporte 

comme un antagoniste de l’E2 sur la prolifération des cellules (Gérard et al., 2015b, 2015a; 

Giretti et al., 2014). 

Ainsi, toutes ces caractéristiques ont conduit à l’utilisation de cette molécule pour une 

application clinique comme THM. Il est actuellement en phase III d’essai clinique sous le nom de 

Donesta® par la société belge Mithra Pharmaceuticals. Il pourrait présenter l’avantage de limiter 

les effets secondaires des traitements hormonaux actuels à base de CEE ou d’E2 (cancer du sein, 

évènements thromboemboliques…). 

Une étude à doses multiples réalisée chez des femmes ménopausées a en effet permis de 

montrer que l’E4, contrairement aux œstrogènes classiques, n’augmente pas les facteurs de la 

coagulation au niveau hépatique, suggérant un risque thromboembolique moindre (Mawet et 

al., 2015). Dans le même temps, cette étude a rapporté que l’E4 avait des effets œstrogéniques sur 

les tissus reproducteurs, sur les bouffées de chaleur et sur le renouvellement osseux (Coelingh 

Bennink et al., 2016, 2017). 

Dans la seconde partie de mon stage, je me suis attachée à évaluer l’impact de cette 

molécule sur le plan vasculaire et métabolique. 
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OBJECTIFS DU PROJET 

Ainsi, les résultats de la littérature proposent deux stratégies totalement différentes (voire 

opposées) pour améliorer le traitement hormonal de la ménopause : 

1/ développer des activateurs sélectifs du ERα membranaire (EDC et PaPE) pour limiter 

l’action des œstrogènes sur l’utérus, 

2/ développer des activateurs sélectifs du ERα nucléaire (E4) pour limiter le risque 

thromboembolique. 

Dans ce contexte, et afin de progresser dans la compréhension des mécanismes d’action de 

ces molécules, le premier objectif de mon projet a été de préciser les rôles respectifs des effets 

nucléaires et membranaires de ERα dans les effets athéroprotecteurs. 

Pour cela deux approches ont été utilisées :  

1. La première en utilisant le modèle de souris génétiquement modifiées pour 

l’adressage membranaire de ERα (ERα-C451A) croisé au modèle de souris 

athérosclérotiques LDLr 
-/-

.  

2. Cette approche génétique a été couplée à une approche pharmacologique en 

utilisant des agonistes sélectifs de chacune des deux voies d’activation du ERα : 

l’EDC et le PaPE-1 pour l’activation sélective membranaire, et l’E4 pour 

l’activation sélective nucléaire. 

Dans chacun de ces modèles, les lésions d’athérome ont été évaluées au sinus aortique après 12 

semaines de régime enrichi en cholestérol. Différents paramètres et notamment les taux de 

cholestérol plasmatique ont été mesurés dans ces expériences. Ce premier travail nous a permis 

de conclure que les effets membranaires n’étaient ni nécessaires ni suffisants pour induire une 

athéroprotection en réponse à l’E2.   

 

Dans la suite de mon projet, je me suis recentrée sur les effets nucléaires et plus 

particulièrement sur l’E4 puisque 1) cet agoniste agit uniquement sur les voies nucléaires du ERα 

et 2) il présente un intérêt clinique comme nouveau traitement de la ménopause.  

Comme décrit dans l’introduction, la ménopause s’accompagne de troubles métaboliques. 

Le second objectif de cette étude a donc été d’évaluer les effets de l’E4 dans un contexte 
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d’obésité (prise de poids, composition corporelle) et des pathologies qui lui sont associées 

(intolérance au glucose, stéatose hépatique, athérosclérose).  

 

Pour cela, les souris femelles LDLr 
-/-

 ovariectomisées ont reçu un régime obésogène de type 

Western Diet (42% de gras et 0,2% de cholestérol) et différents paramètres métaboliques et 

vasculaires ont été mesurés. Le rôle du ERα hépatique dans les effets de l’E4 a été évalué à l’aide 

de souris sélectivement déficientes pour le ERα dans les hépatocytes (système Cre/lox). 
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MATERIELS ET METHODES 

I. Modèles de souris transgéniques 

Tous les animaux utilisés sont maintenus sur portoir ventilé dans une animalerie 

conventionnelle. Les souris femelles sont hébergées dans des cages de 5 animaux, dans un 

environnement à température contrôlée et avec un cycle jour-nuit de 12h. Les expériences ont été 

menées conformément aux directives européennes concernant l’expérimentation animale et 

validées par les comités d’éthique au niveau local et national. 

Les souris femelles invalidées pour le ERα membranaire (ERα-C451A) (Adlanmerini et al., 

2014) générées par la clinique de la souris (Strasbourg, France), ont été croisées avec le modèle 

de souris athéromateuses LDLr 
-/- 

obtenues de Charles Rivers (L’Arbresle, France). 

Les souris femelles déficientes pour le ERα hépatocytaire (Liver ERα Knock Out, LERKO) 

(Guillaume et al., 2019) ont également été croisées avec le modèle de souris athéromateuses 

LDLr 
-/-

. 

Toutes les souris sont sous fond génétique C57BL/6J et les souris génétiquement modifiées 

sont systématiquement comparées à leur contrôle sauvage (littermate). 

II. Chirurgies sur les souris 

II.1 Ovariectomie bilatérale 

A l’âge de 4 semaines (avant la maturité sexuelle), les femelles préalablement anesthésiées 

par une injection intrapéritonéale (IP) d’un mélange de Zoletil (25 mg/kg) / Xylasine (5 mg/kg), 

subissent une ovariectomie bilatérale afin de s’affranchir de la production d’œstrogènes 

endogènes par les ovaires (Figure 21). Pour cela, deux incisions sur les flancs droit et gauche de 

la souris sont réalisées, après ouverture du péritoine, l’ovaire est enlevé grâce à un stylo à 

cautériser. Le péritoine et la peau sont recousus grâce à du fil chirurgical (Optime 4/0, Peters 

Surgical). 
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Figure 21 : Physiologie de l’appareil reproducteur chez la souris femelle, adaptée de 

(Kobayashi and Behringer, 2003) 

II.2 Implantation des capsules ou mini-pompes délivrant les traitements hormonaux 

(composés oestrogéniques) 

Après deux semaines de rémission (soit à 6 semaines de vie), les animaux sont nourris avec 

un régime athérogène (1,25% cholestérol, U8959 Version 0022, Safe) ou obésogène et 

athérogène (42% gras, 0,2% cholestérol, PF4347, Envigo). De manière concomitante, les souris 

sont traitées avec des composés oestrogéniques pendant 9 ou 12 semaines.  

Afin de délivrer les composés oestrogéniques de manière continue, les souris sont 

préalablement anesthésiées par un mélange d’O2/isoflurane et implantées d’une capsule ou d’une 

mini pompe osmotique en sous-cutané, au niveau dorsal. L’opération est renouvelée toutes les 3 

ou 4 semaines pour garantir le maintien de la délivrance des différents composés. 

L’E2 (80 µg/kg/j) ou son contrôle véhicule (Innovativ Research of America, Sarasota, FL) 

sont délivrés par capsule délivrant de manière chronique pendant 4 semaines. 

Le PaPE-1 (8,5 mg dans 20 mg de cholestérol) et son contrôle véhicule (20 mg de 

cholestérol) sont également délivrés par capsules délivrant de manière chronique pendant 4 

semaines (fournies par l’équipe du Pr. John Katzenellenbogen, USA). 

L’EDC (240 µg/kg/j) et son contrôle (dendrimère) (fournis par l’équipe du Pr. John 

Katzenellenbogen, USA) sont délivrés par mini pompes osmotiques (Alzet, modèle 2004) 

délivrant de manière chronique pendant 4 semaines. Préalablement à l’implantation chez la 

souris, les mini pompes sont incubées 12h dans du PBS à 37°C. 
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Concernant le traitement à l’E4, fourni par la société Mithra, nous avons mis au point des 

capsules délivrant de manière chronique. En effet, celles-ci ne sont pas commercialisées. Pour 

cela, l’E4 (Mithra) et du cholestérol (C3045 Sigma-Aldrich) ont été soigneusement mélangés 

sous forme de poudre et compactés dans un moule pour obtenir des capsules (20 mg total avec un 

ratio 1/20 E4/Cholestérol) délivrant de manière chronique pendant 3 semaines (Figure 22).  

 

Figure 22 : Méthode de compaction permettant de fabriquer des capsules d’E4 

III. Analyse des paramètres métaboliques chez la souris 

III.1 Prise pondérale 

Les souris ont été pesées de manière hebdomadaire afin d’évaluer leur prise de poids. Cette 

opération est réalisée toujours à la même heure et le même jour de la semaine. 

III.2 Test de tolérance au glucose : IPGTT 

Le test de tolérance au glucose (Intraperitoneal glucose tolerance test, IPGTT) est réalisé 

après 12h de jeûne. La glycémie (concentration en glucose dans le sang) est mesurée à l’aide d’un 

glucomètre (AccuCheck Performa, Roche) sur une goutte de sang prélevée après amputation de 

l’extrémité de la queue (0,1 mm). Une injection de 1 g/kg de glucose en IP est réalisée et la 

glycémie est mesurée à différents temps : avant l’injection à -30 et 0 min, puis 30, 60 et 90 min 

après l’injection. 
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IV. Dosages sériques 

IV.1 Dosage d’Estétrol 

Dix microlitres de sang de souris préalablement anesthésiées par un mélange de Zoletil 

(25mg/kg) / Xylasine (5mg/kg) ont été récupérés sur des Volumetric Absorptive Microsampling 

VAMS (Neoteryx). Les VAMS imbibés sont séchés 2h à température ambiante puis stockés dans 

une boite étanche d’humidité à -80°C. Les dosages sont réalisés par le laboratoire d’analyse des 

médicaments à l’université de Lièges. L’extraction est effectuée en utilisant 200 µL de méthanol 

contenant 2,5 ng/mL d’un standard interne. Les VAMS sont incubés 5 minutes dans le solvant 

sans agitation puis 5 minutes avec agitation. L’extrait est ensuite placé sur une plaque 

d’élimination des phospholipides (Ostro TM) puis séché sous vide à 50°C pendant 1 heure. Il est 

alors reconstitué dans 50 µL de H2O/méthanol (95/5, v/v) puis séparé par chromatographie 

UHPLC (chromatographie en phase liquide à ultra haute performance) grâce avec un système 

1290 Infinity (Agilent Technologies). La détection se fait par spectrophotométrie de masse en 

tandem (MS/MS) avec une technologie iFunnel (Agilent Technologies). 

IV.2 Dosage des lipides plasmatiques 

Le sang de souris est prélevé au niveau du plexus retro-orbital (sur souris anesthésiées) et le 

sérum des souris est récupéré après centrifugation (13000 rpm à 4°C pendant 15 min). Tous les 

dosages sont réalisés par la plateforme d’Exploration Fonctionnelle (I2MC, Toulouse). Le 

cholestérol total plasmatique est calculé à partir de 3 µL de sérum de façon colorimétrique à 

l’aide du kit cholestérol oxydase (kit CHOD-PAP, Horiba ABX). Les fractions HDL et LDL sont 

isolées à partir de 2,4 µL de sérum et analysées en utilisant respectivement les méthodes ABX 

Pentra HDL Direct CP et ABX Pentra LDL Direct CP (ABX Pentra, Horiba, Montpellier, 

France). Les triglycérides plasmatiques sont analysés à partir de 3 µL de sérum en utilisant le kit 

ABX Pentra Triglycerides CP (ABX Pentra, Horiba, Montpellier, France). 

V. Analyses histo-pathologiques 

V.1 Analyse des plaques d’athérome au sinus aortique 

A la fin du protocole, les animaux reçoivent une dose d’anesthésique Zoletil (25 mg/kg) / 

Xylasine (5 mg/kg). Le cœur des animaux est prélevé puis inclus en OCT (Optimal Cutting 

Temperature compound, Cell-Path). Cent coupes sériées de 10 µm d’épaisseur sont réalisées, à 
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l’aide d’un cryostat, à partir du sommet du ventricule gauche, lors de l’apparition de la première 

valve aortique, jusqu’à l’aorte descendante où les valves aortiques disparaissent (Figure 23).  

 

 

Figure 23 : Représentation schématique des valves du sinus aortique, adaptée de 

www.umcvc.org 

Les coupes sont ensuite colorées à l’huile rouge avec une contre-coloration à l’hématoxyline 

de Mayer. Pour cela, elles sont placées 10 min dans une solution d’huile rouge préalablement 

filtrée (Oil Red O, Sigma, 1g dans 200 mL d’isopropanol et 133 mL d’H2O) et 1 minute dans un 

bain d’hématoxyline de Mayer (Sigma). Après rinçage, les lames sont recouvertes d’un milieu de 

montage glycérol/gélatine (Kaiser’s glycerol gelatine, Millipore) et d’une lamelle.  

Cinq coupes sont retenues pour l’évaluation morphométrique des lésions à l’aide du logiciel 

Leica Application Suite. La taille moyenne des lésions dans ces cinq coupes permet d’estimer 

l’étendue des lésions d’athérome chez chaque animal (Elhage et al., 1997a).  

V.2 Histologie du tissu adipeux périgonadique 

Après prélèvement du tissu adipeux lors de l’euthanasie, un fragment d’environ 100 mg de 

celui-ci est placé dans une cassette histologique puis fixé dans du paraformaldéhyde 4% (Electron 

Microscopy Sciences) pendant 24h. Il est ensuite inclus en paraffine et des coupes de 5 µm 

d’épaisseur sont réalisées à l’aide d’un microtome, puis colorées à l’hématoxyline/éosine (H/E). 

Les lames déparaffinées et hydratées sont immergées dans un bain d’Hématoxyline de Mayer 

(Sigma) pendant 30 min puis, après rinçage, trempées 30 sec dans une solution d’éosine (Sigma). 
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Après trois bains de 5 min dans de l’éthanol 100% (Sigma), les lames sont immergées 5 min dans 

l’Histoclear (Euromedex) et montées sous lamelle. Les images sont capturées avec une caméra 

vidéo Nikon Coolpix 4500 et la taille moyenne des adipocytes est calculée à l’aide du logiciel 

ImageJ.  

V.3 Analyse de la stéatose hépatique 

V.3.1 Analyse des lipides neutres hépatiques 

Les dosages des lipides neutres (triglycérides et cholestérol ester) intra-hépatiques ont été 

réalisés sur le plateau technique de lipidomique (Plateau MetaToul, I2MC, Toulouse) à partir de 

50 mg de foie broyé au FastPrep dans des tubes Lysing Matrix D (MP) avec 1 mL de solution 

méthanol / 5mM EGTA (2 :1, v/v). Les lipides ont ensuite été extraits selon la méthode Bligh & 

Dyer à partir d’un volume correspondant à 2 mg de tissu dans un mélange de 

chloroforme/méthanol/eau (2,5 : 2,5 : 2, v/v/v) en présence des standards internes de lipides de 

synthèse suivants : 4 µg de cholesteryl hepatdecanoate (Cholestérol ester C19, standard interne 

des esters de cholestérol, Sigma) et 12 µg de glyceryltrinonadecanoate (TG 19, standard interne 

des triglycérides, Sigma) permettant une quantification relative. Après ajout de 2,5 mL de 

méthanol, 2,5 mL de chloroforme et 2,5 mL d’H2O, la solution est centrifugée (6 min à 2500 

rpm) puis la phase inférieure, correspondant à la phase organique est prélevée et évaporée sous 

flux d’azote. Les lipides neutres sont ensuite repris dans 50 µL d’acétate d’éthyl, puis séparés et 

analysés par chromatographie en phase gazeuse dans un système Focus Thermo Electron équipé 

d’une colonne capillaire Zebron-1 Phenomenex. 

V.3.2 Analyse histologique du foie pour évaluation de la stéatose hépatique 

Coloration Hématoxyline/Eosine (H/E) 

Après prélèvement du foie lors de l’euthanasie, un quart du grand lobe du foie est prélevé et 

placé dans une cassette histologique puis fixé dans du paraformaldéhyde 4% (Electron 

Microscopy Sciences) pendant 24h. Il est ensuite inclus en paraffine et des coupes de 5 µm 

d’épaisseur sont réalisées à l’aide d’un microtome puis colorées à l’hématoxyline/éosine (H/E). 

Le protocole de coloration est le même que celui décrit pour le tissu périgonadique dans la partie 

V.2. 

Coloration à l’Huile rouge 
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Un quart de lobe est inclus dans un moule (Tissue-Tek Cryomold 4565, Sakura) rempli 

d’OCT et immergé dans de l’isopentane (Cell-Path) refroidi dans de l’azote liquide. Des coupes 

de 4 µm sont réalisées à l’aide d’un cryostat puis colorées à l’huile rouge (Sigma) et contre 

colorées à l’hématoxyline de Mayer. Le protocole de coloration est le même que celui décrit dans 

la partie V.1 pour les sinus aortiques. 

Les lames sont ensuite scannées (Hamamatsu, NanoZoomer) et visualisées à l’aide du 

logiciel NDPView 1.2. 

VI. Analyse de la quantité en ARNm par RT-qPCR 

VI.1 Extraction d’ARNm 

Les ARN totaux sont extraits à partir d’aorte entière ou de 50 mg de foie (lobe inférieur 

gauche). Les échantillons tissulaires (aorte et foie) sont broyés à l’aide du Precellys 24 Lysis and 

Homogeniser (Bertin Technologies ®) dans des tubes Lysing Matrix D (MP) contenant 500 µL 

de QIAzol Lysis Reagent (Qiagen). Après ajout de 100 µL de chloroforme, les échantillons sont 

agités 2 fois 15 secondes puis centrifugés 15 min à 4°C à 13000 rpm. La phase supérieure 

(contentant les ARN) est récupérée dans le même volume d’éthanol 70%. Les ARN totaux sont 

extraits grâce au kit GenElute Total Mammalian RNA (Sigma). Ils sont ensuite dosés au 

NanoDrop afin d’estimer leur concentration (absorbance à 260 nm) et leur pureté déterminée par 

la valeur des ratios des absorbances mesurées à 230 et 280 nm (les ratios 260/230 nm et 260/280 

nm permettent d’évaluer respectivement la présence résiduelle de solvants et la contamination 

éventuelle par des protéines). 

VI.2 Rétro-transcription des ARNm en ADN complémentaires (ADNc) 

La transcription reverse s’effectue à partir de 500 ng d’ARN pour l’aorte et 1000 ng par le 

foie. Cette réaction enzymatique est réalisée à l’aide d’un kit (High Capacity DNA reverse 

transcriptase, Applied Biosystems) contenant un tampon, des amorces aléatoires, des 

désoxyribonucléotides (dNTPs) et l’enzyme réverse transcriptase (MultiScribe ®). La réaction 

s’effectue pendant 10min à 25°C et 2h à 37°C dans 20 µL final.  

VI.3 Quantification de l’expression relative des ARNm par qPCR   

Les ADNc dilués au 1/5
ème

 pour l’aorte et au 1/10
ème

 pour le foie sont analysés par PCR 

quantitative à l’aide du SsoFast EvaGreen ® Supermix (Biorad) (contenant la polymérase (SSo7d 

fusion), les dNTPs, et l’intercalant de base fluorescent (EvaGreen Dye)) et d’amorces ciblant les 
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transcrits d’intérêt (Tableau 1). Les réactions de qPCR ont été réalisées sur un appareil StepOne 

+ (Applied Biosystems).  

 

Tableau 1 : Séquences des amorces 

 

Les amorces ont été conçues à l’aide du logiciel Primer Blast et synthétisées par Sigma. 

Leur efficacité (comprise entre 95 et 105%) a été vérifiée grâce au logiciel LinReg. Les résultats 

sont normalisés par rapport aux gènes de ménage (Tumor Protein, Translationally-Controlled 1 : 

TPT1 pour l’aorte et Peptidylprolyl Isomerase A : PPIA pour le foie) puis par rapport au groupe 

contrôle. Ils sont représentés comme ratio d’expression relative (2
-ΔCt

, ΔCt = Ct Gène 

d’intérêt − Ct Gène de ménage).  

VII. Analyses statistiques  

Toutes les statistiques et les graphiques ont été réalisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism 

6 
TM

. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (Standard Error of the Mean).  

Pour tester l’effet des traitements une ANOVA (Analysis of variance) à 1 facteur a été 

réalisée. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 

Afin de tester le rôle respectif d’un traitement et du génotype, un test ANOVA à 2 facteurs 

a été réalisé. Quand une interaction est observée entre deux facteurs (p<0.05), l’effet du 

traitement a été étudié pour chaque génotype à l’aide d’un test post test Fischer LSD (Least 

Significant Difference). 
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RESULTATS 

Il est maintenant bien établi que les œstrogènes, et notamment l’E2, possèdent des effets 

bénéfiques sur le système cardiovasculaire : accélération de la cicatrisation endothéliale, 

prévention de l’hyperplasie néo-intimale, augmentation de la production de NO et prévention de 

l’athérosclérose (Billon-Galés et al., 2009; Brouchet et al., 2001; Smirnova et al., 2015). Tous ces 

effets sont relayés par le récepteur ERα qui peut agir soit dans le noyau (action nucléaire), soit à 

la membrane (action membranaire). L’activation sélective du ERα membranaire a été proposée 

comme une stratégie d’amélioration du traitement hormonal de la ménopause (THM).  

Dans ce contexte, la première partie de mon projet a été d’étudier le découplage des deux 

voies d’activation du ERα (nucléaire et membranaire) dans la prévention de l’athérosclérose 

grâce à une approche de souris génétiquement modifiées et une approche pharmacologique avec 

des activateurs sélectifs pour le ERα membranaire ou nucléaire. 

I. Découplage des effets membranaires et nucléaires du ERα dans la prévention de 

l’athérosclérose 

I.1 Approche génétique 

Pour définir le rôle du ERα membranaire sur la prévention de l’athérome, nous avons utilisé 

le modèle de souris génétiquement modifiées pour la perte de fonction du ERα membranaire 

(ERα-C451A) croisées au modèle de souris athérosclérotiques LDLr 
-/-

. La perte de localisation 

du ERα membranaire et des voies d’activation qui lui sont spécifiques dans les souris ERα-

C451A ont été validés dans des études préalables au laboratoire (Adlanmerini et al., 2014).  

Les souris femelles ERα-C451A LDLr 
-/-

 et leurs contrôles ERα-WT LDLr 
-/-

 issues de ces 

croisements ont été ovariectomisées à l’âge de 4 semaines pour s’affranchir de la production 

d’œstrogènes endogènes. Après deux semaines de rémission, une administration d’E2 exogène 

(ou d’un contrôle véhicule) a été réalisée à l’aide de capsules à libération prolongée, implantées 

en sous-cutané pendant 12 semaines. De manière concomitante, les souris ont été nourries avec 

un régime athérogène (1,25% de cholestérol). A 18 semaines d’âge, les animaux ont été mis à 

mort après un jeûne sur la nuit et différents tissus ont été collectés (Figure 24A). L’imprégnation 

œstrogénique des souris a été validée en pesant les uteri. Comme attendu, l’ovariectomie des 

souris s’est traduite par une atrophie de l’utérus (avec un poids de tissu inférieur à 10 mg) alors 
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que l’ajout d’E2 s’est accompagné d’une augmentation significative du poids de l’utérus. Cette 

hypertrophie utérine est observée de manière équivalente dans les 2 génotypes de souris (ERα-

WT LDLr 
-/- 

et ERα-C451A LDLr 
-/-

)
 
comme en atteste l’absence d’interaction, révélée par le test

 

ANOVA à 2 facteurs (Figures 24B et 24C). Ce résultat témoigne de l’absence d’impact de la 

mutation ERα-C451A sur l’imprégnation utérine en réponse à l’E2 comme déjà établi dans les 

études précédentes (Adlanmerini et al., 2014). 

Pour analyser le développement des plaques d’athérome chez ces souris, des coupes de 

cœur ont été réalisées au sinus aortique, et l’accumulation des lipides a été quantifiée après 

marquage à l’huile rouge. Comme attendu, nous avons observé une diminution significative des 

plaques d’athérome chez les souris contrôles ERα-WT LDLr 
-/-

 ayant reçu un traitement à l’E2 

comparées aux souris contrôles. Un effet protecteur de l’E2 a été observé de façon similaire chez 

les souris ERα-C451A LDLr 
-/- 

(Figure 24D et 24E). De façon cohérente, nous avons observé 

une diminution de l’expression de gènes marqueurs d’adhésion endothéliale et de l’inflammation 

(VCAM-1 et MCP1) chez les souris sous E2 et indépendamment du génotype des souris (ERα-

WT LDLr 
-/- 

et ERα-C451A LDLr 
-/-

) (Figure 24F). L’analyse du cholestérol total plasmatique 

montre un effet hypolipémiant de l’E2 dans les deux génotypes de souris également (Figure 

24G). 

L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure que le ERα membranaire n’est pas 

nécessaire pour la prévention de l’athérosclérose au niveau du sinus aortique en réponse à 

l’E2. 
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Figure 24 : Le ERα membranaire n’est pas nécessaire pour la prévention des lésions 

athérosclérotiques au niveau du sinus aortique en réponse à l’E2.  

Les souris ERα-WT LDLr 
-/-

 et ERα-C451A LDLr 
-/-

, ovariectomisées à l’âge de 4 semaines, ont reçu des capsules 

délivrant soit un véhicule (Veh) soit de l’E2, et ont été placées sous régime athérogène de 6 à 18 semaines (A). 

Photos représentatives (B) et poids des utéri (C). Photos représentatives (D) et quantification des lésions au sinus 

aortique (E). Niveau d’expression des ARNm de VCAM-1 et MCP1 dans l’aorte normalisé par le niveau 

d’expression de l’ARNm de TPT1 (F). Taux de cholestérol plasmatique (G). Les résultats sont exprimés en moyenne 

± SEM. Pour tester l’effet du génotype et de l’E2, une ANOVA à 2 facteurs a été réalisée.  
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I.2 Approche pharmacologique 

I.2.1 Activation sélective de la voie membranaire : EDC et PaPE-1 

Pour compléter cette approche par invalidation de fonction, le développement des plaques 

d’athérome a été mesuré chez les souris femelles LDLr 
-/-

 ovariectomisées, recevant un traitement 

pharmacologique avec des activateurs sélectifs de la voie membranaire (l’EDC et le PaPE-1).  

Des souris traitées à l'E2 ont été utilisées comme contrôle positif.  

Comme publié par d’autres équipes (Chambliss et al., 2010; Madak-Erdogan et al., 2016), 

ces deux molécules n’induisent pas d’hypertrophie utérine contrairement à l’E2 (Figure 25A et 

25B). La bonne délivrance du traitement a été vérifiée par l’induction de l’expression d’ARNm 

de l’adiponectine dans le foie (Madak-Erdogan et al., 2016) (Figure 25C). Le niveau de lésions 

au sinus aortique a été mesuré, et nos résultats montrent que ni l’EDC, ni le PaPE-1 ne diminue le 

niveau de plaque d’athérome (Figure 25E et 25F). Ces molécules ne sont pas capables 

d’induire une athéroprotection au niveau du sinus aortique, contrairement à l’E2 qui, à une 

dose équivalente, diminue les lésions athérosclérotiques de 70%. De plus, alors qu’on retrouve 

comme attendu l’effet hypocholestérolémiant de l’E2, l’EDC et le PaPE-1 n’ont pas d’effet sur le 

taux de cholestérol plasmatique (Figure 25D). L’ensemble de ces résultats nous permet de 

conclure que l’activation du ERα membranaire n’est pas suffisante pour induire une 

prévention de l’athérosclérose au niveau du sinus aortique en réponse à l’E2. 
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Figure 25 : Le ERα membranaire n’est pas suffisant pour la prévention des lésions 

d’athérome au niveau du sinus aortique. 

Les souris LDLr 
-/-

 ovariectomisées à l’âge de 4 semaines, ont reçu des capsules délivrant soit un véhicule (Veh), de 

l’E2 ou du PaPE-1, soit des mini pompes délivrant l’EDC ou son contrôle Dendrimère (Dend). Les souris ont été 

placées sous régime athérogène pendant 9 semaines. Photos représentatives des uteri (A) et poids des utéri (B). 

Niveau d’expression des ARNm de l’adiponectine dans le foie normalisé par le niveau d’expression des ARNm de 

PPIA (C). Taux de cholestérol plasmatique total (D). Photos représentatives des dépôts lipidiques au niveau du sinus 

aortique après coloration à l’huile rouge (E) et quantification des lésions au niveau du sinus aortique (F). Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Pour tester l’effet des différents traitements, une ANOVA à un facteur a 

été réalisée (*p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.001). 



Page | 57  

 

Ce travail a fait l’objet d’une publication dans le « Journal of the American Heart 

Association » en 2018, présenté en Annexe 1 de ce manuscrit.  

I.2.2 Activation sélective de la voie nucléaire : Estétrol (E4) 

L’activation du ERα membranaire ne semble pas impliqué dans l’athéroprotection des 

œstrogènes, notre intérêt s’est alors porté sur l’effet de l’estétrol dans la prévention de 

l’athérome. En effet, ce dernier est un œstrogène naturel et endogène, capable d’activer 

sélectivement la voie nucléaire du récepteur aux œstrogènes.  

Pour évaluer son impact dans la prévention de l’athérome, nous avons tout d’abord mis en 

place un processus permettant de délivrer l’E4, dans des capsules, de manière chronique. Le 

traitement chronique par l’E2 se fait grâce à des capsules commercialisées (Innovative Research), 

cependant il n’en existe pas pour l’E4. Nous avons précédemment validé ce processus et cette 

délivrance avec l’E2 (Fontaine et al., 2020) (Annexe 2). 

 Mise en place de capsules délivrant l’E4 de manière prolongée 

Afin de mettre en place les capsules, de la poudre de cholestérol et d’E4 ont été mélangées 

et compactées. Pour tester l’efficacité de ces capsules, des souris C57BL/6J ont été 

ovariectomisées à l’âge de 4 semaines et implantées 2 semaines plus tard d’une capsule d’E4 ou 

d’un véhicule en sous-cutané pendant 3 semaines. Une goutte de sang prélevé à la queue a été 

récupérée après 1, 2 et 3 semaines de traitement afin de doser l’E4 circulant. Grâce à une 

collaboration avec le laboratoire d’analyse du médicament à Lièges, les résultats des dosages ont 

permis de montrer que les capsules d’E4 délivraient 5 ng/mL après 3 semaines de traitement 

(Figure 26A). A la fin du protocole, l’utérus a été pesé afin de vérifier la bonne imprégnation 

œstrogénique (Figure 26B). 
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Figure 26 : Dosage sanguin de l’E4 

La concentration d’estétrol dans le sang a été calculée après 1, 2 et 3 semaines de traitement (A). Le poids utérin a 

été mesuré à la fin des 3 semaines de protocole (B). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Pour tester 

l’effet de l’E4, un t-test a été réalisé (***p < 0.001). 

 

 Effet de l’E4 sur la protection contre l’athérosclérose 

L’effet de l’E4 dans la prévention athéromateuse a été étudié grâce à ces nouvelles capsules 

dans le modèle de souris femelles LDLr 
-/-

 ovariectomisées et recevant un régime athérogène 

(1,25 % cholestérol) pendant 12 semaines, comme précédemment décrit pour l’E2. 

L’analyse des lésions d’athérome au sinus aortique à la fin du protocole a permis de 

montrer une nette diminution des lésions (Figure 27A) chez les souris traitées par l’E4 

comparées à leur contrôle. La mesure de la quantité de cholestérol plasmatique a permis de 

montrer que, comme l’E2 et à l’inverse de l’EDC et du PaPE-1, l’E4 avait un effet 

hypocholestérolémiant dans ces conditions (Figure 27B). L’expression génique dans l’aorte de 

VCAM-1, marqueur d’adhésion des cellules immunitaires, a montré une diminution dans les 

souris traitées à l’E4 (Figure 27C). 
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Figure 27 : L’E4 est capable d’induire une athéroprotection 

Les souris LDLr 
-/-

 ovariectomisées à l’âge de 4 semaines, ont reçu des capsules délivrant soit un véhicule (Veh) soit 

de l’E4, et ont été placées sous régime athérogène pendant 9 semaines. Photos représentatives et quantification des 

lésions d’athérome au sinus aortique (A). Taux de cholestérol plasmatique total (B). Niveau d’expression des ARNm 

de VCAM-1 dans l’aorte normalisé par le niveau d’expression des ARNm de TPT1 (C). Les résultats sont exprimés 

en moyenne ± SEM. Pour tester l’effet de l’E4, un t-test a été réalisé (*p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.001). 

 

Ces résultats ont donc permis de montrer que contrairement à l’EDC et au PaPE-1, l’E4 

était capable de prévenir des dépôts d’athérome au sinus aortique.  

II. Etude des effets de l’E4 dans un contexte de désordre métabolique 

Outres les effets délétères sur le système cardiovasculaire, la ménopause s’accompagne 

également d’une augmentation des troubles métaboliques. Comme l’ont montré de nombreuses 

études épidémiologiques et cliniques dont l’étude WHI, les œstrogènes et notamment l’E2 

préviennent de ces effets délétères (Salpeter et al., 2006). 

La suite de mon projet s’est donc portée sur l’effet de l’E4 sur les complications 

métaboliques dans un contexte d’obésité. Pour répondre à cette question, les souris LDLr 
-/-

 

ovariectomisées ont été traitées avec des capsules d’E4 ou d’un véhicule (Veh) et nourries avec 

un régime obésogène de type « Western Diet » (0,2% de cholestérol et 42 % de gras) pendant 9 

semaines (Figure 28A). 
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II.1 Obésité et intolérance au glucose 

Afin d’évaluer l’impact de l’E4 sur la prise de poids dans un contexte d’obésité, les souris 

ont été pesées de manière hebdomadaire pendant les neuf semaines de protocole. Ce suivi de 

poids a révélé que l’E4 protège de l’obésité induite par le régime obésogène dès les premières 

semaines de régime (Figure 28B). A la fin de l’expérience, les souris traitées par l’E4 avaient 

pris beaucoup moins de poids que les souris contrôles. Cette diminution du poids total de la 

souris est accompagnée d’une diminution de la quantité des tissus adipeux avec moins de tissus 

adipeux sous cutanés (SC), périgonadiques (PG) et mésentériques (Mes) (Figure 28C). De façon 

cohérente, les marquages hématoxyline/éosine du tissu adipeux périgonadique ont montré une 

diminution significative de l’aire moyenne des adipocytes chez les souris traitées par l’E4 

(Figure 28D). Afin d’évaluer l’impact de l’E4 sur la régulation de la glycémie, un test de 

tolérance au glucose par voie intrapéritonéale a été réalisé. Nous avons observé que l’E4 prévient 

également de l’intolérance au glucose induite par le régime obésogène (Figure 28E).  
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Figure 28 : L’estétrol prévient de la prise de poids et de l’intolérance au glucose  

Les souris LDLr 
-/-

, ovariectomisées à l’âge de 4 semaines ont été traitées avec de l’E4 ou un véhicule (Veh) et 

nourries avec un régime obésogène pendant 9 semaines (A). Prise de poids hebdomadaire (B). Distribution des tissus 

adipeux, SC : sous cutané, PG : périgonadique, Mes : mésentérique à la fin de l’expérience (C). Surface moyenne des 

adipocytes du tissu adipeux périgonadique et images représentatives d’une coupe de tissus adipeux colorée à 

l’hématoxyline/éosine (D). Test de tolérance au glucose en intrapéritonéal (E). Les résultats sont exprimés en 

moyenne ± SEM. Pour tester l’effet de l’E4, un t-test a été réalisé (*p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.001). 
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II.2 Athérosclérose et stéatose hépatique 

Nous avons également évalué l’effet de l’E4 sur l’athérosclérose dans ce contexte d’obésité 

sur ces souris LDLr 
-/-

. Les lésions au sinus aortique ont été évaluées et, comme observé en 

condition non obésogène (Figure 27), le traitement des souris par l’E4 conduit à une diminution 

des plaques d’athérome (Figure 29A). L’analyse de l’expression génique montre une diminution 

des marqueurs de l’activation endothéliale comme ICAM-1 et VCAM-1 dans l’aorte des souris 

traitées à l’E4 (Figure 29B). De plus, ce traitement diminue le niveau d’ARNm des cytokines 

inflammatoires comme l’interleukine 1 beta IL1, la protéine inflammatoire des macrophages 

1 alpha (Macrophage Inflammatory Protein 1-alpha, MIP1α), et l’expression de marqueur des 

macrophages (Cluster of Differentiation, CD68). 

L’estétrol est donc capable d’induire une athéroprotection dans un contexte d’obésité. 

 

 

Figure 29 : L’estétrol prévient de l’athérosclérose induite par un régime obésogène 

Photos représentatives et quantification des dépôts lipidiques au niveau du sinus aortique après coloration à l’huile 

rouge (A). Niveau d’expression des ARNm de VCAM-1, ICAM1, MIP1α, IL1β et CD68 dans l’aorte, normalisé par le 

niveau d’expression de l’ARNm de TPT1 (B). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Pour tester l’effet de 

l’E4, un t-test a été réalisé (*p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.001). 
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Ces effets protecteurs sont également associés à une prévention de la stéatose hépatique. En 

effet, comme le montre les images histologiques de coupes de foie colorées à 

l’hématoxyline/éosine, on observe une accumulation de gouttelettes lipidiques dans le foie des 

souris contrôles (Veh), alors que celles-ci sont absentes dans le foie des souris traitées à l’E4 

(Figure 30A). En accord avec ces résultats histologiques, l’analyse des lipides intra-hépatiques 

montre une diminution des triglycérides et du cholestérol ester chez les souris traitées à l’E4 

(Figure 30B). 

 

Figure 30 : L’estétrol prévient de la stéatose hépatique induite par un régime obésogène 

L’analyse de l’accumulation des lipides dans le foie a été réalisée sur les souris LDLr 
-/-

, ovariectomisées à l’âge de 4 

semaines, traitées avec de l’E4 ou un véhicule (Veh), et nourries avec un régime obésogène et athérogène pendant 9 

semaines. Photos représentatives des gouttelettes lipidiques dans le foie après coloration à l’hématoxyline/éosine (A). 

Mesure du contenu intra-hépatique en triglycérides et cholestérol ester (B). Les résultats sont exprimés en moyenne ± 

SEM. Pour tester l’effet de l’E4, un t-test a été réalisé (**p<0.01, ***p< 0.001). 

 

Ces résultats montrent donc que l’E4 est capable de prévenir des désordres 

métaboliques, comme la prise de poids, l’intolérance au glucose, l’athérosclérose et la 

stéatose hépatique, induits par un régime obésogène. 

 

II.3 Etude des cibles cellulaires impliquées dans ces effets protecteurs 

Dans la suite du projet, nous avons cherché à déterminer l’implication du ERα hépatique 

dans ces effets protecteurs de l’E4. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement à ce tissu 

car des études précédentes ont montré un rôle du ERα hépatique dans la prévention de la stéatose 

en réponse à l’E2 (Guillaume et al., 2019; Zhu et al., 2013). Il a également été proposé que le 

ERα hépatique pouvait contribuer au rôle athéroprotecteur de l’E2 en accélérant le transport 

« reverse » du cholestérol (Zhu et al., 2018).   
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Pour cela, nous avons croisé les souris LERKO (délétion spécifique du ERα dans les 

hépatocytes) avec les souris LDLr 
-/-

. La validation du modèle a été réalisée en vérifiant la 

diminution du niveau d’ARNm de ERα dans le foie des souris (Figure 31). 

 

Figure 31 : Validation du modèle LERKO-LDLr
-/- 

Niveau d’expression des ARNm de ERα dans le foie, normalisé par le niveau d’expression de l’ARNm de PPIA. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Pour tester l’effet de l’E4, un t-test a été réalisé (**p<0.01). 

Pour évaluer l’impact de cette délétion, ces souris, comme pour les expériences 

précédentes, ont été ovariectomisées à l’âge de 4 semaines puis, à l’âge de 6 semaines, traitées 

avec de l’E4 ou un véhicule (Veh) et nourries avec un régime obésogène pendant 9 semaines. 

Dans ces conditions, la protection vis-à-vis de la prise de poids conférée par l’E4 dans les souris 

déficientes pour le ERα hépatocytaire (LERKO-LDLr 
-/-

) est similaire à celle observée chez les 

souris contrôles WT-LDLr 
-/- 

(Figure 32A). En conséquence, la diminution de l'accumulation de 

masse grasse chez les souris traitées à l’E4 est la même chez les souris WT-LDLr 
-/-

 et LERKO-

LDLr 
-/- 

(Figure 32C). De plus, l'exposition à l'E4 a protégé de manière similaire les souris 

femelles LERKO-LDLr 
-/- 

et leur contrôle WT-LDLr 
-/- 

de l'intolérance au glucose induite par le 

régime obésogène et athérogène (Figure 32B). Ces résultats montrent que le ERα hépatique n’est 

pas nécessaire pour relayer les effets protecteurs de l’E4 sur l’obésité et l’intolérance au glucose. 
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Figure 32 : Le ERα hépatique n’est pas nécessaire pour l’effet protecteur de l’E4 contre 

l’obésité et l’intolérance au glucose induite par un régime obésogène 

Les souris LERKO-LDLr 
-/-

 et leur contrôle WT-LDLr 
-/- 

ont été ovariectomisées à l’âge de 4 semaines, après deux 

semaines de rémission, elles sont traitées avec de l’E4 ou son contrôle (Veh) et nourries avec un régime obésogène et 

athérogène pendant 9 semaines. Poids corporel à la fin de l’expérience (A). Test de tolérance au glucose réalisé à 

l’âge de 9 semaines (B) et distribution des tissus adipeux à la fin du protocole (C). Les résultats sont exprimés en 

moyenne ± SEM. Pour tester les rôles respectifs du traitement à l’E4 et du génotype, une ANOVA à 2 facteurs a été 

réalisée.  

De plus, nous n'avons observé aucune différence dans la protection contre les dépôts de 

lipides conférée par l’E4 chez les souris LERKO-LDLr 
-/- 

comparées aux souris WT-LDLr 
-/-

 

(Figure 33A). Les analyses des quantités de HDL-cholestérol plasmatique (Figure 33B) et de 

LDL-cholestérol (Figure 33C) ont révélé un profil similaire entre les souris déficientes pour le 

ERα hépatique et leur contrôle. En revanche, alors que l’E4 diminue la quantité de triglycérides 

plasmatiques chez les souris WT-LDLr 
-/-

, cet effet est totalement perdu chez les souris LERKO-

LDLr 
-/-

 (Figure 33D). 
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Figure 33 : Le ERα hépatique n’est pas nécessaire pour l’effet athéroprotecteur de l’E4 

Les souris LERKO-LDLr 
-/-

 et leur contrôle WT-LDLr 
-/- 

ont été ovariectomisée à l’âge de 4 semaines, après deux 

semaines de rémission, elles sont traitées avec de l’E4 ou son contrôle (Veh) et nourries avec un régime obésogène et 

athérogène pendant 9 semaines. Photos représentatives des dépôts lipidiques au niveau du sinus aortique après 

coloration à l’huile rouge et quantification des lésions (A). Mesure de la quantité plasmatique d’HDL-Cholestérol 

(B), de LDL-Cholestérol (C) et de triglycérides (D). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Pour tester les 

rôles respectifs du traitement à l’E4 et du génotype, une ANOVA à 2 facteurs a été réalisée. Lorsqu’il y avait 

interaction, un post test Fisher a été appliqué (E4 versus Veh ***p< 0.001). 

 
 

L’impact de la déficience en ERα hépatique sur l’effet protecteur de l’E4 contre la 

stéatose hépatique a ensuite été étudié. L'analyse des gouttelettes lipidiques dans le foie par 

marquage à l’hématoxyline/éosine (Figure 34A) et à l’huile rouge (Figure 34B), et la mesure de 

la quantité intrahépatique en triglycérides et en esters de cholestérol (Figure 34C) ont révélé que 

la protection hépatique conférée par l’E4 était complètement abolie chez les souris LERKO-

LDLr 
-/-

.  
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Figure 34 : Le ERα hépatique est nécessaire pour l’effet protecteur de l’E4 contre la stéatose 

hépatique induite par un régime obésogène 

Les souris LERKO-LDLr 
-/-

 et leur contrôle WT-LDLr 
-/- 

ont été ovariectomisée à l’âge de 4 semaines, après deux 

semaines de rémission, elles sont traitées avec de l’E4 ou son contrôle (Veh) et nourries avec un régime obésogène et 

athérogène pendant 9 semaines. Photos représentatives de coupes de foie marquées à l’hématoxyline/éosine (A) et à 

l’huile rouge (B). Quantité de triglycérides et cholestérol ester intra-hépatique (C). Les résultats sont exprimés en 

moyenne ± SEM. Pour tester les rôles respectifs du traitement à l’E4 et du génotype, une ANOVA à 2 facteurs a été 

réalisée. Lorsqu’il y avait interaction, un post test Fisher a été appliqué (E4 versus Veh ***P < 0.001). 

 

Dans l'ensemble, ces données montrent que la plupart des actions protectrices (contre 

l’athérosclérose, l’obésité et l’intolérance au glucose) de l’E4 dans un contexte de stress 

métabolique sont indépendantes du ERα hépatocytaire. Cependant nos résultats révèlent 

l’importance du ERα hépatique dans la prévention de la stéatose hépatique.  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

En France, les femmes passent pratiquement un tiers de leur vie en ménopause. Cette 

période  peut être associée à de nombreux troubles (symptômes vasomoteurs, troubles du 

sommeil, …) impactant fortement la qualité de vie. Pour limiter ces effets indésirables, les 

femmes peuvent être traitées avec un traitement hormonal de la ménopause (THM). Dans les 

années 90, près de 2 femmes occidentales sur 3 prenaient ce traitement. Mais en 2002, la 

publication du grand essai d’intervention WHI a complètement modifié l’utilisation du THM 

puisque ce sont désormais moins de 10% des françaises qui bénéficient d’un traitement 

hormonal ; et ceci bien que les ré-analyses de l’étude WHI aient montré que l’augmentation des 

risques coronariens était due au délai de prise du traitement entre le début de la ménopause et le 

début du traitement, et/ou à un âge avancé (Manson et al., 2017). L’amélioration du THM reste 

donc un enjeu majeur pour la santé des femmes.  

Les données expérimentales démontrent que le 17β-œstradiol (E2), œstrogène majoritaire, 

est crucial pour assurer une bonne fonction artérielle notamment par la production de NO (Nitric 

Oxide) et le remodelage artériel en réponse au flux (Darblade et al., 2002; Tarhouni et al., 2013, 

2014). L’E2 joue également un rôle préventif dans les pathologies artérielles comme 

l’athérosclérose et l’hypertension artérielle et il permet d’accélérer la cicatrisation endothéliale et 

de limiter l’hyperplasie néointimale après une agression du vaisseau (Figure 35) (Billon-Galés et 

al., 2009; Brouchet et al., 2001; Chappell et al., 2003; Elhage et al., 1997a; Pollow et al., 2015; 

Smirnova et al., 2015). 
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Figure 35 : Effets vasculoprotecteurs de l’E2 

Cette action est relayée par le récepteur aux œstrogènes alpha (ERα) et plus précisément 

par le ERα de la cellule endothéliale (Billon-Galés et al., 2009; Tarhouni et al., 2013; Toutain et 

al., 2009) à l’exception de la prévention de l’hyperplasie néointimale dont la cible cellulaire est la 

cellule musculaire lisse (Smirnova et al., 2015). La modulation sélective du ERα est une stratégie 

développée pour optimiser la balance bénéfice/risque de l’action œstrogénique. Cette modulation 

sélective peut reposer sur différentes approches :  

- Le ciblage cellulaire préférentiel comme cela a été proposé en conjuguant le GLP-1 

(Glucagon-Like Peptide 1) à l’E2, permettant une délivrance spécifique des œstrogènes 

aux tissus exprimant le récepteur au GLP-1 (GLP-1R) dans l’intestin et le cerveau. Ce 

ciblage sélectif pourrait permettre le traitement de l’obésité sans induire de réponse 

proliférative sur les tissus reproducteurs ou de défaut de l’axe reproducteur (Finan et al., 

2012; Vogel et al., 2016). Cependant ce ciblage reste compliqué dans le cadre de la 

protection vasculaire car il existe peu de récepteurs spécifiques des cellules 

endothéliales. 
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- La dégradation du récepteur dans certains tissus comme le fait le Bazedoxifène. Cette 

molécule en association avec les conjugués équins est actuellement utilisée comme 

THM aux Etats-Unis. Cette conjugaison va provoquer la dégradation du ERα via le 

système ubiquitine protéasome dans les tissus mammaire et utérin, et limite donc le sur 

risque de cancer du sein et de l’utérus. Chez la femme, ce traitement prévient des 

bouffées de chaleur, de la déminéralisation osseuse, et des symptômes génito-urinaires. 

Des études cliniques ont montré que le bazedoxifène, associé aux conjugués équins, 

n’avait aucun impact sur le sur risque de thrombose veineuse (Pinkerton et al., 2013). 

Des études plus longues et avec un plus grand groupe de femmes seront nécessaires 

pour évaluer pleinement ce sur risque. 

- L’activation de certaines sous fonctions du ERα (exemple du tamoxifène qui cible 

spécifiquement la fonction AF-1 et antagonise la fonction AF-2). Cette molécule est 

utilisée dans le cadre du cancer du sein ER+ (ERα positif). 

Dans le cadre de mon projet, nous avons cherché à déterminer si le découplage de 

l’activation membranaire/nucléaire du ERα pouvait représenter une bonne stratégie pour 

l’optimisation du traitement hormonal de la ménopause. 

I. Le ciblage préférentiel de la voie membranaire du ERα est-elle une stratégie à 

poursuivre pour améliorer le traitement de la ménopause ? 

En 2010, il a été proposé que l’activation sélective du ERα membranaire pourrait conférer 

une protection artérielle avec un risque minimal de cancer du sein et de l’utérus comparé à celui 

des œstrogènes (Chambliss et al., 2010). En effet, des résultats in vivo ont montré que l’utilisation 

d’une nouvelle classe de modulateur sélectif ciblant sélectivement le ERα membranaire (l’EDC et 

le PaPE-1) pouvait induire la production de NO et accélérer la cicatrisation endothéliale après 

agression à la carotide sans impact sur les tissus sexuels comme l’utérus et la glande mammaire 

(Chambliss et al., 2010; Madak-Erdogan et al., 2016). Il a également été montré un rôle 

protecteur de l’EDC vis-à-vis de la stéatose hépatique induite par un régime obésogène 

(Chambliss et al., 2016a) et de la déminéralisation osseuse (Vinel et al., 2018). 

Les effets membranaires des œstrogènes (effets MISS pour Membrane Initiated Steroid 

Signaling) ont été bien décrits dans la cellule endothéliale et les actions protectrices vasculaires 

dépendent de ces cellules. Nous nous sommes donc intéressés au rôle du ERα membranaire dans 
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l’athéroprotection (processus relayé par le ERα de la cellule endothéliale). Les résultats obtenus 

dans ce projet ont permis de montrer que le ERα membranaire n’est pas nécessaire à l’effet 

athéroprotecteur de l’E2. L’approche pharmacologique utilisant le PaPE-1 et l’EDC a montré que 

contrairement à l’E2, ces deux molécules ne sont pas capables d’induire une athéroprotection.  

Grâce à une collaboration avec l’équipe du Pr. Henrion à Angers, nous avons pu étudier le 

rôle respectif du ERα membranaire et nucléaire dans d’autres effets protecteurs de l’E2 et nous 

avons pu mettre en évidence que le ERα membranaire (ERαMISS) n’était pas non plus nécessaire 

pour prévenir de l’hypertension induite par l’angiotensine II et pour le remodelage de l’artère 

mésentérique en réponse au flux (Guivarc’h et al., 2018) (Annexe 1) (Tableau 2). Mon équipe 

d’accueil avait également précédemment démontré que l’effet protecteur de l’E2 sur la 

prévention de l’hyperplasie néointimale dépendait des effets nucléaires du ERα (Smirnova et al., 

2015). Les effets vasculoprotecteurs des œstrogènes relayés par le ERα membranaire se 

restreindraient donc à l’accélération de la cicatrisation endothéliale après agression à la carotide 

et à la production de NO (Adlanmerini et al., 2014) (Tableau 2). 

 

Tableau 2 : Résumé des rôles respectifs du ER membranaire et nucléaire dans la vasculoprotection 

à l’aide de modèles de souris génétiquement modifiées (perte de fonction) et d’outils 

pharmacologiques (gain de fonction) 

MISS : Membrane Initiated Steroid Signaling, nd : non déterminé, NO : monoxyde d’azote 
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Aussi, contrairement à l’E2, l’EDC et le PaPE-1 n’ont pas d’impact sur la prévention de 

l’obésité et l’intolérance au glucose induites par un régime obésogène (Chambliss et al., 2016b; 

Madak-Erdogan et al., 2016). Enfin aucune donnée n’est disponible sur leur efficacité pour lutter 

contre les bouffées de chaleur. Ces données sont importantes à prendre en compte dans l’optique 

d’une stratégie thérapeutique qui consisterait à cibler de façon sélective la voie ERαMISS dans le 

cadre du traitement de la ménopause comme cela a pu être proposé dans la littérature (Chambliss 

et al., 2010).  

Ainsi, l’ensemble de ces travaux associant des approches pharmacologiques (gain de 

fonction) et l’utilisation de modèles animaux ciblant sélectivement les différentes voies 

d’activation de ERα (perte de fonction) démontrent que le ciblage sélectif de la voie 

membranaire du ERα n’est pas une bonne stratégie pour l’optimisation du traitement de la 

ménopause (Tableau 2). 

II. Quels sont les effets vasculaires et métaboliques de l’Estétrol ? 

Nous nous sommes également intéressés à l’estétrol (E4) qui, au contraire de l’EDC et du 

PaPE-1, agit comme un activateur sélectif du ERα nucléaire (Abot et al., 2014). Cet œstrogène 

naturel présente un intérêt médical majeur car il est développé comme THM (en phase 3 d’essai 

clinique) par la société belge Mithra. Une étude à doses multiples réalisée chez des femmes 

ménopausées a permis de montrer que l’E4 avait des effets protecteurs sur les bouffées de chaleur 

et sur le renouvellement osseux. Dans le même temps, cette étude a montré que contrairement 

aux œstrogènes classiques, il n’augmente pas les facteurs de la coagulation au niveau hépatique, 

suggérant un risque thromboembolique moindre (Mawet et al., 2015). 

Chez la souris, les résultats de mon projet ont permis de mettre en évidence un rôle 

protecteur de l’E4 sur le développement des lésions au sinus aortique dans le modèle de souris 

LDLr 
-/-

 en réponse à un régime athérogène. A contrario, l’E4 (activateur sélectif du ERα 

nucléaire) n’est pas capable d’induire la production de NO, une action dépendant du ERα 

membranaire (Abot et al., 2014). Alors qu’il est largement admis que l’augmentation de la 

production de NO dans l’endothélium joue un rôle important dans les actions vasculoprotectrices 

des œstrogènes, il est intéressant de noter que mon équipe d’accueil avait précédemment montré 

que l’effet athéroprotecteur de l’E2 n’était pas altéré par l’inhibition du NO (Elhage et al., 
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1997b). De plus, l’effet athéroprotecteur de l’E2 est totalement maintenu dans le modèle de 

souris invalidée pour la eNOS, renforçant l’indépendance de ces 2 actions (Hodgin et al., 2002).  

En collaboration avec l’équipe du Pr. Henrion, nous avons également pu montrer que l’E4 

était capable de prévenir de l’hypertension artérielle induite par l’angiotensine II et du 

remodelage artériel en réponse au flux (Guivarc’h et al., 2018) (Annexe 1). Mon équipe d’accueil 

avait également montré l’effet bénéfique de l’E4 dans la prévention de l’hyperplasie néointimale. 

Ainsi, l’ensemble de ces travaux, combinant des approches d’invalidation génique et 

pharmacologique, démontrent que la majorité des effets bénéfiques relayés par ERα sur le 

plan artériel repose sur son activation nucléaire (Figure 36). 
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Figure 36 : Schéma représentant le rôle respectif du ERα nucléaire et membranaire dans les 

effects vasculoprotecteurs, adapté de (Guivarc’h et al., 2018) 

 

Nous nous sommes également intéressés aux effets de l’estétrol dans un contexte d’obésité 

puisque 1) les études cliniques ont montré que le THM diminue de 20 à 30% l’incidence du 

diabète de type 2, et 2) les désordres métaboliques (obésité et diabète de type 2) sont associés à 
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un sur risque de maladies artérielles. Les résultats de mon projet ont permis de montrer que l’E4 

était capable de prévenir de la prise de poids et de l’intolérance au glucose induite par un régime 

obésogène dans un modèle de souris LDLr 
-/-

. Ces résultats ont été confirmés dans un modèle de 

souris sauvages C57BL/6 (Annexe 3). L’E4 est également capable de prévenir de complications 

induites par ce régime comme la stéatose hépatique et l’athérome dans un contexte de régime 

obésogène. Comme pour l’E2, mes résultats montrent que la protection métabolique est relayée 

par ERα et plus particulièrement par sa fonction nucléaire AF-2 (Annexe 3). D’un point de vue 

cellulaire, mes travaux ont permis de montrer que, comme pour l’E2, le ERα hépatocytaire n’était 

pas impliqué dans les effets protecteurs de l’E4 contre l’obésité et l’intolérance au glucose. Les 

cibles cellulaires impliquées dans ces effets pourraient être les mêmes que celles de l’E2. En 

effet, j’ai étudié le métabolisme énergétique de souris C57BL/6 traitées par l’E4 à l’aide de cages 

métaboliques (Annexe 3). Ces expériences ont permis de montrer que l’E4 augmente l’activité 

physique mais également la dépense énergétique chez des souris ovariectomisées et nourries avec 

un régime obésogène comparé aux souris contrôles non traitées. Ces résultats pourraient en partie 

expliquer l’effet protecteur de l’E4 sur la diminution de la prise de poids et ceci est en faveur 

d’un effet central.  

Cependant les cibles cellulaires impliquées dans ces effets peuvent être nombreux et 

complexes puisqu’il a été montré pour l’E2 une participation du ERα non seulement au niveau 

central (augmentation de la dépense énergétique et de l’activité physique), mais également du 

pancréas (augmentation de la synthèse et de la sécrétion d’insuline), des adipocytes 

(augmentation de la sensibilité à l’insuline et de la lipolyse, et diminution de la lipogénèse) et du 

muscle (augmentation de la sensibilité à l’insuline, de l’oxydation des acides gras libres et 

diminution de la lipogénèse) (Mauvais-Jarvis et al., 2013).  

Pour vérifier l’hypothèse d’un rôle du ERα central dans les effets protecteurs de l’E4 sur le 

syndrome métabolique, une approche par souris génétiquement modifiées invalidant ERα dans le 

système nerveux central, dans les neurones hypothalamiques SF1 (Steroidogenic Factor-1) et les 

neurones POMC (Pro-opiomelanocortin) pourrait être réalisée comme cela a été fait avec l’E2 

(Xu et al., 2011). 
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III. Estétrol : œstrogène faible ou SERM ? 

L’ensemble de mes résultats a montré que, comme l’E2, l’E4 avait des effets bénéfiques sur 

le plan de la prévention artérielle et métabolique. Les études cliniques montrent également de 

nombreux effets identiques entre E2 et E4 (prévention de l’ostéoporose, diminution des bouffées 

de chaleur). Cependant l’impact hépatique de l’E4 est moindre que celui de l’E2 notamment vis-

à-vis de l’induction des facteurs de la coagulation. Alors, l’E4 est-il un œstrogène « faible » ou un 

véritable modulateur sélectif du ERα ?  

Les SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator) sont capables d’avoir des actions 

spécifiques sur certains tissus en mimant l’action des œstrogènes (action agoniste) ou à l’inverse 

en bloquant leurs effets dans d’autres tissus (action antagoniste). Leurs différences reposent sur 

leur structure chimique, leur affinité pour le récepteur aux œstrogènes mais également sur la 

conformation que celui-ci adopte après leur fixation.  

L’E4 est un œstrogène possédant une structure chimique très proche de celle de l’E2 avec 

deux groupements hydroxyles supplémentaires (Figure 37A). La spécificité de cet œstrogène 

endogène est son lieu de production, qui se fait exclusivement dans le foie fœtal chez l’Homme et 

les grands singes. A ce jour, aucune explication n’a été donnée sur son apparition chez ce groupe 

restreint de mammifères, ni sur son rôle physiologique. Les études de l’affinité de l’E4 ont révélé 

une affinité 100 fois plus faible que l’E2 pour le récepteur aux œstrogènes (Abot et al., 2014) 

Des études antérieures effectuées au laboratoire ont permis de démontrer que, dans le 

modèle figé de cristallisation et analyse par diffraction des rayons X, les changements 

conformationnels induits en réponse à l’E2 et à l’E4 sur le ERα étaient également très similaires : 

dans les 2 cas, le repliement de l’hélice H12 permet de créer une surface d’interaction favorable 

au recrutement des co-activateurs (Figure 37B et 37C) (Abot et al., 2014). 
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Figure 37 : Structure du 17β-œstradiol (E2) et de l’Estétrol (E4) et de leur conformation 

respective avec le domaine LBD du ERα, issue de (Abot et al., 2014) 

 

En accord avec ces résultats, le cofacteur SRC-3 (Steroid Receptor Coactivator 3) présente 

un profil d’affinité pour ERα similaire en réponse à l’E2 et à l’E4 (Abot et al., 2014). 

Cependant, les résultats obtenus au cours de ce projet ont mis en évidence des réponses 

transcriptionnelles spécifiques et sélectives en réponse à l’E2 et à l’E4 à la fois dans l’aorte et 

dans le foie. En effet :   

- Dans le foie, l’analyse d’hépatokines chez des souris C57BL/6 a révélé de fortes  

différences d’induction de certains gènes entre d’une part l’E4 et le tamoxifène (SERM 

le plus couramment utilisé), et d’autre part l’E2 (Annexe 3). 

- Dans l’aorte, l’analyse du transcriptome (RNA Seq) a révélé que l’E2 régulait 486 

gènes, contre 1091 pour l’E4. De manière intéressante, l’E4 est la molécule qui induit le 

plus de gènes dans l’aorte et plus de 70% de ces gènes (787) ne sont régulés que par 
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cette molécule (Figure 38). L’analyse des voies biologiques dans lesquelles ces gènes 

sont impliqués montre qu’il s’agit de voies complètement différentes entre ces deux 

molécules. 

 

Figure 38 : Diagramme de Venn représentant le nombre de gènes régulés communément et 

différentiellement par l’E2 et l’E4 dans l’aorte. 
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PERSPECTIVES : 

 

L’E4 semble donc avoir un mécanisme d’action différent de l’E2. Pour mieux comprendre 

ces différences, il serait intéressant de répondre aux questions suivantes : 

1. Quelle est l’importance de la dose dans ces régulations ? Nous réaliserons donc des 

expériences de doses réponses (E2 et E4) pour évaluer l’importance de ce paramètre.  

2. Ces effets sont-ils entièrement dépendants du ERα ? L’analyse d’un panel de gènes 

régulés spécifiquement par l’E2, l’E4 et commun aux deux molécules sera réalisée dans 

des aortes issues de souris ERαKO. 

3. Quels sont les sites de liaison sur l’ADN de la protéine ERα en réponse à l’E2 et à 

l’E4 ? Par séquençage Chip-Seq (Chromatin Immunoprecipitation sequencing), nous 

chercherons à évaluer la fixation de ERα sur le génome en étudiant la différence du 

cistrome dans les aortes de souris traitées par l’E2 et l’E4. Pour cela, nous sommes 

actuellement en cours de mise au point d’une technique de Chip sur l’aorte. 

 

Cette spécificité d’action de l’E4 pourrait s’expliquer par : 

1. Le recrutement différentiel de cofacteurs. Bien que le changement conformationnel de 

ERα en réponse à la fixation d’E2 et d’E4 soient identiques conduisant à un recrutement 

similaire du cofacteur SRC-3, il serait important d’analyser le recrutement des cofacteurs 

au niveau de la fonction AF-2 à plus large échelle à l’aide de l’approche MARCoNI 

(Microarray Assay for Real-time Coregulator-Nuclear receptor) (Figure 39). 
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Figure 39 : Méthode du Microarray Assay for Realtime Coregulator-Nuclear receptor 

Interaction (MARCoNI)  

LBD : Domaine de liaison au ligand, DBD : Domaine de liaison à l’ADN, AF2 : Fonction de transactivation 2, 

LxxLL : séquence de liaison au peptide, NR : récepteur nucléaire 

 

Cette approche permet en effet de déterminer à large échelle la fixation des co-activateurs 

(motifs LxxLL) au niveau de la fonction AF-2 du récepteur en réponse à un ligand donné. 

Il serait par ailleurs pertinent de réaliser une démarche expérimentale encore plus globale 

afin d’approcher les cofacteurs régulés également au niveau de la fonction AF-1. La 

technique du RIME (Rapid Immunoprecipitation Mass spectrometry of Endogenous 

proteins) pourrait être un nouvel atout dans la détection de ces co-régulateurs. Cette 

technique permet d’identifier les protéines associées à une protéine d’intérêt 

préalablement fixée sur une séquence d’ADN par chromatographie liquide couplée à de la 

spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Cette approche a été utilisée par l’équipe 

du Pr. Jason Caroll pour identifier les co-régulateurs recrutés par ERα en réponse à l’E2 et 

au tamoxifène dans le modèle MCF-7 (Mohammed et al., 2013; Papachristou et al., 2018). 

2. Le ciblage différentiel de la voie membranaire : Mon équipe d’accueil a montré que 

l’E4 n’était pas capable d’activer le ERα membranaire et qu’en plus il était capable 

d’antagoniser les effets MISS de l’E2 sur l’accélération de la cicatrisation endothéliale et 

la production de NO (Abot et al., 2014). L’activation du ERα membranaire a été décrite 

comme pouvant jouer un rôle clé dans l’action du ERα nucléaire (crosstalk) via des 

mécanismes de phosphorylation du récepteur ERα ou de ses co-activateurs (Kato et al., 
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1995; La Rosa et al., 2012). Pour évaluer le rôle du ERα membranaire en réponse à l’E2 

et à l’E4, il serait donc intéressant d’analyser la réponse transcriptionnelle à ces 2 

molécules dans le modèle d’invalidation de la localisation membranaire (ERα-C451A).  

3. Les modifications épigénétiques : Nous avons préalablement observé que dans le foie,  

une injection (traitement aigu) d’E2 et de tamoxifène provoquait l’induction du gène 

GDF15 (impliqué dans les effets métaboliques et hépatiques protecteurs du tamoxifène 

via ERα) et que cette induction était perdue lorsque l’E2 était administré de manière 

chronique contrairement au tamoxifène. Nous avons également observé qu’après un 

traitement chronique (3 semaines), ERα n’était plus capable de se fixer sur la région 

régulatrice de GDF15 en réponse à l’E2 et que ceci était associé à la triméthylation de 

l’histone H3K27, une modification épigénétique (Guillaume et al., 2019). L’E4, comme le 

tamoxifène, permet d’induire GDF15 aussi bien après un traitement aigu que par un 

traitement chronique (Annexe 3). Pour évaluer les modifications épigénétiques à large 

échelle en réponse à l’E2 et à l’E4 dans le foie et/ou dans l’aorte, des expériences 

d’ATAC seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing) pourraient 

être envisagées. Cela nous permettrait de caractériser les régions accessibles de la 

chromatine en réponse à ces deux molécules et de voir si elles sont différentes ou 

similaires. Puis, elle permettrait, de révéler l’existence ou non de différences d'interaction 

du ERα sur les sites de la chromatine ouverte, le positionnement des nucléosomes et les 

facteurs de transcription. 
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CONCLUSION GENERALE :  

 

Pour conclure, l’ensemble de mon travail a permis de montrer que : 

- L’activation sélective du récepteur aux œstrogènes alpha membranaire dans le 

cadre d’une optimisation du traitement hormonal de la ménopause n’était pas une 

stratégie d’intérêt médical, contrairement à ce qui avait été proposé il y a quelques 

années. 

 

- En revanche, l’estétrol, activateur sélectif du ERα nucléaire, est capable d’une large 

protection artérielle et métabolique dans des modèles précliniques et pourrait donc 

être une molécule d’intérêt dans le cadre du THM. En effet, chez la femme, il n’induit 

pas les facteurs de la coagulation contrairement aux œstrogènes actuellement utilisés 

par voie orale et pourrait donc avoir un effet moindre de sur risque de thrombose 

veineuse qui est actuellement un effet délétère important du THM. Ce profil 

métabolique, artériel et veineux paraît à ce stade nettement favorable. 

 

- L’E4 se présente donc plutôt comme un nouveau modulateur sélectif du récepteur 

aux œstrogènes (SERM), naturel et endogène dont le rôle physiologique reste à 

découvrir, que comme un œstrogène faible. Nous allons continuer à en étudier les effets 

et les mécanismes en vue d’une utilisation en médecine d’abord en contraception puis 

dans le traitement de la ménopause.    
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Predominant Role of Nuclear Versus Membrane Estrogen Receptor a
in Arterial Protection: Implications for Estrogen Receptor a
Modulation in Cardiovascular Prevention/Safety
Emmanuel Guivarc’h, PhD;* M�elissa Buscato, BS;* Anne-Laure Guihot, BS; Julie Favre, PhD; Emilie Vessi�eres, BS; Linda Grimaud, BS;
Jamal Wakim, PhD; Nada-Joe Melhem, BS; Rana Zahreddine, BS; Marine Adlanmerini, PhD; Laurent Loufrani, PhD; Claude Knauf, PhD;
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Background-—Although estrogen receptor a (ERa) acts primarily as a transcription factor, it can also elicit membrane-initiated
steroid signaling. Pharmacological tools and transgenic mouse models previously highlighted the key role of ERamembrane-initiated
steroid signaling in 2 actions of estrogens in the endothelium: increase in NO production and acceleration of reendothelialization.

Methods and Results-—Using mice with ERa mutated at cysteine 451 (ERaC451A), recognized as the key palmitoylation site
required for ERa plasma membrane location, and mice with disruption of nuclear actions because of inactivation of activation
function 2 (ERaAF20 = ERaAF2�), we sought to fully characterize the respective roles of nuclear versus membrane-initiated steroid
signaling in the arterial protection conferred by ERa. ERaC451A mice were fully responsive to estrogens to prevent atheroma and
angiotensin II–induced hypertension as well as to allow flow-mediated arteriolar remodeling. By contrast, ERaAF20 mice were
unresponsive to estrogens for these beneficial vascular effects. Accordingly, selective activation of nuclear ERa with estetrol was
able to prevent hypertension and to restore flow-mediated arteriolar remodeling.

Conclusions-—Altogether, these results reveal an unexpected prominent role of nuclear ERa in the vasculoprotective action of
estrogens with major implications in medicine, particularly for selective nuclear ERa agonist, such as estetrol, which is currently
under development as a new oral contraceptive and for hormone replacement therapy in menopausal women. ( J Am Heart Assoc.
2018;7:e008950. DOI: 10.1161/JAHA.118.008950.)

Key Words: arteriolar remodeling • atherosclerosis • estrogen • hypertension • nuclear receptor

H ypertension affects 1 of 4 women worldwide, and its
prevalence is particularly high among women >60 years

of age. Indeed, the first decade after menopause is accom-
panied by an increase in blood pressure and has been
associated with a higher risk of cardiovascular diseases, such
as myocardial infarction and stroke.1 In line with these
epidemiological data, clinical and preclinical studies show
considerable evidence that estrogen modulates cardiovascular
physiological features and function.2 Even if the publication of
the Women’s Health Initiative in 20023,4 did not initially
confirm the expected protective action of estrogens against
coronary heart disease and questioned their overall benefit,
subgroup analysis suggested that women who initiated
hormone therapy soon after the onset of menopause had
reduced coronary artery events, in contrast to the increased
risk in more aged women.5 All experimental data demonstrate
major atheroprotective actions of estrogens. In particular,
17b-estradiol strongly prevents lipid deposition in mouse
models of atherosclerosis: apolipoprotein E–deficient6,7 and
low-density lipoprotein receptor–deficient (LDLr�/�)8 mice. In
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addition, in several experimental models of hypertension,
ovariectomy exacerbates, whereas estrogen replacement
attenuates, the course of hypertension9,10 and reduces arterial
stiffening associated with hypertension or aging.11 17b-
estradiol also increases basal nitric oxide (NO) production,12

accelerates reendothelialization,8,13 and prevents postinjury
medial as well as neointimal hyperplasia after vessel injury.14

Finally, 17b-estradiol plays a crucial role in the ability of
resistance arteries to remodel in response to a long-term
increase in blood flow, which is necessary to optimize tissue
perfusion.11,15

Two nuclear receptors, estrogen receptors (ERs) a and b,
have been reported to mediate cardiovascular protection
conferred by estrogens.16 ERb plays a key role in cardiac
protection,17 and ERa, especially in the endothelium, is involved
in the beneficial vascular actions of 17b-estradiol.18 Indeed,
most of the vascular actions of 17b-estradiol are abrogated in
mice lacking ERa in both endothelial and hematopoietic cells by
breeding Tie2-Cre transgenic mice (expressing the Cre recom-
binase under the control of the endothelial tyrosine-protein
kinase receptor (Tie2) promoter) with ERa-floxedmice at exon 2
(ERalox/lox).8,15,19 Thus, the endothelium, a guardian of arterial
integrity, represents a promising cellular target for 17b-
estradiol via the activation of ERa.18 Beside the well-recognized
role of nuclear ERa, which regulates target gene transcription
(genomic action) through activation functions (AFs) 1 and
2,16,20 a subpopulation of ERa is present at or near the plasma
membrane, where it can elicit rapid, nongenomic, membrane-
initiated steroid signaling (MISS) effects.21–25

Recently, we generated a mouse model in which mem-
brane ERa localization was abrogated by a point mutation of
the palmitoylation site of ERa (mice with ERa mutated at
cysteine 451 [ERa-C451A]), leading to an abrogation of
endothelial NO synthase (eNOS) phosphorylation and accel-
eration of reendothelialization in response to 17b-estradiol.22

The estrogen-dendrimer conjugate (EDC) and “pathway

preferential estrogens” (PaPEs) are highly effective in stimu-
lating nonnuclear signaling, but they are inefficient in
stimulating nuclear ER target gene expression.23,26 More
important, in vivo administration of EDC or PaPE-1 accelerates
repair of endothelial damage.23,26 In addition, EDC and PaPE-1
both favor the production of endothelial NO,22 a vasculopro-
tective agent of the arteries, initially viewed as an important
mechanism of the protective action of 17b-estradiol against
the development of atheroma and hypertension.27 Our arsenal
of pharmacological tools has recently been enriched with
estetrol, a fetal estrogen produced exclusively by the liver of
humans (and to a smaller extent in large apes). We
demonstrated that although estetrol nicely induced ERa
target gene transcription, it failed to promote eNOS activation
and to accelerate endothelial healing, but also antagonized
both of these 17b-estradiol MISS-dependent effects.28 Alto-
gether, these powerful pharmacological tools allow us to
uncouple nuclear and membrane actions of ERa with a
selective activation of MISS using PaPE-1 or EDC and of
nuclear ERa using estetrol. The novel understanding of action
of this new class of selective ER modulator–like molecules led
to the idea that they would decrease the proliferative action of
estrogens23,29 and, thereby, lower the risk of breast and/or
uterine cancer induced by sex hormones.30,31

In the present work, using these pharmacological tools of
gain of function (EDC, PaPE-1, and estetrol) and genetically
modified mouse models of ERa loss of function (Using mice
with ERa mutated at cysteine 451, recognized as the key
palmitoylation site required for ERa plasma membrane
location (ERaC451A), and mice with disruption of nuclear
actions because of inactivation of activation function 2
(ERaAF2�)), we sought to further explore the role of ERa
MISS in the prevention of atherosclerotic lesions and
hypertension and in the promotion of arteriolar remodeling,
3 crucial pathophysiological aspects of the vasculoprotective
actions of estrogens.

Methods
The data, analytical methods, and study materials will not be
made available to other researchers for purposes of repro-
ducing the results or replicating the procedure.

Mice
All procedures involving experimental animals were performed
in accordance with the principles and guidelines established
by the National Institute of Medical Research and were
approved by the local Animal Care and Use Committee. The
investigation conforms to the directive 2010/63/EU of the
European parliament. To generate the double-deficient mice,

Clinical Perspective

What Is New?

• Although most vasculoprotective effects studied until now in
mouse models were shown to be mediated by membrane
estrogen receptor a actions, the present results reveal that
experimental prevention against atheroma and hypertension
required only 17b-estradiol–mediated nuclear actions.

What Are the Clinical Implications?

• Estetrol, as a selective nuclear estrogen receptor a agonist
that does not alter circulating coagulation factors, could
now be considered as an alternative estrogen for women’s
health treatment in contraception or menopause.
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LDLr�/� female mice, purchased from Charles River (L’Ar-
bresle, France), were crossed with ERa-C451A+/� mice.22

ERa-AF20mice were generated, as previously described,32 and
were kindly provided by Professor P. Chambon (Strasbourg,
France). Mice are on a C57Bl/6 background, and genetically
manipulated mice are systematically compared with their
wild-type (WT) littermates controls (n=7–12 per group). For
short-term 17b-estradiol treatment, bilateral ovariectomy was
performed when the mice were 4 weeks old and then, 2 weeks
after surgery, mice were injected SC with either vehicle or
17b-estradiol (8 lg/kg). Mice were euthanized 6 hours after
the injection to study the short-term effect of 17b-estradiol
on gene expression. Before surgical and euthanasia proce-
dures, mice were anesthetized with a combination of
ketamine hydrochloride (100 mg/kg; Panpharma) and xyla-
zine (5 mg/kg; Sigma-Aldrich) by IP injection.

Real-Time NO Production
Aortas from intact mice (10–12 weeks/n=6 per group) were
quickly harvested and maintained in 200 lL Krebs-Ringer
oxygenated solution containing 2.5 mmol/L glucose at 37°C.
A NO-specific amperometric probe (ISO-NOPF100; World
Precision Instruments, Sarasota, FL) was implanted directly
in the tissue, and NO release was monitored. The aortas were
exposed to 17b-estradiol (10�8 mol/L) or vehicle (dimethyl
sulfoxide). The concentration of NO gas in the tissue was
measured in real time with the data acquisition system
LabTrax (World Precision Instruments) connected to the free
radical analyzer Apollo1000 (World Precision Instruments).
Data acquisition and analysis were performed with DataTrax2
software (World Precision Instruments). The NO-specific
amperometric probe was calibrated, as previously described.28

Analyses of Atherosclerosis Lesions
Bilateral ovariectomy was performed, as previously described.
Two weeks after surgery, mice were switched to a hyperc-
holesterolemic-atherogenic diet (1.25% cholesterol, 6% fat, no
cholate; TD96335; Harlan Teklad, Madison, WI) and concomi-
tantly received long-term estrogenic treatments. Mice were
implanted with subcutaneous pellets releasing either placebo
or 17b-estradiol (60-day release, 0.1 mg [ie, 80 lg/kg per
day]) at weeks 6 and 12. To evaluate the atheroprotective role
of selective activation of ERa MISS, mice received subcuta-
neous miniosmotic pumps (Alzet, model 2004; 0.25 lL/h,
28 days), releasing either empty dendrimer or EDC (240 lg/
kg per day); or pellet, releasing either a placebo or equivalent
dose of 17b-estradiol (pellet, 0.25 mg [ie, 240 lg/kg per
day]; Innovative Research of America, Sarasota, FL) or PaPE-1
(8.5-mg compound mixed with cholesterol to a total weight of
20 mg) at weeks 6 and 10. At the end of the protocol,

overnight fasted mice were anesthetized with a combination
of ketamine hydrochloride (100 mg/kg; Panpharma) and
xylazine (5 mg/kg; Sigma-Aldrich) via intraperitoneal injec-
tion, and blood was collected from retro-orbital venous
plexus. After euthanization, the heart, the thoracic aorta,
the liver, and the uterus were carefully dissected.

Lipid deposition size was estimated at the aortic sinus, as
previously described.8,32 Briefly, each heart was frozen on a
cryostat mount with optimal cutting temperature compound.
One hundred 10-lm-thick sections were prepared from the
top of the left ventricle, where the aortic valves were first
visible, up to a position in the aorta where the valve cusps
were just disappearing from the field. After drying for 2 hours,
the sections were stained with oil red O and counterstained
with Mayer’s hematoxylin. Ten sections of the 100, each
separated by 90 lm, were used for specific morphometric
evaluation of intimal lesions using a computerized Biocom
morphometry system. The first and most proximal section to
the heart was taken 90 lm distal to the point where the aorta
first becomes rounded. The mean lesion size (expressed in
lm2) in these 10 sections was used to evaluate the lesion size
of each animal.

En face aorta analyses were analyzed at 8 months of age.
The heart was perfusion fixed in situ with 10% phosphate-
buffered formalin for 10 minutes. After the perfusion, the
abdominal cavity was opened and the internal organs were
removed. The aorta from the arch to bifurcation was carefully
cleaned from periadventitial connective tissue. Then, the aorta
was opened longitudinally by an incision along its ventral
aspect. The thoracic and abdominal parts of the aorta were
pinned out flat (using 10-mm tips of dental root-canal
needles).

Determination of Plasma Lipids
Overnight fasted mice were anesthetized, and blood samples
were collected from the retro-orbital venous plexus. Total
plasma cholesterol was assayed using the CHOD-PAD kit
(Horiba ABX, Montpellier, France). The high-density lipoprotein
fraction was isolated from 10 lL of serum and assayed using
the “C-HDL+Third generation” kit (Roche, Lyon, France).

Analysis of mRNA Levels by Real-Time
Quantitative Reverse Transcription–Polymerase
Chain Reaction
Tissues were dissected and frozen. They were homogenized
using a Precellys tissue homogenizer (Bertin Technology,
Cedex, France), and total RNA from tissues was prepared
using Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). A total of
500 ng (aorta) or 1 lg (liver) was reverse transcribed for
10 minutes at 25°C and 2 hours at 37°C in a 20-lL final
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volume using the High Capacity cDNA reverse transcriptase
kit (Applied Biosystems). Real-time quantitative polymerase
chain reactions were performed on the StepOne instrument
(Applied Biosystems). Primers were validated by testing
polymerase chain reaction efficiency using standard curves
(95% ≤ efficiency ≤ 105%). Gene expression was quantified
using the comparative threshold cycle method; tumor protein,
translationally-controlled 1 (TPT1) (aorta) or Peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase A (PPIA) (liver) was used as reference.

Blood Pressure Measurement
As previously shown,33 systolic blood pressure (SBP) was
measured every day using photoplethysmography (BP-2000
Blood Pressure Analysis System; Visitech Systems). Female
mice (aged 12–16 weeks) were divided into the following
groups: ERa�/�, ERa-C451A, and ERaAF20 mice associated
with their corresponding littermates. In all groups, mice were
acclimated to the technique for 2 weeks (week “�2” to “�1”)
before measuring basal SBP for 1 week (week “0”). Mice were
then subjected to sham operation or were implanted SC with
osmotic minipumps (Alzet, model 2004; 0.25 lL/h, 28 days)
releasing angiotensin II (AngII; 0.5 mg/kg per day; Bachem,
no. 4006473; solubilized in NaCl 0.9%) for 4 weeks to induce
hypertension.34 After surgery, mice were allowed to recover
for 3 to 5 days, and SBP was measured daily during 4 weeks.
The weekly average of SBP evolution pre- and post-AngII
treatment was represented as mean of 5 days of SBP
measurements (from week 0 to week 4). To assess the effect
of estetrol in AngII-treated mice, ovariectomy was performed
2 weeks before implantation of osmotic minipump containing
AngII and estetrol (AngII, 0.5 mg/kg per day, and estetrol,
6 mg/kg per day; solubilized in 50% PBS+50% dimethyl
sulfoxide). Surgery was performed under isoflurane (2%)
anesthesia. Analgesia was obtained with buprenorphine
(Temgesic; 0.1 mg/kg, SC) before and after surgery.

Histomorphometry
AngII arterial remodeling was evaluated on thoracic aorta.
Transverse aortic segments were dissected, embedded in
Tissue-tek (Sakura Finetek), and cut in 7-lm sections
(Cryostat CM3050 S; Leica). Orceine was used to stain
elastic fibers in the thoracic aorta media to measure media
thickness/surface and lumen surface. Image acquisition was
performed using Histolab, and measurements were performed
using ImageJ 1.47v.

Blood Flow–Mediated Arterial Remodeling
Increase in blood flow, applied to the mesenteric artery, was
performed, as previously described, on 4- to 5-month-old

female mice.15 Briefly, 3 consecutive first-order mesenteric
arteries were used, and surgery consisted of ligatures of
second-order branches. The artery located between the 2
ligated arteries was designated as the high-flow artery.
Arteries located at a distance of the ligated arteries were
used as controls (normal flow). After 14 days, mice were
euthanized and mesenteric arteries were collected. In each
protocol, animals were anesthetized with isoflurane (2.5%).
They were treated with buprenorphine (Temgesic; 0.1 mg/kg,
SC) before and after surgery. The protocol was approved by
the ethical committee (Protocol CEEA PdL 2012-105).

Flow-Mediated Dilation
First- or second-order mesenteric arterial segments were
isolated and mounted onto an arteriograph system (Living
System; LSI, Burlington, VT) in physiological saline solution
(37°C, pH 7.4; partial pressure of O2, 160 mm Hg; and partial
pressure of CO2, 37 mm Hg). This video-monitored perfusion
system allowed us to follow changes in arterial internal
diameter of pressurized arteries (Pression: 75 mm Hg; diam-
eter, 270 lm) after they were cannulated on glass microcan-
nulas connected to 2 peristaltic pumps, 1 controlling flow rate
and 1 under the control of a pressure-servo control system.35

Pressure at both ends of the artery segment was monitored
using pressure transducers. After the arteries were pressur-
ized at 75 mm Hg, a 20-minute equilibration period was
provided and endothelial function was assessed through
vasodilatory response to acetylcholine (1 lmol/L) after pre-
contraction with phenylephrine (10�6 mol/L). Arteries were
then washed and allowed to recover for 20 minutes. After an
equilibration period at low flow (3 lL/min) for 10 minutes,
arteries were precontracted (phenylephrine, 10�6 mol/L) and
step increases in intraluminal flow (2-minute step from 3–
50 lL/min) were generated through the distal pipette with a
peristaltic pump. The effect of estetrol on flow-mediated
dilation was evaluated ex vivo on arteries incubated with
estetrol (10�6 mol/L) for 30 minutes before assessing arterial
responses to flow. At the end of the experiment, arteries were
bathed in a Ca2+-free PSS containing ethylene-bis-(oxyethyle-
nenitrolo) tetra-acetic acid (2 mol/L) and sodium nitroprus-
side (10 lmol/L) to measure maximal passive diameter.36

Statistical Analyses
To test the respective roles of 17b-estradiol treatment and
genotype, a 2-way ANOVA was performed for atherosclerosis
experiment. When an interaction was observed between the 2
factors, the effect of 17b-estradiol treatment was studied in
each genotype using a Bonferroni post test. A 2-way ANOVA
for repeated measures was used for hypertension, flow-
mediated remodeling (FMR), and flow-mediated dilation
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experiments. To test the respective roles of 17b-estradiol and
EDC treatment, a 1-way ANOVA was performed, followed by a
Bonferroni post test. P<0.05 was considered statistically
significant.

Results

Short-Term 17b-Estradiol Treatment Induces
Transcriptional Response But Not NO Production
in Aorta From ERa-C451A Mice

To evaluate the potential cross talk between MISS and nuclear
ERa in blood vessels, we first compared gene expression
profiles in the aorta from ERa�/�, ERa-C451A, and ERaAF20
mice, including their littermate controls, after short-term 17b-
estradiol administration (6 hours). Two genes among the
most induced by 17b-estradiol in the aorta32,37 (ie, Gremlin 2
and UDP-N-acetyl-a-d-galactosamine:polypeptide N-acetylga-
lactosaminyltransferase-like 2) were analyzed. Their transcrip-
tional regulation is entirely ERa dependent because no gene
regulation was observed in aortas from ERa�/� mice
(Figure 1A). Similarly, induction of these ERa target genes
was totally abrogated in ERaAF20 mice, whereas targeting
membrane ERa, in ERa-C451A mice, has a minor impact,
affecting only modestly the most regulated gene by 17b-
estradiol, Gremlin 2 (Figure 1A). By contrast, although 17b-
estradiol (10�8 mol/L) rapidly induced NO production by
aorta in WT mice, it failed to induce NO production in aorta
from ERa-C451A mice (Figure 1B). These results further
demonstrate that, in ERa-C451A mice, eNOS activation in
response to 17b-estradiol is abrogated, indicating the aboli-
tion of ERa MISS, whereas nuclear ERa activity in the arterial
wall is preserved.

By Contrast With Nuclear ERa-AF2, ERa MISS Is
Neither Necessary Nor Sufficient for Estrogen-
Mediated Atheroprotection
We then investigated the role of ERa MISS actions on arteries
submitted to an atherogenic stress using ERa-C451A mice
bred with LDLr�/� mice (Figure 2A). As expected, ovariec-
tomy led to uterine atrophy, whereas exogenous 17b-estradiol
replacement induced uterine hypertrophy in both ERa-WT/
LDLr�/� and ERa-C451A/LDLr�/� mice (Figure 2B and 2C).
In addition, 17b-estradiol treatment similarly decreased fatty
streak deposits at the aortic sinus of both ERa-WT/LDLr�/�

and ERa-C451A/LDLr�/� mice (Figure 2D and 2E). Accord-
ingly, gene expression of atherosclerosis markers, such as
vascular cell adhesion molecule 1 or Monocyte Chemoat-
tractant Protein-1 (MCP-1), was decreased in 17b-estradiol–
treated mice aorta, irrespective of the genotype (Figure 2F).

As expected, 17b-estradiol significantly decreased choles-
terolemia in ovariectomized ERa-WT/LDLr�/� mice and in
ERa-C451A/LDLr�/� mice (Figure 2G).

In addition, endogenous estrogens decreased the lesion
size on later stages of atheroma, as demonstrated by analysis
of “en face” preparations of the aortic tree from 8-month-old
ovariectomized versus sham-operated female WT mice (Fig-
ure 3A). This protective effect was abolished in ERaAF20/
LDLr�/� mice (Figure 3B), confirming that atheroprotection
required nuclear ERa, as previously shown in aortic sinus at
earlier stages.32 However, compared with ERa-WT/LDLr�/�

mice, endogenous 17b-estradiol similarly prevented atheroma
in intact ERa-C451A/LDLr�/� mice, demonstrating that ERa
MISS is fully dispensable for the atheroprotective effect of
endogenous estrogens (Figure 3C).

We then assessed whether selective activation of ERa
MISS was sufficient to prevent early atheroma in LDLr�/�

mice under an atherogenic diet using 2 unique pharmacolog-
ical tools: PaPE-1 and EDC. As previously described, these 2
molecules did not induce uterine hypertrophy (Figure 4A and
4B) but were able to induce transcriptional responses, such as
increase in adiponectin mRNA level in the liver (Figure 4C), as
previously reported.26 However, although 17b-estradiol
decreases plasma cholesterol, PaPE-1 or EDC do not
(Figure 4D). In addition, doses of EDC or PaPE-1, previously
shown to accelerate reendothelialization,23,26 did not prevent
lipid deposition at the aortic sinus from LDLR�/� mice fed a
hypercholesterolemic diet (Figure 4E and 4F). By contrast,
equivalent dose of 17b-estradiol prevented atheroma depo-
sition by up to 70%. Altogether, the use of both genetically
deficient mice and pharmacological tools consistently demon-
strated that ERa MISS is neither necessary nor sufficient for
the atheroprotective effect mediated by ERa activation, by
contrast with nuclear ERaAF2.

Endogenous Estrogens Prevent Hypertension in
ERa-C451A Mice But Not in ERa-AF20 Mice
We then explored the role of ERa MISS actions in animals
submitted to hypertensive stress. Endogenous estrogens
protected WT female mice from AngII-induced hypertension,
as demonstrated by a greater increase in SBP in ovariec-
tomized mice than in intact mice (Figure S1A). We then
evaluated the respective protective role of ERa, ERa MISS,
and nuclear ERa in AngII-induced hypertension using ERa�/�,
ERa-C451A, and ERa-AF20 intact mice and their respective
littermate controls (Figure 5A). In the different WT littermate
control mice, 4 weeks of AngII infusion increased SBP. The
hypertensive effect of AngII was significantly exacerbated in
ERa�/� mice (Figure 5B) but not in ERb�/� mice (Figure S2),
showing that the beneficial effect of endogenous estrogens is
ERa dependent. Moreover, the blood pressure increase
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Figure 1. 17b-Estradiol (E2) induces transcriptional response but not NO production in aorta from estrogen receptor a mutated at cysteine
451 (ERa-C451A) mice. A, Four-week-old ovariectomized ERa�/�, deficient for activation function-2 ERa-AF20, and ERa-C451A mice or their
respective littermates control mice (n=7–9 per group) received short-term E2 subcutaneous injection. Six hours after, mRNA levels of the
indicated gene from aorta were quantified by real-time quantitative polymerase chain reaction and normalized to TPT1 mRNA levels. Results
are expressed according to the level in aorta from vehicle-treated ERa–wild type (WT) set as 1. B, Representative trace of ex vivo
amperometric measurements of NO release of aorta from 10- to 12-week-old ERa-C451A or their littermate control mice exposed to E2
(10�8 mol/L) and area under the curve (AUC) quantification. Results are expressed as means�SEM. To test the respective roles of E2
treatment and genotype, a 2-way ANOVA was performed. When an interaction was observed between the 2 factors, effect of E2 treatment
was studied in each genotype using a Bonferroni post test. AU indicates arbitrary unit; DMSO, dimethyl sulfoxide; Gatnl2, UDP-N-acetyl-a-d-
galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase-like 2; Grem2, Gremlin 2; NS, not significant. ***P<0.001.
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Figure 2. 17b-Estradiol (E2) decreases fatty streak deposits at the aortic sinus in estrogen receptor a mutated at
cysteine 451 (ERa-C451A)/low-density lipoprotein receptor–deficient (LDLr�/�) mice. A, Four-week-old ovariec-
tomized ERa–wild-type (WT)/LDLr�/� and ERa-C451A/LDLr�/� mice were given either placebo or E2 during
12 weeks and switched to an atherogenic diet from the age of 6 to 18 weeks (n=7–10). Representative uteri (B),
uterine weights (C), representative micrographs of oil red O lipid-stained cryosections of the aortic sinus (D), and
quantification of lipid deposition (E) and vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) and MCP1 mRNA levels from
aorta, quantified by real-time quantitative polymerase chain reaction and normalized to TPT1 mRNA levels (F) and
cholesterol content (G) from these mice.
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Figure 3. The atheroprotective effect of endogenous estrogens persists in 8-month-old estrogen receptor amutated at cysteine 451
(ERa-C451A)/low-density lipoprotein receptor–deficient (LDLr�/�) mice, whereas it is abolished in ERa-AF20/LDLr�/� mice. A, Four-
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AF20/LDLr�/� (B) or ERa-C451A/LDLr�/� (C) mice and their respective littermates. Data are mean � SEM. WT indicates wild type.
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Figure 4. Selective activation of estrogen receptor a membrane-initiated steroid signaling does not prevent early plaque
formation. Four-week-old ovariectomized low-density lipoprotein receptor–deficient mice were given 17b-estradiol (E2),
pathway preferential estrogen (PaPE)-1 pellet or vehicle (Veh), or empty dendrimer (Dend) or estrogen-Dend conjugate
(EDC) (n=6–9) and switched to an atherogenic diet from the age of 6 to 14 weeks. Representative uteri (A), uterine weight
(B), adiponectin mRNA levels from liver quantified by real-time quantitative polymerase chain reaction and normalized to
PPIA mRNA levels (C), plasma cholesterol content (D), representative micrographs of oil red O lipid-stained cryosections of
the aortic sinus (E), and quantification of lipid deposition from these mice (F). Data are mean � SEM. To test the impact of
the different treatments, a 1-way ANOVA was performed. *P <0.05 , ***P <0.001.
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Figure 5. Endogenous estrogens prevent hypertension and medial remodeling in estrogen receptor amutated at cysteine 451
(ERa-C451A)mice but not in ERa-AF20mice. A, Intact femalemicewere implantedwith osmoticminipumps delivering angiotensin
II (AngII; 0.5 mg/kg per day, 1 month). Mean of systolic blood pressure (SBP) measurements for 5 days was represented as
weekly evolution of blood pressure pre-AngII treatment (week 0) and post-AngII treatment (weeks 1–4). SBP measurements (B
through D) and andmedial remodeling (E through G) from thoracic aorta were evaluated in ERa�/� (n=8; B and E), ERa-AF20 (n=7;
C and F), ERa-C451A (n=7; D and G) intact mice and their respective littermate controls (n=7). WT indicates wild type.
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induced by AngII infusion was significantly greater in ERa-
AF20 mice than in WT mice (Figure 5C), demonstrating that
the nuclear ERaAF2 is necessary for the protective effect of
ERa in hypertension. By contrast, the increase in blood
pressure was similar in ERa-C451A and WT mice, demon-
strating the dispensable role of membrane ERa in this process
(Figure 5D). Histomorphometric analysis showed the absence
of aortic smooth muscle hypertrophy in intact WT mice
treated with AngII, contrasting with the media remodeling in
ovariectomized WT mice given AngII (Figure S1B). Interest-
ingly, AngII treatment led to arterial remodeling in ERa�/�

and ERa-AF20, but not in ERa-C451A, intact mice (Figure 5E
through 5G), confirming that aortic structural changes paral-
leled the level of hypertension. Because hypertension was
induced by AngII, we measured the gene expression level of
the angiotensin-converting enzyme (Ace) and angiotensin-
converting enzyme 2 (Ace2) and of the AngII type 1 receptors
(AT1Ra and AT1Rb) in arteries isolated, and we found no
difference in expression level in ERa�/�, ERa-C451A, and
ERa-AF20 compared with WT mice (Figure S3).

Endogenous Estrogens Allow Flow-Mediated
Arteriolar Remodeling in ERa-C451A Mice But
Not in ERa-AF20 Mice
Besides pressure-associated medial hypertrophic remodeling
that characterizes hypertension, at the level of arterioles,
outward remodeling occurs in response to increased blood
flow and shear stress at the surface of endothelial cells. This
remodeling is essential in postischemic revascularization or
collateral artery growth.38 To better characterize the respec-
tive role of nuclear versus ERa MISS in this remodeling, we
investigated in vivo FMR of resistance arteries from ERa-AF20
and ERa-C451A mice. Two weeks after arterial ligation,
arterial diameter was determined in vitro in response to
stepwise increases in intraluminal pressure (Figure 6A). As
expected, passive arterial diameter was significantly higher in
high-flow than in normal-flow arteries in WT (Figure 6B), but
not in ERa�/�, mice (Figure 6C). Interestingly, the effect of
endogenous estrogens on FMR was normal in ERa-C451A
(Figure 6D), whereas it was completely abrogated in ERaAF20
(Figure 6E), highlighting the crucial role of nuclear ERa in
FMR.

Selective Activation of Nuclear ERa Using
Estetrol Prevents AngII-Induced Hypertension
and Favors Flow-Mediating Remodeling
Because nuclear ERa appears to be crucial to the prevention
of atheroprotection and hypertension as well as to allow
FMR, we decided to evaluate the impact of estetrol
(Figure 7A). This natural selective ER modulator–like

molecule was recently recognized to activate selectively
nuclear ERa and to be devoid of vascular MISS action.28 We
also previously demonstrated that estetrol conferred athero-
protection.28 In addition, although short incubation with
estetrol was not able to modulate the acute vasodilating
response to flow (Figure 7B), a long-term treatment with
estetrol allowed flow arteriolar remodeling to occur in
ovariectomized mice (Figure 7C). Estetrol also prevented
the increase in SBP induced by AngII treatment in ovariec-
tomized mice (Figure 7D). These data clearly show that
nuclear ERa activation is sufficient to attenuate AngII-induced
hypertension and to promote FMR.

Discussion
Estrogen effects are mainly mediated by ERa, which acts
primarily as a nuclear receptor/transcriptional factor, but
which can also elicit rapid MISS. Because ERa MISS is
necessary and sufficient to increase NO production and to
accelerate postinjury reendothelialization without impact on
sex targets, it was initially proposed that selective activation
of membrane ERa could confer arterial protection with
minimal risk of uterine or breast cancer.23,26 In the present
study, we investigated the role of ERa eliciting membrane
actions in the prevention of atheroma and hypertension as
well as in the promotion of arteriolar outward remodeling.

First, we addressed the question of the necessary role of
ERa MISS on 3 major vasculoprotective effects of estrogens.
To this aim, on the basis of in vitro work demonstrating that
the palmitoylation site at Cys447 of human ERa (the mouse
counterpart of ERa Cys451) is crucial for the membrane
localization of ERa,39 we generated a mouse model with a
point mutation of this amino acid (ERa-C451A).22 The
decrease of membrane localization of ERa was confirmed in
primary hepatocytes and resulted in female infertility, an
increase in luteinizing hormone levels, and hemorrhagic
ovaries lacking corpora lutea.22 By contrast, the transcrip-
tional action of 17b-estradiol on the uterus was preserved:
gene expression was similar in ERa-C451A and WT mice.22

Herein, we show that the impact of MISS on short-term 17b-
estradiol–dependent gene regulation in the aorta is also
minimal, extending the previous observation to an arterial
tissue. We also demonstrate that palmitoylation of ERa-C451,
and thereby the activation of ERa MISS, is dispensable for the
prevention by 17b-estradiol of early stages of atheroma
development at the aortic sinus, but also of more advanced
lesions on the thoracic and abdominal aorta.

In addition, long-term treatment with AngII induced a
significantly higher increase in SBP and media aortic hyper-
trophy in the absence of endogenous estrogens (ovariec-
tomized mice) or of ERa (ERa�/� mice). Our finding is in
agreement with previous works showing that hypertension
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Figure 6. Endogenous estrogens allow flow-mediated outward remodeling of resistance arteries in estrogen receptor a mutated at cysteine
451 (ERa-C451A) mice but not in ERa-AF20 mice. A, Arterial diameter was measured in response to stepwise increases in pressure in
mesenteric arteries submitted chronically to high flow (HF) or to normal flow (NF). Arteries were isolated from wild-type (n=12; B), ERa�/�

(n=8; C), ERa-C451A (n=5; D), or ERa-AF20 (n=7; E) mice. NS indicates not significant.
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induced by AngII is lower in female than in male mice.40,41 The
protective effect of 17b-estradiol is, at least in part, mediated
by the AngII type 2 receptor.42 This receptor is counteracting
the effect of the type 1 receptor with vasodilator effect not
subjected to desensitization,43 although in hypertension, this
balance is not necessarily in favor of a vasodilator tone.44,45

The measurement of blood pressure in mice using plethys-
mography (tail cuff) can be considered as a limitation,
because this technique is less accurate than telemetry.
However, this limitation has to be taken with caution as
regard to baseline or central blood pressure with the tail cuff
method and some concern about the impact of the surgery for
telemetry.46 Nevertheless, the increase in pressure induced
by AngII is the same whether it is measured using plethys-
mography or telemetry.46 Our work is in agreement with
previous works showing that ERa was involved in the
protective effect of 17b-estradiol against AngII-induced
hypertension.47 Interestingly, a protective role for ERa has
been also suggested in pulmonary hypertension.48 The
present study definitively demonstrates the role of ERa in
this beneficial effect of endogenous estrogens independently
on ERa MISS.

Nevertheless, a role for ERb has been also shown in basal
arterial blood pressure. Indeed, basal arterial blood pressure
increases more in ERb�/� mice during aging than in age-
matched control mice.49 In addition, the pharmacological
activation of ERb leads to blood pressure lowering in
spontaneously hypertensive rats with reduced myocardial
hypertrophy.50 Arias-Loza et al also show that both ERa and
ERb activation attenuates cardiovascular remodeling in aldos-
terone salt-treated rats.51 In the present study, we observed
no protective role of ERb against AngII-mediated hypertension
in adult female mice (Figure S2). Thus, both ERa and ERb could
contribute to the control of arterial blood pressure, according
to the context (aging versus AngII-induced hypertension), and
their precise role and how they interact remain to be further
investigated. In addition, beside ERs, G protein-coupled
estrogen receptor 1 (GPER), has emerged as a third ER.
Despite conflicting results obtained with the different mice
models of GPER inactivation,52 GPER activation has been
reported to exert several beneficial effects in the cardiovas-
cular system, including protection against atherosclerosis and
hypertension.53,54 Treatment with the selective agonist G-1
reduces atherosclerosis in ovariectomized mice, and the
beneficial effects of GPER in this model are associated with a
reduction in macrophage and T-cell recruitment, indicating an
anti-inflammatory mechanism.55 In addition, activation of
GPER has been reported to protect female mice from salt-
and pressure-induced vascular damage.56,57 Altogether,
although activation of nuclear, but not membrane, ERa is
necessary to induce a protection against atherosclerosis and
hypertension, we cannot exclude the participation of other

membrane-initiated steroid signal elicited through GPER-
mediated pathway.

Because hypertension is a major risk factor for cardiovas-
cular diseases and especially for ischemic disorders, we also
investigated FMR, which has a major role in the homeostasis
of tissue perfusion. Indeed, FMR consists of vascular
enlargement or outward remodeling induced by flow (shear
stress) in small collateral arteries surrounding ischemic
areas.38 It contributes to the prevention of further tissue
injury (eg, in limb or myocardial ischemia). FMR has been
shown to be reduced by hypertension,58,59 diabetes melli-
tus,60,61 and aging.11,62 More important and rather unexpect-
edly, we previously reported that FMR depends on the
presence of ERa15,63 and could contribute to the better
resistance to ischemia/necrosis of female compared with
male mice. Herein, we report that ERa MISS is also
dispensable to mediate this beneficial action of estrogens.

We previously demonstrated22 and confirmed herein, using
another experimental approach, that ERa MISS is critical for
the production of NO. Because NO is a well-recognized
vasculoprotective mediator and guardian of arterial integ-
rity,27 and because 17b-estradiol stimulates endothelial NO
production through ERa MISS activation,22 one of the main
surprises and unexpected findings in the present study is the
absence of a role of ERa MISS on vascular protection. Indeed,
it is largely believed that the increase in endothelium-derived
NO plays an important role in the vasculoprotective actions of
estrogens, in particular in their atheroprotective action.18,64

Interestingly, present finding is strikingly consistent with our
previous work published 20 years ago, reporting that the
atheroprotective effect of exogenous 17b-estradiol was not
altered by NOS inhibition.65 Maeda’s group subsequently
refined this conclusion using hypercholesterolemic eNOS�/�

mice, showing that eNOS gene inactivation favored atheroma
through hypertension, whereas the lack of local endothelial
NO after blood pressure normalization did not contribute to
the atheroprotective effect of 17b-estradiol.66 In addition, the
absence of caveolin-1, which is involved in ERa-associated
eNOS activation at the level of the plasma membrane, had no
impact on FMR.67

Then, in addition to genetic model of loss of function,
pharmacological tools, such as PaPE and EDC, represent a
complementary approach to evaluate ERa MISS action.
Contrary to their stimulatory action on reendothelialization
and on NO production,22,23 none of these molecules was able
to prevent atheroma LDLr�/� mice. Interestingly, a similar
finding was previously reported in EDC-treated apolipoprotein
E–deficient mice.68 Accordingly, we previously showed that
17b-estradiol failed to induce any atheroprotective action
using mouse model in which nuclear effects are abrogated
(ERa-AF20/LDLr�/� mice), highlighting the requirement of
nuclear/transcriptional actions of ERa for early
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atheroprotection at the level of the aortic sinus.32 Herein, we
further extend the crucial role of ERaAF2 in atheroma
prevention by endogenous estrogens through en face analysis
of the thoracic and abdominal aorta (ie, in arterial sites where
the shear stress is less dramatically altered compared with
that at the aortic sinus). Moreover, the present study allows
us to identify the crucial role of ERaAF2 in the protective
effect of estrogens against high blood pressure and to
promote FMR. In line with the genetic approach showing the
necessary role of nuclear ERa, the response of estetrol, which
has an unusual profile of ERa activation, and uncoupling
nuclear and membrane activation28 demonstrate the vascu-
loprotective potential of nuclear ERa activation alone. Indeed,
we previously reported the potent atheroprotective effect of
estetrol28 as well as its capacity to prevent neointimal
hyperplasia after endovascular femoral artery injury.14 Herein,
we show that estetrol prevents hypertension and vascular
hypertrophy induced by AngII and allows FMR. These exper-
imental data complement previous clinical studies reporting
that estetrol has less effect than ethinyl-estradiol on hepatic-
derived hemostatic biomarkers69 and, therefore, could be the
only oral estrogen that does not increase the risk of

thromboembolic events. Because estetrol, in combination
with a progestin, is able to block ovulation, this fetal estrogen
is being evaluated as both a new contraceptive and a new
hormonal treatment for menopause.69

To conclude, the combination of genetically modified
mouse models (membrane and nuclear loss of function) and
pharmacological approaches (membrane and nuclear gain of
function) is unique in the area of nuclear receptors. This
combination has led to the following conclusions, summarized
in Figure 8: (1) ERa MISS is necessary and sufficient to
promote 2 short-term actions of 17b-estradiol on the
endothelium: the acceleration of endothelial wound healing,
which involves mainly endothelial cell migration,70 and the
increase in endothelial NO production. (2) By contrast, ERa
MISS is neither necessary nor sufficient for eliciting the long-
term effect of estrogens on arteries (ie, protection against
neointimal hyperplasia,14 atheroma,28 hypertension, and
induction of FMR). (3) Accordingly, the nuclear ERa activation
elicited by estetrol (that does not activate ERa MISS) is
sufficient to confer these 4 major vasculoprotective actions.
These results shed a new light on the mechanisms of the
vasculoprotective effects of estrogens and will help to
understand the tissue-specific actions of selective ER mod-
ulators, one of the major mysteries of ER biological features.

Acknowledgments
The animal facilities and the “Plateforme d’Experimentation Fonc-
tionnelle” staff are acknowledged for skillful technical assistance.
Estrogen receptor a–deficient and estrogen receptor a activation
function-2 deficient mice (ERaAF2�) mice were kindly provided by
Professor P. Chambon and Dr A. Krust.

Sources of Funding
The work at INSERM U1048 was supported by INSERM,
centre hospitalo universitaire (CHU) de Toulouse, Universit�e
de Toulouse III, Facult�e de M�edecine Toulouse-Rangueil,
Institut Universitaire de France, Fondation de France, Fonda-
tion pour la Recherche M�edicale (DEQ20160334924), Agence
Nationale de la Recherche (ANR-14-CE12-0021-01), Conseil
R�egional Midi-Pyr�en�ees, and the Eurostar project Septime.
Support was also provided by the National Institutes of Health
(PHS 5R01 DK015556 to J.A. Katzenellenbogen and P50
AT006268 to B.S. Katzenellenbogen). The work at Mitovasc
was supported by INSERM, Centre national de la recherche
scientifique (CNRS) and the centre hospitalo universitaire
(CHU) d’Angers, Universit�e of Angers, Fondation de France,
and the Region des Pays de Loire (Mitovasc grant). Favre was
financially supported by the Soci�et�e d’Hypertension Art�erielle
and the Foundation de Recherche sur l’Hypertension
Art�erielle.

Figure 8. The beneficial actions of estrogen receptor a (ERa)
activation on atheroma, hypertension, neointimal hyperplasia, and
arterial remodeling all rely on nuclear ERa, whereas ERa mem-
brane-initiated signaling is restricted to the rapid endothelial
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Figure S1. Effect of estrogen depletion on systolic blood pressure and aortic remodeling.

(A) Systolic blood pressure measurements in intact wild type (WT) and in ovariectomized (OVX) mice

implanted with osmotic minipumps delivering angiotensin II (AngII, 500 ng/kg per day, 1 month) to induce

hypertension or sham operated (Sham). (B) Media/Lumen Ratio and (C) Representative images of aortic

remodeling in WT and WT-OVX mice.

Values are presented as mean ± SEM (n=6), and statistically compared to respective control group. *:

p<0.05; **: p<0.01 ***: p<0.001 Ang II vs respective sham ; # # p<0.01 WT vs WT-OVX.
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Figure S2. Effect of the absence of estrogen receptor beta (ERbeta) on systolic blood pressure in mice

Systolic blood pressure measurements in intact wild type (ERbeta +/+) and in mice lacking ERbeta (ERbeta

-/-) mice implanted with osmotic minipumps delivering angiotensin II (AngII, 500 ng/kg per day, 1 month)

to induce hypertension or sham operated.

Values are presented as mean ± SEM (n=6 per group), and statistically compared to respective control

group. *: p<0.05; Ang II vs respective control

*
*



Figure S3. Gene expression level of the angiotensin converting enzymes Ace and Ace2 and of the

angiotensin II type 1 receptor (AT1Ra and AT1Rb) measured in intact wild type (WT) and in ERa-/-,

ERaC451A and ERaAF20 mice. Values are presented as mean ± SEM (n=5 per group), and statistically

compared to the WT group. No siginficant difference was observed between groups.



ANNEXE 2 : 

 

 

The tissue-specific effects of different 17β-estradiol doses reveal the key sensitizing role 

of AF1 domain in ERα activity 

 

Coralie Fontaine
*
,
 
Mélissa Buscato

*
, Alexia Vinel, Frank Giton, Isabelle Raymond-Letron, 

Sung Hoon Kim, Benita S. Katzenellenbogen, John A. Katzenellenbogen, Pierre Gourdy, 

Alain Milon, Gilles Flouriot, Claes Ohlsson, Françoise Lenfant and Jean-François Arnal. 

 

Mol Cell Endocrinol. 2020 Apr 5;505:110741. doi: 10.1016/j.mce.2020.110741. Epub 2020 

Jan 28 

 



Contents lists available at ScienceDirect

Molecular and Cellular Endocrinology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/mce

The tissue-specific effects of different 17β-estradiol doses reveal the key
sensitizing role of AF1 domain in ERα activity

Coralie Fontainea,1, Melissa Buscatoa,1, Alexia Vinela, Frank Gitonb,c, Isabelle Raymond-Letrond,
Sung Hoon Kime, Benita S. Katzenellenbogene, John A. Katzenellenbogene, Pierre Gourdya,
Alain Milonf, Gilles Flouriotg, Claes Ohlssonh, Françoise Lenfanta,∗, Jean-François Arnala

a INSERM U1048, Institut des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires, Université de Toulouse - UPS, Toulouse, France
b INSERM IMRB U955 Eq07, Créteil, France
c AP-HP, Pôle Biologie-Pathologie Henri Mondor, Créteil, France
d Ecole Vetérinaire de Toulouse (ENVT), Toulouse, France
e Departments of Molecular and Integrative Biology, and of Chemistry, University of Illinois at Urbana-Champaign, Urbana, IL, USA
f Institut de Pharmacologie et Biologie Structurale, IPBS, Université de Toulouse, CNRS, UPS, Toulouse, France
gUniv Rennes, Inserm, EHESP, Irset (Institut de Recherche en Santé, Environnement et Travail), UMR 1085, Rennes, France
h Center for Bone and Arthritis Research, Institute of Medicine, The Sahlgrenska Academy at the University of Gothenburg, Gothenburg, Sweden
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A B S T R A C T

17β-Estradiol (E2) action can be mediated by the full-length estrogen receptor alpha (ERα66), and also by the
AF1 domain-deficient ERα (ERα46) isoform, but their respective sensitivity to E2 is essentially unknown. We
first performed a dose response study using subcutaneous home-made pellets mimicking either metestrus,
proestrus or a pharmacological doses of E2, which resulted in plasma concentrations around 3, 30 and 600 pM,
respectively. Analysis of the uterus, vagina and bone after chronic exposure to E2 demonstrated dose-dependent
effects, with a maximal response reached at the proestrus-dose in wild type mice expressing mainly ERα66. In
contrast, in transgenic mice harbouring only an ERα deleted in AF1, these effects of E2 were either strongly
shifted rightward (10–100-fold) and/or attenuated, depending on the tissue studied. Finally, experiments in
different cell lines transfected with ERα66 or ERα46 also delineated varying profiles of ERα AF1 sensitivity to
E2. Altogether, this work emphasizes the importance of dose in the tissue-specific actions of E2 and demonstrates
the key sensitizing role of AF1 in ERα activity.

1. Introduction

During her lifetime, a woman is exposed to varying levels of es-
trogens. At puberty, the onset of the menstrual cycle leads to a cyclical
production of estrogens with large fluctuations in estrogen levels.
Pregnancy is marked by an extensive increase in estrogens levels
whereas menopause, the consequence of the cessation of estrogen
production by ovaries in women, results in a sharp decrease in the main
estrogen 17-β estradiol (E2) levels. These hormonal variations translate
into changes not only in sex target organs involved in sex secondary
characters and reproduction, but also in many other non-reproductive
tissues. In particular, estrogens play an important role in the growth
and maturation of bone as well as in the regulation of bone turnover in
adult. The importance of estrogens for skeletal health is well known and

represents an important research area. Indeed, estrogen deficiency is a
major risk for development of osteoporosis and leads to increased
fracture risk, while estrogen treatment reduces this risk (Almeida et al.,
2017). Unfortunately, long-term estrogen therapy is also associated
with serious side-effects, mainly increased risk of breast cancer and of
deep venous thrombosis (Valera et al., 2018).

Mouse models have already contributed to elucidation of the me-
chanisms of actions of estrogens in vivo (Guillaume et al., 2017; Hewitt
and Korach, 2018; Rooney and van der Meulen, 2017). In general, mice
are ovariectomized to eliminate the main source of endogenous estro-
gens, and to allow studying the effects of doses of exogenous E2 de-
livered by various devices, such as subcutaneous pellets. A large range
of pellets that deliver estrogen from 0.01 mg/pellet (i.e., 0.8 μg/kg/day)
to 5 mg/pellet (i.e., 2000 μg/kg/day) are available, and very different
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doses are used in the literature, often without justification of the dose
employed. Furthermore, estrogens have frequently been reported to
exert a hormetic or biphasic dose-response relationship, characterized
by low-dose stimulation and high-dose inhibition (Strom et al., 2011;
Duarte-Guterman et al., 2015). One example of such a dichotomous
effect was reported in ischemic stroke; whereas some studies have
shown a neuroprotective effect of estrogen, others have reported neu-
rotoxicity, the differences being attributed to the dose (Strom et al.,
2009).

The different responses to E2 are initiated by their binding to the
estrogen receptors (ERs), ERα and ERβ, which belong to the nuclear
receptor superfamily and are structurally organized into 6 functional
domains (A to F). The E domain supports hormone binding, which in-
duces conformational changes that are required for ER transcriptional
activity through the modulation of two activation functions (AFs), AF1
and AF2, located in the A/B and E domains, respectively. In addition to
the full-length 66-kDa (ERα66) isoform, a 46-kDa ERα-isoform
(ERα46), lacking the N-terminal portion (domains A/B), and thereby
AF-1, has been reported to be expressed in various cell types such as
human osteoblasts (Denger et al., 2001), macrophages (Murphy et al.,
2009), and vascular endothelial cells (Murphy et al., 2009), but also in
cancer cells (Chantalat et al., 2016). Mechanisms regulating both the
expression of ERα46 and its functions remain essentially unknown. ERα
can be generated by either alternative splicing, proteolysis, or an al-
ternative initiation of translation via an internal ribosome entry site
(IRES) (Chantalat et al., 2016).

ER-mediated transcriptional regulation involves either a direct in-
teraction of ER with specific estrogen-responsive elements (EREs) lo-
cated in enhancers or near the promoter region of target genes, or an
indirect mechanism (tethered) via protein/protein interactions with
other transcriptional factors (Hamilton et al., 2017). ERαAF1 and
ERαAF2 have been shown to play crucial roles in the transcriptional
effects of ERα through the recruitment of coactivators. In cultured cells,
the respective roles of ERαAF1 and ERαAF2 appear to depend on the
state of cell differentiation (Merot et al., 2004). Using mice selectively
deficient in ERαAF1 or ERαAF2, we previously demonstrated that
ERαAF2 is absolutely required for all nuclear effects of ERα in response
to E2 whereas the role of ERαAF1 is highly tissue dependent (Abot
et al., 2013; Arnal et al., 2013; Billon-Gales et al., 2009; Borjesson et al.,
2011).

However, the potential role of the E2 dose on the different biolo-
gical effects mediated by the wild-type full length ERα-66 or the AF1/
AB domain-deficient ERα has not been evaluated nor taken into account
in most in vivo studies.

In this work, we describe the effect of a 3-week exposure of ovar-
iectomized mice to 3 doses of E2 mimicking metestrus (low dose),
proestrus (medium dose) or a supra-pharmacological dose on three
major tissues: uterus, vagina and bone. This experimental paradigm
allowed us to precisely compare tissue responses to these 3 doses. An
additional very high dose of E2 was used in transgenic mice harbouring
an ERα deleted for AF1 (ERαAF10) and in its littermate wild type mice.

2. Material and methods

2.1. Mice

All procedures involving experimental animals were performed in
accordance with the principles and guidelines established by the
National Institute of Medical Research and were approved by the local
Animal Care and Use Committee. The investigation conforms to the
directive 2010/63/EU of the European parliament. Mice were housed
in cages in groups of four to six and kept in a specific pathogen-free and
temperature-controlled facility on a 12-h light to dark cycle. Each ex-
perimental group included at least six animals. Female C57BL/6 J mice
were purchased from Charles River Laboratories. ERαAF-10 mice were
generated as previously described (Billon-Gales et al., 2009). Mice were

anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (25 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg), and ovariectomized or sham operated at 4 weeks
of age, before puberty, to avoid any endogenous estrogen exposure.
After 2 weeks of recovery, mice were implanted subcutaneously with
pellets releasing either vehicle (cholesterol) or various amounts of E2
for 21 days. To deliver increasing doses of estradiol over prolonged
periods of time, various amounts of E2 (E2758 Sigma-Aldrich) and
cholesterol (C3045 Sigma-Aldrich) were thoroughly mixed in powder
form and compacted to obtain pellets (20 mg total) that were then
implanted subcutaneously into ovariectomized mice as previously de-
scribed (Hsieh et al., 1998). Low (LD-E2), medium (MD-E2), high (HD-
E2) and very high (VHD-E2) doses correspond respectively to weight/
weight ratio of E2/cholesterol: 1/20000, 1/2500, 1/250 and 1/25.

2.2. Hormone assays

Plasma E2 levels were assayed by GC/MS, as described previously
(Giton et al., 2015) with minor modifications. Saline water/twice
charcoal dextran stripped aged female rabbit serum (1/1, v/v) was used
as the matrix for calibrators and quality control (QC) standards. Briefly,
each sample (serums, calibration standards, quality controls, and blank
matrix) was collected in an 8 ml borosilicate tube. A spiking solution of
deuterated steroid internal standard (IS) (50 μl containing 10 pg of E2-
d4, except for blank matrix) (CDN Isotopes, Inc., Point-Claire, Canada),
and 3 ml of 1-chlorobutane were added to each sample. After fast
centrifugation, the upper organic phase was collected on conditioned
Hypersep SI 500 mg SPE minicolumn (Thermo Scientific, Rockwood,
USA). The column and adsorbed material were then washed with ethyl
acetate/hexane (6 ml; 1/9, v/v). The second fraction containing E2 was
eluted using ethyl acetate/hexane (4 ml; 1/1, v/v), then evaporated at
60 °C to dryness. E2 was derivatized with pentafluorobenzoyl chloride
(PFBC) (103772-1G, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Final ex-
tracts were reconstituted in isooctane, then transferred into conical
vials for injection into the GC system (GC-2010 Plus, Shimadzu, Japan)
using a 50% phenylmethylpolysiloxane VF-17MS capillary column
(20m x 0.15 mm, internal diameter, 0.15 μm film thickness) (Agilent
Technologies, Les Ulis, France). A TQ8050 (Shimadzu, Japan) triple
quadrupole mass spectrometer equipped with a chemical ionization
source and operating in Q3 single ion monitoring (SIM) mode was used
for detection. The reagent gas for the NCI detection was methane. The
GC was performed in pulsed splitless mode with a 1 min pulsed split-
less-time. The oven temperature was initially 150 °C for 0.50 min,
further increased to 305 °C at 20 °C/min and held at 305 °C for
3.60 min, and then to 335 °C at 30 °C/min and held at 335 °C for
1.7 min. The injection port and transfer line temperatures were re-
spectively 290 and 280 °C. The flow-rate of helium (carrier gas) was
maintained constant at 0.96 ml/min. The mass spectrometer CI source
temperature was 220 °C. The linearity of steroid measurement was
confirmed by plotting the ratio of the steroid peak response/internal
standard (IS) peak response to the concentration of E2 for each cali-
bration standard. Accuracy, target ions, corresponding deuterated in-
ternal control, range of detection, low limit of quantification (LLOQ),
and intra & inter assay CVs of the quality control are reported in
Supplemental Table 1.

2.3. Determination of total plasma cholesterol

Mice were anesthetized and blood samples were collected from the
retro-orbital venous plexus. Total plasma cholesterol was assayed using
the CHOD-PAD kit (Horiba ABX, Montpellier, France).

2.4. Histological analysis

Paraffin-embedded transverse sections (4 μm) from formalin-fixed
uterine or vaginal specimens were stained as previously described with
anti–Ki67 (Abot et al., 2013) (RM-9106; Thermo-scientific). Sections
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were examined after digitization using a NanoZoomer Digital Pa-
thology®. To examine the proliferative effects of each treatment, the
ratio of Ki67–positive epithelial cell/total cell number from two mi-
croscopic fields of measurement at ×20 magnification for each uterine
and vaginal section was evaluated. For uterus, the luminal epithelial
height (LEH) of endometrium is the mean of 10 measurements.

2.5. Peripheral quantitative computed tomography (pQCT)

Computerized tomography scans were performed using the pQCT
XCT RESEARCH M (version 4.5 B, Norland Stratec, Germany) with a
voxel size of 70 μm, as previously described (Windahl et al., 1999). To
measure trabecular volumetric bone marrow density (BMD), the scan
was positioned in the distal metaphysis of the femur at a distance
corresponding to 3.4% of the total femur length in the proximal di-
rection from the distal growth plate. This area contains trabecular and
cortical bone and the trabecular region was defined as the inner 45% of
the total cross-sectional area. The cortical bone parameters were ana-
lyzed in the mid-diaphyseal region of femur (Vidal et al., 2000).

2.6. Cell culture and transfection

HeLa, HepG2 and MDA-MB231 cell lines were maintained in DMEM
(Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (Biowest)
and antibiotics (Invitrogen) at 37 °C in 5% CO2. Transfections were
carried out using jetPEI reagent according to manufacturer's instruc-
tions (Polyplus transfection). One day before transfection, cells were
plated in 24-well plates at 50% confluence. One hour prior to trans-
fection, the medium was replaced with phenol red-free DMEM
(Invitrogen) containing 2.5% charcoal-stripped FCS (Biowest).
Transfection was carried out with 100 ng of the reporter gene C3-LUC,
100 ng of CMV-βGal internal control and 50 ng of expression vectors
pCR-ERα or pCR-ERαAF-10 (Merot et al., 2004). Following an incuba-
tion overnight, cells were treated for 24 h with ethanol (vehicle control)
or increasing concentration of E2. Cells were then harvested and luci-
ferase and β-galactosidase assays were performed as previously de-
scribed (Merot et al., 2004).

2.7. Western blot

One μg of pCR-ERαWT or pCR-ERαAF10 plasmid were transcribed
and translated using TNT® quick system Promega. Total proteins were

Fig. 1. Plasma estradiol (E2) and cholesterol concentrations in mice implanted with E2/cholesterol pellets.
Pellets releasing low dose (LD), medium dose (MD) or high dose (HD) of E2 were implanted subcutaneously into ovariectomized mice for a period of 3 weeks (A).
Plasma E2 (B), body weight (C) and cholesterol content (D) of the mice were evaluated.
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separated on a 10% SDS/PAGE gel and transferred to a nitrocellulose
membrane. Primary antibody against ERα was purchased from Santa
Cruz Biotechnology (SP1 ABCAM, 1/500). Revelation was performed
using an HRP-conjugated secondary antibody and visualized by en-
hanced chemoluminescence (ECL) detection according to the manu-
facturer's instructions (Amersham Biosciences/GE Healthcare), using
ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad).

2.8. Statistics

Statistical analysis were performed using GraphPad Prism software
(version 6, GraphPad Software, Inc). To test the different doses of E2, a
1-way ANOVA was performed, followed by a Fisher Least Significant
Difference (LSD) multiple comparisons post test. To test the respective
roles of E2 treatment and genotype, a 2-way ANOVA was performed.
When a significant interaction was observed between the 2 factors, the
difference between genotype and treatment was evaluated by a Fisher's
LSD's multiple comparison post test. P < 0.05 was considered

Fig. 2. E2 dose response analysis of uterine and
vaginal parameters.
Pellets releasing low dose (LD), medium dose (MD)
or high dose (HD) of E2 were implanted sub-
cutaneously into ovariectomized mice for a period of
3 weeks and uterus (A, B, C) and vagina (D, E, F)
were analyzed. Uterine (A) and vagina (D) weight.
Percentage of uterine (B) and vagina (E) Ki67-posi-
tive epithelial cells. Results are expressed as
means ± SEM. To test effect of E2 exposure, one-
way ANOVA and a Fisher's LSD post test were per-
formed (E2 exposure versus placebo *P < 0.05,
***P < 0.001, difference in E2 concentration
†††P < 0.001 n = 10/12 mice/group).
Representative Ki-67 detection in transverse uterine
(C) and vaginal (F) sections.

Table 1
Analysis of uterine parameters in C57Bl/6 mice.

OVX LD-E2 MD-E2 HD-E2

Uterine LEH (μm) 12.1 +/- 0.6 20.2 +/- 1.2 ** 37.6 +/- 1.9 *** 40.5 +/- 2.1 ***
Uterine Stromal Density 257 +/- 1.14 116.7 +/- 44.6 *** 87 +/- 35.5 *** 72.7 +/- 34.5 ***
Uterine Stromal proliferation (%Ki67positive cells) 0.3 +/- 0.5 8 +/- 5.6 42.1 +/- 11 *** 21.6 +/- 8 ***

Results are expressed as means± SEM. To test the respective roles of each treatment, one-way ANOVA and a Fisher's LSD’s post test were performed (treatment versus
placebo **, P<0.01, ***, P<0.001)
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statistically significant.

3. Results

3.1. Dose-response profile to E2 is tissue specific in wild type mice

We first studied in vivo the tissue-specific response to different doses
of long-term E2 administration (3 weeks) on ovariectomized C57Bl/6
mice (Fig. 1A). Plasma estradiol measurement allowed us to determine
the E2/cholesterol ratio that mimicked either metestrus (low dose, LD-
E2 ~1 pg/ml: 3pM) and proestrus (medium dose, MD–E2~10 pg/ml:
30pM) as previously reported (Nilsson et al., 2015), or a pharmacolo-
gical dose (high dose HD-E2 ~200 pg/ml: 600pM) (Fig. 1B). In mice on
a chow diet, E2 treatment had no impact on body mass (Fig. 1C) or
plasma cholesterol content (Fig. 1D), regardless of the dose adminis-
tered. The pharmacological dose led to high level of E2 especially in
view of the absence of SHBG in mice. Importantly, in mice receiving the
high dose of E2, fraction of E2 was converted into estrone (E1) and
became detectable in the plasma (Supplementary Table 2). By contrast,
the level of estrone in mice supplemented with LD-E2 or MD-E2 is
below the threshold of 10 pg/ml.

Wet weight of the uterus represents the classic endpoint for mea-
suring estrogenicity. As expected, ovariectomy led to uterine atrophy
compared to intact mice, and all E2 doses increased uterine weight
(Fig. 2A). The maximal response in terms of weight gain was reached
using the MD-E2, with an attenuated response observed using the HD-
E2 (Fig. 2A). We next evaluated the level of uterine epithelial pro-
liferation using Ki67 staining. Epithelial proliferation in response to E2
was maximal at the medium dose, whereas the pharmacological dose of
E2 led to a much lower epithelial proliferation; this represented a much
greater decline than that reflected by uterine weight (Fig. 2B and C).
Accordingly, analyses of the height increase of uterine epithelial cells
(LEH) as well as stromal proliferation and density confirmed that the
medium dose is required to obtain strongest E2 response (Table 1).

Although the evaluation of morphological changes in the vagina is
less used to assess estrogenic exposure in the mouse compared to
measurements of uterine parameters, this tissue is another major target
for estrogenic action. A maximal response of vagina in terms of weight
gain was observed using the medium dose of E2, and it then plateaued
with the medium or high dose of E2 (Fig. 2D). By contrast, a low dose
was sufficient to induce maximal epithelial proliferation (Fig. 2E and
F).

We next analyzed dose response to E2 treatment in bone, a major
non-reproductive target of estrogens. As expected, ovariectomy sig-
nificantly altered both cortical (Fig. 3A) and trabecular (Fig. 3B) bone
compartments, but did not impact bone length (Fig. 3C). Treatment
with the lowest dose of E2 was sufficient to restore cortical thickness
and cortical bone mineral content (Fig. 3A) as well as trabecular bone
mineral density (Fig. 3B). As observed in reproductive tissues, the
medium dose of E2 induced maximal tissue response thereafter
reaching a plateau, with no additional elevation using the pharmaco-
logical dose.

Altogether, these results demonstrated that using pellets designed to
release E2 levels similar to those encountered during metestrus (low
dose) and proestrus (medium dose), the low dose of E2 was sufficient to
stimulate 3 target tissues (i.e., vagina, uterus and bone), whereas the
medium dose was necessary to elicit a maximal effect.

3.2. Involvement of ERαAF1 action in mediating E2 response is dose
dependent

Our results highlight that response to E2 is dose-dependent, with
differences between tissues. In addition, we previously demonstrated
that the role of ERαAF-1 is also tissue-specific, with a crucial role
played in uterus and trabecular bone, but not in cortical bone (Abot
et al., 2013; Borjesson et al., 2011). We first compared the dose re-
sponse to E2 on an ERE-driven reporter gene (C3-LUC) in cells ex-
pressing either the wild type receptor (ERα66) or the isoform having a

Fig. 3. E2 dose response analysis of bone para-
meters.
Pellets releasing low dose (LD), medium dose (MD)
or high dose (HD) of E2 were implanted sub-
cutaneously into ovariectomized mice for a period of
3 weeks and femurs were analyzed. Cortical thick-
ness and cortical bone mineral content (BMC) (A) in
the mid-diaphyseal part of femur. Trabecular bone
mineral density (BMD) in the distal metaphyseal part
of femur (B) and Bone length (C). Results are ex-
pressed as means ± SEM. To test effect of E2 ex-
posure, one-way ANOVA and a Fisher's LSD post test
were performed (E2 exposure versus placebo
**P < 0.01, ***P < 0.001, difference in E2 con-
centration †††P < 0.001, n = 6/7 mice/group).
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deletion of AF1 (ERαAF10 = ERα46) (Fig. 4A) that were introduced
into three different cell lines by transient transfection (Fig. 4B–D). Ex-
pression vectors encoding wild type ERα and ERαAF10 were expressed
at similar level after transfection in these different cell types
(Supplementary Fig. 1). In addition to the previously reported cell-
specific differences in the transactivation efficiency between both re-
ceptors (Merot et al., 2004), we show here the need for higher doses of
E2 for ERαAF-10 than for ERαWT to induce the activity of the reporter
gene. The EC50 was about 10–100 fold higher for ERαAF-10 than for
ERαWT, depending of the cell-type (Fig. 4B–D). In addition, even in
higher dose, the maximum response was also much lower using ERαAF-
10 (Fig. 4B and C), except for MDA-MB-231 cells (Fig. 4D).

We then decided to systematically assess the role of ERαAF-1 in the
estrogenic response. To this end, we used ERαAF10 mice expressing a
49-kDa truncated protein lacking the A domain and motifs constituting
ERα AF-1 in the B domain (Fig. 5A) (Billon-Gales et al., 2009). Since
some previous studies have used high doses of estrogens in vivo, until
5 mg E2/pellet for 60 day release (Pedram et al., 2014), we have
decided to add a very high dose (VHD-E2: ~2000 pg/ml i.e 2048 pg/
ml ± 242) to evaluate the role of AF-1 function in vivo. We previously
reported that ERαAF10 mice treated with pellets from Innovative Re-
search (0.1 mg E2/pellet: 60 day release) presented a moderate uterine
hypertrophy that was essentially due to stromal edema, with minimal
epithelial proliferation compared to WT mice (Abot et al., 2013). Here,
we confirm that no uterine hypertrophy was observed in ERαAF10 mice
in response to LD and MD of E2 (Fig. 5B). However, HD-E2 or VHD-E2
induced similar increase of uterine weight in ERαAF10 and ERαWT
mice, demonstrating that the deletion of the ERα AF1 function can be
fully compensated by a 10 to 100-fold increase in the E2 dose for some
parameters such as uterine weight (Fig. 5B). For several other

parameters, such as endometrium epithelial proliferation (Fig. 5C) and
vagina weight gain (Fig. 5D), E2 action was not only shifted rightward
but the magnitude of the response was also decreased, remaining below
the full effect observed in control mice, even at the VHD-E2 pharma-
cological dose. In addition, we demonstrate for the first time a role of
ERαAF1 in vaginal epithelial proliferation, which as for uterine epi-
thelial proliferation, is highly dependent of E2 dose (Fig. 5E).

Finally, we reconsidered the question of the role of ERαAF1 in bone,
and, as previously described, we demonstrated that ERαAF1 is dis-
pensable for cortical response to E2 regardless of the dose used, as re-
vealed by the absence of interaction between genotype and E2 treat-
ment (Fig. 6A and B). It should be however noted a significant effect of
genotype due to a smaller cortical thickness and a smaller cortical BMC
in ERαAF10 mice, independently on E2. By contrast, ERαAF1 is re-
quired for the increase of bone mineral density (BMD) in response to E2
in the trabecular compartment regardless of the dose (Fig. 6B). We
confirmed that E2 has no impact on bone length in both WT and
ERαAF10 mice but interestingly in ovariectomized mice, bone lengths
from ERαAF10 were smaller than in WT mice, as previously reported in
older ERαAF10 mice (Borjesson et al., 2012) (Fig. 6C). Altogether, these
data definitely demonstrate that ERαAF1 is necessary for the full E2
response in uterus, vagina and the trabecular bone compartment.
However, depending on the phenotypic feature, ERαAF1 deficiency can
be partially or fully overcome by using high E2 levels.

4. Discussion

To understand the physiology of estrogens, as well as to optimize
the use of female sex hormones in medicine, it is crucial to precisely
delineate the sensitivity of the tissues to estrogen levels. It is a common

Fig. 4. Dose response of E2 transcriptional ac-
tivity in cultured cells expressing ERα66 or
ERα46.
Schematic representation of the wild-type ERα66
(ERαAF1+/+) and ERα (ERαAF10) isoforms and
expression of these isoforms obtained from in vitro
translation pCR-ERαWT or pCR-ERαAF10 vectors
performed with the TNT Coupled Reticulocyte Lysate
System (A). HepG2 (B), HeLa (C) and MDA-MB231
(D) cells were transiently transfected with the C3-Luc
reporter constructs in the presence of pCR-ERαWT,
pCR-ERαAF10, or empty pCR vectors. Cells were
treated with the indicated dose of E2 or vehicle (Ctrl)
for 24 h. Normalized luciferase activities were ex-
pressed as fold increase above values measured with
empty pCR and vehicle. Data correspond to the mean
values ± SEM of at least three separate transfection
experiments. Two-way ANOVA followed by Fisher's
LSD multiple comparison test were performed
(ERαAF1+/+ versus ERαAF10: *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001).
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practice to ovariectomize mice to eliminate the main source of en-
dogenous estrogens, and subsequently to administer E2 exogenously.
Subcutaneous implantation of slow-release pellets is the most con-
venient and efficient way to deliver estrogen to mice; it avoids the stress
associated with daily subcutaneous injections. In our study, the low
dose of E2 (metestrus level) impacted vagina, uterus and bone tissues in
ovariectomized mice, whereas the medium dose (proestrus level) was
necessary to elicit a maximal effect. However, the use of a supraphy-
siological dose (HD-E2) did not confer any further stimulation com-
pared to the medium dose in these tissues. The HD of E2 even induced a
lesser response than the MD of E2 in the uterus, but not in bone nor in
the vagina. There are numerous examples of estrogen hormesis, i.e.
lowering activity levels while increasing doses, concerning a wide
variety of endpoints, including cerebral (Strom et al., 2009, 2010,
2011), mammary gland differentiation (Vandenberg et al., 2006) and
insulin sensitivity (Gonzalez et al., 2002). High concentrations of E2
can also lead to increased levels of metabolites, such as estrone
(Supplementary Table 2), which can also influence the biological re-
sponses through either dependent or independent ER mechanisms
(Thomas and Potter, 2013).

Remarkably, despite a significant effect on cortical thickness and
BMC as well as on trabecular BMD, E2 even at a very high dose had no
impact on bone length in our experimental conditions. This result dif-
fers from previous studies that reported a reduced bone length and

growth plate width using high dose of E2 in older mice (Borjesson et al.,
2010, 2012). These apparent discrepancies underline the importance of
the age of ovariectomy, age of mouse studied, and timing of E2 sup-
plementation.

E2 effects are mediated by hormone binding to ERα, ERβ or GPR30
(Miller et al., 2017). ERα also exists as two isoforms, designated ERα66
and ERα46, based on their respective molecular weight, and both iso-
forms were reported to regulate E2-mediated proliferation in the mouse
uterus (Abot et al., 2013). The expression of ERα46 in the rat uterus
was demonstrated even before the use of antibodies against ERα (Faye
et al., 1986). Importantly, we recently demonstrated that ERα46 is
frequently and sometimes abundantly expressed in ERα-positive breast
tumors, but the mechanisms of its generation as well as pathophysio-
logical significance of its expression are essentially unknown (Chantalat
et al., 2016). Furthermore, the specific signalling events associated with
this AF1-deficient isoform as well as its interactions with the full length
ERα66 remain unclear. Given the complexity of estrogen-mediated
actions, which goes far beyond the single-receptor situation on which
the linear dose-response model is based, it is not surprising that E2 can
elicit hormetic responses. In particular, varied affinities for distinct
receptors having different intrinsic activity levels would essentially lead
to a “mixture” effect, where the summation of their individual dose-
response curves would lead to composite behaviour that could be non-
monotonic (Miller et al., 2017). In particular, we and others previously

Fig. 5. The role of ERαAF1 in uterus and vagina is
dependent of E2 dose.
Schematic representation of the wild-type ERαAF1+/

+ and ERαAF10 mouse constructs (A). Pellets re-
leasing low dose (LD), medium dose (MD), high dose
(HD) or very high dose (VHD) of E2 were implanted
subcutaneously into ERαAF10 ovariectomized mice
during 3 weeks. Uterus (B, C) and vagina (D, E) were
analyzed. Uterine (B) and vagina (D) weight.
Percentage of uterine (C) and vagina (E) Ki67-posi-
tive epithelial cells. Representative Ki-67 detection
in transverse uterus sections. Results are expressed as
means ± SEM. Two-way ANOVA followed by
Fisher's LSD multiple comparison test were per-
formed (ERαAF1+/+ versus ERαAF10: *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001, n = 6/8 mice/group).
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proposed that ERα46 counteracts ERα66 on E2-induced cell prolifera-
tion (Abot et al., 2013; Penot et al., 2005).

The structural difference between ERα66 and ERα46, according to
our current knowledge, resides mainly in the absence of AF1 in ERα46
(Chantalat et al., 2016). Accordingly, both receptors exhibit different
transactivation efficiencies in a cell-specific manner (Merot et al.,
2004). It has been proposed that ERα46 could have a repressive role in
AF1-permissive contexts through interference with ERα66 binding to
DNA (Penot et al., 2005). The present study deepens the comparison
between both ERα forms by revealing a major difference in their
transcriptional sensitivity to the dose of E2. To reach the maximal level
of ligand-dependent transcriptional activity, ERα46 requires an E2 dose
10 to 100 times higher than does ERα66. Several studies have shown
that N-terminal truncated forms of ERα, including ERα46, have an af-
finity for E2 which is similar to that found for the wild-type ERα66,
indicating that the hormone binding domain is able to function in-
dependently of the N-terminal half of the ER (Kumar et al., 1986;
Carlson et al., 1997; Lin et al., 2013). However, differences in ERα
binding to DNA and in coactivator and/or corepressor recruitment
could explain the distinctively lower sensitivity of ERα46 versus ERα66
to the dose of E2. We previously reported that although the qualitative
overall recruitment of cofactors is quite similar between ERα46 and
ERα66, there is a quantitative differential modulation with some pre-
ference for cofactor binding to ERα66 over ERα46 (Chantalat et al.,
2016). ERα46 is also able to recruit transcriptional repressors in a li-
gand-independent manner (Metivier et al., 2004). In accordance with
the specific binding of coregulators, we reported that some genes were

specifically regulated by either the ERα46 or ERα66 isorforms, de-
monstrating that the absence of ERαAF1 affects specific transcriptional
programs rather than leading to an overall decreased activity
(Chantalat et al., 2016).

Using mice harbouring an ERα deleted for AF1 (ERαAF10), we
previously demonstrated that ERαAF1 is necessary to induce uterine
hypertrophy, suggesting that ERα46 is not able to mediate E2 responses
in uterus (Abot et al., 2013). Here, we demonstrate that with a HD of
E2, the increase in uterine weight is similar between ERαAF10 and
ERαWT, although an attenuated response is observed in terms of epi-
thelial proliferation. By contrast, physiological LD or MD doses of E2
leading to levels encountered during the estrous cycle were unable to
induce a uterine response in ERαAF10 mice in contrast to ERαWT mice.
These results demonstrate that the involvement of ERαAF1 in the E2
response is highly dependent on ligand dose, and that different sig-
nalling pathways regulate epithelial proliferation and uterine weight
gain. Similarly, the response to E2 in vagina and trabecular bone are
dependent of ERαAF-1, since this response is not only shifted rightward
but also decreased in intensity, suggesting that these tissues can be used
as an index of ERαAF-1-dependent estrogenicity.

There is also evidence that amino acid phosphorylation located in
the ERαAF-1 domain, regulates numerous aspects of ERα function, in-
cluding protein stability, hormone binding, receptor dimerization, DNA
binding, protein-protein interactions, and transcription activity (Orti
et al., 1992; Lannigan, 2003; Weigel and Moore, 2007). In particular,
Ser118 has been implicated in ERα mediated transcriptional regulation
since a partial or complete attenuation of E2-induced transcription has

Fig. 6. E2 dose response analysis of trabecular
and cortical bone parameters in wild-type
ERαAF1+/+ and ERαAF10 mice.
Pellets releasing low dose (LD), medium dose (MD),
high dose (HD) or very high dose (VHD) of E2 were
implanted subcutaneously to ERαAF10 ovar-
iectomized mice for a period of 3 weeks and femurs
were analyzed. Cortical thickness and cortical bone
mineral content (BMC) in the mid-diaphyseal part of
femur. 2-way ANOVA test revealed no significant
interaction, the overall effect of the treatment and
genotype was analyzed (A). Trabecular bone mineral
density (BMD) in the distal metaphyseal part of
femur (B) and Bone length (C). Results are expressed
as means ± SEM. Since two-way ANOVA test re-
vealed a significant interaction between the 2 factors
(E2 exposure and genotype), a Fisher's LSD multiple
comparison test were performed (ERαAF1+/+ versus
ERαAF10: **P < 0.01, ***P < 0.001, n = 6/8
mice/group) (B, C).

C. Fontaine, et al. Molecular and Cellular Endocrinology 505 (2020) 110741

8



been observed in ERαS118A transfected cells (Ali et al., 1993; Duplessis
et al., 2011). Appropriate transgenic mouse studies should be devel-
oped to determine the importance of ERα Ser118 phosphorylation in
vivo.

5. Conclusion

We describe here the dose-effect of E2 on sexual targets and bone
thanks to a simple, reliable and unexpensive slow release device. Our
results demonstrate that the estrogenic effect on tissues is highly de-
pendent on the dose used. Although the precise role of ERαAF1 both in
physiology and in pathology remains to be clarified, the present work
reveals that ERαAF1 provides an important layer of regulation through
the sensitization of the response to estrogens. The role of ERαAF1 can
be even more spectacular in the action of some selective ER modulators
(SERMs) (Arao and Korach, 2019). For instance, tamoxifen selectively
activates ERαAF1, and this activation is required for the beneficial ef-
fects of this SERM on arteries (Fontaine et al., 2013) and metabolism
(Guillaume et al., 2017), while at the same time it prevents the recur-
rence of breast cancer. Whereas antagonist activity of tamoxifen is es-
sentially through the ERαAF2 blockade, molecular mechanism of its
partial agonist activity that involved ERαAF1 activation is not fully
understood (Arao and Korach, 2019). Here, we report that importance
of ERαAF1 domain in estrogenic response depend on both considered
cell type/tissues and ligand dose, two parameters which could be de-
terminant in the agonist activity of E2 or SERM that controls ERαAF-1-
mediated physiological response.
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LLOQ : low limit of quantification; QC : quality control 

 

Supplementary Table 1 : GC/MS plasma analytical control validation  

Accucary 

(%) 

Analyte Target ion 

analyte /IS 

(amu) 

Range 

(pg/ml) 

R2 

Mean (pg/ml) 17 runsI 

Intra- & Inter assay CVs (%) 

94-107 E2 660/664 

0.2- 56.0 

 

0.9994 

LLOQ Low QC Middle QC High QC 

  

0.22 
17.3 -19.6 

 

2.87 
2.9-4.2 

6.07 
2.6-3.7 

 

12.88 
2.3-3.33 

 



Supplementary Table 2: GC/MS plasma Estrone (E1) dosage 

OVX LD-E2 MD-E2 HD-E2 

Estrone (E1) < 10pg/ml < 10pg/ml < 10pg/ml 22,5 +/- 5,4 

Results are expressed as means ± SEM.  
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Supplementary Figure 1: Western blot analysis was performed on an 
equal amount of cellular extracts prepared from cells transfected with 
empty vectors (lane 1) expression vectors encoding wild type (lane 2), 
or ERaAF10 mutant (lane 3). 
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ABBREVIATIONS  

 

CEE : Conjugate equine estrogens 

E2 : 17- estradiol 

E4 : Estetrol  

ERα : Estrogen receptor alpha 

HT : Hormonal therapy 

MISS : Membrane-initiated steroid signals 

MPA : Medroxyprogesterone acetate 

NAFLD : Non-alcoholic fatty liver disease 

SERM : Selective estrogen receptor modulators 

TAM : Tamoxifen 
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HIGHLIGHTS 

 

 Estetrol (E4) is a fetal estrogen developed for the prevention of menopause symptoms. 

 In women, E4 was found to have limited effects on hepatic-derived coagulation 

factors. 

 E4 prevents obesity, steatosis and atherosclerosis in mice fed with western diet. 

 Hepatic ERα is necessary for the prevention of steatosis, but not of obesity and 

atherosclerosis. 
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ABSTRACT 

 

Objective: Estetrol (E4), a natural estrogen synthesized by the human fetal liver, is currently 

evaluated in phase III clinical studies as a new menopause hormone therapy. Indeed, E4 

significantly improves vasomotor and genito-urinary menopausal symptoms and prevents 

bone demineralization. Compared to other estrogens, E4 was found to have limited effects on 

coagulation factors in the liver of women allowing to expect less thrombotic events. To fully 

delineate its clinical potential, the aim of this study was to assess the effect of E4 on 

metabolic disorders as well as the role of hepatic estrogen receptor (ER)αin this process. 

Methods: We studied pathophysiological consequences of a western diet (42% kcal fat, 0.2% 

cholesterol) in ovariectomized female mice under chronic E4 treatment. To evaluate the role 

of hepatic ERα on the metabolic effects on E4 and associated disorders such as atherosclerosis 

and steatosis, mice harbouring a hepatocyte-specific ERα deletion (LERKO) were crossed 

with LDLR
-/- 

mice.  

Results: We found that: 1) E4 reduced body weight gain and improved glucose tolerance in 

both C57Bl/6 and LDLR
-/-

 mice. 2) Liver ERα is dispensable for the E4 beneficial actions on 

obesity and atheroma, 3) but is necessary to prevent steatosis in mice.  

Conclusion: To conclude, whereas E4 was found to have limited effects on coagulation 

factors in the liver of women, our results suggest that E4 confers a metabolic protection 

against obesity and associated diseases which complete its really promising clinical potential.  

 

Key words: estetrol, estrogen receptor, menopause, fatty liver, atherosclerosis, metabolic 

syndrome 
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1. INTRODUCTION 

The risk for women to develop metabolic disorders increases significantly after 

menopause, especially in countries with unbalanced diet habits. Accordingly, postmenopausal 

women exhibit a higher risk of developing type 2 diabetes, non-alcoholic fatty liver disease 

(NAFLD) and atherosclerosis [1]. Estrogens are well-recognized as key regulators of energy 

balance and glucose homeostasis. Indeed, cessation production of 17- estradiol (E2) by 

ovaries at menopause promotes visceral adiposity and insulin resistance resulting in an 

increased risk of type 2 diabetes [2]. In addition, hormonal therapy (HT) was found to reduce 

the incidence of type 2 diabetes in postmenopausal women [3]. In randomized placebo-

controlled studies, a significant 21-35% decrease in diabetes occurrence was observed in 

menopausal women receiving the association of conjugate equine estrogens (CEE) and 

medroxyprogesterone acetate (MPA) [4]. However, HT is associated with two major adverse 

effects: i) an increased risk of thromboembolic events, probably as a consequence, at least in 

part, of an increase in hepatic-derived coagulation factors and ii) an increased incidence of 

breast cancer [5]. The identification of safer compounds for HT is thus needed. 

Estetrol (E4) is a natural estrogen produced only by the human fetal liver from the 9
th

 

week gestation. Low levels of E4 (1% of the human plasma concentration) appear also in 

monkeys during the last three weeks of gestation (unpublished results). It could be an 

interesting candidate in oral contraception [6] but also for HT [7]. Indeed, E4 treatment did 

not appear to increase the level of hepatic-derived coagulation factors, and therefore might not 

increase the risk of thromboembolic events [7,8]. E4 used in clinical studies is synthesized 

from estrone contained in soy and is identical to the natural hormone with over 99% purity. 

E4 is currently evaluated in phase III clinical studies [9] and a recent multiple-rising-dose 

study showed that it had beneficial effects on vasomotor symptoms, bone metabolism and 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/blood-clotting-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/thromboembolism
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genito-urinary syndrome in menopausal women [10,11]. However, the effect of E4 on 

metabolic disorders and associated diseases are poorly described.  

E4 is a natural estrogen but its physiological role remains unknown. As E2, the main 

natural estrogen in adults, E4 activates the nuclear Estrogen Receptor alpha (ERα) to regulate 

genomic transcription [12]. But in contrast with E2, E4 does not activate membrane ERα and 

even inhibits this membrane-initiated steroid signals (MISS) effects of E2 [12]. Thus while E2 

elicits endothelial NO synthase activation and accelerates endothelial healing, E4 exerts no 

effect by itself, and even abrogates these E2-induced actions [12]. E4 is thus considered as a 

natural estrogen with selective activation of ERα depending on the tissues, meaning that E4 

can act as an agonist or an antagonist of ERα in some target cells.  

Selective estrogen receptor modulators (SERMs) belong to a family of drugs used in 

various estrogen-related diseases such as tamoxifen (TAM) for the treatment of breast cancer, 

raloxifene for the treatment of osteoporosis, or bazedoxifene, in association to estrogens, for 

the management of postmenopausal symptoms. As E2, SERMs confer protection from 

metabolic disorders observed in response to high-fat diets [13–15]. However, molecular and 

cellular targets accounting for their protective action against a metabolic stress appear to 

differ greatly from that of E2, although mediated by ERα in all cases [15]. While E2 improves 

metabolic homeostasis, at least partially, by increasing hepatic production of fibroblast growth 

factor 21 (FGF21), bazedoxifene increases hepatic expression of Sirtuin1, PPARα and AMPK 

activity [16]. In addition, we recently demonstrated that, whereas E2 still prevented obesity 

and glucose intolerance in liver-specific ERα knock out (LERKO) mice, similar beneficial 

metabolic actions of tamoxifen were totally abrogated in those mice. Furthermore, and by 

contrast to E2, the whole-body metabolic protection of tamoxifen is entirely dependent on the 

hepatokine growth differentiation factor 15 (GDF15) [17]. Interestingly, GDF15 is induced in 

response to chronic exposure to tamoxifen [17] and bazedoxifene [18] but not to E2. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/synthetase
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Accordingly, ERα binding sites were found in Gdf15 regulatory region in liver from TAM-

treated mice but not in E2-treated mice, due to specific epigenetic modifications [17]. 

The aim of this study was to evaluate the ability of E4 to prevent obesity and 

associated metabolic and vascular disorders in ovariectomized female mice fed a western diet. 

We demonstrated that E4 protects against body weight gain and glucose intolerance in both 

C57Bl/6 and LDLR
-/- 

mice and also prevents steatosis and atherosclerosis. We finally 

demonstrate that, whereas liver ERαis necessary to the prevention of steatosis in response to 

E4, it is fully dispensable for E4 protection against obesity and atheroma, highlighting 

dissociation between global metabolic effect of E4 and its liver impact.  
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2. MATERIAL & METHODS  

2.1 Mice 

All procedures involving experimental animals were performed in accordance with the 

principles and guidelines established by the National Institute of Medical Research 

(INSERM) and were approved by the local Animal Care and Use Committee. The 

investigation is consistent with the directive 2010/63/EU of the European parliament. 

ERαAF2
0
 mouse line was generated as described previously [19]. To generate the double-

deficient mice, LDLR
-/-

 female mice, purchased from Charles River (L’Arbresle, France), 

were crossed with AlbCreERα
flox/flox

 mice (LERKO) [17]. WT mice are on a C57Bl/6 

background and genetically manipulated mice are systematically compared to their wild type 

littermates control (n= 7 to 12 per group).  

2.2 In vivo experimental procedures  

At 4 weeks of age, bilateral ovariectomy was performed after intraperitoneal injection of 

ketamine (100 mg.kg
-1

) and xylazine (10 mg.kg
-1

). Two weeks after surgery, mice were 

switched to a western diet (42% kcal fat, 0.2% cholesterol, Envigo) and concomitantly 

implanted with s.c. pellets releasing either placebo or E4 at 6, 9 and 12 weeks of age. Body 

weight was recorded weekly. Intra-peritoneal glucose tolerance test was performed at 13 

weeks of age after overnight fasting. Blood glucose concentrations were monitored with a 

glucose meter (Roche Diagnostic, Meylan, France) at –30, 0, 30, 60, and 90 min after glucose 

injection (1 g/kg). Basal metabolism was evaluated by indirect calorimetry after 8 weeks of 

treatment. Data were collected after 24h of acclimatization in individual cages. Energy 

expenditure was measured (Phenomaster; TSE-Systems) in individual mice at 10-min 

intervals during a 24-h period at constant temperature (20°C). Physical activity was monitored 

by an infrared photocell beam interruption method.  

2.3 Pellet preparation and E4 Dosage 
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To deliver E4 over prolonged periods of time, E4 (Mithra) and cholesterol (C3045 Sigma-

Aldrich) were thoroughly mixed in powder form and compacted to obtain pellets 

(weight/weight ratio of E4/cholesterol at 1/20). Mice were implanted subcutaneously every 3 

weeks with E4 pellets (1 mg E4/pellet total) or a vehicle (cholesterol only) pellets as recently 

described [20]. Preliminary experiments determined a 5 ng/ml plasma concentration of 

E4  after 3 weeks of this treatment, corresponding to the level observed 3h after a single oral 

administration of E4 at 1 mg/kg/day [21] (Supplementary Figure 1). This plasma 

concentration is clinically relevant, as it is comparable to those observed in women receiving 

chronically a daily administration of 15 mg E4 (2 to 5 fold higher) (Mithra communication 

study MIT ES 0001). To analyze hepatokine gene expression in the liver, 4 week-old mice 

were ovariectomised and were implanted subcutaneoulsy with E4, E2 (weight/weight ratio of 

E2/cholesterol at 1/2500), TAM (weight/weight of TAM/cholesterol 0,5/20) or vehicle pellets 

for 2 weeks. 

2.4 Liver and perigonadal adipose tissue histology 

Liver and perigonadal adipose tissues were quickly excised, fixed in 10% buffered formalin 

and embedded in paraffin. Sections (3 µm) were stained with haematoxylin/eosin (H&E) and 

oil red O as previously described [17]. Images were obtained with nanozoomer scanner 

(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) and analyzed with NDP view software 

(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan).  

2.5 Liver lipid content analysis 

Hepatic levels of triglycerides and cholesterol esters were determined using Bligh & Dyer 

methodology and lipid extracts were analyzed by gas-liquid chromatography as previously 

described [17].  

2.6 Gene expression analysis   
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Tissues were homogenized using a Precellys tissue homogenizer (Bertin Technol., Cedex, 

France) and total tissues RNA was extracted using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). 1000 

ng for liver and 500 ng for aorta of RNA was reverse transcribed (RT) at 25°C for 10 min and 

then at 37°C for 2 h using the High Capacity cDNA reverse transcriptase kit (Applied 

Biosystems). For gene expression in aorta and liver, qPCR were performed using SsoFast 

EvaGreen Supermix (Bio-Rad) with primers efficiency validated using standard curves 

method (95% < efficiency < 105%). Gene expression was quantified using the comparative Ct 

(threshold cycle) method. Tpt1 and Ppia were used as housekeeping gene to normalize the 

mRNA levels respectively in the aorta and the liver. 

2.7 Analysis of atherosclerosis lesions 

Overnight fasted mice were anesthetized, and blood was collected from the retro-orbital 

venous plexus before harvesting the heart. Lipid deposition was evaluated at the aortic sinus 

as previously described [22]. Briefly, each heart was frozen on a cryostat mount with OCT 

compound. One hundred 10-µm thick sections were prepared from the top of the left 

ventricle, where the aortic valves were first visible, up to a position in the aorta where the 

valve cusps were just disappearing from the field. After drying for 2 hours, the sections were 

stained with oil red O and counterstained with Mayer's hematoxylin. Ten sections out of the 

100, each separated by 90 µm, were used for specific morphometric evaluation of intimal 

lesions using a computerized Biocom morphometry system. The first and most proximal 

section to the heart was taken 90 µm distal to the point where the aorta first becomes rounded. 

The mean lesion size (expressed in µm
2
) of these 10 sections was used for each animal.  

2.8 Determination of plasma lipids 

Plasma triglycerides were assayed using ABX Pentra Triglycerides CP (ABX Pentra, Horiba, 

Montpellier, France). The high density lipoprotein (HDL) and low density lipoprotein (LDL) 
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fractions were isolated from 10 µl of serum and assayed using the “ABX Pentra HDL Direct 

CP” method (ABX Pentra, Horiba, Montpellier, France).  

2.9 Statistics 

Results are expressed as means ± SEM. Statistical analysis were performed using GraphPad 

Prism version 6.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA; www.graphpad.com). 

T-test was used to analyse the effect of treatment in WT or LDLR
-/-

 mice. ANOVA-2 factor 

were used to analyse the effects of treatment and genotype. Fischer LSD post-test were 

subsequently performed in case of interaction. P < 0.05 was considered statistically 

significant (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). 

https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/medicine-and-dentistry/scanning-electron-microscopy
http://www.graphpad.com/
https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/medicine-and-dentistry/genotype
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3. RESULTS 

3.1 Estetrol prevents western diet induced-obesity and steatosis in ovariectomized 

C57Bl/6 wild type mice. 

To evaluate the metabolic impact of E4, we first determined whether, as previously described 

for E2 and SERMs, E4 was able to confer protection against metabolic syndrome in response 

to western diet. To this aim, ovariectomized WT female mice were fed a western diet (42% 

kcal fat, 0.2% cholesterol) and concomitantly implanted with subcutaneous E4 pellets or a 

vehicle for 9 weeks (Figure 1A). Uterine impregnation was chosen as a positive control of 

estrogenic action. As expected, ovariectomy led to uterine atrophy, whereas chronic E4 

treatment increased uterine weight (Figure 1B). Weekly body weight measurements revealed 

that E4-treated mice are protected against western diet induced-obesity from the first weeks of 

treatment (Figure 1C). After 9 weeks of treatment, E4-treated mice were remarkably leaner 

(Figure 1D) and characterised by reduced accumulation of subcutaneous, perigonadal and 

mesenteric adipose tissues (Figure 1E). Accordingly, the mean area of adipocytes from 

perigonadal adipose tissue was significantly lower in E4-treated mice compared to control 

mice (Figure 1F). Protection conferred by E4 against body weight gain was associated with 

improved glucose tolerance (Figure 1G) and lower lipid accumulation in the liver (Figure 

1H). Importantly, this metabolic protection given by chronic E4 treatment was mediated by 

ERα,and more particularly by its nuclear signalling, since prevention of body weight gain and 

accumulation of subcutaneous, perigonadal and mesenteric adipose tissues in response to 

western diet were abolished in ERαAF2
0
 mice treated with E4 (Table 1 and Supplementary 

Figure 2).   

To further explore the beneficial effect of E4 on metabolism, we analysed basal metabolism 

by indirect calorimetry after 8 weeks of E4 treatment. As expected, both control and E4 

treated mice elicited a marked increase in physical activity during the dark (active) phase 
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(Figure 2A). More importantly, during this period the physical activity was significantly 

higher in E4-treated mice than in the control group. Accordingly, E4 treatment induced higher 

energy expenditure during the dark phase (Figure 2B). Altogether, these results suggest that 

E4 protects ovariectomized WT female mice from western diet-induced obesity, at least in 

part by increasing locomotor activity and energy expenditure.  

3.2 Estetrol prevents obesity as well as associated vascular and hepatic metabolic 

disorders induced by western diet in ovariectomized LDLR
-/- 

mice. 

We then evaluated the effect of E4 on lipid lesion deposits at the aortic sinus in response to 

western diet. To this aim, we used LDLR
-/-

 mice
 
known to develop both atherosclerosis and 

steatosis in response to western diet [23–26] (Figure 3A). As previously observed in WT 

C57Bl/6J mice, E4 also prevented diet-induced obesity (Figure 3B), improved glucose 

tolerance (Figure 3C) and protected the liver against triglycerides and cholesterol ester 

accumulation (Figures 3D and 3E) in this LDLR
-/- 

mouse model. Importantly, this metabolic 

protection was associated with less fatty streak at the aortic sinus (Figures 3F-G) and a 

decreased expression of endothelial activation markers, such as Vascular Cell Adhesion 

Molecule 1 (VCAM1) and Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM1) (Figure 3H) in the 

aorta from E4-treated mice. Moreover, E4 treatment also decreased mRNA expression of pro-

inflammatory cytokines such as interleukin IL, macrophage inflammatory protein 1-alpha 

(MIP1α), and of the macrophage marker CD68 (Figure 3H). Altogether, these results 

demonstrate that, in addition to the protection against diet-induced obesity and steatosis, E4 

also conferred atheroprotection. 

3.3 Hepatic ER is necessary for estetrol-mediated prevention of steatosis but 

dispensable for its protective action against obesity and atherosclerosis.  
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Hepatic ERα has been proposed to contribute to the protective effect of E2 on both 

atherosclerosis [27] and steatosis [17,28–30], and is also necessary for the prevention against 

diet-induced obesity in response to some SERM such as TAM [17]. Therefore, it was 

important to determine the role of hepatic ERα in the beneficial metabolic action of E4. First, 

we analysed gene expression of several hepatokines known to modulate metabolism and to be 

regulated by either the full agonist (E2) or the partial agonist (TAM) of ERα in the liver. To 

this aim, ovariectomized mice were supplemented with E2, TAM, E4 or vehicle for two 

weeks and fed with regular chow diet, avoiding the bias of protective action induced by the 

three ERα ligands in the liver on western-diet (Figure 4A). As expected, all the hormonal 

treatments led to an increase in uterine weight (Supplemental Figure 3). E4 exposure 

modestly but significantly decreased angiopoietin‐like 6 (Angptl6) and insulin-like growth 

factor-1 (IGF-1) expression, whereas it significantly increased mRNA level of FGF21, 

Angptl4, and GDF15 (3 to 6 fold increase) (Figure 4B). Interestingly, this transcriptional 

profile differs from those obtained in response to E2 and TAM (Figure 4B). Thus, E4 induces 

a specific transcriptional program in the liver that differs from the full agonist E2 or the well-

known SERM TAM, consistent with its differential action on hepatic coagulation factors in 

women as compared to E2 [8,31].  

Then, to directly evaluate the role of hepatic ERα on the metabolic and arterial actions of E4, 

we analysed the metabolic effects of chronic E4 treatment in mice harbouring a hepatocyte-

specific ERα deletion (LERKO) bred with atheroprone LDLR
-/- 

mice. Efficiency of ERα 

deletion in hepatocytes was confirmed by the 80 % decrease of ERα mRNA level measured 

by qPCR in LERKO-LDLR
-/- 

mice compared to the control littermate mice (Supplementary 

Figure 4). Ovariectomized LERKO-LDLR
-/-

 mice treated or not with E4 were fed with 

western diet for 9 weeks. The protection conferred by E4 against western diet-induced obesity 

was fully preserved in LERKO-LDLR
-/-

 mice (Figure 5A and supplementary Figure 5), 
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demonstrating that hepatic ERα is not required to induce this beneficial action of E4. Hence, 

E4 reduced fat mass accumulation to a similar extent in WT-LDLR
-/-

 and LERKO-LDLR
-/- 

mice, at both subcutaneous and visceral sites (Figure 5C). In addition, E4 exposure protected 

similarly WT-LDLR
-/- 

and LERKO-LDLR
-/- 

female mice from glucose intolerance (Figure 

5B) and atherosclerosis (Figure 5D) induced by western diet. Plasma HDL- and LDL-

cholesterol profiles were also similar in WT-LDLR
-/- 

and LERKO-LDLR
-/- 

mice whereas the 

decrease in plasma triglycerides induced by E4 treatment in WT-LDLR
-/-

 mice was totally 

abrogated in LERKO-LDLR
-/- 

mice (Figure 5E). In addition, whereas E4 treatment prevented 

intrahepatic accumulation of triglycerides and cholesterol ester in WT-LDLR
-/-

 control mice, 

this effect was abolished in LERKO-LDLR
-/- 

mice (Figure 6A-B). Accordingly, analysis of 

lipid droplets revealed that the liver protection conferred by E4 treatment was no longer 

observed in LERKO-LDLR
-/- 

mice (Figure 6C), demonstrating the crucial role of hepatic 

ERα to the protection against steatosis in response to E4.  

4. DISCUSSION 

E4 is an estrogen currently considered for its highly promising clinical potential, in particular 

as a new HT. In this therapeutic indication, phase III development is ongoing but phase II 

clinical investigations already provided positive results [9]. Indeed, in a multiple-rising-dose 

study involving postmenopausal women, E4 improved vasomotor symptom and vaginal 

cytology, and a dose-dependent estrogenic effect was observed on endocrine parameters, bone 

turnover markers, lipids and lipoproteins, along with only a small effect on haemostatic 

parameters [10,11]. However, although this is an important issue to consider for HT, the 

ability of E4 to prevent post-menopausal metabolic disorders was still unknown. Indeed, the 

decline in endogenous estrogens at menopause leads to a redistribution of body fat, 

characterized by accumulation of visceral adiposity [2,3,32], which contributes to an 

increased risk of cardiovascular diseases, type 2 diabetes and steatosis [33]. The major finding 
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of this study is that a chronic E4 exposure prevents body weight gain, glucose intolerance and 

steatosis in ovariectomized C57Bl/6 mice given a western diet. These findings were 

confirmed in the atheroprone LDLR
-/-

 mouse model in which E4 treatment also prevents lipid 

accumulation at the aortic sinus highlighting the atheroprotective effect of E4 in obesity 

context.  

In humans, oral route of estrogens (E2 or CEE) is associated with improved lipid profile, with 

decreased LDL and increased HDL cholesterol, but at the same time increases the circulating 

level of coagulation factors which in turn enhance the risk of venous thromboembolism [34]. 

By contrast to E2, E4 has only a limited impact on liver proteins and biomarkers of 

haemostasis, including sex hormone-binding globulin (SHBG) and angiotensinogen [31]. 

Here, we demonstrate that hepatic ERα is not necessary to the beneficial effects of E4 on body 

weight gain, glucose tolerance and atheroma. However, hepatic ERα is necessary for the 

prevention of steatosis conferred by E4. The increase in physical activity and energy 

expenditure contribute to the beneficial metabolic protection conferred by E4, reminiscent of 

the effects of a chronic E2 treatment that we and others previously reported [35,36]. These 

effects of E2 were found to be mediated by ERα [37], and more precisely via the activation of 

this receptor in specific area of the central nervous system [36–39]. Indeed, hepatic ERαwas 

reported to play a role in steatosis prevention in response to E2 but to be dispensable for the 

prevention of body weight gain and the preservation of glucose tolerance [17,42], as 

demonstrated here for E4. However, contrary to E2, we found that E4 chronic treatment 

induces GDF15 mRNA level as does tamoxifen treatment. Interestingly, we recently showed 

that GDF15 induction by the selective modulation of hepatocyte ERα using tamoxifen is 

sufficient to prevent diet-induced obesity, type 2 diabetes, and NAFLD [17]. However, by 

contrast to tamoxifen, here, selective deletion of hepatic ERα does not impact beneficial 

actions of E4 on body weight gain and glucose tolerance. Altogether, these results suggest 
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that liver gene regulation differs between E2, E4 and Tamoxifen, underlining highly specific 

profiles of each molecule.  

5. CONCLUSION 

This study demonstrates that E4 confers metabolic protection in mice, with a similar impact 

than E2, and that hepatic ERαmediates its protection against steatosis but not against obesity 

and atheroma. Despite significant species specificities, E4 displays a specific program in the 

liver which differs from E2 as described in women for haemostatic parameters. Altogether, E4 

treatment appears as an optimal estrogen for HT, conferring metabolic and osteoporosis 

protection without increasing the risk of thromboembolism. 
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FIGURE LEGEND 

Figure 1: Estetrol (E4) prevents western diet (WD)-induced obesity and steatosis in wild-

type (WT) female mice. 

Four-week-old ovariectomized female C57Bl/6 mice were implanted subcutaneously with E4 

or Vehicle (Veh) pellets and concomitantly fed a western diet from the age of 6 to 15 weeks 

(A). Uterine weight (B), body weight gain (C), picture of representative mouse of each group 

at the end of the protocol (D), adipose tissue distribution (SC: subcutaneous, PG: perigonadal 

and Mes: mesenteric) (E), adipocyte mean area and representative photomicrographs of 

perigonadal adipose tissue sections (haematoxylin-eosin staining) (F). Intraperitoneal glucose 

tolerance test performed at 14 weeks, AUC (area under the curve) is expressed as means ± 

SEM (G). Representative images of haematoxylin and eosin (H/E) staining on liver sections 

(H). t-test were used to analyse the effect of treatment, except for body weight gain and 

glucose tolerance test for which two-way ANOVA of variance test with repeated measures 

and a Fisher's LSD post test were performed. (E4 exposure versus vehicle **P < 0.01, ***P < 

0.001 n=5/6 mice/group). 

Figure 2: Estetrol (E4) enhances energy expenditure in wild-type (WT) female mice fed 

a western diet. 

Daily profile of physical activity (A), and energy expenditure (B) measured in metabolic 

chambers. Results are expressed as means ± SEM measured each hour. When two-way 

ANOVA test revealed a significant interaction between the 2 factors (treatment and periods), 

a Fisher's LSD multiple comparison test was performed (Veh versus E4: *P<0.05, ***P < 

0.001 n=5/6 mice/group). 

Figure 3: Estetrol (E4) prevents atherosclerosis and hepatic steatosis in LDLR
-/-

 female 

mice fed a western diet. 
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Four-week-old ovariectomized female LDLR
-/-

 mice were implanted subcutaneously with E4 

or Vehicle (Veh) pellets and concomitantly fed a western diet from the age of 6 to 15 weeks 

(A). Body weight gain (B), Intraperitoneal glucose tolerance test was performed at 14 weeks. 

AUC (area under the curve) is expressed as means ± SEM (C). Representative images of 

haematoxylin and eosin (H/E) staining on liver sections (D) and intrahepatic triglycerides and 

cholesterol ester measurement (E). Representative image (F) and quantification of lipid 

deposition at the aortic sinus after Oil Red O staining (G), mRNA level of atherosclerotic 

markers in the aorta were quantified by qPCR and normalized to TPT1 mRNA levels (H). 

Results are expressed as means ± SEM. t-test were used to analyse the effect of treatment, 

except for body weight gain evolution and glucose tolerance test for which two-way ANOVA 

of variance test with repeated measures and a Fisher's LSD post test was performed. (E4 

exposure versus vehicle *P<0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 n=5/6 mice/group). 

Figure 4: Estetrol (E4) regulates hepatokine gene expression in mouse liver 

Four-week-old ovariectomized female C57Bl/6 mice were implanted subcutaneously with E4, 

E2, TAM or Vehicle (Veh) pellets for 2 weeks (A). Hepatokine mRNA levels in the liver 

were quantified by qPCR and normalized to PPIA mRNA levels in response to E4 (upper 

panel), E2 (middle panel) and TAM (lower panel) (B). Results are expressed as means ± 

SEM. t-test were used to analyse the effect of treatment (treatment exposure versus vehicle *P 

< 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 n=5/6 mice/group). 

Figure 5: Hepatic ER is not necessary for the beneficial effect of E4 on metabolic 

disorders and atherosclerosis in LDLR
-/-

 female mice fed with a western diet  

Four-week-old ovariectomized female LERKO-LDLR
-/-

 mice and their littermates were 

implanted subcutaneously with E4 or Vehicle (Veh) pellets and concomitantly fed a western 

diet from the age of 6 to 15 weeks. Body weight gain evolution (A), Intraperitoneal glucose 

tolerance (B), adipose tissue distribution (C), quantification of lipid deposition at the aortic 
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sinus (D) and plasmatic HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and triglycerides content (E). 

Two-way ANOVA were performed to evaluate interaction between Genotype (Gen) and 

treatment (E4). When a significant interaction between the 2 factors were revealed, a Fisher's 

LSD post-test was performed (Veh versus E4: ***P < 0.001 n=6 mice/group). 

Figure 6: Hepatic ER is necessary for the beneficial effect of E4 on hepatic steatosis in 

LDLR
-/-

 female mice fed with a western diet  

 Four-week-old ovariectomized female LERKO-LDLR
-/-

 mice and their littermates were 

implanted subcutaneously with E4 or Vehicle (Veh) pellets and concomitantly fed with 

western diet for 9 weeks from the age of 6 to 15 weeks. Quantification of intrahepatic 

triglycerides (A) and cholesterol ester (B) content. Representative images of haematoxylin 

and eosin (H/E) and Oil Red O staining on liver sections (C). Two-way ANOVA were 

performed to evaluate interaction between Genotype (Gen) and treatment (E4). When a 

significant interaction between the 2 factors were revealed, a Fisher's LSD post-test was 

performed (Veh versus E4: ***P < 0.001 n=6 mice/group). 
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Table 1:  

 
Four-week-old ovariectomized ERaAF20 female mice and their littermates were implanted subcutaneously 

with E4 of Vehicle pellets and concomitantly fed with western diet from the age of 6 to 15 weeks. Body 

weight, uterine weight and subcutaneous, perigonadal and mesenteric tissues weight were evaluated. 

Results are expressed as means ± SEM. Two-way ANOVA were performed to evaluate interaction 

between Genotype and treatment (E4). When a significant interaction between the 2 factors were 

revealed, a Fisher's LSD post-test was performed (Veh versus E4: ***P < 0.001 n=6-8 mice/group). 

 

ERaAF2 +/+              ERaAF20 Two-factor ANOVA 

Veh E4 Veh E4 P, Interaction 

Body weight (g) 38.3 ± 2 24.5 ± 0.9 *** 37.7 ± 0.7 37.1 ± 1.2 *** p<0.0001 

Uterine weight (mg) 8.5 ± 1.2 109.2 ± 21 *** 5.5 ± 0.7 5.1 ± 0.5 *** p<0.0001 

Subcutaneous Tissue 

(% body weight) 
7.3 ± 0.3 2.5 ± 0.2 *** 8 ± 0.3 7.1 ±  0.2 * *** p<0.0001 

Perigonadal Tissue     

(% body weight) 
5 ± 0.1 1.2 ± 0.05 *** 4.8 ± 0.2 4.6 ± 0.4 *** p<0.0001 

Mesenteric Tissue       

(% body weight) 

 

2.4 ± 0.3 1 ± 0.1 *** 2.9 ± 0.2 2.6 ± 0.1 ** p=0.0015 



Supplementary Materials et Methods: 

 

 

Sampling and sample preparation 

Once collected, the blood was allowed to dry for two hours and stored at -80°C. The extraction was made 

using 200 µl of MeOH containing 2.5 ng/ml of internal standard (ISTD). The VAMS were first incubated for 

5 minutes in the solvent without agitation before being shaken for 5 additional minutes and subsequently 

passed through a phospholipid removal plate (OstroTM plate). VAMS plasma extracts were vacuum dried 

at 50 °C for 1 hour using a CentriVap concentrator (LabConco, Kansas-City, MO, USA) and reconstituted 

in 50 µl H2O/MeOH (95/5 v/v). The entire analytical procedure was previously validated (Nys G. et al, 

JCA, 2017, 1524, 160-168). 

 

  

Chromatographic conditions 

UHPLC separation was performed with a 1290 infinity system (Agilent Technologies, Waldbronn, 

Germany) on a reversed-phase F5 column (2.6 µm particle size, 100 x 2.1 mm ID) and a Security Guard 

Ultra F5 precolumn (Phenomenex, Torrance, CA, USA). The column compartment was thermostated at 

40°C. The separation was achieved in gradient mode with mobile phase A (H2O + 0.1 mM NH4F) and B 

(ACN/MeOH 1:1 v/v) at 0.5 ml/min. The gradient was as follows: 0-2 min, from 20% to 90% B; 2-4 min, 

90% B; 4-4.1 min, 20% B. A 1.75 min post-time was allowed to re-equilibrate the column at 20% B before 

the next injection. The samples were thermostated at 6°C in the autosampler and kept in the dark. The 

injection volume was set at 5 µl.  

  

MS/MS detection 

MS/MS detection was performed on a 6495 LC-MS Triple Quadrupole equipped with the iFunnel 

Technology (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) and operated using negative electrospray 

ionization (ESI-). The capillary and the nozzle voltages were set at - 2000 V. Nitrogen was used as drying 

(200 °C, 11 l/min) and sheath gas (400 °C, 12 l/min). The nebulizer pressure was set at 55 psi. 

Quantification was achieved with multiple reaction monitoring (MRM). The monitored transitions were m/z 

303  241 (quantifier) and m/z 303  273 (qualifier) for E4 and m/z 307  277 for E4-d4. Collision 

energies were set at 17 V. Cell accelerator voltage was set at 4 V. The total cycle time was 300 ms. 
  

 



Supplementary Figure 1: Plasma dosage of Estetrol (E4) after subcutaeous E4 pellet 

implantation 
 

Four-week-old ovariectomized C57Bl/6 mice were implanted subcutaneously with pellets delivering the 

different hormones and plasma E4 was evaluated one, two or three weeks later, as previously described 

(1). 

 

 
(1) Nys G, Gallez A, Kok MGM, Cobraiville G, Servais AC, Piel G, Pequeux C, Fillet M. Whole blood 

microsampling for the quantitation of estetrol without derivatization by liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis. 2017;140:258-265. 
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Supplementary Figure 2: 

 
Four-week-old ovariectomized female AF2° and their littermates mice were implanted subcutaneously with 

E4 of Vehicle pellets and concomitantly fed a western diet for 9 weeks from the age of 6 to 15 weeks. Body 

weight gain evolution (A), picture of representative mouse of each group at the end of the protocol (B). 

Results are expressed as means ± SEM.  
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Supplementary Figure 3: 

 
Four-week-old ovariectomized female C57Bl/6 mice were implanted subcutaneously with E4, E2, TAM or 

Vehicle pellets for 2 weeks. Uterine impregnation was chosen as a positive control of estrogenic action. t-

test was used to analyse the effect of treatment (E4, E2 or TAM exposure versus vehicle ***P < 0.00,1 

n=5/6 mice/group). 
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Supplementary Figure 4: 

 
ERα mRNA level from liver of WT-LDLR-/- and LERKO-LDLR-/- mice was quantified by qPCR and 

normalized to PPIA mRNA levels. Results are expressed as means ± SEM. t-test were used to analyse the 

effect of treatment. 
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Supplementary Figure 5: 

 
Four-week-old ovariectomized female LERKO-LDLR-/- and their littermates mice were implanted 

subcutaneously with E4 of Vehicle pellets and concomitantly fed with western diet from the age of 6 to 15 

weeks. Body weight was evaluated. Results are expressed as means ± SEM.  
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Les femmes occidentales passent maintenant plus d'un tiers de leur vie ménopausées. Le 

déclin de la production d'œstrogènes endogènes au cours de cette période s'accompagne de 

troubles fonctionnels qui affectent la qualité de vie. La ménopause est également associée à un 

risque de fractures élevé, ainsi qu’à une augmentation des événements cardiovasculaires et des 

troubles métaboliques. Ces désordres fonctionnels peuvent être limités par l’administration d’un 

traitement hormonal de la ménopause (THM) à base d’œstrogènes. Cependant ces traitements ont 

des effets délétères, comme l’augmentation du risque de thrombose veineuse et de cancer du sein. 

L’amélioration du THM représente donc un enjeu majeur pour la santé des femmes. 

 

Une des stratégies d’optimisation du THM repose sur la modulation du récepteur alpha des 

œstrogènes (ERα) qui appartient à la famille des récepteurs nucléaires. En plus de son action 

classique comme facteur de transcription, il peut également agir à la membrane en induisant des 

voies de signalisation cytoplasmique. Le découplage des effets membranaire/nucléaire pourrait 

améliorer la balance bénéfice/risque dans l’action de ce récepteur. Le but de mon projet a été 

d’évaluer l’impact de ce découplage dans le développement des maladies cardiovasculaires et 

métaboliques. 

 

En combinant des modèles d’animaux invalidés pour les fonctions membranaires ou 

nucléaires de ERα et des approches pharmacologiques, ce travail a permis de montrer que la 

majorité des effets protecteurs des œstrogènes sur le plan vasculaire étaient relayés par le ERα 

nucléaire, avec un rôle minime des effets membranaires. Dans ce contexte, nous avons pu mettre en 

évidence que l’Estétrol (E4), un œstrogène naturel et endogène ciblant spécifiquement le ERα 

nucléaire, était capable de prévenir l’obésité en réponse à un régime gras chez la souris 

ovariectomisée et les désordres vasculaires et métaboliques qui lui sont associés.  

 

Cette étude s’inscrit dans une démarche plus globale de caractérisation des effets de l’Estétrol 

puisque cette molécule est développée en clinique comme nouveau THM. Contrairement aux 

œstrogènes utilisés actuellement, l’E4 n’induit pas les facteurs de la coagulation hépatique aux doses 

utilisées, ce qui pourrait limiter le risque thrombotique. Mes résultats montrent un effet bénéfique à 

la fois sur le plan vasculaire et métabolique de cet œstrogène. Une meilleure compréhension des 

mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans ces effets pourrait permettre de positionner 

l’E4 comme le premier œstrogène naturel agissant comme un modulateur sélectif du ERα. 

 

Mots clés : ménopause, récepteur nucléaire, œstrogènes, estétrol, athérosclérose, syndrome 

métabolique 


