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Introduction

Le tamoxifene est utilisé depuis les années 1960 ; au départ en tant que contraceptif, c’est
maintenant le traitement anticancéreux le plus prescrit au monde. Ce modulateur sélectif des
récepteurs aux cestrogenes (SERM) non stéroidien agit sur de hombreux organes, tels que
les glandes mammaires, I'utérus, les ovaires et les os, ce qui lui confere de nombreuses
indications thérapeutiques, notamment la diminution de la prolifération cellulaire lors de
phénomeéne cancéreux. Sa principale utilisation réside d'ailleurs dans le traitement palliatif du
cancer du sein chez I'humain et dans la chimio-prévention de ses récidives grace a ses
propriétés anti-cestrogéniques. Cependant, il posséde aussi des activités pro-cestrogéniques
dans les os, le cerveau et l'utérus. Il est donc également utilisé pour les affections
squelettiques en réduisant le risque de fractures vertébrales, en prévenant I'ostéoporose et
en diminuant la fibrose, mais également pour le lupus érythémateux ou encore les cancers
de la prostate et de la vessie. Ses effets indésirables sont moins nombreux que ceux des
cestrogénes mais il augmente tout de méme le risque de cancer endométrial et de
thrombose (Custddio et al., 1994 ; Custodio et al., 1998 ; Kuhn et al., 2002 ; Eugster et al.,
2003 ; Payne et al., 2006 ; Vogel et al., 2006 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Jordan, 2008a ;
Jordan, 2008b ; Vogel, 2009 ; Dorchies et al., 2013a ; Quirke, 2017 ; SHAGUFTA et Ahmad,
2018 ; Heery et al., 2018 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Cham et al., 2019 ; Emons et al., 2020
; Farrar et Jacobs, 2020).

En expérimentation animale, le tamoxiféne est utilisé comme outil génétique pour activer la
Cre recombinase et induire l'inactivation conditionnelle d’un géne étudié, ce qui facilite la
comparaison du phénotype du méme animal avant et aprés la modification du géne (Metzger
et al., 1995 ; Feil et al., 1996 ; Feil et al., 1997 ; Feil, 2007 ; Kohan, 2008 ; Ahn et al., 2019).

Par ailleurs, le tamoxiféne modifierait la tolérance au glucose et protéegerait contre I'obésité et
l'accumulation de masse grasse, réduirait les taux de glucose et de cholestérol dans le
plasma, le cholestérol des lipoprotéines de haute densité et les acides gras libres (Wade et
Heller, 1993 ; Wallen et al., 2001 ; Lopez et al., 2006 ; Lipscombe et al., 2012 ; Sheean et al.,
2012 ; Lampert et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017 ; Ceasrine et al., 2019 ; Ahn et al., 2019 ;
Guillaume et al., 2019).

Dans des modéles de souris, grace a ses propriétés pro-cestrogénigues, le tamoxiféne
semble aussi améliorer certaines myopathies congénitales (liées a I'X) qui affectent tres
précocement les individus, souvent intraitables voire mortelles lors d'atteinte
diaphragmatique. Il s’agit de la dystrophie musculaire de Duchenne et de la myopathie
myotubulaire. La dystrophie musculaire de Duchenne liée a I'X est une maladie progressive
caractérisée par un manque de dystrophine dans les muscles squelettiques et cardiaques,
rendant les myofibres plus sensibles aux lésions induites par la contraction et conduisant
progressivement a la nécrose, a la fonte musculaire et finalement a une mort prématurée.
Pour cette myopathie, le tamoxifene stabilise les myofibres, augmente la force, I'endurance,
la résistance a la fatigue et I'épaisseur du diaphragme, améliore la structure des muscles et
la résistance aux contractions répétées, protege contre les dommages membranaires et
I'atrophie musculaire, réduit la fibrose du cceur et du diaphragme en inhibant notamment le
stress oxydatif, module le calcium et prévient 'apoptose médiée par les mithochondries. La
myopathie myotubulaire est, quant a elle, caractérisée par un manque de myotubularine, une
hypotonie sévére et une faiblesse musculaire, parfois respiratoire, et une mort précoces.
Pour cette myopathie, le tamoxiféne prolonge la survie, améliore la force, la structure
myofibrillaire et le couplage excitation-contraction, ralentit la progression de la maladie,
retarde la paralysie et améliore la taille des muscles des postérieurs et du diaphragme. Des
essais cliniques sont en cours chez des enfants atteints de ces affections (Dowling et al.,
2009 ; Ruegg, 2013 ; Dorchies et al., 2013a ; Wu et al., 2018 ; Maani et al., 2018 ; Gayi et
al., 2018a ; Gayi et al., 2018b ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Vandestienne-Ratnam, 2021).
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Le géne Hacdl code une enzyme qui participe a I'élongation des acides gras a tres longue
chaine dans le muscle squelettique et assure une composition lipidigue adéquate de la
membrane des myoblastes lors de la fusion et une efficacité respiratoire optimale. Lors de
déficience d’'Hacdl chez la souris, la membrane plasmique des myoblastes est plus rigide et
la fusion en devient moins efficace. Chez le chien et I'hnumain, il en résulte une myopathie
caractérisée par une faiblesse musculaire et une hypotrophie des fibres musculaires. Les
principaux signes cliniques chez le chien sont les suivants : défaut de posture (ventroflexion,
port de téte bas), diminution de I'activité locomotrice spontanée (déplacement raide, pas
courts), modification de localisation des mitochondries, infiltration adipeuse du muscle et
insuffisance du tonus musculaire cesophagien (régurgitations, fausse route, pneumopathie)
parfois mortelle. Chez I'hnumain, on rapporte le plus souvent un retard a I'acquisition de la
marche, parfois de plusieurs années, une impossibilité de courir, une faiblesse de réflexes
au niveau des tendons, une difficulté a se nourrir et a tenir la position assise et une faiblesse
des muscles faciaux. Il a donc été décidé de préciser I'impact d’'une déficience d’Hacdl,
chez la souris. Les souris déficientes pour le géne ont une hypotrophie musculaire et
présentent une réduction de leur activité locomotrice spontanée et sur tapis roulant et un
défaut de la respiration mitochondriale qui entrave la production d’énergie. En revanche, ces
souris males se voient protégées contre I'obésité et s'averent plus tolérantes au glucose, en
raison d’'un métabolisme énergétique plus élevé, di au défaut mitochondrial musculaire, ce
gui n'est pas le cas des souris femelles, suggérant un effet protecteur des cestrogenes. Lors
de l'ajout de tamoxiféne pour inactiver le géne Hacdl de maniére conditionnelle, le
phénotype myopathe a disparu. Cette observation et la différence de protection contre
I'obésité entre les méles et les femelles laisse suspecter un potentiel effet thérapeutique du
tamoxifene chez les patients atteints d’'une mutation du géne Hacdl, via les récepteurs aux
cestrogénes (Tiret et al., 2003 ; Pelé et al., 2005 ; Muhammad et al., 2013 ; Blondelle et al.,
2015 ; Prola et al., 2021 ; Vandestienne-Ratnam, 2021).

Vus le succes de l'utilisation du tamoxiféne sur les deux myopathies citées, les similitudes de
la myopathie myotubulaire avec la myopathie liée a Hacdl (centro-nucléaire, dynamique des
membranes), du sauvetage de la myopathie par I'inactivation conditionnelle d’Hacd1l induite
par le tamoxifene, de la moindre sévérité du phénotype myopathique chez les femelles et de
la fonction estrogen-like du tamoxiféne, il a été décidé de tester les effets du tamoxifene sur
les souris de la souche Black 6.

Cette thése s’articule donc en deux volets. Un premier volet, uniquement bibliographique,
tente de condenser I'ensemble des propriétés du tamoxifene rapportées dans la littérature
scientifique avec une volonté d’exhaustivité. Le second volet réunit les études passées et
actuelles, auxquelles j'ai pris part, ayant pour but de caractériser le rle du tamoxiféene dans
la myopathie liée a Hacd1.
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Premiére partie : Etude bibliographique

1. Rappels sur le développement musculaire

Le tissu musculaire provient du mésoderme. La différenciation des muscles requiert le
fonctionnement hiérarchisé de génes du développement : les génes myogéniques. Codant
pour des facteurs de transcription, ils vont engager les cellules précurseurs des muscles, ou
myoblastes, dans la voie de différenciation aboutissant & la mise en place des fibres
musculaires ou myocytes.

1.1. Facteurs de la détermination et de la différenciation
des cellules précurseurs des myocytes

1.1.1. Etapes de la myogenése

La myogenese correspond a l'ensemble des étapes requises pour la formation, le
développement ainsi que la régénération du systeme musculaire. Elle se divise en trois
étapes : la détermination des myoblastes, cellules musculaires précurseurs, dans les
somites, la prolifération et la migration de ces cellules et leur différenciation en myotubes
puis en myocytes ou fibres musculaires matures (Figure 1) (Peycru et al., 2013).

Les myoblastes mononucléés proliferent puis arrétent de se diviser d’'une maniere
irréversible. lls s’alignent les uns par rapport aux autres puis fusionnent pour former des
myotubes précurseurs des fibres musculaires. Dans chaque myotube, les myofibrilles,
formées des protéines actine et myosine participant a I'appareil contractile, sont en
périphérie et les noyaux sont en position centrale. Intervient alors la différenciation terminale
qui transforme chaque myotube en myofibre dans lequel les noyaux sont adressés en
périphérie. Les myofibrilles occupent progressivement la majorité du cytoplasme. Les
myofibres présentent les caractéristigues d’'une cellule différenciée. Ce sont des cellules de
grande taille, dont le diamétre est compris entre 10 et 100 um et la longueur peut atteindre
60 cm, plurinucléées et leur cytosquelette est organisé en myofibrilles. Elles contiennent des
protéines cellulaires caractéristiques de I'état différencié comme la myosine, la myoglobine
ou encore la desmine qui relie les myofibrilles a la membrane plasmique. Leur fonction est
de transformer I'énergie chimique de leurs métabolites en énergie mécanique (Peycru et al.,
2013).
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Figure 1 : Formation de la fibre musculaire striée squelettique ou myofibre (a partir de Peycru et al., 2013).

1.1.2. Les facteurs myogeéniques

Quatre principaux facteurs de transcription myogéniques ont été identifiés chez les vertébrés
pour l'entrée dune cellule souche dans un lignage musculaire: MyoD (myoblast
determination protein), Myf5 (myogenic factor 5), myogénine et MRF4 (myogenic regulatory
factor 4). Le profil d’expression de ces facteurs myogéniques dépend du type de muscle, de
I'espéce mais aussi du moment de la myogenese (Peycru et al., 2013).

Dans son livre, Peycru nous présente les différents tests de fonction ayant conduit a la
caractérisation des facteurs myogéniques.

La surexpression des facteurs myogeéniques dans différents types de lignées cellulaires en
culture ainsi qu’in vivo provoque la conversion de cellules non musculaires en cellules
musculaires squelettiques (Peycru et al., 2013).

In vivo, l'inactivation d'un seul des génes codant les facteurs myogéniques MyoD et Myf5
conduit & des cellules normales. En revanche, l'inactivation simultanée des deux génes
codant les facteurs myogéniques MyoD et Myf5 conduit a la mort des souriceaux a la
naissance suite a la déficience respiratoire. Il n'y a pas de synthése des protéines
spécifigues des muscles squelettiques, qui ne se développent donc pas (Peycru et al.,
2013).

Le knock-out (KO) pour la myogénine est létal a la naissance. Une réduction sévére du
nombre de fibres musculaires est observée dans tous les muscles squelettiques. De plus,
'analyse des phénotypes montre que les myotubes sont absents ou en nombre réduit alors
gue les myoblastes sont normaux (Peycru et al., 2013).

L’ensemble de ces données montre l'importance des facteurs myogéniques dans la
détermination et la différenciation des myoblastes (Figure 1). lls sont capables de
déclencher la détermination des cellules souches en myoblastes, leur différenciation en
myotubes, cellules syncytiales résultant de la fusion de myocytes, puis en fibres musculaires.
Par ailleurs, ils sont interchangeables. Les facteurs MyoD et Myf5 sont impliqués dans les
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phases précoces de la myogenése lors de la détermination, la prolifération et la migration
des myoblastes. Quant a la protéine MRF4, elle est nécessaire a la différenciation des
myotubes et a leur fusion. Pour finir, la myogénine a un role crucial dans le programme de
différenciation terminale incluant la fusion des myoblastes et I'activation des genes codant
des protéines de structure des fibres musculaires (desmine, myosine...) (Figure 1) (Peycru
et al., 2013).

Au début, les noyaux des myotubes se trouvent au centre de la fibre puis migrent en
périphérie ; jusqu’'a cette étape, la myogenése est dite primaire. Lors de la seconde
séquence de la myogenése, les myotubes s’accroissent par fusion avec de nouvelles
cellules souches et s’organisent en muscles (Vandestienne-Ratnam, 2021).

1.1.3. Initiation de la myogenése par le géne Pax-3

Une expérience d’expression ectopique du géne sélecteur Pax-3 (paired-box protein 3) met
en évidence une activation des genes MyoD et Myf5 ainsi que la réalisation d'une
différenciation musculaire. De méme, une expérience de surexpression du géne Pax-3 induit
une surexpression du gene MyoD (Peycru et al., 2013).

Ces données montrent que I'expression du géne Pax-3 est nécessaire a linitiation de la
myogeneése car il entraine I'activation des principaux facteurs de transcription myogéniques
qui contrélent a leur tour I'expression des génes codant les protéines indispensables au
fonctionnement des fibres musculaires (Peycru et al., 2013).

Ainsi, les cellules satellites, qui sont des cellules souches, expriment des facteurs de
transcription tels que Pax-3 et Pax-7 (Relaix et al., 2006 ; Vandestienne-Ratnam, 2021).

1.2. Protéines d’adhérence intercellulaire de Ila
myogenese

Outre les genes décrits, la myogenése requiert également des interactions cellules-cellules
entre les myoblastes pour contréler la différenciation myogénique. Ainsi, pour se différencier,
les cellules musculaires sont soumises a un phénomene appelé « effet de communauté » qui
est lié & la sécrétion de facteurs de croissance. Présents au-dela d'un certain seuil de
concentration, ces facteurs de croissance levent I'inhibition de la différenciation musculaire.
Ceci suggere que les contacts intercellulaires sont nécessaires a la différenciation des
myoblastes (Peycru et al., 2013).

Parmi les molécules d’adhérence intercellulaire, les cadhérines sont exprimées a la surface
des myoblastes en cours de fusion. La M-cadhérine, spécifique du muscle squelettique, elle,
est retrouvée au cours de la différenciation des myoblastes (Peycru et al., 2013).

Par ailleurs, les lipides sont tout autant primordiaux aux divers remodelages de la membrane
plasmigue des myoblastes (Vandestienne-Ratnam, 2021).

Ainsi, des anticorps dirigés contre les cadhérines ajoutés au milieu de culture de myoblastes
neutralisent leur différenciation. De méme, le blocage de la traduction des acides
ribonucléiqgues messagers (ARNm) codant la M-cadhérine par des ARN antisens inhibe la
production des protéines structurales spécifiques du muscle dans les cultures de myoblastes
(Peycru et al., 2013).
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2.Rappels sur la structure, le fonctionnement
et le metabolisme musculaires

2.1. Métabolisme musculaire

La source d'énergie du muscle est l'adénosine triphosphate (ATP) produite par les
mitochondries a partir de métabolites du glucose, d’acides gras ou encore d’acides aminés
dans une bien moindre mesure. Les mitochondries représentent 5% du volume de la fibre
musculaire. Suivant ses besoins et en fonction du type d’exercice (endurance ou résistance),
de la fréquence, de l'intensité et de la durée de I'activité, le muscle va donc privilégier un de
ces substrats.

La glycolyse a lieu dans le cytosol et consiste en I'oxydation d’'une molécule de glucose a
partir de deux molécules d’ATP, pour en produire quatre au total a la fin. Cette réaction
produit également du pyruvate qui peut étre recyclé en acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) par
les mitochondries ou bien par fermentation en cas de faible présence d'oxygéne, voie qui
fournit aussi un peu dénergie. Tout comme la glycolyse, la fermentation est donc une
réaction anaérobie mais elle présente I'inconvénient d'acidifier le muscle par accumulation
de lactate et, a terme, d’entraver la fonction musculaire.

La béta-oxydation des acides gras dans la mitochondrie, quant a elle, est une réaction plus
longue et n'est donc pas efficace lors d’'un besoin rapide en ATP. A chaque cycle, les acides
gras perdent deux carbones et une molécule d’acétyl-CoA, de NADH (nicotinamide adénine
dinucléotide) et de FADH, (flavine adénine dinucléotide) sont produites. L'acétyl-CoA est
ensuite dégradé par le cycle de Krebs qui génére a nouveau du NADH et du FADH,. Bien
gu’elle soit plus complexe, la béta-oxydation permet la production d’une plus grande quantité
d’énergie avec au total 14 molécules d’ATP a la fin de chaque tour contre seulement deux
pour la glycolyse anaérobie.

Les substrats énergétiqgues eux-mémes (NADH et FADH, notamment), par le transfert de
leurs électrons et le processus de phosphorylation oxydative dans la mitochondrie,
conduisent a la production d’encore plus d’énergie a partir du processus de la respiration
cellulaire.

Une demande énergétique importante entraine une augmentation du nombre de crétes
mitochondriales, une synthese de protéines de la chaine respiratoire, une production de ces
organites-mémes. Un des éléments déterminants de l'augmentation de ce métabolisme
mitochondrial est I'accroissement des facteurs ERR (estrogen-related receptor) (Perry et al.,
2014). A contrario, lors de sous-utilisation musculaire (alitement, myopathie), on observe une
diminution de la masse, du volume et de la force musculaires, des propriétés contractiles et
une atrophie musculaire associées a une réduction de la production énergétique d’origine
mitochondriale (diminution de la synthése protéique de la chaine respiratoire notamment)

2.2. Structure et fonctionnement musculaire

Les muscles squelettiques représentent jusqu’a 40% de la masse du corps. Les myofibrilles
s'assemblent et forment des faisceaux contractiles au sein des fibres musculaires.
Il existe quatre types de fibres classées suivant le type de myosine qu’elles expriment :

- Les fibres lentes oxydatives de type |: de petit diamétre, elles constituent
principalement les muscles posturaux (muscle soléaire par exemple) dont la
contraction est généralement durable.

- Les fibres rapides glycolytiques de type llb et lIx : les plus rapides et produisant le
plus de force mais sur une courte durée, elles constituent principalement les grands
muscles (gastrocnémien, quadriceps), soumis, par conséquent, au risque d’acidose
sus-cite.
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- Les fibres rapides oxydatives de type lla : aux caractéristiques intermédiaires (grande
guantité d’énergie produite a la fois par un processus oxydatif et glycolytique mais sur
une courte durée), elles constituent la majorité des muscles de I'organisme.

Les muscles mixtes présentent des proportions différentes de ces fibres.

La contraction musculaire est permise par I'appareil contractile composé de sarcomeres,
délimités par les stries Z et nécessite une grande quantité d’énergie.

Ce sont les motoneurones du systéme nerveux central qui innervent les muscles
squelettiques a travers les jonctions neuromusculaires (NMJ) dont le neurotransmetteur est
I'acétylcholine. Celle-ci se fixe sur les récepteurs nicotiniques du sarcolemme (membrane
postsynaptique musculaire) provoquant I'ouverture du récepteur-canal ionique et I'entrée
d’ions sodium dans le cytosol de la fibre musculaire. La dépolarisation membranaire induite
provoque un potentiel d’action qui est transmis jusqu'aux tubules T (invagination du
sarcolemme), ce qui provoque la sortie d'ions calcium du réticulum sarcoplasmique (une
extension musculaire du réticulum endoplasmique), initiant alors la contraction. L’'association
entre un tubule T et deux citernes sarcoplasmiques s’appelle une triade. Sa structure
détermine donc le couplage excitation-contraction.

2.3. La mitochondrie

2.3.1. La chaine respiratoire

Au sein de la mitochondrie a lieu le cycle de Krebs qui, en transférant le groupe acétyl de
l'acétyl-CoA & une molécule d’oxaloacétate, forme du citrate qui subit ensuite plusieurs
oxydations, permettant, & chaque cycle, la production de trois molécules de NADH, une de
GTP (guanosine triphosphate) et une de FADH,, substrats primordiaux a la chaine
respiratoire.

La chaine respiratoire est d’ailleurs constituée de plusieurs complexes :

- Le complexe | qui oxyde le NADH.

- Le complexe Il qui oxyde le FADH,.

- Le complexe lll recoit les électrons alors produits par ces deux oxydations.

- Le complexe IV recoit a son tour ces électrons. En paralléle, au niveau des
complexes |, Ill et IV, des protons sont transloqués de la matrice a l'espace
intermembranaire, participant a I'établissement d’un gradient électrochimique.

- Le complexe V correspond a P'ATP synthase, enzyme responsable de la
phosphorylation des molécules d’adénosine diphosphate (ADP) et dépendant de la
force protomotrice générée par le passage des protons. Cette enzyme, formée de
plusieurs sous-unités, le tout atteingnant plus de 500 kDa, fonctionne comme un rotor
qui transforme I'énergie électrique en énergie chimique jusqu’a la synthése de trois
molécule d’ATP par tour, soit 100 par seconde, ensuite rejetées dans le cytosol. Par
ailleurs, le processus est trés rapide car on estime que les molécules d'ATP
retourneront a la mitochondrie moins d’une minute plus tard sous forme d’ADP.

L’énergie mitochondriale étant issue a la fois de réactions d’oxydoréduction au niveau des
guatre premiers complexes et de phosphorylation au niveau du dernier, on parle de
phosphorylation oxydative ou oxPHOS.

2.3.2. L'utilisation de I'énergie mitochondriale

Un découplage est une perte d’énergie entre I'oxydation et la phosphorylation : elle peut étre
physiologique ou pathologique. Le découplage physiologique correspond a la thermogenese
qui résulte d’'une dissipation de I'énergie issue des réactions d’oxydoréduction par une
protéine nommée ucP1 dans le tissu adipeux brun. En dehors du tissu adipeux brun, tout
découplage est pathologique (Vandestienne-Ratnam, 2021).
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Par ailleurs, les mitochondries sont des organites dynamiques, capables de fusion si elles
sont suffisamment proches et de fission, indispensables a leur survie et donc a celle de
lindividu. En effet, l'inhibition de la fusion mitochondriale cause une létalité embryonnaire
chez la souris. Ainsi, la fission interviendra lors de la mitophagie d’'une mitochondrie
anormale et la fusion avec une mitochondrie normale, afin de rétablir un fonctionnement
adéquat. Par exemple, on observe un accroissement de la fusion lorsque le milieu est
pauvre en nutriments ou bien lorsque des especes réactives de I'oxygene ou des ADN
mitochondriaux (ADNmt) mutés s’accumulent. La fusion et la fission sont notamment
contrélées par des GTPases. La fusion est rapidement suivie de fission, preuve que ces
deux événements sont indissociables pour I'équilibre de la dynamique mitochondriale. La
fission étant un événement demandeur en énergie, il faut donc que la fusion ou le maintien
d'un état stable soit encore plus énergivore pour qu'elle ait lieu (Vandestienne-Ratnam,
2021).

3. Mécanisme d’action des récepteurs
d’oestrogéne

Les récepteurs aux cestrogénes (ER) agissent avant tout en induisant la transcription de
génes spécifiques. Le tamoxifene est le SERM le plus utilisé, cela signifie que ce
médicament et ses métabolites sont en compétition avec les aestrogenes pour se lier au
réticulum endoplasmique. Par conséquent, ils peuvent avoir des effets pro- ou anti-
cestrogéniques. Selon le tissu sur lequel ils agissent, la liaison du tamoxiféne et de ses
métabolites conduit au recrutement de différents co-activateurs et co-répresseurs leur
permettant d'activer ou d'inhiber la transcription des genes cibles des ER. Par exemple, le
tamoxifene est un antagoniste des ER dans les glandes mammaires comme le sein alors
qu'il est un agoniste pour tous les autres tissus comme l'utérus, les os, le cerveau, le foie ou
les muscles. Ainsi, I'oestradiol (E2) et le tamoxiféne peuvent moduler I'expression des génes
ER-dépendants et activer des voies de signalisation dans le muscle squelettique.
Cependant, il faut étre prudent avec les effets du tamoxiféne sur d'autres systémes, ils sont
parfois contradictoires et il existe une forte variabilité entre espéces, sexe, regimes
alimentaires, souches, etc. (Osborne et Fuqua, 1994 ; Mitlak et Cohen, 1997 ; Cosman et
Lindsay, 1999 ; Jordan, 2001 ; Park, 2002 ; Bjornstrém et Sjoberg, 2005 ; Vogel et al., 2006 ;
Frasor et al., 2006 ; Jordan, 2007a ; Lee et al., 2008 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Dieli-
Conwright et al., 2009 ; Miyashita et al., 2012 ; Nelson et al., 2013 ; Klein et al., 2013 ;
Dorchies et al., 2013a ; Perry et al., 2014 ; Ali et al., 2016 ; Pavon et al., 2017 ; Van der
Weijden-Van Doornik et al., 2017 ; Gayi et al., 2018c ; Heery et al., 2018 ; SHAGUFTA et
Ahmad, 2018 ; Sauter, 2018 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Gayi et al., 2018d ; Maani et al.,
2018 ; Peddi, 2018 ; Cham et al., 2019 ; Guillaume et al., 2019 ; Ahn et al., 2019 ; Farrar et
Jacobs, 2020).

La Figure 2 présente la structure chimigue du tamoxiféne.

Figure 2 : Structure chimique du tamoxiféene (Wikipédia, 2022).
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3.1. Récepteurs aux cestrogenes a et 3

ERa et ERR appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires et deviennent des
facteurs de transcription apres s'étre liés a des cestrogénes, dont le plus abondant est E2
(Guillaume et al., 2017 ; Guillaume et al., 2019). Leur territoire d'action est assez ubiquitaire
puisque nous pouvons citer le squelette, le thymus, la moelle osseuse, le tissu adipeux, le
foie, le sein, la prostate, les organes reproducteurs (utérus, ovaire), le systeme
cardiovasculaire, le systeme nerveux central, le muscle squelettique, le pancréas
endocrine... lls ont des réles physiologiques communs dans le développement et la fonction
des ovaires et la protection du systeme cardiovasculaire.

ERR est présent principalement dans I'épithélium de la prostate, la vessie, les cellules de la
granulosa de l'ovaire, le cblon, le tissu adipeux et le systéme nerveux central et immunitaire.
Il s'oppose généralement a I'hyperprolifération cellulaire promue par ERa dans le sein et
'utérus. De plus, les agonistes sélectifs d’ERI semblent déclencher moins d'effets
secondaires que les oestrogénes non spécifiques qui stimulent ERa. lls présentent
également un intérét thérapeutique contre les bouffées de chaleur et les maladies
inflammatoires (Dahlman-Wright et al., 2006 ; Heldring et al., 2007 ; Paterni et al., 2014).

En revanche, ERa est présent principalement dans la glande mammaire, 'utérus, les cellules
thécales de l'ovaire, les o0s, les testicules, I'épididyme, le stroma de la prostate, le foie et le
tissu adipeux. Il joue un réle plus important dans la préservation de I'homéostasie du
squelette et donc dans la prévention de l'ostéoporose, la prévention des maladies
cardiovasculaires et la régulation du métabolisme, notamment dans la prévention du diabéte
et de l'obésité. Par conséquent, les agonistes ERa tissu-sélectifs ou non-nucléaires-sélectifs
sont plus sdrs s'ils stimulent ce récepteur uniquement dans l'os, la graisse et I'endothélium
vasculaire (Paterni et al., 2014).

ERa a été décrit pour la premiére fois en 1973 et séquencé en 1986, avant qu’ERR ne soit
identifié en 1996 (Greene et al., 1986 ; Kuiper et al., 1996 ; Prossnitz et al., 2008).

Concernant le squelette, les effets d’E2 sont médiés par ERa. Lorsqu’'ERa est activé mais
pas ERR, il fournit une alternative indirecte a la médiation directe des effets de la
testostérone par les récepteurs aux androgenes chez les souris males. Et lorsque 'ERa est
supprimé, les niveaux de testostérone sérique sont élevés en raison d'une rétroaction
négative compromise (Riggs et al., 2002 ; Ohlsson et Vandenput, 2009 ; Borjesson et al.,
2013).

ERa et ERR sont structurellement trés différents avec seulement 59% d'identité de séquence
dans leurs domaines respectifs de liaison aux ligands méme si seulement deux acides
aminés different : Leu384 dans ERa est remplacé par Met336 dans ERR et Met421 dans
ERa par lle373 dans ERR (Paterni et al., 2014).

Bien que l'expression d'ERa et d'ERR soit détectable au 15e jour foetal, ils ne semblent pas
étre nécessaires au développement des organes reproducteurs embryonnaires et foetaux car
les souris dépourvues de l'un d'entre eux ou méme des deux ont des organes reproducteurs
normaux a la naissance. De plus, les souris dépourvues d’ERa sont souvent stériles, alors
gue les souris dépourvues d’ERR peuvent supporter une implantation et une gestation
normales grace a des réponses utérines normales au stimulus cestrogénique. Et les souris
dépourvues des deux ER présentent des phénotypes utérins similaires a ceux des souris
dépourvues d'ERa, ce qui suggére que la majorité de la réponse aux cestrogénes dans
l'utérus se fait via I'ERa mais pas exclusivement (Greco et al., 1993 ; Lubahn et al., 1993 ;
Dupont et al., 2000 ; Prossnitz et al., 2008).
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De méme, dans l'ovaire, la perte d’ERa conduit a une folliculogenése anormale et a la
formation de kystes hémorragiques alors que la perte d’ERR conduit a une mauvaise
ovulation (Couse et Korach, 1999 ; Prossnitz et al., 2008).

Dans la glande mammaire, la perte d’ERa entraine une structure néonatale rudimentaire des
canaux car ERa affecte l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique et donc les niveaux
d'hormones hypophysaires. En revanche, les phénotypes des souris dépourvues d’ERR sont
moins affectés car les souris peuvent allaiter leurs petits grace a un développement
mammaire normal pendant la puberté et la gestation. Ainsi, le développement de la glande
mammaire dépendant des cestrogénes n'est pas seulement médié par ERa mais aussi par
ERR et d'autres récepteurs, comme le récepteur ER couplé a une protéine G 30 (GPR30),
(voir ci-dessous) (Lubahn et al., 1993 ; Krege et al., 1998 ; Couse et Korach, 1999 ; Forster
et al., 2002 ; Prossnitz et al., 2008).

Enfin, dans les testicules de souris, la perte d'ERa déclenche une perturbation de la
spermatogenése et donc l'infertilité. ER[ est également exprimé dans ce tissu (Prossnitz et
al., 2008).

ERa interagit avec plusieurs classes de co-activateurs (CoA) et co-répresseurs (CoR). La
transactivation de ERa induite par les cestrogénes met en jeu deux domaines nommés
fonctions d’activation (AF) 1 et 2. AF-1 agit indépendamment du ligand situé dans le
domaine N-terminal (184 acides aminés). Quant a AF-2, elle est dépendante du ligand situé
dans le domaine C-terminal. Selon le type cellulaire, le promoteur, le ligand (Tora et al., 1989
; Berry et al., 1990 ; Metzger et al., 1992) et I'équilibre entre CoA et CoR, qui dépend lui-
méme du type de cellule, on obtient une réponse activatrice ou son inhibition, permettant
ainsi un large panel d'effets des cestrogénes (agonistes ou antagonistes) dans différents
tissus. Ainsi, les ER peuvent étre activés par les cestrogenes mais aussi par d'autres ligands
(Tora et al., 1989 ; Berry et al., 1990 ; Metzger et al., 1992 ; Metzger et al., 1995 ; Smith et
O’Malley, 2004 ; Modder et al., 2008 ; Ohlsson et Vandenput, 2009 ; Bérjesson et al., 2013 ;
Guillaume et al., 2017 ; Guillaume et al., 2019).

Plusieurs cofacteurs se lient a AF-1 et/ou AF-2, certains spécifiquement a I'un des deux alors
gue d'autres se lient aux deux. De plus, les AF peuvent étre redondants pour certains effets
alors que les deux sont essentiels pour d'autres (McKenna et al., 1999 ; Handgraaf et al.,
2013 ; Borjesson et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017 ; Guillaume et al., 2019).

Les deux AF doivent étre mis en jeu pour la prolifération des cellules de l'utérus et
probablement du cancer du sein alors que seule l'activation de I'AF-2 est suffisante pour la
protection induite par I'E2 contre l'ostéoporose et I'athérome, la préservation de I'énergie
notamment dans des types spécifiques de neurones, 'homéostasie du glucose et la
prévention de I'obésité, de la résistance a l'insuline et de I'hyperglycémie induites par les
régimes alimentaires riches en graisses (Penot et al., 2005 ; Carreau et al., 2009 ; Billon-
Galés et al., 2009 ; Klinge et al., 2010 ; Billon-Galés et al., 2011 ; Xu et al., 2011 ; Abot et al.,
2013 ; Borjesson et al.,, 2013 ; Handgraaf et al., 2013 ; Mauvais-Jarvis et al., 2013 ;
Smirnova et al., 2015 ; Guillaume et al., 2017 ; Gayi et al., 2018d).

Par rapport a I'E2, les SERM ont une chaine latérale volumineuse qui dépasse de la poche
de liaison au ligand lors de la liaison a ERa. Cela empéche I'hélice 12, le segment hélicoidal
le plus C-terminal, de se plier dans l'orientation agoniste, empéchant la conformation
correcte d'AF-2 et l'interaction d'ERa avec certains cofacteurs (Berry et al., 1990 ; Halachmi
et al.,, 1994 ; Smith et al., 1997 ; Brzozowski et al., 1997 ; Shiau et al., 1998 ; Nettles et
Greene, 2005 ; Pike, 2006 ; Borjesson et al., 2013 ; Gayi et al., 2018e).

Ainsi, bien que le role prépondérant d’AF-1 ou AF-2 soit probablement spécifique au tissu,
AF-1 semble étre la région principale pour la médiation des effets spécifiques au tissu des
SERM, méme si d'autres régions d’ERa peuvent étre impliquées. Son role pour les effets
d'E2 est tissu-dépendant chez les souris méles. Lorsqu'AF-1 est supprimée, les effets
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agonistes des SERM sont impossibles car l'interaction du CoA avec I'un des AF d'ERa est
altérée et donc il y a peu ou méme pas de régulation de la transcription génique dépendante
de ERa. De cette facon, l'interaction des SERM avec ERR est probablement incapable de
remplacer ERa. De plus, les effets spécifiques aux tissus des SERM semblent dépendre de
I'expression et du recrutement des cofacteurs d’'ERa dans différents types de cellules, ce qui
en fait des agonistes ou des antagonistes des ER (Berry et al., 1990 ; Smith et al., 1997 ;
Bdrjesson et al., 2013).

En revanche, lorsque I'E2 ou les SERM se lient au domaine de liaison du ligand d’ERa,
I'nélice 12 est cette fois-ci dans l'orientation agoniste, ce qui permet aux hélices 3, 4, 5 et 12
de former le patch hydrophobe AF-2 auquel le CoA peut se lier, notamment a I'hélice 12, le
principal site d'interaction. Et lorsqu'un SERM se lie & I'ERa pleine longueur, la liaison de
I'nélice 12 a la région statique de I'AF-2 empéche linteraction du CoA (Danielian et al., 1992
: Brzozowski et al., 1997 ; Shiau et al., 1998 ; Webb et al., 2003 ; Nettles et Greene, 2005 ;
Bdrjesson et al., 2013).

Le tamoxiféne est un agoniste de AF-1 et un antagoniste de AF-2 (Berry et al., 1990 ; Fawell
et al., 1990 ; Abot et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017).

L'action athéroprotectrice du tamoxifene est entierement médiée par I'activation de AF-1 par
exemple (Fontaine et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017).

Cependant, l'action du tamoxiféne et de ses métabolites ne doit pas étre réduite a I'activation
d'ERa. En effet, il active également d'autres cibles moléculaires conduisant a I'accumulation
intracellulaire d'oxystérols et donc a la mort des cellules cancéreuses, au piégeage des
radicaux peroxyles, a la prévention de l'apoptose, a la stabilisation des membranes
biologiques, a l'inhibition de la fibrose ou a linhibition de I'estérification du cholestérol
conduisant a des effets athéroprotecteurs et antitumoraux (Koot et al., 1991 ; Custodio et al.,
1998 ; Kuhn et al., 2002 ; de Medina et al., 2004 ; de Medina et al., 2011 ; Segala et al.,
2013 ; Guillaume et al., 2017).

La Figure 3 illustre la liaison de I'E2 a ses récepteurs, apres diffusion a travers la membrane
plasmigue, ce qui entraine une dimérisation de ceux-ci et des changements
conformationnels. Cette liaison conduit au recrutement de CoA ou CoR qui se lient au
domaine N-terminal ou au domaine de liaison aux hormones. Ces domaines sont tous deux
spécifiques aux tissus. Ensuite, le complexe se lie a des estrogen response element dans la
région promotrice de génes spécifiques pour moduler leur transcription. Le tamoxifene, ses
métabolites ou d'autres SERM entrent en compétition avec les cestrogenes pour la liaison
aux ER (M. N. Singh et al., 2008 ; Gayi et al., 2018e).
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Figure 3 : Réponse transcriptionnelle induite par les cestrogénes et les modulateurs sélectifs des
récepteurs aux cestrogenes (adapté de Singh et al., 2008 ; Gayi et al., 2018).

3.2. Récepteur aux cestrogenes couplé a la protéine G

Anciennement connu sous le nom de GPR30, la G-protein coupled ER 1 (GPER-1) est un
récepteur transmembranaire aux cestrogenes. Comme son nom l'indique, il est membre de la
superfamille des G protein-coupled receptors (GPCR), des protéines contenant sept
segments transmembranaires transmettant des signaux a des protéines G hétérotrimériques.
Il n‘est pas seulement le médiateur des réponses de transcription de génes qui se produisent
en quelques heures a quelques jours mais aussi celui de voies de signalisation rapides de
kinases. Ces réponses se produisent en quelques secondes ou minutes apres la stimulation
de la cellule. Ces voies sont souvent associées aux récepteurs du facteur de croissance
épidermique et aux GPCR, ce qui entraine des réponses cellulaires comme la mobilisation
du calcium, l'activation des kinases et la production d'oxyde nitrique. Toutes les hormones,
stéroidiennes ou autres, peuvent initier ces deux catégories de réponses. Et le ER et le
GPR30 peuvent tous deux générer une signalisation a la fois génomique et non génomique
(Prossnitz et al., 2008 ; Hu et al., 2015 ; Girgert et al., 2018 ; Emons et al., 2020).

Les mitogen-activated protein kinases (MAPK) et les phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K)
modulent les événements transcriptionnels nucléaires et la prolifération cellulaire via des
promoteurs alternatifs dépourvus d'estrogen response element (Prossnitz et al., 2008).

Les cestrogénes ont une affinité plus faible pour GPR30 que pour les ER (Prossnitz et al.,
2008).

GPR30 semble jouer un rdéle important dans la carcinogenése car son expression est
augmentée dans les cancers du sein et de I'endométre et particuliéerement dans les cas ou
les ER sont absents. Ainsi, le GPR30 pourrait surmonter la perte des ER dans les cancers a
régulation hormonale comme ceux du sein, de I'endométre et de l'ovaire (Prossnitz et al.,
2008).
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Le tamoxiféne et d'autres antagonistes des ER sont des agonistes purs de GPR30 (Prossnitz
et al., 2008 ; Hu et al., 2015 ; Girgert et al., 2018 ; Emons et al., 2020).

Les effets des cestrogénes sont donc médiés par les ER mais aussi par GPR30 qui
contrblent tous la signalisation cellulaire rapide et l'activité transcriptionnelle a plus long
terme (Prossnitz et al., 2008).

4. Tamoxifene

Au cours des derniéres décennies, le tamoxiféne est devenu l'un des médicaments
anticancéreux les plus freguemment prescrits dans le monde. C'est un anti-cestrogéne non
stéroidien synthétique appartenant a la classe des triphényléthylenes. Son nom entier est
trans-1-(4-B-diméthylaminoéthoxyphényl)-1,2-diphénylbut-1-éne. Le tamoxiféne et ses
métabolites contrblent la survie, la croissance et dautres fonctions des populations
cellulaires dépendantes des cestrogenes dans les glandes mammaires, l'utérus, les ovaires
et les os. En effet, il est classé comme cytostatique car il altére la transcription des ARN et la
phase G1 du cycle cellulaire et diminue la prolifération cellulaire. Synthétisé en 1962 par une
femme, Dora Richardson, sous la direction d’Arthur Wlapole, le tamoxiféne était initialement
utilisé comme contraceptif post-coital anti-cestrogéne sans propriétés androgénes mais n'a
jamais prouvé son efficacité (Custodio et al., 1994 ; Custodio et al., 1998 ; Kuhn et al., 2002 ;
Eugster et al., 2003 ; Payne et al., 2006 ; Vogel et al., 2006 ; M. N. Singh et al., 2008 ;
Jordan, 2008a ; Jordan, 2008b ; Vogel, 2009 ; Dorchies et al., 2013a ; Quirke, 2017 ;
SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Heery et al., 2018 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Cham et al.,
2019 ; Emons et al., 2020 ; Farrar et Jacobs, 2020).

En effet, en 1971, un essai clinique démontre que, contrairement aux études de laboratoire
sur les rats, le tamoxiféne stimule I'ovulation. En paralléle, en 1973, un autre essai clinique
conduit a I'obtention d’une licence pour le traitement palliatif du cancer du sein. Il est ensuite
utilisé pour la chimio-prévention des récidives de cancer du sein.

Le tamoxiféne est un médicament sdr qui n'a pas les effets indésirables systémiques des
cestrogénes et qui est déja utilisé depuis des années mais c'est également l'un des
médicaments les plus puissants identifiés en repositionnement pour traiter différentes
maladies. L'cestrogéne a des effets chez les hommes et les femmes (Payne et al., 2006 ; M.
N. Singh et al., 2008 ; Gayi et al., 2018c ; Montoya et Krysan, 2018 ; Cortes et al., 2019 ;
Chen et al., 2019 ; Cham et al., 2019).

La Figure 4 est un apercu des divers effets prouvés et suspectés du tamoxifene.
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BENEFIC EFFECTS NEGATIVE EFFECTS

Neuroprotection

Alzheimer’s disease

Treatment of Parkinson’s disease
Treatment of multiple sclerosis

Cardioprotection

Treatment and chemoprevention
of ER-positive breast cancer

LDL cholesterol decrease
Clotting factors increase

2-7 fold increased risk
in endometrial cancer

B cell maturation decrease
Treatment of systemic
lupus erythemathosus

Deep vein thrombosis risk increase

Treatment and chemoprevention

of prostate/bladder cancer Caption :
Proved effect
Bone mineral density increase Suspected effect

Figure 4 : Applications prouvées et supposées du tamoxiféne (adapté de M. N. Singh et al., 2008).

4.1. Pharmacocinétique

4.1.1. Métabolisme hépatique

Il existe une grande variabilité interindividuelle concernant la réponse au tamoxifene
probablement due a des différences de métabolisme in vivo. En fait, le tamoxiféne est une
prodrogue et ce sont ses métabolites qui sont réellement efficaces. Par exemple, certains
d'entre eux ont plus d'effets anti-cestrogéniques sur les cellules du cancer du sein que le
tamoxifene lui-méme. En majorité, le tamoxifene est métabolisé par le systeme cytochrome
P450 (CYP450) en différents métabolites primaires et secondaires. Les deux principales
voies conduisant a I'endoxifene, métabolite secondaire tres puissant, sont la 4-hydroxylation
et la N-déméthylation. Les enzymes CYP450 sont hautement polymorphes et donnent donc
naissance a de nombreux variants pouvant affecter les quantités relatives de métabolites du
tamoxiféne (Jordan, 1976 ; Allen et al., 1980 ; Jordan, 2003 ; Desta et al., 2004 ; Murdter et
al., 2011 ; Kiyotani et al., 2012a ; Klein et al., 2013).

La voie de la 4-hydroxylation ne contribue qu'a environ 7% du métabolisme du tamoxiféne.
Elle est catalysée par différents CYP dont le CYP2D6 et aboutit immédiatement au 4-
hydroxytamoxiféne qui est 100 fois plus puissant que le tamoxiféne. En effet, ce métabolite
actif a une affinité plus élevée pour les ER que le tamoxiféne. Bien qu'aucun consensus n'ait
encore été atteint en 2013, aprés 10 ans et 20 études sur le sujet, le CYP2D6 semble étre
un modulateur de l'efficacité. Ainsi, les patients peuvent étre affectés a quatre catégories
phénotypiques concernant la fonction enzymatique et I'activité métabolique de leur CYP2D6
(Jordan, 1976 ; Kemp et al., 1983 ; Stearns et al., 2003 ; Desta et al., 2004 ; Owen et al.,
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2009 ; Hertz et al., 2012 ; Klein et al., 2013 ; Brauch et al., 2013 ; Tsubaki et al., 2018 ; Ahn
et al., 2019 ; ANSM et al., 2020) :

- Les personnes dont les enzymes ne fonctionnent pas sont des « métaboliseurs
pauvres ». lIs sont soupgonnés d'avoir un plus mauvais pronostic mais la encore
aucun consensus n'existe. Selon I'agence nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé (ANSM) francaise, les patients qui n‘ont pas de CYP2D6, ont
des taux d'endoxiféne inférieurs d'environ 75% a ceux des patients ayant une activité
normale du CYP2D6 (Goetz et al., 2005 ; Nowell et al., 2005 ; Wegman et al., 2005 ;
Borges et al., 2006 ; Bonanni et al., 2006 ; Schroth et al., 2007 ; Goetz et al., 2007 ;
Takimoto, 2007 ; Lim et al., 2007 ; Wegman et al., 2007 ; Wu et al., 2009 ; Schroth et
al., 2009 ; lusuf et al., 2011 ; Kiyotani et al., 2012a ; Rae et al., 2012 ; Regan et al.,
2012 ; Klein et al., 2013).

- Les personnes dont les enzymes fonctionnelles sont réduites sont des
« métaboliseurs intermédiaires ».

- Les personnes dont les enzymes fonctionnelles sont normales sont des
« métaboliseurs extensifs ».

- Les personnes dont les enzymes fonctionnelles sont supérieures a la moyenne sont
des « métaboliseurs ultrarapides ».

Mais le génotypage et le phénotypage du CYP2D6 sont difficiles, de sorte que le nombre de
copies n'est pas toujours connu avec précision. De plus, le CYP2D6 posséde des
pseudogénes difficiles a détecter et altérant son activité enzymatique. Par exemple,
CYP2D6*4 est I'un des alleles non fonctionnels les plus courants et il a été prouvé que
18,7% des alleles CYP2D6*4 sont en réalité des alléles hybrides CYP2D6-2D7. Enfin, des
facteurs environnementaux, comme le statut ménopausique et des interactions
médicamenteuses avec des inhibiteurs du CYP2D6, comme les selective serotonin reuptake
inhibitors, peuvent également modifier le phénotype. Ainsi, toutes ces raisons peuvent
conduire a une classification erronée du statut de métaboliseur (Skierka et al., 2012 ; Klein et
al., 2013 ; Brauch et al., 2013).

D'autre part, la voie de la N-déméthylation contribue a prés de 92% du métabolisme du
tamoxifene. Elle est d'abord catalysée par les CYP3A4 et 3A5 et aboutit au N-
desméthyltamoxiféne. Ensuite, le N-desméthyltamoxiféne est oxydé en divers métabolites
importants pour l'activité du tamoxifene, le principal étant I'endoxifene. Celui-ci a été identifié
pour la premiére fois dans la bile humaine (Lien et al., 1988 ; Stearns et al., 2002 ; Desta et
al., 2004 ; Kiyotani et al., 2012a ; Klein et al., 2013).

Ainsi, I'endoxifene résulte du N-desméthyltamoxifene par hydroxylation par le CYP2D6 ou du
4-hydroxytamoxiféne par déméthylation par le CYP3A4. L'endoxifene et le 4-
hydroxytamoxiféne ont une activité anti-cestrogénique similaire mais les concentrations
plasmatiques d'endoxifene sont presque 10 fois plus élevées que celles du 4-
hydroxytamoxiféne chez les patientes traitées au tamoxifene. De plus, I'endoxiféne cible ERa
pour sa dégradation protéosomale ce qui conduit & une diminution des protéines ERa alors
que les autres métabolites ne font que les stabiliser. A ce titre, I'endoxiféne est le principal
meétabolite responsable du succes du traitement par tamoxifene (Stearns et al.,, 2002 ;
Borges et al., 2006 ; Wu et al., 2009 ; Moyer et al., 2011 ; Mirdter et al., 2011 ; Kiyotani et
al., 2012a ; Klein et al., 2013).

En ce qui concerne la variante CYP2C19*17, elle a été associée a de meilleures réponses
au traitement, a des effets secondaires moindres et & des risques moindres de développer
un cancer du sein. Cela peut étre lié a I'augmentation du métabolisme associé a cet alléle
qui convertit plus efficacement le tamoxiféne en ses métabolites les plus actifs et diminue les
niveaux d'cestrogénes endogénes qui sont également la cible du traitement lorsqu'il est alors
débuté. Cependant, l'association entre l'alléle *17 et l'augmentation de la survie sans
maladie est contestée (Schroth et al., 2007 ; Justenhoven et al., 2009 ; Gjerde et al., 2010 ;
Moyer et al., 2011 ; Klein et al., 2013).
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Le tamoxifene est également métabolisé en tamoxifen-N-oxide (TNO) par les 1- and 3-flavin
mono-oxygenases. L'avantage de cette voie est que le TNO peut étre réduit en tamoxifene in
vitro par différents CYP450, comme les CYP1A1, 2A6 et 3A4 qui sont les plus rapides. Mais
seul le tamoxifene produit par le CYP3A4 peut étre encore métabolisé. Le TNO peut
également étre réduit en tamoxiféne par I'némoglobine et la NADPH-P450 oxydoréductase
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate), ce qui sous-entend que la réduction dépend
peut-étre du complexe héme-fer contenu dans I'hémoglobine et les cytochromes et pas
seulement de réactions enzymatiques. Ainsi, il semble exister un stockage du tamoxiféne
sous forme de TNO. En effet, le rapport entre la concentration tissulaire et sérique de TNO
diminue avec l'augmentation des doses de tamoxiféne alors que le rapport entre la
concentration tissulaire et sérique de tamoxiféne et de ses autres métabolites est stable.
Cela peut étre di a une réduction du TNO en tamoxiféne dans les cellules tumorales ou
I'activité du tamoxiféne est la plus nécessaire. Cependant, le TNO peut également étre réduit
pendant la préparation de I'échantillon, ce qui rend difficile la détermination de son role
précis dans le métabolisme (Parte et Kupfer, 2005 ; Gjerde et al., 2012 ; Klein et al., 2013).

Le tamoxifene et ses métabolites sont inactivés par glucuronidation par diverses UDP-
glucuronosyl-transférases (UGT) et par sulfatation notamment par sulfotransférase 1A1
(SULT1A1). La glucuronidation est la voie principale puisque prés de 75% de la dose de
tamoxiféne est excrétée sous forme de glucuronides dans les voies biliaires. Les UGT et les
SULT sont également trés polymorphes. Par exemple, 'UGT2B15 métabolise les stéroides
et les xénobiotiques et permet différents variants tels que I'UGT2B15*2, le plus actif, qui est
pourtant associé a une diminution de la survie globale et a une augmentation de la
récurrence de la maladie. Ensuite, SULT1A1l a deux alléles principaux : SULT1A1*1, le plus
actif associé a une meilleure survie et SULT1A1*2. Mais le nombre de copies de SULT1A1l
n'affecte que l'activité enzymatique et non la survie (Nowell et al., 2002 ; Nowell et al., 2005 ;
Falany et al., 2006 ; Sun et al., 2007 ; Wegman et al., 2007 ; Gjerde et al., 2010 ; Kiyotani et
al., 2010 ; Moyer et al., 2011 ; Kiyotani et al., 2012a ; Klein et al., 2013).

Méme si le tissu mammaire n'exprime généralement pas la multidrug resistance gene 1/ B1-
ATP-binding cassette (MDR1/ABCB1), le cancer du sein peut métastaser dans le cerveau,
derriére la barriére hémato-encéphalique, ou 'ABCB1 est exprimé. Heureusement, méme si
'ABCBL1 peut maintenir le tamoxiféne et ses métabolites (en particulier I'endoxifene) a des
concentrations cellulaires subthérapeutiques car ils sont des substrats de la glycoprotéine P,
de fortes doses de tamoxiféene peuvent étre utilisées pour les tumeurs métastasées dans le
cerveau. Ceci est probablement dd a la saturation des transporteurs de médicaments de la
barriéere hémato-encéphalique qui ne peuvent plus empécher l'entrée du tamoxiféne et de
ses métabolites (Teft et al., 2011 ; lusuf et al., 2011 ; Klein et al., 2013).

Enfin, deux single-nucleotide polymorphisms (SNP) influencant les résultats du traitement au
tamoxiféne ont également été identifiés. L'un des deux est le rs10509373, situé sur C10orf1l
au locus 10922 dans un intron, et pourrait étre en partie associé a une augmentation de la
survie sans récidive. L'autre est le rs3740065, situé sur le géene ABCC2 et associé a une
diminution de la durée de survie de la maladie. En effet, il conduit & une expression accrue
d'ABCC2, probablement responsable d'une moindre exposition du tissu mammaire aux
métabolites actifs (Kiyotani et al., 2010 ; Kiyotani et al., 2012b ; Klein et al., 2013).

En conclusion, il existe une énorme variabilité interindividuelle concernant le métabolisme du
tamoxifene (Figure 5) rendant difficile la détermination de la concentration thérapeutique. Il
serait nécessaire d'étudier tous les effets des différents variants dans les nombreuses voies
en étant trés attentif au statut du métaboliseur et aux phénotypes contrbélés : statut
ménopausique, indication, dose et durée, cotraitements, résultats et suivi (Klein et al., 2013).
Ainsi, différents métabolites du tamoxiféne existent avec une durée de vie parfois trés
longue.
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Caption :
[ Tamoxifen
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Main degrading enzymes

> Main tamoxifen storage enzymes
O Other effective agents in the target cell

Figure 5 : Principaux métabolites et enzymes impliqués dans la pharmacocinétique du tamoxiféne (adapté
de Klein et al., 2013).

Le N-desméthyl tamoxiféne, le droloxifene, l'idoxiféne, le lasofoxidéne, le torémiféne et
'ospemiféne sont d'autres métabolites du tamoxifene (SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ;
Montoya et Krysan, 2018).

Le métabolite a-hydroxytamoxiféne est plusieurs centaines de fois plus susceptible de
provoquer des adduits a I'ADN que la molécule mere et les autres métabolites (Phillips et al.,
1996 ; Earl et al., 1997).

Une étude a tenté de comparer les doses topiques et orales de tamoxifene mais de
nombreux facteurs influencent son taux d'hydroxylation dans le foie et donc la proportion de
ses métabolites (Hu et al., 1998 ; Kuhn et al., 2002).

Le tamoxifene et ses métabolites sont observés a des concentrations nanomolaires dans le
plasma et les muscles, suggérant une signalisation par des cibles de haute affinité.
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4.1.2. Demi-vie du tamoxifene et de ses métabolites

Chez I'étre humain, apreés administration orale, la concentration sérique maximale du
tamoxifene est atteinte en quatre a sept heures. La demi-vie du tamoxifene est de quatre a
14 jours, généralement de cing a sept jours et I'équilibre pharmacocinétique des
concentrations (plateau) est atteint aprés environ 5-6 semaines de traitement. Cette longue
demi-vie est attribuée a sa forte liaison aux protéines plasmatiques (plus de 99% du
tamoxifene sont fortement liés) et a sa recirculation entéro-hépatique (Morello et al., 2003 ;
Hussain et Kneeshaw, 2012 ; Heery et al., 2018 ; Sanchez-Spitman et al., 2019 ; ANSM et
al., 2020).

A Tinverse, la demi-vie de I'endoxiféne est de 50 & 70 heures (Sanchez-Spitman et al.,
2019).

Le tamoxiféne est excrété dans la bile et éliminé dans les féces aprés un cycle entéro-
hépatique, tandis que de petites quantités sont éliminées dans les urines (Morello et al.,
2003).

Lorsque le traitement est arrété, le tamoxiféne est encore présent dans l'organisme pendant
cing a six semaines en raison de sa longue demi-vie (ANSM et al., 2020).

4.2. Pharmacodynamique

4.2.1. Cancers

Le tamoxifene est un médicament anticancéreux. En effet, il peut influencer I'entrée dans le
cycle cellulaire et la prolifération ou I'apoptose des cellules tumorales via la liaison ERa et
Erf et l'accumulation d'oxystérols. Le tamoxifene a également un effet cytostatique et
cytotoxique sur les cellules tumorales (Baral et al., 1995 ; Jordan, 2007a ; Segala et al., 2013
; Guillaume et al., 2017 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Ahn et al., 2019).

Le tamoxifene semble interagir directement avec la protéine kinase C pour inhiber la
différenciation et la croissance des cellules tumorales. Ainsi, le médicament inhibe
l'angiogenése tumorale, l'invasion et les métastases, la résistance a la chimiothérapie et
entraine I'apoptose des cellules tumorales (Lavie et al., 1998 ; Chen et al., 2003 ; Bogush et
al., 2012 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Cham et al., 2019).

Le tamoxiféne peut améliorer la sensibilité du paclitaxel dans les cellules cancéreuses
aestrogéno-négatives et/ou aestrogéno-indépendantes (Tsubaki et al., 2018).

Le métabolite actif 4-hydroxytamoxifene supprime la prolifération des cellules du myélome
multiple (Gauduchon et al., 2005 ; Tsubaki et al., 2018).

4.2.1.1. Cancer du sein

Dans le monde entier, le tamoxiféne a été largement utilisé comme médicament contre les
cancers du sein hormonodépendants, précoces et avancés, et plus précisément ceux a
aestrogenes positifs, depuis les années 1970. Le tamoxiféne réduit le risque de cancer du
sein invasif (de 49%) et non invasif chez les femmes a risque accru. Enfin, l'incidence
globale du cancer du sein a été réduite de 50% gréace au raloxiféne (Jordan et Koerner, 1975
; Jordan, 1976 ; Jordan et Allen, 1980 ; Fisher et al., 1989 ; Jordan, 1990 ; Gottardis et al.,
1990 ; Robinson et al., 1991 ; Nayfield et al., 1991 ; Custodio et al., 1994 ; Custodio et al.,
1998 ; Fisher et al., 1998 ; Powles et al., 1998 ; Veronesi et al., 1998 ; Hall et al., 2001 ;
Kuhn et al., 2002 ; Cuzick et al., 2003 ; Jordan, 2003 ; Fabian et Kimler, 2005 ; Fisher et al.,
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2005 ; Vogel et al., 2006 ; Payne et al., 2006 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Jordan, 2008a ;
Hayes, 2009 ; Hughes-Davies et al., 2009 ; Jordan, 2009 ; Vogel, 2009 ; Lazzeroni et al.,
2012 ; Klein et al., 2013 ; Jordan, 2014 ; Pandey et al., 2016 ; Guillaume et al., 2017 ; Gayi et
al., 2018e ; Gayi et al., 2018c ; Peddi, 2018 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Tsubaki et al.,
2018 ; Brufsky et Dickler, 2018 ; Heery et al., 2018 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Sauter, 2018
; Cortes et al., 2019 ; Cham et al., 2019 ; Farrar et Jacobs, 2020).

421.1.1. Indications du tamoxiféne pour le cancer du sein

Les indications approuvées par la food and drug administration (FDA) pour le tamoxiféne
sont les suivantes :

- Traitement du cancer du sein chez les femmes comme chez les hommes. Il est utilisé
en complément d'un traitement hormonal et il n'existe pas de thérapie endocrinienne
alternative pour le cancer du sein masculin. Ainsi, le sexe masculin n'est pas un
facteur prédictif péjoratif de survie chez les patients traités avec du tamoxiféene
(Ribeiro et Swindell, 1992 ; Goss et al., 1999 ; Fentiman et al., 2006 ; Hayes, 2009 ;
Etori et al., 2017 ; Eggemann et al., 2018 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Farrar et
Jacobs, 2020).

- Traitement adjuvant du cancer du sein aprés traitement primaire par chirurgie et
radiothérapie (Gradishar et Salerno, 2016 ; Farrar et Jacobs, 2020).

- Traitement du carcinome canalaire in situ (cancer du sein non invasif) chez les
femmes aprés chirurgie et radiothérapie pour réduire le risque de cancer du sein
invasif (Fisher et al., 1999 ; Staley et al., 2014 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Farrar
et Jacobs, 2020).

- Traitement prophylactique avec réduction du risque de cancer du sein chez les
patientes a haut risque (Cuzick et al., 2003 ; Klein et al., 2013 ; Potkul et al., 2016 ;
SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Sauter, 2018 ; Farrar et Jacobs, 2020).

Le tamoxifene améliore la survie et réduit de 31% le taux annuel de décés du cancer du
sein, de 50% la récidive et de 50% le risque de développer un cancer du sein controlatéral
(Fisher et al., 1998 ; Boocock et al., 2000 ; Obiorah et Jordan, 2011 ; Klein et al., 2013 ; Van
der Weijden-Van Doornik et al., 2017 ; Heery et al., 2018 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ;
Cham et al., 2019).

Pour cette indication, le tamoxiféne est utilisé comme antagoniste du ER, inhibant de
maniére compétitive les cellules cancéreuses ER-positives vis-a-vis des oestrogéenes
nécessaire a leur croissance (Lippman et Bolan, 1975 ; Jordan et Koerner, 1975 ; Osborne,
1998 ; Klein et al., 2013).

Le tamoxiféene est également indiqué pour le traitement des douleurs mammaires primaires,
des mastodynies prémenstruelles ou des douleurs mammaires dues a une cirrhose du foie
(Fentiman et al., 1988 ; Serels et Melman, 1998 ; Grio et al., 1998 ; Li et al., 2000 ; Farrar et
Jacobs, 2020).

421.1.2. Actions du tamoxiféne dans le traitement du cancer du sein

Le tamoxifene inhibe la kinase mTOR et active la protéine kinase activée par I'adénosine
monophosphate (AMP), ce qui inhibe la croissance des cellules lors de cancer du sein triple
négatif chez la femme (Wu et al., 2016 ; Tsubaki et al., 2018).

Pour éviter les effets secondaires du tamoxifene, il est possible de diminuer la dose ou de le

prendre de maniére intermittente. Mais il existe aussi d'autres SERM qui semblent efficaces,
avec moins d'effets secondaires que le tamoxiféne, comme l'arzoxiféne, le bazedoxiféne et
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le lasofoxiféne. Enfin, I'administration transdermique semble réduire les effets secondaires
sur les paramétres endocriniens et de coagulation (Mocellin et al., 2016 ; Crew et al., 2017 ;
Sauter, 2018).

Le tamoxiféne présente un intérét particulier dans le traitement du cancer du sein car il a non
seulement des effets anti-cestrogéniques dans le tissu mammaire mais aussi des effets pro-
cestrogéniques dans les os, prévenant ainsi I'ostéoporose dans une population déja a risque
(Turken et al., 1989 ; Love et al., 1992 ; Jordan, 2003 ; Van der Weijden-Van Doornik et al.,
2017 ; Gayi et al., 2018c).

Le tamoxiféene et le 4-hydroxytamoxiféne sont des inhibiteurs intramembranaires de la
peroxydation lipidique et des piégeurs de radicaux peroxyles grace a leur nature
hydrophobe. Ces actions sont dépendantes de la dose. Le métabolite est un inhibiteur
intramembranaire de la peroxydation lipidique plus efficace grace a son groupe OH et a sa
partition membranaire relative prés de linterface de la bicouche. De plus, le tamoxiféne et
son métabolite améliorent l'activité antioxydante de la vitamine E en la régénérant ou en la
protégeant contre les espéces réactives de I'oxygéne. Cela suggére que l'association entre
différents antioxydants peut améliorer les effets thérapeutiques (H. Wiseman et al., 1990 ;
Helen Wiseman et al., 1990 ; Lien et al., 1991 ; Custédio et al., 1993 ; Wiseman et al., 1993 ;
Custddio et al., 1994 ; Custodio et al., 1998 ; Guillaume et al., 2017 ; SHAGUFTA et Ahmad,
2018).

D'un autre coté, le tamoxiféene réduit également le cholestérol des lipoprotéines de basse
densité et diminue les effets du cholestérol chez les femmes traitées pour un cancer du sein
(Chang et al., 1996 ; Morello et al., 2003 ; Singh et al., 2007 ; M. N. Singh et al., 2008 ;
Montoya et Krysan, 2018).

42.1.1.3. Comparaison raloxifene-tamoxifene dans le traitement du cancer du sein

Le raloxiféne, un médicament contre le cancer du sein et un SERM de deuxieme génération,
réduit I'incidence de la malignité mammaire et le risque de cancer du sein invasif, ainsi que le
cancer du sein invasif ER-positif (comme le tamoxifene) de 59% et 66% respectivement chez
les femmes ménopausées souffrant d'ostéoporose. Cependant, contrairement au
tamoxifene, le raloxifene ne réduit pas le risque de cancer du sein non invasif (Gottardis et
al., 1990 ; Cauley et al., 1996 ; Delmas et al., 1997 ; Cummings et al., 1999 ; Ettinger et al.,
1999 ; Lippman et al., 2001 ; Cauley et al., 2001 ; Cummings et al., 2002 ; Lamb et al., 2003
; Sporn et al.,, 2004 ; Martino et al., 2004 ; Fabian et Kimler, 2005 ; Vogel et al., 2006 ;
Jordan, 2006 ; Jordan, 2007a ; Vogel, 2009 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Sauter, 2018).

En conclusion, le raloxiféne est aussi efficace que le tamoxiféne pour réduire le risque de
cancer du sein invasif mais il présente également un risque plus faible d'événements
thromboemboliques et de cataractes et il constitue le traitement de choix pour les femmes
ménopausées présentant un risque accru de cancer du sein (Barrett-Connor et al., 2004).
Méme si le tamoxiféne est trop toxique, la chimioprévention du cancer du sein est
maintenant possible grace au raloxiféne, notamment pour le traitement de I'ostéoporose
chez les femmes ménopausées. En 2006, plus de 500 000 femmes prenaient déja du
raloxiféne aux Etats-Unis. Et en 2009, 500 000 femmes prenaient du raloxiféne pour le
traitement de l'ostéoporose dans le monde. Aux Etats-Unis, le tamoxiféne est utilisé en
prophylaxie chez les femmes présentant un risque élevé de cancer du sein et une étude
prouve que l'incidence du cancer ER positif diminue méme aprés plus de 10 ans d'arrét du
traitement (Kristensen et al., 1994 ; Ettinger et al., 1999 ; Cuzick et al., 2003 ; Barrett-Connor
et al., 2004 ; Armstrong et al., 2006 ; Vogel et al., 2006 ; Jordan, 2007b ; Vogel, 2007 ;
Cuzick et al., 2007 ; Powles et al., 2007 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Vogel, 2009).
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42.1.1.4. Autres traitements

Les recommandations actuelles précisent que le traitement endocrinien adjuvant doit inclure
un inhibiteur d’aromatase mais la monothérapie par tamoxiféne reste un traitement
endocrinien de premiére intention pour les patientes pré-ménopausées et celles intolérantes
ou contre-indiquées pour un inhibiteur d’aromatase. L'ajout d'une suppression de la fonction
ovarienne au tamoxiféne est une option thérapeutique pour les patientes pré-ménopausées
a récepteurs hormonaux positifs (Pagani et al., 2014 ; Francis et al., 2015 ; Bartlett et al.,
2019).

Les inhibiteurs d’aromatase (comme l'anastrozole) sont également des agents prometteurs
pour le traitement du cancer du sein a récepteurs positifs chez les femmes ménopausées. lls
convertissent les stéroides en cestrogénes, par exemple la testostérone en cestradiol. Ainsi,
leur inhibition entraine une diminution de la quantité d'cestrogénes disponible. Par ailleurs,
certains métabolites du tamoxiféene agissent comme des inhibiteurs d’aromatase in vitro. Le
métabolite norendoxiféne est le plus puissant puisqu'il atteint la méme efficacité que le
|étrozole, un médicament exclusivement utilisé comme inhibiteur d’aromatase. Ils améliorent
la survie et ont moins d'effets secondaires potentiellement mortels que le tamoxiféne. Les
inhibiteurs d’aromatase peuvent entrainer une perte osseuse ou des arthralgies. La survie
des patients masculins atteints de cancer du sein est moins bonne avec les inhibiteurs
d’'aromatase qu'avec le tamoxiféne. Concernant le traitement adjuvant par bisphosphonate, il
réduit le risque métastatique osseux et prévient - voire inverse - la perte osseuse
(ostéopénie et ostéoporose). Ainsi, la recommandation actuelle est I'acide zoldronique ou le
clodronate chez les femmes ménopausées sous traitement anti-aestrogénique et a haut
risque de récidive du cancer du sein. Enfin, les inhibiteurs de 4/6-cyclin-dependent kinases
(CCDK4/6) peuvent étre ajoutés a la thérapie anti-cestrogénique pour doubler la survie sans
progression. Le tamoxiféne reste le traitement de choix pour les femmes qui ne tolérent pas
les inhibiteurs d’aromatase (Goss et al., 2003 ; Ingle, 2005 ; Howell et al., 2005 ; Winer et al.,
2005 ; Forbes et al., 2008 ; Vogel, 2009 ; Lu et al., 2012a ; Lu et al., 2012b ; Klein et al.,
2013 ; Eggemann et al., 2013 ; Van der Weijden-Van Doornik et al., 2017 ; Peddi, 2018 ;
Sauter, 2018 ; Eggemann et al., 2018 ; Heery et al., 2018).

42.1.1.5. Doses et durée du traitement pour le traitement du cancer du sein

En 2021, on recense environ 200 000 nouveaux cas de cancers du sein oestrogénes-
dépendants. Et des millions de femmes sont ou ont été traitées avec du tamoxiféne depuis
1973.

Le tamoxiféne existe en comprimés de 10 ou 20 mg ou en solution buvable de 10 mg /5 mL,
a prendre avec ou sans nourriture. Il est recommandé une dose de 20 mg par jour pour la
prévention du cancer du sein aprés une chimiothérapie. La durée du traitement dépend du
statut ménopausique de la patiente mais peut durer jusqu'a cing a 10 ans. Certaines études
rapportent une meilleure efficacité du traitement & long terme mais dans ces cas le
tamoxiféne semble augmenter les incidences de cancer endométrial, en multipliant par 2,5 le
risque, et les incidences d'embolie pulmonaire. Cependant, de la méme maniére, il réduit
l'incidence des cardiopathies ischémiques, de sorte que la norme actuelle est de poursuivre
le tamoxiféne pendant 10 ans en l'absence d'effets secondaires importants. Quant aux Al, ils
sont généralement arrétés au bout de cing ans car ils augmentent la toxicité osseuse
(ostéoporose et fractures) (Fornander et al., 1989 ; Fisher et al., 1998 ; Osborne, 1998 ;
Davies et al., 2013 ; Klein et al., 2013 ; Burstein et al., 2014 ; Goss et al., 2016 ; Van der
Weijden-Van Doornik et al., 2017 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Peddi, 2018 ; Heery et al.,
2018 ; Farrar et Jacobs, 2020).
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La dose typique pour le cancer du sein métastatique est d'environ 20-40 mg par jour et 20
mg fournissent 285 ng/g de poids corporel pour une personne de 70 kg et une concentration
plasmatigue moyenne de 89,9 ng/mL. Mais aucun bénéfice clinigue n'a été prouvé au-dela
de 20 mg par jour. Avec une administration quotidienne de 20 mg pendant cing ans, le taux
de récidive du cancer est réduit de 2. Cependant, il déclenche des effets secondaires. De
plus, les cliniciens doivent choisir avec soin le type d’anti-dépresseur pour traiter les bouffées
de chaleur et la dépression car ils peuvent diminuer ['efficacité du tamoxiféne (Bratherton et
al., 1984 ; Fisher et al., 1998 ; Stearns et al., 2003 ; Jin et al., 2005 ; Goetz et al., 2007 ;
Takimoto, 2007 ; Jordan, 2007b ; Henry et al., 2008 ; Klein et al., 2013 ; Lien et al., 2013 ;
Tsubaki et al., 2018 ; Ahn et al., 2019 ; Farrar et Jacobs, 2020).

Dans certaines études, les femmes ont été traitées par 20 mg/jour de tamoxiféne ou 60
mg/jour de raloxiféne (Vogel et al., 2006 ; Vogel, 2009).

L'expression du ER et du progesterone receptor (PR), couramment mesurée en pratique
clinique, indique le pronostic et la réponse hormonale. Mais leur valeur prédictive du
bénéfice d'un traitement anti-cestrogénique est limitée pour la population a récepteurs
hormonaux positifs (Dowsett et al., 2008 ; Bartlett et al., 2011 ; Davies et al., 2011 ; Regan et
al., 2015 ; Meisel et al., 2018).

Le breast cancer index est également un biomarqueur prédictif du pronostic et de la réponse
endocrinienne. Mais il est en outre le seul test multigénique cliniquement disponible capable
d'évaluer le bénéfice d'une endocrinothérapie prolongée. Il est lui-méme constitué de deux
panels de biomarqueurs fonctionnels : le molecular grade index qui évalue la prolifération
tumorale et le ratio bi-génique HOXB13/IL17BR qui évalue la signalisation des cestrogénes
et donc la réponse endocrinienne, en fonction des différentes combinaisons thérapeutiques
possibles (SERM ou inhibiteur d’aromatase concernant le fond de traitement et traitement
endocrinien primaire ou secondaire concernant le cadre adjuvant). L'intégration du molecular
grade index et du HOXB13/IL17BR permet d'obtenir un score pronostique breast cancer
index, ce qui en fait I'un des rares classificateurs capables de quantifier le risque de récidive
a distance globale (0-10 ans) mais aussi tardive (au-dela de cing ans du diagnostic, c'est-a-
dire cing a 10 ans) indépendamment de I'age, de la taille de la tumeur, du grade, du statut
loco-régional et du traitement (Sgroi et al., 2013a ; Sgroi et al., 2013b ; Zhang et al., 2013 ;
Sestak et al., 2018 ; Bartlett et al., 2019).

Bien que les lignes directrices recommandent déja un traitement de 10 ans, des études
antérieures n'‘ont montré qu'une modeste réduction de 2 & 5 % du risque de récidive chez les
patientes présentant une réponse hormonale positive. Dans I'étude de Bartlett, les patientes
sont des femmes post-ménopausées uniguement traitées par tamoxifene. Les patientes
avec un fort risque métastatique ont un bénéfice significatif de 10 versus cing ans de
traitement par tamoxiféne avec une diminution de 10,2% du risque de récidive. De plus,
celles-ci exprimant des tumeurs et traitées par endocrinothérapie prolongée ont un risque
relatif de récidive 65% plus faible que celles arrétant le traitement a cing ans. La
connaissance de la possibilité de prolonger le traitement endocrinien est une information
cruciale pour les patientes atteintes d'un cancer du sein positif aux récepteurs hormonaux
sans récidive apres un traitement adjuvant primaire terminé car le cancer du sein positifs aux
récepteurs hormonaux est associé a un risque persistant de récidive métastatique a long
terme (Earl et al., 1997 ; Goss et al., 2003 ; Mamounas et al., 2008 ; Davies et al., 2013 ;
Senkus et al., 2015 ; Gradishar et Salerno, 2016 ; Pan et al., 2017 ; Bartlett et al., 2019 ;
Mamounas et al., 2019 ; Burstein et al., 2019).

Cependant, il semble qu'un traitement endocrinien prolongé pour toutes les patientes
présentant des noeuds lymphatiques atteints entraine souvent un surtraitement car, méme si
le statut métastatique et I'augmentation de la taille de la tumeur sont positivement corrélées
a un risque accru de récidive tardive a distance, beaucoup de celles qui ont terminé cing ans
de traitement ne développent en fait aucune métastase. De plus, le tamoxifene prolongé
peut étre néfaste pour les patientes classées avec risque métastatique moindre et qui
présentent un risque moins élevé de récidive (Bartlett et al., 2019).
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4.2.1.2. Adénocarcinome du canal pancréatique

L'adénocarcinome du canal pancréatique est lI'une des premiéres causes de déces liés au
cancer. Dans ce type de cancer, le microenvironnement tumoral est séverement
hypovascularisé ce qui ne permet pas l'administration de la chimiothérapie et donc son
efficacité (Olive et al., 2009 ; Cortes et al., 2019).

Le tamoxifene modifie le microenvironnement tumoral et réduit la survie des cellules
cancéreuses. Pour ce faire, il module la synthése du collagéne, remodéle le collagéne de la
matrice extracellulaire via GPER et augmente la vascularisation, ce qui augmente le
passage des médicaments. Ensuite, le tamoxiféne réduit la prolifération et augmente
I'apoptose dans les cellules cancéreuses (Cortes et al., 2019).

Le R-aminopropionitrile et le simtuzumab inhibent également LOX-L2 et restaurent ainsi
I'organisation du collagéne et I'homéostasie tissulaire en cas d'inflammation ou de cancer. Le
traitement par l'acide trans-rétinoiqgue améliore la vascularisation et la quiescence des
cellules étoilées pancréatiques. Le récepteur de la vitamine D améliore également la
guiescence des cellules étoilées pancréatiques, ce qui stimule lI'angiogenése. En outre, la
diminution de la rigidité du stroma nuit aux métastases et améliore I'administration de
médicaments. Ensuite, les inhibiteurs de I'angiotensine réduisent la synthése du collagene,
améliorent la densité des vaisseaux sanguins, la perfusion vasculaire et donc la perfusion
des médicaments cytotoxiques.

Dans la Figure 6, nous apprenons que dans les cellules étoilées pancréatiques, le
tamoxiféne diminue la contractilité de la myosine grace aux GPER. L'activation de GPER
diminue la synthése du collagéne. De plus, l'action du tamoxiféne sur LOX-L2 empéche le
remodelage du collagene. Dans le stroma de I'adénocarcinome du canal pancréatique, le
tamoxiféene diminue [l'organisation du collagéne et de fibronectine et stimule la
vascularisation. Dans la glande mammaire du rat, on rapporte également que l'activité de la
MMP-2 est inhibée par le tamoxifene (Hattar et al., 2009 ; Cortes et al., 2019).
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Figure 6 : Résumé des effets du tamoxiféne lors d'adénocarcinome canalaire pancréatique (Cortes et al.,
2019).
FN : fibronectine, PDAC : adénocarcinome du canal pancréatique et PSC : cellules étoilées pancréatiques
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Les effets bénéfiques du tamoxifene sur l'adénocarcinome du canal pancréatique
(augmentation de la vascularisation, amélioration de la délivrance des médicaments aux
tissus et action sur la fibronectine, le collagéne et la fibrose) doivent encore étre soumis a
des expérimentations supplémentaires, puisque I'étude présentée ici a été réalisée in vitro
seulement et non in vivo. Cependant, le repositionnement du tamoxifene semble prometteur
et pourrait conduire & une nouvelle stratégie basée sur des modification du micro-
environnement tumoral.

4.2.1.3. Carcinomes de la prostate et de la vessie

Le tamoxiféene peut avoir des effets bénéfiques sur les métastases aux nceuds lymphatiques
et osseuses du carcinome de la prostate (stabilisation de la maladie dans 20% des cas),
avec une bonne acceptabilité par les patients. Ainsi, le tamoxiféne peut étre intéressant dans
les cas de maladie précoce ou chez les patients a risque de cancer de la prostate,
notamment ceux qui présentent une élévation de l'antigeéne prostatique spécifique sérique
(Spremulli et al., 1982 ; Glick et al., 1982 ; M. N. Singh et al., 2008 ; P. B. Singh et al., 2008).

En outre, le médicament inhibe la croissance des lignées cellulaires du cancer de la vessie
(Dellagrammaticas et al., 2001 ; Shen et al.,, 2006 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Farrar et
Jacobs, 2020).

4.2.1.4. Autres tumeurs et cancers

Le tamoxiféne est indiqué dans le traitement du méningiome, du cancer de |'ovaire avancé
ou récurrent, du cancer du poumon en complément d'une chimiothérapie initiale, de la
tumeur carcinoide, des néoplasmes malins secondaires a des tumeurs solides, du
glioblastome multiforme et du mélanome malin métastatique en combinaison avec d'autres
agents tels que la carmustine, le cisplatine et la dacarbazine (Moertel, 1984 ; Markwalder et
al., 1985 ; Figueredo et al., 1990 ; Hatch et al., 1991 ; McKeage et al., 1993 ; Markman et al.,
1996 ; Lissoni et al., 1996 ; Yang et al., 1999 ; McClay et al., 2000 ; Muanza et al., 2000 ;
O’Day et al., 2001 ; Robins et al., 2006 ; Beguerie et al., 2010 ; Montoya et Krysan, 2018 ;
Cham et al., 2019 ; Farrar et Jacobs, 2020).

De plus, le tamoxiféene améliore la durée et la qualité de vie des patients atteints de
rétinoblastome en complément des protocoles de traitement (Tagyildiz et al., 2003 ; Farrar et
Jacobs, 2020).

Enfin, le tamoxiféene inhibe la fibrose rétropéritonéale (Clark et al., 1991 ; Owens et al., 1995
; Payne et al., 2006 ; Vaglio et al., 2006 ; Huang et al., 2011).

4.2.2. Maladies gynécologiques

Le tamoxifene est indiqué pour le traitement de I'hypertrophie utérine et pour des patientes
présentant un cancer récurrent de type endométrioide, métastatique ou a haut risque
(Fraser, 1987 ; Thigpen et al., 2001 ; Fiorica, 2004 ; Farrar et Jacobs, 2020).

Il est rapporté une incidence accrue de kystes ovariens chez les femmes pré-ménopausées
traitées par raloxiféne. Par conséquent, le raloxifene ne devrait pas étre prescrit aux femmes
pré-ménopausées. Au contraire, l'efficacité du tamoxiféne est comparable a celle du citrate
de clomiféne, un anti-cestrogéne, ou a celle du létrozole, un inhibiteur d’aromatase, car c'est
un agent d'induction de l'ovulation dans la maladie des ovaires polykystiques. Ainsi, le
tamoxifene est indiqué pour l'induction de I'ovulation dans le traitement de l'infertilité (Steiner
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et al., 2005 ; Vogel et al., 2006 ; Singh et al., 2007 ; Premkumar et al., 2007 ; M. N. Singh et
al., 2008 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Farrar et Jacobs, 2020).

La fonction sexuelle est bien meilleure chez les femmes ménopausées a haut risque de
cancer du sein (mais non encore sous chimiothérapie) traitées par tamoxifene (Land et al.,
2006 ; Vogel, 2009).

Le tamoxiféne est également indiqué pour le traitement de l'oligospermie en association avec
la testostérone et pour le traitement de la gynécomastie primaire ou secondaire avec
douleurs mammaires associées (Morello et al., 2003 ; Adamopoulos et al., 2003 ; Boccardo
et al.,, 2005 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Farrar et Jacobs,
2020).

4.2.3. Affections squelettiques

Le tamoxiféne a une activité pro-cestrogénique sur I'os et piege les radicaux peroxyles,
stabilise les membranes biologiques, prévient l'apoptose, peut traiter les tumeurs desmoides
et module I'hnoméostasie du calcium (Kinzbrunner et al., 1983 ; Koot et al., 1991 ; Brooks et
al., 1992 ; Custédio et al., 1994 ; Timmons, 1994 ; Custodio et al., 1998 ; Chau et al., 1998 ;
Hu et al., 1998 ; Dodds et al., 2001 ; Cardoso et al., 2002 ; Kuhn et al., 2002 ; Lobatén et al.,
2005 ; Vogel et al., 2006 ; Singh et al., 2008 ; Bolanz et al., 2009 ; Vogel, 2009 ; Dorchies et
al., 2013 ; Skapek et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017 ; Shagufta et Ahmad, 2018 ; Gayi et
al., 2018 ; Gayi et al., 2018 ; Wu et al., 2018 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Cham et al., 2019).
Ce médicament augmente la densité minérale osseuse chez les femmes post-ménopausées
(Singh et al., 2007 ; M. N. Singh et al., 2008).

Concernant les tumeurs desmoides progressives et récurrentes, le tamoxiféne est indiqué en
association avec de I'arthrocine, un anti-inflammatoire non stéroidien (Hansmann et al., 2004
; Farrar et Jacobs, 2020).

Le tamoxiféne et le raloxiféne réduisent le risque de fractures vertébrales, radiales et de la
hanche et préviennent I'ostéoporose (Delmas et al., 1997 ; Cummings et al., 1999 ; Clemett
et Spencer, 2000 ; Lippman et al., 2001 ; Cummings et al., 2002 ; Vogel et al., 2006 ;
Seeman et al., 2006 ; Sauter, 2018).

Le tamoxiféne diminue la fonction fibroblastique et régule a la baisse le transforming growth
factor B (TGFR2) dans la contracture de Dupuytren. La contracture de Dupuytren est une
maladie fibroproliférative caractérisée par un dépdt excessif de collagéne et le TGFR2
participe a la synthése excessive de collagéne et donc a I'apparition de la fibrose. Ceci nous
offre la perspective d'un traitement potentiel pour inverser la maladie. De plus, I'application
topique de tamoxiféne peut étre possible pour les maladies fibroprolifératives telles que celle
de Dupuytren mais des investigations supplémentaires sont encore nécessaires. D'autres
moyens peuvent étre utilisés pour contrer la production excessive de TGFR2 comme le
protéoglycane décorine et l'interféron a-2b (Pollak et al., 1990 ; Badalamente et al., 1992 ;
Border et Ruoslahti, 1992 ; Gonzalez et al., 1992 ; Dickens et Colletta, 1993 ; Jordan, 1993 ;
Alioto et al., 1994 ; Younai et al., 1994 ; Border et Noble, 1994 ; Murphy, 1994 ; Hildebrand
et al., 1994 ; Kloen et al., 1995 ; Kosmehl et al., 1995 ; Badalamente et al., 1996 ; Igarashi et
al., 1996 ; Magro et al., 1996 ; Younai et al., 1996 ; Polo et al., 1997 ; Chau et al., 1998 ; Hu
et al., 1998 ; Tredget et al., 1998 ; Lee et al., 1999 ; Smith et al., 1999 ; Wang et al., 1999 ;
Kuhn et al., 2001 ; Kuhn et al., 2002 ; Robson, 2003).

De méme, le tamoxiféne peut étre un traitement intéressant du rhinophyma en diminuant la

contraction des fibroblastes et leur production de TGFR2. D'autres composés peuvent étre
efficaces pour le traitement du rhinophyma comme les anticorps neutralisants, le mannose-
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6-phosphate, la décorine et le TGFR3 (McCallion et Ferguson, 1988 ; Shah et al., 1992 ;
Hildebrand et al., 1994 ; Logan et al., 1994 ; Shah et al., 1995 ; Cox, 1995 ; O’'Kane et
Ferguson, 1997 ; Pu et al., 2000 ; Payne et al., 2006).

Le tamoxiféne est un inhibiteur efficace du TGF[3, généralement responsable de Il'activation
des fibroblastes, ce qui permet une diminution de la fibrose (Carthy et al., 2015 ; Wu et al.,
2018).

Le tamoxiféne agit certainement sur les os par le biais d’AF-1 et AF-2 (Borjesson et al., 2013
; Guillaume et al., 2017).

Enfin, le tamoxiféne et les autres SERM sont indiqués pour le traitement de la polyartérite
noueuse cutanée, de la polyarthrite rhumatoide, de l'ostéoporose et des métastases
osseuses (Taetle, 1978 ; Cvancara et al., 1998 ; Morello et al., 2003 ; Thomas et al., 2004 ;
Jochems et al., 2007 ; Xiao et al., 2016 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Montoya et Krysan,
2018 ; Farrar et Jacobs, 2020).

4.2.4. Affections du systeme cardiovasculaire

Le tamoxiféne est cardioprotecteur car il réduit les infarctus aigus du myocarde et les
angines de poitrine nouvellement diagnostiquées. De plus, il prévient le développement des
Iésions d'athérome par I'activation d'AF-1. Cela pourrait étre lié a I'inhibition de I'estérification
du cholestérol par le tamoxifene. Ce mécanisme pourrait également conduire a des effets
antitumoraux (McDonald et al., 1995 ; Clarke et al., 2001 ; Simon et al., 2002 ; de Medina et
al., 2004 ; Bradbury et al., 2005 ; Singh et al., 2007 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Billon-Galés et
al., 2009 ; Billon-Galés et al., 2011 ; Fontaine et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017 ;
SHAGUFTA et Ahmad, 2018).

Le tamoxifene est indiqué pour la prophylaxie de lartériosclérose coronaire chez les
hommes ayant un triple vaisseau (Clarke et al., 2001 ; Farrar et Jacobs, 2020).

4.2.5. Myopathies héréditaires

Comme on I'a vu plus haut, les ER contrélent la transcription des génes et c'est ainsi que le
tamoxifene agit. Peut-étre aussi, interagit-il dans d'autres mécanismes.

Les effets bénéfiqgues ne sont pas encore trés bien connus. Le tamoxifene semble améliorer
la maladie musculaire dans le contexte de la maladie de Duchenne [Duchenne muscular
dystrophy (DMD)] et la myopathie myotubulaire (MTM). La DMD et la MTM sont toutes deux
des myopathies liées au chromosome X (Gayi et al., 2018c ; Wu et al., 2018).

4.2.5.1. Dystrophie musculaire de Duchenne

La DMD est une maladie progressive caractérisée par un manque de dystrophine dans les
muscles squelettiques et cardiaques. La maladie touche un garcon sur 3 500. Ainsi, les
myofibres sont plus sensibles aux lésions induites par la contraction et finalement a la
nécrose, a la fonte musculaire et a la mort prématurée (Ruegg, 2013).

Actuellement, il n'existe qu'une thérapie palliative avec des agonistes des récepteurs
glucocorticoides (prednisolone, prednisone ou deflazacort). Ils permettent de prolonger la
force musculaire et la déambulation mais les effets indésirables entrainent souvent l'arrét du
traitement aprés quelques années seulement. Les efforts pour trouver un traitement efficace
sont nombreux depuis la découverte de la mutation du gene de la dystrophine. Mais les
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médicaments doivent agir sur le muscle, le plus grand organe, les traitements sont donc
complexes (Ruegg, 2013).

Les agents de saut d'exon, l'eteplirsen et le drisapersen, réparent la transcription du géene
défectueux, ce qui donne des dystrophines raccourcies. lls sont donc actuellement les
médicaments les plus prometteurs contre la DMD et font I'objet d'essais cliniques. Mais la
production de ces dystrophines raccourcies est colteuse et présente quelques effets
indésirables (Ruegg, 2013).

Quant au Biglycan, a la Mitsugumin et au SMTC1100, ils régulent a la hausse I'utrophine et
stabilisent ou réparent la membrane du muscle dystrophique, améliorant ainsi la qualité du
muscle. De plus, ils peuvent étre administrés par voie systémique (Young et Fallon, 2012 ;
Ruegg, 2013).

Le VBP15, un analogue des corticostéroides, le tamoxifene et les piégeurs de radicaux
agissant comme des antioxydants spécifiques sont également des agents prometteurs mais
pour un traitement symptomatique (Terrill et al., 2012 ; Ruegg, 2013).

Chez la souris modéle de DMD (mutation mdx), un traitement oral par tamoxifene a partir de
I'age de trois semaines pendant 15 mois a la dose de 10 mg/kg/jour stabilise les membranes
des myofibres (et diminue donc l'activité de la créatine kinase plasmatique), normalise la
force du corps entier, augmente la production de force et la résistance a la fatigue, améliore
la structure des muscles, protége contre les dommages membranaires et latrophie
musculaire, réduit la fibrose via l'inhibition du TGFR et du stress oxydatif (bien visible sur les
coupes de ceeur de la Figure 7), module la gestion du calcium et, enfin, prévient I'apoptose.
Ce médicament permet donc de contrer les signes cliniques de la DMD, indépendamment de
la correction de la cause génétique sous-jacente, c'est-a-dire le manque de dystrophine
(Dorchies et al., 2013a ; Gayi et al., 2018c).

Les souris dystrophiques ont des fibres hypertrophiques alors que celles traitées au
tamoxifene ont des muscles dont le poids est normalisé (Dorchies et al., 2013a).
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Figure 7 : Le tamoxiféne réduit les effets de la dystrophie musculaire de Duchenne (Dorchies et al., 2013a).
Effet du traitement au tamoxiféne sur les niveaux plasmatiques de créatine kinase chez les individus
dystrophiques (DYS), dystrophiques ayant recu du tamoxifene (TAM), wild-type (wt) et femelles (FEM) (A).
Tension musculaire montrant que les triceps des individus traités au tamoxiféne sont plus forts que ceux des
contréles (B). Coupes de cceur chez une souris male dystrophique (a gauche) et chez une souris male
dystrophique traitée avec du tamoxiféne (a droite) et quantité de fibrose (en bas) chez les individus males
dystrophiques, wild-type et ayant regu du tamoxifene (C).

CK : créatine kinase, DMD : Duchenne muscular dystrophy, Dys : souris males dystrophiques, FEM : souris
femelles hétérozygotes, TAM : souris méles dystrophiques traitées au tamoxifene et wt : souris males wild-type
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Ainsi, le tamoxifene peut étre un agent thérapeutique intéressant pour traiter la dystrophie
musculaire car il améliore les fonctions respiratoires et cardiaques en réduisant la fibrose
(Judge et al., 2011 ; Spurney, 2011 ; Dorchies et al., 2013a ; Gayi et al., 2018c).

Le tamoxifene augmente I'expression de la calcineurine qui régit en partie la transition entre
fibres rapides et fibres lentes, ce qui permet d'augmenter I'endurance, d'améliorer la
résistance a la fatigue et de renforcer la fonction oxydative mitochondriale. Et ces fibres de
type | a contraction lente semblent étre moins susceptibles d'étre endommagées grace a une
défense antioxydante plus élevée. En effet, des niveaux plus élevés d’'ER dans les muscles
a contraction lente semblent prévenir la nécrose des fibres. De plus, le muscle dystrophique
est enrichi en ERa et ERR pour lesquels le tamoxiféne a une liaison de haute affinité et le
traitement au tamoxiféne affecte l'isoforme ERR2 et non ERR1. Cela peut expliquer la forte
réactivité des tissus dystrophiques au tamoxiféne, qui semble étre pro-cestrogénique
(Saartok, 1984 ; Webster et al., 1988 ; Moens et al.,, 1993 ; Chakkalakal et al., 2003 ;
Mallinson et al., 2009 ; Jiang et al., 2010 ; Sakuma et Yamaguchi, 2010 ; Dorchies et al.,
2013a ; Feder et al., 2013 ; Gayi et al., 2018c).

Le tamoxifene favorise également |'accumulation de plusieurs protéines structurelles telles
que l'utrophine, l'intégrine a7 et I'al-cristalline qui présentent un intérét thérapeutique en
agissant comme substituts de la dystrophine manquante. En effet, I'al3-cristalline maintient
l'intégrité des myofilaments et la mutation de la desmine ou de l'alk-cristalline entraine des
troubles musculaires (Perkins et Davies, 2002 ; Burkin et al., 2005 ; Puttini et al., 2009 ;
Larkins et al., 2012 ; Dorchies et al., 2013a).

En conclusion, le tamoxiféne induit des effets inefficaces pris individuellement mais
conduisant a une protection musculaire lorsqu'ils sont simultanés, via l'acquisition d'un
phénotype plus lent et résistant a la fatigue (Mallinson et al., 2009 ; Sakuma et Yamaguchi,
2010 ; Dorchies et al., 2013a ; Gayi et al., 2018c).

Le tamoxiféene rend les muscles dystrophiques encore plus forts que ceux des animaux
contrbles. Les souris traitées au tamoxifene présentent une plus grande résistance
musculaire aux contractions tétaniques répétées que les souris contréles. Cela rappelle la
force musculaire accrue pendant le cycle menstruel, qui est corrélée a l'augmentation
transitoire des cestrogenes (Sarwar et al., 1996 ; Dorchies et al., 2013a).

Dans un modéele de souris, la dose la plus efficace (produisant une prévention optimale de la
maladie) est de 30 mg de tamoxiféne par kg d’aliment, ce qui donne 4 & 6 mg de tamoxiféne
par kg et par jour. Cette dose correspond a celle du traitement du cancer du sein, en tenant
compte des différences entre les espéces. Ainsi, de faibles niveaux de tamoxiféne
provoquent des effets thérapeutiques majeurs, ce qui est encourageant dans la perspective
d'une application clinique (Dorchies et al., 2013a ; Gayi et al., 2018d).

Chez I'humain, le tamoxiféne semble étre bien toléré par les jeunes s'il est administré
pendant 48 mois a des gar¢cons DMD de 13 a 16 ans et pendant 12 mois a des filles de trois
ans seulement. De plus, il ne modifie pas l'acquisition des caracteres sexuels masculins
(Walter et al., 2000 ; Eugster et al., 2003 ; Lawrence et al., 2004 ; Kreher et al., 2005 ;
Derman et al., 2008 ; Dorchies et al., 2013a ; Lapid et al., 2013 ; Skapek et al., 2013 ; de G
Buff Passone et al., 2015).

Le tamoxifene est un effecteur en aval. Il peut étre administré per os a une dose plus faible
que pour le traitement du cancer du sein et il est plus sir méme pour les garcons prépubéres
et moins colteux que les thérapies réparant le géne muté de la dystrophine (Dorchies et al.,
2013a).
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L'inhibition du NF-kB, du TGF-a, du TGF-R et de la myostatine, un antagoniste de I'lGF-1
conduisant a l'atrophie, sont d'autres voies prometteuses (Amthor et M.H. Hoogaars, 2012 ;
Ruegg, 2013).

4.2.5.2. Myopathie myotubulaire

Concernant la MTM, caractérisée par une perte de fonction de MTM1 et une mort précoce
chez la souris comme chez I'enfant, I'administration orale de tamoxifene chez la souris (peu
apres le sevrage, c'est-a-dire aprés que les souris ont commencé a développer des signes
clinigues) prolonge la survie et atténue les signes cliniques chez la souris en améliorant la
production de force, la structure myofibrillaire et le couplage excitation-contraction (Laporte
et al., 1996 ; Amburgey et al., 2017 ; Gayi et al., 2018d ; Maani et al., 2018).

Ainsi, le tamoxiféne ralentit la progression de la maladie et retarde la paralysie (Figure 8).

Les souris MTM traitées restent plus Iégéres car leurs muscles sont plus petits et leur
guantité de tissu adipeux blanc est réduite, contrairement aux souris WT dont le poids est
affecté par la prise de tamoxiféne. Les poids des souris WT et MTM sont tous deux réduits
par le tamoxiféne a haute dose, cela pourrait étre lié a une réduction de la prise alimentaire
et pourrait expliquer pourquoi le traitement a haute dose n‘améliore généralement pas la
survie. Par ailleurs, il peut quelquefois provoquer des lésions pulmonaires dans des
conditions spécifiques (Dorchies et al., 2013a ; Maani et al., 2018 ; Gayi et al., 2018e).
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Figure 8 : Le tamoxifene réduit la myopathie myotubulaire et augmente la durée de vie de 45 a 290 jours
(Gayi et al., 2018d).

Photographies de souris wild-type et myopathes illustrant la sévérité de la maladie chez les jeunes souris non
traitées et la protection conférée par le tamoxiféne chez les souris adultes et agées (A). Courbes de Kaplan-Meier
montrant les effets des traitements sur les taux de survie des souris (B) : la mort prématurée des souris
myopathes non traitées contraste avec I'espérance de vie de leurs compagnons de portée. Evolution du poids
des souris (C) : le tamoxifene affecte le poids des souris wild-type mais pas des souris myopathes qui restent
plus petites.

Mtm : myopathie myotubulaire et TAM : tamoxifene
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Ensuite, le tamoxiféne améliore la taille des muscles des postérieurs et du diaphragme.

De plus, le tamoxiféne réduit la Dnm2 (qui inhibe I'activité de la myotubularine) grace a une
réduction des niveaux de ERa, PI3KC2B et desmine (qui contrOle le positionnement des
noyaux et des mitochondries) et contrble les niveaux de dysferline, restaure la myosine
sarcomérique et normalise I'amplitude des flux calciques (Gayi et al., 2018d ; Maani et al.,
2018).

Le tamoxiféne entraine un changement dans les types de fibres de myosine qui pourrait
refléter une amélioration du couplage excitation-contraction et des flux de calcium : il
augmente le nombre de fibres de type 2B et réduit le nombre de fibres de types 1 et 2A
(Sultana et al., 2016 ; Maani et al., 2018).

Enfin, le tamoxiféene a forte dose restaure environ 42% du déficit en nombre de triades,
structures clés pour la fonction musculaire, alors qu'une faible dose n‘améliore pas ce déficit.
Cela peut suggérer que le tamoxifene a des effets non liés au RE. Il faut donc garder a
I'esprit que les résultats dépendent de la dose (Gayi et al., 2018d ; Maani et al., 2018).

La Figure 9 propose un mécanisme d'action du tamoxiféne.

Méme avec le traitement, la densité de noyaux anormalement positionnés (au centre)
augmente chez les souris MTM vieillissantes. Lorsque le traitement est commencé a 14
jours, il restaure la taille des myofibres mais pas le pourcentage de noyaux centraux et,
lorsque le traitement est commencé a 21 jours, il n'améliore ni la taille des fibres ni la
nucléation centrale. Cela suggére que les anomalies de la structure et de la fonction
musculaires peuvent étre conduites par de multiples voies, impliquant par conséquent des
approches thérapeutiques combinatoires. L'inhibition du systéme ubiquitine-protéasome
pourrait empécher le tamoxiféne de diminuer les niveaux de Dnmz2, ce qui suggere que le
tamoxifene agit en augmentant la protéolyse (Nawaz et al., 1999 ; Maani et al., 2018 ; Gayi
et al., 2018d).

Il s'agit donc d'un traitement potentiel prometteur car aucun traitement spécifique n'existe
encore pour cette myopathie. En effet, le tamoxiféne est sdr, bien toléré et peu codteux.
Dans une revue récente des essais cliniques portant sur environ 1 000 hommes atteints de
cancer de la prostate, seuls 5% des patients souffrent de fatigue excessive, 2% de myalgies
et 3% d'anomalies de la démarche. De rares cas de lésions pulmonaires graves chez des
souris adultes sont également rapportés, mais a haute dose et & un stade avancé alors qu'un
traitement a faible dose est efficace pour améliorer la survie et la fonction motrice et reflete
plus fidelement la dose humaine. Nous devons donc surveiller cet effet secondaire potentiel
mais il n‘aura certainement pas d'impact péjoratif pour une future application thérapeutique.
De fait, le tamoxifene est un facteur de risque de fibrose pulmonaire liée a la radiothérapie
(Bentzen et al., 1996 ; Ahmed et Shahid, 2009 ; Wibowo et al., 2016 ; Etori et al., 2017 ;
Maani et al., 2018 ; Gayi et al., 2018e ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018).

Il pourrait étre utilisé en tant que traitement autonome ou en tant que traitement adjuvant
(Maani et al., 2018).
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Figure 9 : Mécanisme d'action du tamoxiféene dans le muscle des souris atteintes de la myopathie
myotubulaire (Maani et al., 2018).
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Une autre étude prouve que le tamoxifene et le raloxiféne ont des effets bénéfiques dans un
modele de souris de dystrophie musculaire liée a la fukutin related protein (FKRP). Les deux
médicaments conduisent a une amélioration des muscles squelettiques, cardiaques et des
fonctions respiratoires. Il est observé une diminution de la fibrose, de la dégénérescence des
fibres et de la perte osseuse. Les effets secondaires dépendent de la dose et du sexe car le
tamoxifene modifie les organes reproducteurs males. En effet, les canaux déférents, les
testicules et les vésicules séminales deviennent atrophiques, voire disparaissent. Le
médicament a moins d'effets sur la prostate. Le tamoxiféne réduit de maniére dose-
dépendante le poids corporel des méles en association avec une diminution de la masse
musculaire squelettique. Les souris méles traitées au tamoxiféne sont également souvent
affectées par une hernie importante due a une faiblesse de la paroi abdominale aprés une
diminution du dépo6t de graisse. Tous ces résultats suggérent que le raloxiféne pourrait étre
préféré pour le traitement des maéles dystrophigues. Mais des études complémentaires
doivent étre menées chez les hommes. La dose efficace de raloxiféne est 10 fois plus élevée
que celle du tamoxiféne chez la femme mais il faut tenir compte du risque accru de cancer
endométrial en cas de traitement prolongé par le tamoxiféne. Aprés conversion, la dose
équivalente de tamoxiféne serait de 50 mg/jour pour une patiente de 60 kg. Il est suggéré
qgue la réduction de la perméabilité de la membrane des fibres et du transport ionique
atténue l'affection musculaire. De plus, l'inhibition de la protéine kinase C et de la voie NF-kB
confére aux SERM une capacité anti-inflammatoire. Tous ces mécanismes agissent pour la
réduction de la fibrose et de l'inflammation dans les dystrophies (Madaro et al., 2012 ; Patel
et Desai, 2014 ; Cho et al., 2015 ; Wu et al., 2018 ; Maani et al., 2018).

On suppose que le tamoxiféne peut déclencher et renforcer des voies alternatives et des
mécanismes compensatoires qui pourraient collectivement améliorer la fonction musculaire
dystrophique et la production de force, a des niveaux supérieurs a ceux du muscle WT.
Ainsi, le tamoxiféne pourrait étre un traitement utile pour la DMD et la MTM mais peut-étre
aussi pour d'autres troubles musculaires (Dorchies et al., 2013a ; Gayi et al., 2018c ; Gayi et
al., 2018d ; Maani et al., 2018).

4.2.6. Tolérance au glucose

Les injections de tamoxiféene intrapéritonéales (et non les administrations orales par
l'alimentation) ont tendance a améliorer la tolérance au glucose, indépendamment de la
sensibilité a l'insuline. Nous pouvons expliquer cela par le fait que l'injection de tamoxiféne
conduit a des niveaux circulants de tamoxiféne plus élevés et persistants, non observés avec
l'administration orale. Cela suggére que les effets du tamoxifene peuvent étre dose-
dépendants et qu'une faible dose, méme délivrée en injection intrapéritonéale, peut ne pas
affecter la tolérance au glucose. Par conséquent, les protocoles doivent étre révisés pour ne
pas biaiser les interprétations (Ceasrine et al., 2019 ; Guillaume et al., 2019 ; Ahn et al,,
2019).

Comme le montre la Figure 10, la tolérance au glucose varie selon le sexe et la souche.
Mais la persistance du tamoxiféne dépend également de I'age car les animaux agés sont
moins capables d'éliminer le médicament. Le tamoxiféne persiste de maniére différenciée
selon les tissus puisqu'il a des effets aigus dans le cerveau alors qu'il agit pendant quatre
semaines dans les llots pancréatiques par exemple. De plus, le tamoxiféne a des effets
spécifigues au sexe sur la sécrétion d'insuline. Le tamoxiféene augmente la sécrétion
d'insuline et la translocation du glucose transporter 4 (GLUT4) indépendante de l'insuline
mais n'améliore pas la sensibilité a l'insuline. Le médicament induit une hyperglycémie a
jeun. En fait, le tamoxiféne semble agir comme un agoniste des ER des cellules 3 pour
augmenter la sécrétion d'insuline en présence d'une faible concentration de glucose. En
conclusion, le tamoxiféne peut influencer la tolérance au glucose de maniére spécifique au
sexe et a la souche et differemment suivant le tissu (Al-Majed et al., 2005 ; Deng et al., 2008

-39 -



; Riant et al., 2009 ; Finan et al., 2012 ; Reinert et al., 2012 ; Valny et al., 2016 ; Ahn et al.,
2019 ; Xu et al., 2019 ; Ceasrine et al., 2019).
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Figure 10 : Test de tolérance au glucose chez des souris aprés administration de tamoxiféne (Ceasrine et
al., 2019).

Des études avancent que le tamoxiféne modifie plus largement I'homéostasie énergétique :
protection contre l'obésité, I'accumulation de masse grasse, l'intolérance au glucose et la
résistance a l'insuline avec un régime riche en graisses chez des souris ovariectomisées
(Figure 11), la réduction de la prise alimentaire et du poids corporel chez les rattes
ovariectomisées ou l'augmentation du risque de diabéte chez les patientes atteintes d'un
cancer du sein. Le tamoxiféne réduit également les taux de glucose et de cholestérol dans le
plasma, le cholestérol des lipoprotéines de haute densité et les acides gras libres. Chez
I'humain, l'influence du médicament sur le poids corporel est moins évidente (Wade et Heller,
1993 ; Wallen et al., 2001 ; Lopez et al., 2006 ; Lipscombe et al., 2012 ; Sheean et al., 2012 ;
Lampert et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017 ; Ceasrine et al., 2019 ; Ahn et al., 2019).

A Body weight B Food intake
s
354 . , 20+ T 3
= T C
Cl _@é"é*ﬁ -+ VEH —_ @
T 304 ‘é Cl 15- o wkk
-E o é"é £ g 2
5 25 el % 10, 5
z z'é"é :5 E_
E . - TAM ] 5 14
- ZO-W =z 5 =
= woww 3
15— T T T 0 ——_— E ol
012345678 9101112 VEH TAM w VEH TAM
Time (weeks)
C Body composition D Adipose tissue distribution
Subcutaneous Perigonadic Mesenteric
20- Fatmass 55  Lean mass 10, 10+ 104
154 15+ g9 g ¥ g9
CRPE £ o g of = X
- - 2 -
5 10 5 104 [ K] ]
5 2 H - 2 3
0 @ - 4+ 4 44
2 = k] 'E . 'E
54 54
- o 24 o 24 o 2 *x
ol | NN 11 ol Ny | ol 1 mema
VEH TAM VEH TAM VEH TAM VEH  TAM VEH  TAM

Figure 11 : Les effets du tamoxiféne sur le poids corporel, la prise alimentaire, la masse grasse et le tissu
adipeux chez des souris femelles wild-type ovariectomisées (Guillaume et al., 2017).
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4.2.6.1. Stéatose hépatique et stéatohépatite non alcoolique

Le tamoxifene a également des effets hépatoprotecteurs sur la stéatose, la stéatohépatite
non alcoolique, la prise alimentaire, I'adiposité, la sensibilité a l'insuline, la résistance au
glucose et linsuffisance hépatique aigué. Le tamoxifene diminue les taux plasmatiques
d'ALAT et d'ASAT chez les souris atteintes de stéatohépatite non alcoolique ou de stéatose.
Le tamoxifene augmente I'népatokine anorexigene growth differentiation factor 15 (Gdf15)
qui assure ces protections métaboliques via I'ERa hépatocytaire. L'ERa hépatocytaire est
nécessaire pour les effets du tamoxiféne sur la prise alimentaire, I'homéostasie du glucose et
la préservation de I'énergie. Gdf15 code pour une cytokine qui inhibe la prise alimentaire et
le gain de poids corporel via une action sur les centres d'alimentation. Cependant, chez les
souris WT, le tamoxiféne diminue la prise énergétique probablement via une diminution de la
prise alimentaire. Ainsi, la modulation d'ERa pour augmenter Gdf15 pourrait étre efficace
pour lutter contre |'obésité et les complications associées telles que le diabéte de type 2 ou la
stéatose hépatique non alcoolique (Wade et Heller, 1993 ; Lopez et al., 2006 ; Vogel et al.,
2006 ; Johnen et al., 2007 ; Miyashita et al., 2012 ; Lampert et al., 2013 ; Guillaume et al.,
2017 ; Yang et al., 2017 ; Guillaume et al., 2019).

Le tamoxiféene prévient la stéatose induite par un régime riche en graisses par l'activation
d’ERa dans les hépatocytes (Guillaume et al., 2019).

Cela régule a la baisse I'expression de génes lipogéniques clés et a la hausse d'autres
géenes impliqués dans la dégradation du cholestérol par exemple. Cette régulation génique
dépend de l'activation sélective d'AF-1 (Love et al., 1992 ; Davies et al., 2011 ; Abot et al.,
2013 ; Guillaume et al., 2017 ; Guillaume et al., 2019).

De plus, le tamoxiféne augmente I'expression d'IGF-BP1, inversement corrélée a l'incidence
du diabéte de type 2 (Guillaume et al., 2019).

Le tamoxifene a également des effets protecteurs contre les lésions hépatiques aigués
induites par les médicaments et les produits chimiques (Miyashita et al., 2012 ; Yoshikawa et
al., 2012).

Toutes ces considérations offrent de nouvelles perspectives pour le traitement des
complications liées a l'obésité (Guillaume et al., 2017).

Des études récentes suggérent que l'incidence de la stéatose induite par le tamoxifene est
faible alors que de nombreuses observations cliniques ont rapporté la capacité du
tamoxiféne a aggraver la stéatose ou a induire une stéatohépatite non alcoolique chez des
femmes traitées pour un cancer du sein. Dans les modeles de rongeurs, nous avons les
mémes résultats divergents : certaines études rapportent que le tamoxiféne induit une
stéatose par augmentation du stockage des acides gras tandis que d'autres rapportent ses
effets protecteurs sur le foie et sur le métabolisme du glucose et des lipides. Dans les études
ou le tamoxiféne est un protecteur du foie, il atténue la stéatose en diminuant l'inflammation
hépatique (via une diminution du taux de TNFa) et les graisses accumulées (via une
augmentation de la -oxydation des acides gras). De plus, le tamoxiféne augmente la
régénération hépatique et inhibe I'hépatotoxicité. Des investigations supplémentaires sont
donc nécessaires pour déterminer pourquoi les effets du tamoxiféne different dans chaque
condition entre les souris et les humains (Ke et al., 1997 ; Reckless et al., 1997 ; Murata et
al., 2000 ; Elefsiniotis et al., 2004 ; Bruno et al., 2005 ; Lelliott et al., 2005 ; Goss et al., 2009
; Chowdhry et al., 2010 ; Cole et al., 2010 ; Miyashita et al., 2012 ; Fromenty, 2013 ; Lampert
et al., 2013 ; Guillaume et al., 2017 ; Guillaume et al., 2019 ; Ceasrine et al., 2019).
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Cependant, les modifications métaboliques hépatiques pourraient également étre dues aux
effets du tamoxiféne sur d'autres tissus chez les souris nourries avec un régime riche en
graisses (Guillaume et al., 2017).

En perspective, il serait intéressant de cibler d'autres types cellulaires comme le pancréas
grace a un conjugué glucagon-like peptide-1-cestrogéne (Finan et al., 2012 ; Guillaume et
al., 2019).

4.2.6.2. Lésions pancréatiques

En 2019, une étude suggére que le tamoxiféne supprime la prolifération des cellules 3
pancréatiques de maniere spécifique, en fonction de la dose et du contexte génétique, sans
affecter la survie des cellules et indépendamment de toute modification de I'homéostasie du
glucose. De plus, le tamoxiféne a une action de longue durée sur ces cellules (jusqu'a deux
semaines). Ainsi, ces résultats suggérent que les effets toxiques potentiels, inconnus jusqu'a
présent, du tamoxifene sur la prolifération des cellules B chez les souris non diabétiques
pourraient avoir biaisé les études utilisant des fonds génétiques spécifiques tels que C57BI6.
Par conséquent, les investigateurs doivent étre prudents et développer des contrbles
appropriés comme des cohortes sans tamoxiféne ou I'utilisation du fond génétique 129S2
(Carboneau et al., 2016 ; Ahn et al., 2019).

4.2.7. Désordres neurodéegénératifs

En régulant I'apoptose, les fonctions microgliales, I'excitotoxicité et la plasticité synaptique, le
tamoxifene a des effets neuroprotecteurs. Ses effets bénéfiques sont mis a profit pour traiter
les accidents vasculaires cérébraux ischémiques, les lésions de la moelle épiniére et la
dégénérescence des photorécepteurs rétiniens (Kimelberg et al., 2000 ; Kimelberg et al.,
2003 ; Zhang et al., 2005 ; Zhang et al., 2007 ; Wakade et al., 2008 ; Tian et al., 2009 ; Liu et
al., 2010 ; Kuo et al., 2012 ; Tsai et al., 2014 ; Coldn et Miranda, 2016 ; Pandey et al., 2016 ;
Chen et al., 2019).

Tout d'abord, le tamoxiféene améliore la mémoire et pourrait étre neuroprotecteur dans le
cerveau vieillissant car il protege de la toxicité induite par I'amyloide 3 dans une lignée
cellulaire hippocampique et du risque vasculaire, réduit les dommages cellulaires liés au
stress oxydatif et augmente la densité dendritique des neurones pyramidaux de couche lll,
chez la souris et le rat. Cela pourrait donc étre une piste trés intéressante pour le traitement
de la maladie d’Alzheimer. Le tamoxiféne semble pouvoir inverser la perte de mémoire a
médiation anti-cholinergique chez I'Homme. Le tamoxiféne améliore la mémoire via une
diminution du métabolisme de la dopamine (il stimule sa libération) et une augmentation du
taux d'acétylcholine. Cependant, les cestrogénes ont peu d'effets bénéfiques lorsque les
symptoémes sont déja installés et le tamoxifene et ses métabolites sont incapables d'inverser
les déficits de mémoire associés a la privation d'cestrogenes (Chaurasia et al., 1998 ; Skoog
et Gustafson, 1999 ; Gursoy et al., 2002 ; Bascufian-Castillo et al., 2004 ; O'Neill et al., 2004
; M. N. Singh et al., 2008 ; Veldzquez-Zamora et al., 2012 ; Newhouse et al., 2013 ; Zabihi et
al., 2014 ; Pandey et al., 2016).

De plus, I'cestrogénothérapie chez les femmes ménopausées réduit de 30% le risque de
démence. Les SERM peuvent avoir un role préventif dans les troubles neurodégénératifs liés
a l'age car le raloxiféne réduit de 33% le risque de déficience cognitive Iégere et de 50% le
risque de maladie d'Alzheimer chez les patients traités pour ostéoporose (Yaffe et al., 1998 ;
LeBlanc et al., 2001 ; Yaffe et al., 2005 ; M. N. Singh et al., 2008).
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Ainsi, le tamoxifene pourrait étre considéré comme un traitement potentiel de la maladie
d'Alzheimer chez les femmes ménopausées et il a un rble protecteur dans la prévention de la
maladie et d'autres troubles neurodégénératifs (Skoog et Gustafson, 1999 ; O’Neill et al.,
2004 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Pandey et al., 2016).

Le tamoxifene modifie également l'activité locomotrice, l'anxiété et l'interaction sociale de la
souris (Li et al., 2020).

Ensuite, le tamoxiféne supprime la neuropathie induite par la chimiothérapie (concernant
plus précisément le paclitaxel, la vincristine, I'oxaliplatine et le bortézomib) et I'allodynie au
froid ou mécanique qui s’en suit en inhibant la protéine kinase C. Le tamoxifene améliore
également l'effet antitumoral du paclitaxel dans un modéle de cancer du sein. La dose
administrée de 30 mg/kg correspond a la concentration minimale chez I'Homme (Luo et al.,
1997 ; Matsuoka et al., 2009 ; Tsubaki et al., 2015 ; Tsubaki et al., 2018).

De plus, le tamoxiféne assure une neuroprotection (fonctions cognitives et récupération de la
mémoire) chez les souris males aprés hypoperfusion chronique et est I'un des trois
médicaments ayant un bénéfice significatif dans la sclérose latérale amyotrophique. En effet,
le tamoxiféne est capable de traverser la barriere hémato-encéphalique et de s'accumuler
dans le cerveau ce qui facilite son action. Le médicament réduit la dégradation de la
substance blanche et la taille de l'infarctus. De plus, il diminue I'activation de la microglie, la
mort cellulaire des oligodendrocytes et la réponse inflammatoire et stimule la prolifération et
la différenciation des cellules précurseurs d'oligodendrocytes et la remyélinisation aprés une
hypoperfusion chronique. HIF-1A est également réduit par le tamoxiféne en cas de sténose
bilatérale de I'artére carotide. Le tamoxiféne réduirait la formation de protéines peroxynitrées
et d'oxyde nitrique synthase, réduirait les fuites a travers la membrane interne, piégerait les
espéces réactives de l'oxygéne et altérerait la libération des acides aminés excitateurs. Mais,
le tamoxiféene est également anti-oxydant, anti-apoptotique et anti-gliotique (Wiseman et al.,
1993 ; Biegon et al., 1996 ; Rutledge et al., 1998 ; Phillis et al., 1998 ; Osuka et al., 2001 ;
Obata et Kubota, 2001 ; Feustel et al., 2004 ; Feng et al., 2004 ; Suuronen et al., 2005 ;
Zhang et al., 2007 ; Li et al.,, 2007 ; Tapia-Gonzalez et al., 2008 ; Tian et al., 2009 ;
Ismailoglu et al., 2010 ; Cao et al., 2010 ; Guptarak et al., 2014 ; Mosquera et al., 2014 ; Wei
et Ma, 2014 ; de la Torre Valdovinos et al., 2016 ; Buelna-Chontal et al., 2016 ; Pavon et al.,
2017 ; Chen et al., 2019).

L'utilisation a court terme du tamoxiféne pour le traitement de maladies neurologiques est
reconnue comme trés sdre (Mosquera et al., 2014 ; Chen et al., 2019).

Le tamoxifene est également indiqué pour le traitement du trouble bipolaire (Yildiz et al.,
2008 ; Talaei et al., 2016 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Montoya et Krysan, 2018).

Le tamoxiféne aurait aussi une indication lors de tumeurs du systeme nerveux central
(Michalski et al., 2010 ; Maani et al., 2018).

La Iévodopa ou les agonistes de la dopamine peuvent rétablir une transmission normale de
la dopamine dans la maladie de Parkinson. Mais des fluctuations motrices et des
dyskinésies peuvent apparaitre aprés une administration a long terme. La protéine kinase C
semble accélérer ces modifications. Le tamoxifene peut agir comme un antagoniste de la
protéine kinase C et atténuer les dyskinésies jusqu'a 61% (Robertson et al., 1982 ; Miyawaki
et al., 1997 ; Oh et al., 2003 ; Smith et al., 2007 ; M. N. Singh et al., 2008).

La sclérose latérale amyotrophique est une maladie neurodégénérative idiopathique et
mortelle provoquant la mort des motoneurones d'environ deux personnes sur 100 000. Les
signes cliniques apparaissent vers 60 ans et la durée de survie est d'environ deux a quatre
ans. Les signes clinigues sont les suivants : paralysie irréversible (atrophie des muscles
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squelettiques et respiratoires), dysfonctionnements respiratoires, crampes, labilité
émotionnelle, dysfonctionnement cognitif de type lobe frontal et perte de poids. Le riluzole
est le seul médicament approuvé par la FDA qui augmente la durée de survie de deux a trois
mois. L'antioxydant edaravone est également efficace (Valko et Ciesla, 2019).

4.2.8. Maladies auto-immunes

Les SERM peuvent étre des agents thérapeutiques potentiels contre la sclérose en plaques.
De plus, les SERM sont efficaces contre le lupus car le tamoxifene, par exemple, inhibe
I'activation des cellules B (Wu et al., 2000 ; Elloso et al., 2005 ; M. N. Singh et al., 2008).

Les cestrogenes peuvent également avoir des propriétés protectrices contre
I'encéphalomyélite auto-immune (Morales et al., 2006 ; M. N. Singh et al., 2008).

4.2.9. Protection contre la toxicité médicamenteuse

Le tamoxiféne, tout comme la ciclosporine A, inhibe les dommages mitochondriaux causés
par le disulfiram. Le disulfiram est un médicament utilisé pour le traitement de l'alcoolisme ou
du cancer qui peut provoquer des lésions cardiaques et une hépatotoxicité. Le tamoxifene
s'oppose a la perméabilité excessive de la membrane interne avec libération de Ca®*, au
gonflement mitochondrial, & la production de peroxyde d'hydrogéne et a la diminution du
gradient électrique transmembranaire. De plus, le médicament empéche le détachement du
cytochrome ¢ de la membrane interne. Il est suggéré que le tamoxifene assure une
protection contre le stress oxydatif induit par le disulfiram grace a ses propriétés
antioxydantes (Custodio et al., 1998 ; Amuchastegui et al., 2014 ; Watts et al., 2014 ; Tawari
et al., 2015 ; Buelna-Chontal et al., 2016 ; Pavon et al., 2017 ; Santos et al., 2017).

4.2.10. Infectiologie

Indépendamment des ER, le tamoxifene lutte contre de nombreux micro-organismes comme
des bactéries, des parasites, des champignons ou des virus comme le montre la Figure 12.
Ses propriétés anti-infectieuses sont probablement liées a sa structure amphipathique, lui
permettant de s'accumuler dans le cerveau pour le traitement des méningites a cryptocoques
(Lien et al.,, 1991 ; Dolan et al.,, 2009 ; Butts et al., 2014 ; Montoya et Krysan, 2018 ;
SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Cham et al., 2019). En infectiologie, les doses sont 10 fois
supérieures a celles utilisées pour le traitement du cancer du sein.

In vitro activity In vivo activity
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Figure 12 : Portée de I'activité du tamoxiféne et de ses analogues sur les micro-organismes (Montoya et
Krysan, 2018).
CLM : clomiféne, RLX : raloxifene, TAM : tamoxiféne et TOR : torémiféne.
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Cependant, il faut bien noter que les effets bénéfiques du tamoxiféne et de ses analogues
sont majeurs in vitro mais bien moindres in vivo. Les considérations qui vont suivre
s'appliquent donc principalement in vitro.

4.2.10.1. Activité antifongique

L'activité antifongique du tamoxiféne contre Saccharomyces cerevisiae a été rapportée pour
la premiére fois dans les années 1980, contre Candida albicans dans les années 1990 et
contre Cryptococcus neoformans dans les années 2000. Le torémiféne est également actif
contre Crytpococcus neoformans. En revanche, le 4-hydroxytamoxiféne et I'endoxifene sont
nettement plus efficaces contre Cryptococcus neoformans var. grubii. Il peut exister
différents mécanismes pour expliquer cette activité antifongique entrainant la lyse cellulaire :
inhibition de la peroxydation lipidique, modification de la fluidité membranaire et antagonisme
de la calmoduline conduisant & une inhibition de Iactivation de la calcineurine. La
calmoduline est une protéine de liaison au calcium. L'association du tamoxiféne, de ses
analogues ou de ses métabolites avec d'autres antifongiques est parfois efficace, plus active,
voire indispensable (Wiseman et al., 1989 ; Beggs, 1993 ; Wiseman et al., 1993 ; Beggs,
1994 ; Wiseman, 1994 ; Dolan et al., 2009 ; Butts et al., 2014 ; Montoya et Krysan, 2018).

4.2.10.2. Activité antivirale

L'activité antivirale du tamoxiféne a été décrite pour le virus de I'immunodéficience humaine,
le virus de I'hépatite C, le virus de I'herpes simplex, Ebola et le vesicular stomatitis virus
(Zheng et al., 2014 ; Madrid et al., 2015 ; Montoya et Krysan, 2018 ; SHAGUFTA et Ahmad,
2018 ; Cham et al., 2019).

Concernant le virus de l'immunodéficience humaine, le tamoxiféene semble perturber la
réplication virale dans les lymphocytes infectés en inhibant la protéine kinase C et en
interférant avec la voie NF-kB (Laurence et al., 1990 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Cham et
al., 2019).

Concernant le virus de I'hépatite C, le tamoxiféne inhibe I'activation de I'ARN polymérase et
l'attachement, I'entrée, la réplication et la sortie du virus (Watashi et al., 2007 ; Fukazawa et
al., 2012 ; Murakami et al., 2013 ; Ulitzky et al., 2016 ; Montoya et Krysan, 2018 ; Cham et
al., 2019).

Concernant le virus herpés simplex 1, le tamoxiféne inhibe la fusion virale, la pénétration et
la translocation cellulaire en bloquant un canal chlorure (Zheng et al., 2014 ; Montoya et
Krysan, 2018).

Concernant le virus Ebola, le torémiféne, le clomiphéne, l'enclomiphéne et les
stéréoisomeéres du zuclomiphéne sont des traitements efficaces. Le clomifene et le
torémiféne semblent inhiber l'entrée du virus de maniére dose-dépendante. Il est suggéré
gue les combinaisons entre le torémiféne ou le clomiphéne et d'autres molécules fournissent
une activité synergique (Johansen et al., 2013 ; De Clercq, 2015 ; Bishop, 2015 ; Madrid et
al., 2015 ; Nelson et al., 2016 ; McCarthy et al., 2016 ; Sun et al., 2017 ; Montoya et Krysan,
2018 ; Dyall et al., 2018).

Concernant le vesicular stomatitis virus, le tamoxifene inhibe la réplication de maniére dose-
dépendante et améliore ainsi la survie aprés infection. L'inhibition de la réplication nécessite
l'interféron. Un vaccin recombinant a base de vesicular stomatitis virus contre le virus Ebola
a été créé. Il est sar et efficace, ce qui suggere qu'il pourrait étre développé pour d'autres
virus. Par ailleurs, les vesicular stomatitis virus recombinants sont également efficaces en
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virothérapie oncolytique stimulant I'apoptose des cellules tumorales infectées et renforcant
les réponses immunitaires antitumorales. Mais la cinétique de réplication élevée du vesicular
stomatitis virus pourrait entrainer une réplication incontrolée et une transmission potentielle,
notamment chez les patients dont le systéme immunitaire est faible. Dans ces cas, le
tamoxifene pourrait étre employé pour limiter la réplication du vesicular stomatitis virus
pendant la thérapie oncolytique de ces patients (Melzer et al., 2017 ; Bishnoi et al., 2018 ;
Suder et al., 2018 ; Cham et al., 2019).

4.2.10.3. Activité antibactérienne

Le tamoxifene inhibe le trafic rétrograde des shiga toxins 1 et 2 (STx) et protége de la
toxicose létale. Ce phénomeéne est indépendant des ER mais consiste en une augmentation
du pH endolysosomal (le médicament agit comme une base faible et est un activateur
d'autophagie et un composé lysosomotrope c'est-a-dire qu'il provoque un stress lysosomal et
déclenche la biogenése lysosomale) qui, a terme, inhibe le transport précoce de I'endosome
vers le Golgi. Ainsi, le tamoxiféne améliore la survie d'une souris injectée avec une dose
létale de STx1 ou 2 produites par Escherichia coli et ce sans induire de cytotoxicité. En effet,
les infections a E. coli produisant des STx sont une cause majeure d'infections alimentaires
mortelles et provoquent de graves lésions rénales pour lesquelles il n'existe pas encore de
traitement. Le torémifene et le raloxiféne protégent également contre STx2 sans induire de
cytotoxicité grace a leurs propriétés de bases faibles. Par exemple, un traitement au
manganése a montré son efficacité en bloquant le transport de STx1 et protége ainsi les
cellules de souris contre la toxicose létale de STx1. Malheureusement, STx2, qui est environ
400 fois plus toxique que STx1 et responsable de la gravité de la maladie chez 'Homme, est
insensible au manganése. Ensuite, la bafilomycine Al, un inhibiteur de la V-ATPase,
supprime le transport de STx2B vers l'appareil de Golgi. La chloroquine, composé
lysosomotrope et inhibiteur de l'autophagie, est également rapportée pour augmenter le pH
endolysosomal et ainsi inhiber le transport de STx2B mais avec un effet inhibiteur plus faible
(Tesh et al., 1993 ; Mead et al., 1999 ; Altan et al., 1999 ; Chen et al., 1999 ; Boerlin et al.,
1999 ; Obrig, 2010 ; Mohawk et O'Brien, 2011 ; Huotari et Helenius, 2011 ; Mukhopadhyay et
Linstedt, 2012 ; Mukhopadhyay et al., 2013 ; Lu et al., 2017 ; Selyunin et al., 2019).

Le tamoxifene et le clomiféne sont bactériolytigues pour Enterococcus faecium et
Acinetobacter baumannii. Concernant les effets du tamoxiféne sur l'infection a Enterococcus
faecium, il augmente la survie de maniere dose-dépendante (Jacobs et al., 2013 ; Montoya
et Krysan, 2018).

Ensuite, le tamoxiféne, le clomiféne, le 4-hydroxytamoxiféne et le raloxiféne sont efficaces
contre Mycobacterium tuberculosis. Le tamoxiféne diminue la charge de Mycobacterium
tuberculosis dans les macrophages de maniére dose-dépendante. Le torémiféne est un
traitement potentiel des infections & Porphyromonas gingivalis et Streptococcus mutans et il
inhibe la croissance bactérienne et la formation de biofilms sur le titane de maniere dose-
dépendante (Jang et al., 2015 ; Gerits et al., 2017 ; Montoya et Krysan, 2018).

Les combinaisons in vitro ont prouvé leur efficacité : le clomiféne avec les céphalosporines
ou les R-lactamines agissent contre le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline, le
tamoxifene, le torémiféne ou le raloxiféene avec la polymyxine B sont efficaces contre
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Acinetobacter baumannii, le torémiféne
et la polymyxine B inhibent la formation du biofilm de Pseudomonas aeruginosa,
endommagent et dépolarisent la membrane cytoplasmique et augmentent les especes
réactives de l'oxygene cellulaire et le tamoxifene avec d'autres médicaments rétablit la
sensibilité des isolats résistants (Farha et al., 2015 ; Hussein et al., 2017 ; Montoya et
Krysan, 2018).
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Il est suggéré que le tamoxifene perturbe la membrane, entrainant une fuite du contenu
cytosolique et la mort cellulaire. Le tamoxifene, le 4-hydroxytamoxiféne et le raloxifene
diminuent fortement le potentiel membranaire de Mycobacterium tuberculosis et d'autres
bactéries. Le clomiféne est un inhibiteur de la biogenese de la paroi cellulaire bactérienne.
Le torémiféne perméabilise la membrane, provoque des dommages membranaires et se lie
au lipopolysaccharide chez Porphyromonas gingivalis par exemple (Luxo et al., 2003 ; Feng
et al., 2004 ; Chen et al., 2014 ; Gerits et al., 2017 ; Montoya et Krysan, 2018).

4.2.10.4. Activité antiparasitaire

Le tamoxiféne est efficace contre Leishmania spp, Toxoplasma gondii, Plasmodium spp,
Trypanosoma cruzi et Taenia solium (Montoya et Krysan, 2018).

Concernant Leishmania spp, un traitement quotidien de 20 mg/kg pendant 15 jours permet
une diminution de la taille des Iésions, de la charge parasitaire et du développement des
ulcéres et une augmentation de la survie. L'association entre le tamoxifene et I'amphotéricine
B entraine une diminution plus importante de la taille des lésions et de la charge parasitaire.
Une application topique de tamoxiféne avec de l'antimoniate de méglumine a également été
testée et conduit a une réduction de la taille des lésions et de la charge parasitaire. Il est
suggéré que le tamoxifene modifie la physiologie membranaire ou induit I'apoptose de
maniere dose-dépendante (Danilo C. Miguel et al., 2008 ; D. C. Miguel et al., 2008 ; Trinconi
et al., 2014 ; Trinconi et al., 2016 ; Doroodgar et al., 2016 ; Montoya et Krysan, 2018 ;
Trinconi et al., 2018).

Concernant Toxoplasma gondii, un traitement quotidien de 1,2 umol de tamoxiféne pendant
trois jours réduit la formation de kystes cérébraux de 50% chez la souris. Il est suggéré que
le tamoxiféne interfere avec le contact initial et 'adhésion a la cellule héte en induisant la
xénophagie et la destruction autophagique, conduisant a une diminution de la réplication et
de l'invasion du parasite (Pung et Luster, 1986 ; Dittmar et al., 2016 ; Montoya et Krysan,
2018).

Une semaine de prophylaxie suivie de huit semaines de traitement au tamoxifene réduit la
charge de Taenia crassiceps de 50 a 80%. On note une augmentation de I'lL-2 et de I'lL-4 et
le tamoxiféne semble perturber le processus de reproduction du parasite dépendant de I'E2.
Chez le hamster, le tamoxiféne empéche I|'établissement de l'infection intestinale par le ver
adulte dans 70% des cas. En outre, le tamoxiféne est également cysticide pour Taenia
crassiceps et Taenia solium, inhibe I'évagination du scolex des cysticerques de Taenia
solium de maniére dose-dépendante et empéche la différenciation du cysticerque en ver
adulte (Vargas-Villavicencio et al., 2007 ; Escobedo et al., 2013 ; Montoya et Krysan, 2018).

Le clomiféne et le tamoxiféne semblent inhiber la croissance de Plasmodium falciparum de
80% de maniére dépendante du temps. De plus, ils empéchent le développement du
parasite dans le foie lorsqu'ils sont administrés de maniére prophylactique. Il est suggéré que
le tamoxiféne interagit avec la voie de biosynthese des sphingolipides. Mais il existe des
médicaments antipaludiques plus actifs, de sorte que [l'utilisation du tamoxiféne et du
clomiféne pour cette maladie n'a pas été étudiée davantage (Staines et al., 2004 ; Prudéncio
et al., 2009 ; Pifiero et al., 2018 ; Montoya et Krysan, 2018).

4.2.11. Inflammation

Les propriétés anti-inflammatoires du tamoxifene sont indiquées pour le traitement de la
thyroidite de Riedel et de la mésentérite sclérosante idiopathique (De et al., 2001 ; Dabelic et
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al., 2003 ; Akram et al., 2007 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Wu et al., 2018 ; Farrar et
Jacobs, 2020).

4.2.12. Developpement embryonnaire, croissance et
puberté précoce

Un retard de développement, un développement anormal de la téte, une perte foetale et une
hémorragie intra-utérine chez les embryons de souris gravides ont été rapportés aprés une
injection intrapéritonéale de tamoxiféne alors que ceux qui ont recu un gavage oral de
tamoxifene semblaient normaux (Hayashi et McMahon, 2002 ; Vogt et al., 2008 ; Ahn et al.,
2019).

Le tamoxiféne a été utilisé comme alternative a I'hormone de croissance chez les garcons de
petite taille et a amélioré la taille adulte prédite chez les filles atteintes du syndrome de
McCune-Albright responsable d'une puberté précoce (Eugster et al., 2003 ; Kreher et al.,
2005 ; de G Buff Passone et al., 2015 ; Neyman et Eugster, 2017 ; Gayi et al., 2018d ; Maani
et al., 2018 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Farrar et Jacobs, 2020).
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4.3. Effets indésirables

Les effets indésirables du Nolvadex® (nom déposé du tamoxiféne en France) sont présentés
dans le Tableau 1 suivant (Yang et al., 2013 ; ANSM et al., 2020) :

Fréguence

Effets secondaires

Commentaires

Trés fréquent

=1/10

Faiblesse

Rétention hydrosodée

Bouffées de chaleur

La plus fréquente avec plus de 80% des
femmes (Stearns et al., 2002 ; Goetz et
Loprinzi, 2003 ; Klein et al., 2013)

Nausée

Retour au fractionnement des doses

Eruptions cutanées, urticaire

Ménométrorragies et leucorrhée

Fréquent

de = 1/100
a<1/10

Fibromes utérins

Anémie

Réactions d’hypersensibilité

Evénements vasculaires cérébraux ischémiques, maux de
téte, vertiges, troubles sensoriels (y compris paresthésie,
dysesthésie, dysgueusie et neuropathies sensorielles
périphériques)

Cataractes, rétinopathie

Se reporter a la section 4.3.3. Vue

Evénements thromboemboliques (y compris thrombose
veineuse profonde, complications microvasculaires au niveau
du lambeau de reconstruction et embolie pulmonaire)

Se reporter a la section 4.3.2.

Vomissement, diarrhée, constipation

Enzymes hépatigues anormales, stéatose hépatique

Alopécie

Crampes des membres inférieurs, myalgie

Prurit vulvaire, épaississement de I'endométre (y compris
hyperplasie et polypes)

Hypertriglycéridémie

Arthralgie

Peu fréquent

Cancer endométrial

Se reporter a la section 4.3.1. Cancers
gynécologigues

Thrombocytopénie, leucopénie

Hypercalcémie (chez les patients avec des métastases

Si I'hypercalcémie devient trop importante
et ingérable chez les patientes présentant
des métastases osseuses, le tamoxiféne

dzi 1//1880 osseuses) doit étre arrété (Mulvenna et al., 1999 ;
Farrar et Jacobs, 2020)
Pneumonie interstitielle
Pancréatite aigué
Cirrhose hépatique
Sarcome utérin (en particulier les tumeurs mullériennes Se reporter a la section 4.3.1. Cancers
mixtes malignes) gynécologiques
Neutropénie, agranulocytose
Névrite optique Peut se compliquer d'une cécité uni- ou
Rare Modifications de la cornée, neuropathie optique bilatérale

de>1/10000a<1/1
000

Hépatite aigué, cholestase, insuffisance hépatocellulaire,
nécrose hépatique

Evolution fatale dans certains cas (Heery
et al., 2018)

Angicedeme (réaction allergique), syndrome de Steven
Johnsons, vascularite cutanée, pemphigoide bulleuse,
érythéme multiforme

Croissance tumorale, aggravation des douleurs liées a la
tumeur, endométriose, augmentation du volume des kystes
ovariens, polypes vaginaux

Trés rare

< 1/10 000

Lupus érythémateux cutané

Porphyrie cutanée tardive

Résurgence des réactions aux radiations

Tableau 1 : Effets indésirables du Nolvadex (ANSM et al., 2020).

Les fréquences ont été calculées a partir du nombre d’effets indésirables signalés dans une vaste étude de phase
11l portant sur 9 366 patientes ménopausées atteintes d’'un cancer du sein opérable et traitées pendant cing ans.

Les autres effets indésirables courants du traitement par le tamoxiféne sont les suivants :
pertes vaginales, ocedéme périphérique, hypertension, changement d'humeur, douleur,
dépression, modifications de la peau, arthrite, lymphoedeme ou pharyngite. Il est possible
gue le tamoxiféne provoque également des saignements anormaux (polypes, fibrose
utérine), des insomnies, une modification du poids, des douleurs abdominales, des
indigestions, des infections urinaires, des douleurs dorsales, des ostéalgies, des
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dysfonctionnements sexuels et des fractures. La stéatose hépatique est un effet secondaire
plus rare (Henry et al., 2008 ; Yang et al., 2013 ; SHAGUFTA et Ahmad, 2018 ; Sauter, 2018
; Heery et al., 2018 ; Farrar et Jacobs, 2020 ; « Tamoxifen (citrate) 10 mg cp (Nolvadex®) »,
2020).

Le tamoxiféne pouvant provoquer une forte augmentation des concentrations plasmatiques
d'E2, les femmes non ménopausées sont exposées a un risque de maintien de la fertilité et
de grossesse (théoriquement contre-indiquée lors de cancer mammaire). |l est contre-
indiqué en cas de kystes fonctionnels de I'ovaire, de régles irrégulieres, d'aménorrhée et de
ménométrorragies. Ces effets secondaires peuvent nécessiter la mise au repos de l'ovaire.
De plus, l'expérimentation animale ayant rapporté que le tamoxiféne est tératogéne, la
possibilité d'une grossesse doit étre écartée avant toute prescription et jusqu'a deux mois
aprés l'arrét du traitement (« Tamoxifen (citrate) 10 mg cp (Nolvadex®) », 2020 ; ANSM et
al., 2020).

En cas de reconstruction mammaire microchirurgicale retardée, Nolvadex® peut augmenter
le risque de complications au niveau microvasculaire du lambeau (« Tamoxifen (citrate) 10
mg cp (Nolvadex®) », 2020).

De plus, il a été observé des anomalies squelettiques lors d’études sur les rats. En effet, aux
trées faibles doses nécessaires pour permettre l'implantation de l'ovule fécondé, la
progéniture des rats a développé une déformation appelée "cbtes tordues". Cependant,
aucun effet de ce type n'a pu étre observé chez les lapins ou les primates et il a été conclu
par la suite que la déformation était causée par une contraction mécanique puisque la
molécule limite également la croissance utérine et qu’elle ne pouvait donc pas étre
considérée comme un véritable effet tératogéne (Quirke, 2017).

4.3.1. Cancers gyneécologiques

Une augmentation de la fréquence des anomalies de I'endomeétre est notée, comme les
atrophies pseudo-hyperplastiques, les hypertrophies, les polypes ou les cancers, et doivent
étre recherchées lorsque des métrorragies sont signalées (ANSM et al., 2020).

Le tamoxiféene peut augmenter le risque de cancer endométrial d'environ deux a sept fois au
cours d'une exposition chronique (>2 ans) de traitement adjuvant ou préventif, & une faible
fréquence et surtout chez les femmes ménopausées présentant des affections préexistantes
de l'utérus. Les facteurs de risque les plus importants pour le cancer endométrial de type 1
sont les cestrogeénes endogénes et exogenes. Les autres facteurs de risque sont les suivants
: la durée du traitement, la dose cumulée (médiane de 29g), la prise d'cestrogenes, la
nulliparité, des ménarches précoces, une ménopause tardive, un age avancé, une masse
corporelle plus élevée, des saignements anormaux et un cancer du sein. Précisons que la
dose cumulée est un facteur de risque de cancer endométrial associé au tamoxiféne tandis
gue la dose quotidienne n'en est pas un. Pour les patientes pré-ménopausées, le principal
facteur de risque de cancer endométrial est un saignement utérin anormal, tandis que pour
les patientes pré-ménopausées traitées au tamoxiféne contre le cancer du sein, les facteurs
de risque sont un saignement utérin anormal, la chimiothérapie et une augmentation de
I'épaisseur de l'endometre, notamment supérieure a 12 mm. En effet, les patientes
ménopausées atteintes d'un cancer du sein ont une prévalence de 0,6% de cancer
endométrial, indépendamment de la prise ou non de tamoxifene. En outre, |'utilisation du
tamoxiféne est associée a des types de cancer endométrial plus agressifs et de mauvais
pronostic. Le tamoxiféne augmente I'épaisseur de I'endométre avec une hypertrophie de la
glande sous-endométriale. Il est donc important de détecter et de traiter les maladies
endométriales avant de commencer le traitement au tamoxiféne et de prévenir les patientes
du risque de cancer endométrial associé au tamoxiféne sans surveillance systématique des
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femmes asymptomatiques sous tamoxifene. En effet, I'échographie transvaginale de routine
ne présente pas d'avantages mais plutdt des effets secondaires comme une anxiété inutile,
un surtraitement des endométrioses asymptomatiques et une réduction de l'adhésion au
tamoxifene (Garuti et al., 2007 ; Davies et al., 2011 ; Hu et al., 2015 ; Rosell et al., 2017 ;
Fleming et al.,, 2018 ; Li et al., 2018 ; van Weelden et al., 2019 ; Emons et al., 2020 ;
Wijayabahu et al., 2020 ; Sharma, 2020 ; Lee et al., 2020 ; Neven et al., 2020).

Le tamoxiféne et le raloxiféne stimulent le carcinome de I'endométre et le sarcome utérin
mais le raloxiféne moins que le tamoxiféne. De plus, I'hyperplasie utérine (facteur de risque
de cancer endométrial), avec ou sans atypie, est moins fréquente sous traitement au
raloxiféne. Le raloxiféne n‘augmente pas le risque de malignité utérine. Chez les femmes
traitées au raloxifene, on rapporte 25% de moins de cas de cancers de l'utérus. Ensuite, il y
a statistiguement plus d'hystérectomies pratiquées chez les femmes traitées par le
tamoxiféne (McDonnell et al., 1995 ; Kleinman et al., 1996 ; Grese et al., 1997 ; Cummings et
al., 1999 ; Cauley et al., 2001 ; Lippman et al., 2001 ; Cummings et al., 2002 ; Martino et al.,
2004 ; Grady et al., 2004 ; Barrett-Connor et al., 2004 ; Vogel et al., 2006 ; Singh et al., 2007
; Vogel, 2007 ; M. N. Singh et al., 2008 ; Vogel, 2009 ; Etori et al., 2017 ; SHAGUFTA et
Ahmad, 2018 ; Sauter, 2018 ; Heery et al., 2018 ; Farrar et Jacobs, 2020).

Mais, d'autre part, le tamoxiféene (seul ou associé a un progestatif) est un traitement
hormonal efficace en deuxiéme ligne, aprés un traitement progestatif de premiere ligne, avec
une faible toxicité, pour les cancers endométriaux avancés ou récurrents, en particulier chez
les patientes ayant un statut ER positif. Les taux de réponse atteignent 10 a 53%, ce qui est
comparable a ceux du traitement de premiére ligne (Ethier et al., 2017 ; van Weelden et al.,
2019 ; Emons et al., 2020).

Dans la prolifération des cancers endométriaux, le tamoxiféne agit comme un agoniste des
cestrogénes par lintermédiaire de GPER-1 qui est plus exprimé dans les cellules
cancéreuses du sein et de I'endometre qui présentent une résistance au médicament en
raison d'un traitement au tamoxiféne a long terme, méme aprés une rémission initiale des
tumeurs. Cela semble étre di au tamoxifene qui antagonise l'activation de ERa par E2 dans
certaines cellules des cancers endométriaux et stimule les voies de signalisation mitogenes
par lintermédiaire de GPER-1, ce qui entraine la prolifération cellulaire. Et lorsque
I'expression de GPER-1 est supprimée, le tamoxifene bloque ERa et inhibe ainsi la
prolifération induite par les cestrogénes. GPER-1 est surexprimé dans les cancers de
I'endométre ou les ER et récepteurs a la progestérone sont dérégulés (Vivacqua et al., 2006
; Smith et al., 2007 ; Jordan, 2008b ; Ignatov et al., 2010 ; Tsai et al., 2013 ; Jordan, 2019 ;
Emons et al., 2020).

Au contraire, dans le traitement des cancers endométriaux, les effets cestrogéniques du
tamoxifene sur I'ERa stimulent I'expression des récepteurs a la progestérone et le
tamoxifene peut également agir comme un anti-cestrogéne en bloquant I'ERa (Thigpen et al.,
2001 ; Hu et al., 2015 ; Emons et al., 2020).

En effet, dans les cancers du sein et de I'endométre métastatiques ERa-positifs, le
tamoxifene bloque d'abord les actions mitogenes des aestrogenes et entraine une régression
tumorale. Mais certaines d'entre elles (une grande partie des cancers endométriaux)
présentent une résistance primaire au médicament par des mécanismes tels que
I'expression de GPER-1 qui est associée a une action stimulante du tamoxiféne. Cela
explique pourquoi les femmes ménopausées et celles qui présentent des facteurs de risque
ont un risque plus élevé de développer des cancers endométriaux associés au tamoxiféne
(Emons et al., 2020).

Il peut étre frappant de choisir un traitement du cancer du sein qui augmente le risque de

cancer endométrial mais lorsque nous sommes conscients du risque, il est plus facile de le
suivre. En outre, le cancer utérin n'est pas une menace pour la survie, de sorte que
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I'équilibre risque/bénéfice est en faveur de I'utilisation du tamoxiféne pour traiter le cancer du
sein malgré les risques de cancer utérin (Emons et al., 2020).

4.3.2. Troubles de la coagulation

Le tamoxifene réduit les niveaux de protéines anticoagulantes naturelles, conduisant
potentiellement a une hypercoagulabilité acquise. En effet, les femmes hétérozygotes pour la
mutation du facteur V ont un risque cing fois plus élevé de développer une thrombose
lorsqu'elles prennent du tamoxifene (Jones et al., 1992 ; Garber et al., 2010 ; Anderson et
Weitz, 2011 ; Demirci et al., 2019).

Le risque de thrombose veineuse est augmenté par le tamoxiféne, en particulier pendant les
deux premiéres années de traitement. Et lorsque le tamoxiféne est ajouté a une
chimiothérapie préexistante, son effet procoagulant devient prédominant (Fisher et al., 1998 ;
Cuzick et al., 2007 ; Hernandez et al., 2009 ; Davies et al., 2011 ; Demirci et al., 2019).

Le raloxiféne et le tamoxifene augmentent le risque de maladie thromboembolique mais le
raloxiféene moins. En effet, le risque d'embolie pulmonaire et de thrombose veineuse
profonde est respectivement inférieur de 36% et 26% avec le raloxiféne. Il est di a une
augmentation de la production de facteurs de coagulation dans le foie. Ce risque est plus
élevé en cas d'association de la chirurgie et de I'administration de tamoxiféne. D'autre part,
le tamoxiféne et le 4-hydroxytamoxiféne inhibent I'agrégation plaquettaire ; le chirurgien et
I'oncologue doivent donc peser le pour et le contre .

4.3.3. Vue

Une étude a signalé une augmentation du taux de cataractes : 24,82 pour 1 000 femmes
dans le groupe tamoxiféne contre 21,72 pour 1 000 femmes dans le groupe placebo (RR =
1,14, CI95% = [1,01 ; 1,29]). De plus, le taux de développement de cataractes et de chirurgie
de la cataracte était de 4,72 pour 1 000 femmes dans le groupe tamoxiféne contre 3,00 pour
1 000 femmes dans le groupe placebo (RR = 1,57, IC95% = [1,16 ; 2,14]). Cependant, cette
toxicité n'est pas considérée comme suffisamment grave pour justifier un éventuel refus du
traitement (Fisher et al., 1998).

Le tamoxiféne augmente le nombre de cataractes et les interventions chirurgicales qui y sont
liées. Une étude de Vogel de 2006 a rapporté que le raloxiféne est associé a un taux de
développement de la cataracte inférieur de 21% (RR = 0,79, CI95% = [0,68 ; 0,92]) et & un
taux de chirurgie de la cataracte inférieur de 18% (RR = 0,82, CI95% = [0,68 ; 0,99]) a celui
du tamoxiféne. Dans une autre étude de 2009, Vogel et son équipe ont rapporté que
l'incidence cumulative a six ans pour le tamoxiféne était de 77,9 contre 56,3 pour le
raloxiféne (p = 0,002). Une troisiéme étude a rapporté une incidence encore plus faible de
cataractes avec une incidence inférieure de 38% dans le groupe raloxiféne par rapport au
résultat de Vogel de 2006 (Fisher et al., 1998 ; Wassertheil-Smoller et al., 2003 ; Vogel et al.,
2006 ; Vogel, 2009 ; Sauter, 2018).

Un rapport de cas évalue les complications oculaires, comme les cataractes, les
kératopathies, les rétinopathies, l'altération de I'acuité visuelle, l'irritation oculaire et la névrite
optique, globalement rares (0,6%), qui pourraient étre causées par une obstruction dans une
branche de la veine rétinienne. En effet, une patiente pré-ménopausée atteinte d'un
carcinome mammaire et recevant un traitement adjuvant au tamoxiféne pendant 1,5 an a
développé une perte visuelle soudaine. Les auteurs avancent que le tamoxiféne peut
posséder un faible effet cestrogénique, méme s'il s'agit d'un médicament anticestrogéne, qui
peut contribuer a l'activité prothrombogéne. La pathogenése de l'occlusion de la veine
rétinienne n'est toujours pas claire mais les facteurs de risque sont les suivants : age éleve,
diabéte, tabagisme, hypertension, hyperlipidémie. Et la prévalence de la maladie veineuse
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chez les patients atteints d’'occlusion de la veine rétinienne est de 3%. Ici, toute
prédisposition ou surdosage a été noté. Si une occlusion de la veine rétinienne est confirmée
par une fundoscopie, une angiographie et une tomographie par cohérence optique, le
tamoxifene doit étre remplacé par un inhibiteur d’aromatase. Cependant, il ne s'agit que d'un
rapport de cas, il est donc risqué d'inférer a la population générale, méme si d'autres études
ont rapporté des occlusions de la veine rétinienne causées par une angiopathie
thrombotique lors d'un traitement adjuvant par tamoxiféne (Schlich et al., 1997 ; Gianni et al.,
2006 ; Fraenkl et al., 2010 ; Lattanzio et al., 2011 ; Onder et al., 2013 ; Demirci et al., 2019).

Méme les faibles doses quotidiennes couramment utilisées pendant les périodes prolongées
des traitements adjuvants du cancer du sein et les chimiothérapies de courte durée
(exposition médiane au tamoxifene de 2,6 ans) peuvent étre responsables de toxicité
oculaire. Les données sur l'incidence de la toxicité oculaire sont contradictoires puisqu'elles
fluctuent entre 0 et 12% selon le type d'étude. Cet intervalle important pourrait s'expliquer
par différents éléments de limitation : études avec un nombre limité de patientes, absence de
groupe contrdle (prenant en compte I'age par exemple), difficultés a distinguer les altérations
oculaires dues au tamoxiféne d'autres maladies, doses quotidiennes et durées de traitement
différentes. Dans I'étude de Gianni, seulement 0,6% des patientes ont présenté une toxicité
oculaire potentiellement liée au traitement par tamoxiféne ou torémiféne, ce qui est cohérent
avec le fait que la plupart des toxicités oculaires dues a de faibles doses de SERM sont
probablement asymptomatiques. Cette dose est Iégérement inférieure a celle d'autres études
sur le traitement adjuvant. De plus, il est impossible d'évaluer les différences de toxicité
oculaire entre le tamoxiféne et le torémiféne (Vinding et Nielsen, 1983 ; de Jong-Busnac,
1989 ; Longstaff et al., 1989 ; Pavlidis et al., 1992 ; Heier et al., 1994 ; Therssen et al., 1995 ;
Nayfield et Gorin, 1996 ; Peyrade et al., 1996 ; Tang et al., 1997 ; Lazzaroni et al., 1998 ;
Noureddin et al., 1999 ; Bradbury et al., 2004 ; Gallicchio et al., 2004 ; Gianni et al., 2006).

Le mécanisme d'induction des cataractes par le tamoxiféne n'est pas encore clair non plus
mais un effet protecteur des cestrogénes sur l'ceil et le cristallin semble étre altéré par le
médicament qui bloque les canaux chlorure associés a la glycoprotéine P (Zhang et al., 1994
; Zhang et Jacob, 1996 ; Klein et al., 1998 ; Bigsby et al., 1999 ; Ediger et al., 1999 ; Young
et al., 2000 ; Gianni et al., 2006).

Le mécanisme d'induction des kératopathies et des rétinopathies par le tamoxiféne n'est pas
entierement compris mais il semble étre le méme que celui de la chloroquine. On rapporte
gue le tamoxiféne et ses métabolites pénétrent dans I'ceil mais aucune relation entre les
concentrations sériques et intraoculaires n'est encore documentée (Toimela et al., 1998 ;
Flaxel et al., 2000 ; Gianni et al., 2006).

Ainsi, les modifications de I'acuité visuelle, de la cornée ou de la perception des couleurs
doivent étre étudiées (Heery et al., 2018).

4.4. Interactions

Des interactions peuvent réduire l'efficacité du tamoxiféene, comme les antidépresseurs
(paroxétine, fluoxétine, bupropion et duloxétine), les neuroleptiques (thioridazine,
perphénazine et pimozide), les anti-microbiens (terbinafine et quinidine), le cinacalcet, I'E2 et
le conivaptan qui inhibent la CYP2D6 (Jin et al., 2005 ; Kelly et al., 2010 ; Sideras et al.,
2010 ; Heery et al., 2018).

Ensuite, les interactions avec certains antimicrobiens (moxifloxacine et ciprofloxacine)

peuvent engendrer des affections cardiaques. De plus, les médicaments cardiaques
préexistants (quinidine et ticlopidine) doivent étre revus car ils peuvent également exacerber
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le travail que le coeur doit fournir (Tenni et al., 1989 ; Crewe et al., 1997 ; Slovacek et al.,
2008 ; lusuf et al., 2011 ; Heery et al., 2018).

Des interactions entre les antivitamines K et la chimiothérapie sont possibles, augmentant le
risque thrombotique et hémorragique au cours des maladies tumorales. De méme, le risque
d'accidents thromboemboliques est augmenté en cas d'association avec des agents
cytotoxiques (ANSM et al., 2020).

En toute logique, une contraception potentielle ne devrait pas étre assurée par un dérivé
cestrogénique (« Tamoxifen (citrate) 10 mg cp (Nolvadex®) », 2020).

Enfin, certaines plantes et certains suppléments peuvent étre dangereux pendant un
traitement au tamoxifene (Heery et al., 2018).

4.5. Outil biotechnologique pour I’expérimentation sur la
souris

La Cre recombinase sert a exciser une portion de génome comprise entre deux sites LoxP.
Nous pouvons choisir un promoteur permettant de cibler I'expression de la Cre recombinase
mais nous pouvons en plus choisir une Cre recombinase fusionnée a un domaine d’ER liant
le tamoxifene (et plus E2) pour n’induire la recombinaison qu’au moment voulu.

Le tamoxiféne est utilisé chez la souris dans ce cas comme outil pour activer la Cre
recombinase. Le systéme inductible par le tamoxiféne permet une expression génétique
régulée dans le temps ce qui évite les effets des mutations génétiques sur le développement
et facilite la comparaison du phénotype du méme animal avant et apres la modification du
gene. Le mécanisme global est basé sur une recombinaison homologue au locus du géne
cible dans les cellules choisies, ce qui conduit & l'inactivation du géne ou a I'expression du
transgéne inséré, avec un contréle sur le timing et la localisation. La Cre, qui est un systeme
trés stable, est également utilisée pour activer I'expression des génes. Dans ce cas, deux
sites de reconnaissance nommeées sites LoxP de méme orientation sont insérés autour d'une
région essentielle a l'activité protéique dans un alléle cible. Ensuite, ces souris sont
accouplées avec d'autres exprimant ce site LoxP sous le contrdle d'un promoteur et ainsi, la
progéniture subit une délétion médiée par le site LoxP du site de reconnaissance de cette
séquence dans l'allele cible au sein des cellules exprimant le site LoxP. La protéine
cytoplasmiqgue résultant de la fusion entre la Cre recombinase et un domaine de ER (modifié
pour ne lier que le tamoxiféne et non les oestrogenes endogénes) est transloquée vers le
noyau en présence de tamoxiféne et induit la recombinaison (Figure 13) (Metzger et al.,
1995 ; Feil et al., 1996 ; Feil et al., 1997 ; Feil, 2007 ; Kohan, 2008 ; Ahn et al., 2019).
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Figure 13 : Cre recombinase inductible par le tamoxiféene (Kohan, 2008).
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Il existe des alternatives actuelles a la Cre recombinase inductible par le tamoxifene qui sont
parfois plus simples pour générer des animaux transgéniques :

- Cre recombinase inductible par la doxycycline. Dans ce cas, I'expression de la Cre
recombinase ne se produit qu'en présence de doxycycline. Mais des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour prouver son efficacité chez les souris
transgéniques (Kohan, 2008 ; Rao et Monks, 2009).

- MX1-Cre est une Cre recombinase inductible par interféron trés efficace dans la
lignée hématopoiétique. En ce qui concerne le mécanisme MX1-Cre, lI'administration
par voie intrapéritonéale de Poly I:C est un agoniste de TLR3 et stimule I'lFNa. Celui-
ci active le promoteur de Mx1 et induit ainsi la transcription de la Cre recombinase
(Assi et al., 2014).

La sensibilité au tamoxiféne pouvant varier, il est nécessaire de déterminer le dosage, la voie
d'administration et la fréquence pour chaque application. De plus, il est intéressant de
déterminer le degré de recombinaison de l'alléle ciblé. En effet, pour certaines études, la
recombinaison compléte n'est pas nécessaire (par exemple pour l'induction d’'un kyste rénal
ou seul un petit nombre de cellules est nécessaire), tandis que pour d'autres études, la
recombinaison compléte est nécessaire pour observer un phénotype (par exemple pour
I'évaluation de I'effet de I'absence d'un transporteur d'ions) (Kohan, 2008).

Par ailleurs, il existe différentes voies d’administration du tamoxiféne.

Chez la souris, la voie dadministration est une question scientifiqgue car la
pharmacocinétiqgue n'est pas la méme selon la voie d'administration comme le montre la
Figure 14. En effet, nous constatons une différence de tolérance au glucose entre les
animaux ayant recu des injections intrapéritonéales de tamoxifene pendant 5 jours et ceux
ayant recu la molécule dans I'alimentation pendant 10 jours. Cela nous permet de déduire la
pharmacocinétigue de la molécule suivant la voie d’administration.

Tamoxifen in food, 10 days
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Figure 14 : Différence entre I'injection intrapéritonéale et 'administration dans les aliments (Ceasrine et
al., 2019).

Cependant, il ne s'agit pas seulement d'une question scientifique mais aussi d'une question
éthiqgue. En effet, le tamoxiféne est généralement dissous dans une huile végétale ou
minérale. Mais l'injection intrapéritonéale de substances lipophiles, comme le tamoxiféne,
provoque une inflammation xanthogranulomateuse péritonéale chronique et des dépots, du
c6té du diaphragme ou du péritoine, aigus ou chroniques, dans 100% des cas. Cela a été
personnellement observé par le Pr. F. Pilot-Storck mais également rapporté dans la
littérature. Et il est frappant de constater que trés peu d'études abordent ce sujet alors que
cet effet est connu depuis longtemps. Dailleurs, les études d'immunologie et de
pharmacologie utilisent souvent I'huile minérale pour induire une inflammation. Une telle
inflammation est associée a un appauvrissement sévére des macrophages péritonéaux
résidents a long terme (une diminution de 50% par rapport aux souris qui ne recgoivent pas
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d'injection d'huile), a un recrutement persistant de neutrophiles et de monocytes, a une
infiltration de cellules myéloides dans le péritoine, & une expansion de la vascularisation
mais aussi a une démarche anormale et & une mortalité accrue. Le foie, I'épiploon et le
mésentére étaient également touchés. Mécaniquement, I'absorption des lipoprotéines induit
la mort des macrophages par pyroptose, ce qui empéche la résolution de l'inflammation.
Cette inflammation chronique empéche la guérison des tissus, favorisant la fibrose et
I'athérosclérose. Cependant, la gravité de l'inflammation dépend du type d'huile : les huiles
d'arachide et minérales conduisent au schéma le plus sévere. Et il a été prouvé que ce n'est
pas l'injection qui provoque l'inflammation a partir d'un contréle consistant en une injection de
sérum physiologique (chlorure de sodium a 0,9%) qui n'a pas provoqué de changements
(Pear et Boyden, 1967 ; Anderson et Potter, 1969 ; Kuroda et al., 2004 ; Schrijvers et al.,
2005 ; Nacionales et al., 2006 ; Ramot et al., 2009 ; Bergsbaken et al., 2009 ; Chen et al.,
2010 ; Andersson et al., 2010 ; Seimon et al., 2010 ; Brand et al., 2015 ; Hubbard et al., 2017
: Schett et Neurath, 2018 ; Kasikara et al., 2018 ; Wu et al., 2019 ; Alsina-Sanchis et al.,
2020 ; Britch et al., 2020).

Ainsi, l'injection intrapéritonéale de tamoxiféne pourrait interférer avec les résultats
expérimentaux et I'administration orale doit étre privilégiée.

Les caractéristiques de lI'administration orale sont les suivantes :
- Administration orale par gavage.
- Alimentation commerciale : le tamoxiféene est incorporé au régime alimentaire
standard des rongeurs.
- Nourriture faite maison : « gateau » ou nourriture non granulée (Andersson et al.,
2010).

D'autres voies d'administration ont été explorées comme la voie topique avec
I'expérimentation d'un gel percutané, d'un analogue chloré nommé toremiféne dans une
formulation de méthylcellulose (Maenpaa et al., 1993 ; Pujol et al., 1995 ; Payne et al.,
2006).

Enfin, pour les plus curieux : une boite de comprimés médicamenteux de tamoxiféne soit 30
x 20 mg colte 6,73 € alors que 1 g du produit chimique tamoxiféne codte environ 350 €.

4.6. Conclusion

Chez I'hnumain, les SERM ont beaucoup d'avantages dans les tumeurs malignes, les troubles
neurodégénératifs et les maladies immunitaires. lls sont donc a la fois des médicaments
prophylactiques chez les personnes a haut risque et de nouveaux médicaments
thérapeutiques. Mais le tamoxiféne reste celui dont I'efficacité est la plus grande et dont les
effets pléiotropiques s'expliquent par la diversité des actions selon le type de cellule et le
tissu (M. N. Singh et al., 2008).

Chez la souris, le tamoxiféne est un outil de manipulation génétique qui présente des effets
hors cible majeurs sur de nombreuses fonctions et parfois a long terme ; il doit donc étre
testé dans les modeles définis et utilisé a la dose la plus faible possible. En outre, tous les
animaux témoins doivent recevoir du tamoxiféne. Nous avons besoin d'une meilleure
connaissance du modeéle, de contrdles appropriés et d'une meilleure reproductibilité. Ensuite,
la voie orale devrait étre la régle pour éviter I'inflammation due & l'injection intrapéritonéale.
Nous devons également garder a l'esprit qu'il existe des alternatives a l'utilisation du
tamoxifene. En paralléle, le tamoxiféne a prouvé son intérét dans deux modéles de
myopathies héréditaires, ce qui en fait un candidat de choix en repositionnement pour le
traitement de ces affections chez I'enfant.
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Deuxiéme partie : Etude expérimentale

1.Etudes préliminaires

1.1. Implication du géne HACD1

1.1.1. Un groupe de myopathies congénitales

Les myopathies sont des maladies occasionnant une altération de la fonction musculaire.
Parmi elles, les myopathies congénitales affectent trés précocement les individus, des la
naissance aux premiéres années de vie. Ce sont des maladies rares, généralement
handicapantes, souvent intraitables et parfois mortelles. Le diaphragme peut étre atteint par
la faiblesse musculaire, nécessitant parfois un soutien ventilatoire temporaire voire
permanent. Les myopathies centronucléaires (CNMs) appartiennent aux myopathies
congénitales et s’accompagnent d’'une hypotrophie des fibres musculaires, d’'une faiblesse
musculaire, d’'une centralisation des noyaux des fibres musculaires, d’'une désorganisation
structurale (forme et répartition) des mitochondries et d’'un remodelage de leurs activités
oxydatives (Vandestienne-Ratnam, 2021).

La forme la plus grave des CNMs est celle liée a I'X, induite par des variants du géne codant
la myotubularine (MTM1) tandis que des variants du géne DNM2 par exemple entrainent des
formes moins séveres et plus tardives. Malgré la diversité des génes affectés, les signes
cliniques sont globalement similaires entre patients humains et modéles animaux, expliqués
notamment par un couplage excitation-contraction anormal lors de mutations des géenes
BIN1, MTM1 et DNM2 entre autres (Dowling et al., 2009 ; Vandestienne-Ratnam, 2021).

1.1.1.1. Myopathie liée a une perte de fonction du géne MTM1

La déficience du géne MTML1 entraine une myopathie myotubulaire liée a I'’X (XLMTM) qui
appartient a la famille des CNMs. Sa transmission est récessive et n'affecte que les
hommes. L’hypotonie sévére et la faiblesse musculaire qu’elle engendre apparaissent tres
précocement, nécessitant un support ventilatoire. Les fibres musculaires sont immatures et
de petit diamétre avec de nombreux noyaux centralisés. Cette maladie est fatale avant I'age
d'un an dans prés de 30% des cas (Vandestienne-Ratnam, 2021).

Par ailleurs, lors de mutations de MTM1, les mitochondries présentent une localisation
anormale (Dowling et al., 2009).

1.1.1.2.  Myopathie liée a un gain de fonction de la dynamine 2

La myopathie engendrée par un gain de fonction de la protéine DNM2, qui aurait alors une
activité GTPase plus importante entrainant des événements de scission membranaire
exagérés, est une CNM a transmission autosomique dominante se caractérisant par une
faiblesse musculaire modérée, elle, bien que progressive, débutant a I'enfance ou a
'adolescence principalement, avec quelques cas plus sévéres d'origine néonatale. La
faiblesse musculaire s’accompagne cette fois d'une faiblesse faciale, d’'une ptése et d'une
ophtalmoplégie. Les fibres musculaires de type | sont prédominantes et hypotrophes avec
des noyaux centralisés. Certains variants de DNM2 causent aussi la neuropathie

périphérique de Charcot-Marie-Tooth (Vandestienne-Ratnam, 2021).
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1.1.1.3. Myopathie liée a une perte de fonction de I'amphiphysine 2

L'amphiphysine 2 est codée par le gene BIN1 et est fortement exprimée dans les muscles
squelettiques notamment lors de la maturation des cellules musculaire et la formation des
tubules T. Elle participe également aux phénoménes d’endocytose (Vandestienne-Ratnam,
2021).

Les myopathies engendrées par des mutations du géne BIN1 se transmettent
majoritairement de maniére autosomique récessive et plus rarement de maniére
autosomique dominante. Elles s’accompagnent d’une faiblesse musculaire progressive,
d’'une ptdse palpébrale et d’'une hypotrophie musculaire dés la jeune enfance. Des formes
plus graves ont été décrites, lors de délétion de I'exon 11, qui entraine une CNM rapide et
létale qui se développe pourtant qu'a partir de I'age de trois ans et demi, aprés un
développement moteur tout a fait normal. Les individus touchés présentent une hypotrophie
marquée et une accumulation mitochondriale anormale.

Cette maladie a été mise en évidence chez des dogues allemands. Les signes cliniques, trés
progressifs, apparaissent aux alentours de 10 mois d’age, nécessitant I'euthanasie vers 18
mois en raison d'une faiblesse musculaire trés marquée intéressant notamment I'activité
respiratoire, alors impossible sans assistance ventilatoire. Nous observons une
prédominance de fibres de type | avec centralisation nucléaire, les zones centrales des
sarcomeres sans myofibrilles mais avec une accumulation de mitochondries et de granules
de glycogénes, et une augmentation de I'expression des génes du métabolisme oxydatif
(B6hm et al., 2013).

1.1.2. Fonction et perte de fonction d'HACD1

Chez le chien et 'humain, la déficience du géne HACD1 (3-hydroxyacyl-CoA déshydratase)
entraine une myopathie congénitale accompagnée d’une faiblesse musculaire et d'une
hypotrophie des fibres musculaires (Figure 15) (Blondelle et al., 2015).

Chez le chien, cette mutation provient de l'insertion d’'un SINE (short interspersed nuclear
element) dans I'exon 2 du gene HACD1 causant un défaut d’épissage du gene. Cette perte
de fonction est systématiguement associée a I'état homozygote de la maladie transmise
selon un mode autosomique récessif. Décrite il y a plus de quarante ans par Kramer et al.,
ce n'est que dans les années 90 qu’un labrador souffrant d'une myopathie congénitale est vu
par le Dr. Stéphane Blot, neurologue consultant & 'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort
(EnvA), initiant alors une étude ayant permis le repérage de l'alléle perte de fonction
d’'HACD1 sur le chromosome 2 par le Pr. Laurent Tiret. Depuis, un test de dépistage a été
mis au point afin d’éviter les croisements a risque (Kramer et al., 1981 ; Tiret et al., 2003 ;
Pelé et al., 2005).
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Figure 15 : Formation de la fibre musculaire striée squelettique chez le mutant HACD1-KO (Blondelle et al.,
2015).
Les fibres musculaires sont moins larges et les noyaux moins nombreux.
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A partir de quatre a six mois d'age, les premiers signes cliniques apparaissent chez les
chiens atteints : hypotrophie musculaire, défaut de posture en raison d'une faiblesse
musculaire (ventroflexion, port de téte bas) et diminution d’activité locomotrice spontanée
(déplacement raide, pas courts). Ce phénotype s’accentue au cours de la premiére année de
vie puis se stabilise et ces chiens ont généralement une espérance de vie normale. Le seul
danger réside dans linsuffisance du tonus musculaire cesophagien pouvant causer des
régurgitations avec fausse route et donc un risque de pneumopathie, parfois mortelle (Tiret
et al., 2003 ; Pelé et al., 2005).

Cependant, a partir de deux mois d’age, une hypotrophie des fibres musculaires est déja
visible sur les analyses histologiques. Celle-ci reste stable tout au long de la vie du chien.
Les mitochondries changent également de localisation. Puis, entre six et huit mois d'age,
une centralisation des noyaux et une dominance des fibres lentes de type | (par diminution
du nombre de fibres de type Il) apparaissent. La centralisation, absente chez les chiots, est
déja présente dans 30% des fibres du biceps fémoral a trois ans et 60% a sept ans. Les
fibres de type | ont un diamétre moyen plus faible que celui des fibres d’'un chien sain. Enfin,
vers deux ans, le tissu conjonctif musculaire s’épaissit et le muscle subit également une
infiltration adipeuse (Tiret et al., 2003 ; Pelé et al., 2005).

Chez I'humain, six variants du géne HACD1 provoquent une perte de fonction du géne. Par
exemple, le variant ¢.744C>A induit une dégradation de deux tiers des transcrits HACD1
produits et les 31% restants contiennent un codon stop prématuré (p.Y248Stop). La
myopathie apparait également dés le jeune age et s’accompagne d’'une hypotonie, d’'une
faiblesse de réflexes au niveau des tendons et d’'une difficulté a se nourrir. Puis les épaules
tombent, la position assise est difficile a tenir sans aide et la mise en place de la marche est
retardée. Enfin, s’installe aussi une faiblesse des muscles faciaux. Concernant les analyses
histologiques réalisées chez I'humain, une prédominance de fibres lentes de type | a
également été mise en évidence (Muhammad et al., 2013).

Depuis, il a été découvert quUHACD1 code une enzyme enchassée dans la membrane du
réticulum endoplasmique et possédant six domaines transmembranaires. Elle participe a la
troisieme des quatre étapes du cycle d’élongation des acides gras a trés longue chaine
(AGTLC) a partir d’acides gras a longue chaine (AGLC), celle de la déshydratation. Les
AGLC sont ici les acides gras dont I'élongation a eu lieu dans le cytoplasme (1< C16) tandis
gue les AGTLC sont ceux dont I'élongation a eu lieu dans le réticulum endoplasmique (=
C18). C’est pourquoi, lorsque PHS1, l'orthologue d’HACD1 chez la levure, est délété, une
accumulation d’AGLC et une diminution d’AGTLC sont observées dans les levures.

Il existe deux isoformes de transcrits d’'HACD1 dans les muscles striés, squelettiques et
cardiaque : HACD1-fl (HACD1 isoform, full-length), qui posséde les sept exons du gene
(Figure 16), et HACD1-d5 (HACDL1 isoform, deleted in exon 5), qui perd I'exon 5 lors de
I'épissage et qui est ubiquitaire. Seule la protéine codée par lisoforme HACD1-fl est
enzymatiquement active (Blondelle et al., 2015).
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Figure 16 : Localisation de I'expression d'HACD1 (Blondelle et al., 2015).
L'isoforme HACD1-fl s’exprime surtout dans les muscles striés squelettiques et cardiaque.
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HACD1 participe au remodelage de la membrane plasmique permettant la fusion des
myoblastes lors de la myogenese. En effet, ce géne est surexprimé dans les myoblastes lors
du développement musculaire embryonnaire (Figure 17A) et entraine une augmentation des
MUFAs (mono-unsaturated fatty acids) parallelement & une diminution de la
lysophosphatidylcholine (LPC), lipide inhibiteur de la fusion. Les MUFASs, de par leur formule
chimique, peuvent adopter des structures coudées, ce qui leur confere une plus grande
fluidité, augmentant ainsi la capacité de fusion de la membrane. En revanche, lors de
déficience d’'HACD1, ces modifications de la composition lipidique de la membrane
plasmigue des myoblastes n'ont pas lieu. La fusion en devient moins efficace comme en
atteste I'index de fusion qui est diminué, le nombre de noyaux par fibres étant plus faible
(Figure 17B). Il en résulte une diminution du diamétre des fibres (Blondelle et al., 2015).
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Figure 17 : Implication d'HACD1 dans la fusion des myoblastes (Blondelle et al., 2015).
Le transcrit HACD1-fl est surexprimé lors de la différenciation des myoblastes (A). Diminution significative de
I'index de fusion des myoblastes chez les souriceaux déficients en HACDL1 (B).

En 2021, un article a été publié par Alexandre Prola, alors post-doc dans le laboratoire dans
lequel s’inscrit ma thése. Il s’agissait de caractériser le phénotype des souris Hacd1-KO qui,
bien que myopathes et donc avec une activité physique diminuée et une locomotion
spontanée réduite de moitié (Figure 19A), semblaient prendre moins de poids que les souris
WT de méme portée (Figure 19B et C). Cela laissait suspecter un métabolisme accru qui a
été investigué en les soumettant & un régime riche en graisse (HFD) (Prola et al., 2021).

1.1.1. Modéele murin Hacd1-KO

Une lignée murine Hacd1-KO, déficiente pour la fonction du géne Hacdl, a été développée
pour étudier le phénotype découlant de cette déficience et les opportunités de traitements
des myopathies. Les souris Hacd1-KO voient les exons 2, 3 et 4 du géne excisés. Celles-ci,
paraissant moins musclées, ont été soumises a des épreuves fonctionnelles. Les résultats
sont sans appel : réduction de moitié de l'activité locomotrice spontanée, apparition d’'une
cyphose avec I'age, retard de prise de poids significatif des le dixieme jour de vie (Figure
18C), réduction du volume musculaire (Figure 18A), réduction de prés de 30% de la masse
musculaire (Figure 18B) et hypotrophie des fibres musculaires a I'histologie (Figure 18D).
Contrairement au chien, la centralisation des noyaux de la lignée murine semble plus rare
(Blondelle et al., 2015).
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Figure 18 : Résultats des épreuves fonctionnelles de souris Hacd1-KO (Blondelle et al., 2015).
Réduction du volume musculaire (A), associée a une réduction significative de la masse musculaire (B et C) et a
une hypotrophie des fibres musculaires (D). Barre d’échelle : 100 um.

Ce modele est donc efficace pour étudier les caractéristiques d’'une myopathie congénitale et
ses perspectives de traitement étant donné que les souris Hacd1-KO sont viables avec une
croissance squelettique et une fertilité normales et quelles présentent précocement un
phénotype marqué par une hypotrophie des myofibres (Blondelle et al., 2015).

Résultats :

Les souris Hacd1-KO en HFD ont une prise de poids qui n’atteint méme pas celle des souris
WT en régime standard (ND), malgré une consommation alimentaire identique. Ainsi, elles
accumulent une plus faible quantité de graisse blanche et présentent une faible efficacité
calorique (Figure 19F et G), c’'est-a-dire que les calories ingérées conduisent a une prise de
poids modérée (Figure 19E et F). Par ailleurs, elles sont plus tolérantes au glucose qu’elles
métabolisent plus rapidement alors qu’elles ont une masse musculaire, lieu du métabolisme
glucidique, plus faible (Figure 19D). Une augmentation du métabolisme a donc bien été
mise en évidence (Figure 19H) (Prola et al., 2021).

Chez ces souris Hacdl-KO, la masse mitochondriale de muscles squelettiques, siége
d’Hacd1-fl, est augmentée et s’Taccompagne d’'une oxydation accrue des acides gras (Figure
20A et B) (Prola et al., 2021).

De plus, un défaut de couplage entre I'oxydation et la phosphorylation au niveau
mitochondrial a été observé, suggérant une consommation énergétique plus forte que la
production d’ATP et expliquant la protection contre I'obésité (Figure 20C et D). Ce défaut de
couplage semble li¢ a une teneur trop faible de cardiolipine (CL), un phospholipide qui
représente prés de 20% des lipides de la membrane mitochondriale interne et qui assure la
structure correcte des crétes mitochondriales et le transfert des protons jusqu'a I'ATP
synthase (Figure 20E). Le défaut de couplage est illustré par la Figure 20F. La fonction
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musculaire s’en voit également atteinte avec une réduction de celle-ci (Figure 20G et H). Il
apparait donc qu'une modification de la synthése des phospholipides mitochondriaux ait une
répercussion sur le métabolisme. Par ailleurs, in vitro, un enrichissement en CL permet de
sauver le couplage mitochondrial (Prola et al., 2021).

Ainsi, la régulation de la CL, uniqguement dans les muscles squelettiques, serait un traitement
envisageable contre I'obésité.
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Figure 19 : Mécanismes expliquant la protection des souris Hacd1-KO contre |I'obésité induite par un
régime enrichi en graisse (Prola et al., 2021).

Locomotion spontanée par nuit des souris wild-type et Hacd1-KO (A). Evolution du poids corporel de souris
nourries pendant neuf semaines avec du HFD comparée a celle de souris du méme age nourries avec du ND (B).
Morphologie de souris WT et Hacd1-KO aprés neuf semaines de HFD (C). Glycémie évaluée aprés une injection
de glucose intra-péritonéale a To chez des souris nourries pendant neuf semaines avec du HFD (D). Pourcentage

de graisse corporelle totale (indice d’adiposité) apres neuf semaines de ND ou d’'HFD, exprimé en pourcentage
de la masse corporelle éviscérée (lean body mass, LBM) (E). Efficacité alimentaire pendant les neuf semaines de
HFD (body weight, BW) (F). Dépense énergétique sur une journée sous HFD ; la période active de la nuit est
grisée ; la dépense énergétique moyenne au cours de la période d’'évaluation est présentée sous forme
d’histogramme (G). Métabolisme basal estimé pendant la période d’évaluation de (G) pendant la journée et la nuit
(H).
HFD : high fat diet, ND : normal diet.
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Figure 20 : Dépense énergétique, défauts mitochondriaux et performances locomotrices (Prola et al.,
2021).
Oxydation des acides gras sur une journée sous ND (la période active de la nuit est grisée) (A). Oxydation des
acides gras pendant la période d’évaluation de (A) pendant la journée et la nuit (B). Production d’ATP mesurée
sur des mitochondries isolées du muscle tibial antérieur (C). Teneur en ATP dans le muscle tibial antérieur des
souris Hacd1-KO par rapport au souris WT aprés un exercice sub-maximal sur tapis roulant (D). Teneur totale en
cardiolipine des mitochondries isolées du muscle tibial antérieur, normalisée a la teneur en protéines des
mitochondries (E). Respiration mitochondriale des souris wild-type et Hacd1-KO (F). Vitesse aérobie maximale
des souris wild-type et Hacd1-KO (G). Distance maximale courue par des souris W|Id -type et Hacd1-KO (H).
*P<0,05, **P<0,01, et **P<0,001 par rapport aux valeurs respectives des WT ; P<O 001 par rapport aux
valeurs respectives de ND.

Au vu des résultats précédents, il convenait de préciser la structure tridimensionnelle des
mitochondries. Ainsi, il a été mis en évidence un nombre plus important de petites
mitochondries chez les souris Hacd1-KO par rapport aux souris WT que de moyennes et
grandes mitochondries. Ceci pourrait étre lié a un défaut de fusion des mitochondries, en
raison d’un exces de rigidité membranaire (Vandestienne-Ratnam, 2021).

Par ailleurs, toutes ces observations ont été faites chez les méles mais nous ne retrouvons
pas les mémes résultats chez les femelles, notamment au test de tolérance au glucose et au
HFD dont les résultats se rapprochent de ceux des individus WT. En effet, il n'y a pas de
différence significative de l'aire sous la courbe concernant le test de tolérance au glucose
(Figure 21). Cette expérience a été réalisée sur trois lots indépendants avec des
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manipulateurs différents et les résultats s’avérent similaires. Les femelles ne présentent pas
non plus de protection contre I'obésité induite par le HFD puisque leur gain de poids n’était
pas différent de celui des WT.
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Figure 21 : Test de tolérance au glucose des femelles WT et Hacd1-KO (données du laboratoire).

1.2. Perspectives de traitements

Pour linstant, il n'existe pas encore de traitement pour les individus souffrant de CNM.
Cependant, nous avons vu que les différents génes Binl et Mtml impligués dans les
myopathies sont étroitement liés, ce qui suggéere une possibilité de thérapie commune aux
CNMs (Cowling et al., 2014).

Tout d’abord, le phénotype est sauvé chez la souris par diminution de I'expression de Dnm2
grace au systeme d’édition génomique qu'est la CRISPR-cas9, et ce méme aprés
'apparition de la myopathie. La réduction ubiquitaire de I'expression de Dnm2 empéche
'apparition de la myopathie ou améliore la masse et le fonctionnement musculaires en
seulement deux semaines et restaure I'espérance de vie dans 100% des cas. En effet, il
avait été mis en évidence que plus I'expression de Dnm2 était importante, plus le muscle
présentait des signes de CNM et que les souris hétérozygotes ne présentaient pas de
phénotype (Cowling et al., 2014 ; Demonbreun et McNally, 2014 ; Tasfaout et al., 2017).

De méme, la diminution de I'expression de Dnm2 chez des souris Bin1-KO cette fois permet
un allongement de l'espérance de vie, une normalisation de la force musculaire et un
sauvetage du profil histologique (Cowling et al., 2017).

Ensuite, une diminution de I'expression de Dnm2 par injections d’oligonucléotides antisens
est actuellement en essai clinique (Vandestienne-Ratnam, 2021).

Enfin, une augmentation de I'expression de Binl chez des souris Mtm1-KO permet de
diminuer I'expression de Dnm2, de restaurer I'espérance de vie et la force musculaire.
Aucune perspective de traitement n'est cependant disponible a ce jour pour les enfants
présentant une myopathie liée a HACDL1 (Lionello et al., 2019).
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1.3. Etude du phénotype métabolique chez les souris
Hacd1l-KO

Ici vous seront présentées les notions qui ont initié la volonté d’étudier plus en profondeur les
effets et bénéfices du tamoxiféne. Celles-ci ont été extraites de la these doctorale d’Aymeline
Vandestienne-Ratnam (Vandestienne-Ratnam, 2021).

1.3.1. Problématique

Comme évoqué précédemment, Hacdl est un géne intervenant dans deux mécanismes.
Tout d’abord, il est indispensable lors du développement musculaire, pour assurer une fusion
myoblastique et donc une masse musculaire correctes (Blondelle et al., 2015). Ensuite, il agit
également dans la régulation de la composition de la membrane mitochondriale en favorisant
une organisation des crétes et une efficacité respiratoire optimales (Prola et al., 2019). C’est
le couplage qui définit I'efficacité respiratoire. 1l s’agit du ratio de la respiration
phosphorylante sur la respiration non phosphorylante, c’est-a-dire le couplage entre
oxydation des substrats, oxygéne-dépendant, au niveau de la chaine respiratoire, et la
production d’ATP. Au sein des souris Hacd1-KO se produit donc un couplage plus faible de
la production d’ATP par rapport a l'oxydation, ce qui entrave la production d’ATP en
guantités suffisantes et contribue trés probablement a la diminution des performances et a
'augmentation de la fatigabilité musculaire chez ces animaux affectés par la déficience en
Hacdl. Cependant, il est important de noter que ce découplage, qui a lieu spécifiquement
dans les mitochondries des muscles squelettiques, protége les souris contre une obésité
induite par un régime alimentaire riche en graisses. Cela pourrait constituer une stratégie
thérapeutique pour traiter I'obésité qui menace la vie de patients atteints de troubles
métaboliques.

Aprés de telles constatations, I'hypothése a tester est que la déficience en Hacdl, ciblant
spécifiguement le muscle squelettique chez les adultes, protége bien contre I'obésité par un
mécanisme de réduction du couplage qui, dans un contexte de musculature correctement
développée grace a une fusion non perturbée avant le sevrage de la jeune souris, ne
produirait aucune conséquence délétére sur les performances musculaires ou seulement
Iégeres et acceptables au regard du bénéfice métabolique conjoint.

Pour clarifier la contribution exacte du plus faible couplage des mitochondries, probablement
accentué par I'hypotrophie mais surtout pour évaluer I'intérét d’'une réduction thérapeutique
de la fonction HACD1 chez des patients adolescents ou adultes, une déficience en Hacdl a
été initiée chez des souris a I'age adulte et plus précisément apres que leur géne Hacdl eut
assuré son role dans la fusion myoblastique lors du développement musculaire et le
phénotype associé a été caractérisé.

Pour cela, la stratégie d’invalidation du géne Hacd1 choisie a été celle d'un KO conditionnel.

1.3.2. Stratégie de KO conditionnel

1.3.2.1. Matériels et méthodes

Le KO conditionnel de Hacdl a été généré en croisant des souris porteuses de plusieurs
constructions aboutissant a des souris porteuses : d’'un allele KO pour Hacdl, d'un alléle de
KO conditionnel pour Hacdl et d'un transgene exprimant la Cre recombinase liée & un
domaine modifié d’ER liant le tamoxifene, sous contréle d’un promoteur musculaire.

Etant donné que chez les souris la fusion myoblastique s’arréte a trois semaines aprés la
naissance (White et al., 2010), la recombinaison a été initiée a 'age de quatre semaines
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(apres le sevrage) en fournissant du tamoxifene dans la nourriture de toutes les souris de la
portée pendant deux semaines. En termes de nomenclature, les souris ayant un génotype
bKO/cKO au locus Hacdl et une CRE activée par le tamoxiféne a quatre semaines ont été
appelées souris skwHacd1-KO, ce qui correspondait a un knock-out dans les muscles
squelettiques (skeletal muscles) des animaux sevrés (weaned animals). Le lot ainsi obtenu
contenait des souris WT avec et sans la Cre-ERT2 (Hacd1** et Hacd1"* ; Cre+), des souris
hétérozygotes avec et sans la Cre-ERT2 (Hacd1*?"*, Hacd19"K° et Hacd1*®"* ; Cre+) et les
souris Hacd1X%'®k° : Cre+ du génotype d'intérét qui donne un KO d’Hacdl dans le muscle
squelettique apres recombinaison.

La recombinaison a été validée au niveau génomique et protéique trois mois aprés
administration de tamoxiféne : son efficacité était d’environ 90% chez les méles et 70% en
moyenne chez les femelles (Figure 22A). Le taux de recombinaison était donc élevé. Quant
a lI'expression résiduelle de 'Hacdl dans les muscles des maéles, elle était équivalente a
20% de celle des témoins (Figure 22B). Hacdl était donc bien réduite chez les individus
Hacd1X9K° : Cre+. Un seul male Hacd1X%k°: Cre+ nourri au tamoxiféne n'a présenté
aucune recombinaison. Son génotype a été confirmé et la PCR destinée a évaluer la
recombinaison a été effectuée a deux reprises. La raison de I'absence totale d’efficacité de
la Cre n'a pas pu étre déterminée et ce male a donc été retiré de la cohorte pour les
analyses.

Le phénotype métabolique des souris males adultes a ensuite été évalué en effectuant des
tests de tolérance au glucose et de sensibilité a I'insuline. La réponse des males a un régime
alimentaire riche en graisses de 12 semaines a également été étudiée. lls ont finalement été
euthanasiés afin de peser leurs muscles. Quant aux femelles, elles ont été incluses dans un
protocole simplifié avec uniguement une euthanasie a sept mois (Figure 23A).
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Figure 22 : Validation de la délétion d’'Hacdl1 par KO conditionnel, dans les muscles squelettiques a I'age
adulte aprés recombinaison (Vandestienne-Ratnam, 2021).
Taux de recombinaison évalué par qPCR chez les individus femelles et males dans le tibialis anterior apres
recombinaison par le tamoxiféne (A). Western blot quantifié de la quantité d’Hacdl normalisé a la béta tubuline
dans des extraits de tibialis anterior de souris males aprés recombinaison (B).
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1.3.2.2. Résultats

Les méles Hacdl-skwKO ont toléré le glucose et répondu a l'insuline de la méme maniére
que leurs compagnons de portée témoins ; le métabolisme énergétique paraissait donc
conservé (Figure 23B,C). De plus, au cours des 12 semaines du régime alimentaire riche en
graisses, ils sont progressivement devenus aussi obeses que les témoins, avec une prise de
poids hebdomadaire similaire atteignant jusqu’'a +60% au bout de la 12°™ semaine (Figure
23D). Et a la fin du régime, leur poids corporel et la masse de leurs muscles tibialis anterior
(TA) et gastrocnémiens étaient similaires a ceux de leurs compagnons de portée témoins
(Figure 23E-G). Quant aux respirations couplée et non couplée du muscle TA, elles ont été
mesurées a l'aide d'un appareil Seahorse, et le rapport de couplage entre ces deux
respirations a été calculé : aucun de ces parametres n'a été modifié chez les souris
skwHacd1-KO (Figure 23H-J). Le ratio respirations phosphorylante / non-phosphorylante est
une indication de l'efficacité mitochondriale. C’est pourquoi il a été conclu a une absence de
phénotype mitochondrial et donc métabolique global chez ces individus.

Concernant les femelles skwHacdl, celles-ci présentent un poids et une masse du
gastrocnémien |égérement diminués par rapport a ceux de leur portée témoin (Figure 23K-
M).

En résumé, les masses musculaires des males et des femelles semblaient normales aprés
invalidation d’Hacdl a I'dge adulte par cette stratégie.
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Figure 23 : Etude de la délétion d’Hacd1 & I’age adulte (Vandestienne-Ratnam, 2021).
Conduite des expériences sur les souris skwHacd1-KO (A). Glycémie apres injection intrapéritonéale de glucose
(B) ou d'insuline (C) chez les males adultes. Suivi hebdomadaire de la prise de poids chez les méales sous régime
alimentaire riche en graisses (D). Poids corporel (E), masses du tibialis anterior (F) et du gastrocnémien (G) des
souris males apres le régime alimentaire riche en graisses. Respirations phosphorylante (H) et non
phosphorylante (l) et leur rapport appelé couplage respiratoire (J). Poids corporel (K), masses du tibialis anterior
(L) et du gastronémien (M) des femelles.
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1.3.2.3. Discussion

Tout d’'abord, le taux de recombinaison réel doit étre proche de 100% dans les fibres
musculaires des males comme des femelles puisqu’il est sous-estimé du fait que la qPCR a
été réalisée sur muscle entier, c’est-a-dire y compris sur des cellules non sujettes a la
recombinaison (fibroblastes, cellules vasculaires...), ayant un promoteur HSA inactif.
Ensuite, les conclusions tirées de ces résultats sont doubles. L’absence de réduction de la
masse musculaire des males et des femelles corrobore I'hypothése selon laquelle
l'inactivation de Hacdl au-dela de la période de trois semaines aprés la naissance n’affecte
pas la masse musculaire. En revanche, la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline
normales des males skwHacd1-KO et le manque de protection vis-a-vis de I'obésité étaient
inattendus. Il est donc probable que le tamoxiféne, identifié pour son action bénéfique sur
des modeles murins de dystrophie musculaire de Duchenne et de myopathie centronucléaire
MTM, cible également les mitochondries et corrige les défauts de couplage mitochondrial
résultant de la perte de fonction Hacdl. En effet, le tamoxiféne agit comme un agoniste des
cestrogénes dans le muscle et pourrait ainsi expliquer I'absence de phénotype chez les
Hacd1X9k°: Cre+ car, de base, seuls les males Hacd1l-KO présentent un phénotype
métabolique (Dorchies et al., 2013a ; Gayi et al., 2018d ; Maani et al., 2018 ; Prola et al.,
2019).

Pour finir, il serait intéressant de reproduire cette étude inductible non pas par le tamoxiféne
mais par la doxycycline cette fois qui, sans composante hormonale, n'est pas censée
interférer avec le fonctionnement musculaire (Rao et Monks, 2009). Cet antibiotique d’action
trés courte active un transactivateur qui se fixe sur le promoteur de HSA-CRE provoquant
I'expression de la CRE dans le muscle et donc la recombinaison.

Au vu de ces conclusions, notamment de la disparition du phénotype myopathe lors de
l'utilisation du tamoxifene chez les méles, suggérant que cette molécule pourrait avoir sauvée
le phénotype, et de ceux des femelles qui ne présentent pas les mémes résultats que les
males, il semblerait que les aestrogénes puissent posséder un effet protecteur sur la
myopathie. Il apparait donc pertinent de poursuivre les investigations concernant le potentiel
thérapeutique du tamoxiféne chez les souris Hacd1-KO.

2.Etude actuelle

2.1. Introduction

I a été prouvé qu'l existe un dimorphisme sexuel des mitochondries des muscles
squelettiques. Les mitochondries des muscles squelettiques des souris femelles ont une plus
forte prévalence dans les fibres de types | et IIA (bien que cela dépende des muscles et des
espéces). Par ailleurs, leur métabolisme énergétique est plus basé sur l'oxydation des
graisses. Et, enfin, les souris femelles ont une masse mitochondriale plus importante. Au
bilan, celles-ci ont des capacités d’endurance plus élevées et une plus grande résistance a
la fatigue.

A linverse, les mitochondries des muscles squelettiques des souris males ont une plus forte
prévalence dans les fibres rapides de types IIB et 11X et un métabolisme énergétique plus
basé sur l'utilisation du glycogene. Cela leur confére plutbt une puissance maximale plus
élevée.

Ce dimorphisme sexuel est, comme nous pouvons nous y attendre, en majorité lié aux
aestrogenes qui, comme nous I'avons vu, ont plusieurs effets au niveau de la mitochondrie :
modulation de la production d’ATP, de la génération d’espéeces réactives de I'oxygene, des
défenses antioxydantes, du potentiel de membrane mitochondrial, de 'homéostasie du
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calcium, de la biogenese mitochondriale, du contréle de la qualité des mitochondries ou
encore de la mitophagie.
Dans le muscle squelettique, il y a deux formes principales d'ER : a et B.

On sait maintenant que le tamoxiféne a des activités anti-cestrogéniques exploitées pour le
traitement des cancers du sein depuis maintenant plus de 20 ans.

Cependant, il a également des activités pro-cestrogéniques sur les o0s, le cerveau et I'utérus.
Il est d'ailleurs utilisé comme traitement de I'ostéoporose.

Mais ces activités pro-cestrogéniques intéressent également les muscles. Le tamoxiféne
prévient le stress oxydatif en piégeant les radicaux peroxyles, stabilise les membranes
biologiques des dommages induits par la contraction, module I'hnoméostasie du calcium,
prévient I'apoptose médiée par les mitochondries et inhibe la fibrose. Tous ces mécanismes
sont impliqués dans la dystrophie musculaire de Duchenne. Ainsi, le tamoxiféne restaure la
force du corps entier et diminue la fibrose du cceur chez les souris mdx (cf 4.2.5.1. Premiére
partie). Il accroit également I'espérance de vie et la force chez les souris Mtm1-KO, atteinte
de la myopathie myotubulaire liée a I'X (cf 4.2.5.2. Premiére partie).

Le tamoxifene a donc déja été testé sur deux myopathies completement différentes, et ce
avec succes. Or la myopathie Hacd1-KO présente des points communs avec la myopathie
myotubulaire liée a I'X, a la fois histologiques (myopathies centro-nucléaires) et mécanique
(dynamiques des lipides et des membranes).

De plus, les femelles Hacd1-KO présentent une myopathie moins sévere sans doute grace
au réle protecteur des cestrogénes précédemment décrit. Or, dans le muscle, le tamoxiféene
est agoniste des ER donc a une fonction estrogen-like.

Pour finir, les tests sur les souris Hacd1?*° : Cre+ avec une induction au tamoxiféne dans
le muscle apres la fin du développement ne montraient pas de différences entre les souris
WT et les souris Hacd1“?"®“°; Cre+, ce qui laissait suspecter que le tamoxiféne protége
contre la myopathie ou bien que le taux de recombinaison est trop faible (il était alors de 90
%, ce qui peut étre trop faible dans certaines études).

Ces trois arguments nous ont poussé a réaliser I'étude actuelle afin de préciser les effets du
tamoxifene chez les souris Hacd1-KO.

2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Souris

Les expériences sur les souris ont été approuvées par le Comité d'éthique de
’Anses/EnvA/Upec : agréments ComEth 17-030 et 20-061 #26147.

Tous les soins et les manipulations ont été effectués conformément a la Iégislation nationale
et européenne sur I'expérimentation animale. Les études ont été réalisées sur des souris
males et femelles qui ont été logées dans des cages jetables contenant un enrichissement
environnemental (coton et cabane), dans des piéces maintenues a 22 + 2 °C avec un taux
de renouvellement de I'air de 12 vol/h et éclairées de 6h a 18h. La nourriture et I'eau étaient
données ad libitum, sauf indication contraire. Les souris Hacd1-knockout (Hacd1-KO) ont été
générées par croisement entre souris hétérozygotes. Les individus WT et Hacdl-KO
provenaient donc des mémes portées. L'alimentation était soit un régime normal (ND, 3188
kcal/lkg provenant des glucides (64 %), des protéines (24 %) et des graisses (12 %) ; régime
d'entretien pour les souris #C1324, Altronim), soit un régime riche en graisses (HFD, 5241
kcal/kg provenant des graisses (60 %), des glucides (23 %) et des protéines (17 %) ; Diet-
Induced Obesity-Diet #C1090, Altronim). Les souris ont été pesées chaque semaine.

Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale. Ont alors été prélevés : le sérum,
le cceur, le foie, les reins, le tissu adipeux blanc (WAT) péri-gonadique, un testicule ou
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l'utérus suivant le sexe de l'animal, la partie superficielle glycolytique des muscles
gastrocnémiens, les muscles soléaires, oxydatifs, les muscles EDL (extensor digitorum
longis), glycolytiques, et les muscles TA, mixte, les biceps et un bout de queue.

Le sérum a été utilisé pour quantifier le tamoxiféne. Pour ce faire, aprés dislocation et
dissection, 1 uL/g d’animal d’héparine était injecté dans le cceur, puis le ventricule droit était
sectionné afin de récupérer le sang qui était ensuite centrifugé a 1000 g pendant 10 min a
4°C afin de récupérer le sérum surnageant.

Il a été décidé de peser les reins en raison d’épisodes d’hydronéphrose.

Le ceeur, le foie et la graisse blanche sont trois organes qui utilisent beaucoup d’énergie, ils
seront utilisés pour des analyses biochimiques.

Les testicules/utérus ont été pesés en raison de l'effet déja décrit du tamoxiféne sur les
organes sexuels.

Les tubes contenant des morceaux de coeur, de foie et de WAT, un soléaire, le
gastrocnémien associé (uniquement le gastrocnémien superficiel isolé du gastrocnémien
entier), un TA et les biceps coupés en morceaux ont été pesés puis congelés
instantanément dans l'azote liquide en vue de futures analyses : extraction de protéines
(pour réaliser des Western blot), d'ARN (pour des quantifications par RT-gPCR) ou d'ADN
afin de vérifier I'expressions de certains genes (comme les ER ou Dnm2).

Le bout de queue prélevé a permis de re-génotyper les animaux.

Lors d’anomalies observées a la dissection, certains organes (ex: hydronéphrose, vessie
d’aspect anormal...) ont pu étre conservés afin de les faire analyser au service d’histologie
de I'EnvA.

Les différents muscles ont été utilisés pour fournir un panel représentatif de muscles ayant
une composition en myofibres différente.

- Ainsi, le deuxieme soléaire n'a pas été séparé de son gastrocnémien et ils ont été
congelés instantanément en isopentane refroidi dans I'azote liquide pendant 30 sec —
1 min pour la cryosection des muscles aprés stockage a -80°C. Les observations
histologiques qui seront plus tard réalisées (a partir d’'une coloration classique a
’hémalun-éosine) permettront d’évaluer si le muscle est ou non abimé par le
tamoxifene, si de la fibrose ou de la nécrose sont présentes mais aussi si les noyaux
sont centralisés. Ensuite des marquages permettront d'observer les capacités
glycolytiques du gastrocnémien (activitt GDPH) et oxydatives du soléaire (activités
SDH ou COX) ;

- Le deuxiéme TA a été transféré dans une solution de tampon phosphate salin + acide
éthyléenediaminetétraacétique (PBS + EDTA) afin d'isoler les mitochondries, en
suivant dans la méme journée (cf 2.2.3.1. Deuxiéme partie) ;

- Les fibres des EDL ont été immédiatement disséquées sur glace afin de les isoler et
de les perméabiliser par la saponine pendant 30 min en agitation forte a 4°C avant de
les rincer pendant 10 min en agitation forte a 4°C a nouveau, dans le but d’effectuer
'analyse de la respiration cellulaire, en suivant dans la méme journée (conservation
sur glace) (cf 2.2.3.2. Deuxiéme partie) ;

- Les biceps ont été conservés pour quantifier le tamoxiféne, en paralléle du sérum.
Les muscles des deux postérieurs ont été pesés et moyennés pour obtenir une masse
musculaire moyenne présentée sur chaque graphique. Dans I'étude HFD, le WAT faisait
référence a I'ensemble du WAT gonadique. La longueur du tibia a été mesurée afin de
normaliser les pesées. Le bout de queue a été conservé au congélateur en vue d’'un
nouveau génotypage par PCR. La longueur du corps entier a également été mesurée. Enfin,
les corps ont été conservés a -50°C afin de réaliser des radiographies corps entier du
squelette, suite a I'observation fréquente de cyphose.

2.2.2. Evaluation fonctionnelle

Le traitement & base de tamoxifene a été démarré a un mois d’age et les expériences a
partir de 2,5 mois. Les femelles commencaient par les tests de vitesse maximale aérobie
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(VMA) et endurance sur tapis roulant, puis enchainaient avec les tests métaboliques de
sensibilité a l'insuline et de tolérance au glucose et finissaient par le test de force sur la grille.
Les méles, quant a eux, commencaient par les tests métaboliques, puis enchainaient avec le
tapis roulant et finissaient par la grille. Du début du traitement & I'euthanasie, toutes les
souris étaient pesées une fois par semaine. Les analyses post mortem étaient multiples et
regroupaient la respiration cellulaire, la caractérisation histologique, la quantification du
tamoxiféne, I'analyse lipidomique et la microscopie électronique. Tout cela est résumé par la
Figure 24.

Tests

FEMELLES VMA/endurance métaboliques Test de force
(tapis de course) (|r|15uI|ne, (grille) | Respiration
glucose) cellulaire
2,5 mois : début | | Caractérisation
Sevrage des expériences £ histologique
L
. . . E | | | Quantification du
E tamoxifen
7
&

1 mois : début
du tamoxifen

Analyse lipidomique

Tests | |  Microscopie
métaboliques VMA/endurance Test de force électronique

MALES

(insuline, (tapis de course) (grille)
glucose)

Pesée des animaux 1 fois par semaine du début du tamoxifen a I'euthanasie

Figure 24 : Déroulé des expériences chez les souris Hacd1-KO recevant du tamoxiféne.
VMA = vitesse maximale aérobie

2.2.2.1. Tests sur le tapis roulant

La capacité de course a été évaluée sur un tapis roulant (Panlab, modéle LE8710MTS) a
une pente de + 4 %. Toutes les souris ont été initialement acclimatées au tapis roulant
pendant cing jours (10 min/jour, 12 m/min ; Annexe 1). La vitesse maximale aérobie a été
déterminée en soumettant les souris a un exercice d'intensité progressivement croissante.
La vitesse a été progressivement augmentée selon le programme de vitesse maximale
aérobie (Annexe 2) et la vitesse du dernier pas de course terminé avant I'épuisement a été
considérée comme la valeur de vitesse maximale aérobie individuelle. La capacité
d'endurance a été déterminée en soumettant les souris a un exercice d'intensité sub-
maximale (60 % de la vitesse maximale aérobie) jusqu'a épuisement.

2.2.2.2. Tests de tolérance au glucose

Le test de tolérance au glucose a été réalisé sur des souris a jeun pendant 16 heures avant
une injection intrapéritonéale de glucose a 40 % dans de I'eau bidistillée a une dose de 3 g
de glucose par kg de masse corporelle pour les souris nourries au ND.

Une goutte de sang a été prélevée dans la veine de la queue juste avant l'injection (TO) puis

apres 30, 60, 90 et 120 min afin de mesurer la concentration de glucose dans le sang
(Glycemia ; glucometre Contour XT ; Bayer).
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2.2.2.3. Test de force

Une grille verticale a été utilisée pour ce test. La souris était placée au centre de la grille, qui
était doucement placée a I'horizontale. Le chronometre était déclenché quand la grille était a
mi-course et arrété lorsque la souris tombait. Le temps était noté, la souris remise, puis le
test continuait. De cette facon, la souris soufflait pendant moins de 10 secondes entre deux
chutes ou passage sous la grille. La mesure se terminait quand elle tombait deux fois de
suite avec moins de 10 secondes entre les chutes. Le résultat retenu était le temps final
affiché par le chronométre soit 6 min 47 si la souris chutait a 5 min 36 puis a 6 min 42 puis a
nouveau a 6 min 47.

Assez rapidement, nous distinguions bien les souris qui sautaient de la grille (en faisant un
salto ou en se suspendant par les pattes arrieres, en explorant puis en choisissant de lacher)
de celles qui tombaient de fatigue : elles lachaient les pattes arriéres, puis glissaient
lentement de la grille malgré toute leur bonne volonté pour s'accrocher (Figure 25).
L'expérience pour les premiéres, méme si elles enchainaient deux chutes en moins de 10
secondes, était poursuivie en maintenant la grille un peu plus haut quelques instants pour les
dissuader de se laisser tomber.

Par ailleurs, un substrat suffisamment épais était placé dans le fond de la cage sur laquelle
reposait la grille, afin d’amortir leurs chutes.

L'appréciation du test de force étant assez subjectif, cette expérience était réalisée par le
méme expérimentateur dans la mesure du possible.

Des grilles étaient placées dans chacune des cages, en guise d’habituation a cette
expérience.

Figure 25 : Illustration du test de force (Dorchies et al., 2013b).
On voit bien que la souris en bas a droite, ne se maintenant que par les membres antérieurs, est sur le point de
lacher de fatigue. Dans notre expérience, le fil a été remplacé par une grille.
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2.2.3. Tests sur les mitochondries

2.2.3.1. Isolement des mitochondries du muscle tibialis anterior

Les muscles TA ont été rapidement prélevés apres l'euthanasie des souris dans du PBS
glacé (Thermo Fisher Scientific) complété par 10 mM d'EDTA ; les échantillons de muscle
ont ensuite été hachés avec des ciseaux, rincés et incubés dans 5 mL de PBS glacé
complété par 10 mM d'EDTA et 0,05 % de trypsine pendant 30 min sur glace (4°C), suivi
d'une centrifugation a 200 g pendant 5 min. Les culots ont été mis en suspension dans le
tampon d'isolement 1 (67 mM de saccharose, 50 mM de KCI, 10 mM d'EDTA, 0,2 % de BSA
et 50 mM de Tris-HCI, pH 7,4) et homogénéisés avec un homogénéisateur Dounce (Sigma).
Les mitochondries ont été purifiées par une centrifugation différentielle a 700 g pendant 10
min et les surnageants contenant des mitochondries ont ensuite été centrifugés a 8 000 g
pendant 10 min. Le culot mitochondrial brut a été remis en suspension dans un volume
approprié de tampon d'isolement 2 (250 mM de saccharose, 3 mM d'EGTA et 10 mM de
Tris-HCI, pH 7,4). La concentration en protéines a été évaluée a l'aide du test de l'acide
bicinchoninique (Pierce). Chaque étape de centrifugation a été réalisée a 4°C.

Ces mitochondries isolées seront utilisées ultérieurement pour des analyses lipidomiques.

2.2.3.2. Mesure de la respiration sur fibres isolées

La respiration mitochondriale a été étudiée in vitro dans des fibres musculaires
perméabilisées par la saponine. En bref, les fibres du muscle EDL ont été séparées sous
une loupe binoculaire dans une solution S (2,77 mM CaK, EGTA, 7,23 mM K2 EGTA, 20 mM
taurine, 0,5 mM DTT, 20 mM imidazole, 50 mM potassium-méthane sulfonate, 5,7 mM Na2
ATP, 15 mM créatine-phosphate (solution finale : pH 7.1, force ionique 160 mM, 100 nM
Ca’* libre, 1 mM Mg?* libre)) sur de la glace et ensuite perméabilisées dans une solution S
contenant 50 pg/ml de saponine pendant 30 min a 4°C. Aprés avoir été placés 10 min dans
la solution R (2,77 mM CaK, EGTA, 7,23 mM K2 EGTA, 20 mM taurine, 0,5 mM DTT, 20 mM
imidazole, 3 mM phosphate, 90 mM potassium-méthane sulfonate, 10 mM sodium-méthane
sulfonate et 2 mg/mL d'albumine de sérum bovin sans acide gras, (solution finale : pH 7. 1,
160 mM de force ionique, 100 nM de Ca* libre, 1 mM de Mg?* libre)) pour éliminer par
lavage les nucléotides d'adénine et le phosphate de créatine, les fibres séparées et
perméabilisées ont été transférées dans une cellule d'oxygraphie de 2 mL (Oroboros)
équipée d'une électrode de Clark, sous agitation continue. Aprés les expériences, les fibres
ont été récoltées et séchées et les taux de respiration exprimés en umoles de O, par min et
par mg de masse séche.

Pour ce faire, nous avons pu utiliser 'Oroboros, une machine & Chatenay, grace a I'aimable
collaboration de Mathias Mericskay et Jérébme Piguereau.

La Figure 26 présente un exemple des graphes ainsi obtenus.
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Figure 26 : Exemple de graphe issu de I'Oroboros pour quantifier la respiration mitochondriale.

La courbe bleue correspond a la concentration en O2 et la courbe rouge, celle qui nous intéresse
particulierement, est la dérivée de la premiére. A la 23° minute, du malate et du pyruvate sont ajoutés : en
I'absence d’ADP dans le milieu, il s’agit de la respiration non phosphorylante. A la 28° minute, cette fois de 'ADP
est ajoutée au milieu : il s’agit de la respiration phosphorylante réalisée par la NADH déshydrogénase (complexe |
dans le 2.3.1. Premiére partie). A la 33° minute, du succinate est ajouté au milieu : cela permet d’étudier le
fonctionnement conjoint des complexes | et II. A la 39° minute, de 'amytal est ajouté au milieu : celui-ci inhibe le
complexe | et permet donc d’étudier uniqguement le fonctionnement du complexe Il. Enfin, & la 43° minute, du
TMPD est ajouté au milieu : celui-ci permet d'étudier directement le complexe V.

2.2.4. Quantification et analyses statistiques

Toutes les données sont présentées sous forme de moyenne des valeurs mesurées sur des
échantillons distincts + s.d. Les données ont été analysées a l'aide de Graphpad. Les
données brutes de chaque expérience individuelle ont été évaluées a l'aide d'un test t
bilatéral non apparié avec un niveau de confiance de 95 %. Pour les ensembles de données
gui n‘ont pas passeé le test de normalité omnibus de D'Agostino et Pearson (alpha = 0,05),
les différences ont été évaluées a l'aide d'un test de Mann-Whitney non paramétrique non
apparié a deux points avec un niveau de confiance de 95 %. Les tests par paires multiples
ont été corrigés par la méthode de Holm-Bonferroni. L'égalité de la variance a été analysée
par le test F et les comparaisons entre les groupes ont été effectuées a I'aide de l'analyse de
la variance avec les génotypes des souris (souris WT ou Hacd1-KO), la nourriture, les tests
réalisés et leurs interactions comme facteurs suivis du test post hoc de Tukey. Les
différences entre les groupes ont été considérées comme significatives si la P value était
inférieure a 0,05.

2.3. Implication personnelle

Au cours de cette partie expérimentale, j'ai pris part & plusieurs des expeériences citées plus
haut. J'ai tout d’abord participé aux pesées hebdomadaires des animaux mais également a
I'habituation pour les tests de VMA et d’endurance, aux tests métaboliques (de sensibilité a
linsuline et de tolérance au glucose), au test de force et enfin aux dissections et a
l'isolement des mitochondries.
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2.4. Résultats

2.4.1. Suivi du poids

Chez les méles comme chez les femelles, nous avons constaté une augmentation du poids
des souris WT plus marquée que celle des souris Hacd1-KO (Figure 27A a D). Par ailleurs,
cette prise de poids était moindre pour les animaux traités au tamoxifene. De méme, la
consommation de nourriture a été évaluée en pesant l'aliment toutes les semaines et
s’avérait légérement diminuée chez les souris traitées avec du tamoxiféne par rapport aux
souris controles (Figure 27E).
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Figure 27 : Suivi du poids et de la prise alimentaire chez les wild-type et Hacd1-KO traités ou non avec du
tamoxiféne.
Evolution du poids des males (A) et des femelles (C) WT et Hacd1-KO traités ou non avec du tamoxiféne. Poids
a la 40° semaine des males (B) et des femelles (D). Evolution de la consommation de nourriture contrdle (normal
diet) ou avec tamoxiféne chez les méles et les femelles (E).

-76 -



2.4.2. Observation des animaux

Au cours des manipulations avant euthanasie, des malformations du rachis ont été
observées chez de nombreux individus traités par le tamoxifene, WT et Hacd1-KO, comme
celui présenté sur la Figure 28. Celles-ci étaient associées a des démarches anormales. Au
début, nous avions méme pensé a des fractures du bassin chez certaines souris qui
présentaient un bassin anormal mais celles-ci se mouvaient quand méme avec énergie. I
s'est avéré qu'elles souffraient plutét de cyphose et scoliose que nous avons ensuite pu
caractériser en post-mortem (cf 2.4.5.3. Deuxiéme partie).

B Percentage cyphosis
100

A

=3 Mo cyphosis
= Moderated cyphosis
B3 Severe cyphosis

Percentage
w
o

n>15 for each group

Figure 28 : Cyphose dés 4 mois chez les wild-type et Hacd1-KO traités ou non avec du tamoxiféne.
Photographie d'une souris atteinte (A) et pourcentage de cyphose dans les différents groupes (B).

2.4.3. Tests fonctionnels

Concernant les tests fonctionnels, une différence significative a été observée pour la VMA
des males : les méales WT avec tamoxifene avaient une VMA significativement réduite par
rapport aux individus non traités (Figure 29A). En revanche, aucune différence significative
interprétable n'a été observée pour I'endurance des males (Figure 29B). Pour les femelles,
nous avons observé uniquement une diminution de la VMA et de I'endurance entre les WT
en ND et les WT traités au tamoxifene (Figure 29C et D).

Concernant le test de force, les résultats étaient trés dispersés pour les méles et aucune
tendance significative ne s’est dessinée (Figure 29E). Pour les femelles, en revanche, nous
avons trouvé une diminution significative du temps tenu par les souris femelles Hacd1-KO
ND par rapport aux souris femelles WT ND (Figure 29F).
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Figure 29 : Tests fonctionnels chez les wild-type et Hacd1-KO traités ou non avec du tamoxiféne.
Vitesse maximal aérobie (A) et endurance (B) des males et vitesse maximale aérobie (C) et endurance (D) des
femelles, tests de force chez les méles (E) et les femelles (F).

-78 -



2.4.4. Test de tolérance au glucose

Pour les méles, la glycémie était plus basse chez les souris Hacd1-KO que chez les souris
WT tout au long du test de tolérance au glucose avec ou sans tamoxifene (Figure 30A et B).

Pour les femelles en revanche, les résultats n’étaient pas significativement différents (Figure
30C et D).
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Figure 30 : Test de tolérance au glucose chez les wild-type et Hacd1-KO traités ou non avec du
tamoxiféne.
Courbe de glycémie (A) et aire sous la courbe (B) pour les males et courbe de glycémie (C) et aire sous la
courbe (D) pour les femelles.

2.4.5. Analyses post-mortem
2.45.1. Pesée et mesures

2.45.1.1. Chez les males

En ND, les individus Hacd1-KO avaient une masse diminuée significativement par rapport
aux WT (Figure 31A) ainsi que le poids de leur gastrocnémien (Figure 31E).

Les individus WT traités par le tamoxifene avaient une longueur de leur tibia augmentée
significativement (Figure 31B) en parallele d’'une diminution significative de leur poids
(Figure 31A), des poids de leur gastrocnémien (Figure 31E), de leur foie (Figure 31G) et de
leur cceur (Figure 31H). Quant aux individus Hacd1-KO, ils avaient une longueur de leur
tibia augmentée significativement (Figure 31B) en paralléle d’'une diminution significative de
leur poids (Figure 31A), des poids de leur testicule (Figure 31C), de leur gastrocnémien
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(Figure 31E), de leurs TA (Figure 31D), de leur foie (Figure 31G), de leur cceur (Figure
31H), de leur WAT (Figure 31l) et de leur rein (Figure 31J).

Aucune différence significative n’a été observée concernant le poids des soléaires des males

(Figure 31F).
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Figure 31 : Parameétres généraux chez les males wild-type et Hacd1-KO traités ou non avec du
tamoxifene, issus des pesées et mesures effectuées post-mortem.
Poids du corps (A), longueur du tibia (B), poids d'un testicule (C), des muscles tibialis anterior (D), gastrocnémien

2451.2.

Chez les femelles

(E) et soléaire (F), du foie (G), du coeur (H), du tissu adipeux blanc (WAT) (1) et du rein (J).

En ND, les individus Hacd1-KO avaient un poids diminué significativement par rapport aux
WT (Figure 32A) ainsi que les poids de leur gastrocnémien (Figure 32E), de leurs TA
(Figure 32D) et de leur foie (Figure 32G).
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Les individus WT traités par le tamoxifene avaient une longueur de leur tibia augmentées
significativement (Figure 32B) en paralléle d’'une diminution significative des poids de leur
utérus (Figure 32C), de leur gastrocnémien (Figure 32E), de leur soléaire (Figure 32F), de
leur WAT (Figure 32I) et de leur rein (Figure 32J). Quant aux individus Hacd1-KO, ils
avaient une longueur de leur tibia augmentées significativement (Figure 39B) en paralléle
d’'une diminution significative des poids de leur gastrocnémien (Figure 39E) et de leur foie
(Figure 32G).

Les femelles Hacd1-KO traitées avec du tamoxifene avaient un ccaeur moins lourd que les
femelles WT en ND (Figure 32H).
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Figure 32 : Paramétres généraux chez les femelles wild-type et Hacd1-KO traités ou non avec du
tamoxiféne, issus des pesées et mesures effectuées post-mortem.
Poids (A), longueur du tibia (B), poids de l'utérus (C), des muscles tibialis anterior (D), gastrocnémien (E) et
soléaire (F), du foie (G), du cceur (H), du tissu adipeux blanc (WAT) (1) et du rein (J) chez les femelles.
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2.4.5.2. Respiration cellulaire

Les plateaux de la courbe de respiration mitochondriale des souris Hacdl-KO traitées
n'apparaissaient pas aussi clairement que pour les souris Hacd1l-KO sans tamoxifene
(Figure 33A et B).
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Figure 33 : Courbes de respiration mitochondriale chez les souris Hacd1-KO traitées (B) ou non (A) avec
du tamoxiféne fournies par I'Oroboros.

Les graphes des respirations non phosphorylante et phosphorylante et du couplage des
souris males sont présentés aux Figure 34A, Figure 34B et Figure 34C respectivement.
Nous notons une respiration phosphorylante et un couplage diminués pour les trois groupes
(individus Hacd1-KO en ND, individus WT traités avec du tamoxiféne et individus Hacd1-KO
traités avec du tamoxiféne) par rapport aux individus WT en ND. Cependant, les effectifs
analysés sont encore trop faibles.
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Figure 34 : Respiration mitochondriale chez les souris méales Hacd1-KO nourries avec du normal diet ou
du tamoxiféne.
Respiration non phosphorylante (A), phosphorylante (B) et couplage (ratio (A)/(B)) (C).
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Les graphes des respirations non phosphorylante et phosphorylante et du couplage des
souris femelles sont présentés aux Figure 35A, Figure 35B et Figure 35C respectivement.
Nous ne notons pas de différence significative mais le nombre d’individus étudié est encore
trop faible.
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Figure 35 : Respiration mitochondriale chez les souris femelles Hacd1-KO nourries avec du normal diet
ou du tamoxiféene.
Respiration non phosphorylante (A), phosphorylante (B) et couplage (ratio (A)/(B)) (C).

2.453. Caractérisation de la cyphose

La radiographie du corps entier apres euthanasie a permis de mieux caractériser cette
cyphose et de voir plus précisément les anomalies au niveau de la colonne vertébrale,
thoracique pour la plupart (Figure 36A et B).
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Figure 36 : Radiographies de profil de 2 souris.
La souris en A n’a pas été traitée avec du tamoxiféne et la souris en B a été traitée avec du tamoxifene. Noter la
forte cyphose chez la souris en B.

La radiographie nous a permis de vérifier a I'aveugle la différence en termes de longueur du
tibia (avec une variabilité un peu plus importante) que celle mesurée a la dissection (Figure
31B et Figure 32B).

A cette occasion, nous avons constaté que la colonne vertébrale était plus longue chez les
animaux traités que chez ceux non traités (Figure 37A et B) alors que ces mémes souris se
trouvaient étre plus courtes de la téte a la queue, en raison d’'une importante cyphose.
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Figure 37 : Longueur de la colonne vertébrale chez les males (A) et les femelles (B) ayant recu la
nourriture contréle (normal diet) ou avec tamoxiféne.

I a donc été décidé de calculer un indice de cyphose et de sinuosité a partir des
radiographies (Figure 38A). Aucune différence entre les individus traités et non n’a été mise
en évidence pour lindice de cyphose malgré des moyennes différentes (marque de
puissance) (Figure 38B et D), en revanche l'indice de sinuosité était plus élevé chez les
males ayant recu du tamoxiféne (Figure 38C) mais pas chez les femelles (Figure 38E).
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. Figure 38 : Indices de cyphose et de sinuosité.
A partir des radiographies (A), I'indice de cyphose (B pour les males et D pour les femelles) a été mesuré grace
au rapport B/A et I'indice de sinuosité (C pour les males et E pour les femelles) grace au rapport C/A.

De plus, la Figure 39 met en évidence des sinuosités latérales de la colonne vertébrale,

c’est-a-dire une scoliose, en plus des déviations ventro-dorsales chez les souris traitées au
tamoxifene.
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Figure 39 : Radiographies de face de 2 souris.
La souris 49 est une WT nourrie au ND (contr6le) et la souris 50 est une WT ayant recu du tamoxiféne. Noter la
déformation latérale de la colonne vertébrale (scoliose) chez la souris 50.

2.5. Discussion

2.5.1. Discussion technique

Nous n’'avons pas observé de différence entre les individus WT et Hacd1-KO aux différents
tests fonctionnels (VMA, endurance, test de force des méales) hormis au test de force des
femelles. Ces tests n'ont donc pas pu nous étres utiles pour mettre en évidence un potentiel
effet du tamoxifene. Nous pouvons penser que les tests alors réalisés ne sont pas assez
précis pour observer une différence entre WT et KO.

Les résultats au test de force sont tres dispersés. Nous pouvons imaginer que cette
dispersion est proportionnelle a la fréquence d'utilisation de la grille, présente dés le début
dans la cage des souris (en guise d’habituation).
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Une chose étonnante, c'est la différence significative entre WT et Hacdl-KO chez les
femelles pour cette expérience car cela n'avait pas été décrit précédemment. Cependant, le
n est faible. Pour l'instant, nous ne savons toujours pas a quoi attribuer cette différence
significative.

C’est pourquoi, la grille ne sera plus une expérience réalisée dans le cadre de ce sujet
d’étude car les résultats obtenus manquent de solidité, majoritairement en raison des
difficultés techniques a étre reproductible.

De maniére générale, il a été trés compliqué de retrouver les données solides qui avaient été
obtenues lors des précédentes études (VMA et endurance), cela peut étre lié au
changement d’expérimentateurs voire d’animalerie ou peut-étre & une dérive génétique de la
souche.

Le test de sensibilité a I'insuline, bien moins sensible que le test de tolérance au glucose, n'a
pas été informatif et, par souci de place, il n'a pas été rapporté dans la partie Résultats.

Ensuite, aprés I'observation de plusieurs hydronéphroses et autres lésions, notamment de
'appareil urinaire (vessie impactée par une quantité impressionnante de cristaux de
struvites), envoyées a I'histologie, I'hypothése d’'une anomalie dans I'eau de boisson a été
émise. En effet, les portoirs de I'animalerie sont équipés d’'une eau qui s'avere acidifiée.
Celle-ci pourrait donc étre a I'origine d'une interférence. Cependant, les quelques analyses
biochimiques réalisées sur les sérums des individus avec ces lésions urinaires, ne révélent
pas d’anomalie franche.

Enfin, l'utilisation de I'Oroboros, présent sur un autre site et utilisé par plusieurs équipes a
conduit a un décalage dans nos analyses et a peut-étre constitué un facteur péjoratif dans
I'obtention de certains résultats.

2.5.2. Discussion scientifique

Chez les males en ND, nous nous attendions a retrouver le phénotype observé a de
nombreuses reprises, soit une diminution des masses corporelle et musculaire, résultant
d’un probléme de fusion, une augmentation de la tolérance au glucose, résultant d’un défaut
respiratoire au niveau mitochondrial, et une diminution de la VMA et de I'endurance. En effet,
chez les individus Hacd1-KO, les mitochondries fonctionnaient moins bien et consommaient
davantage de substrats pour produire proportionnellement moins d’ATP. Ainsi, la
concentration en glucose dans le sang diminuait-elle plus vite, ce qui expliquait la meilleure
tolérance au glucose (Prola et al., 2021).

Chez les males traités avec du tamoxiféne, et si I'intérét du tamoxiféne était validé
(hypothese 1), nous nous attendions a une correction des différences entre WT et Hacdl-
KO, aux niveaux respiratoire et métabolique, mais pas au niveau du poids des muscles.

Chez les femelles en ND, nous ne nous attendions pas a observer des différences entre WT
et Hacd1-KO aux niveaux respiratoire et métabolique puisqu’il n'y avait pas de différence au
test de tolérance au glucose ni de protection contre I'obésité induite par le HFD chez les
femelles mais nous nous attendions a une diminution des masses corporelle et musculaire
puisque le probléme de fusion avait déja été validé (hypothese 2).

Chez les femelles traitées avec du tamoxiféne, et si les hypothéses 1 et 2 étaient validées,

nous ne nous attendions pas a observer d’effet du tamoxiféne (I'intérét de ce bras d’analyse
étant de vérifier I'absence de toxicité du tamoxiféne).
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2.5.2.1. Chezles males

En ND, nous retrouvons bien la différence entre WT et Hacd1-KO de masses corporelle et
musculaire (liée au probleme de fusion) et de tolérance au glucose (liée au défaut
respiratoire). Dans la littérature, le poids diminué était déja décrit (cf 4.2.5.2. Premiere
partie) avec surtout une masse musculaire inférieure.

Ensuite, en présence de tamoxiféne, la tolérance au glucose restait accrue chez les souris
Hacd1-KO par rapport aux souris WT, comme en absence de tamoxiféne. Cela reflete donc
une absence d’efficacité du tamoxiféne a corriger le défaut mitochondrial.

Concernant les résultats préliminaires de la respiration mitochondriale, les souris males
Hacd1-KO présentaient un défaut de couplage en ND. Par ailleurs, le tamoxiféne ne sauvait
pas le phénotype Hacdl-KO et il semblait méme délétere pour celui-ci méme si un nombre
plus important d’individus serait nécessaire pour gagner en significativité.

Ainsi, au vue des résultats du test de tolérance au glucose et de la respiration
mitochondriale, il semblerait que le tamoxiféene ne soit pas efficace pour sauver le phénotype
Hacd1-KO.

Enfin, lors de I'ajout de tamoxiféne, la prise de poids des WT et des Hacd1-KO était moindre.
Nous pouvons nous demander si c’était un effet direct de celui-ci ou s'il était simplement
moins appétent et incitait moins les souris & manger, d'ou l'intérét de mesurer la
consommation de nourriture. Nous avons pu observer une diminution significative de la
consommation de nourriture donc nous pouvons penser qu’il s'agissait d'un effet du
tamoxiféne sur I'appétence.

De méme, chez les souris WT et Hacdl-KO traitées au tamoxiféne, nous observions
également une augmentation de la longueur du tibia, ce paramétre n'a donc pas pu étre
utilisé pour normaliser. Il n'était pas non plus possible de normaliser sur le poids des
animaux car la réduction de la masse musculaire influence directement la masse totale de
animal. Ainsi, les poids des organes précédemment présentés n'ont-ils pas pu étre
normalisés et sont a considérer de maniere brute. Par ailleurs, ces individus présentaient
également une augmentation de la longueur de la colonne vertébrale et de lindice de
sinuosité.

Ainsi, le tamoxiféne ne semble pas uniquement inefficace a corriger le phénoytpe myopathe
mais s'avere également délétére avec les effets secondaires suivants : défaut d’appétence,
croissance excessive des os et déformations squelettiques.

2.5.2.2. Chez les femelles

En ND, nous observons des différences entre WT et Hacd1-KO pour le poids, le test de
force, les poids du gastrocnémien, du TA et du foie, avec une diminution significative de
ceux-ci. Par ailleurs, le poids de l'utérus était treés variable chez les WT, cela pouvait étre lié
au moment du cycle de chaque souris.

Concernant les résultats préliminaires de la respiration mitochondriale, aucune tendance ne
semblait se dessiner pour l'instant sur le phénotype Hacd1-KO en ND ou sur un quelconque
effet du tamoxifene. Il n'y a d'ailleurs pas non plus de différence significative entre WT et
Hacd1-KO en ND. Cependant, le nombre d’'individus étudié était encore trop faible.

Ainsi, au vu de ces résultats, le tamoxiféne ne semble pas délétére sur la respiration.

Enfin, lors de I'ajout de tamoxifene, la prise de poids des WT était moindre. Il s’agit, ici
encore, sans doute de I'effet du tamoxiféne sur I'appétence, comme décrit chez les males.
De méme, chez les souris WT et Hacdl-KO traitées au tamoxifene, nous observions
également une augmentation de la longueur du tibia et de la colonne vertébrale.
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Ainsi, le tamoxifene s’avere également délétere chez la femelle avec les effets secondaires
suivants : défaut d’appétence et croissance excessive des 0s.

Ensuite, le tamoxiféne s’accompagnait d’une diminution du poids de l'utérus et de sa
variabilité, ce qui correspondait certainement a une disparition du cycle reproducteur des
femelles par effet hormonal.

2.5.2.3. Aubilan

Les doses de tamoxifene utilisées pour recombinaison varient dans la littérature : 0,1 mg/g
de poids corporel pendant 120 jours par voie intrapéritonéale puis 0,5 mg/g pendant 30 jours
per os (Smith et al., 2012), 0,2 mg pendant cing jours par voie topique (Paul et al., 2009), 2
mg pendant cing jours par voie intrapéritonéale (Kim et al., 2013), 0,025-0,3 mg/kg pendant
cing jours par voie intrapéritonéale (Ahn et al., 2019) ou encore 100 mg/kg pendant cing
jours par voie intrapéritonéale (Ceasrine et al., 2019).

Pour rappel, dans notre étude, les souris recevaient 120 mg de tamoxiféne par jour a partir
de quatre semaines d'age per os (d'aprés la Figure 27E, les souris mangeaient entre 3 et 4
g par jour d'un aliment contenant 30 mg de tamoxiféne par kg d'aliment, suivant leur
génotype WT ou Hacdl-KO). Cela faisait environ 5 mg/kg de poids vif de souris si I'on
estime le poids moyen d’une souris a 25 g (17-18 g pour les plus maigres contre plus de 30
g pour les plus grosses). Cette quantité correspond a une dose haute d'aprés Gayi et al.,
dans l'intervalle de celle administrée aux femmes pour le traitement du cancer du sein, mais
bien en-dessous de celle utilisée pour la recombinaison (Gayi et al., 2018e).

Et comme évoqué plus haut, le mode d’administration peut avoir influencé les résultats
obtenus sur les tests métaboliques. Dans les études qui se sont intéressées a la tolérance
au glucose, il apparait qu'une forte dose de tamoxiféne (0,2-0,3 mg/jour pendant cing jours)
est associée a une augmentation de la glycémie a jeun mais semble également avoir des
effets modérément bénéfiques sur la tolérance au glucose. Par ailleurs, le tamoxiféne a forte
dose (0,3 mg/g pendant cing jours) ne semble pas avoir d'effet discernable sur la sensibilité
a l'insuline (Ahn et al., 2019). Dans une autre étude, les injections intra-péritonéales a 100
mg/kg pendant cing jours augmentent la tolérance au glucose et n'agissent pas sur la
sensibilité a l'insuline et 'administration per os pendant 10 jours avec deux jours de pause
au milieu n'a pas d’effet sur la tolérance au glucose (Ceasrine et al., 2019).

Cependant, I'une des observations les plus frappantes de cette étude a été l'occurrence
élevée de cyphose chez les animaux traités avec du tamoxifene. Par ailleurs, les
radiographies permettent de mettre en évidence des signes de scoliose en plus des signes
de cyphose et lordose. Il est envisagé de réaliser une reconstruction tomodensitométrique
des bassins des souris en cyphose car un doute est émis sur des signes de diminution de la
densité osseuse et donc peut-étre de phénoménes ostéoporotiques dans cette région. Cela
contredirait la littérature sur le potentiel curatif du tamoxiféne sur I'ostéoporose. Cependant,
certains WT et Hacd1-KO étaient également atteints et un collaborateur, ayant travaillé sur
un sujet d’étude similaire, rapporte également avoir observé des cyphoses. De plus, nous
avons vu que la colonne vertébrale, en plus d'étre plus sinueuse, est plus longue, tout
comme le tibia et d'autres os longs comme le fémur, chez les animaux ayant recu du
tamoxifene que chez les autres. Par ailleurs, les femelles semblent moins atteintes par ces
phénomenes cyphotiques. Cela semble spécifique de la souris mais, de maniere générale,
cela doit nous alerter quant a une possible application en médecine humaine et doit nous
amener a garder en téte que le tamoxiféne a pu provoquer des cyphoses sévéres sur un
groupe de souris alors pourquoi pas sur un groupe de patients humains ? Méme en
expérimentation animale, cela reste un probleme car cela interfére ne serait-ce qu’avec le
bien-étre des animaux mais aussi, évidemment, avec les résultats des tests fonctionnels
(comme la course).
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La littérature n'est pas riche en articles évoquant de potentiels effets secondaires du
tamoxifene sur la colonne vertébrale.

Trois articles présentent des modeéles faisant intervenir des constructions génétiques
impliqguant le tamoxiféne, comme c’est le cas dans notre étude, avec une répercussion
squelettique.

Tout d’abord, I'étude de Smith et al. sur le KO du géne Mcat codant pour une enzyme clé de
la synthése mitochondriale des acides gras a utilisé un modéle murin dans lequel les souris
KO et contrbles recevaient du tamoxiféne par injections intrapéritonéales (5 par jour a raison
de 0,1 mg/g de poids corporel) de quatre a six semaines d’age, puis par voie orale dans
l'aliment (0,5 mg/g) pendant un mois pour limiter le stress des animaux (Smith et al., 2012).

Ensuite, I'étude de Paul et al. sur le KO du gene Supv3L1 chez la souris qui provoque la
déficience d’'une hélicase mitochondriale intervenant dans un complexe de dégradation de
I’ARN mitochondrial a utilisé différentes stratégies de KO conditionnel : un systéme Mx1-Cre
et deux systémes inductibles par le tamoxiféne (Actb-Esrl/Cre et KRT14-Cre/Esrl). Les
souris ont recu deux types de traitements a base de 4-hydroxytamoxiféne : cing injections
sous-cutanées par jour a raison de 0,05 mg/g de poids corporel a I'dge de quatre semaines
ou une application topique de 40 uL (5 mg/mL) tous les jours pendant cing jours sur une
surface rasée de la peau du dos (site difficilement accessible pour le toilettage ou le
grattage) avec isolement des congéneéres pour la durée de I'expérience (Paul et al., 2009).

Finalement, I'étude de Kim et al. sur le KO du géne SHP2 dans les chondrocytes qui
provoque une cyphoscoliose sévere chez la souris a eu recours a I'administration de
tamoxiféene a deux stades de croissance chez I'animal. La molécule a été administrée par
voie intrapéritonéale a la dose de 1 mg par souris deux fois par semaine pendant cing
semaines au cours de la phase de croissance juvénile (a partir de quatre semaines d’age, le
sevrage ayant lieu entre trois et quatre semaines), dans le but de contrbler le type de
cellules, uniqguement celles exprimant le collagéne de type Il, c'est-a-dire les chondrocytes,
et le moment du KO.

Chacun de ces modeéles s’'accompagne d’anomalies de type cyphose et scoliose entre
autres. Cependant, les souris KO comme contréles ayant recu du tamoxiféne et seules les
KO présentant ces anomalies squelettiques, cela nous ameéne a conclure sur un effet de
l'inactivation des différents genes étudiés plutét que sur un effet direct du tamoxiféne comme
cause de ces anomalies.

Concernant les voies d’administration employées dans ces études, I'absence de différence
de phénotype entre les deux voies d'administration dans l'article de Smith et al., nous
conforte avec notre mode d’administration du tamoxiféne, bien plus respectueuse du bien-
étre animal car limitant le stress (Smith et al., 2012). L’article de Paul et al., nous informe par
ailleurs de la possibilité d’administrer le tamoxiféne par voie topique, ce qui serait fort
avantageux si cette molécule s'avérait réellement peu appétente avec comme conséquence
une diminution de la prise alimentaire (Paul et al., 2009).

L'une des forces de notre étude est que c’est une des premiéres a rapporter cet effet toxique
du tamoxiféne sur le squelette, avec une prévalence non négligeable de scolioses,
expliquées a la fois par une croissance excessive des os et des déformations osseuses,
chez le méale notamment.

Dans notre étude, d'autres expérimentations sont encore en cours, telles que la
quantification du tamoxiféne dans le sérum et les triceps au besoin, la caractérisation de la
dysfonction mitochondriale avec des tests enzymatiques (COX, citrate synthase), des
western blot, des assemblages de super-complexes, des RT-gPCR pour quantifier les ARN
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de certains génes (ER, Dnm2), les analyses lipidomiques sur mitochondries isolées mais
aussi la caractérisation histologique dans le muscle avec le niveau d'oxydation (SDH,
Menadione, COX...) et la reconstruction tomodensitométrique du bassin des souris avec
cyphose.
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Conclusion

En résumé, une invalidation partielle d’'Hacdl (souris Hacd1™"~), aprés le développement
musculaire, permet d’éviter I'hypotrophie musculaire, par défaut de fusion des souris Hacdl-
KO, tout en protégeant contre I'obésité, par augmentation du métabolisme basal. Les
différentes expériences préliminaires présentées plus haut ont permis d’investiguer
davantage cet effet.

Ce qui a amené a investiguer plus en profondeur I'effet du tamoxifene dans I'étude actuelle
est le résultat inattendu de la stratégie de KO conditionnel d’Hacdl. En effet, les individus
Hacd19%°: HSA-CreERT2+ ne présentaient pas les modifications métaboliques des
individus Hacd1-KO, malgré un fort taux de recombinaison. Le tamoxiféne est donc apparu
comme potentiellement salvateur du phénotype, sachant qu'il a déja été prouvé que cette
molécule corrige les modifications lors de myopathie de Duchenne chez la souris (Dorchies
et al., 2013b) et de celle liée a la délétion de Mtm1, létale avant 70 jours hors traitement
(Gayi et al., 2018e). Par ailleurs, le fait que les femelles ne présentaient pas le phénotype
métabolique des males Hacdl-KO a davantage incité a investiguer les propriétés
cestrogéniques du tamoxiféne.

+/KO

Au cours de la derniére étude dans laquelle s'inscrit cette thése expérimentale, compte tenu
gue l'on ne retrouve pas parfaitement la dichotomie WT/KO sur certaines expériences
contrairement aux études préliminaires, le tamoxiféne apparait pour l'instant tout de méme
plutdt néfaste pour les souris, notamment en termes de déformation de la colonne
vertébrale. Il s’agit sans doute d'un effet direct du tamoxiféne car, méme s'il s’avere
Iégerement moins appétent et qu'il diminue la prise alimentaire et donc le poids des muscles
et de la graisse des individus, cette différence reste mineure. Ainsi, méme si ces problemes
osseux sont spécifiques de la souris, ceux-ci sont également observés chez les WT, ce qui
doit nous alarmer quant a l'utilisation du tamoxiféne, qui doit étre trés précautionneuse, ne
serait-ce que pour le bien-étre animal mais aussi le risque d'interférence scientifique. Cette
observation doit étre considérée avec prudence avant toute application en médecine
humaine, en patrticulier chez I'enfant pour lequel nous avons encore trop peu de recul. Un
doute est également émis sur son action sur I'appareil reproducteur femelle dont le poids
était significativement diminué en présence de tamoxifene.

Ainsi, le but de cette étude était de préciser les effets du tamoxiféne sur les souris de souche
Black 6 pour la myopathie Hacd1-KO. Cela est encore en cours de réalisation mais, en I'état
actuel des résultats, il ne semble pas s'inscrire en potentiel traitement de cette myopathie,
contrairement a l'effet protecteur qu’il avait démontré sur deux autres myopathies et
notamment la myopathie myotubulaire liée a I'X, avec laquelle la myopathie Hacdl-KO
partage plusieurs points communs.

Il reste encore plusieurs analyses a venir afin de poursuivre la caractérisation des effets du
tamoxifene et savoir s'il est définitivement néfaste sur nos souris: quantification du
tamoxifene, caractérisation de la dysfonction mitochondriale avec des tests enzymatiques,
assemblages de super-complexes, RT-gPCR pour quantifier les ARN de certains génes,
analyses lipidomiques sur mitochondries isolées, caractérisation histologique dans le muscle
avec le niveau d'oxydation ou encore reconstruction tomodensitométrigue du bassin des
souris avec cyphose.

Comme autre perspective de traitement, I'Elamiprétide pourrait étre intéressante. Il s'agit
d'un peptide qui stabilise la cardiolipine mitochondriale en empéchant son oxydation par le
cytochrome c. Pour investiguer cette nouvelle piste thérapeutique, des expériences sont en
cours au laboratoire.
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Annexe 1 — Programme d’habituation
au tapis roulant

Durée du palier (min) | Vitesse (cm/sec) | Temps écoulé (min)
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Annexe 2 — Programme d’évaluation de
la vitesse maximale aérobie sur tapis

roulant
Vitesse (cm/sec) Durée du palier (min) Temps écoulé (min)
0 3 0
11,3 1 1
14,2 1 2
17,0 1 3
19,8 1 4
22,7 2 6
25,3 2 8
28,2 2 10
31,2 1'30 11’30
34,2 1'30 13
37,2 1'30 14°30
40,0 1 15’30
42.8 1 16’30
45,7 1 1730
48,5 1 18'30
51,5 1 19'30
54,5 1 20'30
57,5 1 21'30
60,3 1 22'30
63,0 1 23'30
65,8 1 24’30
68,7 1 25'30
71,4 1 26'30
74,2 1 27'30
77,0 1 28'30
79,8 1 29'30
82,6 1 30’30
85,3 1 31'30
88,1 1 32'30
90,9 1 33'30
93,7 1 34'30
96,5 1 35'30
99,2 1 36'30
102,0 1 37'30
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INTERET THERAPEUTIQUE DU TAMOXIFENE DANS LES
MYOPATHIES CONGENITALES

AUTEUR : Bérengére DEFFRENNES
RESUME :

Il a été prouvé depuis longtemps l'intérét thérapeutique du tamoxifene en médecine
humaine, notamment dans le traitement du cancer du sein mais €également plus récemment
pour certaines myopathies.

Ce manuscrit s'articule donc en deux parties. Premiérement, une partie bibliographique fait
le point sur les connaissances actuelles autour de I'intérét thérapeutique du tamoxiféne en
médecine humaine mais également en expérimentation animale pour induire I'inactivation
conditionnelle des génes étudiés. Il apparait que cette molécule présente, entre autres, des
capacités a corriger certains phénotypes myopathiques, notamment celui de la myopathie
myotubulaire liée a I'’X, et a augmenter la tolérance au glucose dans certaines lignées de
souris. Deuxiemement, en raison des similitudes entre la myopathie congénitale liée a Hacdl
et la myopathie myotubulaire liée a I'X, une deuxiéme partie expérimentale présente les
résultats d'une série d’expériences ayant pour but de caractériser I'effet du tamoxiféne sur
un modeéle murin Hacd1-KO, en vue d’'un éventuel essai clinique en médecine humaine.

En I'état actuel de I'étude, le tamoxiféne ne semble pas améliorer le phénotype des individus
Hacd1-KO. Il est possible que le nombre de souris étudiées soit encore trop faible, que la
dose de tamoxiféne soit trop élevée ou encore que les quantités de tamoxiféne dans les
sérums soient trop faibles.

Le tamoxifene semble méme délétére concernant la respiration mitochondriale (défaut de
couplage mitochondrial chez les males) et provoque des atteintes osseuses (scoliose et
cyphose) dues a une croissance osseuse exagérée. Méme si cette affection s'avérait
spécifigue de la souris, il faudra probablement rester prudent avant toute application du
tamoxifene chez I'enfant.

Des expérimentations sont toujours en cours afin d'affiner I'effet du tamoxifene dans la
myopathie liee & Hacdl: quantification du tamoxifene dans le sérum et les triceps,
caractérisation de la dysfonction mitochondriale par des tests enzymatiques (COX, citrate
synthase), analyses lipidomiques sur mitochondries isolées, caractérisation histologique du
niveau d’activité oxydative des muscles (SDH, NADH-TR, COX...) et reconstruction
tomodensitométrique du squelette des souris avec cyphose.
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SUMMARY:

The therapeutic value of tamoxiféne in human medicine has long been demonstrated,
particularly in the treatment of breast cancer but also, more recently, to treat some
myopathies.

This manuscript is therefore divided into two parts. Firstly, a bibliographical part reviews our
current knowledge concerning the therapeutic interest of tamoxifene in human medicine but
also in animal experiments to induce conditional inactivation of studied genes. It appears that
this molecule has, among other things, the capacity to mitigate certain myopathic
phenotypes, such as X-linked myotubular myopathy, and to increase glucose tolerance in
certain mouse lines. Secondly, because of the similarities between Hacd1-related congenital
myopathy and X-linked myotubular myopathy, a second experimental section presents the
results of a series of experiments aimed at characterising the effect of tamoxiféne on a
Hacd1-KO mouse model, in order to reach a clinical trial in human medicine.

At this moment, the study reports that tamoxiféne does not appear to rescue the phenotype
of Hacd1-KO individuals. It is possible that the number of mice studied is still too low, the
dose of tamoxiféne too high or the amounts of tamoxifene in the sera too low.

Tamoxiféne even seems to be deleterious with regard to mitochondrial respiration (coupling
defect in males) and bone damage (scoliosis and kyphosis) which is linked with excessive
bone growth. Even if this condition is specific to the mouse, we should be careful before any
application of tamoxiféne in children.

Experiments are still in progress to precise the effect of tamoxiféne in Hacdl-related
myopathy: quantification of tamoxiféene in serum and triceps, characterisation of
mitochondrial dysfunction with enzymatic tests (COX, citrate synthase), lipidomic analyses
on isolated mitochondria, histological characterisation of muscle for the level of oxidative
activity (SDH, NADH-TR, COX... ) and CT reconstruction of the skeleton of mice with
kyphosis.
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