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ABREVIATIONS 

ADN : Acide désoxyribonucléique 

ADP : Adénosine Di-Phosphate 

AFSSA : Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments 

AFSSAPS : Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé 

AKT : Ak transforming (le Ak se réfère au nom temporaire donné à une souche de souris) 

AMPc : Adénosine Mono Phosphate cyclique 

ARN : Acide Ribonucléique 

Asn : Asparagine 

Asp : Acide Aspartique 

ATM : Ataxia Telagiectasia Mutated 

Avy : Agouti Viable Yellow (allele) 

BRC : Breast Cancer 

BRCA1 : Breast Cancer 1 

BRCA2 : Breast Cancer 2 

BRCT : BRCA1 C terminus (domain) 

CBP : CRE-Binding Protein 

CCND2 : Cyclin D2 

CPP : Comité de Protection des Personnes 

CDKN2A : Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 

CHD1 : Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1 

ChIP : Chromatin Immunoprecipitation 

Chk1 : Checkpoint Homolog 1 

Chk2 : Checkpoint Homolog 2 

c-H-ras : Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog 

COSA : Cancer des Ovaires et du Sein 

CpG : Cytosine phosphate Guanine 

CRE : cAMP Response Element 

CTCF : CCCTC-binding factor 

CYP19A1 : Cytochrome P450, Family 19, Subfamily A, Polypeptide 1 



 

DMSO : Diméthylsulfoxyde 

DNMT : DNA Methyl Transferase 

E2 : 17-β-œstradiol 

ERCC2 : Excision Repair Cross-Complementing rodent repair deficiency, complementation group 2 

ERE : Element de Réponse aux Œstrogènes 

ESR : Estrogen Receptor 

EZH2 : Enhancer of Zeste Human Homolog 

FSH : Follicle-stimulating hormone 

Gln : Glutamine 

H3K27 : Histone 3 Lysine 27 

H3K4 : Histone 3 Lysine 4 

H3K9 : Histone 3 Lysine 9 

HAT : Histone Acétyl Transférase 

HDAC : Histone Déacétylase 

HER2 : Human Epidermal growth factor Receptor 2 

HKMT : Histone Lysine Methyl Transferase 

HP1 : Heterochromatin Protein 1 

hTERT : Human Telomerase Reverse Transcriptase 

IMC : Indice de Masse Corporelle 

IP : Immunoprécipitation 

LH : Luteinizing Hormone 

Lys : Lysine 

MBD : Methyl Binding Domain 

MCF-10a : Michigan Cancer Foundation - 10a 

MCF-7 : Michigan Cancer Foundation - 7 

MDA-MB-231 : Monroe Dunaway Anderson - Metastatic Breast - 231 

MeCP2 : Methyl CpG Binding Protein 2 

MeDIP : Methylated DNA Immunoprecipitation 

MRE11 : Meiotic Recombination 11 

c-MYC : Myelocytomatosis oncogene 



 

NBS1 : Nijmegen Breakage Syndrome 1 

NF-κB : Nuclear Factor-kappa B 

NHEJ : Non Homologous End Joining 

NSBP1 : Nucleosome-Binding Protein 1 

O-DMA : O-Desmethyl-Angolensin 

PARP : Poly ADP Ribose Polymérase 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PGR : Progesterone Receptor 

PHD : Plant Homeo Domain 

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase 

PPARγ : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma 

PR : Progesterone Receptor 

QAMA : Quantitative Analysis of Methylated Alleles 

RAD51 : Radiation 51 

RARβ : Retinoic Acid Receptor Beta 

RB : Rétinoblastome 

RE : Récepteur aux Œstrogènes 

RING : Really Interesting New Gene 

RITS : RNA-induced Initiation of Transcriptional Gene Silencing 

RTH : Rapport tour de Taille/tour de Hanches 

SF-1 : Splicing Factor 1 

SINEB1 : Short Interspersed Nuclear Element B1 

SINEB2 : Short Interspersed Nuclear Element B2 

siRNA : Small Interfering Ribonucleic Acid 

SNP : Single Nucleotide Polymorphism 

SRD5A2 : Steroid-5-Alpha-Reductase, Alpha Polypeptide 2 

SUV39H : Suppressor of Variegation 3-9 Homolog 1 

SV40 : Simian Virus 40 

THM : Traitement Hormonal de la Ménopause 

UHRF1 : Ubiquitin-like containing PHD and RING Finger domain1 



 

VNTR : Variable Number of Tandem Repeats 

XRCC2 : X-ray Repair Cross-Complementing 2 

XRCC3 : X-ray Repair Cross-Complementing 3 
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 INTRODUCTION 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent et la première cause de mortalité par 

cancer chez la femme dans le monde [1]. De nombreux facteurs participent au développement 

de cette maladie et les gènes BRCA1 et BRCA2 sont particulièrement impliqués. En effet, des 

mutations dans ces deux oncosuppresseurs sont responsables de 5 à 10% des cancers du sein 

héréditaires [2]. De plus, une baisse de leur expression est retrouvée dans un grand nombre de 

cancers du sein sporadiques [3]. Les mutations héréditaires des gènes BRCA1 et BRCA2 sont 

également à l’origine de cancers de l’ovaire [4]. Ce cancer est beaucoup moins fréquent que le 

cancer du sein, mais il est associé à un mauvais pronostic. En plus de ces facteurs génétiques, 

des facteurs hormonaux semblent également intervenir dans les processus de carcinogenèse 

mammaire et ovarienne, mais aussi des facteurs environnementaux et plus particulièrement 

l’alimentation. En effet, la consommation de soja, fréquente dans certaines régions de l’Asie 

serait responsable d’une diminution du risque de développer un cancer du sein dans les pays 

Asiatiques par rapport aux pays Occidentaux. Ce sont les phyto-œstrogènes contenus dans le 

soja qui agiraient, grâce à leur similarité de structure avec le 17-β-œstradiol de la femme [5]. 

Les phyto-œstrogènes du soja pourraient également agir sur le développement du cancer de 

l’ovaire puisque celui-ci est un cancer œstrogéno-dépendant, comme le cancer du sein. 

 

L’équipe Nutrition et Cancer du Département d’Oncogénétique du Centre Jean Perrin 

étudie les effets potentiellement préventifs des phyto-œstrogènes du soja dans le processus de 

cancérogenèse. 

Une première étude, menée au sein de l’équipe, a montré que l’expression des gènes 

BRCA1 et BRCA2 dans la glande mammaire pouvait être modulée par la consommation de 

soja chez des rates ovariectomisées [6]. Aussi, des études transcriptomiques, ont montré que 

les conséquences de l’inactivation des oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2 par l’utilisation 

d’un petit ARN interférent dans les cellules mammaires pouvaient être contrées par un 

traitement avec les phyto-œstrogènes du soja [7, 8]. 

Suite à l’émergence de travaux montrant des effets des phyto-œstrogènes du soja sur la 

méthylation de l’ADN, et la présence de méthylation dans le promoteur des gènes BRCA1 et 

BRCA2 dans les cancers sporadiques du sein, nous avons voulu voir si les phyto-œstrogènes 

du soja pourraient agir directement sur la méthylation de ces deux oncosuppresseurs, que nous 

avons au préalable mis en évidence dans les cancers du sein et de l’ovaire. 
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 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. LE CANCER DU SEIN 

1.1. Rappels sur le sein 

Le sein est un organe dont la fonction est la production de lait, permettant ainsi la 

nutrition du nouveau-né, indépendamment de l’environnement. De par leur forte innervation, 

les seins sont également une zone érogène importante chez la femme. 

1.1.1. Développement 

La glande mammaire est une annexe cutanée se développant à partir de 

l’épaississement de l’ectoderme au niveau de la face ventrale de l’embryon : la crête 

mammaire. Cette crête mammaire va ensuite régresser pour laisser deux bourgeons pectoraux. 

Ces bourgeons sont enchâssés dans le fascia superficialis qui va se dédoubler. Les futurs 

canaux galactophores, au nombre de 15 à 25 sont émis à partir du bourgeon pectoral et 

débouchent au niveau du futur mamelon par autant d’orifices. Le sein se maintient dans cet 

état chez le garçon. A la puberté, le volume du sein croît plus ou moins chez la femme à cause 

d’un développement glandulaire ainsi que d’une augmentation du tissu conjonctif et de la 

graisse. Une grossesse menée à terme permettra d’achever le développement de la glande 

mammaire, avec la différenciation des acini au cours des derniers mois. S’il y a allaitement, la 

glande mammaire va diminuer en volume, tandis que peu de modifications interviendront 

dans le cas contraire. Avec l’âge, puis la ménopause, la glande subit une involution plus ou 

moins prononcée accompagnée d’une augmentation proportionnelle de la graisse [9]. 

1.1.2. Anatomie 

La base du sein s’étend de la deuxième à la sixième côte et du sternum jusqu’à la ligne 

axillaire antérieure. La partie inférieure de la base du sein constitue le sillon infra-mammaire 

dont la localisation est relativement identique d’une femme à l’autre et ne varie pas avec l’âge 

en raison de sa constitution fibreuse. En revanche, la taille et la forme des seins dépendent de 

facteurs génétiques et environnementaux (nutritionnels, notamment) et évoluent au cours de la 

vie. Le sein repose par le fascia superficialis sur le muscle grand pectoral. On peut distinguer 

plusieurs couches de tissus composant le sein : en surface, la peau est unie au tissu glandulaire 

par les retinaculum cutanés qui abritent du tissu adipeux. L’aréole se situe sur la zone la plus 

proéminente du sein. Il s’agit d’une zone fortement pigmentée fixée très étroitement à la 

glande mammaire et possédant des glandes sébacées aréolaires qui augmentent de volume lors 

de la grossesse. Un muscle lisse, localisé sous l’aréole est responsable du réflexe de 

thélotisme. Au centre de l’aréole se trouve le mamelon, qui, bien qu’en surface, fait partie 
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intégrante de la glande mammaire. Il présente les 15 à 25 orifices des conduits lactifères qui 

drainent les 15 à 25 lobes du sein. Ces lobes possèdent chacun un arbre canalaire, mais sont 

totalement intriqués. Ils sont entourés de tissus adipeux et conjonctifs dont les proportions 

sont variables. Le sein présente également une forte vascularisation, un vaste réseau de 

drainage lymphatique ainsi qu’une forte innervation cutanée, plus particulièrement au niveau 

de l’aréole et du mamelon, mais aussi en profondeur, dans la glande [9, 10] (Figure 1). 

 

 
Figure 1 : Coupe sagittale du sein. 

1.1.3. Histologie 

Les arbres canalaires démarrent dans le lobule mammaire par les canalicules. On 

trouve, successivement en aval, les canaux terminaux, les canaux galactophores sous-

segmentaires et segmentaires, le sinus lactifère et le canal collecteur qui débouche au niveau 

du mamelon. Ce système canalaire est constitué d’une couche épithéliale interne doublée 

d’une couche myoépithéliale externe discontinue. Ces cellules reposent sur une lame basale 

entourée d’un manchon fibroblastique. Les cellules épithéliales de l’arbre canalaire possèdent 

des vacuoles sécrétoires. Le tissu interlobulaire est constitué de collagène et d’adipocytes. Au 

cours du cycle menstruel, le sein, influencé par les hormones sexuelles, se modifie avec la 

formation de petits lobules associés à des lumières étroites, une faible activité mitotique 

épithéliale et une forte activité mitotique interlobulaire. En revanche, l’inverse est retrouvé 

lors de la phase sécrétoire. Au cours de la grossesse, une forte prolifération cellulaire, associée 

à une multiplication des acini dans le lobule sont observés pendant les vingt premiers jours. 

L’accumulation de sécrétions au cours du deuxième trimestre est suivie de la période de 
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sécrétion lactée, entre deux et cinq jours après accouchement. La glande retourne à son état de 

repos après trois à quatre mois d’arrêt de lactation. Cette involution peut se traduire par une 

augmentation de tissu conjonctif adipeux et fibreux. Une involution a également lieu à la 

ménopause et peut se traduire par une disparition de structures lobulaires et une diminution du 

tissu conjonctif associée à une augmentation du tissu adipeux [9]. 

1.1.4. Physiologie 

Le sein possède des cellules souches au niveau du parenchyme et du stroma. La 

stimulation hormonale de ces cellules va permettre leur multiplication et leur différenciation 

en tissu mammaire lors des différentes étapes du développement de la glande mammaire. 

Ainsi, la croissance mammaire observée à la puberté est sous l’influence des stéroïdes 

ovariens. Ces mêmes hormones agissent lors de la phase lutéale du cycle ovarien, induisant un 

début de développement mammaire, annulé en l’absence de gestation. La gestation, 

accompagnée du maintien de ces hormones permet le véritable développement du tissu 

sécréteur mammaire. Les œstrogènes semblent faiblement impliqués dans la croissance du 

tissu mammaire normal et agiraient plutôt en modifiant la structure du tissu. La progestérone 

semble avoir un effet plus direct. A la fin de la gestation, la lactogenèse est due à la 

diminution de progestérone qui entraîne l’augmentation de libération de prolactine par 

l’hypophyse. Cette prolactine est maintenue durant toute la galactopoïèse et la stimulation du 

téton provoque la libération d’ocytocine par l’hypophyse, provoquant la contraction des 

canaux galactophores et donc l’éjection du lait. Au sevrage, l’arrêt de l’évacuation du lait va 

provoquer un ralentissement de sa synthèse et induire l’involution de la glande [9]. 

1.2. Le cancer 
Le cancer est un groupe de maladies provoquant le changement et la croissance des 

cellules de façon non contrôlée. Il est caractérisé par une prolifération cellulaire incontrôlée. 

Celle-ci résulte de l’accumulation de remaniements génétiques dans une population cellulaire 

qui acquièrent leur indépendance vis-à-vis des systèmes de régulation de leur prolifération. 

Ces remaniements génétiques sont causés par de nombreux facteurs et des prédispositions 

peuvent exister. La cancérogenèse peut-être divisée en trois étapes : l’initiation, la promotion 

et la progression. L’initiation correspond à l’étape où différents facteurs vont provoquer, in 

fine, le dérèglement cellulaire, par activation d’oncogènes ou inactivation de suppresseurs de 

tumeur suffisamment importants pour conférer un avantage à la cellule. Ces dérèglements 

sont obtenus par modifications génétiques ou épigénétiques. Les modifications génétiques 

comprennent la transmission héréditaire d’un allèle muté pour un gène suppresseur de tumeur 

et le cumul de mutations somatiques non réparées, obtenues suite à des erreurs de réplication 
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de l’ADN ou une exposition prolongée à des agents mutagènes. Les modifications 

épigénétiques comprennent la dérégulation de gènes, avec l’inhibition d’expression 

d’oncosuppresseurs ou l’activation de l’expression d’oncogènes. Ces dérégulations vont agir 

sur plusieurs mécanismes intervenant dans l’homéostasie : l’apoptose, ou mort cellulaire 

programmée, la prolifération cellulaire, la différentiation et la sénescence cellulaire, ainsi que 

le maintient de l’intégrité du génome. L’étape suivante correspond à la promotion du cancer : 

la cellule ayant subi l’initiation va se diviser et accumuler les altérations génétiques, 

conduisant à la formation d’un clone de cellules ayant la capacité à former une tumeur. Ce 

clone de cellules va cumuler une croissance rapide avec une perte d’inhibition de contact, une 

acquisition de l’immortalité et une instabilité génétique qui, ensemble, vont permettre la 

sélection de clones de plus en plus agressifs, pouvant mener à l’étape suivante : la 

progression. La progression correspond à une extension de la tumeur, toujours à un niveau 

local : des mécanismes de néo-angiogenèse, permettant l’apport d’oxygène et de nutriments à 

la tumeur, sont mis en jeu, mais aussi des mécanismes permettant l’invasion tissulaire, voire 

un franchissement de la lame basale. La tumeur va finalement être capable de former des 

métastases, par invasion du système lymphatique ou sanguin et réimplantation puis 

progression dans un autre tissu. Le décès par cancer peut survenir suite à la perte de fonction 

de certains organes, comme le foie ou les reins, à une trop forte consommation en oxygène de 

la part des cellules tumorales, empêchant l’oxygénation correcte de l’organisme, ou a une trop 

forte demande nutritionnelle de la part des cellules tumorales. 

Le cancer est la première cause de mortalité dans les pays développés et la deuxième 

dans les pays en développement. D’après le GLOBOCAN de 2008, il y avait 12,7 millions de 

cas dans le monde en 2008 et 7,6 millions de décès par cancer [1]. L’incidence des cancers ne 

cesse de progresser en France, avec une augmentation par an de 1,2% pour les hommes et 

1,4% pour les femmes entre 1980 et 2005 du taux d’incidence. De nombreuses raisons 

peuvent expliquer cela : l’allongement de la durée de vie, qui aboutit à un vieillissement de la 

population, les changements de mode de vie (alimentation, sédentarisation), mais aussi un 

meilleur dépistage. Par ailleurs, la mortalité par cancer diminue (-1,1% par an chez l’homme 

et -0,9% chez la femme, en France entre 1980 et 2005), notamment grâce à un dépistage plus 

précoce et une meilleure prise en charge thérapeutique. En France, on estime à 357 500 le 

nombre de cas en 2010 et 146 500 le nombre de décès par cancer (a). 

1.3. Chiffres sur le cancer du sein 
Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme au niveau mondial. Il 

compte pour 23% (1,38 million) des nouveaux cas et 14% (458 400) des décès en 2008 [1]. 
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En France, il a eu 52 500 nouveaux cas en 2010 et l’on estime à 11 500 le nombre décès par 

cancer du sein cette même année en France (a). 

1.4. Les types histologiques de cancer du sein 
Les cancers du sein sont nommés de par leur localisation, ainsi, la majorité des cancers 

mammaires sont localisés dans les canaux galactophores et représentent 70 à 80% des cancers 

du sein. Il semblerait que la plupart des cancers du sein évoluent depuis un cancer canalaire in 

situ, confiné dans les canaux galactophores vers un cancer invasif, capable de franchir la lame 

basale de ces canaux. En fait, les cancers canalaires regroupent un vaste ensemble de tumeurs. 

Les cancers du sein moins représentés regroupent les carcinomes tubuleux, mucineux, 

lobulaires ou encore médullaires [11]. 

1.5. Facteurs de risque et facteurs protecteurs 
Les causes du cancer du sein ne sont pas toutes connues. Toutefois, des études ont 

identifié différents facteurs pouvant augmenter le risque de développer un cancer du sein. Ces 

facteurs de risque ne déclenchent pas le cancer du sein, mais augmentent le risque de 

développer ce cancer au cours de la vie. 

Le sexe est le premier facteur de risque de cancer du sein, en effet, ce cancer est le 

plus fréquent chez les femmes, tandis qu’il est plutôt rare chez les hommes. Cette différence 

s’explique par un nombre de cellules mammaires plus important chez les femmes, ainsi 

qu’une exposition relativement constante aux hormones féminines (œstrogènes et 

progestérone) qui ont un effet promoteur sur la croissance des cellules mammaires. 

L’âge est également un facteur de risque du cancer du sein, comme pour l’ensemble 

des cancers, simplement parce que la cancérogenèse est un processus long qui a plus de 

probabilités d’aboutir sur de longues durées [12]. 

1.5.1. Facteurs environnementaux 

1.5.1.1. Exposition aux radiations 

Les radiations non-ionisantes comprennent tout type de radiation ne délivrant pas 

assez d’énergie pour arracher des électrons aux atomes. 

La lumière est une radiation non-ionisante. Ses effets sur le risque de développer un 

cancer du sein seraient indirects et plutôt liés à la sécrétion de mélatonine. 

Les champs électro-magnétiques sont également des radiations non-ionisantes, 

suspectées d’avoir des effets cancérigènes. Malgré le nombre d’études sur le sujet, il 

semblerait qu’il n’y a pas de relation claire entre l’exposition aux champs électro-magnétiques 

et une augmentation du risque de développer un cancer du sein [13, 14]. 
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Enfin, les radiations ionisantes comprennent tout type de radiation suffisamment 

énergétique pour arracher des électrons aux atomes. Ces radiations peuvent ainsi détruire les 

liaisons chimiques des molécules, y compris l’ADN, perturbant alors son fonctionnement 

normal. Les rayons gamma et les rayons X sont les principaux rayonnements capables de 

traverser et d’endommager les tissus sous la peau. De nombreuses études rapportent une 

augmentation du risque de développer un cancer du sein associée à une exposition aux 

radiations ionisantes. Les radiations étudiées comprennent celles d’origines médicales, les 

expositions professionnelles et les expositions aux radiations des bombes de Nagasaki et 

Hiroshima. Cette augmentation du risque semble retrouvée pour de faibles doses 

d’expositions (0,5 Gy) et atteint un plateau au-delà de 20 Gy, ce qui pourrait s’expliquer par 

une mortalité des cellules, qui ne peuvent donc pas aboutir à une tumeur. Enfin, le 

fractionnement des expositions semble réduire cet effet, mais aucun résultat significatif n’a 

encore été obtenu [15]. 

1.5.1.2. Xénoœstrogènes 

Les xénoœstrogènes font partie de la classe des perturbateurs endocriniens, des 

molécules capables de mimer ou de perturber l’activité, ou la liaison d’hormones. Les 

xénoœstrogènes sont des molécules utilisées par l’homme pour des raisons indépendantes de 

leur effet sur le système endocrinien. Il peut s’agir d’additifs, de solvants industriels, de 

pesticides, d’herbicides ou de produits de combustion ou de synthèse de produits courants. De 

nombreuses études ont montré la capacité de ces molécules à perturber le système 

endocrinien, mais l’influence de ces composés sur le risque de cancer du sein reste incertaine. 

En effet, chacun de ces composés n’est présent qu’à faible dose dans l’environnement et 

l’exposition à un ensemble de ces molécules pourrait augmenter le risque de développer un 

cancer du sein [16]. 

1.5.2. Facteurs comportementaux 

1.5.2.1. Exercice physique 

De nombreuses études montrent qu’une trop faible activité physique augmente le 

risque de développer un cancer du sein. Des études montrent ainsi que l’activité physique 

diminue d’environ 25% le risque de développer un cancer du sein, en comparaison avec les 

personnes les moins actives. Cet effet protecteur s’expliquerait notamment par une réduction 

de la masse graisseuse [17]. 
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1.5.2.2. Tabagisme 

L’effet du tabagisme sur le risque de cancer du sein est actuellement uniquement 

soupçonné parce que les résultats des nombreuses études sur le sujet ne mettent pas en 

évidence un effet clair. Une étude a même supposé que le tabagisme pourrait avoir un effet 

protecteur de par une action antiœstrogénique. La plupart des études épidémiologiques 

concluent à une absence de risque, tandis que d’autres révèlent une augmentation du risque 

qui pourrait être due à des facteurs confondants (comme la consommation d’alcool). 

Aujourd’hui, il semble probable que le tabagisme augmente le risque de développer le cancer 

du sein en raison de la multitude de composés carcinogènes contenus dans la fumée. Un effet 

plus important sur la durée, ou pendant la période précédant la première grossesse sont 

soupçonnés [18]. 

1.5.2.3. Facteurs alimentaires 

1.5.2.3.1. Alcool 

De nombreuses études révèlent un risque plus important de développer un cancer du 

sein associé à la consommation d’alcool. Si cet effet semble clair, plusieurs mécanismes sont 

à l’étude pour l’expliquer : une augmentation du taux d’œstrogène circulant, une stimulation 

de la prolifération cellulaire ou la formation d’adduits sur l’ADN [19]. 

1.5.2.3.2. Thé vert 

Un nombre croissant d’études s’intéressent à un possible effet protecteur du thé vert 

vis-à-vis du cancer du sein. Un petit nombre d’entre elles révèlent un risque plus faible de 

développer un cancer du sein ou de faire une rechute, suite au traitement d’un cancer du sein 

associés à une forte consommation de thé vert. Cet effet protecteur serait dû à l’(-)-

epigallocatechin-3-gallate, un antioxydant fortement présent dans le thé vert [20, 21]. 

1.5.2.3.3. Café 

De par sa composition, riche en antioxydants et en molécules potentiellement 

bénéfiques pour la santé, ainsi que de par le fait qu’il s’agit d’une des boissons les plus 

consommées dans les pays occidentaux, de nombreuses études ont recherché des effets 

protecteurs du café. Certaines études montrent qu’une forte consommation de café 

diminuerait modestement le risque de développer un cancer du sein chez les femmes non 

ménopausées [22, 23]. 
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1.5.2.3.4. Phyto-œstrogènes 

Les phyto-œstrogènes sont des composés phénoliques végétaux possédant une 

similarité structurale avec le 17-β-œstradiol, l’œstrogène humain, ce qui permet leur liaison 

aux récepteurs aux œstrogènes. Leurs mécanises d’action ne sont toutefois pas limités à des 

interactions avec les récepteurs aux œstrogènes. Deux catégories de phyto-œstrogènes sont 

principalement étudiées : les isoflavones et les lignanes. Les isoflavones, sont retrouvés dans 

les légumineuses et plus particulièrement le soja et ses produits dérivés, ainsi que le trèfle. 

Les lignanes sont quand à eux présents dans les parties fibreuses des fruits et légumes ou dans 

les enveloppes ou le son des céréales. La métabolisation de ces composés va permettre leur 

transformation en composés plus ou moins actifs. Les études sur effets des phyto-œstrogènes 

sur le risque de cancer du sein ne révèlent pas nettement un effet positif ou négatif ; il 

semblerait que la consommation de phyto-œstrogènes du soja avant l’adolescence ait un effet 

protecteur, tandis qu’une consommation plus tardive sans exposition précoce augmenterait le 

risque. Concernant les lignanes, il semblerait qu’une forte consommation diminuerait le 

risque de cancer du sein [24]. 

1.5.2.3.5. Vitamine D 

Une quantité importante de données suggère un effet protecteur de la vitamine D dans 

le cancer du sein, plus particulièrement chez les femmes non ménopausées, cet effet 

s’explique par une limitation de la prolifération associée à une augmentation de la 

différenciation, l’apoptose et l’autophagie des cellules mammaires par la voie de signalisation 

vitamine D dépendante [25]. 

1.5.2.3.6. Iode 

Suite à l’observation d’un nombre de cancers du sein plus faible au Japon, où la 

consommation d’iode est importante par rapport aux Etats-Unis, de nombreuses études ont 

cherché à montrer un risque plus important de développer un cancer du sein chez les 

personnes consommant peu d’iode, avec des résultats conflictuels. Certaines études révèlent 

toutefois une altération du tissu mammaire suite à un déficit en iode et la supplémentation en 

iode semble favoriser la régression tumorale chez l’animal. L’iode agirait en protégeant la 

glande mammaire des réactifs oxygénés [26]. 

1.5.2.3.7. Surpoids/obésité 

L’obésité augmente le risque de cancer du sein après la ménopause et est facteur de 

mauvais pronostic. Cet effet serait dû à l’augmentation de la synthèse des hormones sexuelles 

et/ou un déséquilibre dans la balance leptine/adiponectine qui conduiraient à une promotion 
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de la croissance des cellules mammaires, une diminution de l’apoptose et une promotion de 

l’angiogenèse [27]. 

1.5.2.4. Défaut de rythme circadien et sécrétion de mélatonine 

Plusieurs études relativement récentes ont montré que les travailleurs de nuit auraient 

un risque plus élevé de développer un cancer du sein. Cette augmentation du risque serait due 

à une diminution de la sécrétion de mélatonine, due à une exposition prolongée à la lumière. 

L’utilisation de lumière artificielle est notamment impliquée. Cette diminution de sécrétion de 

mélatonine serait responsable d’une augmentation de sécrétion des œstrogènes, ainsi que d’un 

dérèglement du rythme circadien qui pourrait aboutir à un dérèglement du cycle cellulaire 

dans certains tissus. Peu d’études ont démontré un tel effet et le mécanisme impliqué n’a pas 

encore été déterminé, cependant, un nombre croissant d’études s’intéressent au sujet et 

devraient amener des conclusions quant à cet éventuel facteur de risque [28]. 

1.5.3. Facteurs reproductifs 

1.5.3.1. Age des premières règles et de la ménopause 

Si une faible élévation du risque de développer un cancer du sein est associée à un âge 

précoce pour les premières règles, une régularisation des cycles menstruels rapide (moins de 

un an) semble avoir un impact beaucoup plus important sur ce même risque. Cette 

augmentation du risque serait due à une exposition plus précoce de la glande mammaire aux 

œstrogènes et à la progestérone, induisant la prolifération du tissu mammaire. L’exposition à 

ces hormones est également prolongée lorsque la ménopause est tardive, expliquant que l’on 

retrouve également une augmentation du risque de développer un cancer du sein lorsque la 

ménopause survient tardivement. De plus, il a été démontré que l’induction d’une ménopause 

très précoce, par oophorectomie a un effet protecteur très important sur le risque de 

développer un cancer du sein [29]. 

1.5.3.2. Grossesse 

En 1970, MacMahon et al. montrait déjà qu’une grossesse précoce avait un effet 

protecteur sur le cancer du sein [30]. Cet effet a été retrouvé dans de multiples autres études, 

qui ont émis l’hypothèse qu’il serait dû à une différentiation des cellules mammaires au cours 

de la grossesse, une modification du profil hormonal des femmes ayant eu un enfant et/ou une 

modification de réponse aux hormones de la part des cellules mammaires [31]. 
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1.5.3.3. Allaitement 

Les études sur le lien entre allaitement et cancer du sein sont nombreuses, et une partie 

ne montre aucun effet de l’allaitement sur le risque de cancer du sein, tandis que l’autre 

montre un effet protecteur. L’allaitement protégerait du cancer du sein par deux mécanismes : 

une augmentation de la différentiation des cellules mammaires, et une diminution du nombre 

de cycles ovariens (et donc l’exposition du tissu mammaire aux hormones ovariennes) au 

cours de la vie, puisque l’allaitement retarde le retour des règles et l’ovulation après 

accouchement. Cependant, des études menées avec des protocoles particuliers doivent être 

menées pour confirmer ou infirmer ces deux hypothèses [32]. 

1.5.3.4. Contraception hormonale 

L’utilisation d’hormones dans un but contraceptif date des années 60 ; il s’agit de 

contrer le cycle ovarien naturel par la prise d’œstrogènes combinés à un progestatif, ou la 

prise de progestatifs seuls. Ceux-ci vont empêcher la maturation des follicules et par 

conséquent empêcher l’ovulation par diminution de sécrétion de LH et FSH par l’hypophyse. 

Les effets de la contraception hormonale sur le cancer du sein ont été très étudiés, mais les 

résultats obtenus vont d’une absence à une augmentation légère de risque. Il semblerait que 

cette légère augmentation du risque de développer un cancer du sein soit principalement due 

aux traitements fortement dosés, utilisés jusqu’en 1975. Quoi qu’il en soit, cette augmentation 

du risque de développer un cancer du sein semble disparaître après 10 ans sans prise de 

contraceptif [33, 34]. 

1.5.3.5. Traitement hormonal de la ménopause 

La ménopause se définit comme l’arrêt des règles suite à une diminution de la 

sécrétion d’hormones par les ovaires. Un nombre insuffisant de follicules ovariens, suite à 

l’utilisation de ceux-ci à chaque cycle ovarien et à l’atrésie folliculaire conduit à cette 

diminution de sécrétion d’hormones (œstrogènes et progestérone). En l’absence de ces 

hormones, l’hypophyse va sécréter la FSH et l’ensemble de ces modifications 

endocrinologiques vont conduire à l’apparition de plusieurs symptômes. Les principaux 

symptômes retrouvés sont : les bouffées de chaleur, sueurs nocturnes, sécheresses cutanées et 

vaginales, troubles du sommeil, accélération de la perte de densité osseuse, prise de poids, 

atrophie des organes génitaux et des glandes mammaires [35]. Un traitement hormonal de la 

ménopause (THM) peut alors être mis en place pour empêcher la survenue de ces symptômes. 

Ce traitement consiste à compenser la diminution d’hormones circulantes par la prise 

d’œstrogènes seuls ou combinés à un progestatif. Il est efficace sur les divers symptômes de la 

ménopause, y compris l’ostéoporose. Des études ont cependant révélé que ce traitement 
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entraîne une augmentation de risque de développer certains cancers, notamment le cancer du 

sein [36, 37]. Cependant, les résultats de ces études sont controversés et il semblerait que 

seule l’utilisation d’un traitement œstroprogestatif soit à risque [38, 39]. 

1.5.4. Facteurs génétiques 

La plupart des cancers du sein sont sporadiques, c'est-à-dire dus à de multiples 

facteurs, et se développant plus ou moins aléatoirement, cependant, une faible proportion des 

cancers du sein (environ 5%) sont héréditaires. Après l’âge, l’appartenance à une famille à 

risque est le facteur augmentant le plus le risque de développer un cancer du sein [40]. Si une 

petite proportion des familles à risque de cancer du sein présente des mutations héréditaires 

dans les oncosupresseurs BRCA1 et BRCA2, le risque présent dans certaines familles pourrait 

être le résultat de la combinaison entre mutations héréditaires dans des gènes de faible 

pénétrance et la présence de polymorphismes favorisant le risque de cancer du sein. 

1.5.4.1. Mutations héréditaires des gènes BRCA1 et BRCA2 

1.5.4.1.1. Le gène BRCA1 

Le gène BRCA1, localisé en position 21.31 sur le bras long du chromosome 17 est 

constitué de 24 exons et code pour une protéine de 1863 acides aminés [41] impliquée dans la 

réparation de l’ADN, le contrôle du cycle cellulaire et le maintient de la stabilité génétique. 

Deux domaines fonctionnels ont été identifiés sur la protéine : un domaine N-terminal à 

doigts de zinc RING, possédant une activité ubiquitine ligase E3 et un domaine BRCT C-

terminal permettant la liaison de BRCA1 aux protéines phosphorylées, ainsi que son 

recrutement au niveau de sites de réparation de l’ADN. L’implication de BRCA1 dans la 

réparation de l’ADN est principalement prouvée par le fait que la protéine est recrutée au 

niveau des cassures double-brin [42]. Ce recrutement met en jeu la présence d’histones H2AX 

à proximité des cassures double brins, et l’ubiquitinylation des histones H2A et H2B [43]. 

BRCA1 agirait dans les deux mécanismes de réparation des cassures double brin : la 

recombinaison homologue et le NHEJ [44]. BRCA1 possède un rôle dans l’arrêt du cycle en 

G1/S, suite à des dommages à l’ADN en favorisant la phosphorylation de p53 par ATM [45]. 

Durant la phase S, ainsi que lors de la transition G2/M, BRCA1 régule l’activité de Chk1, 

responsable, avec Chk2 de la régulation de la progression de ces phases, permettant ainsi 

stopper le cycle cellulaire en cas de dommages à l’ADN [46, 47]. 

1.5.4.1.2. Le gène BRCA2 

Localisé en position 13.1 sur le bras long du chromosome 13, le gène BRCA2 est 

constitué de 27 exons  et code pour une protéine de 3418 acides aminés [48]. Cette protéine 
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possède, côté C-terminal, un domaine de liaison à l’ADN simple brin [49] et plus au centre, 

des répétitions BRC, permettant la liaison à la protéine RAD51 [50]. BRCA2 est impliquée de 

manière cruciale dans la recombinaison homologue, notamment de par son affinité pour 

l’ADN simple-brin, permettant le recrutement de RAD51 au niveau de l’ADN simple-brin et 

des jonctions double-brin, mais pas au niveau de l’ADN double-brin [51-53]. La protéine 

BRCA2 est probablement impliquée dans d’autres fonctions, puisque la mutation de 

partenaires de BRCA2, affectant la recombinaison homologue n’est pas aussi fortement 

associée au risque de cancer du sein [54]. 

1.5.4.1.3. Mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA2 

De part leurs fonctions dans les systèmes de réparation de l’ADN, les gènes BRCA1 et 

BRCA2 sont considérés comme des gardiens de l’intégrité du génome : leur mutation 

n’entraîne pas directement la multiplication cellulaire ou d’autres mécanismes impliqués dans 

la cancérogenèse, mais favorise l’altération d’autres gènes. Les doubles mutants BRCA1 ou 

BRCA2 ne pouvant franchir l’étape de l’embryogenèse [55], les personnes portant une 

mutation pour l’un de ces gènes sont hétérozygotes, le gène reste donc fonctionnel de par la 

présence d’un allèle sauvage. Ces gènes sont dits de forte pénétrance pour le cancer du sein, 

puisque environ 80% des femmes portant une mutation dans l’un de ces gènes est susceptible 

de développer un cancer du sein avant l’âge de 70 ans [56]. Le risque de cancer du sein est 

fortement augmenté chez les personnes porteuses d’une mutation BRCA1 ou BRCA2 car il ne 

reste qu’une copie du gène à inactiver pour que le gène ne soit plus fonctionnel (selon la 

théorie de Knudson, il ne reste que le second coup à porter). Le second coup semble rarement 

porté par mutation somatique localisée et il semble qu’il soit plus fréquemment dû à une perte 

d’hétérozygotie, c'est-à-dire une délétion, ou un remaniement chromosomique touchant 

l’allèle sauvage du gène qui n’est, dès lors, plus fonctionnel [56]. 

1.5.4.2. Autres polymorphismes génétiques 

A l’heure actuelle aucune mutation dont la pénétrance est aussi forte que celle dans les 

gènes BRCA1 et BRCA2 n’a été trouvée dans les cancers du sein. Des gènes de pénétrance 

« intermédiaire » ont toutefois été identifiés dont le gène ATM (impliqué dans la réparation 

des cassures double-brin de l’ADN et à l’origine de l’ataxie-télangiectasie chez les individus 

porteurs de deux allèles mutés), le gène CHEK2 (impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire lors 

de dommages à l’ADN) et les gènes MRE11, RAD50 et NBS1 (formant le complexe de 

détection des cassures double-brins) [54]. 

La présence de polymorphismes dans certains gènes peut également être responsable 

d’une modification du risque de développer un cancer du sein. Ces polymorphismes sont des 
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variations dans la séquence la plus fréquente d’un gène. Si, au sens strict, les mutations et les 

différents allèles des gènes, à l’origine de pathologies ou de phénotypes divers, sont des 

polymorphismes, seuls ceux non responsables de pathologies, de variations phénotypiques et 

retrouvés dans plus de 1% de la population sont définis comme des polymorphismes, dans sa 

définition la plus courante. Tout comme les mutations, les polymorphismes peuvent résulter 

de phénomènes de translocation/inversion ou de délétion/insertion de séquences. Il peut 

également s’agir de variations du nombre de répétitions dans les séquences répétées ou de 

changements d’une seule base. La plupart des études cherchant un lien entre le risque de 

développer un cancer et les polymorphismes s’intéressent à ceux issus de ces deux derniers 

phénomènes. Les études sur le nombre de répétitions dans les séquences répétées s’intéressent 

plus particulièrement aux séquences répétées en tandem, plus à même de varier en nombre. 

Ce type de polymorphisme est nommé variation du nombre de répétitions en tandem (VNTR) 

et touche les séquences satellites de toutes tailles dans le génome. Si les VNTR dans les 

séquences microsatellites peuvent parfois être à l’origine de modifications de risque dans les 

cancers, ce sont surtout celles localisées au niveau de séquences microsatellites, plus 

présentes au niveau des séquences codantes qui sont étudiées [57]. 

Les polymorphismes découlant du changement d’une seule base de l’ADN (SNP) sont 

pour leur part beaucoup plus étudiés : le changement d’un nucléotide dans la séquence d’un 

gène peut avoir des conséquences sur l’expression du gène ou sur sa fonction, notamment 

lorsqu’il conduit à un changement d’acide aminé au niveau de la protéine. Ainsi, les SNP 

présents sur des gènes jouant un rôle dans des mécanismes impliqués dans la cancérogenèse 

pourraient modifier le risque de développer un cancer du sein [58]. 
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Présentation de la publication N°1 : 

L’hélicase ADN encodée par le gène ERCC2 est l’une des 7 enzymes du système de 

réparation par excision de nucléotide, responsable de Xeroderma Pigmentosum lorsque le 

gène est muté en lignée germinale [59]. Plusieurs polymorphismes ont été identifiés dans ce 

gène et notamment celui conduisant à la substitution de l’Acide asparatique en position 312 

de la protéine en Asparagine (ERCC2 Asp312Asn) et celui conduisant à la substitution de la 

Lysine en position 751 de la protéine en Glutamine (ERCC2 Lys751Gln) [60]. Des résultats 

contradictoires ont été retrouvés concernant l’influence de ces polymorphismes sur le risque 

de développer un cancer de l’ovaire ou du sein [61-63]. Nous avons voulu établir l’influence 

de ces deux polymorphismes sur le risque de développer un cancer du sein ou de l’ovaire 

grâce à une étude cas-témoin. Pour cela, nous avons utilisé l’ADN extrait du sang de deux 

populations : la population COSA (Cancer des Ovaires et du Sein en Auvergne) et la 

population témoin. La population COSA est issue du recrutement de 1000 cas de cancers du 

sein et 54 cas de cancers des ovaires chez des femmes n’ayant pas plus d’un antécédent 

familial au premier degré de cancer du sein ou de l’ovaire. La population témoin est quant à 

elle issue du recrutement de 1000 femmes sans antécédent de cancer, ni plus d’un antécédent 

familial au premier degré de cancer des ovaires ou du sein. Nous avons également recherché 

les éventuelles interactions entre ces polymorphismes et différents facteurs de risque (facteurs 

reproductifs, indice de masse corporel, tabagisme…). 

Publication N°1 : 
« DNA repair gene ERCC2 polymorphisms and associations with breast and ovarian cancer 

risk » 

Dominique Bernard-Gallon, Rémy Bosviel, Laetitia Delort, Luc Fontana, Alain Chamoux, 

Nadège Rabiau, Fabrice Kwiatkowski, Nasséra Chalabi, Samir Satih and Yves-Jean Bignon 

Molecular Cancer 2008, 7:36 
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Abstract
Breast and ovarian cancers increased in the last decades. Except rare cases with a genetic
predisposition and high penetrance, these pathologies are viewed as a polygenic disease. In this
concept, association studies look for genetic variations such as polymorphisms in low penetrance
genes, i.e. genes in interaction with environmental factors. DNA repair systems that protect the
genome from deleterious endogenous and exogenous damages have been shown to have
significantly reduced. In particular, enzymes of the nucleotide excision repair pathway are
suspected to be implicated in cancer. In this study, 2 functional polymorphisms in a DNA repair
gene ERCC2 were analyzed. The population included 911 breast cancer cases, 51 ovarian cancer
cases and 1000 controls. The genotyping of 2 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) was carried
out on the population with the MGB (Minor Groove Binder) probe technique which consists of the
use of the allelic discrimination with the Taqman® method. This study enabled us to show an
increase in risk of breast cancer with no oral contraceptive users and with women exhibiting a
waist-to-hip ratio (WHR) > 0.85 for Asn homozygous for ERCC2 312.

Background
High levels of DNA damage, caused by excessive exposure
to carcinogens, might be responsible for increased breast
cancer susceptibility in women known to have signifi-
cantly reduced DNA repair proficiencies [1]. In particular,
dysfunctions of the nucleotide excision repair (NER)
pathway are known or suspected to be involved in cancer.
The DNA helicase encoded by the excision repair cross-

complementing group 2 gene ERCC2 (formely XPD) is
one of seven nucleotide excision repair enzymes that
cause Xeroderma Pigmentosum when mutated in germ line
[2]. Several polymorphisms have been identified in this
gene and particularly the Asp312Asn ERCC2 polymor-
phism which consists of the substitution of a G to A result-
ing in an amino acid change in the coding region, and the
Lys751Gln which consists in a A to C substitution in the
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coding region [3]. A change of amino acid is able to mod-
ify the effect of protein more or less, which can translate
by an effect on the systems of repair and consequently on
the carcinogenesis. Conflicting data on the roles of these
polymorphisms on cancer risk including breast and ovar-
ian cancers have been described [4-6].

The objective of this study was to establish the role of two
functional polymorphisms of a DNA repair gene ERCC2
in the risk of breast or ovarian cancer. We investigated the
possible interactions between these polymorphisms and
specific environmental factors (reproductive factors, body
mass index, tobacco smoking...) which could influence
the risk of cancer.

Results
Risk associated with individual SNPs
In this breast cancer population (Table 1), no significant
differences were found between breast cancer cases and
controls. A trend to the increase in breast cancer risk could
be observed with heterozygous women for the SNP at
position 312 of ERCC2 protein (OR = 1.06; 95% CI =
0.93–1.21) after adjustment for age. For ovarian cancer
(Table 2), there was no significant modification in the risk
for the two studied SNP.

Interaction between genetic factors and anthropometric/
lifestyle factors
Results concerning interactions between environmental
factors and risk of breast cancer were reported in Table 3.
Nonsmoker homozygous Asn at position 312 of ERCC2
tended towards an increase in the risk of developing
breast cancer (OR = 1.4; 95% CI = 0.98–2.02). Hetero-
zygous individuals for ERCC2 Asp312Asn which received
a hormonal replacement therapy (HRT) exhibited a risk to
develop breast cancer (OR = 1.39; 95% CI = 0.97–1.99). A
significant increase in the risk was observed for individu-
als who did not take oral contraceptives and who were
homozygous Asn at position 312 of ERCC2 (OR = 1.66;
95% CI = 1.08–2.53). An increase was observed for heter-
ozygous individuals at position 751 of ERCC2 who took
oral contraceptives (OR = 1.54; 95% CI = 1.00–2.36).

When age at first oral contraceptive use was after 23 years,
a significant increase in breast cancer risk was obtained for
heterozygous ERCC2 Lys751Gln (OR = 2.22; 95% CI =
1.15–4.29). Lastly, women with a waist-to-hip ratio
(WHR) > 0.85 and homozygous for position 312 of
ERCC2 exhibited a significant increase in the risk of breast
cancer (OR = 1.96; 95% CI = 1.12–3.43).

Concerning ovarian cancer (Table 4), a significant
increase in the risk was found for heterozygous ERCC2
Lys751Gln and who had menarche before 13 years old
(OR = 6.03; 95% CI = 1.02–35.78). Heterozygous individ-
uals ERCC2 Asp312Asn who did not take oral contracep-
tives had a significant increase in the risk of ovarian cancer
(OR = 2.16; 95% CI = 1.08–4.33). Heterozygous ERCC2
Asp312Asn with BMI > 25 exhibited a significant increase
in ovarian cancer risk (OR = 3.5; 95% CI = 1.00–12.26),
while heterozygous ERCC2 Lys751Gln with body mass
index (BMI) < 25 exhibited an upward tendency in ovar-
ian cancer risk (OR = 5.64; 95% CI = 0.93–33.99). Heter-
ozygous ERCC2 Lys751Gln with WHR = 0.85 also
exhibited an upward tendency in the risk of ovarian can-
cer (OR = 5.68; 95% CI = 0.94–34.25).

Discussion
Nucleotide Excision Repair (NER) pathway is a key DNA
repair system. A dysfunction of this system would result in
higher cancer susceptibility because individuals would be
more exposed to carcinogens. Exogenous (cigarette
smoke, pollutants) and endogenous carcinogens are
potential breast and ovarian cancer risk factors. Above all,
exposition to estrogens seemed to be the major risk factor.
Indeed, estrogens had proliferative effects on mammary
cells and could be metabolized in potential carcinogens
and induce DNA damage [7]. Many investigations were
done concerning breast cancer risk and DNA repair poly-
morphisms. At the opposite, few studies were done with
ovarian cancer which exhibited a lower incidence but a
high mortality rate. So we studied two polymorphisms in
ERCC2 DNA repair gene because these polymorphisms
might modify the exposure of women to estrogens.

Table 1: ERCC2 Asp312Asn and ERCC2 Lys751Gln polymorphisms and breast cancer risk

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (95%CI) ORadj* (95%CI) P value

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 403 (45) 458 (46) 1.00 (reference) 1.00 (reference)
Asp/Asn 383 (42) 418 (42) 1.04 (0.86–1.26) 1.06 (0.93–1.21)
Asn/Asn 118 (13) 118 (12) 1.14 (0.85–1.52) 1.12 (0.86–1.46) 0.68

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 121 (13) 119 (11) 1.00 (reference) 1.00
Lys/Gln 419 (46) 446 (44) 0.92 (0.69–1.23) 0.92 (0.80–1.05)
Gln/Gln 368 (40) 430 (43) 0.84 (0.63–1.12) 0.84 (0.64–1.09) 0.43

* Adjusted for age
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An early age at menarche increases the risk of ovarian and
breast cancers, probably due to the prolonged exposure of
breast epithelium to endogenous hormones. Similarly a
late age at menopause is considered as a risk for cancer
because it increases the number of ovulatory cycles [8].
Concerning parity, a dual effect of pregnancy is reported.
On one hand, parity inhibits the early stages of mammary
carcinogenesis (long-term risk reduction) due to the ter-
minal differentiation of breast tissue. On the other hand,
there is a short-term risk increase because of the prolifera-
tion of breast tissue in response to high gestational hor-
mone levels which render the mammary gland more
susceptible to carcinogens [9]. Overall early pregnancy
and high parity are considered to have a protective effect
[10-13].

Oral contraceptive use was by far the most influential fac-
tor on breast cancer development. However, the hormo-
nal replacement therapy generates a prolonged exposure
to estrogens during life, leading to an increased risk of
breast and ovarian cancers. At the opposite, the estab-
lished protective effect of OC use in ovarian cancer may
also be due to the suppression of the LH peak and to a
decrease of endogenous estradiol production. If estrogens
are related to an increased risk of ovarian cancer, oral con-
traception might have some protective effect by lowering
the overall level of estrogens [14,15].

Studies of the relationship between BMI and the risk of
ovarian cancer have been inconclusive, finding either a
positive correlation [16-23], no relationship [24-31], or
negative association [32]. Our results suggested an inter-
action with menopausal status, with higher BMI being
more associated with ovarian cancer risk in premenopau-
sal women than in postmenopausal women, in agreement
with Beehler et al (2006) [33]. Greer et al (2005) showed
a slight increase in risk with weight during adulthood and
later in life, which was most apparent among nulliparous
women [34]. Fairfield et al (2002) did not find any asso-
ciation between recent BMI and risk of ovarian cancer, but
reported that a high BMI during early adulthood was asso-

ciated with an increased risk of premenopausal cancer
[26]. A case-control study reported an association
between increased BMI at age 18 and during most adult
life and ovarian cancer [23].

We found a strong relationship between waist-to-hip ratio
and the risk of ovarian cancer regardless of menopausal
status, underscoring the role of central adiposity in the
induction of ovarian cancer [35].

In addition, we studied tobacco smoking, the role of
which was very important in ovarian and breast cancers.
For ovarian and breast cancers, the role of the tobacco is
complex. Some of cigaret smoke compounds will have an
anti-estrogen effect, while others such as HAP, AAH and
N-nitrosamines will act as carcinogens by acting directly
on DNA. The lipophilic HAP are stored in fat tissues,
which include the mammary glands and tissues surround-
ing the ovaries [7].

Our results showed an increase in the risk of breast cancer
in individual heterozygous for ERCC2 Asp312Asn with
women receiving a menopause substitutive treatment and
an increased risk for ovarian cancer with no oral contra-
ceptive uses, and/or BMI > 25. For heterozygous ERCC2
Lys751Gln, an increased risk for breast cancer was found
with age at first OC use after 23 years. Heterozygous
ERCC2 Lys751Gln exhibited a higher risk for ovarian can-
cer when age at menarche was before 13 years, BMI < 25
and WHR < 0.85.

Besides, homozygous Asn for ERCC2 312 tended to have
an increase in breast cancer risk among nonsmokers, and
a significant increase in breast cancer risk among OC users
or with WHR > 0.85. It might be a combined effect
between DNA damage caused by estrogens and reduced
DNA repair proficiency with ERCC2. For the other first
results, the explanation might be a reduced DNA repair
proficiency with ERCC2 but it was found when the inter-
action between genetic factors and anthropometric/life-
style factors was considered.

Table 2: ERCC2 Asp312Asn and ERCC2 Lys751Gln polymorphisms and ovarian cancer risk

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (95%CI) ORadj* (95%CI) P value

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 21 (41) 458 (46) 1.00 (reference) 1.00 (reference)
Asp/Asn 28 (55) 418 (42) 1.46 (0.82–2.60) 0.95 (0.62–1.45)
Asn/Asn 2 (4) 118 (12) 0.37 (0.09–1.51) 0.9 (0.39–2.12) 0.088

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 1 (2) 119 (12) 1.00 (reference) 1.00 (reference)
Lys/Gln 31 (61) 446 (45) 8.27 (1.54–44.43) 1.08 (0.70–1.66)
Gln/Gln 19 (37) 430 (43) 5.26 (0.86–32.18) 1.16 (0.49–2.75) 0.025

* Adjusted for age
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Contradictory results were found in the literature. Tang et
al (2002) did not show an association between these two
SNP in ERCC2 and breast cancer risk whereas a lower A
allele frequency in ERCC2 Asp312Asn was found in a Chi-
nese population by Zhang et al (2005) [5,36]. On the con-
trary, a case-control study in Portugal revealed that

women with the Asn312Asn or the Gln751Gln genotype
presented a three-fold risk of ovarian cancer in compari-
son with heterozygous or wild-type homozygous women
[3].

Table 3: ERCC2 Asp312Asn, ERCC2 Lys751Gln polymorphisms and potential breast cancer risk factors

Nonsmokers Smokers

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 283 (45) 299 (47) 1.00 (reference) 102 (42) 159 (44) 1.00 (reference)
Asp/Asn 258 (41) 270 (43) 1.01 (0.80–1.28) 111 (46) 146 (41) 1.19 (0.83–1.68)
Asn/Asn 85 (14) 64 (10) 1.4 (0.98–2.02) 0.16 29 (12) 54 (15) 0.84 (0.50–1.40) 0.36

No HRT* users HRT users

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 175 (46) 137 (48) 1.00 (reference) 75 (40) 216 (47) 1.00 (reference)
Asp/Asn 152 (40) 119 (41) 1.00 (0.72–1.39) 92 (49) 191 (42) 1.39 (0.97–1.99)
Asn/Asn 54 (14) 31 (11) 1.36 (0.83–2.23) 0.44 19 (10) 50 (11) 1.09 (0.61–1.97) 0.20

No OC** users OC users

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 240 (46) 215 (50) 1.00 (reference) 143 (42) 243 (43) 1.00 (reference)
Asp/Asn 208 (40) 176 (41) 1.06 (0.81–1.39) 161 (47) 242 (43) 1.13 (0.85–1.51)
Asn/Asn 74 (14) 40 (9) 1.66 (1.08–2.53) 0.061 40 (12) 78 (14) 0.87 (0.56–1.34) 0.44

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 79 (15) 39 (9) 1.00 (reference) 38 (11) 80 (14) 1.00 (reference)
Lys/Gln 223 (43) 198 (46) 0.56 (0.36–0.85) 181 (52) 248 (44) 1.54 (1.00–2.36)
Gln/Gln 222 (42) 195 (45) 0.56 (0.37–0.86) 0.018 127 (37) 235 (42) 1.14 (0.73–1.77) 0.044

Age at first OC use ≤ 23 years Age at first OC > 23 years

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 23 (14) 46 (15) 1.00 (reference) 15 (8) 34 (13) 1.00 (reference)
Lys/Gln 80 (50) 145 (47) 1.10 (0.62–1.95) 101 (55) 103 (40) 2.22 (1.15–4.29)
Gln/Gln 58 (36) 115 (38) 1.01 (0.56–1.82) 0.89 69 (37) 120 (47) 1.3 (0.66–2.56) 0.008

Waist-to-hip ratio = 0.85 Waist-to-hip ratio > 0.85

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 252 (46) 356 (46) 1.00 (reference) 151 (42) 102 (48) 1.00 (reference)
Asp/Asn 234 (43) 326 (42) 1.01 (0.80–1.28) 149 (42) 92 (43) 1.09 (0.76–1.57)
Asn/Asn 60 (11) 98 (13) 0.86 (0.60–1.24) 0.68 58 (16) 20 (9) 1.96 (1.12–3.43) 0.06

* HRT = Hormone Replacement Therapy
** OC = Oral Contraceptive
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Conclusion
This study enabled us to show an increase in risk of breast
cancer with no oral contraceptive users and with women
exhibiting a waist-to-hip ratio superior to 0.85 for Asn
homozygous for ERCC2 312.

Subjects and Methods
Study Subjects
911 breast cancer cases and 51 ovarian cancer cases (aged
26–89 years), from the Auvergne region in France were
included. They are belonging to the COSA program
(Breast and Ovarian Cancer in the Auvergne region) that
consisted of the recruitment of identified women from
different clinics and hospitals in the Auvergne region in
France from November 1996 through November 1999.

Table 4: ERCC2 Asp312Asn, ERCC2 Lys751Gln polymorphisms and potential ovarian cancer risk factors

Age at menarche = 13 years Age at menarche > 13 years

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) P value

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 1 (3) 87 (13) 1.00 (reference) 0 (0) 32 (10) -
Lys/Gln 21 (57) 303 (46) 6.03 (1.02–35.78) 10 (71) 175 (52) 1.00 (reference)
Gln/Gln 15 (41) 271 (41) 4.82 (0.6–30.62) 0.14 4 (29) 127 (38) 0.55 (0.17–1.77) 0.32

No OC* users OC users

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%)

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 13 (35) 215 (50) 1.00 (reference) 5 (50) 243 (43) 1.00 (reference)
Asp/Asn 23 (62) 176 (41) 2.16 (1.08–4.33) 5 (50) 242 (43) 1.00 (0.29–3.51)
Asn/Asn 1 (3) 40 (9) 0.41 (0.06–3.05) 0.032 0 (0) 78 (14) - 0.45

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 0 (0) 39 (9) - 0 (0) 80 (14) -
Lys/Gln 27 (73) 198 (46) 1.00 (reference) 4 (40) 248 (44) 1.00 (reference)
Gln/Gln 10 (27) 195 (45) 0.38 (0.18–0.78) 0.0085 6 (60) 235 (42) 1.58 (0.45–5.62) 0.7**

BMI ≤ 25 BMI >25

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%)

ERCC2 Asp312Asn
Asp/Asp 18 (47) 311 (45) 1.00 (reference) 3 (23) 147 (48) 1.00 (reference)
Asp/Asn 19 (50) 292 (43) 1.12 (0.58–2.18) 9 (69) 126 (41) 3.5 (1.00–12.26)
Asn/Asn 1 (3) 84 (12) 0.21 (0.03–1.29) 0.19 1 (8) 34 (11) 1.44 (0.15–14.11) 0.13

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 1 (3) 84 (12) 1.00 (reference) 0 (0) 35 (11) -
Lys/Gln 21 (55) 313 (45) 5.64 (0.93–33.99) 10 (77) 133 (43) 1.00 (reference)
Gln/Gln 16 (42) 291 (42) 4.62 (0.72–29.53) 0.17 3 (23) 139 (45) 0.29 0.08–0.99) 0.048

Waist-to-hip ratio = 0.85 Waist-to-hip ratio > 0.85

Genotype Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%) Cases (%) Controls (%) OR (CI 95%)

ERCC2 Lys751Gln
Lys/Lys 1 (4) 102 (13) 1.00 (reference) 0 (0) 17 (8) -
Lys/Gln 19 (70) 341 (44) 5.68 (0.94–34.25) 12 (50) 105 (49) 1.00 (reference)
Gln/Gln 7 (26) 338 (43) 2.11 (0.27–16.57) 0.02 12 (50) 92 (43) 1.14 (0.49–2.66) 0.76

* OC = Oral Contraceptive
** after Yates correction
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Eligible subjects were women who had been diagnosed
with breast or ovarian cancer with no BRCA mutation and
no more than one first degree relative breast cancer.

1,000 healthy control women (aged 24–85 years) were
recruited in a mammographic screening center from July
2005 to April 2006. Eligible controls were women with no
previous history of cancer and resident in the Auvergne
region. All study subjects received counseling and pro-
vided written consent for the study.

Data collection
Participants completed a questionnaire about their medi-
cal and reproductive histories in particular. Breast and
ovarian cases filled in the questionnaire at the time of
clinic appointment whereas controls were interviewed at
the medical center at the time of enrollment. Data regard-
ing reproductive history (including gravidity, parity, age at
first-full term pregnancy, history of breastfeeding, age at
menarche and menopause, menstrual cycle regularity,
hormone replacement therapy), use of oral contraceptives
(OC) ("Ever use" of OC was defined as at least 3 months
of use), age at first OC use and duration of OC, anthropo-
metric characteristics (height, weight, weight at age 20,
waist and hip measurements), smoking status ("ever
smoker" was defined as at least 1 year of smoking) were
collected.

Genotyping
For breast and ovarian cancer patients and healthy
women, genomic DNAs were extracted from whole blood
using DNA extraction kit by Euromedex according to the
manufacturer's protocol (Euromedex, Souffelweyersheim,
France). Two functional polymorphisms of a DNA repair
gene ERCC2 were selected (Table 5). The corresponding
probes were ordered at the company Applied Biosystems.
Allelic discrimination using fluorogenic probes (5' nucle-
ase assay, Taqman®) was chosen for genotyping on the ABI
PRISM 7700 Sequence Detection Systems (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA) and consisted of the use of
allele-specific fluorogenic probes [37]. Sixteen nanograms
of DNA were amplified by AmpliTaq Gold DNA polymer-
ase which was included in Taqman® Universal Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The PCR reac-
tions were as follows: one step of 10 min at 95°C fol-
lowed by 40 cycles of two-step PCR with denaturation at
92°C for 15s and annealing and extension at 60°C for 1

min. Ten percent of all samples were genotyped again for
quality control.

Statistical Analysis
The software SEM (Centre Jean Perrin, Clermont Ferrand,
France) was used for data analyses [38]. Standard descrip-
tive statistics consisted in means plus standard deviation
for quantitative data. Comparisons between cases and
controls were performed using Chi2-squared test for qual-
itative parameters. Univariate and multivariate analyses
were performed to determine cancer risk factors in our
populations, and odds ratios (ORs) with corresponding
95% confidence interval (95% CI) were estimated.

Allelic frequencies and the distribution of genotype were
compared within the two populations using Chi2 analysis
and ORs with 95% CI. Yates correction was performed
when the number of cases was inferior to 5. The potential
confounding effects of known breast cancer risk factors
(age at menarche, number of children, age at first child
birth, menopause, breastfeeding, oral contraceptive (OC)
use, age at first OC use, body mass index [BMI], BMI at 20
years old, waist-to-hip ratio [WHR] and smoking) were
evaluated by adjusting for unconditional logistic regres-
sion and calculation of ORs. As no changes in ORs were
noted, results were reported without adjustment for these
factors.
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Conclusions de la publication N°1 : 

Dans cette étude, nous avons recherché l’influence de deux SNP fonctionnels, ERCC2 

Asp312Asn et ERCC2 Lys751Gln sur le risque de développer un cancer du sein ou de l’ovaire. 

Ces SNP sont retrouvés au niveau du gène ERCC2, impliqué dans la réparation de l’ADN par 

le système d’excision de nucléotide. Pour réaliser cette étude, l’ADN extrait de 911 patientes 

atteintes de cancer du sein, 51 patientes atteintes de cancers de l’ovaire et 1000 témoins a été 

utilisé. Nous n’avons pas trouvé de modification du risque de développer un cancer de 

l’ovaire ou du sein associée aux SNP Asp312Asn et Lys751Gln d’ERCC2. En revanche, nous 

avons trouvé une augmentation du risque de développer un cancer du sein chez les femmes 

homozygotes pour le polymorphisme conduisant à la présence d’une Asparagine en position 

312 d’ERCC2 lorsque celles-ci n’utilisent pas de contraceptifs oraux ou présentent un rapport 

tour de taille/tour de hanches supérieur à 0,85. 
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2. LE CANCER DES OVAIRES 
2.1. Rappels sur les ovaires 

Les ovaires sont les organes hébergeant les cellules germinales de la femme. Leur rôle 

est de produire les ovocytes, mais également de synthétiser les hormones sexuelles de la 

femme. 

2.1.1. Développement 

L’ovaire est constitué de deux populations cellulaires d’origine embryologique 

différente. Les cellules germinales primordiales, destinées à former les gamètes et les cellules 

somatiques, (cellules folliculaires et thécales) entourant les cellules germinales. Les cellules 

germinales primordiales sont localisées dans l’épiblaste de l’embryon en cours de 

gastrulation. Au cours de l’embryogenèse, ces cellules vont tout d’abord se retrouver à 

l’extérieur de l’embryon, puis migrer jusqu’à la crête génitale. Au cours de cette migration, 

deux populations de cellules se seront distinguées, l’une migrant vers la crête génitale gauche 

et l’autre vers la crête génitale droite. Une forte prolifération (par mitose) a également lieu 

lors de cette migration. La crête génitale correspond à un épaississement de l’épithélium 

cœlomique. Les cellules épithéliales cœlomiques forment ensuite les cordons sexuels en 

entourant les cellules germinales primitives et s’insinuant en profondeur dans le mésenchyme 

cœlomique. A ce stade, soit environ 6 semaines de l’embryogenèse, les gonades mâles et 

femelles ne peuvent pas être différenciées morphologiquement. La formation des ovaires 

s’effectue avec une régression des cordons sexuels distants de l’épithélium cœlomique, qui 

deviendront la partie médullaire de l’ovaire. L’épithélium cœlomique entoure les cordons 

sexuels restants qui formeront le cortex. L’irrigation par des vaisseaux en provenance de la 

medullaire va provoquer le désagrègement des cordons sexuels de la région corticale. Les 

ovogonies vont alors se multiplier par mitoses successives, puis entrer en prophase de la 

méïose. Une couche de cellules issues des cordons sexuels va alors entourer chaque ovogonie, 

formant les follicules primordiaux. Au cours de leur formation, les ovaires vont se déplacer, 

depuis l’abdomen, au début du 3ème mois de l’embryogenèse, jusqu’à la cavité pelvienne, à la 

fin du 4ème mois [64] (b). 

2.1.2. Anatomie 

Les ovaires sont localisés au niveau de la cavité pelvienne, en position postérieure. Ils 

sont de forme ovoïde et possèdent deux extrêmités : l’une, dite utérine, pointe en direction de 

l’utérus, tandis que l’autre, dite tubaire, est accolée à l’extrêmité de la trompe de Fallope. 

Chaque ovaire est maintenu en place grâce à plusieurs ligaments : le ligament lombo-ovarien 

lie la partie supérieure de l’ovaire au rétropéritoine, le ligament utéro-ovarien lie l’extrémité 
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utérine de l’ovaire à l’utérus et le ligament infundibulo-ovarien lie l’ovaire au pavillon de la 

trompe de Fallope. De plus, la partie inférieure de l’ovaire est fixée au mésovarium, une 

épaisseur du péritoine, où se situe le hile de l’ovaire. La vascularisation de l’ovaire se fait par 

l’artère iliaque au niveau de la jonction utérus-trompe, par l’artère ovarienne qui longe le 

ligament lombo-ovarien et par les veines ovarienne et utérine. Un réseau lymphatique est 

également présent, parallèle au réseau veineux [65] (b) (Figure 2). 

 

 
Figure 2 : Anatomie des organes reproducteurs de la femme. 

2.1.3. Histologie 

L’ovaire est entouré d’une couche cellulaire fibreuse, l’albuginée. Sous l’albuginée, le 

cortex est formé de stroma et de follicules ovariens à divers stades entourés de cellules 

interstitielles. Les ovaires, enveloppés d’une couche de cellules épithéliales (la granulosa) et 

d’une couche moins organisée, mésenchymateuse (la thèque) forment les follicules 

primordiaux. Au cours de lu cycle ovarien, les follicules primordiaux, en grossissant, se 

rapprochent de la paroi extérieure de l’ovaire, laissant une cavité lors de l’ovulation qui va se 

cicatriser lors de la formation du corps jaune. La zone médullaire de l’ovaire est formée de 

tissus conjonctifs et de fibres musculaires lisses, vascularisées par le hile [65]. 

2.1.4. Physiologie 

Dans les ovaires, une partie des follicules primordiaux va spontanément se transformer 

en follicules primaires par multiplication des cellules de la granulosa, et augmentation de 
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volume de l’ovocyte. Une cavité, remplie de protéines, d’hormones et autres molécules va 

ensuite se creuser dans la masse des cellules folliculaires, donnant ainsi de petits follicules à 

antrum. Une stimulation par la FSH est alors nécessaire pour la poursuite de leur 

développement, sans quoi ils involuent (phénomène d’atrésie). Cette stimulation ne se produit 

jamais avant la puberté, puis a lieu cycliquement lors de la phase folliculaire. A ce stade, 

l’hypophyse sécrète une quantité de plus en plus importante de FSH à laquelle répondent les 

follicules matures, avec une croissance et une prolifération cellulaire, devenant ainsi des 

follicules à grand antrum. Les follicules sont responsables de la sécrétion d’œstrogènes, 

inhibant la sécrétion de LH et FSH par l’hypophyse. La diminution de FSH va provoquer 

l’arrêt de croissance, puis l’involution des follicules. L’un d’entre eux toutefois continuera sa 

croissance indépendamment du taux de FSH et sécrètera de plus en plus d’œstrogènes. 

Lorsque le taux d’œstrogènes dépasse un certain seuil, le contrôle négatif de LH par les 

œstrogènes devient contrôle positif, aboutissant alors à la sécrétion d’un pic de LH 

(accompagné d’un pic plus faible de FSH) par l’hypophyse. Ce pic de LH va permettre au 

follicule sélectionné d’évoluer en follicule de De Graaf. Lors de ce pic de LH, le premier 

globule polaire est émis par l’ovocyte, dans la zone pellucide. Dix à 12 heures après le pic de 

LH, l’ovulation, par éclatement de l’antre folliculaire a lieu et l’ovule est capté par la trompe 

de Fallope. Lors de la phase lutéale du cycle menstruel, les cellules restantes du follicule 

évoluent en corps jaune qui sécrète des œstrogènes, mais surtout de la progestérone qui inhibe 

la sécrétion de FSH par l’hypophyse, empêchant ainsi la maturation d’autres follicules. En 

l’absence de fécondation, le corps jaune dégénère, laissant place à une cicatrice fibreuse, le 

corps blanc et arrêtant la production de progestérone. Le cycle menstruel recommence alors 

avec les règles. En cas de fécondation, le trophoblaste va sécréter la lutéotrophine qui va 

maintenir le corps jaune et donc la sécrétion de progestérone. Le corps jaune se maintiendra 

pendant le premier trimestre de la grossesse avant d’involuer (la sécrétion de progestérone 

étant alors réalisée par le placenta). Le cycle menstruel ne sera rétabli qu’après arrêt de la 

sécrétion de prolactine, maintenue par un allaitement important. En effet, la prolactine 

empêche la sécrétion de LH et FSH par l’hypophyse. 

Au cours de la vie d’une femme, le taux de follicules va s’accroître, jusqu’à près de 

3,5 millions par ovaires vers le 5ème mois de gestation, il y en aura moins de 300 000 à la 

naissance et 200 000 à la puberté. La raréfaction, puis la disparition de l’ensemble des 

follicules conduit à la ménopause, vers l’âge de 50 ans. En tout, environ 400 follicules 

seulement auront effectué leur maturation [64, 65]. 
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2.2. Chiffres sur le cancer des ovaires 
Le cancer des ovaires est le huitième cancer chez la femme au niveau mondial, on 

estime à 225 500 le nombre de nouveaux cas en 2008 et 140 200 le nombre de décès, ce qui 

en fait la septième cause de décès par cancer dans le monde en 2008 [1]. En France on estime 

à 4 530 le nombre de nouveaux cas en 2010 et 3130 le nombre de décès (a). 

2.3. Les types histologiques de cancers ovariens 
Les ovaires sont constitués de plusieurs types cellulaires qui, chacun peut aboutir au 

cancer. Ces cancers se distingueront les uns des autres par différents paramètres histologiques 

et sont classées en fonction de la structure normale qu’elles reproduisent. Ainsi, les tumeurs 

épithéliales représentent environ 60% des tumeurs de l’ovaire et sont classées selon trois 

critères : leur potentiel évolutif, la présence d’une composante stromale d’accompagnement 

ou le type de différenciation épithéliale. Hormis ces tumeurs épithéliales, les tumeurs des 

cordons sexuels, du stroma, de la granulosa ou autres sont bien moins fréquentes [66]. 

2.4. Facteurs de risque et facteurs protecteurs 
Tout comme pour le cancer du sein, si les causes entraînant la survenue d’un cancer 

des ovaires ne sont pas clairement définies, certains facteurs de risque sont définis dans la 

littérature.  

Comme pour l’ensemble des cancers, l’âge reste un facteur de risque important. 

2.4.1. Facteurs environnementaux 

2.4.1.1. Talc et amiante 

Actuellement, un certain nombre de publications débattent d’une éventuelle 

augmentation du risque de développer un cancer des ovaires suite à l’exposition à l’amiante et 

à l’application de talc au niveau du périnée. Il semblerait que des études menées selon un 

protocole strict soient nécessaires pour confirmer ou infirmer l’hypothèse selon laquelle le 

talc et l’amiante seraient facteurs de risque pour le cancer des ovaires [67-69]. 

2.4.2. Facteurs comportementaux 

2.4.2.1. Tabagisme 

Bien que les résultats ne soient pas clairs pour l’ensemble des cancers des ovaires, il 

semblerait que le tabagisme augmente sensiblement le risque de développer un cancer des 

ovaires mucineux avec un retour à la normale 20 à 30 jours après arrêt de l’exposition au 

tabac [70]. 
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2.4.2.2. Facteurs alimentaires 

2.4.2.2.1. Thé vert 

Bien que peu de données ne soient disponibles à l’heure actuelle, il semble que la 

consommation de thé vert ait un effet protecteur sur le risque de développer un cancer de 

l’ovaire [20, 71]. 

2.4.2.2.2. Vitamine D 

La présence de récepteurs nucléaires à la vitamine D et l’inhibition de prolifération 

associée à l’apoptose induites par la vitamine D en lignées continues de cellules issues de 

cancers de l’ovaire, permettent de suspecter un effet de la vitamine D sur le risque de 

développer un cancer des ovaires. Toutefois, les données épidémiologiques actuelles ne 

permettent pas de conclure sur un tel effet [72, 73]. 

2.4.2.2.3. Surpoids et obésité 

La synthèse d’hormones sexuelles et l’augmentation d’œstrogènes actives dus au tissu 

adipeux conduisent à penser que surpoids et obésité augmenteraient le risque de développer 

un cancer de l’ovaire, plus particulièrement après la ménopause. Toutefois les données 

épidémiologiques ne confirment pas cette hypothèse et des résultats contradictoires ont été 

retrouvés [74]. 

2.4.2.3. Endométriose 

L’endométriose consiste en la propagation des cellules de l’endomètre en dehors de la 

cavité utérine. Dans la plupart des cas, cette invasion touche l’ovaire, toutefois cette 

pathologie est considérée comme bénigne. Cependant, il semblerait qu’une association entre 

l’endométriose et certaines formes du cancer de l’ovaire soit retrouvée. Ainsi, l’endométriose 

pourrait être responsable d’une augmentation du risque de développer un cancer de l’ovaire, 

ou alors ces deux pathologies partagent des facteurs de risque communs [75]. 

2.4.3. Facteurs reproductifs 

2.4.3.1. Age des premières règles et de la ménopause 

Selon l’hypothèse de « l’ovulation incessante », un âge des premières règles précoce et 

une ménopause tardive devraient augmenter le risque de développer un cancer de l’ovaire en 

augmentant le nombre de cycles ovariens. Très peu de données existent concernant un âge des 

premières règles précoce. En revanche, de nombreuses études se sont intéressées à l’âge de la 

ménopause. Les résultats de ces études ne sont pas clairs, d’autant plus qu’il a été suggéré que 
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la ménopause, en entraînant des remaniements importants de l’ovaire, pourrait augmenter les 

dommages à l’ADN dans les cellules de l’ovaire et donc conduire à un cancer des ovaires 

[76]. 

2.4.3.2. Grossesse 

Il est admis, aujourd’hui, qu’une grossesse précoce protège du cancer de l’ovaire. De 

même, chaque grossesse semble diminuer le risque de développer un cancer de l’ovaire. Cet 

effet pourrait s’expliquer par l’absence de cycles ovariens pendant la grossesse, mais aussi par 

l’augmentation de progestérone durant la grossesse, ou encore l’impossibilité d’évacuer 

pleinement les fluides ovariens lors de la grossesse, qui permettrait aux facteurs de l’apoptose 

d’agir et éliminerait les cellules endommagées [77]. 

2.4.3.3. Allaitement 

Malgré un effet limité, il semblerait qu’un allaitement prolongé après la grossesse 

protègerait du cancer de l’ovaire. Cet effet pourrait être dû à l’arrêt du cycle menstruel durant 

l’allaitement, ou encore à l’inhibition de sécrétion de LH et FSH par l’hypophyse au cours de 

l’allaitement [77]. 

2.4.3.4. Contraception orale 

La prise de contraceptifs oraux semble diminuer le risque de développer un cancer de 

l’ovaire. Cet effet protecteur serait effectif dès 1 an de prise de contraceptif oraux, avec une 

efficacité liée à la durée de la contraception. Après arrêt de prise de contraceptifs oraux, le 

risque de développer un cancer de l’ovaire semble réaugmenter sans jamais, toutefois, revenir 

au même niveau que les femmes n’ayant jamais utilisé de contraceptifs oraux. Ces résultats 

sont valables pour tous les contraceptifs oraux mais pas pour tous les cancers de l’ovaire, 

puisque aucun effet protecteur n’est retrouvé pour les tumeurs mucineuses. Cet effet 

protecteur s’expliquerait par l’absence d’ovulation induite par la prise de contraceptif qui 

permettrait, selon la théorie de « l’ovulation incessante », de diminuer les erreurs de 

réparations des cellules suite à l’ovulation [78]. 

2.4.3.5. Traitement de l’infertilité 

Le traitement de l’infertilité jouant à la fois sur la théorie de « l’ovulation incessante » 

et celle de « la gonadotrophine accrue », il pourrait être associé avec le développement de 

tumeurs ovariennes, comme suggéré par certaines études. Toutefois des facteurs confondants, 

comme la nulliparité pourraient être responsables de tels résultats. Le risque de développer un 
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cancer des ovaire associé au traitement de l’infertilité n’est donc aujourd’hui pas démontré 

[79]. 

2.4.3.6. Thérapie hormonale 

Il semble aujourd’hui clair que le traitement substitutif de la ménopause augmente le 

risque de développer un cancer de l’ovaire [80, 81]. L’utilisation d’œstrogènes seuls ou 

combinés avec un progestatif semblent augmenter le risque, toutefois l’utilisation 

d’œstrogènes seuls semble plus à risque [82]. Le mécanisme impliqué n’est aujourd’hui pas 

encore connu. 

2.4.4. Facteurs génétiques 

2.4.4.1. Mutations des gènes BRCA1 et BRCA2 

Tout comme pour le cancer du sein, les individus porteurs d’un allèle muté de BRCA1 

ou BRCA2 sont plus à risque de développer un cancer des ovaires. La pénétrance de ces 

mutations est plus faible pour le cancer des ovaires que pour le cancer du sein, puisque 40 et 

18% des femmes portant un allèle muté de BRCA1 et BRCA2 respectivement développent un 

cancer de l’ovaire avant 70 ans. Les mécanismes impliqués sont les mêmes que pour le cancer 

du sein [83]. 

2.4.4.2. Autres polymorphismes 

De nombreux polymorphismes ont été identifiés comme modulateurs du risque de 

développer un cancer des ovaires ; ceux-ci touchent des gènes impliqués dans diverses 

fonction, comme la voie de synthèse ou de métabolisme des stéroïdes (PGR, CYP19A1, 

SRD5A2), le contrôle du cycle cellulaire (CDKN2A) ou encore la réparation de l’ADN 

(XRCC2, XRCC3). Comme pour le cancer du sein, l’association de certains polymorphismes 

pourrait conduire à une augmentation importante du risque de développer un cancer de 

l’ovaire [84]. 

3. LES MARQUES EPIGENETIQUES 
L’épigénétique consiste en « l’étude de changements du fonctionnement de gènes, 

héritable par la méïose et/ou la mitose, non expliquée par des modifications dans la séquence 

de l’ADN » [85]. On peut estimer les débuts de l’émergence des concepts épigénétiques tels 

qu’ils sont connus actuellement au début du XXième siècle. En 1930, Muller a observé que la 

présence d’un phénotype « tacheté » au niveau des yeux de drosophiles était associé à des 

réarrangements de chromatine différents pour chaque cellule de l’œil [86]. Des études 

réalisées durant les 10 à 20 années suivantes confirment que ces phénotypes sont observés 
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lorsque les réarrangements touchent le gène « white », codant pour la couleur des yeux de 

drosophiles. Au cours de cette période, il est devenu clair que la localisation d’un gène 

pouvait jouer sur leur fonctionnement. L’étude des processus de développement a également 

conduit à connaitre l’existence de mécanismes permettant la mise en place et le maintien de 

phénotypes variables entre les cellules. Enfin, le lien entre information génétique et la 

molécule d’ADN, puis la découverte que les cellules somatiques d’un individu possèdent 

toutes le même génome ont conduit à l’hypothèse que des facteurs ne modifiant pas la 

structure de l’ADN étaient capables de modifier le phénotype des cellules. La découverte du 

rôle de la méthylation de l’ADN et des marques au niveau des histones ont ensuite suivi, ainsi 

que celle de liens entre ces marques et de mécanismes impliqués dans leur mise en place, leur 

maintien et leur suppression. [87]. 

3.1. A propos de la chromatine 
Chez l’homme, l’ADN est organisé en 23 paires de chromosomes, portant 

approximativement 25 000 gènes. Si ces molécules étaient déroulées, elles s’étendraient sur 

environ 2 mètres et c’est donc la condensation de l’ADN (environ 10 000 fois) qui permet de 

les contenir dans le noyau. Cette condensation est faite par enroulement de l’ADN autour de 

protéines, les histones (Figure 3). 

Ce complexe protéine-ADN constitue la chromatine. La structure de la chromatine 

n’est pas uniforme, et permet l’existence de zones très compactées, l’hétérochromatine et de 

zones peu compactes, l’euchromatine, en passant par de nombreux niveaux de compaction 

intermédiaires. Des variations dans la chromatine peuvent aboutir à ces différents niveaux de 

compaction : l’introduction de protéines histones inhabituelles (les variants d’histones), des 

structures chromatiniennes altérées (les remaniements de chromatine) et l’addition de 

marques chimiques sur les histones. De plus, l’addition d’un groupement méthyle sur une 

cytosine de l’ADN (la méthylation de l’ADN) peut permettre le recrutement de protéines 

pouvant remanier la chromatine ou modifier les marques des histones. La décompaction 

(l’ouverture) de la chromatine va permettre d’accéder à l’ADN et éventuellement la mise en 

place des complexes permettant l’expression des gènes, tandis que la compaction (la 

fermeture) de la chromatine empêchera cet accès à l’ADN. Les différents états de compaction 

de la chromatine vont permettre un contrôle de l’expression des gènes, voire des allèles. Les 

mécanismes épigénétiques responsables de la fermeture ou l’ouverture de la chromatine 

seront ainsi responsables de différences phénotypiques entre les cellules d’un même individu, 

mais aussi au cours de la vie, pour une même cellule. L’influence de l’environnement sur ces 

mécanismes épigénétiques pourra ainsi avoir des conséquences sur le phénotype des cellules, 

voire d’un individu [87, 88]. 
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Figure 3 : Les différents stades de compaction de la chromatine. 

 

3.2. Marques au niveau des histones 
Le nucléosome constitue l’unité fondamentale de la chromatine [89]. Il s’agit d’un 

octamère de protéines formé des quatre histones nucléosomiques (H2A, H2B, H3 et H4) en 

deux exemplaires autour desquelles sont enroulés 147 paires de bases d’ADN. Les histones du 

nucléosomee sont de petites protéines hautement basiques. Elles sont formées d’un domaine 

globulaire et de « queues d’histones » émergeant de ce domaine. Ce sont les queues 

d’histones, pouvant subir de nombreuses modifications post-traductionnelles (acétylation, 

méthylation, phosphorylation, ubiquitination, sumoylation, ADP-ribosylation, biotinylation, 

isomérisation avec la proline et probablement d’autres [90]), qui seront responsables de la 

variabilité des nucléosomes. En plus de ces modifications post-traductionnelles, des variants 

d’histones existent, et leur présence au sein du nucléosome peut également influencer l’état de 

la chromatine. 
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L’étude des nombreuses marques des histones est actuellement en plein essor et toutes 

ne sont pas encore bien caractérisées ; dans cette partie, je ne parlerais que des marques les 

plus connues pour leur rôle au niveau de l’expression des gènes : l’acétylation et la 

méthylation des lysines des histones. 

Les histones peuvent êtres acétylées au niveau de leur lysines, ce qui aboutit à 

l’ouverture de la chromatine. L’acétylation des histones est réalisée par les histones acétyl-

transférases (HAT), recrutées par des activateurs liés à l’ADN, tandis que des histones 

déacétylases (HDAC), recrutées par des répresseurs liés à l’ADN, pourront supprimer 

l’acétylation des histones. Ces enzymes font partie de gros complexes multiprotéiques dont 

les fonctions ne se limitent pas à l’acétylation ou la déacétylation des histones. Certains 

récepteurs nucléaires aux hormones sont répresseurs lorsqu’ils ne sont pas liés à leur ligand et 

recrutent donc des HDAC, tandis qu’ils deviennent activateurs et recrutent des HAT en 

présence de leur ligand [91]. Les HAT sont classées en 3 familles, dont l’une (constituée de 

CBP et p300) est majoritairement sollicitée par les activateurs. Deux mécanismes permettent 

d’expliquer le lien entre ouverture de la chromatine et acétylation des histones. Premièrement, 

les charges positives des histones (leur permettant de se lier à l’ADN, chargé négativement) 

sont neutralisées par l’acétylation, diminuant ainsi leur force de liaison avec l’ADN et 

permettant alors l’ouverture de sites de liaison avec l’ADN [92] et la décompaction des 

groupes de nucléosomes [93]. Deuxièmement, l’acétylation des histones permet la fixation de 

protéines à bromodomaines dont certaines sont des HAT (ce qui permettra l’entretien de 

l’acétylation) et qui recruteront à leur tour des co-activateurs. Les HDAC, pour leur part, sont 

recrutés dans des complexes multiprotéiques eux-mêmes recrutés par des répresseurs liés à 

l’ADN [94, 95]. 

La méthylation des lysines des histones est un peu plus complexe que leur acétylation, 

puisqu’elle peut être responsable de l’activation ou la répression de l’activité transcriptionelle 

en fonction de la position de la lysine touchée dans l’histone. Un niveau de complexité 

supplémentaire est le fait de pouvoir avoir différents niveaux de méthylation sur chaque 

lysine qui peuvent être mono-, di- ou tri-méthylées. Les histones lysines méthyle transférases 

(HKMT) sont responsables de la méthylation des lysines. Trois sites de méthylation sont 

actuellement bien caractérisés : les méthylations des lysines 4, 9 et 27 de l’histone 3 (H3K4, 

H3K9 et H3K27 respectivement). De nombreuses protéines peuvent se lier à ces marques 

grâce à leur chromodomaines, domaines tudor, et domaines PHD (plant homeo domain). 

La méthylation sur H3K4 est retrouvée dans l’euchromatine, en position 5’ des gènes 

actifs. C’est l’ARN polymérase II activée qui recrute, au début de la transcription, la protéine 

Set1, qui possède l’activité H3K4 méthyle transférase. Cette marque permet ensuite de 
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recruter des facteurs spécifiques, tel que CHD1, impliquée dans les mécanismes d’ouverture 

de la chromatine et empêche la méthylation de H3K9 par SUV39H. 

La méthylation de H3K9 est la plus étudiée, elle est largement présente au niveau de 

l’hétérochromatine péricentromérique. C’est l’HKMT SUV39H qui permet la méthylation de 

H3K9 et la présence de cette méthylation et de SUV39H sur l’ADN permet de recruter HP1, 

une protéine à chromodomaine [96, 97]. HP1 va pouvoir se propager dans les nucléosomes 

voisins en association avec SUV39H, catalysant ainsi la méthylation des H3K9 à proximité 

[98]. La formation de dimères de HP1, par le biais du domaine chromoshadow favorise 

encore ce mécanisme d’invasion de l’hétérochromatine. Le départ de la méthylation de H3K9 

au niveau de la région péricentromérique se fait grâce à des ARN synthétisés de façon 

bidirectionnelle dans les régions répétées du centromère. Ces ARN, pris en charge par 

l’enzyme DICER vont former des siRNA (petit ARN interférents). Ces siRNA, seront pris en 

charge par le complexe RITS et vont l’amener au niveau du centromère où il recrutera 

l’HKMT SUV39H, à l’origine de la méthylation de H3K9. Cette marque n’est toutefois pas 

seulement localisée au niveau du centromère, mais aussi au niveau de gènes réprimés, dans 

l’euchromatine, où SUV39H1 et HP1 sont recrutés par la protéine répresseur RB 

(rétinoblastome), sans qu’il n’y ait propagation de la méthylation. La méthylation H3K9 est 

également retrouvée au niveau des télomères, où HP1 est remplacée par des protéines 

homologues se liant également à H3K9 méthylé et transduites par SUV39H1 et SUV39H2. 

Enfin, la méthylation H3K27 est une modification répressive, retrouvée au niveau de 

gènes réprimés, au niveau de l’hétérochromatine péricentromérique et au niveau du 

chromosome X inactif. Cette méthylation est apportée par EZH2 (Homologue Humaine de 

Enhancer of Zeste, trouvée chez la drosophile). Chez la drosophile, EZ est retrouvée dans le 

complexe répresseur Polycomb qui cible des régions de l’ADN spécifiques. Chez l’homme, 

ces régions cibles ne sont toutefois pas retrouvées. Les complexes impliquant EZH2 seraient 

recrutés par des facteurs de transcription, comme MYC, capable de réguler l’expression de 

plus de 15% des gènes [99]. EZH2 induirait alors la méthylation de H3K27 et le recrutement 

de Polycomb. 

Ces méthylations, sur les résidus lysine des histones peuvent êtres retirées par des 

histones lysine déméthylases, récemment caractérisées. Les mécanismes mettant en jeu ces 

enzymes ne sont toutefois actuellement pas connus [87]. 

3.3. La méthylation de l’ADN 
La méthylation de l’ADN correspond au plus ancien mécanisme épigénétique connu 

pour être associé avec la répression des gènes [100]. Il s’agit de l’addition d’un groupement 

méthyle au niveau d’une cytosine de l’ADN. Chez les mammifères, cette marque est 
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majoritairement présente au niveau de dinucléotides CpG (cytosine suivie d’une guanine et 

reliés par un groupement phosphate dans l’ADN). Cette méthylation est apportée par les ADN 

méthyle transférases (DNMT) (Figure 4). 

 

 
Figure 4 : Schéma de la réaction de conversion d’une cytosine en 5-méthylcytosine. 

 

Trois d’entre elles ont été caractérisées chez l’homme : les DNMT3a et 3b, permettant 

la méthylation de novo de sites CpG, et la DNMT1, permettant la méthylation de sites CpG 

hémiméthylés (dont l’un des brins est méthylé, mais pas l’autre). La réplication de l’ADN, au 

cours de la division cellulaire, est majoritairement responsable de la formation d’ADN 

hémiméthylé. En effet, le brin néosynthétisé ne présente pas de métylation. La DNMT1 est 

considérée comme une enzyme permettant le maintient de la méthylation de l’ADN, 

puisqu’elle permet la méthylation du brin néosynthétisé, par symétrie avec le brin matrice et 

évite la perte de la méthylation au fur et à mesure des divisions cellulaires. 

Les dinucléotides CpG sont moins fréquemment retrouvés dans le génome qu’ils ne 

devraient l’être, statistiquement [101]. Ceci serait dû à la conversion spontanée et 

relativement fréquente des cytosines méthylées en thymine, par une réaction de déamination 

et ce, malgré des systèmes de réparation spécifiques [102, 103]. 

Dans les tissus somatiques, 70% des sites CpG sont méthylés [104]. Cette méthylation 

est majoritairement retrouvée au niveau de séquences satellites, d’éléments répétés 

(transposons et reliquats de transposons compris), de séquences intergéniques non répétitives, 

et d’exons de gènes. Il existe cependant des régions denses en sites CpG, retrouvées pour la 

plupart (si ce n’est toutes) au niveau des promoteurs et des domaines en 5’ des gènes. Ces 

région sont appelées les îlots CpG et sont non méthylées dans les cellules germinales, 

l’embryon ainsi que, la plupart du temps, dans les cellules somatiques [105]. Globalement, ce 
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profil de méthylation est retrouvé dans l’ensemble des cellules somatiques, mais il peut varier 

au niveau de séquences spécifiques et au cours du développement. Par exemple, sites CpG 

retrouvés sur le chromosome X paternel sont méthylés au cours de l’embryogénèse féminine, 

afin d’inactiver l’un des chromosome X [106], cette inactivation du chromosome X paternel 

est maintenue dans les cellules extraembryonnaires, tandis qu’elle est supprimée (par 

déméthylation), puis rétablie sur l’un ou l’autre des chromosomes X lors des premiers stades 

de l’embryogenèse [106]. Le promoteur du gène interleukin-2 quand à lui est déméthylé lors 

de la différenciation des lymphocytes T [107]. De plus, des séquences spécifiques seront 

méthylées dans l’ovocyte ou le spermatozoïde, permettant la mise en place de l’empreinte 

parentale, qui demeure étonnamment stable au cours de l’embryogenèse. En plus de ces 

changements locaux, des changements globaux de la méthylation de l’ADN surviennent lors 

de la gamétogenèse et la fécondation. En effet, lors de la gamétogenèse, l’absence de maintien 

de la méthylation au cours des divisions cellulaires aboutit à la perte de méthylation. Bien que 

le mécanisme ne soit pas encore connu, l’ADN paternel est fortement déméthylé quelques 

heures après la fécondation. Ce mécanisme implique une déméthylation active puisqu’il n’y a 

pas synthèse d’ADN. De plus, un mécanisme actif serait également impliqué dans la 

déméthylation du promoteur du gène interleukine-2 lors de la différenciation des lymphocytes 

T, pourtant aucune « déméthylase » n’a encore été isolée. Deux mécanismes peuvent 

expliquer les effets de la méthylation de l’ADN sur l’expression des gènes. La présence de 

groupements méthyle dans le sillon majeur de l’ADN peut gêner la liaison de facteurs de 

transcription et ainsi empêcher l’expression d’un gène. Des protéines possédant un domaine 

de liaison à l’ADN méthylé (protéines à MBD) peuvent également se lier à l’ADN méthylé et 

recruter un complexe co-répresseur, capable de modifier les marques sur les histones, 

aboutissant à la fermeture de la chromatine. Par exemple, la protéine à MBD, MeCP2 est 

capable de se lier à l’ADN méthylé et de recruter le complexe mSin3a, possédant une activité 

HDAC [87]. 

3.4. Epigénétique et cancer 
3.4.1. Notions générales 

La dérive d’une cellule vers la formation d’un cancer passe par l’activation 

d’oncogènes et l’inactivation d’oncosuppresseurs [108-111]. Selon la théorie de Knudson 

(2001), l’inactivation d’oncosuppresseurs nécessite, en règle générale, l’inactivation des deux 

copies du gène [112]. Trois classes de « coups » peuvent participer à la perte totale d’activité 

d’un oncosuppresseur : la mutation directe d’une séquence codante, la perte de parties, ou de 

copies entières de gènes ou alors la perte d’expression due à des mécanismes épigénétiques 

[113]. L’altération directe de l’expression d’oncosuppresseurs n’est pas le seul mécanisme 
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épigénétique impliqué dans le cancer : une diminution globale de la méthylation de l’ADN est 

retrouvée dans les cancers et pourrait être la cause d’instabilités génomiques conduisant au 

cancer [108-110, 114-117]. La perte d’empreinte parentale, pouvant conduire à la 

surexpression d’oncogènes peut également participer aux stades précoces de la cancérogenèse 

[118]. Plus récemment, un nombre croissant de données montre que la méthylation des îlots 

CpG dans les promoteurs d’oncosuppresseurs peut inhiber leur expression et conduire au 

cancer [108-110]. Enfin, les cytosines méthylées ont une forte propension à être converties en 

thymines, aboutissant à la formation de mutations et pouvant également faire partie du 

processus de carcinogenèse [119]. 

3.4.2. Epigénétique de BRCA1 et BRCA2 dans les cancers du sein et de 
l’ovaire 

Les mutations héréditaires de BRCA1 et BRCA2 sont responsables d’environ 10% des 

cancers héréditaires du sein et de l’ovaire. De nombreuses études se sont par conséquent 

intéressées aux mécanismes qui pourraient inactiver ces gènes dans les cancers sporadiques et 

plus particulièrement aux mécanismes épigénétiques. La majorité de ces données concernent 

la méthylation des promoteurs de BRCA1 et BRCA2 dans les cancers du sein et de l’ovaire. 

La méthylation de BRCA1 au niveau d’un site de liaison CRE (élément de réponse à 

l’AMPcyclique) dans le promoteur du gène induirait une perte de son expression [120-122]. 

Selon les études, la méthylation de BRCA1 est retrouvée dans une proportion extrêmement 

variable (de 5 à 60%, environ) dans le tissu tumoral de cancers du sein sporadiques. En 

revanche, cette méthylation semble beaucoup plus rare dans les tumeurs mammaires de 

patientes porteuses de mutations héréditaires au niveau de BRCA1 ou BRCA2 et serait donc 

rarement responsable du deuxième « coup » de la théorie de Knudson [123-125]. Trois études 

récentes révèlent la présence de cette marque dans les patientes présentant un risque 

héréditaire non associé à une mutation BRCA1 ou BRCA2 [126-128], en opposition avec les 

résultats de Chen et al. [129]. Bien que cette marque ait été retrouvée au niveau de cellules 

germinales [130], il semblerait qu’elle ne soit, en général pas retrouvée dans les tissus sains 

[131-133]. Toutefois, des études montrent que la méthylation du promoteur de BRCA1 est 

détectée dans le sérum ou le plasma de patientes porteuses de tumeurs méthylées pour BRCA1 

[134-139]. A l’heure actuelle, peu d’études se sont intéressées aux mécanismes responsables 

de l’hyperméthylation de BRCA1 dans les cancers du sein. Butcher et Rodenhiser (2007) ont 

montré que la DNMT3b est surexprimée dans les tumeurs du sein sporadiques où BRCA1 est 

réprimé et la protéine CTCF, possédant un rôle dans le maintien de la déméthylation du 

promoteur de BRCA1 [140] est délocalisée dans le cytoplasme des cellules tumorales [141]. 

Hachana et al. (2009) ont pour leur part montré que l’augmentation de la méthylation de 
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BRCA1 est associée avec la présence du virus SV40 dans les tumeurs ductales invasives du 

sein [142]. Enfin, Jin et al. (2010) ont révélé que la surexpression de UHRF1 (ubiquitin-like 

containing PHD and RING finger domain1) pouvait être à l’origine du recrutement de 

DNMT1 au niveau du promoteur de BRCA1 et donc de sa méthylation [143]. La plupart des 

études s’intéressent à la valeur pronostique ou classificatrice de cette marque épigénétique 

dans les cancers du sein. Globalement, de nombreuses études s’accordent à dire que cette 

marque est associée à des cancers du sein sporadiques infiltrants, de haut grade et/ou de 

mauvais pronostic [127, 133, 144-148]. Elle est surtout retrouvée dans les cancers mammaires 

diagnostiqués avant ou autour de la ménopause [134, 149, 150] et est associée à des tumeurs 

présentant un phénotype triple négatif (HER2-, PR-, ER-) [132, 133, 136, 137, 150-156], 

comme de nombreuses tumeurs du sein associées aux mutations héréditaires de BRCA1 mais, 

contrairement à ces dernières, pas forcément basal-like [146, 155, 157-159]. Plusieurs études 

ont tenté d’associer la méthylation de BRCA1 avec des types de cancers mammaires 

particuliers (mucineux, médullaires, ductal…) mais leurs résultats sont conflictuels, 

probablement en raison de variations importantes de l’échantillonnage des tumeurs [132, 160-

163]. Plusieurs études montrent que les tumeurs du sein hyperméthylées pour BRCA1 sont 

plus sensibles aux chimiothérapies basées sur le platine [156, 164] et celles utilisant les 

inhibiteurs de PARP (poly ADP ribose polymérase) [165]. Enfin, l’hyperméthylation du 

promoteur de BRCA1 semble pouvoir être supprimée par des traitements avec la 5-aza-2’-

déoxycytidine et la trichostatine A [133, 166]. 

Tout comme dans les cancers du sein, la méthylation du promoteur de BRCA1 est 

retrouvée dans certains cancers ovariens et est associée à une diminution de l’expression de 

BRCA1, sous forme d’ARNm et de protéine. Cette marque n’a, jusqu’à présent jamais été 

retrouvée dans des cancers ovariens de patientes porteuses de mutation héréditaire au niveau 

des gènes BRCA1 et BRCA2. Elle a été associée aux cancers séreux, aux cancers épithéliaux 

de haut grade et aux peu fréquents cancers issus de cellules de la granulosa et est très peu 

présente dans les cancers des ovaires à cellules claires. Elle semble également améliorer la 

réponse des cancers ovariens à la chimiothérapie basée sur le platine ou utilisant les 

inhibiteurs de PARP. Esteller et al. (2000) montrent qu’elle serait fréquemment associée avec 

une perte d’hétérozygotie, dans les cancers de l’ovaire [132]. Une seule étude montre que la 

méthylation de BRCA1 peut être retrouvée dans le plasma de patientes ayant développé des 

tumeurs ovariennes péritonéales [167]. Enfin, une seule étude présente une plus faible survie 

pour les patientes ayant développé une tumeur des ovaires méthylée au niveau de BRCA1. 

Cette même étude établit un lien entre cette marque et une activation de la voie PI3K/AKT 

[168]. 
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Concernant la méthylation du promoteur de BRCA2, peu de données sont actuellement 

disponibles. Dans les cancers du sein, Radpour et al. (2009) ne trouvent pas de différence 

significative au niveau de la fréquence de méthylation de BRCA2 entre les tissus sains et 

tumoraux, tandis que Cucer et al. (2008) ainsi que Pal et al. (2010) trouvent une méthylation 

plus importante de BRCA2 dans le tissu tumoral mammaire [138, 169, 170]. Dans les cancers 

des ovaires, une première étude a montré une diminution significative de la méthylation de 

BRCA2 associée à une augmentation de son ARNm et à l’augmentation de la méthylation de 

BRCA1 dans les tumeurs de l’ovaire, liées au grade de ces tumeurs [171]. Trois autres études 

trouvent une augmentation de la méthylation de BRCA2 dans quelques tumeurs ovariennes 

[172-174], tandis que Gras et al. (2001) n’ont pas détecté cette marque dans les cancers 

épithéliaux de l’ovaire [175]. 

4. LES PHYTO-ŒSTROGENES DU SOJA 
4.1. Données générales 

Les phyto-œstrogènes sont des molécules naturellement présentes dans les plantes ou 

dont le précurseur, d’origine végétale, sera métabolisé dans l’organisme. Ils possèdent une 

similitude structurale avec l’œstradiol leur permettant d’avoir une action œstrogénique. Selon 

le rapport de l’AFFSA (2005), sont considérées comme phyto-œstrogènes les molécules 

issues de la consommation de végétaux et possédant une activité œstrogénique retrouvée lors 

de tests in vivo, ou in vitro pour des concentrations correspondant aux taux circulants 

observés lors des apports alimentaires traditionnels [176]. 

De nombreuses molécules dont les isoflavones, isoflavanes, coumestranes, flavanones, 

chalcones, stilbènes et entérolignanes entrent dans ce groupe, et de nombreuses plantes, 

notamment de la famille des fabacées, sont à l’origine de tels composés, mais seule une partie 

en fournit en quantités importantes. Parmi elles, on peut citer le soja, le trèfle, la luzerne ou 

encore le houblon [176]. 

Le soja est l’une des plantes riches en phyto-œstrogènes les plus étudiées. Les graines 

de soja contiennent de la génistine et de la daidzine. Il s’agit d’isoflavones, des molécules de 

la famille des flavonoides. Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires des plantes, 

possédant une structure de deux cycles aromatiques reliés par trois carbones (C6-C3-C6). Ces 

molécules existent sous deux formes : les formes aglycones (non conjuguées) et glucosides 

(liées à un sucre). Les formes glucosides (génistine et daidzine) sont les plus représentées 

dans la graine de soja et sont biologiquement inactives. La fermentation ou la digestion (par 

hydrolyse acide dans l’estomac, ou par action de β-glycosidases de la flore intestinale) des 

graines de soja ou de produits dérivés conduit à la libération de la molécule de sucre et à la 

formation de l’aglycone correspondant (génistéine et daidzéine). Les formes aglycones des 
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phyto-œstrogènes du soja peuvent ensuite être absorbées dans le sang [177, 178]. La flore 

intestinale pourra ensuite convertir la génistéine en métabolites non-œstrogéniques 

(majoritairement en p-éthylphénol). La daidzéine pourra quand à elle à nouveau être 

métabolisée par les bactéries intestinales, en S-équol ou en O-desméthylangolensine (O-

DMA) avant d’entrer dans le compartiment sanguin [179-182]. Les formes aglycones peuvent 

encore être conjuguées (à l’acide glucuronique, majoritairement) lors du passage de la barrière 

entérohépatique [183]. Ainsi, une grande variabilité individuelle existe au niveau du 

métabolisme des phyto-œstrogènes. En effet, les différences de flore intestinale (pouvant être 

influencées par la prise d’antibiotiques ou le régime alimentaire), le temps de transit 

intestinal, les aliments consommés avec les phyto-œstrogènes, ainsi que des facteurs 

génétiques peuvent moduler le métabolisme de ces molécules [184]. Par exemple, les 

individus capables de métaboliser la daidzéine en S-équol ne représentent que 25 à 30% des 

adultes dans les pays occidentaux, tandis qu’ils représentent 50 à 60% des adultes au Japon, 

en Corée ou en Chine [185]. 

4.2. Effets physiologiques des phyto-œstrogènes du soja 
4.2.1. Actions œstrogéniques et anti-œstrogéniques 

La structure chimique des phyto-œstrogènes du soja est très proche de celle des 

œstrogènes des mammifères et notamment du 17-β-œstradiol (E2) [5] (Figure 5). 

 

 
Figure 5 : Structure de la génistéine, la daidzéine, le S-équol et du 17-β-oestradiol. 
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Cette structure leur permet de se lier aux récepteurs aux œstrogènes et de les activer. 

Le cycle phénolique est en effet un élément clé des composés capables de se lier aux 

récepteurs aux œstrogènes [186]. Cette capacité va conduire les phyto-œstrogènes du soja à 

avoir des effets œstrogéniques, par activation des récepteurs aux œstrogènes et anti-

œstrogéniques, par compétition entre les phyto-œstrogènes du soja et les œstrogènes naturels. 

De plus, contrairement au 17-β-œstradiol, les phyto-œstrogènes du soja possèdent une plus 

forte affinité pour le récepteur β aux œstrogènes (REβ) par rapport au récepteur α. Muthyala 

et al. (2004) ont mesuré l’affinité de la génistéine, la daidzéine et l’équol, en compétition avec 

le 17-β-œstradiol pour les récepteurs aux œstrogènes [187]. Leurs résultats montrent une 

affinité beaucoup plus faible que le 17-β-œstradiol de la génistéine, la daidzéine et le S-équol 

pour les deux récepteurs aux œstrogènes. Toutefois, ces trois composés, et plus 

particulièrement la génistéine et le S-équol montrent une affinité plus grande pour le REβ que 

pour le REα. Bien que les phyto-œstrogènes du soja possèdent une affinité pour les récepteurs 

aux œstrogènes plus faible que le 17-β-œstradiol, leurs taux plasmatiques sont de l’ordre de 1 

à une centaine de nanomolaires [188], tandis que celui des œstrogènes est de l’ordre de 1 à un 

millier de picomolaires, en fonction du moment de la vie [189], permettant ainsi une 

compétition efficace entre phyto-œstrogènes et œstrogènes. 

Les récepteurs aux œstrogènes sont des membres de la superfamille des récepteurs 

intracellulaires des stéroïdes, principalement localisés dans la membrane nucléaire des 

cellules. Le 17-β-œstradiol, ainsi que les phyto-œstrogènes du soja sont capable de diffuser à 

travers la membrane plasmique dans le cytoplasme pour atteindre le noyau, où sont localisés 

les récepteurs aux œstrogènes, liés à des protéines chaperonnes. Les œstrogènes, en se liant au 

récepteur aux œstrogènes, provoquent sa séparation avec les protéines chaperonne, 

aboutissant à un changement de conformation du récepteur. Ce changement de conformation 

est dépendant de la molécule qui s’est liée au récepteur. Les récepteurs aux œstrogènes vont 

alors former des dimères entre eux et subir une translocation dans le noyau. Ils se fixent 

ensuite sur des séquences particulières de l’ADN : les éléments de réponse aux œstrogènes 

(ERE), retrouvés dans le promoteur de gènes œstrogéno-sensibles. La fixation des récepteurs 

aux œstrogènes sur l’ADN entraîne le recrutement de protéines régulatrices, co-activatrices ou 

co-répressives. La disponibilité de ces molécules influencera la réponse cellulaire aux 

œstrogènes et la présence ou l’absence de certains co-régulateurs dans un tissu pourra donc 

être responsable de réponses tissu spécifiques aux œstrogènes. De plus, les différences 

structurales entre le REα et le REβ leur permettent d’avoir des activités biologiques 

différentes [190-192] et leur présence ou leur absence dans les tissus permettra de conduire à 

des réponses aux œstrogènes différentes. Le recrutement des co-régulateurs va permettre la 
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mise en place ou non du complexe d’initiation de la transcription. L’activation des récepteurs 

aux œstrogènes aboutit alors à l’expression ou à la répression de gènes possédant un ERE. 

Certaines études ont toutefois montré que les récepteurs aux œstrogènes pouvaient également 

agir sur certains gènes ne possédant pas d’ERE fonctionnels [193]. L’ensemble de ces 

mécanismes est appelé la « voie génomique » des RE, mais ceux-ci peuvent également agir 

par la « voie non-génomique ». La voie non-génomique des RE passe par l’activation de RE 

présents au niveau de la membrane plasmique des cellules. Ces RE sont peu nombreux, mais 

peuvent êtres présents dans des tissus ne possédant pas de RE au niveau du noyau. 

L’activation de ces RE permettrait l’activation, ou la répression de protéines cytoplasmiques. 

Les phyto-œstrogènes du soja, de par leur similarité de structure avec l’E2, vont 

pouvoir activer les RE et induire les voies génomiqes et non-génomiques des RE. Toutefois, 

les phyto-œstrogènes ont une activité plus faible que les œstrogènes [187]. Ainsi, les phyto-

œstrogènes vont bien activer l’expression des gènes répondant aux œstrogènes en l’absence 

d’œstrogènes, ou en présence de faibles quantités d’œstrogènes. Cependant, lorsque les phyto-

œstrogènes entrent en compétition avec les œstrogènes naturels, ils vont « prendre la place » 

de molécules plus efficaces et par conséquent réduire l’activité œstrogénique. Ainsi, selon la 

compétition qu’il y aura avec les œstrogènes, les phyto-œstrogènes pourront avoir une action 

œstrogénique ou antiœstrogénique [194]. Les récepteurs α et β sont exprimés ensemble dans 

nombreux tissus, au niveau du système nerveux central, du système cardiovasculaire, du 

système urinaire, du sein et de l’os notamment. Toutefois, le REα est bien plus exprimé que le 

REβ dans l’utérus, la glande mammaire et le foie et le REβ est très présent dans le système 

gastrointestinal [195]. Ces différences de statuts en récepteurs aux œstrogènes tissus 

spécifiques seront à l’origine d’actions tissus spécifiques des phyto-œstrogènes, mais 

également d’actions différentes des œstrogènes du fait de la plus grande affinité des phyto-

œstrogènes pour le REβ par rapport au REα. 

Par ces mécanismes, les RE peuvent agir sur la prolifération, la croissance, la 

différenciation, l’angiogenèse, ou encore l’apoptose. Les phyto-œstrogènes du soja, en 

agissant sur les récepteurs aux œstrogènes, pourront ainsi agir sur ces mécanismes. 

4.2.2. Autres actions 

En plus des récepteurs aux œstrogènes, les phyto-œstrogènes du soja pourraient 

également se lier à d’autres récepteurs nucléaires, comme le récepteur des androgènes, ou de 

la progestérone. La génistéine peut, par exemple se lier au récepteur PPARγ et induire 

l’adipogenèse et l’osteogenèse [196]. Les phyto-œstrogènes du soja sont également des 

inhibiteurs compétitifs de l’ATP au niveau de son site de liaison kinase [197], pouvant ainsi 

inhiber l’action des récepteurs de facteurs de croissance [198] et ainsi limiter la prolifération 
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de certaines cellules. Ils semblent également agir sur les enzymes du métabolisme des 

œstrogènes, diminuant la biodisponibilité en œstradiol [176]. Enfin, les phyto-œstrogènes du 

soja possèdent une activité antioxydante qui pourrait notamment protéger l’ADN et les lipides 

de dommages dus aux réactifs oxygénés, cependant, ces effets ont été découverts à l’aide de 

doses supra-physiologiques [176]. 

4.2.3. Effets au niveau épigénétique 

Récemment, des études ont montré la capacité des phyto-œstrogènes du soja à agir au 

niveau épigénétique et plus particulièrement au niveau de la méthylation de l’ADN. Quatre 

études ont évalué les effets d’une consommation maternelle de génistéine sur la méthylation 

de régions particulières de l’ADN de souris. Les études de Dolinoy et al. (2006 et 2007) 

révèlent que cette consommation maternelle de génistéine augmente la méthylation du 

promoteur Avy, un promoteur résultant de l’insertion d’un rétrotransposon dans le gène agouti, 

responsable de la coloration brune des souris. Cette augmentation de méthylation est par 

ailleurs retrouvée dans de nombreux tissus des souris [199]. Ces auteurs ont également montré 

que la consommation maternelle de génistéine pouvait empêcher la diminution de méthylation 

du promoteur Avy provoquée par une exposition pré ou post-natale au bisphénol A chez les 

nouveaux nés [200]. En 2011, Vanhees et al. ont quand à eux révélé qu’une consommation 

maternelle de génistéine provoquait une hyperméthylation d’éléments répétés riches en CpG 

(SINEB1 et SINEB2) dans la moelle osseuse de souris et ce, sur le long terme [201]. Compte 

tenu de la nature des régions génomiques étudiées, (éléments répétés et promoteur issu d’un 

rétrotransposon), ces résultats tendent à montrer qu’une consommation maternelle de 

génistéine permettrait de réduire l’instabilité génomique, grâce à une hyperméthylation 

durable de régions « instables » de l’ADN. Une dernière étude montre que l’exposition pré et 

post-natale à un régime riche en phyto-œstrogènes diminue les écarts de méthylation observés 

entre les souris mâles et femelles au niveau du gène ActaI dans le foie, tandis qu’une 

augmentation de la méthylation de ce gène est observée chez les deux sexes dans le pancréas 

[202]. Cette étude révèle surtout que les modifications épigénétiques induites par une 

exposition précoce aux phyto-œstrogènes sont tissu et sexe dépendantes. 

Quatre autres études sur les effets des phyto-œstrogènes du soja sur la méthylation de 

l’ADN ont été réalisées sur l’animal. En 1995, Lyn-Cook et al. montrent que des rats 

consommant de l’équol avaient une augmentation de méthylation dans le promoteur du proto-

oncogène c-H-ras dans les cellules des acini de pancréas, offrant ainsi un effet protecteur vis-

à-vis du cancer [203]. Day et al. (2002), ont quant à eux montré une augmentation globale de 

la méthylation des îlots CpG dans la prostate, mais pas le foie de souris consommant de la 

génistéine [204]. Cette étude révèle à nouveau l’effet tissu dépendant de la daidzéine. L’étude 



37 

de Tang et al. (2008) pour sa part, suggère que les effets épigénétiques de la génistéine sont 

des effets œstrogéniques ou anti-œstrogéniques. En effet, ils montrent que chez des souris 

ovariectomisées, la consommation de génistéine augmente la méthylation du promoteur de 

Nsbp1 (une protéine de liaison au nucléosome permettant une augmentation de l’activité 

transcriptionnelle des régions où elle se fixe) de façon durable, tandis que chez des souris non 

ovariectomisées, la consommation de génistéine diminue durablement la méthylation du 

promoteur du gène Nsbp1 [205]. Une dernière étude chez l’animal révèle enfin que les effets 

de la génistéine sur la méthylation de l’ADN sont probablement cellule spécifiques puisque 

Matsukura et al. (2011) observent une diminution de la méthylation dans le promoteur de SF-

1 (un récepteur orphelin et un facteur de transcription impliqué dans la stéroïdogenèse) dans 

une partie seulement des cellules de la couche luminale de l’utérus de souris ovariectomisées 

[206]. 

En parallèle avec ces études sur les animaux, plusieurs études ont montré in vitro les 

effets au niveau épigénétique de la daidzéine. L’une d’entre elles s’est intéressée aux effets de 

la génistéine sur la méthylation de l’ADN dans des cellules souches embryonnaires de souris 

en cours de différenciation. Cette étude révèle que la génistéine n’affecte pas la méthylation 

globale de l’ADN de ces cellules, mais de nombreuses régions proches de sites de départs de 

la transcription. Cet effet n’est pas observé avant 10 jours après le début de la différenciation, 

ce qui correspond à l’apparition des REα dans la cellule. Cette étude suggère donc que les 

modifications de méthylation observées au niveau de l’ADN seraient dues à un effet de la 

génistéine sur les REα [207]. La plupart des études in vitro restantes révèlent que la 

génistéine, en agissant sur des mécanismes épigénétiques (méthylation de l’ADN, mais aussi 

méthylation ou acétylation des histones), augmente l’expression d’oncosuppresseurs 

impliqués dans la croissance et le cycle cellulaire, le maintient de l’intégrité du génome, ou 

encore les mécanismes de détoxification, notamment. Une seule de ces études, en revanche 

montre une diminution de l’expression d’un oncogène (hTERT, le gène codant pour la 

télomérase) induit par la déméthylation du site de fixation d’un répresseur par la génistéine 

[208]. Trois de ces études ont également regardé l’activité et/ou l’expression des protéines 

responsables de la mise en place des marques épigénétiques et retrouvent notamment une 

diminution de l’activité des ADN méthyle transférases (DNMT) ainsi qu’une diminution de 

leur expression (qui n’est pas retrouvée dans l’étude de Fang et al. 2005) [208-210]. Hong et 

al. (2004) ont pour leur part étudié l’activité histone acétyl transférase des cofacteurs SRC2 et 

p300 (recrutés par les récepteurs aux œstrogènes activés, sur les ERE) en présence de 

récepteurs au œstrogènes et en réponse à la génistéine ou l’équol. Ils démontrent que ces 

phyto-œstrogènes sont capables de stimuler l’activité HAT par le biais des REα et des REβ, 
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ajoutant ainsi du poids à l’hypothèse que les effets épigénétiques des phyto-œstrogènes du 

soja passeraient, au moins en partie, par les récepteurs aux œstrogènes [211]. 

Enfin, une seule étude a été réalisée dans une population de femmes ménopausées 

[212]. Celle-ci révèle que la présence d’une faible dose de génistéine dans le plasma diminue 

la méthylation dans les promoteurs de RARβ (codant pour le récepteur β à l’acide rétinoïque et 

impliqué dans l’embryogenèse, la régulation de la croissance cellulaire et la différenciation 

des cellules) et CCND2 (codant pour la cycline D2, classé comme oncogène impliqué dans le 

cycle cellulaire). En revanche, la présence de fortes doses plasmatiques en génistéine 

augmente la méthylation du promoteur de ces deux gènes. De plus, il semblerait que la 

quantité de génistéine nécessaire pour passer d’un effet méthylant à un effet déméthylant ne 

soit pas la même pour les deux gènes. Cette étude révèle l’importance de la dose de génistéine 

sur ses effets au niveau épigénétique, ceux-ci pouvant être inversés. 

Ainsi, les études en cours révèlent que les phyto-œstrogènes du soja peuvent agir, au 

niveau épigénétique, ce qui pourrait protéger de divers cancers. L’implication des récepteurs 

aux œstrogènes dans ce mécanisme semble possible mais reste à vérifier. De même, la période 

et la dose d’exposition semblent avoir des effets importants, ainsi que la présence, ou non 

d’œstrogènes. Enfin, il semble que la réponse épigénétique aux phyto-œstrogènes du soja soit 

tissu, voire cellule-dépendante et gène-dépendante. 

4.3. Phyto-œstrogènes du soja et cancers du sein 

 
Figure 6 : Incidence des cancers du sein dans le monde en 2008 (c). 
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L’effet protecteur des phyto-œstrogènes du soja vis-à-vis du cancer du sein est 

soupçonné depuis plus de 15 ans [213]. Ce soupçon est né de la plus faible incidence du 

nombre de cancers du sein dans les pays Asiatiques, dont une partie consomme de grandes 

quantités de soja par rapport aux pays Occidentaux, retrouvée depuis les études 

épidémiologiques les plus précoces [214-216], jusqu’à aujourd’hui [1, 217] (Figure 6). De 

plus, quelques générations après avoir immigré dans des pays Occidentaux, les femmes 

asiatiques ont une incidence de cancer du sein comparable à celle de leurs équivalentes 

occidentales. Ce changement est principalement dû à des facteurs alimentaires [218].Une 

exposition précoce aux phyto-œstrogènes du soja pourrait être nécessaire pour assurer cet 

effet protecteur puisque le risque de développer un cancer du sein augmente au fur et à 

mesure des générations de femmes après immigration aux Etats-Unis [218]. De nombreuses 

études se sont attelées à montrer cet effet protecteur, mais les résultats obtenus sont variables 

[219, 220]. De plus, sachant que les facteurs responsables d’une exposition plus longue aux 

œstrogènes augmentent le risque de cancer du sein et que les phyto-œstrogènes du soja ont 

des capacités œstrogéniques, certains chercheurs et cliniciens ont émis des réserves quand à 

un effet protecteur et estiment que l’exposition à de fortes doses d’isoflavones pourrait 

augmenter le risque de développer un cancer du sein. Deux études épidémiologiques 

montrent, par ailleurs, que la génistéine peut avoir des effets stimulants sur des cancers établis 

[221, 222]. Ces résultats ne sont toutefois pas confirmés pas certaines études d’intervention, 

qui ne révèlent pas d’effets [223, 224] ou un effet proapoptotique au niveau des cellules 

tumorales mammaires [225]. Bien qu’aucun consensus n’ait été établi, il semblerait que la 

dose, les niveaux d’œstrogènes présents, le stade de la vie et le type de tumeur influent sur les 

effets des phyto-œstrogènes du soja. Globalement, un effet protecteur semble ressortir des 

études épidémiologiques chez la femme [226-228]. Les études cliniques pour leur part 

apportent des résultats conflictuels qui pourraient êtres dus à la présence de facteurs 

confondants et aux différences méthodologiques. Les études sur l’animal semblent également 

apporter des résultats conflictuels. En effet, une étude sur des rattes exposées à la génistéine 

ou la daidzéine dès la naissance, puis exposées au DMBA, un puissant agent cancérigène, 

révèle une incidence plus faible de cancers mammaires chez les rattes exposées à la 

génistéine, mais pas à la daidzéine [229]. Cet effet n’est pourtant pas retrouvé dans une autre 

étude similaire [230]. Globalement, les études chez le rat tendent à montrer un effet protecteur 

des phyto-œstrogènes du soja lorsque ceux-ci sont administrés pendant la période 

prépubertaire, tandis que l’exposition à d’autres moments de la vie serait délétère [231]. De 

nombreuses études ont été réalisées avec l’implantation de cellules cancéreuses chez des 
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souris athymiques. Les phyto-œstrogènes du soja semblent augmenter la prolifération de ces 

cellules cancéreuses, toutefois la présence d’un système immunitaire endommagé pourrait ne 

pas être étrangère à cet effet des isoflavones. Toujours chez les souris, les études sur des 

souris transfectées avec un oncogène sont à l’origine de données conflictuelles, ne permettant 

pas de conclure [231]. 

Les études in vitro sont pour leur part à l’origine de nombreux résultats qui 

confirmeraient l’effet protecteur des isoflavones, avec toutefois, certaines contradictions. De 

nombreuses études indiquent que les phyto-œstrogènes du soja sont capables d’induire des 

phénomènes d’apoptose, seuls ou en synergie avec des molécules thérapeutiques dans des 

lignées continues de cancer du sein [232, 233]. L’inhibition de l’expression de facteurs de 

transcription comme NF-κB et Akt permettrait notamment cet effet propapoptotique, ainsi que 

la réduction de l’adhésion et la migration des cellules mammaires [232, 234, 235]. La 

diminution de la croissance cellulaire passerait également par l’inhibition de tyrosines kinases 

[236], de l’ADN topoisomérase II [237-239] et l’induction de p21 [240]. De plus, les 

propriétés antioxydantes des isoflavones, en diminuant l’action des réactifs oxygénés, 

pourraient protéger les cellules de dommages protéiques et génomiques et par conséquent de 

la dérive vers la formation de cellules tumorales [241]. L’induction de l’expression de gènes 

comme BRCA1 et BRCA2 [242, 243] et la surexpression de nombreux gènes liés à leur voie 

[244] aurait également un effet protecteur. Il semblerait que l’ensemble des études in vitro 

s’intéressant à un effet épigénétique des phyto-œstrogènes du soja rapportent un effet 

aboutissant à l’augmentation de l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs et la 

diminution de l’expression d’oncogènes. Ce mécanisme passerait en partie par une action au 

niveau des récepteurs aux œstrogènes, d’où l’importance du statut en récepteurs aux 

œstrogènes des tissus mammaires ou cancéreux. Toutefois, plusieurs études révèlent que la 

génistéine est capable de stimuler la croissance de cellules cancéreuses exprimant le REα 

[245-250], ou des cellules tumorales sensibles au tamoxifène [248, 251-253] tandis qu’elle ne 

montre pas d’effets ou un effet inhibiteur sur la croissance de cellules mammaires résistantes 

au tamoxifène, ou n’exprimant pas le REα [248, 250, 254].  

L’ensemble des données de la littérature semble pencher en faveur d’un effet protecteur 

des phyto-œstrogènes du soja vis-à-vis du cancer du sein. Cet effet serait dû à de nombreux 

mécanismes et notamment la réexpression d’oncosupresseurs, toutefois de nombreux facteurs 

semblent entrer en ligne de compte, comme le statut en récepteurs aux œstrogènes, la 

présence d’œstrogènes endogènes ou encore le moment de la vie où les phyto-œstrogènes sont 

consommés. 



41 

OBJECTIFS 

Notre objectif était de comprendre comment la méthylation de l’ADN, un élément clé 

régulant l’expression des oncosuppresseurs dans les cancers hormono-dépendants du sein et 

de l’ovaire, était modifiable par les phyto-œstrogènes du soja. 

Pour cela, nous avons mis en évidence l’existence d’une méthylation des 

oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2 dans les cancers du sein et de l’ovaire. 

Parallèlement, nous avons étudié dans des cellules mammaires en lignée continue 

l’effet des phyto-œstrogènes du soja mais aussi du S-équol, un métabolite de la daidzéine sur 

la méthylation de l’ADN, par microscopie confocale et plus spécifiquement au niveau des 

oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2 par MeDIP suivie d’une PCR, ou par QAMA puis, au 

niveau protéique par western-blotting et immunohistochimie. 
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 RESULTATS 

1. LA METHYLATION DES ONCOSUPPRESSEURS BRCA1 ET BRCA2 IN VIVO 

1.1. Dans le cancer de l’ovaire 

Présentation de la publication N°2 : 

A ce jour, peu d’études ont montré que l’hyperméthylation de BRCA1 ou BRCA2 

pouvait être retrouvée en dehors du tissu tumoral, dans les cas de cancers des ovaires : Snell et 

al. (2008) ont montré qu’une méthylation de BRCA1 peut être retrouvée dans d’autres tissus 

chez les patientes atteintes de cancer des ovaires où BRCA1 est fortement méthylé [255]. 

Ibanez de Caceres et al. (2004) montrent pour leur part que la méthylation de BRCA1 peut 

être détectée dans le plasma de patientes atteintes de cancers de l’ovaire où ce gène est 

méthylé [167]. Nous avons donc voulu déterminer si la méthylation des gènes BRCA1 et 

BRCA2 dans les cellules du sang périphérique, qui pourrait indiquer le niveau de méthylation 

de BRCA1 et BRCA2 dans le tissu ovarien, serait indicateur du risque de développer un cancer 

de l’ovaire. 

Pour réaliser cette étude, nous avons fait appel à la technique d’Analyse Quantitative 

des Allèles Méthylés (QAMA) [256] afin de quantifier la méthylation dans les promoteurs de 

BRCA1 et BRCA2 dans l’ADN extrait du sang périphérique de 51 patientes atteintes de cancer 

de l’ovaire, issues de la population COSA et 349 femmes ne présentant aucune tumeur, issues 

de la population témoin. 

Publication N°2 : 

« Peripheral blood DNA methylation detected in the BRCA1 or BRCA2 promoter for sporadic 

ovarian cancer patients and controls ». 

Rémy Bosviel, Emilie Michard, Lavediaux Guillaume, Kwiatkowski Fabrice, Yves-Jean 

Bignon and Dominique Bernard-Gallon 

Clin Chim Acta. 2011, 412(15-16):1472-5. 
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Background: Ovarian cancer is located at the fifth rank of female cancers. Different risk factors including
genetic factors with BRCA1 and BRCA2 genes played an important role in the etiology of the ovarian cancer. In
most of sporadic ovarian cancer, variation in the expression of BRCA1 and BRCA2 genes was observed and it
could be a consequence of epigenetic modifications. This work aimed to study methylation at CpG islands
within the promoter of the BRCA1 and BRCA2 genes in sporadic ovarian cancers.
Methods: For this, we conducted a case-control study consisted of 51 ovarian cancer cases with no BRCA
mutation and 349 healthy women. All participants came from the Auvergne region in France. Genomic DNA
was extracted from peripheral blood cells (PBCs) and we used the Quantitative Analysis of Methylated Alleles
(QAMA) to estimate the per cent of methylation in the BRCA1 and BRCA2 promoters.
Results: BRCA1methylation is significantly decreased in ovarian cancer by comparison with the control group.
The comparison between the two different populations did not show any significant difference regarding
BRCA2 methylation but exhibited a trend in the decrease of BRCA2 promoter methylation in peripheral blood
DNA of sporadic ovarian cancer.
Conclusions: These results may have implications in better understanding the underlying epigenetic
mechanisms in BRCA1 and BRCA2 oncosuppressors in sporadic ovarian cancer.

© 2011 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Ovarian cancer is one of the main causes of death among
gynecological malignancies [1]. Methylation is an important silencing
mechanism of breast and ovarian cancer susceptibility gene 1 (BRCA1)
expression in sporadic ovarian cancer. Less is known in methylation
about ovarian cancer susceptibility gene 2 (BRCA2).

Aberrant methylation may contribute to the disruption of key
biological pathways during the progression of ovarian cancer to the
drug–resistant phenotype [2–4].

Methylation-specific PCR (MSP) is a the technique frequently used
for methylation analysis [5,6]. The methylation is discriminated by
PCR in methylated and unmethylated target DNA. Many improve-
ments appeared like the MethyLight [7]. Here, we used the assay

presented by Zeschnigk et al., [8] which is a quantitative MethyLight
based on minor groove binder (MGB) technology, called QAMA
(Quantitative analysis of methylated alleles).

These results taken together led us to hypothesize that BRCA1 and
BRCA2 promoter methylation in PBCs may indicate the propensity of a
woman's normal ovarian tissue to have BRCA1 and BRCA2 promoter
methylation and that such would become susceptible to ovarian
cancer pathogenesis. This would mean that BRCA1 and BRCA2
promoter methylation in PBCs could constitute a risk factor for
ovarian cancer. In the case-control study presented here, we, there
investigated whether BRCA1 and BRCA2 promotermethylation in PBCs
is associated with risk of cancer, especially ovarian cancer with BRCA1
and BRCA2 promoter methylation.

2. Patients and methods

2.1. Patients and controls

Fifty-five women aged 24–84 years who had been diagnosed with
ovarian cancer with no BRCA mutation were enrolled in the COSA
(Breast and Ovarian Cancer in Auvergne) program between Novem-
ber 1996 and November 1999 in different hospitals within the

Clinica Chimica Acta 412 (2011) 1472–1475

Abbreviations: PBCs, peripheral blood cells; QAMA, quantitative analysis of
methylated alleles; COSA, breast and ovarian cancer in Auvergne; ARDOC, organized
regional screening program association; MGB, minor grove binder; FAM, fluorescein
amidite; SEM, standard error to mean.
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Auvergne region of France. A control population (n=349) was
gathered in 2005 and 2006 in a mammographic screening center. The
majority of volunteers were women who went for screening in
response to the Organized Regional Screening Program Association
(ARDOC). This program consisted of inviting all women from the
Auvergne region for a free mammography read by two independent
radiologists. Eligible controls were womenwith no previous history of
cancer, no more than one first degree relative breast or ovarian cancer
and resident in Auvergne. Written informed consent was obtained
from all the cases and the controls. A blood sample was collected.

2.2. DNA extraction

GenomicDNAsampleswere extracted fromcontrol patients and from
ovarian cancerpatientsusingDNAextractionkit byEuromedexaccording
to the manufacturer's protocol (Euromedex, Souffelweyersheim,
France).

2.3. Bisulfite treatment

Bisulfite treatment of denatured DNA that converts all unmethy-
lated cytosines to uracil, leaving methylated cytosines unaltered [9]
was carried out using the methylSEQr™ Bisulfite Modification Kit
(Applied Biosystems) following manufacturer's instructions.

2.4. Quantitative analysis of methylated alleles (QAMA)

Real-time PCR-based QAMA assay was described previously by
Zeschnigk et al.[8]. PCR was performed using a 96-well optical tray
with optical adhesive film at a final reaction volume of 20 μl. Samples
contained 10 μl of TaqMan® Universal PCR Master Mix II, No
AmpErase® UNG (uracil-N-glycosylase), 8 μl of bisulfite-treated
DNA, an additional 5 U of FastStart Taq DNA Polymerase (Roche),
2.5 μM each of the primers and 150nM of the fluorescently labeled
methylated and unmethylated BRCA1 or methylated and unmethy-
lated BRCA2 probes. Initial denaturation at 95 °C for 10 min to activate
DNA polymerase was followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C
for 15 s and annealing and extension at 60 °C for 1 min (Applied
Biosystems, 7900HT, Real-Time PCR System). Primer and probe
sequences were selected with the help of Primer Express software
(ABI). PCR primers were designed to amplify the bisulfite-converted
sense strand of the CpG Island BRCA1 promoter sequence or antisense
strand of the CpG Island BRCA2 promoter sequence, lacking any
known nucleotide polymorphisms. The software designs primers with
a melting temperature (Tm) of 58–60 °C and probes with Tm value of
68°–69 °C. The Tm of both primers should be equal. The amplicon sizes
were 79 bp for BRCA1 and 87 bp for BRCA2. Primer and probe
sequences were shown in Table 1. The primer binding sites lack CpG
dinucleotides and, therefore, the nucleotide sequences in methylated
and unmethylated DNA are identical after bisulfite treatment.
Consequently, it is possible to amplify both alleles in the same
reaction tubewith one primer pair. Methylation discrimination occurs
during probe hybridization by the use of two different MGB Taqman®
probes. The binding site of the BRCA1 and BRCA2 MGB Taqman®
probes both cover 2 CpG dinucleotides. We used a VIC-labeled MGB
Taqman® probe that specifically hybridizes to the sequence derived
from the methylated allele, and a FAM-labeled MGB Taqman® probe
that binds to the sequence generated from the unmethylated allele
(Fig. 1). The amount of FAM and VIC fluorescence released during PCR
was measured by real-time PCR system and is directly proportional to
the amount of the PCR product generated. The cycle number at which
the fluorescence signal crosses a detection threshold is referred to
as CT and the difference of both CT values within a sample (ΔCT) is
calculated (ΔCT=CT-FAM−CT-VIC). All samples were measured in
duplicate using the mean for further analysis. For precise quantifica-
tion of the ratio of methylated to unmethylated alleles, the ΔCT value Ta
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is determined and compared to a standard curve (Fig. 2). To set up the
BRCA 1 or 2 methylation assays, we mixed bisulfite-treated and
methylated control human DNA (EpiTect, ref. 59655, Qiagen) with
defined ratios of bisulfite-treated and unmethylated control human
DNA (EpiTect, ref. 59665, Qiagen) implemented in each run.

After bisulfite modification, each sample was examined by real–
time PCR analysis in duplicate. We correlated the ΔCT values with the
predefined prevalence of methylated alleles. The curve exhibits a
sigmoid shape with a linear part in the range of 10–90% of methylated
DNA. From this we deduced, thanks to the Mathematica notebooks
given in the supplementary materials [8], an algorithm to calcute
the methylation ratio of an unknown sample from its ΔCT value by
the Mathematica software package.5.2 from Wolfram Research
(http://www.wolfram.com).

3. Results

3.1. BRCA1 promoter methylation in PBCs from ovarian cancer patients
and controls

DNA samples extracted from PBCs from 51 ovarian cancer patients
and 349 healthy controls were subjected to QAMA (Fig. 3). BRCA1
promoter methylation in PBCs corresponded to 46.08% with a
SEM=2.05% in ovarian cancer patients and to 52.05% with a
SEM=0.70% in controls. We demonstrated a significant BRCA1
promoter hypomethylation in PBCs of sporadic ovarian cancer
patients by comparison with controls (p=0.006).

3.2. BRCA2 promoter methylation in PBCs from ovarian cancer patients
and controls

DNA samples extracted from PBCs from 51 ovarian cancer patients
and 349 healthy controls were subjected to QAMA (Fig. 4). BRCA2
promoter methylation in PBCs corresponded in ovarian cancer

Fig. 1. Map of the BRCA1 and BRCA2 promoter regions studied by the QAMA assay. CpG islands were annotated using http://epinexus.usc.edu/cpgannot.html with the Takai-Jones
criteria. The numbering of the promoter refers to the TSSs of the genes (at chr17: 41,277,468 for BRCA1 and chr13:32,889,617 for BRCA2with GRCh37/hg19 Assembly). TSS denotes
the transcription start site. The positions of the primers flanking QAMA amplicons are indicated as well as the position of the probes and the position of the targeted cytosines and
CpG islands.

Fig. 2. Standard curve as obtained by plotting the ΔCT values against the predefined methylation ratio of each sample. The relative prevalence of either the methylated or the
unmethylated allele was set to 100% in the case that only one fluorescence signal crossed the threshold, indicating a relative absence of the opposite target.

Fig. 3. Distribution of BRCA1 methylation status in a case-control study of 51 sporadic
ovarian carcinomas and 349 healthy women (±95% CI).
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patients to 19.99%with a SEM=1.14% and in controls to 21.62%with a
SEM=0.46%. We found an unsignificant BRCA2 promoter hypo-
methylation in PBCs of sporadic ovarian cancer patients by compar-
ison with controls (p=0.21).

4. Discussion

We detected with the QAMA, in ovarian cancer patients, a
significant BRCA1 promoter hypomethylation in PBCs corresponding
to 46.08% by comparison to controls with 52.05%. Our results are
consistent with different previous reports. First, those by Catteau et al.
[10] who showed in sporadic ovarian adenocarcinoma (n=43) using
Southern analyses that methylation within the BRCA1 promoter
region was detected in 5% of ovarian cancer. They also compared their
results to a group of sporadic invasive breast carcinoma (n=96) and
they found methylation in 11% of breast cancer cases.

Other previous studies had reported that hypomethylation was
detected in the majority of ovarian cancer cells [11,12]. More lately,
Wang et al.[13] reported that the frequency of BRCA1 methylation in
the platinum-sensitive human ovarian cancer cell line COC1 was
higher than in platinum-resistant cell line COC1/DDP and SKOV-3 cell
lines and they demonstrated that the methylation status is associated
with the cisplatin based chemosensitive response in ovarian cancer.

For BRCA2 promoter in PBCs we reported an unsignificant
hypomethylation, corresponded in ovarian cancer patients to 19.99%
by comparison with controls to 21.62% (p=0.21).

Our results are in agreement with Collins et al.[14] who reported
an absence of methylation of CpG dinucleotides within the promoter
of BRCA2 in normal tissues and in breast and ovarian cancers. They
concluded that methylation was not detected in any of the tissues
examined, suggesting that this mechanism of transcriptional repres-
sion is unlikely to explain the absence of somatic mutations in
sporadic cancers.

Then, Gras et al.[15] reported a lack of BRCA2 promoter
hypermethylation in sporadic epithelial ovarian tumors by methyla-
tion specific PCR.

And lately, Dhillon et al.[16] reported the frequencies of CpG
methylation in Granulosa cell tumors of ovarian origin (n=25) that

were respectively 28% for FHIT, 24% for FNACF, 12% for cyclin D2, 56%
for RUNX3 and finally 4% for BRCA2 (1/25). They also usedmethylation
specific PCR. There exist two different pathways that can contribute to
the development of cancers; genome-wide hypomethylation may
lead to the loss of chromosomes leading to chromosomal instability,
whereas promoter methylation in tumor suppressor genes, which are
responsible for gene silencing, can lead to the development of cancers
in somatic cells [17]. Therefore the balance in DNAmethylation is very
important, and alteration in these may be protective in one pathway
but deleterious in the other.

In summary, BRCA1 or BRCA2 promoter methylation in PBCs might
represent a new target for improving ovarian cancer detection and
subsequently ovarian cancer treatment.
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Conclusions de la publication N°2 : 

Dans cette étude, nous avons quantifié la méthylation des promoteurs des gènes 

BRCA1 et BRCA2 dans l’ADN extrait du sang périphérique de 51 patientes atteintes de cancer 

de l’ovaire et 349 femmes ne présentant aucune tumeur. Une méthylation significativement 

moins importante de BRCA1 a été retrouvée tandis que la méthylation de BRCA2 tend 

seulement à être plus faible dans l’ADN extrait du sang périphérique de patientes atteintes de 

cancer de l’ovaire par rapport aux personnes saines. Ce résultat est surprenant ; en effet, 

BRCA1 est un oncosuppresseur, et la méthylation de son promoteur conduit à sa répression, 

ainsi une diminution de sa méthylation dans le cancer des ovaires signifierait une 

augmentation de son expression qui devrait donc éloigner le risque de cancer. Ce résultat 

résulte probablement du fait que nous avons étudié les cellules sanguines où 

l’hyperméthylation détectée dans certaines cellules tumorales de l’ovaire [171, 257], ne serait 

pas retrouvée, comme dans l’étude de Catteau et al. (1999) [151]. Le résultat que nous avons 

obtenu pourrait refléter cette absence de méthylation de BRCA1 et l’hypométhylation de 

BRCA1 détectée dans les cellules sanguines de patientes ayant développé un cancer de 

l’ovaire pourrait refléter le statut de méthylation d’autres tissus. Concernant la méthylation du 

promoteur de BRCA2, notre faible échantillon de patientes atteintes de tumeurs de l’ovaire est 

peut être responsable de l’absence de significativité du résultat retrouvé. Toutefois, l’absence 

de différence de méthylation dans le promoteur de BRCA2 a été retrouvée dans plusieurs 

autres études [175, 258]. 
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1.2. Dans le cancer du sein 

Présentation de la publication N°3 : 

Les dérèglements dans la méthylation de l’ADN et plus particulièrement 

l’hyperméthylation de gènes suppresseurs de tumeurs, associée à l’hypométhylation globale 

de l’ADN, sont un phénomène connu dans la cancérogenèse [110, 259]. La détection de 

profils de méthylation locus spécifiques dans l’ADN de sang périphérique a montré leur 

potentiel rôle de marqueur du cancer du sein [170, 260, 261]. De plus, le gène BRCA1, dont la 

mutation est à forte pénétrance dans le cancer du sein héréditaire, est hyperméthylé au niveau 

de son promoteur dans une partie des cancers du sein sporadiques, conduisant à une 

diminution des ARNm et protéines BRCA1 [132, 133, 146, 262, 263]. L’ensemble de ces 

données nous ont conduits à étudier la méthylation du promoteur de BRCA1 dans l’ADN 

extrait du sang de 990 patientes de la population COSA atteintes de cancers du sein, en 

opposition avec 902 femmes saines de la population témoin. De nombreuses données, 

obtenues grâce à un questionnaire, ont également permis d’obtenir des informations sur les 

caractéristiques anthropométriques (taille, poids, tour de taille et de hanche…), mais aussi 

hormonales (âge des premières règles, âge de la ménopause, prise de contraceptifs…) des 

patientes. L’influence de ces paramètres ainsi que de SNP précédements étudiés, sur la 

méthylation de BRCA1 ont également été analysés dans cette étude. 

Publication N°3 : 

« BRCA1 promoter methylation in peripheral blood DNA was identified in sporadic breast 

cancer and controls » 

Rémy Bosviel, Stéphane Garcia, Guillaume Lavediaux, Emilie Michard, Marine Dravers, 

Fabrice Kwiatkowski, Yves-Jean Bignon, Dominique J. Bernard-Gallon 

Cancer Epidemiol. 2012, 36(3):e177-82. 
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1. Introduction

Approximately 5% of all breast cancers are caused by
inherited mutations in breast cancer susceptibility genes such
as BRCA1 and BRCA2 [1,2]. Although somatic mutations of the

BRCA1 and BRCA2 genes are rare, several lines of evidence
implicate reduced BRCA1 gene expression in sporadic tumors
[3,4]. Epigenetic regulation, especially promoter methylation, is
an important mechanism for down-regulating tumor suppressor
genes in human cancer cells [5,6]. Methylation of the BRCA1

promoter has been reported in sporadic breast cancer with links
to reduced mRNA and protein expression in tumors and cancer
cell lines [4,7–10]. Other genes have also been found to exhibit
promoter hypermethylation resulting in gene silencing in cancer
[11]. Global DNA hypomethylation and locus-specific methyla-
tion patterns in peripheral blood DNA were found to be potential
surrogate markers for breast cancer risk [12–14]. The analysis of
DNA methylation could thus offer a simple, barely invasive test
for breast cancer detection. Given the above findings in favor of
analyzing global and specific methylation and cancer risk
predisposition, we studied the prognostic significance of whole
blood DNA methylation levels in the promoter region of the
BRCA1 gene using quantitative analysis of methylated alleles
(QAMA).
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Objective Epigenetics, particularly DNA methylation, has recently been shown to be important in breast

cancer initiation. We investigated the clinical and prognostic importance of whole blood breast cancer

early onset gene 1 (BRCA1) DNA methylation in sporadic breast cancer. Methods Genomic DNA was

extracted from the peripheral blood cells (PBCs) of 902 breast cancer patients at diagnosis, with no BRCA1

mutation, and 990 control women. DNA methylation was measured by quantitative analysis of

methylated alleles (QAMA) to estimate the extent of methylation of 2 CpG sites in the promoter region of

BRCA1 oncosuppressor. Results BRCA1 promoter methylation rate in PBCs was 47.1% with a 95%

confidence interval [46.1; 48.1] in breast cancer patients, and 45.9% with a 95% confidence interval [45.0;

46.8] in controls. We found a trend toward BRCA1 promoter hypermethylation in PBCs of sporadic breast

cancer patients compared with controls. Association between methylation and clinicopathological

features was evaluated using statistical tests. BRCA1 promoter methylation in PBCs increased

significantly in breast cancer patients compared with controls, for age over 70 years (p = 0.022), in

post-menopausal status (p = 0.013), for a body mass index (BMI) <20 (p = 0.0095) or a waist-to-hip ratio

(WHR) �76.8 (p = 0.0027). We also found an association of increased BRCA1 promoter methylation in

PBCs with ACA/ACA genotype for the SNP Thr594Thr in ESR (estrogen receptor gene), known to be

associated with breast cancer risk (p = 0.092), reflecting the reduced presence of this genotype in this

breast cancer case-control study. Conclusion Analysis of site-specific DNA methylation in PBCs by QAMA

provides quantitative DNA methylation values that may serve as important prognostic indicators.
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2. Patients and methods

2.1. Patients suffering from sporadic breast cancer and controls

Eligible patients (n = 902) were women aged 26–89 years
diagnosed with breast cancer with no BRCA mutation and no more
than one first degree relative breast cancer. They all participated in
the COSA program (breast and ovarian cancer in Auvergne)
between November 1996 and November 1999 in different
hospitals in the Auvergne region of France.

Eligible controls (n = 990) were women with no previous
history of cancer, no more than one first degree relative breast
cancer and resident in Auvergne. They were enrolled in 2005 and
2006 in a mammographic screening center. Most of the volunteers
were women who attended screening in response to the Organized
Regional Screening Program Association (ARDOC).

Written informed consent was obtained from all the cases and
controls, and data on them were obtained using a questionnaire
[15–17].

2.2. Blood collection and DNA extraction

A 10 ml blood sample was collected from each participant in an
EDTA tube and stored frozen until DNA extraction. Whole blood
DNA was extracted using a commercial kit (Euromedex, Souffel-
weyersheim, France) and stored until processing for analysis. DNA
had been used for previous experiments including genotyping of
the ESR (estrogen receptor gene) Thr594Thr single nucleotide
polymorphism [17].

2.3. Bisulfite conversion and quantitative analysis of methylated

alleles (QAMA)

To perform bisulfite conversion of the target sequence, the
methylSEQrTM Bisulfite Modification Kit (Applied Biosystems) was
used, following the manufacturer’s protocol.

As reported previously [18], we used the real-time PCR-based
QAMA assay developed by Zeschnigk et al. [19]. PCR was
performed using a 96-well optical plate at a final reaction volume
of 20 ml. Samples contained 10 ml of TaqMan1 Universal PCR
Master Mix II, No AmpErase1 UNG (uracil-N-glycosylase), 8 ml of
bisulfite-treated DNA, an additional 5 U of FastStart Taq DNA

Polymerase (Roche), 2.5 mM of each primer and 150 nM of each
fluorescently labeled (methylated and unmethylated) BRCA1

probe. Initial denaturing at 95 8C for 10 min to activate DNA
polymerase was followed by 40 cycles of denaturing at 95 8C for
15 s and annealing and extension at 60 8C for 1 min (Applied
Biosystems, 7900HT, Real-Time PCR System). Primer and probe
sequences are shown in Table 1 and were selected with Primer
Express software (ABI). PCR primers were designed to amplify the
bisulfite-converted sense strand of the CpG island BRCA1

promoter sequence, lacking any known nucleotide polymor-
phisms. The software designed primers with a melting tempera-
ture (Tm) of 58–60 8C and probes with Tm value of 68–69 8C. The Tm

values of the two primers should be equal. The amplicon sizes
were 79 bp for BRCA1. The primer binding sites lack CpG
dinucleotides and so the nucleotide sequences in methylated
and unmethylated DNA were identical after bisulfite treatment.
Consequently, both alleles could be amplified in the same reaction
tube with one primer pair. Methylation discrimination occurs
during probe hybridization by the use of two different minor
groove binder (MGB) Taqman1 probes. The binding site of both
BRCA1 MGB Taqman1 probes covered 2 CpG dinucleotides
selected to meet design constraints. We used a VIC-labeled
MGB Taqman1 probe that specifically hybridizes to the sequence
derived from the methylated allele, and a FAM-labeled MGB
Taqman1 probe that binds to the sequence generated from the
unmethylated allele (Fig. 1). The amount of FAM and VIC
fluorescence released during PCR was measured by a real-time
PCR system and was directly proportional to the amount of the
PCR product generated. The cycle number at which the fluores-
cence signal crossed a detection threshold was noted CT and the
difference between the two CT values in a sample (DCT) was
calculated (DCT = CT�FAM � CT�VIC). All the samples were mea-
sured in duplicate using the mean for further analysis. For precise
quantification of the ratio of methylated to unmethylated alleles,
the DCT value was determined and compared with a standard
curve (Fig. 2), plotted by mixing, after bisulfite treatment,
methylated human control DNA (EpiTect, ref. 59655, Qiagen)
and unmethylated human control DNA (EpiTect, ref. 59665,
Qiagen) in set ratios. We thence deduced an algorithm to calculate
the methylation ratio of an unknown sample from its DCT value
using the Mathematica software package 5.2 from Wolfram
Research (http://www.wolfram.com).

Table 1
Primers and MGB Taqman1 probes for methylated and unmethylated BRCA1 alleles.

Sequence location Primers MGB Taqman1 probes

Forward Reverse Methylated Unmethylated

17: 41278096

to 41278175a

50-GGAGTTTGGGGTAAG-

TAGTTTTGTAAG-30
50-TTCCCCTACCCCAAA-

CAAATT-30
50-VIC-ACTACGTCCC-

CGCAAA-MGBNFQ-30
50-6FAM-ACTACATCCCC-

ACAAAC-MGBNFQ-30

a Ensembl (GRCh37/hg19) assembly.

Fig. 1. Position of informative CpG sites in the range �667 to �673 according to recognition sites of QAMA probes in the BRCA1 promoter.
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2.4. Statistical analyses

For comparison of two populations with a Gaussian distribu-
tion, a Student t test was used for equal variance populations; in
other cases a Z-score test (n � 30) was used. For comparison in
more than two populations, variance analysis was performed.
Finally, a Kruskal–Wallis test was performed for non-Gaussian
population comparisons.

3. Results

3.1. BRCA1 promoter methylation in PBCs from breast cancer patients

and controls

DNA samples extracted from PBCs from 902 breast cancer
patients and 990 healthy controls underwent QAMA (Fig. 3). BRCA1

promoter methylation rate in PBCs was 47.1% with a 95%

confidence interval [46.1; 48.1] in breast cancer patients, and
45.9% with a 95% confidence interval [45.0; 46.8] in controls. We
found a trend toward BRCA1 promoter hypermethylation in PBCs of
sporadic breast cancer patients compared with controls, although
the difference was non-significant (p = 0.08).

Demographics of breast cancer patients and controls are shown
in Table 2. BRCA1 promoter methylation in PBCs was significantly
associated with age in breast cancer patients (p = 0.017). The
BRCA1 promoter methylation increased in breast cancer patients
aged over 70 years. Also, the BRCA1 promoter methylation
increased significantly in breast cancer patients compared with
controls included in the study and preferentially aged over 70
years (p = 0.022).

Fig. 2. DCT values plotted against preset methylation ratio in different samples from

10% to 90% to obtain the standard curve.

Fig. 3. Analysis of breast cancer vs. control patients based on methylation patterns

of BRCA1 gene in PBCs.

Table 2
Demographics of breast cancer patients and controls and their association with BRCA1 promoter methylation in PBCs (%).

Breast cancer patients Controls Patients/

Controls

comparison

Number Average SD CI95% Comparison in

the category

Number Average SD 95%CI Comparison in

the category

902 47.1 15.3 46.1–48.1 990 45.9 14.6 45.0–46.8 p = 0.08

Age

<50 years 260 46.3 14.5 37.3–56.8 141 44.1 13.4 41.9–46.3 p = 0.13

[50–60[years 254 46.9 16.5 44.8–48.9 p = 0.017 442 46.7 14.4 45.3–48.0 p = 0.22 p = 0.87

[60–70[years 228 45.9 14.3 44.0–47.8 309 46.1 14.9 44.5–47.8 p = 0.85

�70 years 160 50.5 15.3 48.2–52.9 98 44.4 15.9 41.2–47.5 p = 0.022

Menopausal status

Premenopausal 278 45.9 14.7 44.1–47.6 p = 0.065 248 45.6 13.4 43.9–47.2 p = 0.64 p = 0.81

Postmenopausal 568 48.1 15.6 46.9–49.4 742 46.0 15.0 45.0–47.1 p = 0.013

BMI

<20 101 47.8 15.3 44.8–50.8 135 42.8 14.0 40.4–45.1 p = 0.0095

[20–25[ 406 46.6 14.3 45.2–48.0 p = 0.1 547 45.9 14.9 44.7–47.2 p = 0.019 p = 0.81

[25–30[ 225 46.6 16.3 44.4–48.7 221 46.6 14.2 44.8–48.5 p = 0.97

�30 111 50.5 16.4 47.4–53.5 87 48.8 14.2 45.8–51.8 p = 0.43

WHR

�76.8 111 48.5 17.4 45.2–51.7 327 44.4 14.6 42.8–46.0 p = 0.027

]76.8–81.7] 172 46.3 13.6 44.2–48.3 p = 0.36 269 44.4 14.1 42.7–46.1 p = 0.001 p = 0.17

]81.7–87.5] 204 46.6 14.6 44.6–48.6 241 48.1 14.9 46.2–50.0 p = 0.29

>87.5 281 48.4 15.8 46.6–50.3 151 48.3 14.4 46.0–50.1 p = 0.95

ESR Thr594Thr

ACA/ACA 30 53.7 19.3 46.9–60.6 p = 0.092 39 48.8 13.5 44.6–53.1 p = 0.015 p = 0.22

ACA/ACG 246 47.9 15.5 46.0–49.9 273 47.7 14.3 46.0–49.4 p = 0.064

ACG/ACG 625 46.5 14.8 45.4–47.7 672 45.0 14.7 43.9–46.1 p = 0.89

BMI = body mass index; WHR = waist-to-hip ratio; ESR Thr594Thr = threonine 594 polymorphism in estrogen receptor gene; 95%CI = 95% confidence interval; SD = standard

deviation.
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In women with post-menopausal status, there was a significant
increase in BRCA1 promoter methylation in breast cancer patients
compared with controls (p = 0.013).

As the body mass index (BMI) increased, BRCA1 promoter
methylation significantly increased in controls (p = 0.019), but we
also observed a trend toward BRCA1 promoter hypermethylation in
the breast cancer patients. In addition, BRCA1 promoter methyla-
tion was higher in breast cancer patients than in controls. BMI <20
showed a significant increase in BRCA1 promoter methylation of
breast cancer patients compared with controls (p = 0.0095).

As the waist-to-hip ratio (WHR) increased, BRCA1 promoter
methylation significantly increased in controls (p = 0.001); in the
breast cancer patients a trend toward BRCA1 promoter hyper-
methylation was observed. Also, BRCA1 promoter methylation was
higher in breast cancer patients than in controls. WHR � 76.8
showed a significant increase in BRCA1 promoter methylation of
breast cancer patients compared with controls (p = 0.0027).

Concerning the single nucleotide polymorphism (SNP) in ESR

Thr594Thr [db SNP: rs2228480], known to be associated with breast
cancer risk [17,20], we found a significant difference in BRCA1

promoter methylation according to the genotype with this
polymorphism in controls (p = 0.015). In particular, with the
ACA/ACA genotype, we observed an association with BRCA1

promoter methylation, and a high increase in both breast cancer
patients and controls was seen, but the difference was non-
significant, due to the scarcity of this genotype in this breast cancer
case-control study.

3.2. Distribution of BRCA1 promoter methylation in peripheral blood

according to clinicopathological characteristics of breast tumors

In breast cancer patients, the relationship between BRCA1

promoter methylation in peripheral blood and clinicopathological
characteristics of studied breast tumors are shown in Table 3.
BRCA1 promoter methylation in peripheral blood was not
significantly associated with Scarff–Bloom–Richardson (SBR)
grade, tumor size, histological type, or lymph node metastasis
despite the small sample sizes. However, according to the SBR
grade and the tumor size, a trend to increased BRCA1 promoter
methylation was observed.

4. Discussion

The extent of BRCA1 promoter methylation in PBCs was 47.1%
with a 95% confidence interval [46.1; 48.1] in breast cancer
patients (n = 902) and to 45.9% with a 95% confidence interval
[45.0; 46.8] in controls (n = 990). We found a trend toward BRCA1

promoter hypermethylation in PBCs of sporadic breast cancer
patients compared with controls, although the difference was non-
significant (p = 0.08).

Our results are consistent with those of Snell et al., who had a
small sample size (n = 7), but demonstrated that promoter
methylation in PBCs could be detected in three out of seven
familial breast cancer patients, and that all breast tumors in such
patients carried BRCA1 promoter methylation [21].

More recently, Iwamoto et al. studied the association of BRCA1

promoter methylation in PBCs with breast cancer risk in a case-
control study (200 breast cancer patients and 200 controls). BRCA1

promoter methylation in PBCs was seen in 43 (21.5%) of breast
cancer patients and in 27 (13.5%) of the controls [22].

Detection of BRCA1 methylation in blood seems quite repre-
sentative of BRCA1 methylation [23–25], although few blood cells
display this methylation [21].

Other authors previously used quantitative methylation
analysis in a case-control study (n = 1083) in PBCs to predict
breast cancer risk. They demonstrated that only ER-a target (ERT)

genes and PCGT (polycomb group target) genes were important
predictors of breast cancer risk [14].

To complete the study of the DNA methylation, which plays an
important role in biological processes in human health and cancer,
recent technological advances allow whole-genome DNA methyl-
ation (methylome) analysis to be carried out on PBCs. PBCs are an
important source for clinical blood tests worldwide. Analysis of the
PBC methylome has revealed a rich epigenomic landscape for 20
distinct genomic features, including regulatory, protein-coding,
non-coding, RNA-coding, and repeat sequences [26].

In gastric cancer (GC), it was found by pyrosequencing in PBCs
that older GC patients had increased whole DNA methylation
levels in the promoter of the CDH1, p53, and RUNX3 genes, a
preliminary analysis suggesting that epigenetic changes detected
in whole blood DNA were associated with several prognostic

Table 3
Comparison of clinicopathological characteristics of tumors with BRCA1 methylation in PBCs (%) in breast cancer patients.

BRCA1 promoter methylation in peripheral blood (%)

Breast cancer patients

Number Average SD 95%CI Comparison in the categorya

902 47.1 15.3 46.1–48.1

SBR degree

1 251 47.4 14.1 45.7–49.1 p = 0.11

2 301 46.6 15.4 44.8–48.3

3 131 49.8 14.9 47.3–52.4

Histological type

IDC 617 47.3 15 46.1–48.5 p = 0.6

ILC 113 46.3 16.6 43.2–49.3

Other 171 47.0 15.4 44.7–49.3

Tumor size

Infraclinic 130 47.3 14.9 44.8–49.9 p = 0.16

<2 cm 166 45.7 14.9 43.5–48.0

2–5 cm 154 48.8 15.3 46.4–51.2

>5 cm 27 51.7 12.6 46.7–56.7

Epidermal invasion 29 50.3 15.6 44.4–56.2

Lymph node metastasis

N0 393 47.8 15.2 46.3–49.3 p = 0.71

N1–N2 116 47.3 14.6 44.6–49.9

95%CI = 95% confidence interval; SD = standard deviation; SBR = Scarff–Bloom–Richardson; IDC = invasive ductal carcinoma; ILC = invasive lobular carcinoma; N0 = no invasive

lymph node and N1–N2 = invasive lymph nodes.
a Student t test.
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factors so that these results could benefit patients in terms of
treatment protocol design and follow-up. In addition, the present
study quantifying DNA methylation may serve as a non-invasive
prognostic tool [27]. In addition, our results correlated with
increased DNA methylation levels in older patients, BRCA1

promoter methylation in PBCs increasing significantly in breast
cancer patients compared with controls, with age over 70 years
(p = 0.022).

Similarly, other authors have presented promising data with
the design of a panel of tumor suppressor genes (TSG), and have
developed a blood-based screening method for breast cancer that
relies on pathologic methylation changes. Tissue-specific and
blood-based methylation markers might be valuable as prognostic
and predictive markers for breast cancer, and for developing novel
targeted therapeutic strategies. With this in mind, they studied
126 samples comprising 36 plasma samples from breast cancer
patients, 30 healthy plasma samples and 60 triple samples (tumor
tissue, matched normal tissue and serum sample) from 20 patients
with non-familial breast cancer. Hierarchical clustering showed
significant hypermethylation patterns for serum and tumor tissue
compared with normal tissue for seven genes (APC, BIN1, BMP6,

BRCA1, CST6, P16 and TIMP3) [28].
In our study, the association of BRCA1 methylation in PBCs with

other parameters, such as age (over 70 years), menopausal status,
BMI and WHR or even the ESR Thr594Thr SNP could offer breast
cancer detection markers.

We found no increase in BRCA1 promoter methylation with
aging in controls, whereas a higher methylation rate was found for
breast cancer patients aged over 70 years (p = 0.017). Our results
also show that this BRCA1 promoter methylation in breast cancer
patients aged over 70 years is higher than in the control
population. As we showed that breast cancer patients aged over
70 years had a higher BRCA1 promoter methylation in PBCs, we
suggest that the screening of this parameter in women aged over
70 years could be used for breast cancer detection.

The results obtained concerning menopausal status and
association with BRCA1 promoter methylation suggest a pattern
similar to age (which could thus be a confounding factor), and so
the screening of BRCA1 promoter methylation in PBCs of women
who have reached menopause could be considered.

BMI and WHR showed that in the control population, the higher
the values of these parameters, the higher the methylation in
BRCA1 promoter in PBCs. This result was not obtained in the breast
cancer patient population, but methylation of BRCA1 was
significantly higher for low BMI and WHR scores in this population
compared with the controls (p = 0.0095 and 0.027, respectively).
This suggests that women who develop breast cancer despite
having a low BMI and/or WHR (i.e. women with low weight and/or
fat located on the hips rather than the waist) have higher BRCA1

methylation rates than healthy women. Screening such women
could thus help diagnose breast cancer.

Finally, we found that women with ACA allele for the ESR

Thr594Thr SNP had higher BRCA1 promoter methylation in PBCs
than other women, but only in the control population (p = 0.015).
This result suggests that BRCA1 methylation linked to this SNP is
not associated with breast cancer, and could mean that BRCA1

methylation might not, or at least not always, be a cause of breast
cancer. The low number of ACA homozygous women in our
population could also be the cause of this result.

We demonstrate that analysis of site-specific DNA methylation
BRCA1 in PBCs provides quantitative DNA methylation patterns
that could be used as a biomarker for diagnosis and management of
cancer patients. The mechanisms linking the methylation of BRCA1

in PBCs and the different parameters studied have yet to be found,
but we advocate further targeting of pathological epigenetic
changes for therapeutic interventions.
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Conclusions de la publication N°3 : 

Dans cette étude, nous avons comparé le taux de méthylation du promoteur de BRCA1 

dans l’ADN extrait du sang de femmes ayant développé ou non un cancer sporadique du sein. 

Les données obtenues ont également été mises en relation avec des paramètres 

anthropométriques, hormonaux ou génétiques des patientes étudiées, afin d’observer 

d’éventuelles associations entre ces paramètres, la méthylation de BRCA1 et le risque de 

développer un cancer du sein. 

Aucune différence significative entre la méthylation du promoteur de BRCA1 dans le 

sang périphérique de patientes atteintes de cancers du sein n’a été retrouvée par rapport au 

groupe témoin. Cette absence d’augmentation significative de BRCA1 dans le groupe de 

patientes atteintes de cancer du sein pourrait signifier que l’augmentation de méthylation n’est 

pas liée à tous les cancers du sein, mais peut être à des sous-groupes. Nous observons en 

revanche une méthylation significativement plus forte du promoteur de BRCA1 chez les 

patientes par rapport aux contrôles dans différentes catégories : les femmes de plus de 70 ans, 

ayant atteint le stade de ménopause, ou dont l’indice de masse corporelle (IMC) est inférieur à 

20 ou le rapport tour de taille/tour de hanches (RTH) est inférieur à 76,8. De plus, la 

méthylation de BRCA1 augmente significativement avec l’âge chez les patientes ayant 

développé un cancer du sein. Cette méthylation augmente également chez les femmes de la 

population témoin avec l’IMC, le RTH ou la présence de l’allèle ACG du SNP ESR 

Thr594Thr. Il ressort ainsi de cette étude que les femmes présentant une augmentation de 

méthylation de BRCA1 avec l’âge sont plus à risque de développer un cancer du sein, de 

même que les femmes présentant une augmentation de la méthylation de BRCA1 alors que 

leur masse graisseuse, particulièrement au niveau abdominal, est faible. Enfin, il semblerait 

l’allèle ACG du SNP ESR Thr594Thr puisse influencer positivement la méthylation de 

BRCA1. Cette étude ouvre des perspectives intéressantes sur les interactions entre masse 

graisseuse et méthylation de BRCA1, ainsi qu’entre le rôle du SNP ESR Thr594Thr dans la 

méthylation de BRCA1. 
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Présentation de la publication N°4 : 

A notre connaissance, deux études montrent une augmentation de la méthylation du 

promoteur de BRCA2 dans des cancers du sein sporadiques [169, 170], tandis que Collins et 

al. (1997) ne trouvent pas de différence significative entre les tissus sains et tumoraux [258]. 

Une étude antérieure montrait qu’une augmentation de l’ARNm de BRCA2 était présente 

dans certains cancers du sein sporadiques [264]. Dans cette étude, nous avons voulu comparer 

le taux de méthylation du promoteur de BRCA2 dans l’ADN extrait du sang de 873 femmes 

ayant développé un cancer sporadique du sein (population COSA) et 980 femmes de la 

population témoin. Les données obtenues ont également été mises en relation avec des 

paramètres anthropométriques (taille, poids, tour de taille et de hanche…), hormonaux (âge 

des premières règles, âge de la ménopause, prise de contraceptifs…), mais aussi génétiques 

(génotypes de SNP) des patientes étudiées, afin d’observer d’éventuelles associations entre 

ces paramètres, la méthylation de BRCA2 et le risque de développer un cancer du sein. 
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Letter to the Editor

BRCA2 Promoter Hypermethylation
in Sporadic Breast Cancer

Rémy Bosviel, Julie Durif, Jiaoli Guo, Mourad Mebrek, Fabrice Kwiatkowski,
Yves-Jean Bignon, and Dominique J. Bernard-Gallon

Dear Editor:

Breast cancer is a multifactorial disease. It is the first
cause of mortality per cancer for the woman in the world

( Jemal et al., 2011). The implication of specific genes, such as
BRCA1 and BRCA2 tumor suppressor genes, has been shown
in mammary carcinogenesis. In sporadic breast cancers, spe-
cific modifications of BRCA1 and BRCA2 mRNA expression
have been reported too (Bernard-Gallon et al., 1999; Bieche
et al., 1999). Epigenetic modifications such as promoter hy-
permethylation of the oncosuppressor genes BRCA1 and
BRCA2 can play a role in the oncogenesis of cancer (Esteller
et al., 2000). Indeed, hypermethylation of the CpG islands in
the promoters of these genes involve their inactivation and
therefore a higher risk of developing a tumor (Baylin and
Ohm, 2006; Moelans et al., 2011; Rahmatpanah et al., 2009).

We have compared the DNA methylation rates of the
BRCA1 and BRCA2 gene promoters using DNA isolated from
blood samples from COSA (Cancer d’Ovaire et du Sein en
Auvergne) patients suffering from breast or ovarian cancer and
from a population of healthy women. To this aim, the QAMA
method (Quantitative Analysis of Methylated Alleles) was
used (Zeschnigk et al., 2004) and adapted to BRCA1 and BRCA2
genes (Bosviel et al., 2011). This method is based on bisulfite
conversion of the nonmethylated cytosines and an analysis by
qPCR using Taqman minor groove binder probes specific for
methylated or nonmethylated target sites after conversion.
Percentage of methylation is then obtained by calculating the
difference between CT values of the methylated DNA targeting
probe and the nonmethylated DNA targeting probe (DCT) and
reporting the obtained values on a standard curve.

In a previous work, we reported that BRCA1 methylation is
significantly decreased in ovarian cancer by comparison with
the control group. The comparison between the two different
populations did not show any significant difference regarding
BRCA2 methylation but exhibited a trend in the decrease of
BRCA2 promoter methylation in peripheral blood DNA of
sporadic ovarian cancer (Bosviel et al., 2011).

Then we demonstrated a trend toward BRCA1 promoter
hypermethylation in PBCs of sporadic breast cancer patients
by comparison with controls (Bosviel et al., 2012). BRCA1
promoter methylation in PBCs corresponded to 47.1% with CI
95% [46.1; 48.1] in breast cancer patients and to 45.9% with CI

95% [45.0; 46.8] in controls. Association between methylation
level and clinicopathological features were evaluated using
statistical tests. BRCA1 promoter methylation in PBCs in-
creased significantly in breast cancer patients by comparison
with controls, with the age over 70 years old ( p = 0.022), in
post menopausal status ( p = 0.013), with a BMI < 20
( p = 0.0095), or with a WHR £ 76 .8 ( p = 0.0027). We also found
an association of increased BRCA1 promoter methylation in
PBCs with ACA/ACA genotype for the SNP Thr594Thr in ESR
(estrogen receptor), known to be associated with breast cancer
risk ( p = 0.092), due to the reduced presence of this genotype
in this breast cancer case-control study.

Within this study, the objective was to compare the meth-
ylation of the CpG islands present in the BRCA2 promoter in
the same population of women suffering from breast cancer
compared to the control population. In total, 873 breast
samples belonging to COSA and 980 control samples were
converted and the methylation rates measured. The complete
database of this study is available as supplementary data
( b SDsupplementary data are available online at www.liebert
online.com/omi).

BRCA2 promoter methylation mean in PBCs is 16.9%
(CI95% [16.3; 17.4]) in breast cancer patients and 16.2%
(CI95% [15.7; 16.8]) in controls. The statistical analysis of the
mean methylation rates obtained for the BRCA2 promoter did
not reveal a significant difference ( p = 0.1) between the two
populations ( b F1Fig. 1).

Significant differences in methylation rates between patients
and healthy women were, however, obtained for different
subclasses ( b T1Table 1). It reached 17.3% in breast cancer patients
older than 70 years by comparison with control patients
(14.7%) with p = 0.016. In the subclass with an early menopause
(before 48 years), the level was respectively 16.6% in breast
cancer patients versus 15.4% in control patients ( p = 0.028).

Then, breast cancer patients showing a normal BMI (Body
Mass Index) [20–25] exhibited a BRCA2 promoter methylation
in PBCs of 17.6% versus 16.5% for control patients ( p = 0.019).

Concerning the increase in the WHR (Waist-to-Hip Ratio)
[81.7%–87.5%], the BRCA2 promoter methylation in PBCs
was 17.1% in COSA patients by comparison to control pa-
tients (15.4%) with p = 0.0046. So, an android distribution of
fat tissue revealed a higher methylation rate of the BRCA2
promoter region.
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FIG. 1. Average percentage of methylation of the promoter of BRCA2 in DNA from control patients and COSA ( p = 0.10).

Table 1. Demographics of Breast Cancer Patients and Controls and Their Association

with BRCA2 Promoter Methylation in Peripheral Blood Cells

Breast Cancer Patients Control

Number Average SD 95%CI Number Average SD 95%CI
873 16.9 8.0 16.3–17.4

Comparison
in Category 980 16.2 8.1 15.7–16.8

Comparison
in Category

Patients/Controls
Comparison

p = 0.10

Age
< 50 years 252 17.2 7.6 16.3–18.1 p = 0.66 142 16.8 8.2 15.4–18.1 p = 0.23 p = 0.39
50–60 years 241 16.6 7.8 15.6–17.6 437 16.5 8.0 15.7–17.2 p = 0.57
60–70 years 221 16.4 7.9 15.4–17.5 304 16.2 8.3 15.2–17.1 p = 0.45
‡ 70 years 159 17.3 8.8 16.0–18.7 97 14.7 7.5 13.2–16.2 p = 0.016

Menopausal status
Premenopausal 265 17.1 7.8 16.2–18.0 p = 0.52 246 16.3 8.0 15.3–17.3 p = 0.72 p = 0.18
Postmenopausal 552 16.7 8.0 16.1–17.4 734 16.2 8.1 15.6–16.8 p = 0.24

Menopausal Age
£ 48 years 170 16.6 7.3 15.5–17.7 p = 0.63 196 15.4 8.4 14.2–16.6 p = 0.076 p = 0.028
48–50 years 117 16.9 7.6 15.5–18.3 186 16.7 8.6 15.5–18.0 p = 0.45
50–53 years 136 15.6 7.6 14.3–16.8 191 15.8 7.5 14.8–16.9 p = 0.72
> 53 years 123 18.0 9.4 16.4–19.7 159 17.2 7.8 16.0–18.4 p = 0.62

BMI
< 20 97 16.9 8.1 15.3–18.5 p = 0.091 134 15.4 8.1 14.0–16.7 p = 0.29 p = 0.094
20–25 394 17.6 8.1 16.8–18.4 541 16.5 8.0 15.8–17.2 p = 0.019
25–30 216 15.9 7.5 14.9–16.9 220 16.4 8.4 15.3–17.5 p = 0.82
‡ 30 106 16.3 7.6 14.9–17.8 85 15.5 7.8 13.9–17.2 p = 0.48

WHR
£ 76.8 105 17.2 8.4 15.6–18.8 p = 0.83 320 17.1 8.6 16.2–18.1 p = 0.052 p = 0.74
76.8–81.7 163 16.7 7.4 15.6–17.9 266 15.7 7.6 14.8–16.6 p = 0.13
81.7–87.5 196 17.1 7.6 16.0–18.2 238 15.4 7.8 14.4–16.4 p = 0.0046
> 87.5 272 16.6 8.0 15.7–17.6 144 16.9 8.4 15.6 –18.3 p = 0.80

BMI, Body Mass Index; WHR, Waist-to-Hip Ratio; 95%CI, 95% Confidence Interval; SD, Standard deviation.
For 2 populations with a Gaussian distribution. Student s test was used for equal variance population; otherwise, Z-score test (n ‡ 30) was

used. To compare more than 2 populations, variance analysis was performed. Finally, Kruskal-Wallis test was performed for non-Gaussian
population comparisons.
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Table 2. Relationship Between Clinicopathological Characteristics of Tumors and BRCA2 Promoter

Methylation in PBCs of Breast Cancer Patients

Breast Cancer Patients

Number Average SD 95%CI Comparison
in the Categorya873 16.9 8.0 16.3–17.4

SBR degrees
1 244 17.1 8.9 15.9–18.2 p = 1.00
2 290 16.7 8.0 15.8–17.6
3 129 16.5 7.2 15.3–17.8

Histological type
IDC 599 16.7 7.9 16.1–17.4 p = 0.80
ILC 105 17.1 7.1 15.7–18.4
other 168 17.0 8.7 15.7–18.3

Tumor size
Infraclinic 127 16.9 7.5 15.6–18.2 p = 0.92
< 2 cm 157 16.2 7.7 15.0–17.4
2–5 cm 150 16.2 6.6 15.2–17.3
> 5 cm 26 16.7 8.2 13.4–20.0
Epidermal invasion 26 16.8 9.3 13.2–20.4

Lymph node metastasis
N0 306 16.5 7.1 15.7–17.3 p = 0.20
N1–N2 111 15.8 7.9 14.3–17.3

95%CI, 95% confidence interval; SD, standard deviation; SBR, Scarff-Bloom-Richardson; IDC, invasive ductal carcinoma; ILC, invasive
lobular carcinoma; N0, no invasive lymph node, and N1–N2, invasive lymph nodes. aStudent t test.

FIG. 2. ROC curve analysis using DNA samples extracted from PBCs for discriminating between breast cancer patients and
normal subjects based on methylation pattern of the BRCA2 gene.
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Conversely, relationship between clinicopathological char-
acteristics of tumors in subclasses and BRCA2 promoter
methylation in PBCs of breast cancer patients demonstrated no
statistical significant difference for any of the analyzed clinical
parameters (T2 c Table 2).

Sensibility and specificity of the blood-based assay to dis-
tinguish breast cancer cases from controls, using BRCA2
methylation, were calculated. Reliability of the methylation of
a gene such as BRCA2 to serve as a sensitive and specific
blood-based breast cancer test was assessed with significant
different methylation patterns between cancerous and normal
PBCs. To evaluate the applicability of BRCA2 methylation in
circulating DNA from PBCs as a marker for breast cancer,
receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was
used (F2 c Fig. 2). The best cut-off point (16.21% of methylation)
and the corresponding sensitivity (52.3%), specificity (55.8%),
area under curve (AUC = 0.530) and confidence interval were
calculated (T3 c Table 3). The positive predictive value (PPV) was
51.4% and negative predictive value (NPV) was 56.9% in case
of a cut-off point at 16.21% for the methylation. The Chi2 test
(12.68) between the risk and the disease was found significant
( p = 0.00037). The Relative Risk (RR = 1.19; 95% CI [1.08; 1.31] )
and the Odd Ratio (OR = 1.39; 95% CI [1.16; 1.67]) to develop
the disease by comparison with the reference fixed at 1, were
calculated and were found included in their respective as-
ymptotic 95% CI.

The presenting data are promising for development of a
blood-based screening method for breast cancer that relies on
pathologic methylation changes, corroborating other results
with different genes (Radpour et al., 2011). Further studies
comparing tissue specific and blood-based methylation
markers might provide valuable information as prognostic
and predictive markers for breast cancer, as well as for de-
veloping novel targeted therapeutic strategies.
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Table 3. ROC Curve Analysis of DNA Samples

Extracted from PBCs Based on Methylation

Proportion of the BRCA2 Gene

AUC* 0.53
Sensibility 52.50%
Specificity 55.80%
Positive predictive value 51.40%
Negative predictive value 56.90%

Chi2 12.68
p Chi2 0.00037
Relative Risk (RR) 1.19
Asymptotic 95% CI** [1.08; 1.31]
Odd Ratio (OR) 1.39
Asymptotic 95% CI [1.16; 1.67]

*AUC, area under the curve; **CI, confidence interval (lower-
upper bound).

4 BOVIEL ET AL.

OMI-2012-0060-ver9-Bosviel_1P.3d 11/06/12 3:50pm Page 4

Leodei
Texte tapé à la machine
710



47 

Conclusions de la publication N°4 : 

Dans cette étude, nous avons quantifié la méthylation du promoteur de BRCA2 dans 

l’ADN extrait du sang de patientes atteintes de cancers du sein, en opposition avec des 

femmes saines. Nous n’avons pas trouvé d’augmentation significative entre la méthylation du 

promoteur de BRCA2 dans le sang de patientes atteintes de cancer du sein en comparaison 

avec des femmes saines. Nous avons toutefois constaté une augmentation significative de la 

méthylation du promoteur de BRCA2 chez les patientes par rapport au groupe témoin, chez les 

femmes de plus de 70 ans, ayant atteint la ménopause avant 48 ans, dont l’IMC est compris 

entre 20 et 25 ou dont le RTH est compris entre 81,7 et 87,5. Il semble que les femmes âgées 

présentant une plus grande méthylation au niveau de BRCA2 sont plus à risque de développer 

un cancer du sein, de même que celles ayant une hyperméthylation de BRCA2 et une 

ménopause précoce, ou une masse graisseuse intermédiaire. Bien que cette étude ne permette 

pas d’expliquer les mécanismes mis en jeu derrière ces résultats, elle révèle des facteurs 

pouvant avoir valeur de pronostic. 
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2. ACTION DES PHYTO-ŒSTROGENES SUR LA METHYLATION DE BRCA1 ET BRCA2 

DANS DES CELLULES MAMMAIRES EN LIGNEES CONTINUES  

En parallèle de l’étude in vivo de la méthylation des oncosuppresseurs BRCA1 et 

BRCA2 dans le sang périphérique de patientes atteintes de cancers des ovaires et du sein, une 

étude in vitro a été réalisée afin de montrer que cette méthylation de BRCA1 et BRCA2 peut 

être modulée par les phyto-œstrogènes du soja dans des cellules mammaires en lignées 

continues. 

Présentation de la publication N°5 : 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux effets des phyto-œstrogènes du 

soja sur la méthylation de l’ADN. La méthylation de l’ADN est la marque épigénétique la 

plus étudiée et la mieux connue à l’heure actuelle. Une hyperméthylation des promoteurs de 

gènes oncosuppresseurs est notamment retrouvée dans les cancers. Les gènes BRCA1 et 

BRCA2, fortement impliqués dans les cancers du sein héréditaires, sont par conséquent des 

sujets d’étude de choix. Une hyperméthylation de BRCA1 [122, 131, 132, 151, 153, 262, 263] 

et BRCA2 [162, 169] a été détectée dans les cancers sporadiques du sein. Comme un nombre 

croissant d’études montrent une action des phyto-œstrogènes du soja sur la méthylation de 

l’ADN [199, 203, 204, 212, 265-268], l’effet protecteur des phyto-œstrogènes du soja sur le 

cancer du sein pourrait être dû, au moins en partie, à un effet sur la méthylation de l’ADN. 

Cette étude a été menée afin d’analyser la méthylation des îlots CpG présents dans les 

promoteurs de BRCA1 et BRCA2 en cellules mammaires, suite à leur exposition aux phyto-

œstrogènes du soja, par technique d’immunoprécipitation de l’ADN méthylé (MeDIP), 

couplée à de la PCR. Les conséquences de modifications de la méthylation de ces gènes sur 

l’expression de leurs protéines ont également été observés, par Immunohistochimie, Western-

Blotting et Microscopie Confocale. La méthylation globale de l’ADN a également été 

analysée par microscopie confocale, ainsi que l’expression de la protéine MeCP2, dont la 

dérégulation est opposée à celle de BRCA1 et BRCA2 dans les cancers. 

Publication N°5 : 

« Can Soy Phytoestrogens Decrease DNA Methylation in BRCA1 and BRCA2 

Oncosuppressor Genes in Breast Cancer Cell Lines? ». 

Rémy Bosviel, Elise Dumollard, Pierre Déchelotte, Yves-Jean Bignon and Dominique 

Bernard-Gallon 

OMICS. 2012, 16(5):235-44. 
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Can Soy Phytoestrogens Decrease DNA Methylation
in BRCA1 and BRCA2 Oncosuppressor Genes

in Breast Cancer?

Rémy Bosviel,1,2 Elise Dumollard,1,2 Pierre Déchelotte,3,4

Yves-Jean Bignon,1,2,4 and Dominique Bernard-Gallon1,2

Abstract

Although soy phytoestrogens have been postulated to exert a protective effect against breast cancer, the attendant
mechanisms, in particular epigenetics underpinnings, have remained elusive. We investigated the putative effects
on DNA methylation by two naturally occurring isoflavones, genistein and daidzein, in a study of the BRCA1 and
BRCA2 oncosuppressor genes in breast cancer cell lines (MCF-7, MDA-MB 231, and MCF10a). A demethylant
agent, the 5-azacytidine, and a methylant, the budesonide, were used as treatment controls. DNA methylation of
BRCA1 and BRCA2 was investigated with methylated DNA immunoprecipitation coupled with PCR. In parallel,
protein expression was determined by Western blot, immunohistochemistry, and confocal microscopy. Our results
suggest that treatment with 18.5 lM Genistein or 78.5 lM Daidzein might reverse DNA hypermethylation and
restore the expression of the oncosuppressor genes BRCA1 and BRCA2. 5-Azacitydine also enhanced the re-
expression of these genes while budesonide had an opposite effect. To the best of our knowledge, these obser-
vations, while requiring replication, provide new evidence on potential epigenetic mechanisms by which genistein
and daidzein might contribute to regulation of the BRCA1 and BRCA2. Future studies are warranted on whether
the demethylating effect of genistein and daidzein is global or focused on select candidate genes.

Introduction

In Europe, an estimated 420,850 breast cancer cases have
been diagnosed in 2008, with 129,390 deaths (Ferlay et al.,

2010). By contrast, lower incidence rates were found in Asian
countries compared to Western countries (Adlercreutz and
Mazur, 1997). As soy is highly consumed in numerous Asian
countries, it has been postulated that soy consumption, for ex-
ample, by virtue of soy isoflavones, might have a protective
effect on breast cancer. The isoflavones share similarities in their
chemical structure with 17-b-estradiol, the natural human es-
trogen. They have the ability to bind and activate estrogen re-
ceptors (ER) (Kuiper et al., 1997, 1998; Pfitscher et al., 2008) and
thus, exert estrogen effects (Liu et al., 2010). They are considered
as mixed estrogen agonists and antagonists (Brzezinski and
Debi, 1999; Oseni et al., 2008; Setchell, 2001). However, as a
contrast to estrogens, they preferentially bind and activate ER-b
compared with ER-a (Kuiper et al., 1998; Takeuchi et al., 2009).
The effects of soy isoflavones have been intensively studied
during the past decade (Messina and Wu, 2009).

In this study, we focused on putative epigenetic effects of
the two naturally occurring isoflavones—genistein and
daidzein—on DNA methylation. Epigenetics is the study of
mitotically and/or meiotically heritable changes in gene ex-
pression that are not due to alterations in the DNA sequence
(Rossetto et al., 2010; Wu and Morris, 2001). Notably, DNA
methylation is one of the most studied and well-understood
epigenetic mechanism. In humans, DNA methylation occurs
in cytosines that precedes guanines, called CpG dinucleotides,
via addition of a methyl group on the 5¢ position of the cy-
tosine ring to form 5-methylcytosine. CpG sites are not ran-
domly distributed in the genome; instead, there are CpG-rich
regions known as CpG islands, which cover the 5¢ end of the
promoters of many genes. These islands are not usually
methylated in normal cells, whereas CpG sites found in re-
petitive genomic sequences are highly methylated, presum-
ably to prevent chromosomal instability, translocations, and
gene disruption caused by the reactivation of transposable
DNA sequences. In tumors, this methylation pattern has a
trend that is inverted: there is a hypomethylation of the global
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4Université d’Auvergne, Clermont-Ferrand, France.

OMICS A Journal of Integrative Biology
Volume 16, Number 0, 2012
ª Mary Ann Liebert, Inc.
DOI: 10.1089/omi.2011.0105

1

OMI-2011-0105-ver9-Bosviel_1P

OMI-2011-0105-ver9-Bosviel_1P.3d 12/05/11 12:51pm Page 1

Leodei
Texte tapé à la machine
235



genome, with a hypermethylation of CpG islands in the
promoter regions of tumor-suppressor genes (Tost, 2010). For
example, hypermethylation of the tumor suppressor BRCA1
has been found in sporadic breast cancer cases (Catteau et al.,
1999; Dobrovic and Simpfendorfer, 1997; Esteller et al., 2000;
Hedenfalk et al., 2001; Mancini et al., 1998; Rice et al., 1998,
2000; Wessels et al., 2002). BRCA2 promoter methylation has
also been reported in sporadic breast cancer cases (Cucer et al.,
2008).

As a growing number of studies show effects of soy phyto-
estrogens on DNA methylation (Day et al., 2002; Dolinoy et al.,
2006; Fang et al., 2007; King-Batoon et al., 2008; Li and Tollefsbol,
2010; Lyn-Cook et al., 1995; Majid et al., 2009; Qin et al., 2009), the
protective effects of soy isoflavones on breast cancer could be
due, at least in part, to epigenetic effect on DNA methylation. On
the other hand, the putative effects of the common soy phy-
toestrogens genistein and daidzein on BRCA1 and BRCA2
oncosuppressor gene methylation and the attendant down-
stream consequences on their expression have not been studied
in detail in breast cancer cells. We therefore undertook this study
to examine changes in DNA methylation of the CpG islands in
the promoters of BRCA1 and BRCA2 in breast cancer cells fol-
lowing exposure to these soy phytoestrogens.

Materials and Methods

Cell Lines

MCF-7 and MDA-MB-231 breast tumor cell lines came
from a pleural effusion of patients with invasive breast car-
cinoma (Cailleau et al., 1974; Soule et al., 1973). The MCF-10a
cell line was established from the breast tissue of patient with
fibrocystic breast disease (Soule et al., 1990). All three human
cell lines were provided by the American Type Culture Col-
lection (ATCC, Rockville, MD).

MCF-7 was cultured in RPMI 1640 media supplemented
with 2 mM L-glutamine (Invitrogen, Carlsbad, CA), 20 lg/
mL gentamicin (Panpharma, Fougères, France), 10% fetal
bovine serum (Invitrogen), 0.04 UI/mL insulin (Novo Nor-
disk, Bagsvaerd, Denmark) in a humidified atmosphere at
37�C containing 5% CO2. This cell line has a positive estrogen-
receptor status (ERa + /ERb + ).

MCF-10a cells were maintained in DMEM-F12 (Invitrogen)
containing 10% horse serum (Invitrogen), 2 mM L-glutamine,
20 lg/mL gentamicin (Panpharma), 20 ng/mL epidermal
growth factor (Sigma, St. Louis, MO), 100 ng/mL cholera
toxin (Sigma), 0.25 UI/mL insulin (Novo Nordisk), and
0.5 lg/mL hydrocortisone (Sigma) held at 37�C with 5% CO2

in a humidified atmosphere. This cell line has a negative es-
trogen receptor status (ERa - /ERb - ).

MDA-MB-231 cells were grown in Leibovitz L-15 media
with 15% fetal bovine serum (Invitrogen), 20 lg/mL genta-
micin (Panpharma), and 2 mM L-glutamine in a 37�C hu-
midified atmosphere without CO2. This cell line has ERa - /
ERb + estrogen receptor status.

Cell treatments

Treatments were carried out for 48 h with 18.5 lM genistein,
78.5 lM daidzein, or 2 lM 5-Azacytidine, 2 lM budesonide
(here, only for confocal microscopy). They were dissolved in
dimethylsufoxyde (DMSO; Sigma). 18.5 lM genistein or
78.5 lM Daidzein were previously studied as corresponding to

the 50% inhibition of the proliferation (IC50) (Vissac-Sabatier
et al., 2003). 5-Azacytidine (2 lM) and 2 lM budesonide dos-
ages were chosen according to studies by other authors (Mirza
et al., 2010; Zhao et al., 2004).

DNA extraction

DNA was extracted using a Nonorganic DNA Extraction
Kit (S4520, Millipore, Billerica, MA). After recovering the cells,
9 mL of wash buffer 1 · was added to resuspend the pellet.
After 15 min of incubation at room temperature, the cells were
centrifuged at 1000 · g for 20 min. The supernatant was dis-
carded and the cells were resuspended in 3 mL of suspension
buffer I 1 · . Lysis Buffer I (800 lL) and 50 lL of protein di-
gesting enzyme were added to the suspension. The samples
were incubated for 2 h at 50�C. After adding 1 mL of protein
precipitating agent, centrifugation at 1000 · g for 15 min was
carried out. The supernatant thus obtained was mixed with
two volumes of absolute ethanol. The precipitated DNA was
recovered using an inoculating needle, dried for 5 min at room
temperature, and dipped in 5 mL 70% ethanol. The DNA was
resuspended in 300 lL of Suspension Buffer II. After vortexing
them during 5 min, the samples were left in incubation at 50�C
overnight. The quantity of DNA collected as well as the
quality of the extraction were then determined by spectrom-
etry using a NanoDropTM (ND-8000, 8-sample spectropho-
tometer, NanoDrop Technologies�, Wilmington, DE).

MeDIP

Methylated DNA was immunoprecipitated using the
MagMeDIP kit from diagenode according to manufacturer’s
instructions. DNA shearing optimization was carried out with
a Bioruptor (diagenode): 300 lL of a 0.1 lg/lL DNA solution
in 1.5-mL tubes was sheared at ‘‘low’’ power using 15 s on and
15 s off cycles for a total time of 20 min. For each sample, 45 lL
water, 24 lL MagBuffer A, 6 lL MagBuffer B, 1.5 lL methyl-
ated DNA (positive control), 1.5 lL unmethylated DNA
(negative control) and 12 lL sheared DNA (at 0.1 lg/lL) were
mixed. Seventy-five microliters of this mix were used for
immunoprecipitation (IP) and 7.5 lL were kept as the ‘‘input
sample.’’ Samples were incubated at 95�C for 3 min and
quickly chilled on ice. For each IP, 11 lL magnetic bead so-
lution was prepared. Beads were washed twice with a 1:5
dilution of MagBuffer A and resuspended in 22 lL of the same
solution. In each IP tube, 0.15 lL of anti-5-methylcytidine
monoclonal antibody, 0.60 lL MagBuffer A, 2.25 lL water,
2 lL MagBuffer C, and 20 lL of washed beads were added.
Samples were incubated on a rotating wheel at 4�C for 16 h.
Beads were washed three times with 100 lL MagWash Buffer-
1 and three times with 100 lL MagWash Buffer-2. For each IP
and input sample, 1 lL proteinase K was added to 100 lL
DNA Isolation Buffer. The supernatant of IP samples was
removed and 100 lL of the prepared solution was added,
while 92.5 lL were added to input samples. All samples were
incubated for 15 min at 55�C and 15 min at 100�C. After cen-
trifugation, samples were stored at - 20�C before polymerase
chain reaction (PCR) analysis.

PCR

PCR directed at the BRCA1 exon 1 and the BRCA2 exon 2
was carried out in a final 15 lL reaction with 6 lL of input
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OMI-2011-0105-ver9-Bosviel_1P.3d 12/05/11 12:51pm Page 2

Leodei
Texte tapé à la machine
236



DNA at 10 ng/lL or 6 lL immunoprecipitated DNA, 0.06 U/
lL AmpliTaq DNA polymerase (Applied Biosystems, Bed-
ford, MA), 600 nM of each primer, 600 lM dNTP (Applied
Biosystems), 1 · PCR buffer I (Applied Biosystems). Initial
denaturation at 94�C for 5 min was followed by 30 cycles of
annealing at 54�C for 20 s and extension at 72�C for 30 s. After
PCR reaction, products were resolved on 2% agarose gels,
stained with Gel Red� (Biotium, Hayward, CA). The primers
used were designed as follows: primers targeting BRCA1 exon
1 on position chr17: 41277212-41277680 negative strand
(GRCh37/hg19 Assembly); Forward: 5¢-GTGATGCAATAAG-
CCGCAA-3¢; Reverse: 5¢-TCGGAAATCCACTCTCCCAC-3¢
and for BRCA2 exon 2 on position chr13: 32890440-32890750
positive strand (GRCh37/hg19 Assembly): Forward: 5¢-CC-
AGGAGATGGGACTGAATTAG-3¢; Reverse: 5¢-CTGTGAC-
GTACTGGGTTTTTAGC-3¢. The amplified regions are
located near the promoter of the corresponding genes and
consequently near the CpG islands.

Western blotting

Proteins were extracted from cells with a lysis buffer con-
taining 20 mM Tris (pH 8), 50 mM EDTA, 0.8% NaCl, 0.1%
Triton X-100, and 1% Glycerol. rotease inhibitors (1%) (Pro-
tease Inhibitor Cocktail; Sigma) and 1% phosphatase inhibi-
tors (Phosphatase Inhibitor Cocktail 2; Sigma) were added to
the basic buffer extemporaneously. Fifty microgram proteins
were electrophoresed on a SDS-polyacrylamide gel and
transferred onto a nitrocellulose membrane. After 1-h block-
ing in Tris-buffered saline Tween 0.1% (TBST) containing 5%
milk, membranes were incubated overnight at 4�C with anti-

BRCA1 [1:150 Mouse (Ab-1); Calbiochem, LaJolla, CA), anti-
BRCA2 [1:50 Rabbit (H-300), Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA], or anti-actin [1:120,000 Mouse (Ab-1); Calbiochem]
antibodies. Membranes were then washed three times in TBST
and incubated for 1 h with alkaline phosphatase-conjugated
secondary antibody [1:2,000 goat antimouse IgG (H&L) AP
conjugate; Promega 5372B, Madison, WI; or 1:2,000 goat an-
tirabbit IgG (Fc) AP conjugate; Promega 5373B]. Detection
was then performed with the Western Blue detection system
(Promega). Relative quantification of immunoblotted proteins
was achieved using the Quantity One software (Biorad,
Hercules, CA) with local background subtraction method. A
ratio between the intensity of the protein of interest and a
reference protein (Actin) was then calculated. The relative
ratio was then calculated between each condition and the
reference condition (DMSO-treated cells).

Immunohistochemistry

Alcohol–formalin–acetic acid-fixed and paraffin-embedded
sections (4 lm) of soy-treated or untreated MCF-7, MDA-
MB-231, and MCF-10a cell pellets were cut using a microtome.
They were mounted on silanized glass slides (Starfrost, Dui-
ven, The Netherlands), and dried overnight at 37�C. Slides
were processed on an automated Benchmark XT immuno-
histochemical instrument (Ventana, Oro Valley, AZ). In par-
ticular, sections were deparaffinised and rehydrated using EZ
Prep (Ventana) and heat-induced antigen retrieval using CC1
(Ventana) was performed for 30 min. Slides were then incu-
bated at 37�C for 44 min with primary MoAbs anti-BRCA1
(17F8, GeneTeX, San Antonio, TX) (1:10) or anti-BRCA2 (5F6,

FIG. 1. MeDIP-PCR with BRCA1-exon1 (a) or BRCA2-exon2 (b) after 48-h exposure to 18.5 lM genistein (G), 78.5 lM
daidzein (D), or 2 lM 5-azacytidine (A) in three breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MCF-7, and MCF-10a). The presence
of an amplified fragment in immunoprecipitation (IP) sample showed the presence of methylated DNA corresponding to the
amplified region and we demonstrated a decrease after treatment with the demethylant substances. Input corresponded to
total DNA fragments before MeDIP.
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GeneTeX) (1:20). For detection, we used the UltraView uni-
versal DAB detection kit (Ventana). Signal was amplified
using the Ventana amplification kit. Slides were then coun-
terstained with hematoxylin for 3 min, rinsed in distilled
water, and coverslipped with an aqueous Faramount
mounting media (DAKO, Glostrup, Denmark). The primary
polyclonal antibody was omitted and replaced with PBS as a
negative control.

Immunofluorescence staining and confocal analysis
of DNA methylation and BRCA1 or BRCA2 expression

Staining was realized on MCF-7, MDA-MB-231, and MCF-
10a treated during 48 h with genistein (18.5 lM), daidzein
(78.5 lM), 5-azacytidine (2 lM), budesonide (2 lM), or DMSO.
To prepare nuclei, cells were scraped with a rubber policeman
after addition of dropewise addition of prewarmed (37�C)
0.07 M KCl (3 mL), washed three times with phosphate-buffered
saline (PBS). Nuclei were then pelleted by centrifugation at
800 · g, for 20 min (21�C), resuspended, and fixed by drope-
wise addition of 10 mL of a solution of fixation [methanol/
acetic acid mixture (3:1)] over a period of 20 min at 21�C. After
centrifugation at 800 · g, this step was repeated twice (Koch
and Stratling, 2004). The nuclear suspension was resuspended
by 5 mL of solution of fixation. A total of 450 lL of suspension
was transferred into slides (4 Chambers Polystyrene Vessel,
Becton Dickinson Culture Slides�) and irradiated with ul-
traviolet light for 3 h (30 cm from UV-C 30W lamp) (Miller
et al., 1974). After 3 washing, to saturate nonspecific sites,
nuclei were incubated overnight at 4�C with 400 lL of PBS
containing 2% bovine serum albumin. Nuclei were incubated
(300 lL) for 1 h at room temperature with primary antibodies
(dilution of 1:50 in PBS), respectively, anti-5-methylcytidine
[mouse, monoclonal antibody (MoAb), 33D3, Abcam, Cam-
bridge, MA], anti-MeCP2 [goat, polyclonal antibody (PoAb),
N-17, Santa Cruz Biotechnology], anti-BRCA1 (mouse,
MoAb, MS 110; Abcam], or anti-BRCA2 (rabbit, PoAb, H-300,
Santa Cruz Biotechnology]. Incubations with 300 lL of sec-
ondary antibodies (dilution of 1:200 in PBS), respectively,
Alexa fluor 488 antimouse IgG (Invitrogen), Alexa fluor 488
antigoat IgG (Invitrogen) or Cy3 antirabbit IgG ( Jackson Im-
munoresearch, West Grove, PA) secondary antibodies were
carried out for 30 min in the dark (dilution of 1:200 in PBS).
After three washing, slides were mounted with Hoechst
(33258 pentahydrate H3569, Invitrogen), and examined using
TCS SP5 (Leica, Buffalo Grove, IL) confocal microscope. For a
quantitative analysis of intensity of fluorescence, images were
subjected to mean gray value measures using the Image J
software from the National Institutes of Health (http://
rsb.info.nih.gov/ij/). For statistical analyses, a Student’s t-test
was performed using the data presented in the table, and
p < 0.05 was considered statistically significant compared with
cells treated with the solvent, DMSO.

Results

Effects of soy phytoestrogens on BRCA1
and BRCA2 methylated DNA

BRCA1 primers targeting to exon1 and BRCA2 primers
targeting to exon 2 were used for PCR after the MeDIP be-
cause they are near the promoter of the correspondent genes,
and hence, near the CpG islands. The BRCA1 was found

methylated in DMSO control conditions as there was an am-
plification in input (total DNA) and immunoprecipitated
DNA. BRCA1 was demethylated after genistein, daidzein, or
5-azacytidine treatment, corresponding here to a decrease in
the signal by comparison with the input DNA in MDA-MB-
231, MCF-7, and MCF-10a cell lines. Notably, our results
showed that genistein is a better demethylant agent than
daidzein in MDA-MB-231, MCF-7, and MCF-10a, and 5-
azacytidine was found a complete demethylant ( b F1Fig. 1a).

The BRCA2 gene was found methylated in DMSO control
conditions for the three breast cancer cell lines as they
exhibited an amplification in the input and the immuno-
precipitated DNA. BRCA2 demonstrated a demethylation
after genistein, daidzein, or 5-azacytidine treatment by com-
parison to the IP band of the input. As expected, 5-azacytidine
was strongly demethylant due to the disappearance of the IP
band in the three cell lines. Genistein or daidzein treatment
exhibited relatively weaker demethylant effect, as the IP band
did not completely disappear in these conditions (Fig. 1b).

FIG. 2. BRCA1 and BRCA2 protein expression in MCF-7
(a), MDA-MB-231 (b), and MCF-10a (c) cells treated during
48 h with 18.5 lM genistein (G), 78.5 lM daidzein (D), 2 lM
5-azacytidine (A). DMSO is the control condition. The rela-
tive ratio is the result of the ratio between the quantification
of the protein of interest and the actin relatively to the ratio
of the reference (DMSO) condition.
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Quantification of BRCA1, BRCA2 protein expression
after Western blotting in soy-treated breast cell lines

To demonstrate the impact of isoflavone treatments on
expression, we quantified the BRCA1 and BRCA2 proteins
after Western blotting with MCF-7 cells treated with these
phytoestrogens (F2 c Fig. 2a). We found an increase in BRCA1 and
BRCA2 protein expression following treatment with 18.5 lM
genistein or 78.5 lM daidzein or 2 lM 5-azacytidine (de-
methylating agent) for 48 h, compared to the control corre-
sponding to the DMSO solvent. In MDA-MB-231 (Fig. 2b) and
MCF-10a (Fig. 2c) cells, the relative ratio calculated for BRCA1
and BRCA2 proteins were also increased following treatment
with genistein or daidzein or 5-azacytidine.

BRCA1 and BRCA2 protein staining
by immunohistochemistry

By immunohistochemistry, we demonstrated that the pat-
tern of staining with the MoAbs against BRCA1 and BRCA2
was modified in MDA-MB-231, MCF-7, and MCF-10a breast
cells after 5-azacytidine (a demethylant agent), genistein, or
daidzein treatment by comparison to DMSO cells corre-
sponding to soy untreated cells. The demethylant agent was
used as control to demonstrate the demethylant action of
genistein and daidzein. With all these chemical substances
intensive nuclear, nucleolar and cytoplamic staining were
observed (F3 c Fig. 3).

Genistein and daidzein decrease DNA methylation
and increase BRCA1 and BRCA2 expression

We determined the effects of two isoflavones genistein
(18.5 lM) and daidzein (78.5 lM) on BRCA1 and BRCA2 ex-
pression. After treatments for 48 h with genistein and daid-

zein, intensity of fluorescence of BRCA1 antibody increased
significantly in MCF-7, MDA-MB-231, and MCF-10a cells
( b F4Fig. 4a); likewise, treatment with a demethylant agent, 5-
azacytidine (2 lM), which is also significant. On the contrary,
intensity of fluorescence decreased significantly when cells
were treated with budesonide (2 lM). Similarly, intensity of
fluorescence after incubation with BRCA2 antibody and
treatments with 5-azacytidine (2 lM) and isoflavones in-
creased significantly in the three cell lines, whereas treatment
with budesonide (2 lM) showed a significant decrease of in-
tensity of fluorescence (Fig. 4b).

An anti-5-methylcytidine antibody was used to study DNA
methylation ( b F5Fig. 5a). Further to MCF-7, MDA-MB-231, and
MCF-10a treatments during 48 h with daidzein (78.5 lM) or
genistein (18.5 lM) or 5-azacytidine (2 lM), intensity of fluo-
rescence with anti-5-methylcytidine antibody decreased sig-
nificantly. With methylant agent (budesonide 2 lM), intensity
of fluorescence was significantly increased.

MeCP2 protein variation was also investigated for its dif-
ferent deregulation in breast cancer, compared to BRCA1 and
BRCA2. The protein decreased following phytoestrogens and
5-azacytidine exposure and increased after budesonide
treatment (Fig. 5b). No difference between control and DMSO
were observed.

Discussion

Although soy phytoestrogens have been postulated to exert
a protective effect against breast cancer, the attendant mech-
anisms, in particular, epigenetics underpinnings, have re-
mained elusive. We investigated the putative effects on DNA
methylation by two naturally occurring isoflavones, genistein
and daidzein, in the present study of the BRCA1 and BRCA2
oncosuppressor genes in breast cancer cell lines. In the present

FIG. 3. For BRCA1 and BRCA2 expression in MDA-MB-231, MCF-7, and MCF-10a breast cells, 17F8 anti-BRCA1 and 5F6
anti-BRCA2 MoAbs showed intensive nuclear and cytoplamic staining (arrowhead) after 2 lM 5-azacytidine (a demethylant
agent), 18.5 lM genistein, or 78.5 lM daidzein treatment, compared to DMSO control corresponding to soy untreated cells.
Some nucleoli in the nuclei were stained. N, nucleus; Cyt, cytoplasm; NU, nucleoli.
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study, we suggest that genistein and daidzein might reverse
DNA hypermethylation and increase the expression of the
methylation-impacted genes BRCA1 and BRCA2. These ob-
servations, although requiring replication, provide new evi-
dence on potential epigenetic mechanisms by which genistein
and daidzein might contribute to regulation of the BRCA1 and
BRCA2.

Our MeDIP-PCR results show that genistein and daidzein
appear to demethylate BRCA1 and BRCA2. To the best of our
knowledge, this has not been reported in the literature pre-
viously. Although this demethylation effect is less intense

than with 5-azacytidine, studies with longer exposures to
these phytoestrogens should be undertaken for effects on ef-
ficiency of the demethylation. The use of techniques such as
bisulfite sequencing would allow more precise localization
and quantification of the methylation, thus bringing further
clarity over the mechanism of action of genistein and daidzein
in regard to their putative chemoprevention activity against
breast cancer.

We performed Western blot analysis and quantification of
BRCA1 and BRCA2 proteins following soy phytoestrogens or
5-azacytidine treatment in the three cell lines. All treatments

FIG. 4. Effects of daidzein and genistein on BRCA1 and BRCA2 expression in MCF-7, MDA-MB-231, and MCF-10a cell
lines. Cells were treated during 48 h with daidzein (78.5 lM), genistein (18.5 lM), 5-azacytidine (2 lM), or budesonide (2 lM).
Cells were also treated with DMSO, solvent in which substances were dilued. Then, cells were immunostained (a) with MoAb
anti-BRCA1 (MS110) and revealed with MoAb antimouse (Alexa Fluor 488) or (b) with PoAb anti-BRCA2 (H-300) revealed
with PoAc antirabbit (Cy3). Quantification of intensity of fluorescence was realized using Image J software (NIH) (n = 7,
*p < 0.05).
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resulted in a change in the direction of an increase in protein,
although the observed effects were slight or moderate in some
cases of the two studied proteins. Clearer results, however,
were found using immunohistochemistry. Indeed, intensive
nuclear, nucleolar, and cytoplasmic staining, corresponding
to the BRCA1 and BRCA2 proteins, were observed after soy
phytoestrogens or 5-azacytidine treatment. Previous studies
had shown that the methylation of BRCA1 was negatively
correlated to mRNA expression (Catteau et al., 1999; Lee et al.,
2007; Rice et al., 2000), so association of a demethylation of
BRCA1 and an increase in subsequent protein is consistent

with this data. For BRCA2, no data was found for association
between methylation of the gene and its expression in the
literature, but our results suggest it behaves similarly to
BRCA1 in this respect. Quantification of the mRNA of BRCA1
and BRCA2 in our three cell lines following phytoestrogen or
5-azacytidine treatments would be of interest in future studies
in order to confirm that the observed demethylation of the
genes causes an increase in their mRNA, which would be
responsible for an increase in protein synthesis.

Other studies that have been undertaken with other genes
and cell lines are of noteworthy in the context of the present

FIG. 5. Effects of daidzein and genistein on DNA methylation in MCF-7, MDA-MB-231, and MCF-10a cell lines. Cells were
treated during 48 h with daidzein (78.5 lM), genistein (18.5 lM), 5-azacytidine (2 lM), or budesonide (2 lM). Cells were also
treated with DMSO solvent in which substances were dilued. Then, cells were immunostained (a) with MoAb anti-5-
methylcytidine (33D3) and revealed with MoAb anti-mouse (Alexa Fluor 488) or (b) with PoAb anti-MeCP2 (N-17) revealed
with PoAc anti-goat (Alexa Fluor 488). Quantification of intensity of fluorescence was realized using Image J software (NIH)
(n = 7, *p < 0.05).
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report. In 2005, Fang et al. reported, in human esophageal
squamous carcinogenesis, that genistein inhibited DNA
methyltransferases, thus reversing the methylation and
permitting the reexpression of RARb, p16, and MGMT (O6-
methylguanine methyltransferase) genes. More recently, King-
Batoon et al. (2008) reported that both genistein and lycopene,
at very low concentrations that are relevant for the human
diet, could mitigate tumorigenic processes via promoter de-
methylation and increase of gene expression.

Immunofluorescence staining and confocal analysis of
BRCA1 and BRCA2 proteins showed the increase of protein
expression following phytoestrogens or 5-azacytidine treat-
ments in our study. The quantification allowed us to show the
significance of this effect. Related to the analysis of 5-
methylcitidine presence in the nucleus, which is reduced fol-
lowing phytoestrogens and 5-azacytidine treatment, it seems
that those treatments demethtylate globally DNA, including
the BRCA1 and BRCA2 genes, thus allowing an increase in
their expression. The mechanism of action of 5-azacytidine
implies the demethylation of all DNA. For genistein and
daidzein, the observed demethylation could be the result of
the demethylation of a certain number of genes only. This
hypothesis could be tested with a precise analysis of the
methylation of many locus in DNA, for example, by meDIP-
on Chip approaches.

Finally, it is noteworthy that we investigated variations of
MeCP2, a methyl binding domain protein, whose deregula-
tion is different from BRCA1 or BRCA2 expression in breast
cancer, to see how its expression would behave following soy
phytoestrogen exposures. Indeed, Billard et al. (2002) has
suggested an increase in the MeCP2 mRNA in low-differen-
tiated neoplasia, whereas Müller et al. (2003) clearly showed
an increase of MeCP2 mRNA in neoplastic breast tissue.
MeCP2 protein expression was decreased following soy
phytoestrogens or 5-azacytidine treatments. As 5-azacytidine
is a demethylating agent, we suggest MeCP2 expression
might be linked to the global amount of methylation in the
genome. This hypothesis has to be tested in future studies; our
present findings do not allow us to conclude whether soy
phytoestrogens change methylation of select candidate genes,
or have a more global and genome-wide effect on DNA
methylation.

Müller et al. (2003) has pointed out that MeCP2 expression
was more important in estrogen receptor positive cells but,
despite the fact we used cell lines with different estrogen re-
ceptor status, we did not observe any difference.

We wish to underscore that DNA methylation is only a part
of broader range of possible epigenetic mechanisms, includ-
ing histone modifications (Esteller, 2007), which should also
be considered in breast cancer chemoprevention studies to
obtain a more comprehensive view of the effects of soy phy-
toestrogens. Studies of gene silencing associated markers,
such as H3-K27-me or H3-K9-me or gene-activating markers
as H3-K4-me or H3-K9-ac can be pursued as well (Elsheikh
et al., 2009).

Interestingly, Li et al. (2009) has reported that genistein
could deplete telomerase activity in both precancerous and
cancerous cells. They showed that direct regulation of key
transcription factors and epigenetic modulation were caused
by genistein. This result is challenging, as those two mecha-
nisms might be linked, thus complicating the understanding
of phytoestrogens’ mode of action.

Conclusions

Our findings in the present study lend evidence for a de-
methylating effect of genistein and daidzein on BRCA1 and
BRCA2 oncosuppressor genes, which is associated with an
increase in the expression of the encoded proteins. We note
that this effect might not be specific to these genes and could
be more global in nature, at the scale of the genome, an area
that is in need of future investigations. Additionally, the lo-
calization and quantification of the methylation of BRCA1 and
BRCA2 using bisulfite sequencing, extension of the study to a
broader set of genes, or use a more global approach such as
meDIP-on-Chip are recommended in regard to future line of
research to achieve a deeper understanding of phytoestrogen
mechanism of action in breast cancer. Finally, as epigenetic
mechanisms are often intertwined and may act in concert, we
suggest that the study of histone modifications by genistein
and daidzein are warranted. Ultimately, this line of research is
essential before future clinical chemoprevention studies of
phytoestrogens can be justified in humans and grounded on a
firm molecular understanding of their putative mechanism of
action against breast cancer pathogenesis.
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Conclusions de la publication N°5 : 

Dans cette étude, nous avons analysé les modifications de méthylation des îlots CpG 

présents dans les promoteurs de BRCA1 et BRCA2 en cellules mammaires, suite à leur 

exposition aux phyto-œstrogènes du soja. Nos résultats de MeDIP-PCR montrent pour la 

première fois que la génistéine et la daidzéine sont capables de déméthyler les promoteurs de 

BRCA1 et BRCA2, bien que ces effets soient moins forts que ceux de la 5-azacytidine, un 

agent déméthylant de synthèse. La quantification des protéines BRCA1 et BRCA2 observées 

par western-blotting révèle que cette déméthylation est accompagnée d’une augmentation des 

protéines BRCA1 et BRCA2, toutefois ces effets semblent parfois très faibles. Les résultats 

observés par immunohistochimie montrent bien une augmentation des protéines BRCA1 et 

BRCA2 suite à la déméthylation des oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2 induite par la 

génistéine ou la daidzéine. Ces résultats sont en accord avec deux études montrant l’absence 

de protéine BRCA1 dans les tumeurs méthylées dans le promoteur du gène BRCA1 [137, 152]. 

Les résultats de microscopie confocale confirment ceux d’immunohistochimie et permettent 

également de montrer une diminution de la méthylation globale de l’ADN, qui pourrait être la 

conséquence de la diminution de méthylation de nombreux gènes. Enfin, la protéine MeCP2, 

dont l’expression est augmentée dans le cancer [269, 270] est sous-exprimée après traitement 

par la génistéine, la daidzéine ou la 5-azacytidine. Cette étude montre que la génistéine et la 

daidzéine ont des effets déméthylant sur les promoteurs des oncosuppresseurs BRCA1 et 

BRCA2, associée à une augmentation de leur expression protéique dans des lignées continues 

de cellules mammaires. Toutefois, elle ne permet pas de conclure sur un effet ciblé sur 

certains gènes, ou une action plus globale, à l’échelle du génome. 
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Présentation de la publication N°6 : 

Le S-équol, métabolite de la daidzéine est de plus en plus étudié car il possèderait une 

plus grande affinité pour les récepteurs aux œstrogènes que son précurseur, [187]. Comme 

pour les phyto-œstrogènes du soja, les études sur un éventuel effet protecteur du S-équol sur 

le cancer du sein n’aboutissent pas à un consensus [271]. Toutefois, et comme pour les phyto-

œstrogènes du soja, le S-équol pourrait agir sur la méthylation de l’ADN dont le dérèglement 

est un mécanisme de l’oncogenèse [272]. A notre connaissance, une seule étude a  montré un 

effet du S-équol sur la méthylation de l’ADN ; en effet, Lyn-Cook et al. (1995) ont montré 

que les rats nourris avec un régime enrichis en S-équol ont une méthylation plus forte de 

l’oncogène H-ras dans les cellules d’acini du pancréas que les rats ayant un faible taux 

circulant de S-équol [203]. 

Dans cette étude, nous avons examiné les changements dans la méthylation des îlots 

CpG présents dans les promoteurs de BRCA1 et BRCA2 dans des lignées continues de cellules 

mammaires, après exposition par le S-équol à doses physiologiques et durant 3 semaines par 

la technique de QAMA. Cette étude doit permettre d’observer une éventuelle action du S-

équol, au niveau épigénétique et à des doses physiologiques. Nous avons également observé 

les conséquences de ce traitement sur l’expression des protéines BRCA1 et BRCA2 par 

Western-Blotting et Immunohistochimie. Cette étude permettra ainsi de montrer un éventuel 

effet de doses physiologiques de S-équol sur la méthylation de BRCA1 et BRCA2 dans le 

cancer du sein et, par conséquent, sur l’expression de leurs protéines. 
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63001 Clermont-Ferrand, France
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Abstract

S-Equol is a metabolite resulting from the conversion of daidzein, a soya phyto-oestrogen, by the gut microflora. The potential protective

effects of equol in breast cancer are still under debate. Consequently, we investigated the effects of equol on DNA methylation of breast

cancer susceptibility genes (BRCA1 and BRCA2) and oncosuppressors in breast cancer cell lines (MDA-MB-231 and MCF-7) and in a dys-

trophic breast cell line (MCF-10a) following exposure to S-equol (2mM) for 3 weeks. We demonstrated by quantitative analysis of meth-

ylated alleles a significant decrease in the methylation of the cytosine phosphate guanine (CpG) islands in the promoters of BRCA1

and BRCA2 after the S-equol treatment in MCF-7 and MDA-MB-231 cells and a trend in MCF-10a cells. We also showed that S-equol

increases BRCA1 and BRCA2 protein expression in the nuclei and the cytoplasm in MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-10a cell lines by

immunohistochemistry. The increase in BRCA1 and BRCA2 proteins was also found after Western blotting in the studied cell lines. In sum-

mary, we demonstrated the demethylating effect of S-equol on the CpG islands inside the promoters of BRCA1 and BRCA2 genes, resulting

in an increase in the level of expressed oncosuppressors in breast cancer cell lines.

Key words: Equol: Breast cancer susceptibility genes 1 and 2: Breast cancer

First found in equineurine(1), equol is a non-steroidal oestrogen.

Many years after its discovery, it was found that the soya

isoflavone daidzein was a precursor to equol(2), and that

soya consumption increased the excretion of equol in some,

but not all, adults. Studies have shown that gut microflora

was responsible for the conversion of daidzein to S-equol(3).

More recently, particular bacteria capable of this conversion

were even isolated(4). Multiple studies have shown that

equol producers were more frequent in Asian countries than

in Western countries, which led researchers to ask themselves

whether particular diets would not favour equol-producing

microflora(5). Equol is a chiral molecule and two forms can

coexist: R- and S-equol. Distinction between these two forms

and purification of one of them is complex, so many studies

have worked on the effects of racemic equol. Today, it has

been shown that only S-equol is synthesised by gut bacteria(6)

and S-equol is commercially available, leading to studies on

the effect of S-equol alone.

Breast cancer is the most frequent cancer in women, with

1·38 million new cases and 458 000 deaths in 2008(7). The inci-

dence of breast cancer is high in Western countries, and low in

Asia. This difference has been attributed, at least in part, to

the Asian traditional diet, containing larger amounts of soya

than the Western diet. Particular chemicals in soya, namely

phyto-oestrogens, are supposed to have protective effects on

breast cancer, mainly because of their similarity of structure

with 17-b-oestradiol, the natural human oestrogen, allowing

them to bind and activate oestrogen receptors (ER)(8–10),

with, contrarily to 17-b-estradiol, a higher affinity for

ERb(9,11). This is also the case for S-equol(6,12). More recently,

special attention has been paid to S-equol, as some studies

have shown that equol had a greater affinity for ER than its

precursor, daidzein(12).

Many studies have worked on the potential protective

effect of soya over breast cancer, but mixed results have

been found(13). Studies on the effects of S-equol on breast

*Corresponding author: Y.-J. Bignon, email yves-jean.bignon@cjp.fr

Abbreviations: BRCA1, breast cancer susceptibility gene 1; BRCA2, breast cancer susceptibility gene 2; CpG, cytosine phosphate guanine; ER, oestrogen

receptor; QAMA, quantitative analysis of methylated alleles.
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cancer risk have led to the same mixed results. As epigenetic

mechanisms are implied in cancer, a growing number of

studies have investigated the effect of soya phyto-oestrogens

on those mechanisms, particularly DNA methylation(14). In

normal tissues, oncogenes and repeated sequences are

globally methylated while oncosuppressors are hypomethy-

lated, particularly at the level of cytosine phosphate guanine

(CpG) islands found in the promoters of these genes(15). In

cancer, an inversion of this methylation profile is found, so

it has been stated that soya phyto-oestrogens could have pro-

tective effects on cancer by reverting this methylation profile.

Moreover, protective effects of breast cancer are observed in

women consuming moderate amounts of soya since their

childhood but not in women starting soya consumption after

the menopause(16,17). This observation could be the result of

a protective epigenetic effect with expression changes of

genes implicated in the early events of carcinogenesis. Some

studies have shown a demethylating action of genistein and

daidzein on oncosuppressors in cancer cells(14). To our knowl-

edge, only one study showed an effect of equol on DNA meth-

ylation: Lyn-Cook et al.(18) showed that high doses of equol

caused the hypermethylation of the c-H-ras proto-oncogene

in the pancreas cells of neonatal rats. Here, we investigated

the effects of equol on the methylation of two major breast

cancer oncosuppressors: BRCA1 and BRCA2. The breast

cancer susceptibility gene 1 (BRCA1) and the breast cancer sus-

ceptibility gene 2 (BRCA2) are the major high-penetrance genes

in which mutations increase susceptibility to breast cancer.

Mutations in these genes account together for 2–3 % of all

breast cancers and about 30–40 % of all familial breast

cancers(19). The BRCA1 gene is located on chromosome

17q12-21. BRCA1 is involved in many transcriptional activation

or transcriptional repression processes(20). It also plays a role in

apoptosis, genomic stability maintenance, and DNA recognition

and repair(21). The BRCA2 gene is located on chromosome

13q12-13. The gene codes for proteins involved in DNA repair,

cell-cycle control and transcription(22), and may have a function

in the terminal differentiation of breast epithelial cells(23).

Although somatic mutations of these genes are rarely found

in sporadic breast cancers(22–26), methylation of the promoter

of BRCA1 coupled with a decrease in mRNA(27) or lower

BRCA1 protein(28,29) can be found. BRCA2 promoter methyl-

ation has also been reported in sporadic breast cancer cases(30).

As a growing number of studies have shown the effects of

soya phyto-oestrogens on DNA methylation(18,31–35), the pro-

tective effects of soya isoflavones on breast cancer could be

due, at least in part, to an effect on DNA methylation.

We undertook the present study to examine changes in

DNA methylation of the CpG islands in the promoters of

BRCA1 and BRCA2 in breast cancer cells following exposure

to S-equol at physiological doses during 3 weeks.

Materials and methods

Cell lines

MCF-7 and MDA-MB-231 breast tumour cell lines came from

a pleural effusion of patients with invasive breast

carcinoma(36,37). The MCF-10a cell line was established from

the breast tissue of patients with fibrocystic breast disease(38).

All three human cell lines were provided by the American

Type Culture Collection. MCF-7 were cultured in Roswell

Park Memorial Institute (RPMI)-1640 medium supplemented

with 2 mM-L-glutamine (Invitrogen), gentamycin (20mg/ml;

Panpharma), 10 % fetal bovine serum (Invitrogen) and insulin

(1·4mg/ml; Novo Nordisk) in a humidified atmosphere at 378C

containing 5 % CO2. This cell line has a positive ER status

(ERaþ/ERbþ). MCF-10a cells were maintained in Dulbecco’s

modified Eagle’s medium F12 (Invitrogen) containing 10 %

horse serum (Invitrogen), 2 mM-L-glutamine, gentamycin

(20mg/ml; Panpharma), epidermal growth factor (20 ng/ml;

Sigma), cholera toxin (100 ng/ml; Sigma), insulin (10mg/ml;

Novo Nordisk) and hydrocortisone (0·5mg/ml; Sigma) held

at 378C with 5 % CO2. This cell line has a negative oestrogen

receptor status (ERa2/ERb2). MDA-MB-231 cells were

grown in Leibovitz L-15 medium with 15 % fetal bovine

serum (Invitrogen), gentamycin (20mg/ml; Panpharma) and

2 mM-L-glutamine in a 378C humidified atmosphere without

CO2. This cell line has a negative ER status (ERa2/ERbþ).

The ER status of the three cell lines has previously been

confirmed by immunohistochemistry(39).

Cell treatments

Cells (1 £ 106 per T75 flask) were seeded in the medium

and treated with 2mM-S-equol provided by the ENITA Unité

Micronutriments-Reproduction-Santé and dissolved in dimethyl

sulfoxide. As controls, the cell lines were also conditioned in

the medium with the solvent dimethyl sulfoxide.

During the 3 weeks, each 48 h and just before 80 % conflu-

ence, cells were trypsinised and cell number scored on a

Malassez cell using Trypan blue, and then they were passed

into three flasks and the treatments were added again.

DNA extraction

DNA was extracted using Millipore’s non-organic DNA extrac-

tion kit as follows: after recovering the cells, 9 ml of wash

buffer 1£ were added to resuspend the pellet. After 15 min

of incubation at room temperature, the cells were centrifuged

at 1000g for 20 min. The supernatant was discarded and the

cells were resuspended in 3 ml of suspension buffer I 1£ .

Lysis buffer I (800ml) and 50ml of protein-digesting enzyme

were added to the suspension. The samples were incubated

for 2 h at 508C. After adding 1 ml of a protein-precipitating

agent, a 15 min centrifugation at 1000 g was carried out. The

supernatant thus obtained was mixed with two volumes of

absolute ethanol. The precipitated DNA was recovered using

an inoculating needle, dried for 5 min at room temperature,

and dipped in 5 ml of 70 % ethanol. DNA was resuspended

in 300ml of suspension buffer II. After vortexing them for

5 min, the samples were left in incubation overnight at 508C.

The quantity of DNA collected as well as the quality of the

extraction was then determined by spectrometry using

a NanoDrope 8-sample spectrophotometer (ND-8000,

NanoDrop Technologiesw).
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Bisulfite treatment and quantitative analysis of methylated
alleles

Conversion of unmethylated cytosines to uracil(40), leaving

methylated cytosines unaltered, was achieved using the

methylSEQre Bisulfite Modification Kit (Applied Biosystems)

following the manufacturer’s instructions. We measured the

methylation of oncosuppressor promoters with the real-time

PCR-based quantitative analysis of methylated alleles

(QAMA) assay previously described by Zeschnigk et al.(41)

and adapted here by Bosviel et al.(42). PCR was performed

using a ninety-six-well optical tray with optical adhesive film

at a final reaction volume of 20ml. Samples contained 10ml

of TaqManw Universal PCR Master Mix II, No AmpErasew

UNG (uracil-N-glycosylase), 8 ml of bisulfite-treated DNA, an

additional 5 U of FastStart Taq DNA Polymerase (Roche),

2·5mM each of the primers and 150 nM of the fluorescently

labelled methylated and unmethylated BRCA1 or methylated

and unmethylated BRCA2 probes. Initial denaturation at

958C for 10 min to activate DNA polymerase was followed

by forty cycles of denaturation at 958C for 15 s and annealing

and extension at 608C for 1 min (7900HT, Real-Time PCR

System; Applied Biosystems). Primer and probe sequences

were selected with the help of Primer Express software

(ABI). PCR primers were designed to amplify the bisulfite-

converted sense strand of the CpG island BRCA1 promoter

sequence or the antisense strand of the CpG island BRCA2

promoter sequence, lacking any known nucleotide poly-

morphisms. The software designs primers with a melting

temperature (Tm) of 58–608C and probes with a Tm value of

68–698C. The Tm of both primers should be equal. The amplicon

sizes were 79 bp for BRCA1 (located at chromosome 17:

41278096–41278175 on the Ensembl GRCh37/hg19 assembly)

and 87 bp for BRCA2 (located at chromosome 13: 32889345–

32889428). Primer and probe sequences are as follows: for

BRCA1, forward primer – 50-GGAGTTTGGGGTAAGTAGTTTT-

GTAAG-30; reverse primer – 50-TTCCCCTACCCCAAACAAATT-30;

methylated probe – 50-VIC-ACTACGTCCCCGCAAA-MGBNFQ-

30; unmethylated probe – 50-6FAM-ACTACATCCCCACAAAC-

MGBNFQ-30; for BRCA2, forward primer – 50-GTTGGAGTAAA-

AAGAAAGGGATGG-30; reverse primer – 50-CCTTAAAAATCCC-

AAACCACCC-30; methylated probe – 50-VIC-AAACCGCCCCT-

ATAC-MGBNFQ-30; unmethylated probe – 50-6FAM-AAAACCA-

CCCCTATACC-MGBNFQ-30. The primer binding sites lack CpG

dinucleotides and, therefore, the nucleotide sequences in the

methylated and unmethylated DNA are identical after the bisul-

fite treatment. Consequently, it is possible to amplify both alleles

in the same reaction tube with one primer pair. Methylation dis-

crimination occurs during probe hybridisation by the use of two

different MGB Taqmanw probes. The binding site of the BRCA1

and BRCA2 MGB Taqmanw probes both cover two CpG dinu-

cleotides. We used a VIC-labelled MGB Taqmanw probe that

specifically hybridises to the sequence derived from the methyl-

ated allele, and a 6-carboxyfluorescein (FAM)-labelled MGB
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Taqmanw probe that binds to the sequence generated from the

unmethylated allele. The amount of FAM and VIC fluorescence

released during the PCR was measured by the real-time PCR

systemand is directly proportional to the amount of thePCRpro-

duct generated. The cycle number at which the fluorescence

signal crosses a detection threshold is referred to as CT and the

difference of both CT values within a sample (DCT) is calculated

(DCT ¼ CT2FAM 2 CT2VIC). All samples were measured in dupli-

cate using the mean for further analysis. For a precise quantifi-

cation of the ratio of methylated:unmethylated alleles, the DCT

value is determined and compared with a standard curve that

exhibits a sigmoid shape with a linear part in the range of

10–90 % of methylated DNA (Fig. 1). To set up the curve, we

mixed bisulfite-treated and methylated control human DNA

(EpiTect, ref. 59 655; Qiagen) with defined ratios of bisulfite-

treated and unmethylated control human DNA (EpiTect, ref.

59 665; Qiagen) implemented in each run. From this, we

deduced an algorithm to calculate the methylation ratio of

an unknown sample from its DCT value by the Mathematica

software package version 5.2 from Wolfram Research

(http://www.wolfram.com). Student’s t test was performed

using the data obtained with QAMA, and P,0·05 was con-

sidered to be statistically significant compared with the cells

treated with the solvent dimethyl sulfoxide.

Western blotting

Proteins were extracted from the cells with lysis buffer con-

taining 20 mM-Tris (pH 8), 50 mM-EDTA, 0·8 % NaCl, 0·1 %

Triton X-100 and 1 % glycerol. Protease inhibitors (1 %, Pro-

tease Inhibitor Cocktail; Sigma) and phosphatase inhibitors

(1 %, Phosphatase Inhibitor Cocktail 2; Sigma) were added

to the basic buffer extemporaneously (1 % each). Then,

50mg proteins were electrophoresed on a SDS-polyacrylamide

gel and transferred onto a nitrocellulose membrane. After 1 h

blocking in Tris-Buffered Saline Tween 0·1 % containing

5 % milk, membranes were incubated overnight at 48C with

anti-BRCA1 (1:150 Mouse (Ab-1); Calbiochem), anti-BRCA2

(1:50 Rabbit (H-300); Santa Cruz Biotechnologyw) or anti-

actin (1:120,000 Mouse (Ab-1); Calbiochem) antibodies. The

membranes were then washed three times in Tris-buffered

saline Tween and incubated for 1 h with alkaline phospha-

tase-conjugated secondary antibody (1:2000 goat anti-mouse

IgG (H&L) AP conjugate or 1:2000 goat anti-rabbit IgG (Fc)

AP conjugate; Promega). Detection was then performed

with the Western Blue detection system (Promega). Relative

quantification of immunoblotted proteins was achieved

using Quantity One software (Bio-Rad) with the local back-

ground subtraction method. A ratio between the intensity of

the protein of interest and a reference protein (actin) was

then calculated. The relative ratio was then calculated

between each condition and the reference condition (dimethyl

sulfoxide-treated cells).

Immunohistochemistry

For immunohistochemical analysis, 4mm alcohol–formalin–

acetic acid-fixed and paraffin-embedded sections of MCF-7,

MDA-MB-231 and MCF-10a cell pellets were cut using a micro-

tome. They were mounted on silanised glass slides (Starfrost;

Duiven) and dried overnight at 378C. Slides were processed on

an automated Benchmark XT immunohistochemical instru-

ment (Ventana). In particular, sections were deparaffinised

and rehydrated using EZ Prep (Ventana), and heat-induced

antigen retrieval using CC1 (Ventana) was performed for

30 min. The slides were then incubated at 378C for 44 min

with anti-BRCA1 (1:20 mouse (8F7); GeneTeXw) or anti-

BRCA2 (1:20 mouse (Ab-1); Calbiochemw) primary antibodies.

For detection, we used the UltraView universal DAB detection

kit (Ventana). Signal was amplified using the Ventana amplifi-

cation kit. The slides were then counterstained with haema-

toxylin for 3 min, rinsed in distilled water and coverslipped

with an aqueous Faramount mounting media (DAKO). The

primary polyclonal antibody was omitted and replaced with

PBS as a negative control.

(a)

(b)

(c)

BRCA1

BRCA1:actin ratio

BRCA2:actin ratio

BRCA2

Actin

BRCA1

BRCA2

Actin

BRCA1

BRCA2

Actin

DMSO E

DMSO E

DMSO E

1·00 1·18

1·00 1·52

BRCA1:actin ratio

BRCA2:actin ratio

1·00 1·70

1·00 1·20

BRCA1:actin ratio

BRCA2:actin ratio

1·00 1·58

1·00 1·10

Fig. 3. Western blots with breast cancer susceptibility genes (BRCA1 and

BRCA2 ) and actin proteins extracted from (a) MCF-7, (b) MDA-MB-231 and

(c) MCF-10a cells. Ratios shown correspond to relative ratios of optical den-

sities of the bands (measured with Quantity One software; Bio-Rad) from

interest proteins over actin, relatively to the control condition (dimethyl

sulfoxide (DMSO)-treated cells). Cells were treated for 3 weeks with DMSO

(control condition) or 2mM-S-equol (E).
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Results

Effect of S-equol on BRCA1 and BRCA2 CpG promoter
methylation

QAMA was used to study the effects of S-equol on BRCA1 and

BRCA2 CpG islands. We showed a significant decrease in the

methylation of the CpG islands in the promoters of BRCA1

and BRCA2 following the 2mM-S-equol treatment during

3 weeks in MDA-MB-231 and MCF-7 cells compared with

the control (Fig. 2(a) and (b), respectively). This demethyla-

tion was not significant in MCF-10a cells (Fig. 2(c)).

Effect of S-equol on BRCA1 and BRCA2 protein expression

Western blotting was used to study the effects of S-equol on

BRCA1 and BRCA2 protein expression. We showed an

increase in BRCA1 and BRCA2 proteins following the 2mM-S-

equol treatment for 3 weeks in MCF-7, MDA-MB-231 and

MCF-10a cell lines (Fig. 3(a)–(c), respectively). An extensive

increase in BRCA1 staining was found by immunohistochem-

istry in the nuclei, the cytoplasm and nucleoli in MCF-7,

MDA-MB-231 and MCF-10a cell lines after 2mM-S-equol

exposure for 3 weeks. For BRCA2, the increase in staining

was exhibited preferentially in the cytoplasm (Fig. 4). The

results of immunohistochemistry are compiled in Table 1.

Discussion

A growing number of studies have revealed the importance of

DNA methylation in cancer, with a global hypomethylation of

DNA and the hypermethylation of CpG islands of oncosup-

pressors, leading to chromosomic instability and loss of the

expression of oncosuppressors. In breast cancer, hypermethy-

lation of the BRCA1 and BRCA2 genes has been found, associ-

ated with a decrease in mRNA expression for BRCA1. S-equol,

an intestinal bacterial metabolite of daidzein, is a putative

protective molecule for breast cancer. The present study

sustains the idea that this protective effect could pass through

epigenetic modulation of BRCA1 and BRCA2 expression. The

mechanism for this effect is not yet clearly known, although

studies have shown that S-equol can bind and activate ER.

As more and more studies have shown the effects of soya

phyto-oestrogens on DNA methylation, we decided to study

the effects of S-equol in breast cancer cell lines on BRCA1

and BRCA2 methylation and consequent protein expression.

We studied the effects of S-equol on the expression of the

BRCA1 and BRCA2 genes that interact together in two

human breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231)

and in a fibrocystic cell line (MCF-10a). We chose an exposure

of 3 weeks to S-equol, because this treatment has been shown

to increase the number of cells blocked in the S phase(43), and

BRCA1 and BRCA2 reach their maximal level in the late G1

and S phases in normal and tumour-derived breast epithelial

cells(44).

An important point in the design of the present study is the

use of physiological doses of S-equol, in the same order of

magnitude as plasma concentrations found in post-menopausal

women(45,46). Long exposures were carried out to point out an

eventually weak effect due to the use of such doses. The

effects observed in the present study thus have better chances

to be representative of real-life exposure.

We provide evidence that S-equol demethylates the promo-

ters of the BRCA1 and BRCA2 genes in MDA-MB-231 and

MCF-7 breast cancer cell lines, but not in the MCF-10a cell

line. We also showed an increase in the expression of the

BRCA1 and BRCA2 proteins in the studied cell lines following

the S-equol treatment. The fact that demethylation occurred in

(a) (b)

Cyt

Cyt

N
N

NU

NU

Fig. 4. Immunoperoxidase staining of MDA-MB-231 human breast cancer cell lines on paraffin-embedded sections (60£ ). (a) Cytoplasmic, nuclear and nucleolar

staining were exhibited with 1:20 breast cancer susceptibility gene 2 (BRCA2) monoclonal antibody (Ab1), shown by arrowheads in untreated cells. (b) The

BRCA2 staining after 2mM-S-equol treatment was considerably increased. N, nucleus; Cyt, cytoplasm; NU, nucleoli.

Table 1. Effects of S-equol on breast cancer susceptibility genes
(BRCA1 and BRCA2 ) expression in MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-
10a cell lines*

BRCA1 (8F7) BRCA2 (Ab-1)

Cyt N Nu Cyt N Nu

MDA-MB-231
DMSO þ þþ þþ þ þ þ /2
S-Equol (2mM) þþ þþþ þþ þþþ þ /2 þ /2

MCF-7
DMSO þ þþ þþ þþ þ /2 2

S-Equol (2mM) þ þþþ þþþ þþþ þ /2 2

MCF-10a
DMSO þ þþ þ þþ þ /2 2

S-Equol (2mM) þ þþþ þ þþþ þ /2 2

Cyt, cytoplasm; N, nucleus; Nu, nucleoli; DMSO, dimethyl sulfoxide.
* Cells were treated during 3 weeks with S-equol (2mM). Cells were also treated

with DMSO, the solvent in which S-equol was diluted. Then, the cells were
immunostained with MoAb anti-BRCA1 (8F7) or anti-BRCA2 (Ab-1). Staining:
negative (2); intermediate (þ /2 ); less intensive (þ ); intensive (þþ ); very inten-
sive (þþþ ).
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MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines but not in the MCF-10a cell

line whereas protein expression increased in all the three cell

lines could suggest that DNA methylation was not the only

mechanism regulating BRCA1 and BRCA2 expression that

can be modulated by S-equol, and thus studies on histone

mark status following the S-equol treatment could be interest-

ing. Indeed, many studies have shown the effects of soya

phyto-oestrogens on histone modifications, and S-equol

could have similar effects(35,47–50). Hong et al.(51) also

showed that equol stimulates ER-mediated histone acetyl

transferase activity. ER status and, more particularly, ERb

status may play a role in the action of S-equol on DNA meth-

ylation, as the MCF-10a cell line lacks the ERb receptor. To our

knowledge, only one study has reported an effect of equol on

DNA methylation, showing a rise in the methylation of the

proto-oncogene c-H-ras in rat pancreatic cells(18), while

more data are found for other soya phyto-oestro-

gens(14,31,32,34,35,49,52–58). Such effects on oncosuppressors

could help prevent cancer by restoring their expression similar

to the protein expression of BRCA1 and BRCA2 in the present

experiment. Studies on whether this demethylating effect is

limited to the CpG islands in the promoter of oncosuppressors

or whether it also acts on the methylation of other CG sites

could be interesting, as demethylating effects on global meth-

ylation and, more particularly, repeated elements or transpo-

sable elements would be a counter effect for cancer

prevention(59).

In summary, the present study shows that S-equol has a

demethylating effect on the CpG islands in the promoters of

BRCA1 and BRCA2 genes. This effect might be linked with

the presence of ER but the increase in subsequent protein

expression is independent of this parameter. Thus, we sup-

pose that other mechanisms can also be implied, such as

effects on histone modifications.
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Conclusions de la publication N°6 : 

Nous avons étudié les effets de doses physiologiques de S-équol sur la méthylation de 

BRCA1 et BRCA2 et l’expression des protéines codées par ces gènes dans des lignées 

continues de cellules mammaires. A dose physiologique, le S-équol semble avoir une action 

déméthylante au niveau des promoteurs des gènes BRCA1 et BRCA2 dans les cellules MDA-

MB-231 et MCF-7, mais pas dans les cellules MCF-10a. En revanche, une augmentation de la 

quantité de protéines BRCA1 et BRCA2 présentes dans les trois lignées est retrouvée après 

traitement avec le S-équol. Ces résultats suggèrent que le S-équol est capable d’induire une 

augmentation de la synthèse de BRCA1 et BRCA2 par une déméthylation du promoteur de 

leur gène dans les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 mais pas dans les cellules MCF-10a, 

dans lesquelles seule une augmentation de l’expression protéique est observée. Le statut en 

récepteur aux œstrogènes pourrait avoir un rôle dans l’effet du S-équol sur la méthylation de 

BRCA1 et BRCA2 car parmi les trois lignées utilisées, seule la lignée MCF-10a ne possède 

pas le récepteur β aux œstrogènes. Toutefois, cette étude soulève la question de comment le 

S-équol est-il capable d’induire l’augmentation de l’expression des protéines BRCA1 et 

BRCA2 sans agir sur la méthylation de l’ADN dans les cellules MCF-10a. 



52 

 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Le cancer du sein est l’affection tumorale la plus fréquente chez la femme dans le 

monde. Avec plus de 1,38 millions de nouveaux cas et 458 400 décès dans le monde en 2008 

[1], il s’agit d’un problème de Santé Publique majeur. L’étiologie du cancer du sein est 

complexe et met en jeu des aspects génétiques, environnementaux et hormonaux. 

Ce travail est en particulier centré sur les oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2. La 

mutation de ces gènes est responsable de 5 à 10% des cancers héréditaires du sein et des 

ovaires [2, 4] et une diminution, voire une perte d’expression de ces gènes sont fréquemment 

retrouvés dans les cancers sporadiques du sein et de l’ovaire [3]. L’hyperméthylation du 

promoteur du gène BRCA1 a été détectée dans de nombreuses tumeurs, notamment celles de 

l’ovaire ou du sein, tandis que l’hyperméthylation du promoteur de BRCA2 n’a été retrouvée 

que dans des cancers du sein. Cette hyperméthylation est fréquemment associée à la 

diminution ou la perte d’expression de BRCA1 et BRCA2 et pourrait alors être un mécanisme 

important de l’oncogenèse mammaire sporadique. 

Ce travail se découpe en deux parties : l’étude in vivo de la méthylation des 

oncosupresseurs BRCA1 et BRCA2 dans le sang périphérique de patientes atteintes ou non de 

cancers de l’ovaire ou du sein et l’étude in vitro de la modification de la méthylation de 

BRCA1 et BRCA2 par les phyto-œstrogènes du soja dans des lignées continues de cellules 

mammaires humaines. 

 

Concernant la première partie de cette étude, la méthylation de BRCA1 a déjà été 

décrite dans le plasma ou le sérum de patientes ayant développé une tumeur du sein ou de 

l’ovaire hyperméthylée au niveau du promoteur de BRCA1 [134, 137, 167], en revanche, la 

méthylation de BRCA2 n’a jamais été analysée dans le sérum ou le plasma de patientes ayant 

développé une tumeur du sein ou de l’ovaire hyperméthylée au niveau du promoteur de 

BRCA2. 

Nous disposions, au sein du laboratoire d’échantillons d’ADN extrait du sang 

périphérique de patientes recrutées dans deux populations distinctes. La population COSA 

(Cancer des Ovaires et du Sein en Auvergne) qui regroupe 1000 femmes atteintes de cancer 

du sein et 54 femmes atteintes de cancer de l’ovaire, sans plus d’un antécédent familial au 

premier degré de cancer et ne présentant pas de mutation au niveau des gènes BRCA1 ou 

BRCA2. La population Témoin qui regroupe, pour sa part, 1000 femmes n’ayant pas 

développé de cancer et sans plus d’un antécédent familial au premier degré de cancer. Des 

données anthropomorphiques (taille, âge, poids, tour de taille, tour de hanches…) et des 

données concernant l’exposition aux hormones (âge des premières règles, âge de la 
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ménopause, prise de contraceptifs oraux…) ont également été recueillies auprès des patientes 

grâce à un questionnaire [273, 274]. L’ensemble de ces données, ainsi que le prélèvement 

sanguin ont été obtenus avec le consentement éclairé des femmes incluses dans les deux 

populations. Enfin, le génotypage de polymorphismes pouvant êtres impliqués dans la 

cancérogenèse mammaire et ovarienne a également été réalisé sur les échantillons d’ADN de 

ces deux populations dans le cadre d’une étude précédente [58, 275]. 

 

Nous avons alors quantifié la méthylation de l’ADN dans les promoteurs de BRCA1 et 

BRCA2 grâce à la technique d’Analyse Quantitative des Allèles Méthylés (QAMA) [256]. 

Trois études différentes ont détecté une hyperméthylation de BRCA1 dans le plasma ou le 

sérum et ont utilisé la technique de PCR méthylation spécifique (MSP) [134, 137, 167]. La 

technique de MSP ne permet de détecter que la présence ou l’absence de méthylation dans 

l’ADN, au niveau de quelques sites CpG correspondant aux séquences cibles des amorces 

utilisées. Cependant, dans les cellules du sang, toutes les cellules ne sont pas méthylées ou 

non méthylées au niveau d’un locus. La technique QAMA, utilisée ici permet alors de 

quantifier la méthylation de sites CpG précis (localisées au niveau de la séquence cible des 

sondes utilisées) dans l’ensemble de l’ADN d’un échantillon. Puis, la méthylation mesurée 

par QAMA est alors représentative du pourcentage d’allèles méthylés présents dans 

l’échantillon utilisé et permet ainsi d’observer plus finement des variations de niveau de 

méthylation. 

Ainsi, nous avons observé une diminution significative de la méthylation du 

promoteur de BRCA1 dans l’ADN extrait du sang périphérique de 51 patientes ayant 

développé un cancer des ovaires en comparaison avec 349 témoins. Cette diminution n’avait 

pas été retrouvée par Catteau et al. (1999) dans les cellules sanguines de patientes atteintes de 

cancer des ovaires. La technique utilisée par Catteau et al. (1999) reposait sur l’utilisation 

d’endonucléases agissant uniquement sur l’ADN méthylé et la détection de BRCA1 par 

southern blot. Cette technique, comme la MSP permet de ne voir que les variations de 

méthylation retrouvées dans la grande majorité des cellules d’un échantillon d’ADN [151]. 

Pour leur part, Ibanes de Caceres et al. (2004) ont montré que certaines patientes qui ont 

développé un cancer de l’ovaire avaient une hyperméthylation de BRCA1 détectable dans les 

cellules du plasma [167]. Notre différence avec leurs résultats peut s’expliquer encore par la 

différence de technique : tout d’abord, nous ne ciblons pas les mêmes sites CpG appartenant à 

l’îlot CpG du promoteur de BRCA1, ensuite, si BRCA1 est légèrement moins méthylé dans la 

majorité des cellules du sang et ce, chez la majorité des patientes, cela masque 

l’hyperméthylation retrouvée dans quelques cas uniquement. Ce résultat ouvre la voie à la 
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recherche d’une hypométhylation faible, mais fréquente de BRCA1 dans les tumeurs 

mammaires ou les cellules non-tumorales de patientes ayant développé une tumeur de 

l’ovaire. 

Nous avons également étudié la méthylation du promoteur de BRCA2 dans la même 

population de femmes ayant développé ou non un cancer de l’ovaire. Une diminution de la 

méthylation BRCA2 a été détectée dans les cellules sanguines de patientes ayant développé un 

cancer de l’ovaire, mais celle-ci n’était pas significative. Le faible nombre d’échantillons dont 

nous disposons diminue la puissance statistique de notre étude. 

La diminution de méthylation de BRCA2 a déjà été rapportée par Chan et al. (2002) 

dans certaines tumeurs de l’ovaire [171], toutefois deux autres études, en accord avec nos 

résultats, ne la retrouvent pas dans le tissu tumoral ovarien, en comparaison avec du tissu sain 

[175, 258]. Ces trois études ont cependant été réalisées dans l’ADN extrait de tumeurs de 

l’ovaire et non pas à partir des cellules du sang. Dans ces trois études, la méthylation de 

BRCA2 n’est retrouvée que dans un faible nombre de tumeurs.  

Ces résultats, qui tendent à montrer une diminution de méthylation de BRCA1 et 

BRCA2 dans les cellules du sang périphérique de patientes ayant développé un cancer de 

l’ovaire soulèvent des questions importantes : en effet, la diminution de la méthylation des 

oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2 devrait entraîner leur expression et être en opposition au 

mécanisme de cancérogenèse. Les mêmes études quantitatives de la méthylation de BRCA1 et 

BRCA2 dans les cellules de tumeurs de l’ovaire permettraient de savoir si cette diminution de 

méthylation retrouvée dans le sang est d’origine tumorale, ou s’il s’agit d’un effet se 

produisant en dehors des tumeurs, voire dans les cellules de la lignée leucocytaire. 

 

Nous avons également étudié la méthylation de BRCA1 puis BRCA2, toujours par la 

technique QAMA, dans l’ADN extrait de cellules sanguines des patientes ayant développé un 

cancer du sein dans la population COSA et les femmes de la population Témoin. Nous 

n’avons pas détecté de différence significative de méthylation dans le promoteur de BRCA1 

dans les cellules sanguines de patientes atteintes de cancer du sein, par comparaison avec les 

témoins. Cette absence de significativité pourrait être le résultat d’une hyperméthylation 

limitée à certains cas de cancers du sein seulement, et retrouvée encore moins fréquement 

dans les cellules sanguines. En accord avec nos résultats, beaucoup d’études ne détectent 

l’hyperméthylation de BRCA1 que dans un faible nombre de tumeurs sporadiques du sein 

[131, 132, 144, 150, 151, 153, 159, 161, 263, 276-278]. 

De plus et en accord avec l’hypothèse précédente, toutes les études comparant la 

méthylation de BRCA1 dans le tissu tumoral et dans les cellules du sang montrent que cette 
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marque est plus rarement détectée dans le sang [134, 137, 139]. L’étude de la méthylation en 

liaison avec les différents paramètres disponibles nous a cependant permis d’observer 

plusieurs sous populations de femmes plus à risque de développer un cancer du sein que la 

population générale. C’est le cas d’une sous-population de femmes pour lesquelles la 

méthylation de BRCA1 est augmentée avec l’âge. De même, nos résultats montrent une 

augmentation de la méthylation de BRCA1 avec l’IMC et le RTH dans la population témoin, 

tandis que les femmes présentant un faible IMC et un faible RTH mais une méthylation 

importante de BRCA1 dans les cellules du sang sont plus à risque de développer un cancer du 

sein. 

Nous avons également détecté une augmentation de la méthylation de BRCA1 dans les 

cellules du sang périphérique de la population témoin avec la présence de l’allèle ACG du 

SNP ESR Thr594Thr, bien que ce polymorphisme ne semble pas modifier le risque de 

développer un cancer du sein selon une étude précédente dans la même population [58]. Ce 

résultat suggère que la méthylation de BRCA1 apportée par cet allèle ACG ne joue pas de 

rôle, peut-être parce qu’elle est insuffisante, dans le risque de développer un cancer du sein. 

Tout comme pour BRCA1, nous n’avons pas observé d’augmentation significative de 

la méthylation de BRCA2 dans les cellules sanguines des mêmes populations mais quelques 

sous-populations se distinguent. Aussi, parmi les femmes de plus de 70 ans, celles dont le 

pourcentage de méthylation du promoteur de BRCA2 dans les cellules du sang périphérique 

est le plus élevé sont plus à risque de développer un cancer du sein. De même pour les 

femmes ménopausées avant 48 ans et les femmes dont l’IMC est compris entre 20 et 25 ou le 

RTH entre 81,7 et 87,5. Ces données montrent qu’avec ces paramètres, associés avec la 

méthylation de BRCA2, des sous-populations plus à risque de développer un cancer du sein 

peuvent être définies. 

 

L’ensemble des données obtenues sur la méthylation de BRCA1 et BRCA2 dans les 

cellules du sang périphérique de patientes ayant développé un cancer du sein ou de l’ovaire, 

par comparaison avec des femmes saines nous montrent que l’analyse de cette méthylation, 

plus particulièrement lorsqu’elle est associée à d’autres paramètres (anthropomorphiques, 

hormonaux ou génétiques) peut permettre la distinction de groupes plus à risque de 

développer un cancer du sein ou de l’ovaire. 

Widschenwendter et al. (2008) montrent par ailleurs que sur 49 gènes étudiés (ne 

comprenant ni BRCA1, ni BRCA2), seuls 7 ont une méthylation significativement modifiée 

dans les cellules du sang périphérique de femmes ayant développé un cancer du sein ou de 

femmes saines. Ils mettent en évidence qu’un diagnostic efficace du cancer du sein par 
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l’analyse de la méthylation de gènes dans les cellules du sang périphérique n’est possible que 

par l’utilisation de nombreux gènes [261]. De même, Radpour et al. (2011) rapportent que 

l’analyse de la méthylation de 8 gènes parmi 10 testés dans l’ADN sanguin permet de mettre 

en place un diagnostic efficace et spécifique à plus de 90% pour le cancer du sein [138]. 

A la lumière de nos résultats, l’analyse de la méthylation de plusieurs gènes couplé à 

des données anthropomorphiques, hormonales et génétiques permettrait un diagnostic encore 

plus efficace. La recherche de gènes dont la méthylation varie dans les cancers du sein et de 

l’ovaire serait par ailleurs plus exhaustive par l’analyse de la méthylation de l’ensemble des 

gènes. 

Ruike et al. (2010) ont réalisé une analyse du méthylome complet par MeDIP couplé à 

du séquençage dans des lignées continues de cellules mammaires. La comparaison des 

résultats obtenus dans des lignées tumorales et une lignée de cellules épithéliales indique une 

hyperméthylation des régions riches en gènes (comprenant les îlots CpG présents dans les 

promoteurs) et une hypométhylation des dinucléotides CpG ne faisant pas partie d’îlots ou 

présents dans les séquences télomériques et centromériques ainsi que les séquences répétées 

[279]. La méthylation de l’ensemble de ces régions est donc susceptible d’être impliquée dans 

le cancer du sein et par conséquent l’analyse de l’ensemble de ces régions serait intéressante à 

effectuer. 

Une analyse exhaustive du méthylome dans les cellules du sang périphérique serait 

envisageable par l’utilisation de MeDIP couplée à des puces à ADN ciblant l’ensemble des 

séquences fortement régulées par la méthylation de l’ADN, comme les puces « human DNA 

methylation » (Agilent, USA) couvrant l’ensemble des îlots CpG, mais aussi les séquences 

répétées du génome, ainsi que les régions centromériques et télomériques. L’acquisition 

récente d’un automate IP-Star (Diagenode, Belgique) couplée à notre plateforme de puces à 

ADN (Agilent, USA) nous permettrait de réaliser cette analyse. 

 

La seconde partie de mon travail a consisté en l’étude des effets des phyto-œstrogènes 

du soja sur la méthylation des promoteurs de BRCA1 et BRCA2 dans les cancers du sein. 

L’incidence plus forte des cancers du sein dans les pays industrialisés Occidentaux (Europe, 

Amérique de Nord), face à l’incidence plus faible observée en Asie (notamment au Japon) a 

en effet poussé vers la recherche de facteurs à l’origine de ces différences [1]. L’étude de 

populations migrantes, venues de pays d’Asie s’installer dans des pays Occidentaux ont 

permis de mettre en évidence une forte influence de l’environnement sur le risque de 

développer un cancer du sein. L’influence de l’alimentation a notamment été mise en exergue 

dès la deuxième génération d’immigrés asiatiques, adoptant un régime à l’occidentale [218]. 
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Les recherches se sont particulièrement intéressées à la consommation du soja et de 

ses produits transformés, beaucoup plus consommés dans les pays asiatiques que dans les 

pays occidentaux. De par leur structure, similaire au 17-β-œstradiol qui leur permet de se lier 

et d’activer les récepteurs aux œstrogènes [5], les isoflavones du soja ont en particulier suscité 

l’intérêt de la communauté scientifique. Plus récemment, un nombre croissant d’études a 

révélé des effets déméthylants des phyto-œstrogènes du soja au niveau des promoteurs 

d’oncosuppresseurs [206, 209, 210, 212, 266, 268, 280-283]. Cette déméthylation permet 

d’augmenter l’expression de ces oncosuppresseurs et pourrait aussi jouer un rôle dans la 

protection contre les cancers. Nous avons par conséquent voulu étudier les effets des phyto-

œstrogènes du soja sur la méthylation de deux oncosuppresseurs fortement impliqués dans les 

cancers du sein, BRCA1 et BRCA2. Cette étude a été réalisée in vitro, à l’aide de trois lignées 

continues de cellules mammaires : les cellules tumorales MCF-7 et MDA-MB-231 et les 

cellules non tumorales, MCF-10a. 

 

Dans une première étude, nous avons exposé ces trois lignées continues de cellules 

mammaires aux deux phyto-œstrogènes les plus présents dans le soja, la génistéine et la 

daidzéine, mais aussi à un agent déméthylant, la 5-azacytidine, pendant 48 heures. La 

méthylation de l’ADN a été observée par MeDIP couplée à de la PCR. Les variations de la 

méthylation de BRCA1 ou de BRCA2 étaient visibles par les variations d’intensité des bandes 

correspondant à l’ADN immunoprécipité de chaque condition. Nous avons observé un effet 

déméthylant de la génistéine, la daidzéine et la 5-azacytidine au niveau des gènes BRCA1 et 

BRCA2 dans les trois lignées de cellules mammaires par comparaison avec le DMSO. 

L’efficacité des traitements utilisés n’est toutefois pas identique et l’agent de synthèse, la 5-

azacytidine possède une action plus forte que la génistéine, elle-même plus efficace que la 

daidzéine. 

Nous avons ensuite étudié les conséquences de ces traitements sur l’expression des 

protéines BRCA1 et BRCA2, afin de vérifier que la déméthylation des gènes BRCA1 et 

BRCA2 par les phyto-œstrogènes du soja est bien associée à une augmentation de leur 

expression dans les cellules mammaires. Les résultats obtenus par Western-Blotting montrent, 

après quantification à l’aide du logiciel Quantity One (Biorad) et normalisation par l’actine, 

une augmentation des protéines BRCA1 et BRCA2 suite au traitement des trois lignées 

continues de cellules mammaires par la génistéine, la daidzéine et la 5-azacytidine, par 

comparaison avec les cellules non traitées (mises en présence de DMSO uniquement). Les 

variations observées par western blotting sont faibles, mais ces résultats ont été confirmés par 

l’augmentation des protéines BRCA1 et BRCA2 retrouvée en immunohistochimie. Nous 
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avons observé un marquage nucléaire, nucléolaire ou cytoplasmique intense, correspondant à 

BRCA1 et BRCA2 dans les trois lignées de cellules mammaires traitées pendant 48 heures 

avec la génistéine, la daidzéine ou la 5-azacytidine en comparaison avec les cellules contrôles. 

Ce résultat traduit bien une augmentation de l’expression de BRCA1 et BRCA2, en liaison 

avec la diminution de méthylation observée précédemment. 

Plusieurs études ont par ailleurs déjà observé une diminution des ARNm de BRCA1 et 

BRCA2 ainsi qu’une diminution des protéines BRCA1 et BRCA2 dans des tumeurs 

mammaires associées à la méthylation du promoteur de ces deux gènes [121, 128, 137, 144, 

152, 157, 170, 262, 263, 278, 284-286]. Nos résultats sont en accord avec ces études et 

montrent que la génistéine et la daidzéine peuvent agir sur ce phénomène. 

 

Enfin, nous avons utilisé la technique de microscopie confocale pour quantifier la 

présence des protéines BRCA1 et BRCA2 dans les trois lignées de cellules mammaires. Nous 

obtenons des résultats identiques dans les trois lignées de cellules mammaires, avec, une 

augmentation significative de l’expression des protéines BRCA1 et BRCA2 suite au 

traitement par la génistéine, la daidzéine ou la 5-azacytidine. Cette augmentation d’expression 

est plus forte avec la 5-azacytidine. L’utilisation d’un agent méthylant de l’ADN, la 

budésonide a pour sa part causé une diminution significative de l’expression de BRCA1 et 

BRCA2. Le niveau global de méthylation de l’ADN dans les trois lignées continues de 

cellules mammaires a également été observé par l’utilisation d’un anticorps anti-5-

méthylcytosine. Nous avons observé une diminution significative de la méthylation globale de 

l’ADN suite au traitement des cellules MCF-7, MDA-MB-231 et MCF-10a par la génistéine, 

la daidzéine et la 5-azacytidine. La 5-azacytidine agissant directement en bloquant les DNMT, 

son action déméthylante n’est pas localisée à des régions spécifiques de l’ADN. En revanche, 

les modes d’action de la génistéine et la daidzéine sur la méthylation de l’ADN ne sont pas 

connus et ce résultat ne permet pas de dire si la déméthylation observée est le fruit d’une 

déméthylation de tout l’ADN ou seulement de nombreux sites en particulier. 

En plus des protéines BRCA1 et BRCA2, nous avons étudié l’expression de la 

protéine MeCP2 dans les cellules MCF-7, MCF-10a et MDA-MB-231, suite au traitement par 

la génistéine, la daidzéine, la 5-azacytidine ou la budésonide, et par comparaison avec les 

cellules contrôle, traitées par le DMSO. Les mutations du gène MeCP2 sont responsables du 

syndrome de Rett au niveau du système nerveux [287]. La protéine codée par ce gène possède 

un domaine de liaison à l’ADN méthylé et un domaine terminal de répression. MeCP2 est 

ainsi capable de se lier à des régions méthylées de l’ADN et de recruter un complexe de 

répression mettant en jeu des HDAC. Auriol et al. (2005) ont par ailleurs montré que MeCP2 
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pouvait se lier au promoteur de BRCA1 lorsque celui-ci est hyperméthylé [288]. De plus, deux 

études ont montré que MeCP2 est surexprimée dans certaines tumeurs mammaires [269, 270]. 

Nous avons trouvé une diminution de l’expression de MeCP2 suite au traitement par la 

génistéine et la daidzéine. Ces résultats montrent que ces deux composés du soja sont 

capables d’augmenter l’expression de protéines (BRCA1 et BRCA2), par la déméthylation de 

leur promoteur, et en même temps diminuer l’expression d’autres protéines (MeCP2). 

Toutefois, cette augmentation de l’expression de BRCA1 et BRCA2 associée à une 

diminution de l’expression de MeCP2 est également trouvée après traitement par la 5-

azacytidine. L’agent méthylant utilisé dans notre étude, la budésonide a un effet opposé à la 

génistéine, la daidzéine et la 5-azacytidine sur l’expression de BRCA1, BRCA2 et MeCP2 

dans les trois lignées de cellules mammaires. Ces résultats indiquent que l’expression de 

MeCP2 pourrait être liée à la méthylation globale de l’ADN. Deux études montrent en effet 

que l’expression de MeCP2 augmente avec la méthylation de l’ADN [289, 290]. 

 

Dans une dernière partie de mon travail, nous nous sommes intéressés aux effets du S-

équol, un métabolite de la daidzéine sur la méthylation des promoteurs de BRCA1 et BRCA2 

dans les trois lignées de cellules mammaires MCF-7, MDA-MB-231 et MCF-10a. 

Le S-équol est un phyto-œstrogène obtenu grâce à la métabolisation de la daidzéine 

par des bactéries intestinales. Tous les individus n’hébergent pas une flore intestinale capable 

d’effectuer ce métabolisme et une population de « producteurs d’équol » se distingue du reste 

de la population. Le S-équol est un phyto-œstrogène, il possède une meilleure affinité pour le 

REβ que la daidzéine, d’où l’intérêt qui lui est consacré dans de nombreuses études [185]. 

Puisque la génistéine et la déidzéine sont capables d’agir sur la méthylation des promoteurs 

des gènes BRCA1 et BRCA2 dans des cellules mammaires, nous avons voulu vérifier si le S-

équol peut agir de la même manière. 

Jusqu’à aujourd’hui, une seule étude a montré la capacité du S-équol à agir au niveau 

de la méthylation de l’ADN [203]. Pour réaliser cette étude, nous avons exposé trois lignées 

de cellules mammaires (MCF-7, MDA-MB-231 et MCF-10a) à une dose physiologique de S-

équol, parallèlement à des cellules contrôle. Une dose de 2µM a été utilisée pendant 3 

semaines, celle-ci correspond à la dose retrouvée dans le plasma juste après consommation de 

20mg de S-équol [291], mais aussi aux plus fortes doses retrouvées dans le sérum de femmes 

Japonaises [292]. 

Le pourcentage de méthylation des promoteurs de BRCA1 et BRCA2 a été mesuré par 

la technique QAMA, déjà utilisée dans l’étude de la méthylation de ces deux gènes dans les 

cellules sanguines de patientes ayant développé une tumeur du sein ou de l’ovaire. Nous 
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observons une diminution significative de la méthylation des promoteurs de BRCA1 et 

BRCA2 suite au traitement par le S-équol dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-231, mais pas 

dans les cellules MCF-10a. Ce résultat montre que le S-équol est capable, comme la 

génistéine et la daidzéine, de déméthyler le promoteur des oncosuppresseurs BRCA1 et 

BRCA2 dans les cellules mammaires. L’absence d’effet dans les cellules MCF-10a pourrait 

indiquer que cet effet déméthylant est lié à la présence du REβ, puisque parmi les trois lignées 

utilisées, seules les MCF-10a ne possèdent pas ce récepteur. En comparant ce résultat avec 

celui de l’étude précédente, montrant un effet déméthylant de la génistéine et de la daidzéine 

dans les trois lignées de cellules mammaires MCF-7, MDA-MB-231 et MCF-10a, 

indépendamment de leur statut en RE, il semblerait que les effets déméthylants de la 

génistéine et de la daidzéine ne passent pas par le même mécanisme que les effets 

déméthylants du S-équol. Cette différence s’explique peut-être par l’utilisation d’une dose 

physiologique et prolongée de S-équol, tandis que la génistéine et la daidzéine ont été 

utilisées à des doses de l’ordre de 10 fois supérieures aux plus fortes doses observées par 

Morton et al. (2002) [292] dans le sérum de femmes Japonaises, et pendant seulement 48 

heures. 

Nous avons également regardé l’expression des protéines BRCA1 et BRCA2 dans les 

cellules MCF-7, MDA-MB-231 et MCF-10a, suite à une exposition au S-équol et par 

comparaison avec des cellules contrôles exposées au DMSO. Pour cela, nous avons utilisé les 

techniques de Western-Blotting et Immunohistochimie. Nous observons une expression plus 

forte des protéines BRCA1 et BRCA2 dans les cellules MCF-7, MDA-MB-231 et MCF-10a 

exposées pendant 3 semaines à une dose physiologique de S-équol, par comparaison avec les 

cellules contrôle. Ce résultat révèle que si la diminution de la méthylation des promoteurs de 

BRCA1 et BRCA2, réalisée par le S-équol, peut permettre d’augmenter l’expression des 

protéines BRCA1 et BRCA2, ce mécanisme n’est pas le seul mis en jeu. En effet, le S-équol 

n’a pas montré d’effet déméthylant dans les cellules MCF-10a, pourtant une augmentation de 

l’expression de BRCA1 et BRCA2 y est constatée. 

 

Plusieurs perspectives sont possibles suite à ces résultats observés in vitro. 

L’augmentation de l’expression des protéines BRCA1 et BRCA2 sans diminution de la 

méthylation des promoteurs des gènes codant pour ces protéines dans les cellules MCF-10a et 

après traitement avec le S-équol nous conduit à rechercher un autre mécanisme sur lequel 

pourraient agir les phyto-œstrogènes du soja pour modifier l’expression de BRCA1 et BRCA2. 

De nombreuses études ont constaté un effet des phyto-œstrogènes du soja au niveau de 

marques épigénétiques sur les histones [208, 210, 211, 268, 293-296]. La suite de notre étude 
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devrait consister à rechercher les effets de la génistéine, la daidzéine et le S-équol au niveau 

des marques épigénétiques sur les histones dans les promoteurs des gènes BRCA1 et BRCA2. 

Pour cela la technique ChIP couplée à la PCR quantitative pourrait-être utilisée. 

 

Une autre perspective de notre étude part du constat que la méthylation de nombreux 

oncosuppresseurs, autres que BRCA1 et BRCA2 a déjà été observée dans le cancer du sein 

[297]. De même, une diminution de la méthylation des séquences non codantes est observée 

dans les cancers [298]. Etendre l’étude des effets des phyto-œstrogènes du soja sur la 

méthylation de l’ensemble de ces séquences permettrait de savoir si cet effet est limité à des 

régions spécifiques de l’ADN, ou s’il s’agit d’un effet global. L’étude du méthylome de 

cellules MCF-7, MDA-MB-231 et MCF-10a exposées aux phyto-œstrogènes du soja et en 

comparaison avec des cellules non traitées est actuellement en cours au sein de l’équipe 

Nutrition et Cancer. Pour cela, nous faisons appel à la technique de MeDIP, couplée à 

l’utilisation de puces à ADN (MeDIP-on-chip) « human DNA methylation » (Agilent, USA). 

 

Ces résultats in vitro devront également êtres confirmés in vivo. Nous envisagerons 

deux études possibles : l’une réalisée à l’aide de souris et l’autre directement au niveau d’une 

population de femmes dans le cadre d’un accord avec le CPP. 

Concernant la première étude in vivo, celle-ci consisterait en l’utilisation de souris 

ovariectomisées (afin d’éviter les interactions entre phyto-œstrogènes et œstrogènes naturels). 

Plusieurs groupes de souris doivent êtres créés : le groupe témoin, consommant un régime 

sans phyto-œstrogènes, et des groupes d’étude, consommant des régimes enrichis en phyto-

œstrogènes. Après quatre mois d’élevage, un prélèvement sanguin doit être réalisé sur chaque 

animal et les glandes mammaires prélevées. Le prélèvement sanguin va permettre le dosage 

des phyto-œstrogènes et de leurs métabolites chez chaque souris. Les modifications du 

méthylome dans les glandes mammaires peuvent être analysées par MeDIP-on-chip. La mise 

en relation des dosages de phyto-œstrogènes du soja et des modifications observées dans le 

méthylome des glandes mammaires par analyse statistique permettra alors de mettre en 

évidence l’influence des phyto-œstrogènes du soja sur la méthylation de l’ADN in vivo. 

Concernant l’étude in vivo chez des femmes, le recrutement d’une population de 

femmes ménopausées (toujours pour éviter les interactions entre phyto-œstrogènes et 

œstrogènes naturels) devra être effectué. Ces femmes seront réparties en plusieurs groupes : 

l’un consommant un placébo et les autres consommant des suppléments de phyto-œstrogènes. 

Après quatre mois de supplémentation, l’analyse du méthylome sera réalisée dans l’ADN 

extrait du sang prélevé chez chaque femme ayant participé à l’étude. Le dosage des phyto-
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œstrogènes pourra également être réalisé dans ce prélèvement. Une analyse statistique 

permettra enfin de mettre en évidence l’influence des phyto-œstrogènes du soja sur la 

méthylation de l’ADN in vivo. 

Ces deux études in vivo possèdent des avantages différents : l’utilisation de souris 

permet une meilleure homogénéité de la population étudiée et l’accès à l’ADN de la glande 

mammaire, tandis que l’utilisation d’une population de femmes sera plus représentative de 

l’effet des phyto-œstrogènes chez les femmes. 

Les hypothèses actuelles font également état d’un effet potentiellement protecteur des 

phyto-œstrogènes du soja vis-à-vis du cancer du sein lors d’une exposition précoce et 

prolongée, tandis qu’une consommation plus tardive, en l’absence d’une consommation 

précoce serait plutôt délétère [24]. Les effets des phyto-œstrogènes du soja au niveau de la 

méthylation de l’ADN pourraient alors varier en fonction de l’âge et de la durée de 

consommation. La création de groupes d’animaux nourris plus ou moins précocement et 

pendant des périodes plus ou moins longues avec les régimes supplémentés en phyto-

œstrogènes permettrait d’intégrer ces deux paramètres dans l’étude in vivo. 

Enfin, les phyto-œstrogènes du soja pouvant entrer en compétition avec les œstrogènes 

naturels, il semble important de prendre en compte la présence ou non d’œstrogènes dans les 

futures études. Ceci peut-être réalisé in vitro par l’adjonction de concentrations 

physiologiques de 17-β-oestradiol dans le milieu de culture de cellules mammaires traitées ou 

non par les phyto-œstrogènes du soja. Rajah et al. (2009) ont réalisé ce type d’expérience afin 

d’observer les effets de la génistéine sur la croissance de cellules mammaires en la présence 

ou l’absence d’œstrogènes [299]. In vivo, ce paramètre pourrait être pris en compte en 

comparant des groupes de souris ovariectomisées avec des souris non-ovariectomisées. 
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CONCLUSIONS 

Ce travail nous a permis de mettre en évidence, in vivo une augmentation de la 

méthylation des oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2 dans les cellules du sang de femmes 

ayant développé un cancer du sein. 

Aussi, nous avons observé in vitro les effets déméthylants des phyto-œstrogènes du 

soja au niveau des promoteurs des oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2 dans trois lignées 

continues de cellules mammaires. Ces effets sont opposés aux changements retrouvés dans le 

cancer du sein et penchent en faveur d’un effet protecteur des phyto-œstrogènes du soja. 

De plus, notre étude révèle que les effets déméthylants des phyto-œstrogènes au 

niveau de l’ADN ne sont pas cantonnés à ces deux gènes uniquement puisque le niveau global 

de méthylation observé dans les cellules traitées diminue. La méthylation de nombreux gènes, 

mais également celle présente au niveau de régions hétérochromatiques (séquences répétées, 

régions centromériques et télomériques) pourraient êtres touchées. 

L’extension de nos résultats à l’ensemble du méthylome doit être envisagée, ainsi que 

l’utilisation de modèles in vivo, plus représentatifs des effets de la consommation de soja par 

les femmes. 
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 RESUME 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent et la principale cause de mortalité par 

cancer chez la femme. Il s’agit d’un cancer hormono-dépendant, tout comme le cancer des 

ovaires. Ce dernier est le huitième au rang des cancers et le septième concernant la mortalité 

par cancer chez la femme. Environ 5% des cas héréditaires de cancer du sein ou de l’ovaire 

seraient liés à des mutations dans les oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2. Dans les cas 

sporadiques, une diminution de l’expression de ces deux gènes pourrait être due à des 

mécanismes épigénétiques telle que la méthylation de l’ADN. Des études ont révélé que les 

cancers du sein sont plus rares dans les pays asiatiques, où la consommation de soja est 

élevée. L’objectif de mon travail a été d’analyser la méthylation des promoteurs de BRCA1 et 

BRCA2 dans les cancers du sein ou de l’ovaire et son association avec différents facteurs de 

risque in vivo. Les effets des principaux phyto-œstrogènes du soja sur cette méthylation, ont 

également été étudiés in vitro. Une méthylation moins importante du promoteur de BRCA1 a 

été observée dans le sang périphérique de patientes ayant développé un cancer de l’ovaire par 

rapport à une population témoin, tandis qu’une méthylation plus importante de BRCA1 et 

BRCA2 est observée dans des sous-populations de patientes ayant développé un cancer du 

sein. In vitro, les phyto-œstrogènes du soja ont eu un effet déméthylant, associé à une 

augmentation de protéines pour les oncosuppresseurs BRCA1 et BRCA2. Ces résultats 

démontrent que l’effet protecteur des phyto-œstrogènes du soja peut passer par une action 

déméthylante au niveau du promoteur d’oncosuppresseurs. 

 ABSTRACT 

Breast cancer is the most common cancer and the leading cancer mortality cause in 

women. It is a hormone-dependent cancer, like ovarian cancer. The latter is the eighth cancer, 

and the seventh cancer mortality cause in women. About 5% of hereditary breast and ovarian 

cancers may be linked to mutations in BRCA1 and BRCA2 oncosuppressors. In sporadic 

cases, a decrease in these two genes’ expression could be due to epigenetic mechanisms such 

as DNA methylation. Studies have shown that breast cancer is less frequent in Asian 

countries, were soy consumption is important. The objective of my work was to analyze 

BRCA1 and BRCA2 promoter methylation in breast or ovarian cancers and its association with 

risk factors in vivo. The effects of the main soy phyto-estrogens on this methylation were also 

studied in vitro. A lower methylation of the promoter of BRCA1 was observed in peripheral 

blood cells of ovarian cancer patients compared to control population, whereas an increased 

BRCA1 and BRCA2 methylation was found in sub-populations of breast cancer patients. In 

vitro, soy phyto-estrogens had a demethylating effect, associated with a raise in related 

protein expression, on the BRCA1 and BRCA2 genes. These results show that the protective 

effect of soy phyto-estrogens can be due to a demethylation activity over the promoters of 

oncosuppressors. 
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