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RESUME

La voie ubiquitine-protéasome 26S est un systéme de dégradation essentiel a la cellule pour
controler diverses fonctions biologiques impliquées dans la régulation cellulaire. Les
récepteurs des estrogénes ERo et ERP font partie de la famille des récepteurs nucléaires
qui agissent comme facteurs de transcription en réponse a un signal hormonal et qui sont
dégradés de fagon hormono-dépendante par la voie ubiquitine-protéasome. Nous avons
montré que la voie de dégradation ubiquitine-protéasome est nécessaire pour obtenir une
réponse maximale de ERo et ERB aux estrogénes. Basé sur des résultats antérieurs du
laboratoire concernant la modulation transcriptionnelle de ERPB par la signalisation des
facteurs de croissance, nous étudions le réle possible du protéasome sur la régulation
ligand-indépendante de ERP. Nos résultats suggérent un role du protéasome dans la
réponse de ERo et ERP aux estrogénes mais également dans leur activité ligand-
indépendante. De plus, nous avons observé que la fonction d’activation AF-1, qui est
responsable de la réponse de ERP aux facteurs de croissance, participe & la régulation
protéasome-dépendante de ERP en absence d’estrogénes. Nous avons observé que deux
résidus participent a la régulation protéasome-dépendante de ERP dont I'un est impliqué
dans le recrutement de coactivateurs transcriptionnels. Enfin, nous avons rapporté que
activité transcriptionnelle ligand-indépendante de ERP semble étre régulée par le
protéasome 26S via la voie de signalisation de la MAPK p38. Ces résultats suggérent donc
que la voie ubiquitine-protéasome joue un rdle de régulation dans le contrdle des diverses
fonctions des récepteurs des estrogénes par des mécanismes favorisant la phosphorylation
de ’AF-1.

Mots-clés : Transcription, Récepteur nucléaire, Stéroides, Estrogenes, Dégradation, Voie
ubiquitine-protéasome 26S, Phosphorylation, Signalisation par les MAPK, Expression

génique



ABSTRACT

The ubiquitin-proteasome pathway of degradation is an essential system in cells to control a
variety of biological functions involved in cellular regulation. Like most of the steroid
hormone receptors that belong to the nuclear receptor family, estrogen receptor (ER)
protein levels are subjected to hormone-dependent down-regulation in most cells and
tissues. The ubiquitin-proteasome pathway was shown to be necessary to obtain a maximal
transcriptional activity of ERo and ERJ in response to hormones. Based on our previous
results on the regulation of ERP by growth factor signaling, we initiated studies on the role
of the proteasome on ligand-independent regulation of ERB. We demonstrate that not only
the ligand-dependent activation of ERa and ERP is regulated by the proteasome, but also
their ligand-independent activity. We show that activation function AF-1 participates in the
proteasome-dependent response of ERP in absence of estrogens. In addition, p38 MAPK
signaling was shown to be involved in the regulation of ERP AF-1 activity by the
proteasome. We also found that two serine, which one of two was previously reported to
be required in the recruitment of coactivator SRC-1 to mediate ligand-independent
activation of ERP, were involved in the proteasome-dependent regulation of ERB. Taken
together, these results provide a regulatory role for the ubiquitin-proteasome pathway in the

control of AF-1 mediated functions of estrogen receptor.

Keywords : Transcription, Nuclear receptor, Steroids, Estrogens, Degradation, Ubiquitin-

proteasome pathway, Phosphorylation, MAPK signalling, Gene expression
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1. INTRODUCTION



1.1 LES ESTROGENES

Les hormones stéroidiennes sont de petites molécules lipophiliques qui jouent des réles
importants dans plusieurs fonctions physiologiques dont la croissance, la différenciation, le
métabolisme des glucides, 1’équilibre hydro-électrolytique, I’anabolisme des protéines et la

morphogenése chez les organismes supérieurs et les humains (1).

1.1.1 BIOSYNTHESE ET FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES DES ESTROGENES

Les estrogénes font partie des hormones stéroidiennes et sont synthétisés a partir
principalement de précurseurs androgéniques. L’estradiol (E2), la forme biologiquement
active des estrogénes, vient de ’aromatisation de la testostérone par la cytochrome P450
aromatase des tissus gonadiques et joue un role essentiel dans les fonctions de reproduction
males et femelles, au niveau des systémes nerveux, osseux et cardio-vasculaire, mais est
aussi associée aux cancers des tissus gynécologiques (2;3). La principale source
d’estrogénes se trouve dans 1’ovaire, soit au niveau des follicules en développement et du
corps jaune. Chez la femme, la FSH, une hormone folliculostimulante, sécrétée par les
cellules gonadotropes de la glande hypophysaire et transportée par le sang depuis
’adénohypophyse jusqu’aux ovaires, stimule le développement et la maturation des
follicules ovariens. L’hormone lutéinisante (LH), en association avec la FSH, déclenche
’ovulation et stimule la synthése et la sécrétion d’estradiol par les follicules. Elle stimule
également la formation du corps jaune, structure ovarienne formée apres 1’ovulation, et la

sécrétion d’une autre hormone sexuelle femelle, la progestérone (4).

Plusieurs fonctions sont attribuées aux estrogénes. Tout d’abord, ces stéroides stimulent la
croissance et la maturation des organes reproducteurs et des seins au moment de la puberté
et maintiennent leur fonctionnement et leurs dimensions 4 I’dge adulte. Ils assurent le

développement et le maintien des caractéres sexuels secondaires qui comprennent la



distribution des graisses a la poitrine, 4 I’7abdomen et aux hanches, la tonalité de la voix, un
bassin large et une distribution caractéristique de la pilosité. Ils activent également la phase
proliférative du cycle menstruel ainsi que 1’ovogenése et ['ovulation en stimulant
I’expression de récepteurs de la FSH sur les cellules folliculaires (4). Les estrogénes sont
des hormones sexuelles qui provoquent la capacitation du spermatozoide, c’est-a-dire sa
maturation en vue de la fécondation, dans les voies génitales de la femme gréce a leurs
effets sur les sécrétions vaginales et utérines (5). Au cours de la grossesse, ces stéroides
stimulent les mitoses des cellules myométriales ainsi que la croissance de I'utérus et des
glandes mammaires. Ils interagissent également avec la relaxine pour produire le
ramollissement et le relaichement des ligaments pelviens et de la symphyse pubienne
favorisant la dilatation du col de I'utérus a la fin de la grossesse (6). Dans le tissu
mammaire, les estrogénes stimulent la croissance et la différenciation du canal épithélial,
stimulent I’activité mitotique des cellules cylindriques des canaux et stimulent la croissance
des tissus conjonctifs (7). Ils produisent également un effet vasodilatateur, semblable a

I’effet de I’histamine, sur la microcirculation du tissu mammaire (4).

Les estrogénes jouent également un role dans le systéme nerveux central. Dans les tissus
du cerveau de rats adultes, les estrogénes induisent un remodelage synaptique et
dendritique (8) et provoquent la formation d’astrocytes, source la plus abondante de
cellules gliales dans le cerveau, suite & une lésion au cerveau (9). De plus, les astrocytes
participent aux effets cellulaires des estrogénes en libérant des substances neuroactives et
en régulant I’accumulation de facteurs de croissance spécifiques tels que IGF-1 (insulin-
like growth factor-1) impliqués dans la plasticité synaptique et le contrdle neuroendocrinien
induits par les estrogénes (9). Dans les neurones de I’hippocampe, les estrogénes
augmentent la densité des récepteurs N-methyl-D-aspartate responsables d’une grande
partie de la transmission synaptique rapide excitatrice dans le systéme nerveux central et
augmentent la sensibilité des neurones & étre stimulés par ces récepteurs (10). Dans des
cellules de neuroblastome en culture, les estrogénes protégent les neurones en réduisant la
génération de peptides beta-amyloides responsables de la formation de plaques séniles

impliquées dans le développement de la maladie d’Alzheimer (11). D’ailleurs, certaines



données épidémiologiques suggérent que chez les femmes post-ménopausées, une
déficience en estrogénes est associée a un déclin des fonctions cognitives de ces femmes et

a une augmentation des risques de la maladie d’ Alzheimer (12).

Des effets vasoprotecteurs sont également attribués aux estrogénes. Les estrogenes causent
une rapide vasodilatation en augmentant la formation et la libération d’oxyde nitrique et de
prostacycline dans les cellules endothéliales (13). Un réle de protection des estrogénes
contre 1’athérosclérose a aussi été suggéré suite a I'observation d’une réduction de la
progression de D’athérosclérose des artéres coronaires chez des singes ayant subi une
ovarectomie, puis traités aux estrogénes (14). Dans le foie, les estrogenes provoquent aussi
’augmentation des récepteurs lipoprotéiques, résultant en une diminution de la
concentration sérique des lipoprotéines de basse densité (LDL) composées du cholestérol

impliqué dans la formation des plaques athérosclérotiques (15).

Les ostéoclastes et les ostéoblastes sont tous deux des tissus cibles des estrogénes, mais
somme toute, les estrogénes sont classées comme étant des agents anti-résorptifs (16;17).
Chez des souris ovarectomisées, la déficience en estrogénes provoque I’augmentation de la
production des interleukines-1 et 6 et du facteur TNFa. (tumor necrosis factor ) dans les
ostéoblastes. Ces facteurs stimulent indirectement la différenciation des ostéoclastes et
donc la résorption des os (18). Dans des extraits d’os de femmes post-ménopausees
atteintes d’ostéoporose, les niveaux d’ARN messager des interleukines-1 et 6 sont
également élevés. La déficience en estrogénes est donc reconnue pour accélérer la perte de
tissu osseux et pour augmenter la susceptibilité aux fractures (19). Il semble aussi que les
estrogeénes agissent sur le systéme osseux en provoquant I’allongement des os longs et la
féminisation du squelette. Ils inhibent également la résorption osseuse et stimulent la

soudure des cartilages épiphysaires.

Les effets biologiques des estrogénes sur les tissus cibles surviennent suite a la liaison de

I’hormone & son récepteur, soit les récepteurs des estrogenes.



1.2 LES RECEPTEURS DES ESTROGENES

1.2.1 DESCRIPTION ET STRUCTURE

Le signal des estrogénes dans la cellule est transmis par deux types de récepteurs, soit le
récepteur des estrogénes alpha (ERQ)) et le récepteur des estrogenes beta (ERB) (20). Ces
deux récepteurs, encodés par deux ARNm distincts contenant 8-9 exons chacun,
appartiennent 2 la superfamille des récepteurs hormonaux nucléaires (21;22). Les membres
de cette famille agissent comme facteurs de transcription contrlant I’expression de genes
cibles en se liant a leur élément de réponse hormonale spécifique ou HRE situé dans les
régions promotrices des génes (23). Cette superfamille comprend quatre grandes classes de
récepteurs (24;25). Tout d’abord, la Classe I est constituée des récepteurs des stéroides
s’associant en homodiméres pour se lier a4 des HRE constitués de séquences palindromiques
inversées. Cette classe comprend les récepteurs des estrogeénes (ER), des androgénes (AR),
des glucocorticoides (GR), des minéralocorticoides (MR) et de la progestérone (PR). La
Classe II regroupe les récepteurs qui s’associent en hétérodimeéres avec le récepteur RXR
(retinoid X receptor) et pour lesquels des ligands phyisologiques ont été identifiés comme
le récepteur de I’acide rétinoique RAR. La Classe III inclue les récepteurs orphelins, c’est-
a-dire les récepteurs pour lesquels aucun ligand n’a été découvert, qui fonctionnent en
homodiméres et qui se lient & des séquences HRE répétées directes sur I’ADN, comme les
récepteurs de la Classe II, tels que le récepteur RXR, le récepteur COUP (chicken
ovalbumin upstream promoter) et le récepteur GCNF (germ cell nuclear factor). Enfin, les
récepteurs orphelins qui agissent en monoméres pour se lier & des sites simples HRE de
I’ ADN constituent la Classe IV. Cette classe comprend le récepteur SF-1 (steroidogenic

factor 1) et les récepteurs ERR (estrogen-related receptor).

Les récepteurs des estrogénes ERo. et ERp font partie de la Classe I. ERa se situe sur le
chromosome 6 tandis que ERP est localisé sur le chromosome humain 14 (26). ERo fut

initialement cloné en 1986 (27;28) et ce n’est qu’en 1996 que la découverte d’un second



récepteur, ERP, a été rapportée (29;30). ERa et ERP sont des facteurs de transcription et
comme les autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, les ERs possédent

une structure modulaire comportant différents domaines (Figure 1).
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Figure 1. Domaines fonctionnels de ERa et ERP.

Les deux récepteurs, di & leur grande homologie, partagent un grand nombre de
caractéristiques fonctionnelles. ERa et ERB ont un domaine de liaison 4 ’ADN (DBD),
fortement conservé avec 97% d’homologie en acides aminés. Le DBD ou région C
contient deux structures de doigt de zinc intervenant dans la laison directe du récepteur a
PADN (31;32). Le récepteur des estrogénes reconnait une séquence spécifique sur I’ADN
appelée élément de réponse aux estrogénes (ERE). Cet élément consiste en un palindrome
inversé constitué du motif consensus AGGTCA entrecoupé de trois nucléotides. Les
récepteurs des estrogénes agissent sur I’expression des génes cibles suite & leur homo- ou a

leur hétérodimeérisation.

Le domaine de liaison au ligand (LBD) est situé¢ dans la portion C-terminale des récepteurs
des estrogénes. Cette région du récepteur présente une homologie de séquence de 60%
entre les deux isoformes (2). Le LBD arbore une séquence de localisation nucléaire (NLS)
(33) et une séquence intervenant dans la dimérisation du récepteur (34) située dans la
région charniére, appelée aussi domaine D. Une séquence d’activation transcriptionnelle,
appelée fonction d’activation 2 (AF-2), est située dans la région COOH-terminale du LBD.

L’AF-2 consiste en une hélice-a, I’hélice 12 (H12), fortement conservée dans la majorité



des récepteurs nucléaires, essentielle pour I’activation transcriptionnelle en réponse au
ligand. Cette hélice permet la liaison des coactivateurs transcriptionnels tels que ceux
appartenant a la famille des SRC (2). Une fonction d’activation, AF-1, est également
présente dans ERa et ERB. L’AF-1 est située dans une région moins conservée du
récepteur, soit dans la région NH,-terminale, identifiée comme le domaine A/B (20).
L’AF-1 est une fonction d’activation constitutive qui ne lie pas I’hormone, mais répond
plut6ét a des signaux intracellulaires d’activation de protéines kinases (35). Cette région
permet également le recrutement de coactivateurs transcriptionnels (36). L’AF-1 et I’AF-2
peuvent activer le récepteur en synergie ou de facon indépendante, mais il a été démontré
que leur activité est influencée par le contexte du promoteur et par le type de cellules

exprimant les ERs (37;38).

ERo et ERP ne sont pas toujours exprimés de fagon équivalente et conjointe de sorte que la
diversité dans leur patron d’expression laisse suggérer que chaque ER possede des
fonctions biologiques bien distinctes. Nous retrouvons conjointement les deux types de ER
dans le systéme nerveux central, tel que dans le cerveau, dans les glandes mammaires, le
tractus urogénital, les os et les tissus vasculaires. Cependant, ERo est I'isoforme
prédominant dans certains tissus tels que les glandes mammaires, 1’utérus et le vagin, tandis
que la prédominance de 1’expression de ERP est évidente dans les ovaires, la prostate, les
testicules, les poumons, I’hypothalamus et le thymus (39). Dans le foie, se trouve
majoritairement ERc. tandis que dans les tissus gastro-intestinaux, ERP y est plutdt exprimé
seul (40). Ces différences d’expression et de régulation des ERs peuvent constituer des
cibles importantes pour I’action d’agonistes ou d’antagonistes spécifiques. L’effet
spécifique des ERs pourait alors dépendre de son hormone, du sous-type de récepteur
impliqué, des caractéristiques du promoteur du geéne cible et de la balance entre
coactivateurs et corépresseurs transcriptionnels qui moduleront la réponse transcriptionnelle
avec les ERs. Dans cette perspective, les deux récepteurs pourraient donc avoir certaines
fonctions redondantes, mais également promouvoir I’expression de genes qui leur sont

spécifiques.



1.2.2 ACTIVATION LIGAND-DEPENDANTE DE ER

Le mécanisme reconnu d’action des estrogénes est ’activation dépendante du ligand de ER.
Ce modele d’activation des récepteurs nucléaires stipule qu’en absence de 1’hormone, le
récepteur est séquestré par un complexe multiprotéique d’inhibition. Ces protéines servent
de chaperones qui maintiennent le récepteur dans un état inactif ou masquent le domaine de
liaison & ’ADN des récepteurs (4). La localisation exacte des récepteurs dans cet
conformation n’est pas claire. Une distribution équilibrée survient probablement entre le
cytoplasme et le noyau pour I’ensemble des récepteurs nucléaires. Cet équilibre serait donc
renversé apres la liaison de I’hormone. Par contre, les récepteurs des estrogeénes sont
majoritairement nucléaires méme en absence de leur ligand (41;42). Des études de mobilite
électrophorétique ont montré une affinité différente des ERs pour le ligand et pour
I’élément de réponse sur I’ADN (20). Malgré une affinité légérement plus faible de ERP
que ERa pour ’ADN et pour le ligand (Kp de 0.5 nM pour ERP avec E2 et Kp de 0.2 nM
pour ERat), ERP peut, tout comme ERa, activer ’expression de génes cibles (43), mais
dans un contexte physiologique pour lequel les niveaux d’estrogénes circulant sont €levés

(20).

Le mécanisme d’activation ligand-dépendante se définit par la stimulation des récepteurs
suite a la liaison de leur hormone. La liaison du ligand survient sur le domaine LBD et
induit un changement conformationnel du récepteur provoquant son activation, son homo-
ou son hétérodimérisation et sa liaison spécifique au ERE, élément présent dans les régions
régulatrices des génes cibles (2). Les domaines de transactivation AF-1 et AF-2 participent
conjointement & 1’activitation E2-dépendante du récepteur. Lors de la liaison du ligand au
récepteur, celui-ci se trouve alors dans un état hyperphosphorylé (44). La liaison du
complexe a I’ADN conduit alors au recrutement de protéines coactivatrices pour former un
complexe de coactivation transcriptionnelle assurant les interactions nécessaires avec la

machinerie transcriptionnelle de base et le remodelage de la chromatine (45).



Les coactivateurs posseédent un motif de signature qui leur permet d’interagir avec le
domaine AF-2 des récepteurs liés par leur ligand. En effet, ’arrivée du ligand favorise une
conformation adéquate de I’hélice-o. 12 pour permettre au récepteur d’interagir avec le
motif LXXLL des coactivateurs. Ce motif signature LXXLL, ou L représente une leucine

et X un acide aminé quelconque se retrouve dans plusieurs coactivateurs des récepteurs

nucléaires dont ceux de la famille des SRC/p160 (46-48).

1.2.2.1 ACTIVITE TRANSCRIPTIONNELLE ET MODELE COMBINATOIRE

Les protéines cofacteurs incluent les coactivateurs reliés a la famille des p160, soit SRC-1,
GRIP1/TIF2, et AIBI/RAC3/ACTR/p/CIP (49;50), les coactivateurs CBP/p300 (CREB-
binding protein) (51), et p/CAF, le facteur associé a CBP/p300, et le complexe
TRAP/DRIP/ARC. Ces coactivateurs possédent différentes activités enzymatiques
intrinséques. Leurs activités d’acétylation des histones (HAT), de ligation de I'ubiquitine et
de méthyltransférase provoquent la formation d’un complexe de pré-initiation de la
transcription et permettent le recrutement de 1’ARN polymérase II (52). Un autre
complexe de remodélisation de la chromatine est également important dans la formation du
complexe de pré-initiation de la transcription et il s’agit du complexe Swi/Snf/BRG (53),

un complexe de remodelage dépendant de I’ATP.

Un modéle d’activation transcriptionnelle sous le contréle d’un complexe combinatoire a
été proposé pour les récepteurs nucléaires, modele étroitement relié au mécanisme
d’activation de la transcription chez la levure (53). En effet, selon des études récentes des
mécanismes de régulation de la transcription du géne HO, impliqué dans la détermination
du type sexuel chez la levure, et en considérant la variété des diverses activités des
complexes impliqués dans les fonctions des récepteurs nucléaires, il a été émis que les
complexes de remodelage de la chromatine ainsi que les complexes comportant des

activités HAT sont recrutés initialement au promoteur (54-56). L’action répressive de la



chromatine est alors renversée par ces facteurs, facteurs qui sont analogues aux complexes
SWI/SNF et SAGA, qui acétylent les histones nucléosomales et interagissent avec la
protéine TBP (TATA-binding protein) (57), intervenant dans ’activation des récepteurs
nucléaires. Le recrutement de ces complexes prépare alors le complexe d’initiation de la
transcription pour la deuxiéme étape d’activation génique qui est, elle aussi, dépendante de
la chromatine (53). Pour se faire, des facteurs avec des activités HAT sont recrutés par les
protéines du complexe de remodelage de la chromatine. Finalement, ces facteurs, tels que
P/CAF, CBP/p300 et p160/SRC, requiérent ’action de complexes additionnels qui incluent
les protéines TRAP/DRIP/ARC. Récemment, il a été proposé que les facteurs de la famille
des p160 et CBP sont libérés du promoteur suite & I’activation de la transcription par le
récepteur nucléaire RAR, suggérant une régulation des complexes durant ou a la fin des

événements d’activation de la transcription (58).

L’expression des génes nécessite également plusieurs facteurs de transcription. Chez les
eucaryotes, I’ARN polymérase II (Pol II) recrute des facteurs généraux de transcription tels
que TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH (59). La transactivation de génes se
produit directement ou par I’intermédiaire d’interactions entre les facteurs de transcription
et les éléments de la machinerie transcriptionnelle de base tels que la protéine de liaison de
la séquence promotrice TATA (TBP) et les facteurs associés & TBP (TAFs), TFIIB et
TFIIH (60). TFIIH est également impliqué dans la réparation de I’ADN par excision de
nucléotides (NER) et contient une activité kinase Cdk-dépendante (CAK), c’est-a-dire, une
activité kinase directement dépendante d’une Cdk, qui phosphoryle I’extrémité du domaine
C-terminal (CTD) de la Pol II. Le complexe CAK est composé, entre autres, de la kinase
dépendante de la cycline 7 (Cdk7) et de la cyline H. CAK semble étre impliqué dans la
régulation de la progression du cycle cellulaire, dans la phosphorylation de la Pol II et dans
la phosphorylation de facteurs de transcription (61). D’autres kinases dépendantes de
cyclines, les Cdk8 et Cdk9, impliquées également dans la phosphorylation de la Pol II et
donc dans les événements d’initiation et d’élongation de la transcription, interagissent
directement ou indirectement avec des régulateurs transcriptionnels. Cdk8 (Srb10) fait

partie du complexe associé & la Pol II connu sous le nom de SRB ou de complexe SMCC



qui contient plusieurs TAFs. Le SMCC est similaire, sinon identique, au complexe de
protéines TRAP/DRIP qui s’associe aux récepteurs nucléaires liés & leur ligand pour en
stimuler leur activation (62;63). Ainsi, dans le mécanisme d’activation ligand-dépendante

des récepteurs nucléaires, il se produit une hyperphosphorylation du récepteur.

1.2.2.2 ACTIVATION PAR CDK7

Pour le récepteur des estrogénes ERa, la phosphorylation ligand-dépendante de la serine de
la serine 118 (64) est provoquée par la surexpression de la Cdk7 causant I’augmentation de
Iactivité de la transcription. De plus, la phosphorylation de la S118 survient suite a
’interaction de TFIIH avec le domaine de liaison au ligand (LBD) de ERa.. Pour se faire,
I’interaction de ERo avec TFIIH, composé de CAK, requiert I’intégrité de ’hélice-o 12 de
I’AF-2 du LBD de ERa.. De plus, ’association des sous-unités p62 et XPD de TFIIH avec

I’AF-2 de ERo dans un mode d’activation ligand-dépendante est également nécessaire (65).

1.2.2.3 ACTIVATION PAR LES MAPK

L’activité transcriptionnelle de ER est également régulée par la MAP kinase p38 en
présence du ligand (E2) et de sa MAP kinase kinase kinase 1, soit MEKK1. ERa est activé
de facon p38-dépendante par les estrogénes dans des cellules d’adénocarcinome
endométrial et p38 est responsable de la phosphorylation du récepteur. La phosphorylation
ligand-dépendante de ERa ne se fait pas sur I’AF-1, mais le site de phosphorylation
identifié se situe plutdt au niveau de ’hélice 1 du LBD, soit a la thréonine-311 (66). La
mutation de la thréonine-311 en alanine n’affecte pas la liaison du ligand au récepteur, mais
compromet son interaction avec les coactivateurs. De plus, I’inhibition de I’activité de p38

abolit la relocalisation estrogénes-dépendante du récepteur du cytoplasme vers le noyau, en
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plus d’inhiber I’activation de la transcription de ERa provoquée par le ligand et MEKKI.
L’activation ligand-dépendante de ERa est donc régulée par la phosphorylation de p38 qui
favorisera la localisation nucléaire du récepteur ainsi que son interaction avec les

coactivateurs de la famille des p160 (66).

1.2.2.4 COREPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE

Les récepteurs nucléaires hormonaux peuvent réprimer la transcription dans certaines
circonstances. La répression survient en absence de ligand ou lors de la liaison d’un
antagoniste au récepteur (67;68). La répression transcriptionnelle implique plusieurs
mécanismes. Elle peut résulter de la liaison directe d’un répresseur a I’ADN, provenir de la
compétition entre deux protéines pour un méme élément d’ADN empéchant ainsi la liaison
d’un activateur ou étre directement causée par la répression de la machinerie de
transcription basale indépendamment de la présence ou de 1’absence d’un activateur. C’est
de cette derniére fagon que la plupart des récepteurs nucléaires participent a la répression
transcriptionnelle. Le recrutement de corépresseurs tels que SMRT (silencing mediator for
retinoic and thyroid hormone receptors), N-CoR (nuclear receptor corepressor) et SUN-
CoR (small ubiquitous nuclear corepressor) participe a la répression des génes controlés par
ER (69). Lors de leur liaison au complexe ER-ERE, les corépresseurs répriment
I’ouverture de la chromatine et bloquent la transcription par le recrutement d’un complexe
contenant des déacétylases d’histones (HDAC) et le répresseur mSin3 (52). Le recrutement
des HDAC peut se faire directement a I’activateur ou par le biais de facteurs généraux de
transcription tels TFIIB comme dans le cas du récepteur de la thyroide (TR) (70). II a été
démontré que ER et PR n’interagissent pas avec N-CoR ou SMRT en I’absence de leur
ligand (71). 1l semble cependant que leur antagoniste respectif, soit le tamoxifeéne et le

RUA486, favorise une telle interaction (67;71).



1.2.3 ER ET CANCERS GYNECOLOGIQUES

Les estrogénes sont fortement impliqués dans le développement et la progression du cancer
du sein et de I'utérus et beaucoup d’efforts ont été déployés pour contrevenir a ces effets
indésirables que ce soit par la découverte d’un traitement efficace ou pour améliorer le
pronostic de la maladie. Au Canada, en 2003, le cancer le plus fréquent chez les femmes
reste le cancer du sein. Son incidence (21100 nouveaux cas) et sa mortalité (5300 morts),
quoique trés élevées selon les prédictions, ont diminué grandement depuis 1986 grace a
’accroissement des examens des seins par la mammographie et la thérapie hormonale (72).
L’inhibition de I’activité des récepteurs des estrogénes dans les cellules cancéreuses par les
antiestrogénes tels le 4-hydroxytamoxiféne (OHT), un antiestrogene partiel, a conduit a
I’utilisation de ces composés comme agents thérapeutiques pour le traitement ou la
prévention du cancer du sein. Cependant, les études au laboratoire utilisant le OHT et le
ICI 164,384, un antiestrogéne pur, indiquent que malgré 'inhibition des effets des
estrogénes par ces composés, leur mode d’action diverge. OHT provoque le blocage de la
fonction d’activation 2 tandis que le ICI 164,384 inhibe I’activation de I’AF-1 et de I'AF-2.
Par ce fait, il a été montré que I’utilisation de OHT engendre un effet mixte, soit un effet
antagoniste dans le tissu mammaire, mais également un effet agoniste dans le tissu utérin
limitant les bénéfices thérapeutiques du tamoxiféne. En effet, avec ['utilisation du
tamoxiféne chez les femmes atteintes de cancer du sein s’installe une résistance
thérapeutique qui conduit souvent & 1'apparition de métastases et d’un taux de survie
diminué (73). Cet effet, qualifié d’effet de résistance des cellules au 4-hydroxytamoxifene,
active ERo et requiert un domaine AF-1 intact (74). Un des mécanismes possibles
responsables de I’activation des récepteurs des estrogenes dans les cellules résistantes est

I’utilisation de voies non-hormonales ou ligand-indépendantes.
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1.2.4 ACTIVATION LIGAND-INDEPENDANTE DE ER

En plus, de leur activation ligand-dépendante, les récepteurs des estrogenes peuvent étre
modulés par des signaux intracellulaires et extracellulaires en absence de ligand. En effet,
il existe plusieurs composés non-stéroidiens pouvant efficacement activer la transcription
par les récepteurs des estrogénes tels que la dopamine, les facteurs de croissance EGF
(epidermal growth factor), TGFa (tumor growth factor a), IGF-1 (insulin growth factor-1)
AMPc et le phorbol ester (tetradecanoylphorbol) (75;76). Les récepteurs des estrogenes
sont des phosphoprotéines pour lesquelles les fonctions peuvent étre altérées par des
changements dans leur état de phosphorylation en absence de leur hormone ou de 1’état de
phosphorylation de protéines avec lesquelles elles interagissent. Le récepteur des
estrogénes est principalement phosphorylé sur des résidus serines se situant dans la région
A/B (AF-1), mais la phosphorylation de résidus tyrosine et serine dans la région D/E/F a
également été observée (77-79). La plupart des résidus serines de I’AF-1 sont contenus a
I'intérieur de sites consensus pour les MAPK. Par conséquent, les activateurs de MAPK,
tels que les facteurs de croissance, favorisent I’activation estrogenes-indépendante du

récepteur en induisant la phosphorylation de sites spécifiques sur ERa et ERP (80).

1.2.4.1 ACTIVATION PAR LES MAPK

La signalisation par les MAPK (mitogen-activating protein kinase) consiste en une voie
alternative d’activation des ERs. La cascade d’événements intracellulaires qui transmet le
signal EGF ou un autre facteur de croissance pour activer ER débute par la stimulation de la
voie de signalisation Ras-Raf-MAPK par les récepteurs membranaires tyrosine kinase tels
EGFR. Par la suite, cette activation méne a la phosphorylation de ER sur des résidus
serines appartenant 4 des séquences consensus de phosphorylation par les MAPK, soit le
motif PXX-S/T-P ou P signifie proline, S, serine et T, thréonine. Ainsi ERo est

phosphorylé sur la serine 118 en réponse a EGF et il s’ensuit alors une activation de la
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transcription (81). La phosphorylation sur I’AF-1 de ERp se fait, entre autres, sur les
serines 106 et 124 par les MAPK. Récemment, une relation a été établie entre la
phosphorylation de sites sur ERP et ’activation de la transcription. En effet, il a ét¢ montré
que la phosphorylation des serines 106 et 124 par les MAPK provoque le recrutement du
coactivateur SRC-1 et ce, en absence d’estrogénes (82). Une autre étude démontre que
I’activation dépendante de EGF de ERa se produit par la phosphorylation de la serine 167
par la kinase pp90™*' (83) suite & I’activation de pp90™' par les MAPK. Enfin, les
coactivateurs jouent un role important dans I’habilité des facteurs de croissance a activer
ER. Il a été montré que les coactivateurs de la famille p160 sont des cibles des MAPK et
que cette phosphorylation favorise l’interaction avec p300/CBP et possiblement avec
d’autres coactivateurs (84;85). Ces interactions ménent, par la suite, & une régulation

directe de la transcription par le récepteur.

1.2.4.2 ACTIVATION PAR PKA

La voie de signalisation de la protéine kinase A (PKA) module également 1’activité de ER.
Il a été montré que le neurotransmetteur dopamine stimule la transactivation des récepteurs
des estrogénes possiblement par I’augmentation de la concentration intracellulaire d’ AMPc
et ’activation de la PKA (86;87). Cependant, il s’avere que 1’activation de ERa par la
PKA ne requiert pas la phosphorylation de la serine 118 ou du domaine A/B (88). Par
conséquent, la participation de la voie dépendante de I’AMPc dans I’activation de ER en
absence d’une augmentation de la phosphorylation suggere que les protéines associées au
récepteur sont elles-mémes des cibles de phosphorylation occasionnant I’activation de la
transcription. Il a en effet été montré que le 8-bromo-AMPc (8Br-AMPc), un activateur de
la PKA, provoque la phosphorylation du coactivateur SRC-1 (89) et que la mutation des
sites phosphorylés de SRC-1 réduit I’activation transcriptionnelle autant de fagon ligand-
indépendante que ligand-dépendante des ERs. Récemment, il a été observé que la

phosphorylation provoquée par PKA sur ERo survient sur la serine 236, située dans le
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domaine de liaison a ’ADN. Dans ce cas-ci, la phosphorylation ne participe pas a la
régulation de D’activité trasncriptionnelle du récepteur en modulant l’interaction des
domaines d’activation de celui-ci avec les coactivateurs, mais plutét en empéchant la
liaison du récepteur a ’ADN et en abrogeant sa dimérisation (79). Des différences
meécanistiques existent cependant dans ’activation ligand-indépendante des genes par ERa
et de ERP par la voie d’activation de I’AMPc (90). Il semble que les deux récepteurs ne
recrutent pas les mémes cofacteurs suite a 1’activation intracellulaire de la voie de PKA. En
effet, méme si les coactivateurs CBP et ceux de la famille des p160 sont nécessaires a la
stimulation PKA-dépendante de la transcription par ERa et ER, la mutation des deux sites
de phosphorylation de SRC-1 inductibles par I’AMPc ou encore la mutation des sept sites
connus de phosphorylation sur SRC-1 n’atténue pas, de fagon significative, I’activation de
ERo par I’AMPc (90). De plus, la régulation de la transcription par la forskolin/IBMX
(forskolin plus 3-isobutyl-1-methylxanthine), qui augmente la quantit¢ d’AMPc
intracellulaire, ne nécessite pas les mémes domaines fonctionnels sur ERo et sur ERP
(90). Les domaines E/F de ERa sont suffisants a 1’activation de la transcription par la
forskolin/IBMX s’accompagnant d’une augmentation de la phosphorylation du récepteur.
Cependant, la signalisation par I’ AMPc sur ER en réduit la phosphorylation des domaines
correspondants ce qui corréle avec une absence de stimulation de [P’activité

transcriptionnelle.

1.2.4.3 ACTIVATION PAR AKT

Les antiestrogénes, tels que le tamoxiféne, inhibent la croissance des cancers du sein ER-
positifs en réduisant I’expression des génes régulés par les estrogénes. Cependant, la
résistance des tumeurs ER-positives aux antiestrogénes restent un probléme clinique des
plus importants (91). Un lien existe entre ’activation de la voie de survie PI 3-kinase/ AKT
par les facteurs de croissance, I’activation hormono-indépendante de ERa, et I’inhibition de

’apoptose causée par le traitement au tamoxiféne. En effet, bien que la PI 3-kinase puisse
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augmenter 1’activité de I’AF-1 et de I’AF-2 de ERa, AKT, quant a lui, stimulera I’activité
de ’AF-1 (92). Dans la membrane plasmique, PI 3-kinase promouvoit la formation de
phosphoinositides phosphorylés en 3’ qui, a leur tour, se lient 4 AKT. AKT, lié aux
phosphoinositides, se relocalise du cytoplasme & la membrane plasmique ou il sera activé
suite a sa phosphorylation sur la thréonine 308 et la serine 473 (93). L’activation de AKT
provoquera alors la survie cellulaire, la prolifération et la croissance cellulaire en
phosphorylant et en modulant I’activité d’une variété de facteurs de transcription dans le
noyau. Une étude récente a démontré que méme si une activation prolongée des MAPK
provoque l’inhibition de la croissance de cellules du cancer du sein, une activation
cellulaire en paralléle de la voie PI 3-kinase/AKT par EGF et IGF-1 est suffisante pour
empécher une telle inhibition de croissance (94). Selon le modeéle proposé par les auteurs,
ces facteurs de croissance utilisent la voie de la PI 3-kinase pour activer ERa sur un site
consensus de phosphorylation par AKT (RXRXX(S/T)) (94), soit la serine 167 située dans

I’ AF-1, ce qui confére alors une croissance ligand-indépendante des cellules (92).

1.2.4.4 ACTIVATION PAR LES CDK

Les résidus serines sont les acides aminés de ERa qui sont couramment modifiés, et quatre
d’entre eux (Ser-104, Ser-106, Ser-118 et Ser-167) sont concentrés dans la région N-
terminale de I’AF-1 du récepteur (64). Les séquences qui contiennent ces serines
appartiennent aux sites consensus ciblés par des protéines kinases dirigées vers les sites
serine/proline telles que les MAPK, la GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) et les Cdk. En
particulier, les serines 104 et 106 de ERo ont été identifiées comme étant des cibles de
phosphorylation par le complexe cycline A-Cdk2 (95). Durant la phase S du cycle
cellulaire, la phosphorylation des composants de la machinerie de réplication de I’ADN par
le complexe cycline A-Cdk est importante pour l'initiation de la réplication et pour
restreindre I’initiation & une seule fois par cycle. Durant la mitose, le rdle de la cycline A

est incertain, mais elle semble contribuer au contrdle de la stabilité de la cycline B. La
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cycline A est trés abondante durant la phase S et est rapidement dégradée par le protéasome
avant la métaphase de la cellule (96). Les serines 104 et 106 de ERa participent donc a
I’activation transcriptionnelle de ERo. suite & leur phosphorylation par le complexe cycline
A-Cdk2. De plus, I’activation cycline A-Cdk2-dépendante de la transcription provoquée
par ERa est AF-2-indépendante. Il a donc été proposé que la phosphorylation ligand-
indépendante de ERa sur les serines 104 et 106 par ce complexe module le recrutement de
protéines additionnelles sur I’AF-1 de ERa telles que les coactivateurs de la famille p160
(97), selon que le récepteur provoque la prolifération ou inhibe la différenciation cellulaire.
Egalement, le niveau d’activation du complexe cycline A-Cdk2 pourrait engendrer des
variations des niveaux de phosphorylation et ainsi, moduler I’interaction de ERa avec des

protéines intervenant dans la transcription (95).

1.2.4.5 ACTIVATION PAR PKC

Les réponses transcriptionnelles hormono-indépendantes de ERo peuvent également étre
influencées par des agents stimulant la signalisation intracellulaire de la protéine kinase C
(PKC) (80;98). En effet, I’activation de génes rapporteurs par ER peut étre bloquée par un
inhibiteur de PKC, soit le GF109203X (98). De plus, il a été¢ montré qu’il se produit une
augmentation de la phosphorylation du domaine A/B de ERa suite & la stimulation de
cellules avec un activateur de la voie de PKC, le phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA) (99;100). Bien que cette voie d’activation ligand-indépendante de ER
reste peu caractérisée, la phosphorylation de la serine 118 semble jouer un réle dans la

réponse de ERa 4 la voie de 1a PKC (101).
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1.2.4.6 AUTRES MECANISMES D’ACTIVATION

D’autres mécanismes cellulaires qui n’impliquent pas forcément la phosphorylation
conduisent a une transactivation ligand-indépendante de ER. La cycline DI, par un
mécanisme indépendant d’une Cdk, a la propriété d’activer ER (102;103). Le modele
propose que la cycline D1 interagit directement avec SRC-1 par le biais d’une région qui
est similaire a la séquence signature d’interaction des coactivateurs (LXXLL) dans I’ AF-2.
Dans ce contexte, la cycline D1 est nécessaire au recrutement de coactivateurs en absence
de ligand et agit comme facteur de liaison entre le récepteur et SRC-1 (104). La cycline D1
joue ainsi un réle crucial dans I’activation de ER en recrutant des protéines de modification
de la chromatine telles que les histones acétyltransférases (HAT). D’autres coactivateurs

tels que P/CAF ont également des associations fonctionnelles avec la cycline D1 (105).

Les récepteurs des estrogénes peuvent non seulement réguler I’expression de génes cibles
par le biais des éléments de réponse aux estrogénes (ERE), mais également par des
éléments non-consensus. Les ERs modulent la transcription de fagon ERE-dépendante sur
des éléments alternatifs tels que les sites AP-1 (106). Ces sites lient les facteurs de
transcription Jun et Fos, mais n’interagissent pas directement avec les ERs. La liaison de
Jun/Fos est donc requise sur les sites AP-1 pour que ER puisse moduler I'activité
transcriptionnelle intrinséque de Jun/Fos sans toutefois lui étre nécessaire. L’hétérodimere
Jun/Fos stimule la transcription en recrutant les protéines coactivatrices CBP/p300 et des
membres de la famille p160 tout comme ER recrute les coactivateurs transcriptionnels au
ERE. Toutefois, les patrons d’interaction semblent différents. Ainsi Jun/Fos lie
directement CBP tandis que ER a des contacts directs avec les composants pl160. Ceci
signifie que les contacts de liaison avec les cofacteurs sont toujours accessibles pour ER au
moment ol les coactivateurs sont recrutés par Jun/Fos et que, par conséquent, les ERs lient
les protéines de la famille p160 déja recrutés par Jun/Fos (107). L’activation de
I’expression des génes de IGF-1 et de la collagénase par ERa est causée par I’interaction du

récepteur avec le complexe Jun/Fos au site AP-1 (2). Il existe également des génes cibles
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des ERs qui sont constitués de promoteurs riches en séquences GC, caractéristiques des

sites Sp-1, qui sont activés suite a des interactions ERa-Sp1 et ERB-Sp1 (108) .

1.2.5 SIGNALISATION NON-GENOMIQUE DES ER

Contrairement aux mécanismes relativement bien décrits de I’action génomique des
stéroides, 1’action non-génomique des stéroides est, quant a elle, moins bien connue. En
effet, les estrogeénes ont des effets cellulaires qui ne peuvent s’expliquer par une activation
de la transcription de leur récepteur. La signalisation non-génomique des stéroides
posseédent quelques caractéristiques. Tout d’abord, les réponses intracellulaires se
produisent & I’intérieur de quelques minutes, soit des temps trop rapides pour donner place
a des événements de transcription et de traduction qui demandent des délais plus longs.
Ensuite, la signalisation non-génomique causée par ces stéroides provoque des réponses
cellulaires qui sont réfractaires aux inhibiteurs de la transcription et de la traduction (80).
Des effets non-génomiques ont été répertoriés pour plusieurs types de stéroides dont les

estrogenes.

Un des exemples les plus étudiés de 1’action cytoplasmique des estrogeénes est ’activation
de la voie Src/Ras/Erk (extracellular signal-regulated kinase), un mécanisme d’action qui
met en perspective les effets prolifératifs des estrogénes (109). En effet, il semble que les
estrogenes (E2) activent rapidement Erk1/Erk2. Dans des cellules mammaires cancéreuses,
sous des conditions dépendante des estrogénes, il a été montré qu’une activation rapide et
transitoire des MAPK, Erk1/Erk2 survient, accompagnée d’une augmentation de la forme

active de la protéine p21™ (110).

De plus, la progestine, ligand du récepteur de la progestérone, stimule également la
signalisation Src/Erk par le biais de ER (109). Ainsi, I’association ER-Src est requise pour

I’activation de la signalisation par les estrogénes, mais également pour l’action de la
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progestérone. La liaison de la progestine avec le récepteur de la progestérone,
préalablement associé & ER, induit ’association entre PR, ER et c-Src et initie ainsi la

cascade des MAPK jusqu’au noyau (109).

Dans des cellules exprimant le récepteur des androgénes (AR) et le récepteur des
estrogénes, une stimulation aux androgénes et aux estrogénes couple des récepteurs
stéroidiens & une signalisation cytoplasmique. Ainsi la prolifération de cellules prostatiques
cancéreuses survient suite a ’induction d’un complexe tertiaire ER-AR-Src (111). Par
conséquent, il a été montré que I’activation de la signalisation par Src dans des cellules
prostatiques survient grace a des interactions directes entre les récepteurs stéroidiens et
leurs hormones avec Src. Src interagit avec ERo et ERP par ’entremise de son domaine
SH2. De plus, AR interagit avec le domaine SH3 de Src a I’aide de sa séquence riche en
proline (111). Chacun des deux stéroides, en présence de AR et ER, est capable de
provoquer I’activation de la kinase Src en favorisant la formation du complexe ternaire ER-
AR-Src indispensable a I’activation de la signalisation des MAPK. Tout empéchement de
I’assemblage de ce complexe par des antagonistes de ER ou de AR prévient 1’activation de

Src.

L’existence d’un nouveau mécanisme non-génomique de signalisation des ERs dans les
cellules endothéliales peut expliquer la libération rapide d’oxyde nitrique (NO) suite a une
stimulation des estrogénes (112). ERa peut interagir avec la kinase lipidique PI 3-kinase.
Une fois ER lié par son hormone, il se produit une interaction physique et fonctionnelle
entre la sous-unité régulatrice de la PI 3-kinase, p85a, et ERa. provoquant I’activation de la
PI3K et de sa signalisation. (113). Cette association est strictement dépendante de la
concentration d’estradiol et peut étre renversée par des antagonistes purs tel que le ICI
182,780. Un traitement a 1’estradiol provoque une augmentation rapide de la libération de

NO due a ’activation de la eNOS, la synthase de NO, dans les cellules endothéliales.

Les protéines STAT (signal transducers and activators of transcription) sont des facteurs de

transcription qui, inactifs, sont présents dans le cytoplasme et qui sont activés en réponse a



un large éventail de cytokines, de facteurs de croissance et d’hormones. Lors de la liaison
d’un ligand a son récepteur cytokine approprié, ’activation des protéines associées au
récepteur, soit les kinases de la famille Janus (JAK), s’en suit et celles-ci provoquent la
phosphorylation d’un résidu tyrosine dans la région C-terminale des Stats. Les Stats
phosphorylés se dimérisent alors, et se relocalisent vers le noyau ou ils régulent la
transcription (114). Di aux faits que les Stats sont activés par la phosphorylation et parce
que le 17B-estradiol provoque I’induction rapide de cascades de phosphorylation dans le
cytoplasme, il a été montré que les ERs liés 4 leur ligand activent des voies de signalisation
cytoplasmiques résultant en une activation des promoteurs régulés par les Stats via les
protéines Stat5 et Stat3. La phosphorylation de résidus tyrosine et serine de Stat5 et Stat3
est provoquée par ’estradiol et les voies de signalisation des MAPK, de la PI 3-kinase et de
la kinase Src sont requises a I’activation estradiol-dépendante des promoteurs régulés par
les Stats. Bref, ce mécanisme d’action des estrogénes lie les effets génomiques aux effets

non-génomiques des ERs (115).

1.3 LA VOIE UBIQUITINE-PROTEASOME

Les cellules exploitent une variété de mécanismes afin de contrdler étroitement les
fonctions des activateurs transcriptionnels. Les processus qui limitent ’activité, la
localisation et ’abondance des facteurs de transcription jouent un réle important dans la
régulation de ’expression des génes et le maintien de ’homéostasie cellulaire. Ainsi, en
plus d’une régulation par la phosphorylation et la déphosphorylation, les activités
cellulaires sont maintenues grace a une balance entre la synthése et la dégradation des
molécules intervenant dans la signalisation cellulaire. Un mécanisme proéminent de
régulation des fonctions des facteurs de tramscription est donc la protéolyse. Par
conséquent, la destruction rapide et contrdlée des facteurs de transcription tels que Myc,
Jun, p53 et E2F-1 garde les niveaux intracellulaires de ces protéines assez bas et favorables

a répondre 4 un stimulus environnemental (116). Plusieurs processus protéolytiques sont
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impliqués dans la dégradation de facteurs de transcription. Le clivage de protéines par les
calpaines (117) et I'action des protéases du lysosome (118) en sont deux types, mais le
mécanisme de dégradation le plus répandu de dégradation de facteurs de transcription est la

protéolyse gouvernée par 'ubiquitine et le protéasome.

La voie ubiquitine-protéasome est le principal systéme de dégradation protéique des
cellules eucaryotes (119). Cette voie de dégradation, dépendante de I' ATP (adénosine tri-
phosphate), a été découverte il y a plus de 20 ans, mais I’implication et le r6le de ces
diverses composantes dans la cellule n’ont été démontrées qu’a la fin des années 1980
(120). La compréhension de 1'importance de ce systeme dans la régulation de différents
processus cellulaires provient d’études biochimiques faites & partir d’extraits de cellules de

mammiféres et d’études génétiques sur la levure (119;121).

1.3.1 FONCTIONS BIOLOGIQUES ET PHYSIOLOGIQUES DU PROTEASOME

C’est avec le développement d’inhibiteurs perméables aux cellules tels que le MG132 et le
Clasto-lactacystine-B-lactone qui permettent de bloquer I’activit¢é fonctionnelle du
protéasome que les connaissances de son rble physiologique dans les cellules de
mammiféres se sont développées. En effet, I'utilisation de ces inhibiteurs a permis de
démontrer que le protéasome ne catalyse pas seulement la dégradation des protéines
possédant une courte demi-vie, mais également, celles possédant un temps de vie plus long
(122). De plus, les études utilisant ces composés ont démontré que la voie ubiquitine-
protéasome est responsable de la dégradation d’une large variété de protéines et qu’elle est

essentielle a la régulation de plusieurs mécanismes cellulaires (Tableau I (119)).
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Tableau I. Fonctions physiologiques de la voie ubiquitine-protéasome et cibles

protéiques visées

Fonctions Cibles Références
Progression du cycle cellulaire p275?! p21, cyclines (123-125)
Oncogeneése p53, p27°?! bax, IkB (126-130)
Apoptose Bcl-2, cIAP, XIAP (131-135)
Régulation de I’expression génique | c-Jun, E2F-1, IxB, B-caténine (116)
Inflammation IxB, précurseur p105 de NF-xB (133-137)
i Sous-unité régulatrice de la
Mémoire a long terme o (138)
protéine kinase A
Régulation des voies métaboliques | Ornithine décarboxylase, HMG- (139)
CoA réductase
Surveillance immune Protéines cytosoliques et nucléaires (140)
Atrophie musculaire Alpha-lactalbumin (141;142)
Contréle de qualité des protéines CFTRAF508, o,-antitrypsine (Z-
(143;144)
variant), calmoduline mature
Régulation du rythme circadien Protéine Timeless (145)
Photomorphogénése des plantes Facteur de transcription Hy5 (146;147)
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Par exemple, la progression du cycle cellulaire est controlée par la dégradation
protéasomale des cyclines et des inhibiteurs de kinases dépendantes des cyclines (Cdki)
(124), tandis que la dégradation des protéines kinases activées, src (123) et protéine kinase
C (125), est essentielle a la terminaison de cascades dans la transduction de signaux

cellulaires.

La voie ubiquitine-protéasome joue également un role important dans la régulation de
plusieurs processus physiologiques dans le développement d’un grand nombre de maladies
humaines majeures. Par exemple, la dégradation du supresseur de tumeur p53 et des
inhibiteurs de kinases dépendantes des cyclines p275P! et p21 (Cdki) promouvoient la
tumorigénése. Il semble en effet que des niveaux cellulaires bas de p27 et de p21 soient
associés a un facteur de pronostic faible dans plusieurs cancers (126;128) tels que les
cancers du sein et de la prostate (127). Par contre, les inhibiteurs de protéasome, qui
induisent une régulation a la hausse de ces Cdki, favorisent I’induction de 1’apoptose dans
les cellules cancéreuses (131;132). La dégradation protéasomale de IxB, I’inhibiteur du
facteur de transcription NF-kB, est essentielle a I'initiation de la réponse inflammatoire
(136;137). En effet, lors de circonstances normales, NF-kB est séquestré dans le
cytoplasme et maintenu inactif par son inhibiteur protéique IxB. Lors d’un stress cellulaire,
IxB est dégradé par le protéasome permettant 8 NF-kB de se relocaliser vers le noyau. NF-
kB promouvoit alors la survie cellulaire en initiant la transcription de génes encodant des
enzymes de réponse au stress, des molécules d’adhésion cellulaire, des cytokines pro-
inflammatoires et des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, cIAP1 et cIAP2 (133-
135). NF-kB est constitutivement actif dans certains types de tumeurs malignes et agit sur
la survie des cellules tumorales, puis dans la réduction de I’efficacité des thérapies anti-
cancéreuses (130). L’activité constitutive de NF-kB corréle avec la résistance in vitro aux
traitements (130). Il a été montré que I’inhibition du protéasome dans la cellule bloque
I’activation de NF-xB induite par la chimiothérapie et qu’elle correspond a une
augmentation de la sensibilité de la chimiothérapie et a une augmentation de I’apoptose des

cellules tumorales (129).
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La voie ubiquitine-protéasome agit également aussi bien sur la surveillance immune (140),
I’atrophie musculaire (141;142), la régulation des voies métaboliques (139), I’acquisition
d’une mémoire a long terme (138) que sur la régulation des rythmes circadiens (145) et sur

la photomorphogéneése des plantes (146;147).

Une autre fonction de la voie ubiquitine-protéasome est la dégradation sélective de
protéines mutées, endommagées et/ou mal repliées. En effet, environ le tiers des protéines
nouvellement synthétisées ne se replient pas de facon adéquate et sont ainsi dégradées par
le protéasome (143;146). De plus, les dommages post-traductionnels, tels que les
dommages occasionnés par les radicaux oxygéne ou par I’isomérisation des résidus acides
aspartiques, pouvant se produire, par exemple, durant la maturation de la calmoduline

(144), provoquent aussi la dégradation rapide d’une protéine.

1.3.2 ANATOMIE ET MECANISME D’ACTION DU PROTEASOME

La voie de dégradation ubiquitine-protéasome est composée du protéasome 26S qui est un
complexe protéolytique multifonctionnel ATP-dépendant de 2.5 MDa constitué d’au moins
44 polypeptides. Le noyau de ce complexe se compose d’une sous-unité centrale
protéolytique, le protéasome 20S (720 kDa), située entre deux complexes régulatoires 19S

(890 kDa) aussi appelées PA 700 (119).

Le protéasome 20S consiste en une cavité cylindrique formée de 4 anneaux superposés.
Chacun des anneaux externes est composé de 7 sous-unités o différentes tandis que les
anneaux internes sont constitués de 7 différentes sous-unités § (148). Trois différents sites
protéolytiques actifs sont contenus dans chaque anneau 3 et ces sites, identifiés par
diffraction aux rayons X, sont les sites de liaison d’une classe de composés inhibiteur du
protéasome 268, les peptides aldéhydes. Un des sites, appelé « chymotrypsin-like », coupe

préférentiellement les peptides en C-terminal des résidus hydrophobes, tandis que le site



27

« trysine-like » clive les peptides aprés les acides aminés basiques et le site « caspase-like »
coupe les protéines en C-terminal des résidus acides aspartiques. De plus, méme si le
mécanisme de protéolyse est similaire aux protéases serines, une caractéristique unique du
protéasome 26S est son utilisation de résidus catalytiques thréonine (149). Les sites actifs
du protéasome font face a la cavité interne du cylindre et la seule fagon, pour les substrats,
de les atteindre est par leur passage a travers le canal formé par les sous-unités o.
Egalement observé par diffraction aux rayons X, ces canaux sont complétement fermeés
lorsque le protéasome 20S est libre et latent, contrairement & la majorité des autres
protéases qui ont des sites actifs facilement accessibles (150). Les sites actifs du
protéasome 26S, étant confinés dans la partie interne du protéasome central 20S, favorisent

donc la dégradation contrdlée des protéines cellulaires.

Les complexes de régulation 19S contrdlent 1’accés des substrats dans le cceur protéolytique
du protéasome 26S. Chacune des particules 19S est composée d’un socle ou base et d’un
détecteur. Le détecteur contient au moins 9 polypeptides et se lie, avec une grande affinite,
a la chaine de polyubiquitines accrochée au substrat pour la cliver du substrat. Le socle ou
base est composé de 8 polypeptides incluant 6 ATPases homologues de la famille AAA et
est associé au protéasome 20S. Les ATPases interagissent directement avec les anneaux o
du 20S provoquant ainsi I’ouverture ATP-dépendante du canal formé par les anneaux o ce
qui permet, par la suite, ’entrée des polypeptides dénaturés dans le coeur protéolytique du
protéasome. Les ATPases déplient et dénaturent également les protéines et catalysent leur
relocalisation vers le 20S. Contrairement a la grande majorité des protéases qui coupent
d’abord les peptides puis libérent ensuite les 2 fragments, le protéasome 26S coupe les
polypeptides 4 de multiples endroits, sans libérer les fragments créés, puis génére de petits
peptides de 3 & 22 résidus. Durant ce processus, les molécules d’ubiquitine sont libérées
par les complexes 19S pour étre réutilisées dans la dégradation de d’autres substrats

(151;152).
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1.3.3 INHIBITEURS

Les inhibiteurs du protéasome interagissent sur l’activité protéolytique centrale du
protéasome 20S. Ces inhibiteurs lient réversiblement ou irréversiblement les sites actifs
thréonine du protéasome 26S. Il existe 5 classes d’inhibiteurs de protéasome 26S, soient
les peptides aldéhydes, les peptides boronates, les peptide vinyl sulfones, les peptides
epoxyketones et les inhibiteurs non-protéiques B-lactone (153). Les données recueillies a
partir d’études animales ne sont disponibles que pour les peptides aldéhydes, les peptides
boronates et les inhibiteurs B-lactone tandis que pour les autres classes, les études ont éte
limitées a des expériences sur des lignées cellulaires. Le bortezomib (K; = 0.62 nM), un
peptide boronate, est le premier inhibiteur de protéasome a avoir été testé sur les humains
(153;154). Dans les modeéles d’essais pré-cliniques sur différents types de tumeurs, soient
mammaire, poumons, colon, pancréas et ovaires, le bortezomib démontre 1’activité la plus
efficace de réduction du volume des tumeurs lorsque combiné avec des agents standards de
chimiothérapie (154). Les données pré-cliniques suggérent alors que dans ces
circonstances, le bortezomib induirait I’inhibition de la voie de NF-xB et causerait la

réduction de la croissance tumorale.

Les peptides aldéhydes inhibent I’activité « chymotrysin-like » du protéasome 20S en se
liant aux sites actifs. Ces composés sont, par contre, perméables et agissent de fagcon
réversible. Sans doute le plus connu des peptides aldéhydes est le MG132 (Z-Leu-Leu-
Leu-al) (K; = 4.0 nM) qui est un inhibiteur possédant un potentiel d’efficacité trés élevé
pour inhiber le protéasome en plus d’avoir une meilleure sélectivité sur les différents
systémes de dégradation (119). Di & son action rapide de réversibilité, le MG132 est le
premier choix d’inhibiteur utilisé dans 1’étude du protéasome sur des cellules et des tissus

(119).

Les peptides boronates (K; entre 0.03 et 0.62 nM), plus efficaces que les peptides

aldéhydes, agissent selon le méme mécanisme d’inhibition que les aldéhydes. Ils forment
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un adduct tétrahydrique avec la thréonine des sites actifs, ce qui les rend réversibles, mais

de part leur lenteur a s’en dissocier, ils deviennent irréversibles (153).

L’inhibiteur lactacystine, un métabolite des Streptomyces, est un composé qui peut induire
la différenciation des cellules neuronales en culture (155). Cependant, lors de 1’étude de
son mode d’action, il a été montré qu’il peut sélectivement modifier une des sous-unités 3
(B5) du protéasome 20S de mammifére et qu’il peut en bloquer I’activité catalytique de
fagon irréversible (119;156). 11 a également été montré que la lactacystine, par elle-méme,
n’est pas active contre 1’activité du protéasome, mais elle doit subir une réaction spontanée
qui la transforme en clasto-lactacystine-B-lactone 4 un pH physiologique. Cette B-lactone,
plus sélective que les peptides aldéhydes, est considérée comme un inhibiteur irréversible,
méme si ’adduct formé avec la thréonine est lentement hydrolisable par I’eau restaurant

I’action de protéolyse du protéasome (157).

Les inhibiteurs du protéasome sont des outils essentiels a la découverte de substrats de la
voie ubiquitine-protéasome 26S et dans I’établissement des rdles de cette méme voie dans
différents processus biologiques. Etant donné I’importance du protéasome dans diverses
fonctions cellulaires, ces inhibiteurs ont de multiples et complexes effets sur les cellules
vivantes. Ils inhibent donc la dégradation des protéines cellulaires (122), provoquent
I’induction de la réponse & un choc thermique (158) et il sont cytotoxiques (159). Par
contre, leur capacité a inhiber la prolifération cellulaire et I’angiogénese, et a induire
sélectivement 1’apoptose en font des candidats susceptibles d’étre considérés dans les
traitements anti-cancéreux. D’ailleurs, citons le bortezomib, décrit précédemment, qui
provoquerait la réduction de la croissance tumorale (160-162). Enfin, les inhibiteurs du
protéasome engendrent des réponses anti-inflammatoires dans la cellule (137;160;161),
bloquent la libération et la maturation du HIV et de d’autres rétrovirus dans les cellule

(163) en plus d’inhiber la présentation d’antigenes (140).
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1.3.4 L’'UBIQUITINATION DES PROTEINES

1.3.4.1 DESCRIPTION ET MODE D’ACTION

Chez les eucaryotes, I'ubiquitine, un polypeptide de 76 résidus, agit par son action de
conjugaison covalente a4 des protéines intracellulaires (164;165). Les substrats marqués
d’une chaine de polyubiquitines, déterminant majeur de la stabilité protéique, sont ciblés
par le protéasome 26S. Les substrats marqués d’une ou de quelques molécules d’ubiquitine

sont plutdt ciblés par 1’activité lysosomale (166).

L’ubiquitination d’une protéine requiert ’action de trois classes d’enzymes nommeées
enzyme activatrice d’ubiquitine E1 (UBA), enzyme de conjugaison de I’ubiquitine E2
(UBC) et enzyme de ligation de I'ubiquitine E3 (167;168). L’enzyme activatrice E1 forme
un lien thiol ester, ATP-dépendant, avec le groupe carboxyl de la glycine 46 de 'ubiquitine
favorisant 1’activation de la portion C-terminale de la molécule pour les attaques
nucléophiliques subséquentes. L’enzyme de conjugaison E2 acceptera alors 1'ubiquitine
active de El, puis 4 I'aide de I’enzyme de ligation E3, provoquera le transfert de
I’ubiquitine sur un résidu lysine du substrat ou d’une autre molécule d’ubiquitine. Dans
certains cas, 1’ubiquitine est directement transférée de la E2 vers la protéine ciblée par la
formation d’un lien entre le groupe amine de résidus lysines de la protéine et la portion C-
terminale de I’ubiquitine. Le cycle continu de la cascade E1-E2-E3 donne alors naissance a
la chaine de polyubiquitines, chalne qui sera reconnue par la sous-unité régulatoire du
protéasome (169). Une fois I’association du substrat avec I’appareil de dégradation établie,
les molécules d’ubiquitine sont coupées de la protéine par des enzymes isopeptidases et

sont alors recyclées (170).
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1.3.4.2 LES LIGASES D’UBIQUITINE E3

L’organisation de la cascade enzymatique de la conjugaison de 1’ubiquitine est treés
hiérarchique. Alors qu’il n’existe qu’une seule E1 et un nombre limité de E2, il n’est pas
surprenant de constater, vu la grande diversité de substrats a cibler, qu’il existe environ une

centaine de E3 potentielles qui ont été identifiées dans le génome humain.

Les enzymes ubiquitine ligase E3 sont généralement divisées en 3 classes majeures basées
sur les motifs structuraux spécifiques qui les composent. Il y a d’abord les E3 Cullin-based
qui incluent le complexe SCF, composé des protéines Skpl/Cull/F-box, le complexe
promoteur de ’anaphase APC et le complexe VBC, constitué du supresseur de tumeur von
Hippel Landau et du complexe de Elongin BC. La deuxiéme classe de E3 comprend les
protéines ayant le domaine HECT (homologous to E6-AP carboxy terminus) auxquelles la
protéine E6-AP (E6-associated protein) appartient. Enfin, il y a la classe des E3
comprenant le domaine RING (really interesting new gene), qui inclue Mdm2 (murine

double minute2) et Cbl (165).

Le complexe SCF est une ubiquitine ligase modulaire composée de Skp-1, de Cull (un
membre de la famille des Cullines), de Rbx1 (une protéine de la classe RING) et d’une
protéine comportant la séquence F-Box. Les sous-unités Cull et Rbx1 forment le cceur du
complexe et les protéines F-Box servent de molécules adaptatrices responsables du
recrutement des substrats au complexe d’ubiquitination. La spécificité de ce complexe SCF
repose sur la protéine F-Box et I’interaction du substrat avec ce type de protéine dépendante
de la phosphorylation du substrat (169). Par conséquent, les protéines F-Box responsables
de la reconnaissance de 2 protéines régulatrices importantes dans le contrdle de la phase G1
du cycle cellulaire, soit la cycline E et la protéine p27, sont donc étroitement controlées,
tout comme le sont les autres protéines cellulaires régulatrices. Ainsi, la cycline E

F Fbw7/hCdc4 est alors

phosphorylée lie la protéine F-Box, Fbw7/hCdc4, et le complexe SC
responsable de la dégradation phosphorylation-dépendante de la cycline E (169;171;172).

De fagon surprenante, il a été montré que Fbw7 est muté dans les cancers humains de
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I’ovaire et de I’endométre, et que dans les lignées cellulaires du cancer du sein qui
surexpriment la cycline E, un niveau trés bas de Fbw7 a été identifié (173). Certaines des

mutations de Fbw7 affectent son habilité a interagir avec la cycline E.

La protéine E6-AP est une ubiquitine ligase qui agit spécifiquement comme E3 de p53. Le
domaine HECT de 350 résidus, qui constitue E6-AP, se situe dans la région C-terminale
des E3. Il existe un résidu cystéine, positionné a 35 résidus en amont du domaine C-
terminal, qui est requis pour I'ubiquitination de p53 parce qu’il agit en tant que site de
formation d’un lien thiol ester avec l'ubiquitine (174). De plus en plus d’évidences
démontrent que toutes les HECT E3 utilisent un mécanisme de catalyse covalente similaire,
souvent avec les enzymes de conjugaison E2, UbcH7 ou UbcHS8 (175-177). La région N-
terminale de E6-AP confére I’habilité 4 la protéine de se lier au substrat & dégrader, tandis
que le domaine HECT de la région C-terminale aura plutét comme fonction de transférer
directement I’ubiquitine de la E1, soit & partir du lien thiol ester, vers le substrat en se liant

directement avec une E2 (165).

Le domaine C-terminal de Mdm?2, une ubiquitine ligase, contient un domaine RING qui
dirige le supresseur de tumeur p53 et lui-méme (auto-ubiquitination de Mdm2) vers une
dégradation rapide par le protéasome 26S. Mdm?2 régule p53 par deux mécanismes, soit en
inhibant ’activité transcriptionnelle de p53, soit en ciblant p53 pour 'ubiquitination (178).
Le domaine N-terminal de Mdm?2 lie directement le domaine d’activation de p53 et le
prévient donc de toutes interactions avec la machinerie transcriptionnelle. Contrairement
aux E3 de la classe des protéines HECT, les protéines ayant un domaine RING ne
formeront pas de lien thiol ester avec I'ubiquitine, mais elles serviront plut6t de protéines
adaptatrices entre le substrat et E2. Récemment, il a été montré que I’activité ubiquitine
ligase de Mdm?2 est critique pour 1’exportation de p53 du noyau vers le cytoplasme (179).
Ainsi, la plupart des dommages & I’ADN stimulent 1’activation de kinases qui viennent
phosphoryler Mdm2 et p53 pour en abolir leur interaction et permettre I’activation de p53.
Les génes transactivés par le facteur de transcription p53 favorisent alors I’arrét du cycle

cellulaire afin de donner un temps nécessaire a la réparation de I’ADN ou de provoquer
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I’apoptose. Le géne MDM?2 est fréquemment surexprimé dans plusieurs sarcomes humains

exprimant pS3 sauvage (180).

1.3.4.3 SIGNAUX ET UBIQUITINATION

Une ubiquitination productive dépend donc de I’interaction efficace des E3 avec au moins 2
éléments protéiques. Le premier signal d’ubiquitination a étre caractérisé est la boite de
destruction ou D-box, identifiée chez les cyclines mitotiques (165;181;182) et chez
plusieurs autres substrats de APC. La séquence D-Box est caractérisée par la séquence
consensus RXALGXIXN, ou I’arginine (R) et la leucine (L) sont des résidus déterminants
de la spécificité du signal (183). Le deuxiéme signal est 1’interaction spécifique de la E3
avec I’enzyme de conjugaison de I’ubiquitine E2. Ces signaux favorisent ainsi la régulation
des réactions de conjugaisons entre protéines. Par exemple, la modification de la E3 devra
étre effectuée avant qu’elle puisse interagir avec un de ces signaux (184) ou ’expression
induite d’une E2 appropriée sera nécessaire (185). E2 et E3 pourraient également étre
régulées par des interactions avec des facteurs additionnels. Il existe en effet le cas d’au
moins une E3 qui doit étre régulée de fagon allostérique par des dipeptides constitués de
résidus déstabilisants en N-terminal (139). Le signal D-box peut aussi nécessiter une
modification chimique ou conformationnelle avant de pouvoir interagir avec une E3, telle
que la phosphorylation (186-188). Dans certains cas, ’habilité d’'une E3 a reconnaitre un
signal de phosphorylation s’explique par la présence de motifs de liaison spécifiques riches
en tryptophane et en acide aspartique, dans son domaine de liaison au substrat ou sur une de
ses sous-unités. Un grand nombre de protéines rapidement dégradées possédent une région
de leur séquence appelée séquence PEST caractérisée par des acides aminés proline (P),
acide glutamique (E), serine (S) et thréonine (T). Les régions de séquences PEST sont
composées de sites de phosphorylation, d’acides aminés hydrophiles et sont entourées de

résidus lysine, arginine et histidine. La régulation de l’interaction E3-substrat via la
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phosphorylation est évidente dans la régulation du cycle cellulaire ou la protéolyse est

couplée a I’activité des kinases dépendantes des cyclines.

1.3.4.4 PROTEASOME ET CANCERS

La voie de dégradation ubiquitine-protéasome est un élément clé de la régulation
intracellulaire par ses diverses fonctions au niveau de la progression du cycle cellulaire, de
la différenciation et de I’apoptose (189). Il n’est donc pas surprenant que la dérégulation de
la dégradation dépendante de la voie ubiquitine-protéasome soit impliquée dans certains

types de cancers (190;191).

La transformation oncogénique cellulaire est souvent associée a une dérégulation de la
progression normale du cycle cellulaire, & 1’activation anormale ou a I’inhibition de
cascades de signalisation, 4 une absence de réponse aux stimuli apoptotiques ou encore a
lactivation défectueuse des points de contrdle (checkpoint) du cycle cellulaire.
Récemment, plusieurs évidences suggérent que la machinerie de conjugaison de
I’ubiquitine (UBC et E3) joue un rdle critique dans ces processus de transformation
oncogénique en ciblant les protéines cellulaires clés pour la dégradation par le protéasome

268 ou en altérant leur activité biochimique ou leur localisation intracellulaire (170).

Un des exemples qui met en relation I’oncogenése et ’action d’une enzyme de ligation de
’ubiquitine (E3) se situe dans la signalisation des TGF-B. En effet, TGF-$, est un facteur
de sécrétion impliqué dans plusieurs processus cellulaires incluant les réponses
inflammatoires et il agit dans la suppresssion de la progression du cycle cellulaire et de la
prolifération (192). La stimulation de TGF-B méne a un arrét du cycle cellulaire par
1’inhibition des cyclines dépendantes des kinases (Cdks) en phase G1. Le signal de TGF-f3
est transmis par les facteurs de transcription de la famille des Smads (intracellular signal-

transducing molecules). Aprés leur phosphorylation dans la région C-terminale suite a
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I’activation du récepteur membranaire de TGF-P par son ligand, les Smads sont libérés de
la membrane plasmique et s’accumulent dans le noyau pour activer la transcription de
génes cibles. La dégradation des Smads est régulée par 2 enzymes E3 de la famille HECT
nommées Smurf-1 et Smurf-2 (Smad ubiquitination regulatory factor) (193). Tandis que
Smurf-1 reconnait et dirige I’ubiquitination et la dégradation protéasomale de Smad-1 et 5,
Smurf-2 agit sur les Smads-1 et 2 pour réduire leur habilité & promouvoir la transcription
(194). Smurf-2 régule donc la signalisation de TGF-B en provoquant la dégradation de
Smad-2. Chez des patients atteints respectivement de cancers colorectal et pancréatique, on
a retrouvé des mutations sur un résidu arginine conservé sur le domaine N-terminal des
Smads-2 et 4 dans les tumeurs (195). Cette mutation n’inhibe pas la phosphorylation ni
méme la relocalisation des Smads-2 et 4 de la membrane au noyau, mais plutdt leur
susceptibilité 4 étre ubiquitinés et dégradés par le protéasome 26S. Par conséquent, il
s’avére que la machinerie d’ubiquitination qui régule la stabilité des Smads est responsable
du dysfonctionnement de la croissance et de la formation de ces formes de cancer en

particulier.

I1 semble que le supresseur de tumeur BRCA1 (breast cancer 1) soit également impliqué
dans ’oncogenése, soit dans celle des tissus mammaires, de par ses caractéristiques comme
ubiquitine ligase E3. En effet, la présence du motif RING dans la région N-terminale de
BRCAL le prédit comme une E3 (196). Des évidences de I'importance du r6le de E3 de
BRCAL1 dans ses fonctions de supresseur de tumeur dérivent d’études effectuées sur des
mutations observées dans des carcinomes familiaux du cancer du sein (197). Des mutations
associées a la tumeur au niveau des résidus coordonnant 1’ion Zn dans le RING finger de

BRCAL abrogent son activité E3 intrinseque.

Un autre cas mettant en relation une E3 et le développement de cancer est celui de la
protéine F-Box, Skp2, de la classe des E3 du complexe SCF. Skp2 est spécialisée dans la
dégradation de régulateurs du cycle cellulaire incluant I'inhibiteur de Cdk p27 (198). La
protéine Skp2 est habituellement absente des cellules ayant subi la mitose et son expression

dans les cellules en division est régulée selon le cycle cellulaire, atteignant un niveau élevé
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durant la phase S. L’augmentation de l’activité de Skp2 corréle avec la prolifération
cellulaire et il a d’ailleurs été récemment démontré que Skp2 est un oncogéne (199;200).
Ainsi, Skp2 se retrouve induit dans plusieurs variétés de cancers tels que dans les
carcinomes du sein, de la prostate, du poumon, de I’estomac, et dans les cancers
colorectaux, en plus des lymphomes (201-204). 1l existe également une trés forte relation
entre la perte de p27 et ’induction de Skp2 dans plusieurs cancers humains. De plus, il a
été suggéré que ’induction de Skp2 corréle avec la perte du supresseur de tumeur PTEN

dans le cancer de la prostate (203) provoquant ainsi la destruction de p27.

La protéine supresseur de tumeur von Hippel-Lindau, est le module de reconnaissance des
substrats de la E3 ubiquitine ligase de la classe SCF qui cible le facteur HIF (facteur
inductible par I’hypoxie) pour la dégradation en présence de oxygéne. Cette protéine est
également impliquée dans la tumorigénése. La maladie von Hippel-Lindau (VHL) est
causée par une mutation germinale du gene supresseur de tumeur VHL et est caractérisée
par le développement de multiples tumeurs, incluant celles des vaisseaux sanguins
(hémangioblastomes) de la rétine, du systéme nerveux central et des glandes surrénales
(phéochromocytome) (205). Le développement tumoral est lié a I’inactivation somatique
de I’alléle VHL non-mutée restante. Des études ont montré que des cellules tumorales
déficientes en VHL surexpriment des ARNm inductibles par ’hypoxie tels que les ARNm
du facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) indépendamment de la présence
élevée ou non d’oxygéne. Plusieurs génes inductibles par I’hypoxie sont sous le contrdle
de HIF, un facteur composé d’une sous-unité o et d’une sous-unité B. La sous-unité o de
HIF est normalement polyubiquitinée et dégradée s’il y a présence d’oxygene dans la
cellule. Dans les cellules déficientes en VHL, 1’ubiquitination ne se produit pas, ce qui
méne 4 une accumulation inappropriée de HIF et de ses génes cibles (205). Ainsi, la
dérégulation de 1’expression des cibles de HIF, soit VEGF et TGF-o. (transforming growth
factor o) provoquée par la perte de VHL est impliquée dans la pathogenése du carcinome
de rein et dans I’hémangioblastome. VHL semble également intervenir dans la régulation
du cycle cellulaire au niveau de la dégradation de la cycline D1 (206). En effet, il a été

montré que des cellules déficientes en VHL ne terminent pas leur cycle cellulaire
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normalement. Somme toute, la E3 VHL participe a la croissance et au développement des

cancers (205-207).

Un autre exemple impliquant une E3 ubiquitine ligase dans 1’oncogenése est celui de la
protéine Efp (Estrogen-responsive finger protein) (169;208). Efp est un géne cible du
récepteur des estrogénes et comporte un domaine RING (209). Cette protéine, exprimée
dans une grande variété d’organes femelles et dans les tissus mammaires, semble étre un
régulateur positif de la prolifération cellulaire, car suite a son ablation génomique dans des
souris, ces derniéres démontrent une insensibilité aux estrogénes (169;170). En fait, cette
protéine est une E3 ubiquitine ligase qui stimule la polyubiquitination de la chaperone 14-
3-3 o, une protéine qui régule I’action inhibitrice de p53, une protéine qui arréte le cycle
cellulaire 2 la transition G2/M en inhibant I’importation du complexe Cdc2/cycline B vers
le noyau. Ainsi, il a été montré que Efp est surexprimée dans certains cancers du sein. En
effet, I’expression de Efp provoque, chez des cellules du cancer du sein, la prolifération et
la formation des tumeurs chez des souris immunodéficentes ayant subi une ovarectomie
(208). De plus, dans des cellules de cancer du sein traitées avec un anti-sens de Efp, une
réduction de la croissance cellulaire est survenue. Ces études démontrent ainsi un role
prépondérant de la voie ubiquitine-protéasome 26S dans ’oncogenése de plusieurs formes

de cancers.

1.4 ROLE NON-PROTEOLYTIQUE DE LA VOIE UBIQUITINE-PROTEASOME

Bien que le systéme ubiquitine-protéasome soit bien connu dans ses fonctions de
destruction de protéines, 1'ubiquitine et le protéasome possédent plusieurs fonctions non-
protéolytiques. Des fonctions régulatrices intervenant dans des domaines aussi diversifiés
que dans l’internalisation de récepteur (210), dans les fonctions ribosomales (211) et dans

la réparation de nucléotide par excision (212), en plus de fonctions contr6lant la
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distribution, 1’abondance et 1’activité des composantes de la machinerie de transcription

leur sont attribuées (213).

Le premier événement qui démontra ’'implication de 'ubiquitine dans la régulation de la
chromatine transcriptionnellement active a été 1’association des histones H2A et H2B, suite
a leur ubiquitination, avec des génes actifs en transcription (214). Le lien entre
transcription et ubiquitination s’explique par le fait que les histones ubiquitinées
influencent d’autres modifications de la chromatine telles que 1’acétylation et la
méthylation qui viennent contrdler la transcription (215;216). En effet, 'ubiquitination de
H2B (uH2B) est requise pour la méthylation d’une autre histone, H3, sur les résidus lysines
4 (K4) et 79 (K79) puis, la méthylation de H3, est a son tour, requise dans la régulation de
I’inhibition des génes par les téloméres. L’interrelation entre uH2B et méthyl-H3 établit un
mécanisme par lequel uH2B contribue & I’inhibition de 1’expression des génes et indique
que 'ubiquitination des histones est un élément intégral du code des histones que les
cellules utilisent afin de différencier la chromatine transcriptionnellement active de la
chormatine inactive (217;218). Ainsi, I’'ubiquitination des histones joue un rdle structural
directe ou indirecte dans la modification de la chromatine. Les histones ubiquitinées
provoquent la relaxation et I’ouverture de la chromatine, et le recrutement de facteurs tels
que le protéasome et des protéines déacétylases d’histones permettant la modification

subséquente de la chromatine (219).

La participation de l’ubiquitine dans les processus non-protéolytiques tels que la
transcription peut se faire également par le biais de certaines composantes du protéasome
26S au complexe de transcription (220). Il a d’ailleurs été montré que des enzymes
adénosine triphosphate (ATPases) de type AAA du complexe 19S, Sug 1 et Sug 2, mais
aucune protéase du complexe 20S, sont associées aux promoteurs actifs des génes transcrits
(219) et que ces sous-unités régulatrices du protéasome sont impliquées dans la
transcription (221). En effet, il a été montré que le complexe 19S est requis pour
1’élongation efficace de I’ARN polymérase II (Pol IT). Des souches de levure ayant les

alleles de SUGI et SUG2 mutées, encodant des composantes du complexe 19S, exhibent
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des phénotypes de défauts d’élongation. De plus, il semble que la transcription soit inhibée
lorsque des anticorps sont dirigés vers Sugl sauvage, mais il semble également que
I’élongation de la transcription soit restaurée en ajoutant un complexe 19S immunopurifié.
Enfin, le facteur d’élongation Cdc68 coimmunoprécipite avec le complexe 19S indiquant
alors une interaction physique entre les éléments du protéasome 26S et de la transcription

(221).

Le but ultime de tous processus de contrdle transcriptionnel est sans aucun doute celui de
controler le recrutement et ’activité de I’ ARN polymérase II (Pol IT). La Pol II étant elle-
méme soumise & des mécanismes de régulation incluant la régulation par son
ubiquitination, un exemple connu de la régulation de la transcription par la Pol II suite a
’action de la voie ubiquitine-protéasome se situe au niveau du processus de réparation
couplée a la transcription (TCR). Les cellules eucaryotes sont trés souvent exposées a des
agents endommageant I’ADN. Une des priorités de la cellule dans ce cas est de réparer
’ADN des génes transcriptionnellement actifs (222). En effet, lorsqu’une Pol II active est
freinée a une lésion de I’ADN, celle-ci est ubiquitinée et dégradée. Par la suite, lorsque
I’ ADN est libérée de sa Pol II active, simultanément, la machinerie de réparation de I’ADN
est recrutée et la réparation de I’ADN endommagée s’effectue. La cellule est alors en
mesure de repérer un dommage 4 I’ADN en utilisant la Pol II et de réprimer I’expression
des génes jusqu’a ce que ’ADN soit réparé. Pour se faire, ce mécanisme dépend de
I’efficacité de la E3 a reconnaitre les molécules de Pol II transcriptionnellement actives,
mais freinées a une lésion de ’ADN. La phosphorylation du domaine carboxy-terminal
(CTD) de la plus grosse sous-unité de la Pol II est probablement la modification qui permet
’identification de la lésion. Durant I’élongation de la transcription, I’état de
phosphorylation du CTD de la Pol II change et il semble que cet état consisterait en un
signal bien spécifique de I’activation de la Pol II durant la transcription. Par conséquent, en
assumant que la phosphorylation du CTD provoque I'ubiquitination de la Pol II, un patron
de phosphorylation particulier du CTD indiquerait alors que la Pol II est freinée a une

1ésion de I’ ADN et ainsi, I’'ubiquitination se produirait.
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1.5 TRANSCRIPTION ET VOIE UBIQUITINE-PROTEASOME

Certaines composantes du systéme ubiquitine-protéasome 26S telles que ’enzyme de
conjugaison de I’'ubiquitine UBC9 et les enzymes ubiquitine ligases E6-AP et RPF/RSP5
sont en mesure d’interagir avec des membres de la superfamille des récepteurs nucléaires
hormonaux et d’en moduler leur fonction de transactivation (223;224). La voie ubiquitine-
protéasome participe donc a la régulation de I’expression des génes engendrée par les
récepteurs hormonaux (182). A cet effet, les domaines d’activation transcriptionnels de
certains facteurs de transcription tels que Fos, Jun, Myc et p53 agissent également comme
signal pour leur ubiquitination et leur dégradation (181). Il existe donc une superposition
dans les fonctions d’activation et de destruction pour un méme domaine supportant une
corrélation dans I’habilité d’un tel domaine & activer la transcription et a signaler la
dégradation. La superposition de ces éléments révele donc la convergence de deux
différents processus et suggére une dynamique dans le processus transcription-dégradation.
De méme, il semble que les facteurs de transcription soient dégradés grace a leur habilité a

activer la transcription (181).

Un exemple de cette convergence a été rapportée récemment avec I’identification d’un
nouveau coactivateur de la famille des récepteurs des stéroides appelé E6-AP (E6-
associated protein) (225). [E6-AP, exprimé dans plusieurs tissus tels que le cceur, le
cerveau, le placenta, le poumon, le foie, les muscles squelettiques, le rein, le pancréas, la
glande mammaire, I’utérus, 1’ovaire et les testicules, a été identifié comme ubiquitine ligase
(E3) qui agit également comme coactivateur dans 1’expression de geénes dépendants de
récepteurs stéroidiens (224). Le phénotype de souris pour lesquelles le géne de E6-AP a €té
délété se caractérise par divers effets physiologiques dépendants de I’action des stéroides
tels qu’une réduction de la taille des gonades et de la fertilité chez les deux sexes et une
altération de la production et de la fonction des spermatozoides et de ’ovulation. La
croissance des tissus prostatiques induite par la testostérone et la croissance des tissus
utérins par ’estradiol est également diminuée avec 1’ablation de la E6-AP. Par conséquent,

’ubiquitine ligase E6-AP, joue un rdle important en tant que coactivateur de récepteur
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stéroidien en provoquant une action spécifique des tissus aux divers stéroides (224).
Cependant, la relation entre son action sur la dégradation et sur la transcription n’est pas
connue. Non seulement, la fonction des coactivateurs transcriptionnels est affectée par la
voie ubiquitine-protéasome, mais également celle des récepeurs nucléaires hormonaux eux-

mémes tel que présenté dans la prochaine section.

1.6 RECEPTEURS NUCLEAIRES ET VOIE UBIQUITINE-PROTEASOME

Le role fondamental de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome dans la transcription
est un domaine d’intérét trés marqué depuis ces derniéres années. Plusieurs études ont ainsi
permis de mieux comprendre l'interrelation entre ces deux processus cellulaires en
particulier dans la régulation transcriptionnelle par les récepteurs nucléaires qui semble

utiliser différents mécanismes (226).

1.6.1 RECEPTEUR DES ESTROGENES

La réponse hormonale de plusieurs récepteurs nucléaires dont ERo. provoque une baisse
dans les quantités de protéines dans le but d’éviter une réponse transcriptionnelle exagéree.
De plus, la dégradation de ERa. dépend directement de la voie ubiquitine-protéasome et
plus spécifiquement des enzymes UBA et UBC de ce processus de dégradation (168).
Cette régulation hormono-dépendante, pour ERa, est bloquée par [Dinhibiteur du
protéasome MG132 qui provoque ainsi ’accumulation de ERo. La convergence des
mécanismes de dégradation et d’activation de la transcription a été mise en évidence par le
blocage de la protéolyse de ERa par des inhibiteurs du protéasome provoquant une
diminution de I’habilité de ER 4 activer la transcription ligand-dépendante. Il a en effet

été montré que le fonctionnement de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome 26S est
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requis pour que ER puisse agir comme activateur transcriptionnel (227). Cette régulation
ne semble pas impliquer la fonction de certains coactivateurs comme les membres de la
famille des SRC qui sont aussi sujets & la dégradation par le protéasome 26S, mais qui
semblent conserver leur activité intrinseque d’activateur de la transcription lors de

I’inhibition de cette voie de dégradation (227).

Plusieurs chercheurs se sont, par la suite, penchés sur les mécanismes d’action du
protéasome 26S sur I’activité transcriptionnelle de ERo (227-230). 11 a donc été montré
que ERo, lié ou non par son ligand, orchestre le recrutement cyclique des enzymes
ubiquitine ligases (E3) et des sous-unités ATPases du protéasome 19S sur des promoteurs
spécifiques répondants aux ERs (231). De plus, il a été observé que I’inhibition de la
transcription par I"utilisation d’inhibiteurs de la Pol IT stabilise ERa tandis que 1’utilisation
d’inhibiteurs du protéasome inhibe la transcription dépendante de ERo et immobilise ERo
au niveau de la matrice nucléaire, c’est-a-dire dans un réseau dynamique d’interactions
nécessaire dans plusieurs processus nucléaires incluant 1’organisation de la chromatine
active permettant la transcription (231). Par conséquent, il a été proposé que les
événements de transcription qui sont dépendants du récepteur ERat ubiquitiné provoquent
le recrutement du complexe ATPase du protéasome 26S qui transfére, & son tour, ERo
ubiquitiné sur la matrice nucléaire, ou le récepteur sera dégradé par la suite (231). Il est
toutefois encore mal compris comment I’accumulation de ERa sur la matrice nucléaire en
présence d’inhibiteur du protéasome affecte la transcription de ERo sur des promoteurs

répondants aux ERs.

1.6.2 RECEPTEUR DES ANDROGENES

Une interrelation entre la dégradation d’un récepteur nucléaire et sa fonction d’activateur de
la transcription a également été démontrée avec le récepteur des androgenes (AR). AR, une

fois 1ié pas son ligand, la testostérone, se relocalise du cytoplasme vers le noyau et se lie a
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ses éléments de réponse sur des promoteurs spécifiques pour moduler I’expression de génes
cibles. Le traitement de cellules prostatiques LNCaP avec le MG132 provoque une
augmentation du niveau protéique de AR suggérant que le récepteur AR, tout comme ER,
est dégradé via la voie ubiquitine-protéasome 26S (232). Le MG132 supprime également
la transactivation de AR dans un processus dépendant des androgénes dans des lignées
cellulaires de cancer de la prostate LNCaP et PC-3 (233). De plus, il semble que la
transfection d’une sous-unité du protéasome, PSMA7, active la transactivation de AR et ce,
de fagon dose-dépendante. Une étude tentant d’éclaircir les mécanismes de convergence
entre la dégradation et I’activité transcriptionnelle de AR indique que le MG132 semble
supprimer I’activité transcriptionnelle de AR en provoquant I’inhibition de la relocalisation
de AR du cytoplasme vers le noyau et/ou en inhibant les interactions de AR avec ses

corégulateurs tels que ARA70 ou TIF2 (233).

De plus, le protéasome 26S semble directement impliqué dans 1’assemblage dynamique du
complexe transcriptionnel du récepteur des androgénes (232). On a analysé la formation du
complexe transcriptionnel de AR sur des promoteurs de génes spécifiques aux androgenes,
tels que le promoteur PSA (prostate-specific antigen) et le promoteur de la kallikréine 2 par
la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Ainsi, I'arrivée de AR et le
recrutement de la Pol II sur ces promoteurs est un phénoméne transitoire, soit de courte
durée. De plus, il semble que la formation du complexe de transcription de AR soit de
nature cyclique étant donné qu’il se produit une association transitoire des coactivateurs
GRIP1 et CBP (CREB-binding protein) et de I’histone H3 acétylée sur le promoteur PSA
lors de I’initiation de la transcription. L’implication du protéasome dans la régulation AR-
dépendante de la transcription a été montrée par 1’utilisation de I’inhibiteur du protéasome
MG132. En effet, le MG132 empéche le récepteur de se libérer du promoteur PSA et il
bloque également I’accumulation androgénes-dépendante de I’ARNm de PSA. De plus,
suite aux récentes découvertes indiquant que certaines sous-unités du complexe 19S du
protéasome 26S sont recrutées sur des promoteurs actifs (219), on a démontré, par ChIP,
que le traitement de cellules a la testostérone provoque le recrutement transitoire de la sous-

unité S1 du complexe 19S sur le promoteur PSA, tandis que le traitement au MG132, de
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fagon similaire aux effets observés pour AR, empéche la libération de la sous-unité S1 du
promoteur aprés le premier cycle de formation du complexe transcriptionnel de AR (232).
Le protéasome semble donc jouer un réle important dans la transcription dépendante de AR
et I’'un des processus permettant au protéasome de réguler ’expression des génes semble

étre la libération de AR des régions promotrices (232).

Un autre mécanisme d’action a également été rapporté dans la régulation protéasome-
dépendante de I’activité transcriptionnelle provoquée par AR. Ainsi, il semble que Akt et
Mdm2 forment un complexe avec AR pour favoriser 1’ubiquitination de AR dans un
processus phosphorylation-dépendant occasionnant la dégradation de AR par le protéasome
26S (234). L’effet de la signalisation de Akt sur I’'ubiquitination et la dégradation de AR
est abrogé dans une lignée cellulaire nulle en Mdm?2, suggérant ainsi 1’implication de
Mdm2 dans la dégradation et I'ubiquitination de AR provoquée par Akt. Il a aussi été
montré que I’activité E3 ligase de Mdm2 et la phosphorylation directe de Mdm2 par Akt
sont des éléments essentiels pour que Mdm?2 affecte I'ubiquitination de AR et sa
dégradation. En somme, I’ubiquitination et la dégradation d’'un AR phosphorylé par Akt
requiert I’action E3 ligase de Mdm?2 elle-méme phosphorylée (234).

1.6.3 RECEPTEUR DE LA PROGESTERONE

La dégradation ligand-dépendante est caractéristique de plusieurs récepteurs stéroidiens
nucléaires incluant également le récepteur de la progestérone (PR). En effet, dans des
cellules cancéreuses de sein, plus de 95% des PRs sont dégradés moins de 6 heures aprés le
début d’un traitement a la progestine, le ligand de PR. Afin de mieux comprendre la
régulation protéasome-dépendante de la transcription par PR, les inhibiteurs spécifiques du
protéasome 26S, soient la lactacystine et I'inhibiteur de la calpaine, ont permis de
démontrer que I’inhibition de la voie ubiquitine-protéasome bloque la dégradation de PR
induite par la progestine et provoque I’accumulation de formes ubiquitinées de PR dans les

cellules (235). La dégradation ligand-dépendante de PR est également bloquée par



45

I'inhibition spécifique des MAPKs p42 et p44 et par la mutation de la serine 294 du
récepteur en alanine. Ces résultats suggérent que le mécanisme d’action de la dégradation
de PR implique la liaison du ligand au récepteur pour favoriser la phosphorylation de PR

par les MAPKSs a site un spécifique et permettre la dégradation de PR (235).

Récemment, une étude démontrant le lien entre la dégradation d’un récepteur des stéroides,
le récepteur de la progestérone (PR), et I’activation maximale de la transcription a été
publiée (236). Tout d’abord, il a été montré que I’expression de la kinase MEKKI
(mitogen-activated protein kinase kinase kinasel), un activateur des MAPK p42 et p44,
augmente la transcription de PR de facon progestine-dépendante de 8 a 10 fois. Les
niveaux protéiques de PR ne changent pas avec I’expression de MEKK1 en absence de
ligand, cependant PR est dégradé de facon hormono-dépendante en présence de MEKK1.
L’expresssion de MEKK1 dans des cellules de cancer du sein cause la phosphorylation de
PR sur la serine 294, reconnue pour causer la dégradation ligand-dépendante de PR. En
bloquant la phosphorylation de la serine 294 par des inhibiteurs de MEK, lactivité
maximale de transcription obtenue en présence de MEKKI1 et de la progestine est atténuée
(236). Parallélement, la stabilisation de PR par I’inhibition du protéasome 26S produit les
mémes effets que 1'inhibition de la phosphorylation du récepteur. De méme, I'utilisation
d’une lignée stable de cellules de cancer du sein T47D exprimant le mutant PR S294A a
permis de démontrer que PR n’est pas dégradé de fagon ligand-dépendante mais qu’il est
résistant a I’induction synergique de la transcription par MEKKI1 et la progestine tout en
répondant 4 son ligand seul (236). Par conséquent, il a été suggéré qu’un lien existe entre
la phosphorylation de PR par les MAPK suite & une activation de la signalisation des
facteurs de croissance et le contrdle hormonal des stéroides sur la croissance cellulaire du
cancer du sein. En somme, la dégradation du récepteur est grandement couplée a sa

fonction d’activateur transcriptionnel.
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1.6.4 RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES

Comme nous pouvons le constater, la voie ubiquitine-protéasome interfere avec 1’activation
de la transcription par les récepteurs nucléaires ER, AR et PR en présence de leurs ligands.
Cependant, ’action du protéasome ne semble pas avoir les mémes effets pour tous les
récepteurs des hormones stéroidiennes. En effet, bien que le récepteur des glucocorticoides
(GR) soit un substrat de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome 26S, il semble que la
transcription dépendante des glucocorticoides ne soit pas modulée de la méme fagon que
ER, AR et PR lors de I'inhibition du protéasome (237). En effet, le MG132 bloque la
dégradation de GR dépendante de son ligand, la dexaméthasone, mais augmente la
transactivation de GR de fagon synergique sur le promoteur MMTV (mouse mammary
tumor virus) (238). De plus, ’augmentation de I’activité transcriptionnelle de GR lors de
I’inhibition du protéasome semble se produire aprés les étapes initiales de remodelage de
chromatine puisqu’elle ne corréle pas avec une augmentation des événements de
remodelage de la chromatine dans les cellules. Par des études sur la mobilité intranucléaire
de GR et sur son association a la matrice nucléaire, on a démontré que le blocage des
événements de dégradation de GR réduit la mobilité du récepteur dans le noyau, ce qui
semble corréler avec le fait que GR est davantage associé a la matrice nucléaire dans ces
circonstances (237). Ainsi, méme si ’altération de la mobilité des récepteurs des stéroides
lors de I’inhibition du protéasome semble étre une caractéristique commune, GR, quant a
lui, demeure unique dans la réponse de ’activité transcriptionnelle qu’il génére quand les
fonctions du protéasome sont compromises. Enfin, 1’étude de la séquence primaire du
récepteur des glucocorticoides a mené a la découverte d’un motif de dégradation de
séquence PEST candidat qui permettrait d’expliquer le processus d’ubiquitination de GR
observé par immunoprécipitation lors de I’inhibition du protéasome. Il semble en effet que
la mutation de la lysine-426 faisant partie de 1’élément de séquence PEST de GR abroge la
dégradation ligand-dépendante du récepteur et empéche I’augmentation de la transcription
causée par GR sauvage lors du dysfonctionnement de la voie ubiquitine-protéasome (238).

Ces observations suggérent un rdle majeur du processus de dégradation ubiquitine-
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protéasome dans la régulation de GR au niveau de sa dégradation et de sa fonction dans la

transcription, et donc dans la modulation des réponses cellulaires propres a GR.

1.7 HYPOTHESES

Suite a la récente identification d’un deuxiéme isoforme du récepteur des estrogenes, soit
ERP, un des intéréts du laboratoire est de caractériser les fonctions associées au récepteur
des estrogénes ERP dans la signalisation intracellulaire. Les récepteurs des estrogenes ERo
et ERP possédent une structure caractéristique des récepteurs nucléaires avec une forte
homologie entre les domaines DBD et LBD. Cependant, au niveau du domaine A/B, qui
comporte la fonction d’activation AF-1, des différences majeures sont observées dans la
séquence d’acides aminés suggérant que les fonctions AF-1 de ERo et ER peuvent jouer
des roles bien distincts. Basé sur des résultats antérieurs du laboratoire concernant la
modulation transcriptionnelle ligand-indépendante de ERP, il semble exister des
mécanismes différentiels de signalisation qui régulent la fonction AF-1 de ERo et ERf par

la phosphorylation en réponse aux facteurs de croissance.

La régulation de 1’expression des génes cibles des récepteurs des estrogénes peut se faire
par différents processus tels que par la modulation de I’activité des cofacteurs et par les
modifications de la chromatine au site d’initiation de la transcription, mais elle peut se faire
également par les événements de dégradation menant a la destruction des ERs. Nous avons
vu que D’activité transcriptionnelle ligand-dépendante de ERa., de PR, de AR et de GR est
régulée par le protéasome 26S. De plus, des voies de signalisation par les protéines kinases
et des signaux protéiques spécifiques participent a la reconnaissance des récepteurs par
certains éléments de la voie ubiquitine-protéasome pour moduler I’activité des récepteurs
en réponse a I’hormone. Nous croyons que la réponse ligand-indépendante de 1’expression
des génes cibles par ERP est également régulée par la voie du protéasome 26S. De ces

observations, notre hypothése est que le protéasome 26S régule la dégradation et I’activité
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transcriptionnelle ligand-indépendante des récepteurs des estrogénes o et B par des

mécanismes impliquant des événements de phosphorylation intracellulaire.

1.8 BUTS ET OBJECTIFS

Dans le but de mieux comprendre la régulation de ERo et ER[ en tant qu’activateurs
transcriptionnels et afin de mieux saisir I'impact de la dégradation par le protéasome 26S
sur cette régulation, plusieurs objectifs devront étre atteints. Le premier objectif de mon
projet est de déterminer l'importance du protéasome 26S dans la dégradation et la
régulation ligand-dépendante de la transcription de ERB. Le deuxieme objectif consiste a
élucider le rdle de la voie ubiquitine-protéasome dans ’activation ligand-indépendante de
la transcription de ERo et ERB. Etablir le role de I’AF-1 dans la régulation de la
dégradation des récepteurs des estrogénes P est le troisiéme objectif de mon projet. Un
quatriéme objectif est d’identifier les sites de phosphorylation de ER} pouvant étre ciblés
par le protéasome responsables de la régulation et de la dégradation. Enfin, mon projet
comporte un cinquiéme objectif qui est de déterminer le role des voies de signalisation

modulant I’activité AF-1 de ERP dans un processus protéasome-dépendant.



2. MATERIEL ET METHODES
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2.1 VECTEURS D’EXPRESSION

Le plasmide d’expression du récepteur des estrogeénes de souris mERB (pCMX-mERB-549)
a été construit en introduisant un fragment en 5’ du géne a 1’aide des sites Sall-BstEIl
(GenBank, accession number AF067422) dans le vecteur pPCMX-mERS (de 485 résidus) de
2.1 kb décrit antérieurement (43). Ce fragment allonge le cadre de lecture ouvert de 64
acides aminés placés en N-terminal ce qui améne mER & 549 résidus. Le géne de mERP a
été initialement obtenu par une combinaison de PCR et de sélection de banque d’ADNc
avant d’étre sous-cloné dans le vecteur pBluescriptKSII et par la suite dans le vecteur
pCMX utilisant les enzymes de restriction Sal/ et EcoRl. L’introduction du géne mER]
dans les vecteurs pPCMX-HA, EGFP, EYFP et Gal4 s’est effectuée en sous-clonant le géne
dans les vecteurs en les digérant avec des enzymes de restriction appropriées. Le vecteur
d’expression pCMX-mERa. a été produit en ligant le fragment de 1.9 kb limité aux
extrémités par les sites de digestion Nael-EcoRI de mERa dans les sites adéquats du
vecteur d’expression eucaryote pPCMX. Les vecteurs d’expression des mutants de délétion
pCMX-ABCDa, pCMX-ABCDp, pCMX-CDEFo et pCMX-CDEF( et des protéines
chimériques pCMX-ERaf} et pPCMX-ERPo ont été construits en amplifiant les fragments
appropriés par PCR ou en les sous-clonant a I’aide d’une digestion du vecteur sauvage avec
des enzymes de restriction suivie d’une auto-ligation du vecteur digéré. L’introduction des
génes mABCDP et mCDEFJ dans les vecteurs pCMX-HA et/ou EGFP s’est effectuée en
sous-clonant les génes dans les vecteurs en les digérant avec des enzymes de restriction
spécifiques. Les mutations ponctuelles des résidus serines en alanines pour les vecteurs
pCMX-mERP et pPCMX-mABCDp ont été générées par la mutagénese par PCR en utilisant
la polymérase pfu (Stratagene) ou en sous-clonant certaines régions mutées dans les
vecteurs par une digestion du vecteur avec des enzymes de restriction appropri€es. Les
génes rapporteurs vitA2-ERE-BLuc et vitA2-ERE-TKLuc ont été obtenus en faisant la
ligation de I’oligonucléotide vitA2-ERE dans les vecteurs pGL3-Tkluc et -Bluc digéres
avec les enzymes de restriction Sa/l-BamHI. Le géne rapporteur GalSbluc a été réalisé en

ligant la séquence correspondant au site de liaison consensus du facteur de levure Gal4 dans
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un vecteur pGL3-Bluc digéré Sall-BamHI. Pour vérifier le cadre de lecture des vecteurs
produits, toutes les constructions ont été séquencées. Les plasmides d’expression H-Ras"'"?,

HA-p38 et Mkk6-glu ont été gracieusement obtenus.

2.2 CULTURE CELLULAIRE, TRANSFECTION D’ADN ET ESSAI LUCIFERASE

Les cellules HEK 293-T, COS-1 et HS5 78-T ont été cultivées dans des pétris cellulaires de
100-mm (Corning Incorporated) et incubées dans un milieu humidifié a 37°C contenant 5%
de CO,. Les cellules sont maintenues dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) (Sigma) supplémenté avec 5% de sérum feetal bovin (FBS) (Gibco). Pour
les expériences, les cellules sont transférées dans du DMEM sans rouge de phénol (Sigma)
avec 5% de stripped FBS pour minimiser les effets estrogéniques du milieu de culture
complet. A 50-60% de confluence cellulaire, les cellules sont transitoirement transfectées
dans des plaques de 24 puits (Corning Incorporated) avec 2 g d’ADN total incluant 500 ng
des plasmides rapporteur ERE-bluc, ERE-tkluc ou GalSbluc, 100 ng de vecteur
d’expression de ERP sauvage de souris, de forme mutée de ERB ou de ERa de souris, de
200 ng de vecteur d’expression de kinase ou de protéine a activité GTPase, 250 ng de
plasmide de P-galactosidase par la méthode de précipitation de ’ADN au calcium-
phosphate (239). Le milieu DMEM est remplacé 5-6 heures aprés la transfection par du
milieu frais contenant divers traitements pour les cellules. Pour les traitements avec le
ligand des récepteurs des estrogenes, 10 nM de 17(3-estradiol (Sigma) solubilisé dans de
I’éthanol est ajouté durant 20 heures. Pour les études d’inhibition du protéasome, MG132
(Z-Leu-Leu-Leu-CHO) (Sigma) ou Clasto-Lactacystine-3-Lactone (BIOMOL) est ajouté
aux cellules & des concentrations variant entre 0 et 5 UM solubilisé dans le DMSO. Pour
les études sur I’apoptose, les cellules sont traitées 30 minutes avec 40 UM d’inhibiteur
général de caspases Z-VAD-fmk (R&D Systems), puis le milieu DMEM est remplacé par
du milieu frais comprenant ou non du MG132. Pour les études liées a la signalisation des

MAPK, des traitements avec 10 uM d’inhibiteur de la kinase p38, SB 203580,
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(CALBIOCHEM), 10 uM d’inhibiteur de JNK, SP 600125, (BIOMOL) ou 50 uM
d’inhibiteur de MEK, PD98059, (BIOMOL) sont ajoutés aux cellules durant 20 heures. A
la suite des traitements, les cellules sont recueillies avec un tampon de lyse de phosphate de
potassium contenant 1% Triton X-100, puis un essai luciférase est alors réalisé en
déterminant les niveaux d’expression de la luciférase. Pour se faire, I’émission de lumiére
générée par I’addition du substrat de la luciférase, la D(-)-Luciférine (Roche), est mesuree a
I’aide d’un luminométre (Wallac). Les valeurs de luciférase, réalisées en duplicata et
reproduites au moins pour un nombre n=2 ou n=3 expériences, sont ensuite normalisées
avec Dactivité de la B-galactosidase et exprimées en unité relative de luciférase (RLU), puis
converties en niveau ou en % d’activité en corrigeant les RLU des cellules traitées avec les

RLU des cellules non-traitées en fixant leur niveau d’activation a 1.0.

2.3 IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN

Pour I’'immunodétection de ERP et de ses formes tronquées, de la B-actine, de p38 ou de
p38 phosphorylée dans des extraits cellulaires totaux, la croissance des cellules HEK 293-T
se fait sur des pétris cellulaires de 100mm de diamétre dans le milieu DMEM en absence de
rouge de phénol contenant 5% de sérum dépourvus d’hormones stéroidienne et
thyroidienne. Par la suite, aprés transfection transitoire par la méthode de phosphate de
calcium utilisant 10 pg total d’ADN et les traitements appropriés dans les cellules, celles-ci
sont lavées 2 fois dans une solution saline de phosphate (PBS) et lysées dans un tampon
d’extraction. Le tampon de lyse utilisé, le RIPA, contient 1% de PBS, 0.1% de SDS, 0.5%
d’acide désoxycholique, 1% de Triton X-100, 1mM d’orthovanadate de sodium, 1mM de
fluoride de sodium, 1mM de phénylméthanesulfonylfluoride (PMSF) et des inhibiteurs de
protéases (Roche). Les lysats cellulaires sont préparés en centrifugeant les cellules 10
minutes 4 13 000g dans une microcentrifugeuse réfrigérée suite a une incubation des
cellules durant 30 minutes 4 4°C dans le RIPA. Les protéines solubles ont été mises sur gel

SDS/PAGE et subséquemment transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham
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pharmacia biotech). Les membranes sont par la suite incubées durant 16-20 heures a 4°c
en présence d’anticorps dirigé contre 1’épitope HA, pour la détection de ERP et de ses
formes tronquées fusionnés au peptide HA. Par la suite, les protéines marquées de leur
anticorps primaire anti-HA sont reconnues par un anticorps secondaire conjugué a la
peroxydase HRP (horse radish peroxidase) (Biosource International) avant d’étre détectées
avec un systéme de chimioluminescence ECL (Perkin Elmer Life Sciences). Pour
I’immunodétection de p38 et de p38 phosphorylée (PO4-p38), les nitrocelluloses sont
incubées avec un anticorps spécifique pour p38 et pour PO4-p38 (New England Biolab)
suivi de ’ajout d’un anticorps lié au HRP anti-souris (Biosource International) pour la
détection de chacun des anticorps primaires. Un anticorps monoclonal (Novus Biologicals)
a été utilisé pour détecter I’expression endogéne de la B-actine dans les cellules pour
normaliser les quantités en protéines. Pour tous les anticorps secondaires utilisés, le

systéme de détection ECL a permis de visualiser les bandes par autoradiographie.

2.4 IMMUNOPRECIPITATION

Des cellules HEK 293-T sont transfectées, durant 5-6 heures, de facon transitoire avec 4 lig
de plasmide d’expression HA-Ubiquitine, 4 pg de vecteur de ERB ou de ABCD, puis avec
1 pug de plasmide de B-gal et 1 pug de pKS. Vingt heures aprés leur traitement, les cellules
sont lavées une solution saline de phosphate (PBS) et lysées dans le tampon d’extraction
RIPA décrit précédemment. Les lysats cellulaires sont ensuite placés sur glace durant 30
minutes et centrifugés a 4°C pendant 10 minutes 4 13 000g. Le surnageant est incubé a 4°C
avec 1.2 ug d’anticorps polyclonal de ERB H-150 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) durant
16-20 heures. Par la suite, 8 L de billes de protéines d’agarose A/G (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) sont ajoutées aux lysats durant 2-4 heures sur la rotissoire a 4°C.
Enfin, aprés plusieurs lavages des lysats faits & l'aide du tampon RIPA, les
immunoprécipités sont analysés par immunobuvardage de type Western en utilisant un

anticorps anti-HA aprés les avoir été mis sur gel SDS-PAGE 10% puis transférés sur une
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membrane de nitrocellulose. L’analyse de la quantité d’IgG primaire, soit le ERB H-150,

sert de contrdle.

2.5 FRACTIONNEMENT CELLULAIRE

Pour la préparation des extraits cytosoliques et nucléaires, la croissance des cellules HEK
293-T se fait sur des pétris cellulaires de 100-mm de diameétre dans le milieu DMEM
contenant 5% de sérum dépourvus d’hormones stéroidienne et thyroidienne. Les cellules
transfectées avec les vecteurs d’expression de HA-ERP ou de HA-ABCD@ (9 pg d’ADN)
sont traitées avec 10 nM de 17P-estradiol et 1 pM de MG132. Apres 16-20 heures de
traitement, les cellules sont lavées dans la solution de PBS, puis lysées dans un tampon
hypotonique contenant 10 mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM de MgCl,, 10 mM de KCl, 0.5
mM de dithiothréitol (DTT), 0.5 mM de PMSF, supplémenté de 1mM d’orthovanadate de
sodium Na;VO, et de 1mM de fluoride de sodium NaF et ce, durant 20 minutes sur glace.
Les lysats cellulaires sont ensuite centrifugés 20 secondes a 8000 rpm a 4°C, puis la
fraction cytoplasmique, correspondant au surnageant, est récupérée. Le culot cellulaire est
alors dissout et lysé pendant 30 minutes sur glace avec des agitations occasionnelles dans
un tampon hypertonique contenant 20 mM HEPES (pH 7.9), 25% de glycérol, 1.5 mM de
MgCl,, 420 mM de KCI, 0.2 mM de EDTA, 0.5 mM de dithiothréitol (DTT), 0.5 mM de
PMSF, 1mM d’orthovanadate de sodium Na; VO, et ImM de fluoride de sodium NaF. Les
débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation a 8000 rpm a 4°C durant 5
minutes et la fraction nucléaire qui se retrouve dans le surnageant est alors récupérée.
L’analyse d’immunobuvardage de type Western, telle que décrite plus haut, est alors
effectuée sur les fractions cytosolique et nucléaire en utilisant un anticorps anti-HA pour
détecter la présence de ERP dans les compartiments cellulaires et avec un anticorps anti-
PARP (Poly-ADP-ribose-polymerase) (BD Biosciences) pour le contréle de Ila

contamination des fractions cytoplasmiques.
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2.6 MICROSCOPIE DE FLUORESCENCE

Dans des plaques de six puits (Corning Incorporated) dans lesquelles des lamelles de verre
(Fisher Scientific 22mm par 22mm) ont été déposées, des cellules croissent durant 16
heures dans du milieu DMEM sans rouge de phénol contenant 5% de sérum sans hormones.
Par la méthode de précipitation de I’ADN au calcium de phosphate, les cellules HEK 293-T
ont été transfectées avec 3 ng de GFP-ERP ou de GFP-ABCDJ en présence de 0.5 pg de
plasmide de [-galactosidase et de pKS durant 5-6 heures suivi de leur traitement au
MG132, au ligand ou laissées non-traitées. Aprés 20 heures de traitement, le milieu
DMEM contenant les traitements est retiré, puis les cellules sont alors fixées sur les
lamelles de verre en utilisant 1mL de 4% de paraformaldéhyde dans une solution tampon de
phosphate (PB) a pH 7.4 durant 5 minutes & la température ambiante. Les lamelles sont
ensuite lavées trois fois avec une solution PB pH 7.4 durant 5 minutes et 300 nM de 4°,6-
diamidino-2-phénylindole, dilactate (DAPI) dilué dans une solution de PBS permettant la
coloration des noyaux des cellules est ajouté aux cellules. Par la suite, un produit
accentuant la fluorescence des protéines de fusion et du DAPI, le composé Fluoroguard™
Antifade (BIO-RAD) est déposé, a raison de 10 pL, sur une lame (Fisherbrand Superfrost
Microscope Slides Precleaned; Fisher Scientific) avant d’inverser la lamelle, ou les cellules
sont fixées, sur le Fluoroguard mis sur la lame. Une fois la lamelle placée sur la lame, du
vernis 4 ongles est étendu sur les bordures de la lamelle pour la sceller a la lame. Les
cellules sont alors analysées par microscopie de fluorecence en utilisant un microscope
vertical 4 image droite (Nikon Microscope ECLIPSE E800). Le programme d’application
utilisé pour ’analyse des données & partir de la caméra digitale DXM1200 (Nikon) du
microscope est le programme ACT-1. Pour 1’étude requérant ’observation de la GFP, la
longueur d’onde d’excitation est 489 nm et la longueur d’onde d’émission est de 508 nm.
L’étude de la coloration des noyaux au DAPI se fait 4 une longueur d’onde d’excitation de

358 nm en ultra-violet (UV).
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2.7 ANALYSE FRAP

Le principe de FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching) se base sur
I’observation de la vitesse de récupération de la fluorescence d’une région cible suite a un
intense blanchiment de cette région par une lumiére laser. La vitesse de récupération se fait
en fonction du mouvement d’un marqueur de fluorescence dans cette région cible contenant
ce méme marqueur, mais qui, suite au blanchiment, devient non-fluorescent. Une région
noire de molécules photoblanchies entourée de molécules fluorescentes qui n’ont pas été
blanchie apparaitra suite a 1’intense émission de lumiére. Les molécules qui n’ont pas été
photoblanchies vont diffuser, autant qu’elles le pourront, dans cette région. La région noire
augmentera graduellement en intensité au fur et 4 mesure que les molécules fluorescentes y
diffuseront. L’analyse FRAP a été réalisée avec un microscope confocal Zeiss LSM 510
équipé d’un laser de 25 mA. La croissance des cellules se fait dans des chambres
constituées de lamelles de verre en borosilicate de 22 mm par 22 mm (Lab-Tek Brand
Products, Nalge Nunc International) qui sont directement utilisées pour I’analyse au
microscope. Vingt heures aprés avoir déposé des cellules HEK 293-T dans les chambres,
les cellules ont été transfectés durant 5-6 heures avec 3 pg de vecteur d’expression YFP-
ERP. Par la suite, les cellules ont été stimulées ou non avec 10 nM de E2 durant 20 heures,
puis elles ont été traitées ou non avec 10 uM de MG132 trois heures avant d’étre analysées.
Les images enregistrées montrent la section de 1’axe des z des noyaux cellulaires et ont été
obtenues avant et aprés le photoblanchiment & un intervalle de 393 ms.  L’intensité du
laser est de 0,1% avant et aprés le photoblanchiment pour la collecte des images alors que
D’intensité atteint 100% lors du photoblanchiment. La région photoblanchie correspond a
environ 20% de la surface du noyau normalement obtenue & la suite d’un photoblanchiment
d’environ 5 secondes. Le laser utilisé a une longueur d’onde de 514 nm, ’ouverture est a
500 um et les données recueillies correspondent & 100 itérations. L’échelle représentée sur
les images correspond & 10 um. Les courbes de récupération de fluorescence ont €té
effectuées a partir du programme informatique EXCEL et les intensités de fluorescence

obtenues dans le temps correspondent 4 une moyenne de 10 noyaux analysés.
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L’observation que I’activation de ERo et ERP causée par la liaison aux estrogénes soit
concomitante avec leur habilité a stimuler la transcription de génes cibles souleve la
question de I’importance que la dégradation de ERo et ERp occupe dans la stimulation de
la transcription par les récepteurs. Tout d’abord, pour tenter de comprendre ’impact de la
dégradation de ERo. et ERP sur leur activité transcriptionnelle, nous avons utilisé des
inhibiteurs du protéasome 26S sur des cellules HEK 293-T cotransfectées avec le geéne
rapporteur de la luciférase ERE-bluc et les vecteurs d’expression de ERo et ERB. Suite a
une stimulation des cellules durant 20 heures avec 10 nM de 17B-estradiol (E2), I'activité
transcriptionnelle a été mesurée avec ou sans les inhibiteurs du protéasome MG132 (1 et 5
M) ou Clasto-Lactacystine-B-Lactone (1 et 5 uM). Ainsi, comme le démontre la Figure
2A, I’inhibition du protéasome avec le MG132 abolit I’expression du géne rapporteur de la
luciférase engendrée par ERa et ERP sous I'influence du ligand. Cette diminution suggere
que la dégradation des ERs par la voie ubiquitine-protéasome est requise pour obtenir une
activation maximale de la transcription des génes par ERo et ERP en réponse au ligand.
Pour vérifier la spécificité de I’inhibiteur MG132, le traitement des cellules HEK 293-T
avec un autre inhibiteur du protéasome 268, le Clasto-Lactacystine-P-Lactone, a été réalisé.
Cet inhibiteur produit un effet similaire au MG132, mais moins important, sur la réponse de
I’activité transcriptionnelle de ERa et ERP en présence de E2, c’est-a-dire qu’il provoque
une diminution de la réponse transcriptionnelle dépendante du protéasome en présence
d’estrogeénes. Pour s’assurer que ces effets n’étaient pas spécifiques au type cellulaire, le
réle du protéasome 26S sur 1’activation ligand-dépendante de ERa et ERp a également été
étudié dans un autre contexte cellulaire. Selon la Figure 2B, des cellules COS-1 révelent
donc aussi la nécessité de la présence fonctionnelle du protéasome dans I’activation ligand-

dépendante de ERo et ERP.
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Figure 2. Effet du protéasome sur P’activation ligand-dépendante de ERa et ERJ.

Des cellules HEK 293-T (A) et des cellules COS-1 (B) ont été cotransfectées avec le gene
rapporteur de la luciférase ERE-bluc et les vecteurs d’expression de ERa et ERf. Les
plasmides d’expression de ERo et ERf} ont été produits par I’introduction des fragments de
ERo et ERP dans le site de clonage Sall-EcoR! du vecteur d’expression pCMX. L’activité
transcriptionnelle a été mesurée suite & une stimulation des cellules avec 10 nM de 17p-

estradiol (E2) avec ou sans les inhibiteurs du protéasome MG132 (1 et 5 uM) ou Clasto-
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lactacystine (1 et 5 uM). Les valeurs de luciférase ont été normalisées & partir de ’activité

de la B-galactosidase, puis exprimées en niveau d’activation.

Les récepteurs des estrogenes o et B sont des phosphoprotéines qui ont un degré
d’homologie trés grand (Figure 1). Cependant, leur fonction d’activation 1 (AF-1) est le
domaine le plus divergent entre les deux récepteurs nucléaires. Ainsi, des évidences d’une
activité différentielle provoquée par I’AF-1 de ERa et ERP ont été montrées lorsque les
récepteurs ne sont pas sous l'influence de leur ligand et par conséquent, ou la fonction
d’activation 2 (AF-2) de ERa et ERP n’est pas stimulée (240). Nous avons voulu
déterminer 1’effet du protéasome 26S, dans des cellules HEK 293-T transfectées avec un
géne rapporteur de la luciférase ERE-bluc et des plasmides d’expression encodant ERa et
ERp, sur I’activation ligand-indépendante de ERa. et ERP. Les résultats de la Figure 3A
nous montrent un niveau d’activation de la transcription de 7.9 fois pour ERa. en présence
de MGI132 comparativement a 1.6 fois pour ERP. La différence d’activation
transcriptionnelle de ERa et ERP lors de I’inhibition de la dégradation par le protéasome
suggére une régulation différente des deux récepteurs dans la cellule dépendante du
protéasome. Par la suite, une courbe de concentration de I’inhibiteur MG132 a été réalisée
sur I’activité ligand-indépendante de ERo et ERB. Les cellules HEK 293-T ont été traitées
en présence de quantités croissantes de MG132 (0 uM, 0.5 uM, 0.75 uM, 1 uM, 2.5 uM et
5 uM) et I’activité de la transcription a été mesurée. Comme illustré a la Figure 3B, ERa
et ERP répondent différemment a I’inhibition du protéasome. En effet, nous observons une
activité transcriptionnelle beaucoup plus élevée pour ERa jusqu’a une concentration de 1
UM. Par la suite, une chute de I’activité de ERo pour des concentrations de 2.5 UM et 5
UM survient. Pour étre en mesure de mieux cerner les différences de comportement entre
ERo et ERB, la concentration de MG132 adoptée pour les expériences ultérieures est donc

de 1 uM.
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Figure 3. Effet du protéasome sur ’activation ligand-indépendante de ERa ou ERB.

A. Les cellules HEK 293-T ont été transfectées tel que décrit dans la Figure 2 et ont été
testées pour mesurer lactivité de la luciférase suite a un traitement avec 1 uM de MG132
ou non en absence d’estrogénes. B. Des cellules HEK 293-T ont été cotransfectées avec le

rapporteur ERE-bluc et les vecteurs d’expression de ERa ou ERB. Les cellules ont ensuite
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été incubées avec des concentrations croissantes de MGI132, puis la réponse
transcriptionnelle a été mesurée par l’activité de la luciférase et une courbe de
concentration de MG132 a été établie. L’activité de ERo. et ERB mesurée en absence de

MG132 a été fixée a 100%.

Dans le but de déterminer le role des domaines fonctionnels dans la régulation protéasome-
dépendante de ERol et ERP, des génes d’expression exprimant des mutants tronqués de
ERo et ERP ont été construits. La Figure 4A schématise les différentes constructions
effectuées telles que la délétion de I’AF-1 des ERs, nommée CDEF, et la délétion de I’ AF-
2, nommée ABCD. Par la suite, les plasmides exprimant ces mutants de délétion ainsi que
les récepteurs sauvages ont été cotransfectés avec un gene rapporteur de la luciférase dans
des cellules HEK 293-T et le niveau d’activation de la transcription a été mesuré. Les
résultats illustrés dans la Figure 4B nous indiquent une régulation de ERo et ERP
dépendante de Dactivité du protéasome qui différe selon les domaines et fonctions
d’activation des deux récepteurs. En effet, pour ERa (FL), le traitement des cellules au
MG132 et au Clasto-Lactacystine-B-Lactone provoque une activation transcriptionnelle qui
ne dépend pas des fonctions d’activation AF-1 et AF-2. Le mutant CDEFa et le mutant
ABCDo. ne provoquent pas de différences dans I’activité transcriptionnelle protéasome-
dépendante générée en absence d’estrogénes comparativement a la réponse de ERo. Par
contre, pour ERP (FL), nous observons sur la Figure 4B une nette augmentation de la
réponse transcriptionnelle dépendante de I’activité du protéasome 26S lorsque le récepteur
comporte une délétion au niveau du domaine A/B qui contient I’AF-1 (CDEFp). De plus,
nous remarquons que le mutant ABCDp génére un niveau de la transcription similaire a
celui du géne d’expression ERP sauvage. Ces résultats suggérent que le niveau de I’activité
transcriptionnelle de ERP obtenu lors de I’inhibition du protéasome dépend de son domaine
A/B contenant I’AF-1. De plus, nous observons que les mutants CDEFa, et CDEFf
produisent tous deux une augmentation de l’activité transcriptionnelle qui dépend du

protéasome alors que la réponse obtenue par les mutants ABCDa. et ABCDf diverge en
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présence de MG132. ABCDo engendre une hausse de ’activité de la transcription en
présence d’inhibiteurs du protéasome, tandis que la réponse transcriptionnelle de ABCDj3
n’est pas modifiée en présence de MG132 ou de Clasto. Ce résultat suggére que I’activité
différentielle de ERo et ERB dépendante du protéasome repose sur I’AF-1 pour ERp et non
pas sur ’AF-2. Ainsi, d’aprés la Figure 4B, la présence de I’AF-1 ne modifie pas
significativement Dactivité basale de la transcription de ERP lorsque le protéasome est
inhibé, mais en son absence, le récepteur subit une dérégulation protéasome-dépendante et
modifie alors D’activité transcriptionnelle. Ces résultats se justifient également par
I’utilisation de génes d’expression de ERa. et ERP sous formes chimériques. Pour se faire,
nous avons transposé la portion N-terminale de ERo et ERP dans des vecteurs d’expression
contenant la portion C-terminale de ERP et ERal respectivement, puis des cellules HEK
293-T ont été transfectées avec ces plasmides ainsi qu’avec les plasmides encodant ERo et
ERP sauvage. Comme nous pouvons le constater sur la Figure 4C, la chimére ERof,
produit une augmentation de l’activité transcriptionnelle dépendante de I'inhibition du
protéasome. Cette hausse de I’activité rappelle la hausse du niveau d’activation de la
transcription observée sous l'influence des deux inhibiteurs du protéasome pour ERa et
pour CDEFP 4 la Figure 4B. Par contre, la chimére ERBo génére une réponse de Iactivité
de la transcription similaire & celle provoquée par ERB et ABCDp lorsque le protéasome est
inhibé dans la cellule. Par conséquent, nous constatons que la présence de I’ AF-1 de ERf
n’engendre pas une régulation protéasome-dépendante significative de ERP dans un état
non-stimulé et que ces effets sont transposables dans le contexte de ERa. Par contre, lors
de la délétion de son AF-1, nous observons que I’activité transcriptionnelle de ERB en

absence de ligand est dépendante du protéasome.
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Figure 4. Réle des domaines fonctionnels de ERa et ERB damns la réponse
transcriptionnelle ligand-indépendante. A. Les constructions ABCDa et ABCDf sont

des formes tronquées de ERa. et ERP qui ont été produites par une digestion du vecteur
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sauvage avec des enzymes de restriction appropriées suivie d’une auto-ligation du vecteur
digéré. Les vecteurs d’expression de CDEFa, CDEFpB, ERBa et ERaf} sont des formes
tronquées et chimériques de ERo. et ERP obtenues par la génération de fragments par PCR.
Les cellules HEK 293-T ont été cotransfectées de facon transitoire avec un geéne rapporteur
ERE-bluc, avec ERo ou ER et avec les formes tronquées de ERa et ERP (B) puis avec les
vecteurs d’expression encodant les formes chimériques de ERa et ERPB, ERPBa et ERaf3
(C). Apres la transfection, les cellules ont été traitées avec 1 UM de MG132 ou avec 5 uM
de Clasto-Lactacystine-P-Lactone durant 20 heures ou n’ont pas été traitées, puis ont été

recueillies pour mesurer, par luminométrie, I’activité de la luciférase.

Afin d’étudier la régulation protéasome-dépendante de la transcription de ERf} dans un
systéme de géne rapporteur différent en absence d’estrogénes, nous avons transfecté des
vecteurs d’expression de ERB et d’un mutant de délétion de I’AF-1 de ERB, CDEFR, dans
des cellules HEK 293-T dans deux contextes de génes rapporteurs de la luciférase. Suite ou
non au traitement des cellules avec MG132 (1 uM), nous avons mesuré le niveau
d’activation de la transcription produit par les différentes formes de ERB. D’abord, nous
avons étudié la régulation de ERP lors de l'inhibition de I’activité fonctionnelle du
protéasome en utilisant le géne rapporteur de la luciférase EREtkluc, rapporteur
comprenant un promoteur minimal de la thymidine kinase (tk) sous le controle d’un ERE
(Figure SA). Nous observons que la réponse de I’activité transcriptionnelle généree par
ERB en présence de MG132 est fortement relevée lorsque le domaine AF-1 est retranché du
récepteur. De méme, pour le deuxiéme contexte de géne rapporteur, ou le systeme
rapporteur GalSbluc a été utilisé pour étudier la régulation ligand-indépendante des
protéines de fusion de ERP lors de l'inhibition du protéasome dans la cellule, nous
observons également, d’aprés la Figure 5B, une différence de 1’activité de la transcription
entre ERP et CDEFp. En effet, dans ce systéme, 1’activité transcriptionnelle provoquée par
ERP est fortement augmentée une fois la délétion de I’AF-1 effectuée. Par conséquent,

d’aprés la Figure 5, la régulation ligand-indépendante de ERP par le protéasome s’effectue
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plus significativement lors de la délétion du domaine A/B de ERP contenant la fonction

d’activation AF-1 quelque soit le géne rapporteur utilisé.
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Figure 5. La régulation protéasome-dépendante de Dactivité de ERB n’est pas
dépendante du contexte du géne rapporteur. A. Les cellules HEK 293-T ont été
transfectées avec les plasmides d’expression encodant ERP et CDEFP, puis I’activité

transcriptionnelle a été mesurée a partir du géne rapporteur EREtkluc. B. L’activité de la
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luciférase a été mesurée avec le gene rapporteur GalSbluc suite a la transfection de cellules
HEK 293-T avec les vecteurs d’expression encodant les protéines de fusion Gal4-ERp et

Gal4-CDEFf. Avant de les recueillir, les cellules ont été traitées ou non avec MG132 (1

uM).

L’effet du protéasome sur I’activation ligand-indépendante de ERJ a également été étudié
dans un contexte cellulaire exprimant ERP de facon endogéne. En effet, les cellules de la
lignée cancéreuse du sein HS5 78-T sont connues comme étant ERB-positive alors que
I’expression de ERo. reste indétectable (241). Pour s’assurer de maintenir des niveaux
d’expression de ERP adéquat, nous avons cotransfecté les cellules avec un vecteur
d’expression de ERP. Ainsi, 4 la Figure 6, nous observons que la réponse de 1’activité
transcriptionnelle de ERB au MG132 dans ces cellules est trés basse et reste comparable a

la réponse de la transcription obtenue dans les cellules HEK 293-T (Figure 4B).
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Figure 6. La régulation protéasome-dépendante de Dactivité de ERPB n’est pas

dépendante du contexte cellulaire. Les cellules de la lignée cancéreuse du sein HS5 78-T
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ont été cotransfectées par la méthode décrite dans la Figure 2 et ont été testées pour mesurer

I’activité de la luciférase. Les résultats sont exprimés comme a la Figure 2.

Les inhibiteurs de protéasome tels que le MG132 sont des composés chimiques qui
viennent bloquer la dégradation des protéines et qui, par le fait méme, induisent
I’expression de protéines de choc thermique (HSP) et de chaperones du réticulum
endoplasmique permettant ainsi aux cellules de résister a de plus hautes températures et a
certains agents toxiques (158). Cependant, dans certaines conditions, ces inhibiteurs de
I’activité catalytique du protéasome 26S peuvent induire I’apoptose des cellules
cancéreuses accompagnée d’une activation de certaines caspases telles que les caspase-3 et
7 (242;243). Par conséquent, pour déterminer si 1’effet du MG132 a 1 puM sur la
transcription de ERP en absence de ligand est di & I'initiation des mécanismes apoptotiques
dans les cellules par I'utilisation de MG132, nous avons mesuré la réponse de ERJ et de
ABCDB en présence d’un inhibiteur général des caspases le Z-VAD-fmk. Dans la Figure
7, nous observons que le niveau de transcription obtenu pour ERP en présence de MG132
ne varie pas suite a I’ajout du Z-VAD-fmk. De fagon similaire, lorsque la forme tronquée
de ERB, ABCD, est en présence de 1'inhibiteur du protéasome et du Z-VAD-fmk, celle-ci
ne provoque pas une réponse transcriptionnelle différente de celle obtenue en absence de
’inhibiteur des caspases. Par conséquent, I’effet du MG132 sur le niveau d’activation de la
transcription généré par ERB et ABCDP ne semble pas étre un effet conséquent au

déclenchement de I’activité apoptotique de la cellule.
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Figure 7. La réponse transcriptionnelle de ERP ne dépend pas des effets de ’apoptose
dans la cellule. Les cellules HEK 293-T ont été transfectées avec le géne rapporteur de la
luciférase ERE-bluc en combinaison avec les vecteurs d’expression de ERB et ABCDp.
Les cellules ont été traitées avec 40 UM de Z-VAD-fmk durant 30 min ou non, puis avec 1
UM de MG132 en absence d’estrogénes tel qu’indiqué. Les cellules ont été recueillies pour

effectuer un essai luciférase et les valeurs ont été exprimées comme décrit dans la Figure 2.

La voie ubiquitine-protéasome cible une grande variété de protéines régulatrices pour leur
dégradation (165). L’observation que les récepteurs nucléaires sont dégradés par la voie
ubiquitine-protéasome de fagon hormono-dépendante et 1’identification d’enzymes de la
voie ubiquitine-protéasome 26S impliquées dans la coactivation transcriptionnelle des
récepteurs nucléaires suggérent un lien entre cette voie et la transcription de génes ciblés
par les récepteurs nucléaires (168;225;244;245). Afin de mieux comprendre I'impact de la
perturbation du systéme de dégradation ubiquitine-protéasome par le MGI132 sur la
transcription produite par ERP, la susceptibilité relative du récepteur et de ses formes
tronquées a la dégradation par le protéasome a été mesurée. Ainsi, les différences de

niveau protéique de ERP ont été comparées. Tout d’abord, le niveau protéique du récepteur
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ERP sauvage dans la Figure 8A est plus faible en présence de E2 que lorsque les cellules
ne sont pas traitées. Cette régulation hormonale des quantités protéiques a déja été
démontrée pour ERa (168). De plus, le traitement au MG132 sur des cellules transfectées
avec le vecteur d’expression de ERP résulte en une augmentation de la quantité de
protéines du récepteur. Cette accumulation de ER survient grace a I’action du MG132 sur
le blocage de la dégradation des protéines dans la cellule. ERP semble donc étre une cible
de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome 26S. L’analyse de la séquence primaire de
ERP en utilisant un programme de recherche de séquence PEST a permis 1’identification
d’un motif PEST candidat situé entre les acides aminés 23 et 46 du récepteur de souris. La
région PEST identifiée a un pointage de —2,16 sur une échelle de potentiel des séquences
PEST allant de —50 a +50. Le domaine A/B de ERP contient donc une séquence PEST,
c’est-a-dire une séquence impliquée dans la dégradation rapide des protéines par la voie
ubiquitine-protéasome et par la voie de la calpaine (227). Ce méme domaine A/B contient
également plusieurs sites consensus de phosphorylation par les MAPK. Ces sites de
phosphorylation, que possédent un grand nombre de récepteurs nucléaires, peuvent agir de
différentes fagons dans la régulation de ERP ou de d’autres récepteurs nucléaires telles que
provoquer l’interaction avec des coactivateurs (82) et constituer un signal de dégradation
pour la voie ubiquitine-protéasome (235). Dans les essais luciférase présentés dans la
Figure 3B, ’activité transcriptionnelle obtenue avec la forme de ERP contenant la séquence
PEST candidate et les sites MAPK dans la région AF-1, mais pour laquelle la région de
I’AF-2 a été délétée, est similaire a 1’activité générée par la forme sauvage de ERf. De
plus, dans la Figure 8B, la régulation ligand-indépendante de cette forme de ERp, soit
ABCDJ, semble pouvoir étre bloquée par 1’inhibition du protéasome, c’est-a-dire que nous
observons une accumulation de la protéine lorsque les cellules sont traitées au MG132.
Cependant, 1’analyse de buvardage Western réalisée sur une forme tronquée de ERJ ou la
région de I’AF-1, contenant la séquence candidate PEST et les sites MAPK, est absente,
soit CDEF, nous montre une altération du patron de la stabilité du récepteur en absence du
ligand (Figure 8C). En effet, il n’y a pas d’accumulation de CDEFP au moment ou les

cellules sont traitées au MGI132. L’analyse d’immunobuvardage de type Western
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détermine donc les quantités protéiques du récepteur et suggeére alors fortement que CDEFf
est stabilis¢ de fagon ligand-indépendante avec ou sans le traitement au MGI132.
Fonctionnellement, le récepteur CDEF est transcriptionnellement beaucoup plus actif lors
de I’inhibition de P’activité cellulaire protéasomale que ERPB sauvage et que le mutant
ABCDS tel que déterminé précédemment (Figure 4A). Etant donné que le CDEFpB ne
contient pas la région AF-1 ceci suggére que cette région du récepteur contribue a réguler,
en absence d’estrogénes, les niveaux protéiques de ERP et a maintenir des niveaux basals
d’activité transcriptionnelle de ERP lors de l'inhibition du protéasome. En effet, lors de la
délétion de I’AF-1, la régulation de I’activité transcriptionnelle de ERB en absence de son
ligand est dépendante du protéasome tandis que I’activité transcriptionnelle de ERP

sauvage n’est pas significativement protéasome-dépendante.
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Figure 8. MG132 provoque P’accumulation de ERf dans les cellules.

Les cellules HEK 293-T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression de (A) ERB, de
(B) ABCDB et de (C) CDEFB. En présence ou non de MG132 (1 uM) ou de 10 nM de E2,
des extraits totaux ont été réalisés, puis analysés par immunobuvardage de type Western
pour les niveaux d’expression des diverses formes de ERP et pour la B-actine, contrdle de

la quantité de protéines par puits.

Pour cibler des substrats protéiques vers le protéasome 268, la cellule doit permettre une

modification post-traductionnelle qui consiste a leur lier, de fagon covalente, une chaine
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contenant plusieurs molécules d’ubiquitine (116). Afin de mieux comprendre le rdle et
I'importance de 1'ubiquitination sur la régulation protéasome-dépendante de ERP de fagon
ligand-indépendante, nous avons alors étudié I’état d’ubiquitination du récepteur. Ainsi,
pour établir le role de la région A/B dans la régulation protéasome-dépendante de ERP en
absence de ligand, nous avons étudié I’état d’ubiquitination de ERP et de ABCDP. Des
cellules HEK 293-T ont été transitoirement transfectées avec des vecteurs d’expression de
ERJ et de ABCDp, et avec un plasmide d’expression de I'ubiquitine étiqueté avec 1’épitope
HA. Comme nous pouvons le constater sur la Figure 9A 1'ubiquitination de ERP n’est pas
détectée pour des extraits cellulaires stimulés avec 10 nM de E2 ou non-stimulés.
Cependant, un tres fort signal d’ubiquitination apparait pour la forme ubiquitinée de ERP a
partir de cellules HEK 293-T transfectées avec HA-ubiquitine et traitées avec 1 UM de
MG132. Etant donné que I'ubiquitine se conjugue habituellement a certains résidus lysines
de protéines ciblées pour la dégradation, résidus faisant partie de séquences spécifiques
appelée D-Box, et que des chalnes de polyubiquitines s’y forment, les protéines
ubiquitinées sont souvent visualisées comme une échelle de hauts poids moléculaires par
des immunobuvardages de type Western. Le trés fort signal que nous observons dans la
Figure 9A et B, suite a des traitements au MG132, représente I’hétérogénéité des formes
polyubiquitinées de ERP et de ABCDB. Le MGI132 semble donc provoquer une
accumulation de ERP ubiquitiné suggérant la stabilisation du récepteur. Pour la forme de
ERP composée de la région AF-1, ABCDf, I’état d’ubiquitination du récepteur semble
similiaire a celui de ERPB ce qui suggére que I’AF-1 est ciblée par la voie ubiquitine-
protéasome dans la régulation de ERP. Quoiqu’il s’avere difficile de comparer
I’ubiquitination de ERP dans ce type d’expérience, les réponses observées pour ERP et
ABCDJ en présence de MG132 proposent des niveaux d’ubiquitination similaires. Ceci
suggere la participation de la région AF-1 de ERP dans la régulation ligand-indépendante
de ERP et que cette régulation, qui est protéasome-dépendante, requiert 1’ubiquitination du

récepteur.
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Figure 9. MG132 provoque I’accumulation des formes ubiquitinées de ERB.

Des cellules HEK 293-T ont été cotransfectées avec les vecteurs d’expression de
I’ubiquitine (HA-Ub), de ERB (A) et de ABCD (B), puis traitées au 17B-estradiol (10 nM)
avec ou sans MG132 (1 puM) durant 20 heures. Les extraits cellulaires ont ensuite été
immunoprécipités avec un anticorps anti-ERf, puis analysés par immunobuvardage de type
Western avec un anticorps anti-HA. Les quantités en protéines sont normalisées en

fonction du contenu en IgG.

Le protéasome est un élément régulateur trés important dans la cellule. Nous avons
démontré que pour obtenir un niveau de transcription maximale en réponse a I’hormone, le
protéasome est indispensable a une activation ligand-dépendante de ERa et ERP (Figure 2).
Egalement, d’aprés la Figure 3A, le protéasome joue un rdle primordial dans la régulation
de la transcription par ERB en absence de ligand, mais cette régulation est dépendante de la
délétion de I’AF-1 de ERB. En effet, dans un état non-stimulé et lors de 1’inhibition du

protéasome, le cyle de transcription maintenant une activité basale de ERp est dérégulé lors
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de la délétion de son AF-1. Puisqu’il ne semble pas exister de corrélation entre 1’activité
transcriptionnelle de ERP et une augmentation des niveaux protéiques totaux en absence de
son AF-1 dans la régulation protéasome-dépendante du récepteur, nous nous sommes alors
demandés par quels moyens, autres que par le controle de la quantité de protéines, le
protéasome peut-il réguler I’activité de ERP dans la cellule. Nous avons alors effectué
’analyse par 3 approches différentes, soient 1’étude de la distribution cellulaire de ERf,
I’analyse de la compartimentalisation cellulaire de ERJ et I’étude de la mobilité nucléaire

de ERp.

Premiérement, nous avons fait I’étude de la distribution cellulaire de ERJB dans des cellules
fixées. Pour déterminer le rle du protéasome dans le comportement de la distribution
cellulaire de ERB, nous avons sous-cloné la région codante de ERp et d’une forme tronquée
de ERB, ABCDB, dans un vecteur pEGFP, soit un vecteur encodant la protéine fluorescente
GFP. Pour s’assurer que la portion GFP de notre construction GFP-ER[ n’empéchait pas
ERP de répondre a son ligand, des cellules HEK 293-T ont été cotransfectées avec les
plasmides d’expression de GFP-ERP et de GFP avec un géne rapporteur de la luciférase
contenant un élément de réponse au récepteur des estrogénes ERE-bluc. Comme illustré
dans la Figure 10A, Dactivité transcriptionnelle générée par GFP-ERPB augmente en
présence de 17B-estradiol démontrant que le plasmide GFP-ERJ répond au ligand malgré la
présence de la portion GFP. L’effet du MG132 sur la distribution de GFP-ER et de GFP-
ABCDJ a été mesuré par microscopie de fluorescence en utilisant des cellules HEK 293-T
transfectées avec les vecteurs d’intérét. Dans la Figure 10B, nous constatons que la
distribution de la protéine GFP seule est diffuse et uniformément répartie dans le
cytoplasme et le noyau. Cependant, la protéine chimérique GFP-ERf présente une
distribution beaucoup plus spécifique. En effet, en absence de stimulation au ligand, GFP-
ERP se retrouve majoritairement dans le noyau de la cellule avec une légére distribution au
niveau du cytoplasme. Toutefois, GFP-ERp, avant I’ajout de I’hormone, semble avoir une
distribution nucléoplasmique diffuse, mais ne semble pas se retrouver dans les nucléoles.

La distribution de GFP-ER suite 4 la stimulation avec 10 nM de E2 est entiérement
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nucléaire et suggere une activation transcriptionnelle en réponse au ligand. D’ailleurs, on
remarque ’apparition de foyers ponctuels suggérant la stimulation de I’activité de
transcription par GFP-ERP. Ce patron dans la distribution nucléaire suite a la réponse au
ligand a été également décrit (229). On remarque également que GFP-ERP semble étre
principalement toujours a I’extérieur des nucléoles. Suite au traitement au MG132, le GFP-
ERp est a nouveau distribué majoritairement dans la région nucléoplasmique, mais semble
étre réparti de facon plus diffuse dans cette région que lors de la présence de 1’hormone
dans la cellule pouvant laisser présager une réponse transcriptionnelle modérée en réponse
au MG132 comparativement a la réponse provoquée par E2. Bref, la distribution de GFP-
ERP ne semble pas étre affectée par l’inhibition du protéasome dans la cellule par
comparaison 4 la distribution observée pour GFP-ERP en absence de ligand. De plus, nous
observons une répartition similaire du récepteur lorsque la protéine de fusion GFP-ABCDf
(Figure 10B) est en présence ou non de MG132. Le GFP-ABCDS en présence ou non de
MG132 reste nucléaire, est distribué de facon diffuse, mais demeure a I’extérieur des
nucléoles. Il est cependant difficile de faire des corrélations claires entre la transcription et
la sub-localisation, mais ces résultats suggerent des différences subtiles dans la distribution

sub-nucléaire de ERP en réponse au MG132.
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Figure 10. Effet du protéasome sur la distribution cellulaire.

A. Validation de la construction GFP-ERp en réponse a E2 par essai de luciférase sur des
cellules HEK 293-T transfectées avec ERE-bluc. B. Analyse de la distribution cellulaire de
GFP, GFP-ERp et GFP-ABCDp par microscopie de fluorescence de cellules transfectées.
Les cellules HEK 293-T ont été traitées avec 10 nM de E2 et avec 1 uM de MG132 tel
qu’indiqué. Les cellules ont été fixées, puis la distribution cellulaire ainsi que le DAPI ont
été analysés. Le vert représente la distribution de GFP, de GFP-ERP ou de GFP-ABCDf

dans la cellule tandis que le bleu illustre les noyaux des cellules.
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Deuxiémement, nous avons déterminé la localisation intracellulaire de ERP et de
ABCDf dans la cellule sous I’influence du MG132. Pour étre en mesure de déterminer le
réle du protéasome sur la localisation cellulaire, les cellules HEK 293-T ont été transfectées
avec les vecteurs exprimant ERB ou ABCDP. Une analyse de compartimentalisation
cellulaire des formes de fusion de HA-ERJ et HA-ABCDP par immunobuvardage de type
Western a ensuite été réalisée. Les résultats présentés 4 la Figure 11A montrent que le
traitement & ’hormone (E2) augmente la distribution protéique de ERP dans le noyau
comparativement a la quantité protéique du récepteur qui se trouve dans le cytoplasme. La
microscopie de fluorescence (Figure 10B) nous a également révélé une distribution plus
importante du récepteur dans le noyau suite a une stimulation des cellules & E2. Une
corrélation entre la distribution cellulaire (Figure 10) et ’analyse de compartimentalisation
(Figure 11) de ERP est alors observée. Le traitement des cellules au MG132 (1 uM)
provoque une augmentation de la quantité de protéines de ERP dans le noyau. De plus,
cette augmentation de ERP dans le noyau en présence de MG132 peut étre visualisée en
observant la distribution cellulaire du récepteur dans la Figure 10. Cependant,
contrairement & ERPB, nous observons une diminution des niveaux protéiques de ABCDf
dans le noyau avec le MG132, mais une augmentation de la protéine dans la fraction
cytosolique. Ce comportement n’est toutefois pas en mesure d’étre visualisé avec I’étude
de la distribution cellulaire de ABCDP par microscopie de fluorescence représentee a la
Figure 10B. Malgré les comportements observés dans les divers compartiments cellulaires,
la méthode est limitée par la contamination possible de la protéine du noyau vers le
cytoplasme lors du fractionnement. En effet, pour la contamination, nous avons observé
que la fraction cytosolique pouvait avoir été contaminée par une lyse prématurée de la
fraction nucléaire lors du fractionnement sub-cellulaire tel que déterminé par une analyse
Western des fractions avec un marqueur spécifique au noyau, soit le PARP (poly-ADP-
ribose-polymérase) (Figure 11B). Cette contamination peut laisser présager une
surévaluation du signal de ER au cytoplasme comparativement aux expériences décrites en
fluorescence (Figure 10). En somme, il semble que le protéasome joue un réle dans la

localisation et la distribution intracellulaire de ERB. ERJ sauvage ubiquitiné et stabilisé
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par I’inhibition du protéasome semble étre séquestré dans le noyau, tandis que ABCDf
ubiquitiné et stabilisé est dirigé vers le cytosol. Par conséquent, les résultats de la Figure
11 appuyés des résultats de la Figure 10 démontrent un effet du protéasome dans la

distribution cellulaire de ERf en absence de I’hormone.
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Figure 11. Compartimentalisation cellulaire de ERp.

Des cellules HEK 293-T non-transfectées (NT) ou transfectées avec les vecteurs
d’expresssion de ERB ou de ABCD ont été recueillies et les fractions cytosoliques (C) et
nucléaires (N) ont été séparées. Tel qu’indiqué, les cellules ont été traitées avec 10 nM de
E2 ou avec 1 pM de MGI132. Les extraits cellulaires ont été analysés par
immunobuvardage de type Western avec un anticorps anti-HA (A) et avec un anticorps

anti-PARP (B).
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Troisiémement, pour tenter de comprendre le rle que peut jouer le protéasome dans la
régulation ligand-indépendante de I’activation transcriptionnelle de ERJ, nous avons étudié
la mobilité intranucléaire en temps réel du récepteur ERJ sur des cellules vivantes. Pour se
faire, nous avons généré une protéine de fusion ou la région codante de ERP a été sous-
clonée dans le plasmide pEYFP. La protéine fluorescente jaune chimérique ainsi formée
est composée d’une étiquette YFP (yellow fluorescent protein) en N-terminal de mER qui
n'altére pas I’activité luciférase du clone en réponse & I’hormone tel que déterminé par essai
de luciférase (Figure 12A). Par la suite, la mobilité intranucléaire de ERJ a été évaluée par
analyse FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching). La mesure consiste a
mesurer la récupération de fluorescence de cellules HEK 293-T transfectées avec le vecteur
d’expression de YFP-ERJ ayant subi un photoblanchiment (bleach) sur une zone précise du
noyau. La Figure 12B montre ’analyse FRAP réalisée sur les cellules. Une région
rectangulaire d’aire fixe dans le noyau a été photoblanchie (bleach) en appliquant la
puissance maximale du laser d’un microscope confocal pendant ~5sec et les images du
noyau ont été recueillies a toutes les 393 ms. Les images de la Figure 12B, représentant
une section de I’axe des Z du noyau entier d’une cellule, ont été obtenues avant le
photoblanchiment (pre-bleach), immédiatement aprés le photoblanchiment (post-bleach) et
a des temps indiqués aprés le photoblanchiment. Entre les temps O et 5 sec, les cellules ont
été photoblanchies puis, la fluorescence a diminué dans la région encadrée. La récupération
du signal de fluorescence qui suivra refléte directement la mobilité intrinséque de ERP dans
diverses conditions. En effet, si le temps de récupération est long, la mobilité du récepteur
sera donc restreinte et lente. Tout d’abord, nous observons une récupération plus rapide de
la fluorescence dans la Figure 12B, ou YFP-ERP est en absence de ligand,
comparativement 4 YFP-ERP en présence de ligand suggérant un ralentissement de la
mobilité de ERB en réponse au ligand. Comme il a été démontré pour ERa, ce
ralentissement est vraisemblablement associé a une activation de la transcription. De plus,
nous remarquons que la récupération de la fluorescence apres le photoblanchiment s’avére
extrémement lente lorsque les cellules transfectées avec YFP-ERP subissent un traitement

au MG132 (1 uM) par comparaison avec la récupération de la fluorescence des cellules en
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absence de ligand. L’intensité de fluorescence dans les régions blanchies normalisée en
fonction d’une région non-blanchie sur un total d’au moins 10 noyaux a été quantifiée et les
courbes de récupération des signaux de fluorescence des cellules en fonction des
traitements sont illustrées dans la Figure 12C. Le temps de demi-récupération (ti/2) , c’est-
a-dire le temps correspondant & 50% de I’intensité de fluorescence récupérée, a été calculé.
En effet, comme nous le constations dans la Figure 12B, le t;» de YFP-ERJ en absence de
ligand (27+3sec) est beaucoup plus rapide que le t;» de YFP-ERP influencé par le ligand
(162£18 sec). De plus, I’inhibition du protéasome 26S semble limiter, de fagon encore plus
significative, la mobilité de YFP-ERP. Effectivement, le ti/; est de plus de 300 secondes
lorsque YFP-ERP est en présence de MG132. Ainsi, la mobilité intranucléaire de ERP
semble étre ligand- et protéasome-dépendante. Par conséquent, nous suggérons que
I’inhibition de la régulation protéasome-dépendante du récepteur réduit grandement la
mobilité de ERB en 'immobilisant dans le noyau, ce qui se traduit par une accumulation

accrue de ERP nucléaire (voir Figure 11).
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Figure 12. Effet du protéasome sur la mobilité intranucléaire de ERf.

A. Validation de la construction YFP-ERP en réponse a E2 par essai de luciférase sur des
cellules HEK 293-T transfectées avec ERE-bluc. B. Une analyse FRAP a été réalisée sur
des cellules HEK 293-T transfectées avec le vecteur d’expression YFP-ER traitées ou non
avec E2 ou MG132. Les images représentent une section de I’axe des Z du noyau de la
cellule obtenue avant le photoblanchiment (bleach) des cellules de la zone encadrée et

pendant la récupération aux temps indiqués. La barre d’échelle représente 10 um. C. Les
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courbes de récupération des signaux de fluorescence dans les cellules sont illustrées pour
des traitements avec le ligand ou avec le MGI132. Les valeurs de l'intensité de
fluorescence, c’est-a-dire la fluorescence relative de la région d’intérét (ROI), représentent
une moyenne d’au moins 10 noyaux et sont représentées en fonction du temps. Le temps

correspondant a 50% de récupération des niveaux de fluorescence est indiqué (ti/2).

Le protéasome semble donc étre en mesure de réguler ERP en agissant sur sa distribution
cellulaire, sur sa localisation intracellulaire et sur sa mobilité nucléaire. Ces mécanismes de
régulation de ERP par le protéasome pourraient expliquer les effets de 1’inhibition du
protéasome sur la transcription des geénes causée par ER[, mais également étroitement

contrdlée par le domaine A/B contenant 1’ AF-1.

Jusqu’a maintenant, nous nous sommes interrogés sur le role du protéasome dans la
régulation ligand-indépendante de ERP et sur les mécanismes permettant cette régulation
par le protéasome. Il est connu que I’activité ligand-indépendante de plusieurs récepteurs
nucléaires dont ERP est controlée par l’activité AF-1. Cette régulation est souvent
dépendante d’une phosphorylation directe au niveau du domaine AF-1 permettant de
moduler ’activité transcriptionnelle. Par conséquent, nous allons maintenant tenter de
comprendre comment I’AF-1 de ERP peut contribuer a la régulation protéasome-

dépendante du récepteur et ce, en absence de son ligand.

Dans un premier temps, nous nous sommes penchés sur les différentes caractéristiques
fonctionnelles de I'AF-1 de ERP. Dans la région A/B de ERP, plusieurs sites consensus de
phosphorylation par les MAPK ayant une séquence riche en proline PXX-S/T-P sont
présents (Tableau II).
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Tableau II. Cibles de phosphorylation de ERa et ERP et activité transcriptionnelle

Sites de Voies de Activité Références
phosphorylation phosphorylation transcriptionnelle
impliquées
ERa
S104 CDK2 T (95)
S106 CDK2 T (95)
S118 CDK7, MAPK, PKC 0 (64,65;81;99-101)
S167 AKT, pp90™~! 1 (83;92)
S236 PKA L (79)
T311 MAPK (p38) 7 (66)
ERP
S25 ND* * ND*
S31 ND* g* ND*
S69 ND* ND* ND*
S94 ND* ND* ND*
S106 MAPK 1 (82)
S124 MAPK 1 (82)
S154 ND* ND* ND*
8158 ND* ND* ND*

ND#* : Non-Déterminée

Bien que le role fonctionnel de la plupart de ces sites reste inconnu, certains sites de ER,

comme les serines 106 et 124, reconnus pour intervenir dans le recrutement de

coactivateurs lors de 1’activation de la transcription, pourraient intervenir dans la régulation

du récepteur par le protéasome. De multiples mutations ponctuelles des sites MAPK visant

a remplacer les résidus serines en alanines ont alors été réalisées afin d’en mesurer les

effets. Pour se faire des cellules HEK 293-T ont été cotransfectées avec un géne rapporteur

de la luciférase ERE-bluc et avec les mutants de ERf et testés en comparaison avec ERP

non muté en réponse au MG132 par essai luciférase. L’activité transcriptionnelle observée

avec ces formes mutées de ERP est représentée dans la Figure 13A. Nous remarquons que

lorsque 1’activité fonctionnelle du protéasome 26S est inhibée dans la cellule, le niveau

d’activité de la transcription de certaines formes ponctuellement mutées de ERP est

beaucoup plus élevé que le niveau mesuré pour ERf sauvage (WT) en absence de ligand.
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Ainsi, particulierement, 1’activité transcriptionnelle des mutants ponctuels S94A, S106A et
S124A semblent étre régulée par le protéasome. En effet, la serine 106 seule ainsi que la
serine 124 seule, bien connues pour recruter en duo le coactivateur SRC-1 (82) lors de
I’activation de la transcription par ERJ, semblent étre d’une grande importance dans la
régulation du récepteur par le protéasome 26S. De méme, lorsque ces 3 serines sont mutées
individuellement lors de l’inhibition du protéasome, les sites MAPK auxquels elles
appartiennent ne semblent plus étre en mesure de maintenir I’activité transcriptionnelle
basale de ERP et ainsi, le niveau de la transcription de ces formes de ERP est plus élevé
que pour ERP sauvage. Il semble, cependant, qu'un mutant de ERP soit & 1’origine d’une
régulation plus étroite du récepteur par ces sites MAPK. Effectivement, la double mutation
S94A et SI06A génére une activation de la transcription trés élevée en présence de MG132,
signe d’une dérégulation de ce récepteur dépendante du protéasome. Surprenamment, nous
observons un niveau d’activité transcriptionnelle similaire au niveau de ERP sauvage (WT)
lorsque la serine 69 ou la serine 154 en plus des 2 serines régulatrices 94 et 106 et de la
serine 124 sont ponctuellement mutées. Néanmoins, ce résultat suggere que les sites de
phosphorylation MAPK contenant les serines 94 et 106 participent a la régulation
protéasome-dépendante de ERP en absence de ligand. Dans la Figure 13B, nous avons
reproduit la méme expérience en mutant de fagon ponctuelle les sites de phosphorylation
MAPK de la forme tronquée de ERP, soit ABCD, ou le domaine de liaison au ligand et
I’AF-2 sont absents. Somme toute, nous observons les mémes comportements
transcriptionnels pour ABCD comportant la double mutation S94,106A, mais il semble
que la serine 124 soit moins indispensable que pour ERP dans la modulation du récepteur.
Pour ABCD, il est donc clair que le maintien d’une activité transcriptionnelle basale par le
récepteur lors de I’inhibition du protéasome requiert les sites MAPK contenant les serines
94 et 106. Bref, la Figure 13A,B illustre que les sites MAPK des serines 94 et 106
participent & la régulation protéasome-dépendante de ERP en absence de ligand et que leur
intégrité est promordiale dans le maintien d’un cycle basal de la transcription. Il a été
démontré qu’un motif appelé PEST, riche en proline, en acide glutamique, en serine et en

thréonine, peut agir en tant que signal de dégradation rapide des substrats par la voie
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ubiquitine-protéasome (227). Nous avons identifié une séquence candidate, située dans la
région 23 a 46 acides aminés de ERP se rapprochant du motif PEST. Pour tenter d’évaluer
I’'impact de ce signal sur la régulation protéasome-dépendante de ERP, nous avons étudié
les effets transcriptionnels d’une forme de ERP, soit ERB-485, ou les 64 premiers acides
aminés sont absents. De cette fagon, dans des cellules HEK 293-T cotransfectées avec
ERE-bluc et avec ERP ou ERP-485, nous avons étudié le niveau d’activité de la
transcription généré dans les cellules apres les avoir traitées ou non au MG132. La Figure
13C illustre les résultats de luciférase obtenus. Comme nous pouvons le constater, la forme
ERf-485 provoque une forte augmentation du niveau de 1’activité de la transcription en
présence de MG132 comparativement a celui de ERPB. Par conséquent, a premiére vue, il
semble que cette séquence PEST puisse participer a la régulation protéasome-dépendante
de ERP, mais toutefois, il est & noter que cette séquence de ER[} (23-46a.a) contient 2 sites
consensus de phosphorylation par les MAPK (S25 et S31) qui pourraient également
intervenir dans la modulation de ERP en présence de MG132. Ainsi, la présence de cette
séquence contribue a garder des taux basals de la transcription lors de l'inhibition du

protéasome.
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Figure 13. Réle des sites consensus de phosphorylation sur la régulation protéasome-
dépendante de ERB. Les cellules HEK-293-T ont été cotransfectées avec un gene
rapporteur ERE-bluc et avec des vecteurs exprimant des mutants ponctuels des serines,
sites consensus MAPK, de I’AF-1 de ERB (A) et de ABCDJ (B) ou avec une forme de
ERP, ERB-485, contenant une délétion de 64 acides aminés dans la région N-terminale (C).
Un traitement au MG132 (1 uM) a été effectué ou non sur les cellules, puis le niveau
d’activation de la transcription a été mesuré par 1’activité de la luciférase. Les chiffres
correspondent aux positions des résidus serines de I’AF-1 de ERP qui ont été substitués par

des résidus alanines.
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Dans un deuxiéme temps, pour tenter de mieux comprendre les mécanismes de régulation
protéasome-dépendante de ERP par les sites MAPK de la région AF-1 en absence de
ligand, nous avons évalué la contribution de I’activation de la cascade MAPK par
I’expression d’un mutant constitutif de ’oncogéne ras (rasV12) sur cette régulation. Des
études précédentes ont permis de démontrer que 1’expression de I’oncogene ras, qui est un
facteur d’échange GDP/GTP ayant une activité GTPase menant a I’activation de la kinase
Raf, puis des MAPK, permettait la phosphorylation directe de ERP et I’augmentation de
son activité transcriptionnelle (43). Ainsi, nous avons étudié I’impact d’un récepteur activé
sur les niveaux d’activation de la transcription générés en présence du MG132 (Figure 14).
Des cellules HEK 293-T ont été cotransfectées un géne rapporteur ERE-bluc, un vecteur
d’expression de la GTPase constitutive rasV12 et des plasmides d’expression des mutants
serines de I’AF-1 de ABCDp (A) et de ERB (B). Comme nous pouvons le constater sur la
Figure 14A, le niveau de transcription provoqué par le double mutant ABCDB S94,106A
en présence du MG132, chute de 55% avec ’activation de la cascade MAPK. De fagon
similaire, nous observons que l’activation de la cascade MAPK avec I’expression de
rasV12 contribue & diminuer la réponse de la transcription provoquée par ERB S94,106A
lors de I’inhibition de I’activité du protéasome 26S dans la Figure 14B. De plus, la
diminution de I’activité transcriptionnelle du mutant S94,106A par rasV12 n’est pas
remarquée pour les mutants S94A, S106A, S106,124A et S94,106,124A (Figure 14A).
Ainsi, la serine 124 semble contribuer & la régulation de ABCDP muté aux serines 94 et
106 en favorisant la diminution de I’activité transcriptionnelle du récepteur en présence de
MGI132 et de rasV12. D’aprés la Figure 14A, nous constatons que seule la
phosphorylation du récepteur ABCDP S94,106A engendre une diminution significative du
niveau de I’activité transcriptionnelle en présence du MG132. Par conséquent, les résultats
de la Figure 14 suggérent que la régulation protéasome-dépendante de ER[ nécessite la
participation des sites MAPK contenant les serines 94, 106, mais également que I’activation
de la cascade des MAPK dans la cellule contribue 4 la régulation de ERP de fagon ligand-

indépendante et protéasome-dépendante.
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Figure 14. Effet de Pactivation de l’oncogéne ras sur la régulation protéasome-

dépendante de ERB. Cotransfection de HEK 293-T avec le rapporteur ERE-bluc, le

dominant-positif de I’oncogéne ras, rasV12, et des vecteurs d’expression des mutants

serines de ’AF-1 de ABCD (A) et de ERP (B). Par la suite, des cellules stimulées ou non

durant 20 h avec 1 pM de MG132 ont été récupérées et lysées pour un essai luciférase.
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Durant la derniére décennie, un trés fort intérét scientifique s’est fait ressentir concernant
I’importance du premier oncogéne identifié, soit la protéine RAS. De nombreuses études
biochimiques et génétiques ont été réalisées sur la signalisation en amont et en aval de cette
petite molécule GTPase menant au modele de la signalisation des récepteurs tyrosine kinase
(RTKs) vers les MAPK en passant par RAS (246). Ainsi, trois grandes voies de
signalisation d’activation des MAPK initiées par RAS ont été établies. Il existe donc la
voie des p42/p44 conduisant & I'activation des kinases Erk1/Erk2 (Extracellular Signal-
Regulated Kinase), la voie d’activation du proto-oncogeéne facteur de transcription c-jun par
la kinase JNK (c-jun N-terminal kinase) et enfin, la voie d’activation de p38 par les kinases
Mkk3/6. De cette fagon, pour tenter de déterminer par quelles voies d’activation des
MAPK le récepteur ERP est régulé par le protéasome 26S en absence de ligand, nous avons
utilisé des inhibiteurs chimiques de chacune des voies des MAPK sur la réponse
transcriptionnelle générée par le mutant S94,106A de ERP en présence de MG132. Ainsi, a
la Figure 15, les cellules HEK 293-T ont été cotransfectées avec le géne rapporteur ERE-
bluc, le vecteur d’expression de la GTPase rasV12 et le mutant S94,106A de ABCDf. En
utilisant le mutant ABCDp qui répond de facon similaire 8 ERP et qui contient la fonction
AF-1 responsable du maintien d’une activité transcriptionnelle de base en absence de
ligand, nous constatons que la diminution de ’activité transcriptionnelle de ABCDf
S94,106A provoquée par I’activation de la cascade des MAPK initiée par rasV12 est
partiellement récupérée par I’ajout de SB dans la Figure 15. En effet, 'inhibiteur de la
voie de la MAPK p38, SB 203580, permet la récupération des niveaux d’activation de la
transcription tandis que les inhibiteurs de JNK et de MEK, SP 600125 et PD 98059
respectivement, ne le permettent pas. Par conséquent, ces résultats suggérent que la voie
p38 participe a la régulation dépendante du protéasome de ERP et ce, en absence de ligand

et possiblement par la phosphorylation de 1’ AF-1 de ERS.
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Figure 15. Contribution des MAPKSs sur I’effet de I’inhibition de la phosphorylation.

Cotransfection de HEK 293-T avec le rapporteur ERE-bluc, rasV12 et le vecteur
d’expression du mutant S94,106A de ABCDP. Des cellules traitées ou non durant 20 h
avec 1 uM de MG132 et/ou avec 10 uM d’inhibiteur de p38, SB203580 (SB), 50 uM
d’inhibiteur de MEK, PD 98059 (PD), 10 uM d’inhibiteur de JNK, SP600125 (SP) ont
ensuite été recueillies et 1’activité transcriptionnelle a été mesurée par un essai luciférase.

L’induction maximale de la transcription en présence de MG132 a été définie a 100%.

En présence de MG132, il semble donc que l’activité transcriptionnelle de ABCDf
S94,106A diminue en présence de rasV12, mais que cette activité soit partiellement
restaurée par I’inhibition de la voie de signalisation de p38. Par conséquent, nous voulions
déterminer le role de la voie de signalisation de la MAPK p38 dans la régulation
protéasome-dépendante de ERP. Pour se faire, nous avons induit la stimulation
intracellulaire de la voie de phosphorylation en utilisant un mutant constitutif de mkk6

(mkk6-glu), la kinase responsable de I’activation de la protéine p38. Des cellules HEK
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293-T ont alors été cotransfectées avec le rapporteur ERE-bluc, les vecteurs d’expression
exprimant ABCDPB ou des mutants serines de I’AF-1 de ABCDP ainsi que les kinases
mkk6-glu et p38. D’apres la Figure 16A, nous pouvons noter une activation de la
transcription par le mutant S94,106A de ABCDJ lors la stimulation de la voie de la kinase
p38 avec mkk6-glu en présence de I’activité fonctionnelle du protéasome 26S. En effet,
nous constatons que ABCDP S94,106A provoque une augmentation des niveaux de
’activité de transcription de plus de 5 fois par comparaison avec ABCDP non-muté en
absence de ligand et de MG132. Cette observation laisse suggérer que les serines 94 et 106
de ERP sont indispensables 4 la modulation de ERP pour que celui-ci ne soit pas dérégulé
dans la cellule suite a I’activation des MAPK par, entres autres, les facteurs de croissance.
De plus, ce résultat laisse supposer que les serines résiduelles 69, 124 et 154 participent
également a la régulation de ERP, mais cette fois, pour obtenir une activation contrdlée et
suffisante du récepteur lorsque celui-ci est stimulé par son ligand ou par les MAPK.
D’ailleurs, nous pouvons noter que le mutant ABCDP S69,94,106,124,154A ne provoque
plus une hausse de ’activité transcriptionnelle en absence du ligand et du MG132 par
comparaison au niveau de la transcription observé pour ABCDP non-muté. Ces résultats
suggérent un effet de coopération entre les divers sites MAPK de I’AF-1 de ERP afin de
favoriser une régulation étroite de son activité dans la transcription des génes cibles. Nous
avons également testé I’effet du MGI132 sur le niveau de ’activité transcriptionnelle
provoqué par ABCDP S94,106A en présence des kinases mkk6-glu et p38. D’apres la
Figure 16B, nous remarquons que l’activité de la transcription protéasome-dépendante
produite par ERP est largement diminuée, soit de plus de 70%, lorsque la voie de
signalisation de p38 est activée. Il semble alors que I’activation de p38 joue un role de
régulation sur 1’activité de ERB. De plus, lors de I’activation de la MAPK p38, les serines
69, 124 et 154 semblent participer a la régulation du récepteur ABCDP S94,106A puisque
la présence des ces serines contribue a diminuer la réponse transcriptionnelle du mutant.
D’ailleurs, les niveaux de transcription observés avec le mutant S94,106A de ABCDp par
Pactivation de p38 reviennent 4 des niveaux semblables aux récepteurs ABCDJ non-muté

et ABCDP S69,94,106,124,154A. En effet, lorsque les serines 69, 94, 106, 124 et 154 sont



94

mutées, le récepteur ABCDP ne semble pas outre mesure étre dérégulé en présence de
MG132. Ceci suggére que d’autres motifs ou signaux de ABCDJ peuvent participer a la
régulation ligand-indépendante du récepteur par le protéasome 268, citons, par exemple, les
2 sites consensus MAPK de I’AF-1 de ERP (S25 et S31) et la séquence PEST candidate
(23-46 a.a). Bref, les résultats de la Figure 16A,B suggérent que la phosphorylation en
général et possiblement de I’AF-1 de ERP par la voie de signalisation des MAPK de p38
participe & la régulation protéasome-dépendante de I’activité transcriptionnelle de ERB,
mais qu’elle agit probablement aussi de signal dans la dégradation. Afin de vérifier que la
régulation de la transcription de ERP par la phosphorylation est bien dépendante de
1’activation de p38 et non pas des effets du MG132 sur la cellule, la quantité protéique ainsi
que I’activation de p38 ont été évaluées par immunobuvardage de type Western. Des
cellules HEK 293-T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression du mutant
constitutif mkk6-glu, et/ou avec la MAPK p38. Comme le montre la Figure 16C, les
niveaux protéiques de p38 ne fluctuent pas lors du traitement des cellules avec le MG132.
Il n’y a pas d’accumulation ou méme de diminution de la quantité de p38. Dans un méme
ordre d’idées, nous observons que I’ajout de MG132 dans les cellules n’empéche pas
’activation de la voie de signalisation de p38. En effet, en comparant les taux de
phosphorylation de p38 dans des cellules controles on mkk6-glu n’a pas été transfecté, avec
les taux de phosphorylation de p38 pour des cellules ou mkk6-glu et/ou p38 a été transfecte,
nous remarquons une hausse du taux de phosphorylation de p38 (P-p38) dans ces cellules,
en présence de MG132. Bref, les effets de diminution de la transcription de ABCDf
S94,106A en présence de MG132 observés dans la Figure 16B apres avoir activé la
signalisation de la MAPK p38 proviennent de la réelle activation de cette voie et non pas

des effets du MG132 sur les cellules.
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Figure 16. Le role de la voie de signalisation de p38 dans la régulation protéasome-
dépendante de ERB. Les cellules HEK 293-T ont été transfectées avec le rapporteur ERE-
bluc et les vecteurs exprimant ABCDpB muté et non-muté. En présence ou non des vecteurs
de la kinase constitutive mkk6-glu et de la kinase p38 (A) et suite a des traitements avec le
MG132 (1 uM) durant 20 heures tel qu’indiqués (B), un essai luciférase a été réalisé. Une
analyse d’immunobuvardage de type Western sur la phosphorylation de la protéine p38 a
été effectuée sur des cellules HEK 293-T transfectées avec les vecteurs d’expression codant
pour le mutant constitutif mkk6-glu et/ou avec la MAPK p38 (C). Les quantités en p38

sont normalisées avec un anticorps anti-p38.
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Dans ce projet, nous voulions évaluer le réle de 1’activité protéasomale sur la signalisation
génomique des récepteurs des estrogénes o et B dans leur fonction d’activateurs
transcriptionnels. L’altération de I’activité de cette voie de dégradation appelée ubiquitine-
protéasome ou encore le dysfonctionnement de la signalisation menant a 1’activation de
ERo et ERP pourrait avoir un impact important au niveau du développement de certaines

maladies comme le cancer des tissus gynécologiques.

De récentes découvertes dans le domaine des récepteurs nucléaires indiquent que
I’activation de la transcription par les récepteurs des stéroides est régulée par des
modifications post-traductionnelles telles que la méthylation, la phosphorylation et
I’acétylation (247;248). Dans cette étude, nous avons démontré que le protéasome 26S
peut, de facon assez dramatique, moduler I’activité transcriptionnelle des récepteurs des

estrogenes.

Tout d’abord, les niveaux protéiques de plusieurs récepteurs des stéroides sont régulés par
la dégradation gouvernée par I’'ubiquitine via le protéasome 26S (168;235;238). Il a en
effet été montré que ERo est dégradé dans un processus hormono-dépendant et que
l’utilisation d’un inhibiteur du protéasome, comme le MG132, promouvoit I’accumulation
in vivo du récepteur et bloque la dégradation du récepteur induite par ’hormone. Ainsi,
d’apreés la Figure 8A, nous avons montré que les niveaux protéiques de ERP en présence de
E2 chutaient en comparaison avec les niveaux protéiques de ERP en absence de ligand et
donc que ERP est également dégradé dans un processus hormono-dépendant. De plus, en
absence de I’hormone, tout comme pour ERa (168) et GR (237), le traitement avec un
inhibiteur du protéasome augmente significativement le niveau protéique de ERP (Figure
8A,B) en plus d’augmenter les niveaux d’ubiquitination de ERB (Figure 9A,B), ce qui
suggére premiérement que ERP est bien une cible de la dégradation par le protéasome 26S
et que deuxiémement, il existe une régulation protéasome-dépendante de ER[ en absence

de ligand.
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La fagon dont la dégradation influence la transcription est trés mal comprise. Cependant, il
semble que le processus varie d’un récepteur des stéroides a un autre (227). Il a déja été
montré que la régulation des niveaux protéiques de ERa se faisait par des mécanismes
transcriptionnels et traductionnels, démontrant ainsi I’importance de la régulation des
réponses biologiques provoquées par les estrogénes. Il a aussi déja été démontré que le
traitement de cellules Hela au MG132 altére I’activité de la transcription de ERa.. Dans
cette étude, nous avons d’abord tenté de déterminer une relation entre la participation de
ERP dans la transcription et sa dégradation ligand-dépendante dans des cellules HEK 293-T
et COS-1. Nous avons donc montré, dans la Figure 2A,B que le traitement des cellules au
MG 132 abroge I’activation ligand-dépendante de la transcription engendrée par ERB, mais
également par ERa, dans ces lignées cellulaires. La fonction du protéasome 26S apparait
comme étant requise pour que ERo et ERP puissent activer la transcription ligand-
dépendante de fagon maximale. Le MG132 est également en mesure d’altérer I’activation
ligand-dépendante de la transcription de TR (227), en plus de celle de AR (233) et de PR
(236). Cependant, le MG132 stimule la transcription provoquée par certains autres facteurs
de transcription comme GR (237;249), Spl, E2F, p53 (227) ce qui suggére que le
protéasome 26S n’est pas toujours un élément général requis pour obtenir une transcription

maximale en particulier a I'intérieur méme de la famille des récepteurs nucléaires.

L’inhibition du protéasome interfére donc avec 1’activité maximale, en présence de ligand,
de ERa et ERB. Avec des domaines LBD des deux récepteurs présentant une forte
similitude, il est facile de penser que cette régulation protéasome-dépendante de la
transcription s’effectue selon un méme mécanisme. Cependant, les modes d’activation des
récepteurs semblent étre assez différents et une explication de ces divergences se trouve
dans une région du récepteur des estrogénes qui comporte des différences. Cette région,
constituée du domaine A/B, est responsable de I’activation transcriptionnelle ligand-
indépendante des récepteurs ERc et ER[} (43;81;82;250). Par conséquent, pour ce type
d’activation transcriptionnelle, nous voulions comprendre les mécanismes de régulation de
la transcription impliquant le protéasome 26S étant donné que nous avions montré (Figure

8 et 9) qu’il existe une régulation de la dégradation de ER en absence de I’hormone et que
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Lonard et al. ’avait également montrée pour ERo (227). Nous avons alors démontré, dans
la Figure 3, que ’activité transcriptionnelle de ERo et ERP est régulée différemment par le
protéasome en absence de leur ligand ce qui suggeére que le protéasome 26S n’interagit pas

de la méme facon avec les deux récepteurs, ou encore avec les cofacteurs qui les modulent.

Il a donc été possible, par la suite, d’identifier les éléments de ERo. et ERB modulant
’activité transcriptionnelle dépendante des ERs qui sont impliqués dans la régulation
ligand-indépendante de la dégradation des ERs par le protéasome. En effet, dans la Figure
4B, nous avons comparé les niveaux d’activité transcriptionnelle obtenus pour ERa. et ER[3
en absence de ligand et lors de ’inhibition du protéasome. Appuyé par les résultats obtenus
avec les protéines chimériques dans la Figure 4C, nous avons constaté que le protéasome
26S ne semble pas réguler, en absence d’hormones, les deux récepteurs selon un méme
processus. Nous avons donc montré que la délétion de ’AF-1 de ERB provoque une
régulation protéasome-dépendante du récepteur, contrairement a ERc, ou I’absence de
I’ AF-1 ou méme de I’AF-2 ne semble pas affecter I’activité ligand-indépendante par la voie
du protéasome 26S. Par contre, il a été montré que I’AF-2 de ERa. et/ou son domaine de
liaison aux coactivateurs, c’est-a-dire la région comportant I’hélice-o. 12, contribue a la
dégradation ligand-dépendante du récepteur (227). D’ailleurs, nous savons qu’un mutant
de ERol dénué entiérement de son domaine de liaison au ligand, comportant 'AF-2 et
’hélice-o. 12, est transcriptionnellement inactif. De ce dernier fait, il semble donc que la
régulation protéasome-dépendante de ERa s’effectue différemment de celle de ERP selon
le mode d’activation du récepteur. Nos résultats suggérent également qu’une région située
dans le domaine D de ERal pourrait aussi étre & I’origine de la régulation de la transcription
dépendante du protéasome en absence de ligand. Cette région, qui contient la séquence de
localisation nucléaire (NLS), pourrait interagir avec le protéasome 26S ou avec la
machinerie de dégradation menant a la liaison de 'ubiquitine sur le récepteur. De cette
facon, ce signal permettrait la régulation de 1’activité transcriptionnelle ligand-indépendante

du récepteur de facon protéasome-dépendante par le déplacement de ERa entre le
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cytoplasme et le noyau. Cette hypothése a d’ailleurs été soulevée pour tenter d’expliquer la

régulation protéasome- et ligand-dépendante de AR (233).

Nos études ultérieures permettant de mieux comprendre la régulation protéasome-
dépendante de I’activité transcriptionnelle des ERs se sont donc concentrées sur ER] étant
donné que nous avions rapporté, précédemment, un lien entre une fonction d’activation
transcriptionnelle, soit I’AF-1 de ERP, et une régulation de I’activité du récepteur par le
protéasome 26S. Nous avons alors déterminé (Figure 5 et 6) que [Dactivité
transcriptionnelle de ERP en absence d’estrogénes n’est pas significativement régulée par
le protéasome indépendamment du contexte cellulaire ou du systéme gene rapporteur utilisé
et que I’AF-1 est impliquée dans le maintien de 1’activité transcriptionnelle basale lors de
I’inhibition du protéasome. De plus, I"immunobuvardage de type Western fait avec des
extraits cellulaires totaux et illustré 4 la Figure 8 a montré que 1’accumulation protéique
observée en absence de ligand pour ERP et pour la forme de ER( délétée de son AF-2,
ABCDB en réponse au MG132 n’est plus observée pour la forme de ERB délétée de la
région AF-1, CDEFB. La portion CDEFP semble donc stabilisée dans la cellule
indépendamment du fait que les cellules soient traitées ou non avec le MGI132. Un
comportement semblable dans la stabilisation des niveaux protéiques en présence de
MG132 a été observé pour un autre récepteur nucléaire des stéroides, soit GR, mais dans un
processus ligand-dépendant (238). En effet, il a été montré que le résidu lysine 426 de GR
est un site potentiel d’ubiquitination du récepteur inclu dans la région de séquence PEST
identifiée pour GR et que la mutation de ce résidu en alanine altére la régulation de la
dégradation ligand-dépendante du récepteur. Ainsi, le mutant GR K426A n’est plus
dégradé en présence de ligand et le niveau protéique de GR K426A en présence de MG132
et de dexaméthasone ou non demeure inchangé comparativement au niveau observé en
absence de ligand et d’inhibiteur du protéasome. Par contre, bien que GR sauvage
provoque des augmentations des niveaux d’activité transcriptionnelle lors de I’inhibition du
protéasome, le mutant GR K426A, contrairement 4 CDEFp, n’est pas en mesure d’activer
la transcription en présence de MGI132. Dans le méme ordre d’idées, une analyse

d’immunobuvardage de type Western a révélé que la stimulation par E2 du mutant ERa
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dépourvu entiérement de son domaine de liaison au ligand ne diminue pas les niveaux
protéiques contrairement 3 ERa sauvage. Pour ERo, il semble donc que la dégradation
ligand-dépendante soit causée via I’AF-2 et que le fait de retrancher cette région
d’activation du récepteur altére la dégradation et I’activité transcriptionnelle du récepteur.
Ainsi, il semble que les récepteurs nucléaires ne soient pas régulés selon un méme
mécanisme. Par contre, la convergence entre les activités de transcription et de dégradation
est évidente méme si 1’augmentation de I’activité transcriptionnelle de ERP sans AF-1 ne
corréle pas avec une augmentation de la dégradation du récepteur. En effet, comme pour
ER lié a son ligand, nous nous serions attendus & ce que les niveaux protéiques de CDEFB

varient en présence de MG132.

Jusqu’a maintenant, nous avons montré que la transcription ligand-dépendante des génes
cibles de ER est clairement régulée par 1’activité du protéasome. De plus, nous avons été
en mesure de mettre en évidence I’importance de 1’AF-1 de ERP dans la régulation ligand-
indépendante de la transcription via le protéasome 26S. En effet, I’AF-1 est nécessaire
pour maintenir des niveaux de transcription basals de ERP et une fois délétée, elle entraine
une régulation protéasome-dépendante du récepteur. Ainsi, pour tenter d’établir le role de
I’AF-1 dans la régulation de la dégradation des récepteurs des estrogénes P, I’état
d’ubiquitination du récepteur a été déterminé. Nous avons ainsi observé une augmentation
ligand-indépendante de ERP polyubiquitiné seulement lorsque le protéasome est inhibé
(Figure 9). Par la suite, nous avons constaté que les niveaux de récepteurs ABCDf
polyubiquitinés augmentaient également en présence de MG132 et qu’ils semblaient €tre
similaires aux niveaux d’ubiquitination mesurés pour ERJ. Bref, la région de I’AF-1 de
ERP joue un role important dans l'ubiquitination ligand-indépendante du récepteur lui
permettant sans doute d’en réguler 1'activité de la transcription de concert avec le
protéasome 26S. Récemment, il a été montré que hERa en absence ou en présence de son
ligand est ubiquitiné et que hERo non-lié par son ligand est également sujet a une

dégradation dynamique par le protéasome 26S (231). Par conséquent, pour ERo et ERB,
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méme si le mécanisme d’action semble différent, il reste que la modification post-
traductionnelle de la polyubiquitination est indispensable & la régulation de la transcription
du récepteur. En effet, il a été montré, pour ERa, que le signal qui enclenche la
progression du complexe d’activation transcriptionnelle hERo—cofacteurs vers un état
inactif de la transcription implique des modifications post-traductionnelles du récepteur
telles que la phosphorylation et 1’acétylation, en plus du recrutement direct des enzymes
ubiquitine ligases (231). Il existe plusieurs modifications post-traductionnelles du
récepteur qui dépendent du recrutement de cofacteurs ou d’éléments de la machinerie
transcriptionnelle basale. Par exemple, la sous-unité Cdk7 du facteur TFIIH phosphoryle le
résidu serine 118 de hERa. (251) et le complexe de coactivateur CBP/p300 acétyle la région
charniére de hERo (252). L’implication de TFIIH et de CBP dans le recrutement des E3
ligases et de certaines sous-unités ATPases du protéasome a donc mis ’emphase sur le réle
que ces modifications post-traductionnelles ont dans le recrutement dynamique,
1’ubiquitination et la désassemblage de complexes formés aux promoteurs durant les cycles
de transcription (251;253). De cette fagon, il est fort envisageable que I’AF-1 de ERB, qui
est une cible de polyubiquitination, subisse certaines modifications post-traductionnelles
telles que la phosphorylation afin d’étre en mesure de réguler la transcription protéasome-
dépendante du récepteur en absence de ligand d’autant plus que I’AF-1 de ERP, contenant
plusieurs sites de phosphorylation, est ciblée par des kinases qui modifient I'activite

transcriptionnelle du récepteur (Tableau II).

Les mécanismes permettant d’expliquer la régulation de la transcription par la voie
ubiquitine-protéasome sont trés mals connus & ce jour. Cependant, de plus en plus
d’évidences supposent que le protéasome 26S est impliqué dans le transport
nucléocytoplasmique des récepteurs nucléaires et dans leur localisation et mobilité
intracellulaire. Il a d’ailleurs été montré, pour le récepteur des stéroides AR, que le
protéasome joue un réle non-protéolytique au niveau du transport de la protéine entre le
noyau et le cytoplasme (233). L’inhibition de I’activité fonctionnelle du protéasome par le
MG132 atténue considérablement la relocalisation de AR du cytoplasme vers le noyau en

présence des androgénes. Une explication possible, selon les auteurs, implique la séquence
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PEST de AR qui se situe dans le domaine D ou dans la région charniere du récepteur. Cette
séquence PEST se superpose a la séquence de localisation nucléaire NLS. Il serait donc
possible que I’'ubiquitination de AR dans cette région agisse en tant que site de
reconnaissance pour l’association du protéasome, résultant en une modulation de la
localisation nucléaire et de la distribution cellulaire du récepteur par celui-ci. Un rdle du
protéasome et de la protéolyse dans la distribution de ERo a également été établi
Cependant, contrairement 4 GR, TR, AR, VDR et MR qui sont des récepteurs nucléaires
pour lesquels la localisation nucléaire dépend de la liaison & leur ligand, ERa est
majoritairement présent dans le noyau indépendamment de la présence du ligand (229).
Ainsi, un rdle du protéasome a été établi dans la dynamique de ER« et plus spécifiquement
concernant la mobilité intranucléaire du récepteur. En effet, il a été montré que ERa est
immobilisé dans le noyau lorsque la dégradation est inhibée par I’ajout d’inhibiteurs du
protéasome (230). Une hypothése émise pour tenter d’expliquer cette observation est que
la protéolyse du récepteur ERa ou de d’autres éléments est nécessaire pour maintenir la
dynamique de ERa.. D’ailleurs, le traitement de cellules au MG132 inhibe spécifiquement
la transcription ligand-dépendante de ERa (227) soulevant la possibilité que la protéolyse
engendrée par le protéasome soit essentielle au fonctionnement d’un cycle de la
transcription. Cependant, jusqu’a maintenant, il n’a pas été possible de déterminer si le
protéasome est requis pour I’initiation de la transcription ou pour la libération du complexe

ERo-coactivateurs du promoteur.

Dans ce travail, nous voulions tenter d’élucider le mécanisme de régulation de la
transcription de ERP par le protéasome en étudiant l'influence du protéasome sur la
distribution cellulaire, la compartimentalisation cellulaire et sur la mobilité intranucléaire
de ERB. Premiérement, nous avons démontré, d’aprés la Figure 10, que le protéasome
n’influencait pas significativement la distribution cellulaire de ERB. En effet, le
comportement ligand-indépendant de la distribution de ERP et de ABCDp en présence de
MG132 est similaire & celui observé en absence de MG132. De plus, comme la distribution

de ABCDp est identique & la distribution de ER, nous pouvons suggérer, une fois de plus,
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que la régulation ligand-indépendante du récepteur par le protéasome requiert la région AF-

1 de ER.

Par la suite, nous avons étudié la compartimentalisation cellulaire (Figure 11) de ERP et de
ABCDf. Nous voulions donc déterminer si le maintien de la régulation transcriptionnelle
ligand-indépendante de ERP et de ABCD lors de I’inhibition du protéasome pouvait étre
attribué a une modulation du transport du récepteur entre le noyau et le cytoplasme. Pour
se faire, nous avons mesuré les niveaux protéiques de ERP et de ABCDf en absence de
ligand, mais avec ou sans MG132 dans les fractions cellulaires cytoplasmique et nucléaire.
Pour I’étude de la dynamique du transport nucléocytoplasmique de ERP dans un contexte
dépendant du protéasome, une hypothése a été rapportée voulant que le protéasome soit en
mesure d’interagir directement avec des facteurs de transcription pour en maintenir les
niveaux protéiques en présence et en absence de ligand (254;255). En effet, cette
hypothése fut supportée par de récentes découvertes qui ont montré une interaction directe
entre certains récepteurs stéroidiens ou protéines d’interaction avec les récepteurs
stéroidiens et des composantes du protéasome 26S (254-256). Ainsi, nos expériences de
fractionnement cellulaire ont, en effet, démontré un impact du protéasome 26S dans la
modulation du transport de ERP entre le noyau et le cytoplasme. Lors de I’inhibition du
protéasome, ERP est davantage confiné dans le noyau, tandis qu’ABCDJ semble se
retrouver dans le cytoplasme. Méme si jusqu’ici les résultats sur ERP et ABCDf ont laissé
entendre que la régulation dépendante du protéasome en absence de ligand se faisait via
I’AF-1, il est tout a fait possible que I’AF-2 joue un rdle dans le transport
nucléocytoplasmique du récepteur et donc dans sa régulation. D’ailleurs, il est reconnu
qu’'en présence d’hormones, ’AF-2 de ER permet une relocalisation intra-nucléaire
associée 4 des domaines de transcription active (Figure 10 et (230;257)). Bref, nous
pensons que la régulation de ERP en absence de ligand pourrait se faire par la liaison
d’éléments du protéasome 26S au récepteur et probablement par une liaison impliquant
I’AF-1. D’ailleurs la région AF-1 a, jusqu’ici, permis le couplage de la transcription avec

’activité de dégradation du protéasome.
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La mobilité intranucléaire de ER]} en absence et en présence de ligand et sous I'influence
ou non du protéasome a par la suite été analysée par la méthode FRAP. Cette analyse a été
faite pour nous permettre de mieux comprendre le mécanisme de régulation dynamique de
ERB. Selon la Figure 12, nous avons donc déterminé que la mobilité intranucléaire de
ERP est fortement diminuée lors de I'inhibition du protéasome 26S (t,=27 * 3sec vs
>300sec). Le protéasome jouerait ainsi un role dans la mobilité de ERB. D’ailleurs, la
mobilité intranucléaire de ERo est également significativement altérée par 1’inhibition du
protéasome (230). Le rdle du protéasome dans la modulation de la mobilité de ERo et ER
repose sur une hypothése émise précédemment qui stipule que le protéasome interagit
directement avec les récepteurs pour en réguler les niveaux protéiques. Par conséquent, il
semble que l’inhibition de la fonction du protéasome provoquerait I’accumulation d’un
complexe ER-protéasomes insoluble qui interagirait solidement avec des éléments
immobilisés de la structure nucléaire. En effet, il a récemment déja été montré que des
composantes protéasomales sont naturellement et fortement associées a des éléments du
noyau (258;259). Ce comportement des ERs en présence de MG132 serait complétement
différent des ERs en présence du ligand. En effet, méme si la liaison de E2 a4 ERa et ERP
provoque également une diminution de la mobilité intranucléaire du récepteur (ERa (230)
et ERP Figure 12), cette réduction serait plutét dépendante de la liaison de ER avec la
chromatine active permettant ’activation de la transcription (231). Ainsi, nous pouvons
envisager que ERP soit régulé de facon ligand-indépendante lors de I’inhibition du
protéasome par sa propre liaison au protéasome et donc a la structure immobile du
compartiment nucléoplasmique. Ceci expliquerait que malgré 1’augmentation des niveaux
protéiques et la localisation davantage nucléaire de ERP, aucune augmentation significative
de la transcription n’est observée lors de 'inhibition du protéasome. Par contre, nous
pourrions penser que I’ AF-1 de ERB, qui semble réguler, conjointement avec le protéasome
268, les niveaux protéiques et I’activité transcriptionnelle du récepteur, une fois délétée du
récepteur, provoquerait une libération de ERB de la structure immobile nuléaire vers la

matrice nucléaire ou chromatine active. D’ailleurs, il a déja été montré, pour GR, que lors
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de D’inhibition du protéasome, le récepteur s’immobilise dans la cellule et que cette
immobilisation se produit au niveau de la matrice nucléaire ou chromatine active (237).
Ainsi, comme D’activité transcriptionnelle générée par GR en présence de MGI132 est
augmentée, ceci suggére que tous les récepteurs nucléaires ne sont pas régulés de la méme
fagon par le protéasome. Bref, bien que I’activité de la transcription causée par ERa se
trouve affectée par I’inhibition du protéasome, il est possible que ER, tout comme GR,

soit influencé différemment par le protéasome 26S et par son ligand.

Nous nous sommes alors demandés quels sont les éléments internes de 1’AF-1 de ERP et
par quel(s) mécanisme(s) cette fonction d’activation permettrait la régulation ligand-
indépendante et protéasome-dépendante du récepteur. Nous avons alors été en mesure de
constater, tout d’abord, que certains sites consensus de phosphorylation par les MAPK, tels
que les résidus 94 et 106, participent & la régulation du récepteur en absence du ligand et de
Iactivité protéasomale (Figure 13A,B). En effet, pour ABCDp et pour ER, la double
mutation de ces sites en alanine provoque une augmentation significative de la transcription
en présence de MG132. Par contre, cette augmentation de 1’activité transcriptionnelle est
abolie lorsque les mutations supplémentaires aux sites serines 69, 124 ou 154 sont
présentes. De plus, nous avons aussi pu observer que la séquence candidate PEST,
identifiée pour ERP, semble également participer & la régulation du récepteur (Figure
13C). Lors de la délétion des 64 premiers acides aminés du récepteur (ERB-485), région
contenant la séquence PEST, mais également 2 autres sites consensus de phosphorylation
par les MAPK (S25 et S31), lactivité de la transcription s’en trouve fortement augmentée
par comparaison avec |’activité transcriptionnelle générée pour un recepteur sauvage en
présence de MG132. Plusieurs explications pourraient étre possibles pour tenter
d’expliquer la contribution de ces domaines dans la régulation ligand-indépendante de ERB.
En effet, nous suggérons que la séquence PEST et la phosphorylation des serines 94 et 106
consisteraient en la présence de deux signaux sur ’AF-1 de ERB, lui permettant d’étre
reconnu par différents éléments de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome et ensuite
d’étre dégradé. De cette fagon, en mutant ses diverses régions du récepteur, nous pourrions

nous attendre & une stabilisation du récepteur sur le promoteur de génes cibles a8 ERp étant
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donné que la mutation de ses signaux génére une activité de la transcription accrue par le
récepteur. Le seul indice qui nous laisse penser que lors de la mutation de ces sites, il se
produit une stabilisation du récepteur caractérisée par un arrét de sa dégradation se retrouve
a la Figure 8, ol nous avons mesuré les niveaux protéiques d’une forme de ERB pour
laquelle I’ AF-1 est tronquée. D’ailleurs, nous avons constaté que les niveaux protéiques de
CDEFp demeuraient inchangés indépendamment du fait que les cellules subissent ou non

un traitement avec 1’inhibiteur du protéasome.

Il semble que PR, qui représente la forme longue du récepteur de la progestérone, soit
également stabilisé par la mutation de la serine 294 en alanine. Le site fait partie de la
séquence D-Box responsable de la dégradation du récepteur (235;236) en présence de son
ligand, la progestine. De plus, ’activité transcriptionnelle générée par le mutant PRp
S294A en présence de ligand et de la kinase MEKK1 est abrogée par comparaison avec PR
non-muté suggérant que ce site puisse étre requis pour la dégradation du récepteur par la
voie ubiquitine-protéasome et la transcription. De cette fagon, la serine 294 de PRp et les
serines 94 et 106 de ERP pourraient servir de site de liaison pour une enzyme ubiquitine
ligase (E3) spécifique ou pour une protéine d’association. Il est également possible que la
phosphorylation de la serine 294, qui est également un site consensus de phosphorylation
par les MAPK, induise un changement de conformation de PR rendant le récepteur
transcriptionnellement actif via une exposition plus efficace de ses fonctions d’activation.
Pour ERP, cependant, malgré la stabilisation de la forme CDEF] en présence de MG132 et
en absence de ligand, il semble que le processus de régulation protéasome-dépendante ne
s’effectue pas de la méme fagon que pour PRy puisque son activité transcriptionnelle ne
s’en trouve pas diminuée, mais plutdt augmentée. Ainsi, comme il a déja été proposé pour
tenter d’expliquer la régulation protéasome-dépendante en présence de ligand de ERa. (227)
et de AR (233), il serait possible que la régulation ligand-indépendante de ERP par le
protéasome 268 s’effectue par une modulation dans la liaison de certains cofacteurs a son
AF-1. En effet, soit en supprimant I’AF-1 de ERp, soit en délétant la séquence PEST, ou
en mutant les serines 94 et 106 lors de l’inhibition du protéasome, il serait possible

d’envisager que la liaison de certains régulateurs, comme par exemple des corépresseurs ou
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des protéines HDAC, ne soit plus possible sur ERP et que ceci engendre un
dysfonctionnement dans la régulation ligand-indépendante de ERB. D’ailleurs, les
corépresseurs N-CoR et SMRT lient ERP sauvage méme en présence de E2 et il semble
que ces corépresseurs restreignent 1’activité de ERP (260). Dans un tel contexte, il serait
alors fort possible que la délétion de I’AF-1 ou de certains éléments de I’AF-1 comme les
serines 94 et 106 abolisse la liaison des corépresseurs a ERB. De plus, les serines 69, 124
et 154, quant 4 elle, pourraient aussi étre des sites de liaison pour certains cofacteurs tels
que les coactivateurs. De cette fagon, lors de la mutation des serines 94 et 106 et lors de
I’inhibition du protéasome, nous pourrions expliquer l’augmentation de I’activité
transcriptionnelle du récepteur par une augmentation de la liaison et de I’activité des
coactivateurs sur le récepteur. D’ailleurs, les coactivateurs sont eux-mémes stabilisés par
I’inhibition fonctionnelle du protéasome, mais semblent conserver leur activité intrinséque
d’activateur de la transcription (227;261). Il semble donc qu’il existe un role fonctionnel
des sites consensus de I’AF-1 de ERP dans le contrdle activation-répression de la

transcription.

Enfin, comme nous venions de déterminer que les sites de phosphorylation par les MAPK
contribuent & la régulation protéasome-dépendante en absence de ligand de ER(, nous
voulions donc mesurer ’'impact direct de la phosphorylation sur cette régulation (Figure
14). Aprés avoir mesuré I’activation transcriptionnelle de ERP et ABCDf muté ou non en
présence de MG132, nous avons constaté, tout d’abord, que la phosphorylation du
récepteur par 1’expression de rasV12 contribue & diminuer 1’activation des mutants ER(
S94,106A et ABCDB S94,106A suite & inhibition du protéasome. En utilisant des
inhibiteurs chimiques des voies de phosphorylation par les MAPK, il s’est, par la suite,
avéré que la voie de signalisation intracellulaire de phosphorylation responsable de la
diminution de D’activité de la transcription d’un récepteur muté aux positions 94 et 106 en

présence de MG132 est la voie de la MAPK p38 (Figure 15).
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De récentes découvertes ont suggéré que ’activation de la voie de signalisation des MAPK
p38 peut jouer un rdle dans les processus de différenciation cellulaire. D’ailleurs, il a eté
montré que la proto-oncoprotéine Brx (breast cancer nuclear hormone receptor auxiliary
factor), qui interagit avec ERa et qui fonctionne comme les GEFs (guanine nucleotide
exchange factors) impliqués dans la transduction des signaux cellulaires menant a la
croissance et 2 la transformation morphogénique, active ERf par I’activation de la voie de
signalisation de la MAPK p38 (262). De cette facon, il semble que la MAPK p38 soit en
mesure de réguler les récepteurs des estrogénes, qui & leur tour, sont des éléments clés dans

la régulation de la croissance et de la différenciation des tissus reproducteurs.

En démontrant que I’activité protéasome-indépendante du récepteur ABCDP S94,106A est
plus importante en réponse & I’activation de la voie de phosphorylation Mkk6-p38 que celle
de ABCDp sauvage (Figure 16A), nous pouvons suggérer que les serines 94 et 106
participent & la modulation du récepteur en ’empéchant d’étre suractivé. Par contre, les
serines 69, 124 et 154 semblent étre responsables de I’activation maximale du récepteur
puisque les mutations pontuelles de ces serines sur le mutant ABCDB S94,106A
provoquent une chute de l’activité transcriptionnelle. Ces résultats proposent donc
I'existence d’un phénoméne de coopérativité entre les différents domaines de
phosphorylation par les MAPK dans la région AF-1 de ERP dans un processus protéasome-
et ligand-indépendant, mais également dans un processus protéasome-dépendant. En effet,
lors de I’inhibition du protéasome dans la cellule, nous avons constaté (Figure 13) que
I’activation transcriptionnelle générée par la forme ERP S94,106A ou ABCDf S94,106A
chute drastiquement lorsque des mutations additionnelles aux positions 69, 124 et 154 sont
générées. La coopération entre les divers sites de phosphorylation de I’AF-1 n’a pas encore
été documentée pour ERP, cependant, il serait tout & fait possible que la coopération entre
les domaines soit due aux différentes voie de signalisation qui peuvent activer ou moduler
le récepteur sur différents sites en absence de ligand. Cette diversité se retrouve pour ERa
au niveau des sites consensus de phosphorylation de I’AF-1 de ERa qui ne semblent pas

étre phosphorylés par les mémes kinases (Tableau II). Avec les nombreux sites potentiels
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de phosphorylation dans I’AF-1 de ERP (Tableau II) et la réponse transcriptionnelle du
récepteur a la signalisation des facteurs de croissance, il est possible d’envisager que selon
les différentes voies de signalisation venant phosphoryler I’AF-1 de ERP, une régulation du
récepteur survienne empéchant toute activation démesurée a la hausse ou a la baisse de son

activité transcriptionnelle.

Par la suite, nous avons remarqué que la voie de phosphorylation par la MAPK p38, tout
comme le provoquait I’activation par rasV12 dans la Figure 14, diminue l’activité
transcriptionnelle de ABCDP S94,106A en présence de MG132 (Figure 16B). Ceci
suggére que l’action de la MAPK p38 sur la modulation protéasome-dépendante de
’activité transcriptionnelle de ERP en est une de régulation étroite du récepteur aux divers
stimuli dans la cellule I’empéchant d’étre démesurément actif. Il s’aveére alors que la voie
de signalisation de p38 est requise 4 la régulation protéasome-dépendante de ERP en

absence de ligand.

En somme, la phosphorylation de ABCDP S94,106A a un effet différent sur I’activité de la
transcription du récepteur qu’il soit dans un processus protéasome-dépendant ou —
indépendant.  Ainsi, dans la régulation protéasome-indépendante de ERP, une
augmentation de 1’activité de la transcription se produit apres la phosphorylation par la
MAPK p38 du récepteur muté. Par conséquent, nous pourrions suggérer que la
phosphorylation, survenue dans la cellule soit au niveau de ABCDB S94,106A, soit au
niveau des protéines coactivatrices, cause le rapprochement entre ces protéines et
I’augmentation de la transcription. Par contre, lors de la régulation protéasome-dépendante
du récepteur, ABCDB S94,106A provoque une diminution de la transcription suite a
I’activation de la voie de la MAPK p38. Nous pourrions alors suggérer que la
phosphorylation du récepteur ou de différents corépresseurs ou encore de protéines HDAC
lors de I’inhibition du protéasome accentue !’interaction entre ces protéines et le récepteur

provoquant une baisse de D’activité transcriptionnelle de ERB. Bref, la régulation
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protéasome-dépendante en absence d’estrogénes de 1’activité transcriptionnelle de ERP

requiert I’activation de la voie de signalisation de la MAPK p38.

La phosphorylation intracellulaire de ERP semble ainsi contrdler la signalisation de ce
récepteur. En fait, nos résultats suggérent que la kinase p38 phosphoryle ERB, ce qui le
ciblerait vers les étapes d’ubiquitination le menant, ultimement, vers la dégradation par le
protéasome 26S. De cette fagon, ERP phosphorylé ne provoquerait pas une activation
transcriptionnelle démesurément élevée dans un contexte protéasome-dépendant, ce que

nous observons dans le présent travail.

Selon le systéme de classification des activateurs transcriptionnels proposé par Lipford et
al. (226) qui permet de catégoriser la réponse transcriptionnelle en fonction de la voie de
dégradation ubiquitine-protéasome, nous pourrions suggérer que ER[P appartienne a la
classe C des activateurs. La classe C comprend, en fait, les activateurs qui, par leur
dégradation, stimulent la transcription en favorisant 1’éxécution d’étapes cruciales dans le
cycle de la transcription. Il a déja été montré que le complexe de pré-initiation de la
transcription s’assemble grace & plusieurs interactions entre les protéines qui le composent
(263). 1l pourrait alors étre nécessaire que la dissociation de ce complexe survienne pour
permettre 2 I’ ARN Pol II d’étre libérée du promoteur et de transcrire le géne en aval. Ceci
pourrait se produire par différents mécanismes incluant la dégradation de l’activateur.
Parmi les autres possibilités permettant le couplage de I’initiation de la transcription avec
’activation de la dégradation, les éléments du complexe de pré-initiation pourraient étre
libérés du promoteur par leur dégradation, puis réassemblés au promoteur aprés I’initiation
de chaque produit de transcription. Par contre, étant donné qu’il semble que le protéasome
26S ne soit pas requis pour la transcription de tous les génes, il serait possible que
I’architecture et les propriétés du promoteur aient aussi un role a jouer dans I’activation de
la transcription (263). Selon ce raisonnement, ’initiation d’un cycle de la transcription
nécessiterait obligatoirement un nouvel activateur pour chaque produit de transcription. Ce
mécanisme rappelle le contrdle de I'initiation de la réplication de I’ADN qui s’effectue par

la formation d’un nouveau complexe de pré-initiation de la réplication a I’origine de



113

réplication aprés chaque initiation d’un complexe et aussi le processus d’activation de la
transcription de GR, qui lie la chromatine aprés I’activation par son ligand, recrute des
facteurs de remodelage de la chromatine facilitant la liaison des facteurs de transcription et
est simultanément libéré de I’ADN aprés I’initiation de la transcription (264). Egalement, il
a été montré que ERo posséde des fonctions bien distinctes autant dans I’initiation que dans
la réinitiation du complexe de pré-initiation de la transcription (265). Bien que ce
mécanisme de régulation de la transcription par la dégradation n’ait pas été réellement
décrit, des évidences suggérent qu’il existe. En effet, il a récemment été montre que
I’inhibition de I’activité fonctionnelle du protéasome bloque les cycles répétitifs d’initiation
de la transcription de ERo sur les génes cibles (231). Ainsi, nous pouvons mieux
comprendre le mécanisme qui entraine la diminution de I’activité de la transcription de
ERo: 1ié par son ligand en présence de MG132 (227). Comme nous obtenons les mémes
résultats de diminution de la transcription en présence de E2 et de MG132 (Figure 2), nous
pourrions supposer que ERP est sujet & la méme régulation et suggérer que l'initiation
répétitive des cycles d’initiation transcriptionnelle est également bloquée dans ce cas. Dela
méme facon, nous pourrions penser que la régulation transcriptionnelle ligand-
indépendante de ERP puisse aussi se produire de la sorte, puisque lors de I’inhibition de
I’activité du protéasome, I’activité de la transcription de ERp se trouve & un niveau basal
sinon diminué. Considérant les résultats obtenus avec ceux de la littérature, nous suggérons
que le protéasome 26S ou certaines de ses composantes soient liés a ’AF-1 du récepteur
ERP en réponse a la phosphorylation et qu’il relocalise le récepteur du compartiment
nucléoplasmique vers la chromatine active. Ces éléments du protéasome pourraient aussi
favoriser l’initiation des cycles de transcription du récepteur en dégradant certaines
protéines du complexe de pré-initiation, comme I’activateur, et donc en permettant la
libération et la dissociation puis, ensuite le réassemblage du complexe de pré-initiation. Par
contre, il est plus difficile d’expliquer, selon ce mécanisme, que la mutation de certaines
régions ou la délétion de I’AF-1 de ERP puisse provoquer une augmentation protéasome-
dépendante de Dactivité transcriptionnelle en absence de ligand selon le fait que,
théoriquement, le protéasome 26S ne lierait plus ERB et qu’il ne provoquerait plus

I’initiation répétitive de la transcription par ERp.



114

Pour tenter d’expliquer ce résultat, nous pourrions, & nouveau, nous référer au systeme de
classification des activateurs transcriptionnels de Lipford et al. (226) qui pourrait nous
permettre d’expliquer le mécanisme d’activation de la transcription de ERP lorsque celui-ci
comporte des mutations au niveau de I’AF-1. En effet, nous pourrions supposer que ERP
puisse faire partie des activateurs de classe B qui eux, sont dégradés seulement apres avoir
liés ’ADN. L’ubiquitination et la dégradation de ces activateurs se produisent suite a
1’étape de formation ou d’assemblage du complexe de pré-initiation de la transcription et
semblent plutdt servir 4 limiter le temps de résidence des facteurs de transcription sur le
promoteur. Bref, si un activateur de cette classe permet les interactions nécessaires a la
formation d’un complexe de pré-initiation, il pourra alors déclencher de multiples cycles
d’initiation de la transcription sans étre libéré du promoteur avant d’étre finalement
dégradé. De cette fagon, nous powrrions penser que ERP, lors de I'inhibition du
protéasome puisse provoquer une activation démesurée et continue de Dactivité
transcription. Or, il n’en est pas le cas selon les résultats obtenus pour ERP non-muté dans
ce travail. Ainsi, si ERB appartient & cette classe, nous pourrions suggérer que le
mécanisme de régulation transcriptionnelle ligand-indépendante s’effectue comme suit.
ERpB, lié par des éléments du protéasome 26S au niveau de son AF-1, possiblement au
niveau des serines 94 et 106, demeurerait sur le promoteur des génes cibles pour initier de
multiples cycles de transcription avant d’étre dégradé. Ainsi, il se pourrait que différents
signaux présents sur ’AF-1 de ERP dont la phosphorylation par la MAPK p38 et la
séquence PEST candidate permettent 1’ubiquitination du récepteur, puis que le protéasome
26S cible, ensuite, le récepteur vers la dégradation. Par contre, lors de I'inhibition du
protéasome, comme nous n’observons pas d’activation de la transcription par ER, nous
pourrions penser que le complexe ERB-protéasome ne soit plus lié 4 la matrice nucléaire ou
chromatine active au niveau du promoteur, mais plutdt & la structure nucléaire dans le
compartiment nucléoplasmique. De cette fagon, nous pourrions mieux comprendre
I’absence d’une augmentation de la transcription par ERB. De plus, selon cette

classification de ERB, nous serions également en mesure d’expliquer 1’augmentation de
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I’activité transcriptionnelle en absence de ligand causée par ABCDP S94,106A, ERf
S94,106A et CDEF lors de I’inhibition du protéasome. En effet, selon ce qui a été dit plus
haut, la mutation des serines 94 et 106 ou la délétion de I’AF-1 pourrait empécher la liaison
directe des éléments du protéasome sur le récepteur et ainsi laisser le récepteur sur le
promoteur des génes cibles méme en présence de MG132 pour résulter en une activation de
leur transcription. En somme, la liaison des éléments du protéasome 26S sur I’AF-1 de
ERP semble cruciale a la régulation ligand-indépendante de ERf. Cet argument est, de
plus, appuyé par les résultats obtenus suite a 1’analyse des niveaux protéiques de CDEFf

qui restent inchangés par la délétion de I’AF-1.

Bien que le rdle fonctionnel des sites MAPK composés des serines 94 et 106, de ceux
contenus dans la séquence PEST située en N-terminal de ERP ainsi que de la réponse a
’activation de la voie p38 reste encore peu caractérisé sur les fonctions de ERP, nos
résultats suggérent que ces signaux ont un impact important sur la régulation de ERP par la
voie de dégradation ubiquitine-protéasome en absence de ligand. Nos résultats démontrent
également un rdle fonctionnel pour le domaine AF-1 dans le processus du cycle
transription/dégradation du récepteur en réponse a la transduction d’un signal par les
protéines kinases. Nous proposons donc un modeéle de la régulation de Iactivité

transcriptionnelle de ERP par la voie ubiquitine-protéasome 26S (Figurel?7).
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Figure 17. Modéle proposé de la régulation transcriptionnelle de ERp.

L’activité transcriptionnelle de ERP est régulée de fagon ligand-dépendante (E2) et ligand-
indépendante par le protéasome 26S et par la voie de signalisation de la MAPK p38.

L’ubiquitination du récepteur est identifiée par Ub.

Bien entendu, des expériences additionnelles seraient nécessaires pour parvenir a mieux
comprendre les mécanismes de cette régulation. Des expériences d’analyse des niveaux
protéiques, de 1’état d’ubiquitination et de la mobilité intranucléaire des diverses formes
mutées de ERP et de ABCDB doivent impérativement étre effectuées pour compléter ce
travail. De plus, des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)
permettraient de mieux saisir I’ordre des événements qui se produisent lors de I’initiation
de la transcription au promoteur en présence de MG132. Afin de comprendre I'impact de

I’activation des voies MAPK sur le récepteur, la réalisation d’essais kinases et d’essais de
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phosphorylation in vivo sur ERP constitueraient une étape majeure dans la compréhension
de la régulation du récepteur. Il pourrait aussi étre intéressant d’étudier le role de la
corégulation transcriptionnelle sur la modulation de ’AF-1 de ERB dans un contexte
protéasome-dépendant. Nous savons d’ailleurs que l’activité des récepteurs nucléaires,
incluant ERP, est modulée par 1'équilibre entre coactivateurs (SRC-1, CBP) et
corépresseurs (NCoR, SMRT) responsables des interactions nécessaires avec la chromatine.
Finalement, afin de mieux comprendre I’impact du protéasome sur la régulation ligand-
indépendante de la transcription provoquée par ERP et dans le but de mieux comprendre
cette régulation dans un contexte physiologique, il serait approprié d’étudier les niveaux
d’expression des génes cibles de ERB en mesurant leur niveaux d’ARNm en réponse au

MG132.

En conclusion, la voie ubiquitine-protéasome 268 cible les récepteurs des estrogenes o et [3
pour leur dégradation. Elle intervient également dans la régulation de I’activité
transcriptionnelle de ces deux récepteurs qu’ils soient ou non en présence de leur ligand.
L’impact du protéasome 26S sur I’activité de la transcription ligand-dépendante de ER et
ERP est sensiblement le méme. Cependant, la régulation ligand-indépendante de ERa et
ERP sur leur fonction d’activateur de la transcription est trés différente. En effet, I’AF-1 de
ERP semble jouer un role trés important dans la régulation protéasome-dépendante de la
transcription en absence des estrogénes contrairement 2 ERot o, dans un contexte ligand-
indépendant, la régulation transcriptionnelle protéasome-dépendante ne semble pas
dépendre de I’AF-1. La convergence entre les processus de transcription ligand-
indépendante et de dégradation de ERP par le protéasome 26S semble faire intervenir la
présence de certains éléments de I’AF-1 de ERP et ’action des voies de signalisation des
kinases dans la cellule. En effet, I’activité transcriptionnelle de ERP en absence de ligand
semble étre régulée par le protéasome 26S par I’entremise et 1’intégrité des serines de I’AF-
1 faisant partie de sites consensus de phosphorylation par les MAPK et d’une séquence de
64 acides aminés en N-terminal du récepteur, qui contient une séquence PEST candidate.

Selon nos résultats, la modulation de la signalisation cellulaire par la voie de
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phosphorylation de la MAPK p38 semble également intervenir dans la régulation
protéasome-dépendante de la transcription de ER] en absence de ligand, directement sur
ERp, en affectant, par exemple, sa dégradation, sa localisation ou sa mobilité, ou soit par
I’entremise de la phosphorylation de certains cofacteurs dans la cellule. Plusieurs éléments
de la voie ubiquitine-protéasome 26S pourraient participer a la régulation de la transcription
de ERo et de ERB. Un des éléments qui semble jouer un réle dans la signalisation
cellulaire en général, et qui pourrait provoquer la régulation de la transcription des
récepteurs des estrogénes est 1’ensemble des enzymes ubiquitine ligases (E3). En effet, ces
enzymes E3 sont responsables d’une grande variété de cancers sous-entendant une
régulation trés étroite de leur part sur le cycle cellulaire et sur la biologie du
développement. Par conséquent, il n’est pas surprenant de constater, suite a ce travail, que
’activité transcriptionnelle des récepteurs des estrogenes, acteurs trés importants dans la
régulation du cycle cellulaire et dans le développement, mais aussi dans certaines
pathologies comme la tumorigénése des tissus gynécologiques, est régulée par la voie

ubiquitine-protéasome 26S dans un contexte ligand-dépendant et —-indépendant.
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