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RESUME

Les ERs sont des facteurs de transcription activés par la présence de leur ligand,
I’estrogéne, qui font parties de la famille des récepteurs nucléaires. Le ligand de CXCR4,
la chimiokine SDF-1 (stromal-cell derived factor 1), est un facteur chimiotactique et
prolifératif de nombreux types cellulaires, dont le géne a récemment €été identifié comme
cible des ERs. L’augmentation de la prolifération cellulaire en réponse aux estrogenes
serait médiée par 1’augmentation de SDF-1, et donc par I’activation de CXCR4. Le
récepteur CXCR4 permet Dactivation de plusieurs voies signalétiques impliquant des
kinases dont la voie des MAPKs. Notre laboratoire a récemment démontré que la cascade
de phosphorylation par les MAPKs augmente 1’activité transcriptionnelle de ERa et ER3
de fagon ligand indépendante. Nous croyons ainsi que I’activation de CXCR4 régule les
fonctions de ERa et ERB. Nous observons qu’en réponse a I’activation de CXCR4, les
deux isoformes activent la transcription sur un promoteur contenant un ERE (estrogen
response element). De plus, cette régulation semble étre plus importante en présence
d’hormone. Par contre, sur un promoteur contenant un élément de réponse AP-1, les ERs
régulent différemment la transcription suite 4 I’activation de CXCR4. Dans le cas de ERp,
I’activation transcriptionnelle sur un AP-1 semble étre dépendante de I’AF-1 et de son
intégrité puisque la mutation de sérines ciblées par la phosphorylation des MAPKs
empéche cette activation. Il semble donc que le signal du récepteur CXCR4 influence
lactivité de ERo et ERP permettant ainsi une boucle de régulation entre la réponse

estrogénique et celle des chimiokines.

Mots-clés : transcription, récepteurs nucléaires, estrogénes, phosphorylation, chimiokines,

signalisation par les MAPKSs, récepteurs couplés aux protéines G, cancer du sein
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ABSTRACT

Estrogen receptors (ER) are part of the superfamilly of nuclear receptors and they
modulate the expression of target genes in response to their ligands. The ligand of
CXCRA4, the chemokine SDF-1 (stromal-cell-derived factor-1) has recently been identified
as one of those target genes. CXCR4 is implicated in cellular growth and migration and is
largely expressed in breast cancer. Given that ERs are expressed in breast cancer, the
proliferative effect of estrogens could be mediated by the expression of SDF-1. Both
isoforms, ERa and ERB, are modulated in a ligand-independent manner by
phosphorylation by MAPK. Since CXCR4 can activate MAPK, it was important to
determine whether the activation of CXCR4 could lead to an increase of ER transcriptional
activity. The activity of both ER isoforms was increased in response to SDF-1 in the
presence of a classical ERE (estrogen response element) and the response was further
increase with estrogens. Moreover, ERJ is also up regulated on a non-consensus response
element such as an AP-1 in contrast to ERa who is down regulated. The activation of ERB
by SDF-1 on AP-1 seems to be mediated by the AF-1 domain. This regulation appears to
need an intact AF-1 since point mutations of serine residues commonly phosphorylated by
MAPKs, blocks the activation of ERp in presence of SDF-1. Taken together, these results
support a role for the CXCR4 signalling in the regulation of ER transcriptional activity. In
that respect, the AF-1 domain appears to be a key target for phosphorylation-regulated

events in order to modulate the hormonal pathway of estrogen receptors.

Keywords: transcription, nuclear receptors, estrogens, G coupled receptors, chemokines,

phosphorylation, MAPK signaling, breast cancer



TABLE DES MATIERES
RESUME iii
ABSTRACT. iv
TABLE DES MATIERES v
LISTE DES FIGURES...... vii
LISTES DES TABLEAUX viii
LISTES DES ABREVIATIONS ix
REMERCIEMENTS Xii
1 Introduction..... 54
1.1 Les estrogénes 14
1.1.1 La biosynthése et fonctions physiologiqUES.........ccoieiiiieniiiniiiieincceees 14
1.2 Les récepteurs des estrogénes 17
1.2.1 SHrUCIUTE AES FECEPLEUTS ..ereeieeeieriecreietis ittt st sn e 17
1.2.2 Régulation de 12 transcription .........cccceeieimiinienieesie e 20
1.2.2.1  Activité transcritptionnelle de ERQL et ERP ..o 20
1.2.2.2  Coactivation transcriptionnelle ........c..coccvviiiininininiisc e 21
1.2.2.3  Corépression transcriptionnelle ... 23
1.2.2.4  Phosphorylation ligand dépendante ...........ocoiverniiinninnnin 24
1.2.3 Activation ligand-indépendante ... 25
1.2.3.1  Activation par les facteurs de CroiSSaNCE ........cecerrerirverinnnineicnentncnccssnseenes 25
1.2.3.2  Régulation de I’activité par PKA ... 26
1.2.3.3  Activation par PKC ..o 27
1.2.3.4  Régulation par AKT ..o 27
1.2.3.5  Activation par les CDK........cccooiiniinminiiees e 28
1.2.4 Activation des éléments de réponse NON-CONSENSUS......ccueeeriesrrreeriioirerrecseneriens 29
1.2.5 ER €L 185 CANCETS ...veovietveereeiereseeeiiesiesiieseecntesabs et ens s se s seesae st et s e s s 31
1.3 Le récepteur de chimiokine : CXCR4 32
1.3.1 Le ligand : stromal cell derived factor-1 (SDF-1)....c.ccocooiiicinnnnniiiiiin 32
1.3.1.1  DeSCription et StIUCTUTE ....cucvvvivivrriirernirieest ettt 32
1.3.1.2  Sites d’Expression et régulation du SDF-1........ccooooiininiii 33
1.3.1.3  fonctions PhySiOlOZIQUES ......cocvvevriricrimiieeieeeie s 35
1.3.2 Structure et fonctions du récepteur CXCR4A......c.ooviiiiiiiiniic 36



133
13.4
1.3.5
13.6

1.4

1.5

2  Matériels et Méthodes

21

22

23

24

3 Résultats

4 Discussion

4.1

5 Annexes

Régulation de I’expression de CXCRA..........ooeiiinininininiennnes
Voies de Signalisation de 1’axe SDF-1/ CXCR4 ...
CXCRA4 et le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH)......cocovvieniivnrnennnces

CXCRA4, le cancer et 165 MELASIASES ..c.veeueeereeereerrrerrcniiiiiisicsne e ebeesreee s seaes

Interaction fonctionnelle entre ER et CXCR4

Hypothéses et objectifs

Vecteurs d’expression

Culture cellulaire, transfection d’ADN et essais luciférase

Co-culture

Extraction d’ARN, traitement a la DNase, RT-PCR

Perspectives et Conclusions

Annexe 1: Récapitulation des expériences et des résultats .......coeeveeenecneiccnianas

6 Bibliographie

vi

39
40
43
44

46

47

S50

50
51
52

52

54

74

85

90

93



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Domaines fonctionnels des récepteurs des eStrogenes ............cooe.e..
Figure 2. Représentation schématique du récepteur CXCRA4.......c.ccoevviinnines
Figure 3. Les MCF-7 expriment CXCR4, ERP et ERa. et répondent a I'Es ...

Figure 4. Effet ligand indépendant de I’activation de CXCR4 sur la
transactivation des ERs dans les MVLN..........ccccovvviiiiinnnninnn..

Figure 5. L’activation de CXCR4 modifie I’expression de génes régulés par
les récepteurs des estrogénes en absence de leur ligand ..................

Figure 6. Les HEK 293-T répondent a I’estrogene lorsque les récepteurs sont
ELANSTECES ...t ittt eete ettt e e seb e e st sab e

Figure 7. L’activation de CXCR4 stimule autant I’activité transcriptionnelle
de EROL QUE ERP ..ovoeiiiieicicriiiinctc et

Figure 8. Le traitement des cellules peut se faire de fagon paracrine avec des
cellules exprimant le SDF-1....c.ccooiviiiiniininiiieiee

Figure 9. La stimulation des MVLN avec le SDF-1 en présence d’estrogene
permet d’améliorer la réponse ligand dépendante des ERs..............

Figure 10. Le SDF-1 a aussi un effet ligand dépendant sur ERP et ERa .........

Figure 11. L’activation de CXCR4 régule ’expression de geénes cibles des
ERs contrdlés par un promoteur AP-1 ...

Figure 12. Le systéme rapporteur du géne de la luciférase couplé au
promoteur AP-1 fonctionne dans les HEK 293-T .........cooeiinee

Figure 13. Le SDF-1 régule I’activité¢ de ERP et ERa sur un promoteur AP-1

Figure 14. ERP et ERo régulent différemment les génes sous le controle
d’un promoteur AP-1 en présence de SDF-1 ..o

Figure 15. L’intégrité de I’AF-1 de ERP est essentielle pour la reponse au

Figure 16. Modele proposé pour la modulation de I'activité transcriptionnelle

des récepteurs des estrogenes par CXCR4A.......ocoooiiiiininincnn

vii



viii

LISTES DES TABLEAUX

Tableau I. Cibles de phosphorylation de ERa. et ERP et activité transcriptionnelle........ 73



LISTES DES ABREVIATIONS

°C : degrés Celcius

A : Alanine

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire
AF-1 : Activation function 1

AF-2 : Activation function 2

AIB1 : Amplified in breast cancer 1

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique
AR : Androgen receptor

Arg : Arginine

ARN : Acide ribonucléique

ARNm : Acide ribonucléique messager

Asp : Acide aspartique

ATP : Adénosine triphosphate

Bcl-2 : B-cell leukemia/lymphoma 2
BRG1/hBrm : Brahama-related gene/ human brahama
CAK : Cdk-activating kinase

CBP/p300 : CREB-binding protein

CCR : récepteur de chimiokine (motif CC)

Cdk : Cyclin-dependent kinase

ChIP : Chromatin immunoprecipitation

CHO : Chinese hamster ovary

CRE : cAMP response element

CREB : cAMP response element binding protein
CXCL12 (SDF-1) : chimiokine (motif CXC) ligand 12
CXCR4 : récepteur de chimiokine (motif CXC) 4
D : acide aspartique

DAG : Diacylglycerol

DBD : DNA-binding domain

DES : Diethyllstilbestrol

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DRIP : Vitamin D receptor interacting proteins
E : Acide glutamique

E, : Estradiol

EGF : Epidermal growth factor.

EGFR : Epidermal growth factor receptor

eNOS : Endothelial nitric oxide synthase

ER : Estrogen receptor

ERE : Estrogen response element

Erk : Extracellular signal-regulated kinase

ERR : Estrogen receptor-related receptor

F : Phénylalanine

FAK : Focal adhesion kinase

FBS : Fetal bovine serum

FSH : Hormone folliculostimulante

gp : glycoprotein

ix



GPCR : G-protein coupled receptor
GPR-30 : G-protein coupled receptor 30
GR : Glucocorticoid receptor

GRX : G-protein coupled receptor kinase
GST : Glutathion S-transferase

H : histidine

HAT : Histone acetyltransferase

HDAC : Histone déacétylase

HeLa : Henrietta Lacks cells

HepG2 : hepatocellular carcinoma cells
HIF : Hypoxia-inducible factor

HNF-3 : Hepatocyte nuclear factor

HRE : Hormone response element
HSP90 : Heat shok protein

ICI : Imperial chemical industries

IGF-1 : Insulin-like growth factor-1

IL : Interleukin

IP-10 : CXCL10 (chimiokine (motif CXC) ligand 10)
JAK : Janus kinase

K : lysine

Kb : kilobase

KSHYV : Kaposi’s Sarcoma Herpesvirus- G protein-coupled receptor
L : leucine

LBD : Ligand-binding domain

LDL : Low density lipoprotein

LH : Hormone lutéinisante

MAPK : Mitogen activated protein kinase
MgCl, : Chlorure de magnésium

Mic-1 : Macrophage inhibitory cytokine 1
MK : Megacaryocyte

mL : millilitre

mM : millimolaire

MMP : matrice metalloproteinase

MR : Mineralocorticoid receptor

N : Asparagine

N-CoR : nuclear receptor corepressor

NF 1 : Neurofibromin 1

ng : nanogrammes

nM : nanomolaire

NO : Nitric oxyde

NRF-1 : Nuclear respiratory factor 1
OHT : 4-hydroxytamoxiféne

P : Proline

pb : paires de bases

p/CAF : p300/CBP-associated factor
p/CIP : p300/CBP/interacting protein
PBS : Phosphate buffer solution

PBSF : pre-B cell growth stimulating factor
PCR : Polymerase chain reaction



PGC : primodial germ cells

PI 3-kinase : Phosphoinositide 3-kinase
PIP : Phosphatidyl inositl phosphoate
PKA : Protéine kinase A

PKC : Protéine kinase C

PMA : Phorbl myristate acetate

Pol IT : ARN Polymeérase II

PR : Progesterone receptor

PXR : Pregnane receptor

R : Arginine

RAFTK : Related adhesion focal kinase
RAR : Retinoid acid receptor

RID : receptor interacting domain
RLU : Relative luciferase unit

RTK : Recepteur tyrosine kinase

RT-PCR : Reverse transcription-polymerase chain reaction

RXR : Retinoid X receptor

S : Serine

SDF-1 : stromal-cell derived factor 1
Ser : Serine

SERM : selective estrogen receptor modulators

SF-1 : Steroidogenic factor 1
siRNA : small interfering RNA

SMRT : silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors

SRC : Steroid receptor coactivator

STAT : Signal transducers and activators of transcription

X1

SWI / SNF : Switch gene / géne qui provoque le phénotype « sucrose non-fer » dans la

levure
T : Thréonine
TAF : Transcription associated factor
TBP : TATA-binding protein
TGF : Tumor growth factor
Thr : Thréonine
Tk : Thymidine kinase
TM : Transmembrane domain
TNF : Tumor necrosis factor
TNFa : Tumor necrosis factor a
TPA : phorbol-12-myrostate-13-acetate
TR : Thyroid receptor

TRAP : thyroid hormone receptor associated proteins

TRE : TPA response element
V : Valine

VEGF : Vascular endothelial growth factor

VHL : Von Hippel-Lindau

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

W : Tryptophane

XPF : Exocrine pancreas transcription factor



X1l

REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier mes collégues et amies Mélanie, Annie, Amélie, Nathalie, Julie et

Catherine qui m’ont toujours aidée, encouragée et donné de judicieux et précieux conseils.

Un merci tout spécial a Sylvain pour sa présence autant dans les bons que dans les mauvais

moments et pour sa confiance en moi.

Je voudrais remercier mon directeur de recherche, André Tremblay, qui a ét€ plus que

disponible pour répondre 4 mes innombrables questions et qui m’a bien supervisée.

Egalement, un merci trés important 4 Nikolaus Heveker pour sa collaboration et son

soutien inestimables dans le projet ainsi que pour sa grande disponibilité.

Merci a tous les étudiants, professionnels de recherche et chercheurs du premier étage ainsi

qu’au CRSNG pour le support financier.



1 INTRODUCTION




14

1.1 LES ESTROGENES

Les estrogénes sont des molécules lipophiliques qui sont responsables d’une variété
d’effets sur la croissance, le développement et la différentiation, incluant I’importante
fonction de régulation dans le systéme reproducteur des méles et des femelles, dans le
développement et la différentiation des glandes mammaires, ainsi que ses rdles comme

agent anti-athérosclérotique et neuroprotecteur (1).

1.1.1 LA BIOSYNTHESE ET FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES

Les estrogénes font partie de la famille des hormones stéroidiennes et sont synthétisés
principalement & partir de précurseurs androgéniques. Le 17pB-estradiol, la forme la plus
biologiquement active est produite suite a I’incorporation, par les cellules
stéroidogéniques, de cholestérol qui est transféré du cytoplasme vers les membranes
internes des mitochondries et dans le réticulum endoplasmique. Les enzymes du
cytochrome P450 et le complexe enzymatique P450 aromatase monooxygénase y
catalysent le clivage des chaines latérales du cholestérol ainsi que 1’aromatisation. En trois
hydroxylations consécutives, 1’estrone et I’estradiol sont produits a partir des leurs
précurseurs respectifs soit 1’androsténedione et la testostérone (2). La principale source
d’estradiol chez la femme est le follicule ovarien et le corps jaune, structure formée suite a
I’ovulation. Les cellules de la théque captent le cholestérol et forment les androgenes qui
diffusent dans les cellules de la granulosa ou ils sont aromatisés en estrogénes (3). Chez les
hommes, les estrogénes sont majoritairement produits dans les testicules. Les cellules de
Leydig, de Sertoli ainsi que les spermatozoides a différents stades de maturation expriment
’aromatase mais les cellules de Leydig sont sans contredit les plus grandes productrices

d’estrogénes (4).

La production d’estrogeénes est régulée par 1’axe hypothalamo-hypophysaire. La Gn-RH
(gonadolibérine) est sécrétée par I’hypothalamus selon un mode cyclique, ce qui stimule
1’adénohypophyse a produire et & sécréter la FSH (hormone folliculostimulante) et la LH
(hormone lutéinisante). La LH et la FSH stimulent la croissance et la maturation du

follicule ovarien ainsi que la sécrétion des estrogenes (5).
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Les estrogénes sont majoritairement produits par les gonades et ont donc des actions sur le
développement de celles-ci. Ils stimulent la croissance et la maturation des organes
reproducteurs et des seins au moment de la puberté et maintiennent leur fonctionnement a
’age adulte, activent ’ovogenése et l’ovulation et stimulent I’épaississement de
I’endométre. Au niveau des seins, les estrogénes stimulent la croissance et la
différentiation du canal épithélial, induisent la mitose des cellules cylindriques des canaux
et stimulent la croissance du tissu conjonctif (6). 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 relachement des ligaments pelviens et de la symphyse pubienne
favorisant la dilatation du col de 'utérus 4 la fin de la grossesse (7). Certains caracteres
sexuels secondaires sont aussi contrdlés par les estrogénes comme 1’allongement des os, la
féminisation du squelette, I’apparition des poils pubiens et la disposition de tissus adipeux
aux hanches et dans les seins. Chez les hommes, I’estradiol est maintenant considéré
comme un facteur de survie des cellules germinales (8) et serait aussi impliqué dans la
maturation des spermatides (9) ainsi que dans la capacitation, la réaction de I’acrosome et
dans la fertilisation (10), ces derniéres étapes se produisent dans le tractus génital de la

femme lors de la fécondation.

Les estrogénes ont des actions diverses sur des tissus périphériques dont le systéme
nerveux central. Le cerveau a la capacité d’aromatiser les androgeénes afin de former des
estrogénes. Le taux d’aromatisation est trés bas comparativement a ceux dans d’autres
tissus mais il ne n’est pas négligeable (11). Une de leurs actions serait d’agir en synergie
avec les neurotrophines qui aident la migration des axones (12;13). La présence
d’estrogénes dans le cerveau pourrait aussi avoir un effet neuroprotecteur en promouvant la
défense neuronale et les mécanismes de mémoire dans I’hippocampe ou ils augmentent la
densité de récepteurs au N-méthyl-D-asparte (14). A des concentrations micromolaires les
estrogénes ont des propriétés antioxydantes (15) ce qui diminuerait les risques de la
maladie d’Alzheimer en protégeant les neurones contre la toxicité des peptides B-
amyloides (16). Les astrocytes de la glie seraient les cibles majoritaires des estrogénes
dans le cerveau puisqu’ils expriment les deux types de récepteurs (17) et qu’ils jouent un
role dans les processus induits par les estrogenes tels que la formation des synapses, la

plasticité et la morphologie neuronale (18). Il est donc, possible de relier I’augmentation
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du risque de la maladie d’Alzheimer chez les femmes en postménopause avec la chute de
production d’estrogénes et donc d’élaborer des molécules pour I’hormonothérapie, mais
pour le moment les études cliniques démontrent aucun effet bénéfique du traitement aux

estrogénes pour la progression de la maladie (19).

Les estrogénes ont aussi un effet cardio-protecteur, ils ont été détectés dans les cellules
endothéliales a différents endroits (20). La présence d’estrogenes provoque une
vasodilatation rapide et de courte durée en stimulant la eNOS (endothelial nitric oxide
synthase) responsable de la production d’oxyde nitrique (21) et en stimulant la production
de prostacycline (22). Le tonus des muscles lisses vasculaires est aussi réduit par les
estrogénes par 1’ouverture de canaux calciques spécifiques (23). Le role d’antioxydant des
estrogénes a été proposé comme étant le facteur de protection contre 1’athérosclérose,
puisqu’il a été observé que leur utilisation diminue la progression de plaques
athéroslcérotiques chez des singes ovarectomisés (24). Ils exercent aussi leurs effets anti-
athéroslcérotiques en diminuant les taux de LDL (low density lipoprotein) sériques en

augmentant entre autre 1’expression du récepteur LDL dans le foie (25).

Les ostéoclastes et les ostéoblastes sont des cibles des estrogénes qui ont comme effet
global de diminuer la résorption osseuse (26;27). Les estrogénes inhibent la fonction des
ostéoclastes qui dégradent la matrice osseuse. Une déficience en estrogénes est reconnue
pour accélérer la résorption osseuse et les risques de fractures, puisqu’elle entraine une
plus grande activité des ostéoclastes chez des souris ovarectomisées dii & une augmentation
de TNF, d’IL-1 et IL-6, trois molécules qui sont reconnues pour stimuler indirectement la

différentiation des ostéoclastes (28).

Les estrogénes exercent des fonctions variées dans plusieurs organes différents. Ils peuvent
par exemple améliorer 1’apparence de la peau, influencer I’humeur, réduire la pression
intra-occulaire et diminuer les risques du cancer du colon (2). Par contre, pour médier ces
effets, ils doivent interagir avec leurs récepteurs qui eux enclencheront toute une cascade
de signalisation et donc la localisation de ces récepteurs influence aussi I’action des

estrogenes.
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1.2 LES RECEPTEURS DES ESTROGENES

1.2.1 STRUCTURE DES RECEPTEURS

Les récepteurs des estrogénes font partie d’une grande famille de facteurs de transcription
nucléaire modulés par la liaison d’un ligand. Ils régulent I’expression de génes cibles en
liant des HRE (hormones response elements) dans le promoteur. Cette famille est
subdivisée en quatre grandes classes selon les propriétés de dimérisation et le type de
ligand (29;30). Tout d’abord, la Classe I est constituée des récepteurs des stéroides
s’associant en homodiméres pour se lier a des HRE constitués de séquences
palindromiques inversées. Cette classe comprend les récepteurs des estrogenes (ER), des
androgénes (AR), des glucocorticoides (GR), des minéralocorticoides (MR) et de la
progestérone (PR). La Classe Il regroupe les récepteurs qui s’associent en hétérodimeres
avec le récepteur RXR (retinoid X receptor) et pour lesquels des ligands physiologiques
ont été identifiés comme le récepteur de I’acide rétinoique RAR. La Classe III inclut les
récepteurs orphelins, c’est-a-dire les récepteurs pour lesquels aucun ligand n’a éte
découvert, qui fonctionnent en homodimeéres et qui se lient & des séquences HRE répétées
directes sur I’ADN, comme les récepteurs de la Classe II, tels que le récepteur RXR et le
récepteur PXR (pregnane receptor). Enfin, les récepteurs orphelins qui agissent en
monomeres pour se lier 4 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) (29).

Dans le cas des récepteurs des estrogénes il existe deux isoformes. ERa fut initialement
cloné en 1986 (31;32) et ce n’est qu’en 1996 qu’un second récepteur des estrogénes, ERB,
fut identifié chez ’humain (33). Les deux isoformes sont situés sur deux chromosomes
différents soit les chromosomes 6 et 14 respectivement (34), ce qui indique qu’ils auraient
divergés trés tot dans DIévolution. Leur structure correspond a celle des récepteurs
nucléaires qui ont une structure conservée comprenant trois régions de grande homologie
divisées en six domaines nommés par des lettres (Figure 1). Il y a le domaine de liaison a
I’ADN qui est le plus conservé a travers les récepteurs et deux régions moins conservées
soient les régions N-terminale et C-terminale qui contient le domaine de liaison au ligand

(LBD) (35).
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Figure 1. Domaines fonctionnels des récepteurs des estrogénes

La région N-terminale des récepteurs des estrogenes module la transcription de fagon géne
et cellule spécifique a travers I’AF-1 (Activation Fonction-1) et elle comprend les
domaines A et B. Cette région est la moins conservée entres les isoformes, il y a moins de
15% d’homologie et ce serait particuliérement grace a cette région que les deux récepteurs
différeraient dans leurs fonctions. Il a été démontré que I’AF-1 seul a une activité
constitutive intrinséque et que I’activité de I’AF-1 de ERp est plus faible que celle de ERa
(36;37). La région N-terminale ne peut pas lier le ligand mais elle peut interagir avec la
région C-terminale afin de moduler I’activité transcriptionnelle. En effet, les régions C-
terminales des deux récepteurs ont une activité transcriptionnelle semblable mais
I’utilisation de récepteurs pleine longueur dans certaines conditions permet de retrouver les
différences d’activité pour lesquelles ERa est plus actif que ERB (37). L’AF-1 contient
aussi plusieurs sites de phosphorylation ciblés par les protéines faisant parties de la voie de
signalisation des MAPKs qui répondent aux facteurs de croissance (38-40). Ce qui
suggére que l’activation de I’AF-1 pourrait dépendre de la phosphorylation. Cette région

permet également le recrutement de coactivateurs transcriptionnels (41).

Le domaine de liaison a I’ADN (DBD) contient deux motifs a doigts de zinc impliqués
dans la liaison a ’ADN et la dimérisation. Cette région est la plus conservée a travers la
grande famille des récepteurs nucléaires mais elle reconnait néanmoins un HRE spécifique
a chaque récepteur (42). Dans les cas des récepteurs aux estrogeénes, elle permet de lier
avec une haute affinité deux séquences répétées inversées appelées ERE (estrogen
response element). La séquence minimale consensus d’un ERE est: 5’-
GGTCAnnnTGACC-3’. La nature des séquences bordant le ERE est aussi importante

pour déterminer I’affinité avec laquelle les ERs s’y lient (43). Les récepteurs aux

estrogénes o. et B reconnaissent le méme demi-ERE et peuvent donc homodimériser ou
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hétérodimériser. De plus, I’affinité du récepteur pour son ERE augmente suite a la liaison
du ligand et suite a une phosphorylation de I’AF-1 en I’absence du ligand in vitro. Par
ailleurs, la majorité des génes cibles des ERs n’ont pas comme ERE un palindrome parfait
(43). Tout ceci suggere qu’il pourrait y avoir une sélection des EREs dans différentes

conditions ce qui entraineraient une expression différentielle des génes cibles.

Le domaine D du récepteur est la région chariére, il sépare la région de C-terminale du
DBD et contient des séquences pour la dimérisation des récepteurs et pour la localisation
nucléaire (44;45). 1l a aussi été démontré que la région charniére peut interagir avec des

protéines chaperonnes ou des corépresseurs afin de réguler ’activité des ERs (46).

La région C-terminale contient le domaine E de liaison au ligand (LBD), il est conservé a
60% entre les deux isoformes de ERs (47). Ce domaine est composé de douze hélices a
importantes pour la liaison du ligand, I’interaction avec des corégulateurs et la dimérisation
(48). Les hélices o forment une structure compacte en forme de pochette qui permet
d’accueillir le ligand. La liaison du ligand dans la pochette altére la conformation du LBD
(49) et I’hélice 12 forme un couvercle formant une pochette hydrophobe qui entoure le
ligand et une plate-forme a la surface du LBD qui permet de recruter des corégulateurs
(50) (51). Cette hélice est indispensable a la fonction de 1’AF-2 et constitue le domaine F
situé a I’extrémité de la région C-terminale qui est essentiel a I’activation transcriptionnelle
en réponse au ligand (52). Le recrutement de coactivateurs va se faire de fagon différente
selon les différents composés estrogéniques qui se lient a ER. En effet, E; et le raloxifene
forment des contacts différents dans la pochette hydrophobe du LBD de ERa ce qui
entraine une position de ’hélice 12 différente. Par exemple, le coactivateur SRC-1 sera
recruté en présence d’E, mais pas avec le raloxifene ou le tamoxifene, des anti-estrogénes

(53).

Des études indiquent que le réle de ERpB pourrait étre redondant a celui de ERa puisqu’il
pourrait compenser pour la perte de ERa dans certains mécanismes. En effet, dans les
souris dont le géne de ERa a été délété, il reste un niveau basal d’expression de PR (gene
cible de ERa) qui serait attribué a un mécanisme indépendant de ERa et peut-€tre donc a

’action de ERP (54). Cette hypothése peut étre soutenue par la grande homologie qui
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existe entre les domaines de liaisons a ’ADN des deux isoformes qui leur permettrait de

reconnaitre les mémes ERE et donc les mémes génes cibles.

Par contre, ERa et ERP ne sont pas toujours exprimés de fagon équivalente et conjointe de
sorte que la diversité dans leur patron d’expression suggere que chaque ER posseéde des
fonctions biologiques bien distinctes. L’isoforme ERa est prédominant dans les tissus
mammaires, [’utérus, le col de ’utérus et le vagin. Quant a ERP, il est principalement
détecté dans les ovaires, la prostate, les testicules, la rate, les poumons, le thymus et
I’hypothalamus (55). Dans le foie, se trouve majoritairement ERa tandis que dans les
tissus gastro-intestinaux, ERP y est plutot exprimé seul (56). Il a aussi été¢ démontré que
les deux isoformes sont exprimés dans le cerveau mais leur expression est différente selon
les régions (57). Par ailleurs, dans les organes ou les deux isoformes sont coexprimés, leur
niveau d’expression est différent. L’effet spécifique des ERs pourrait alors dépendre de son
hormone, du sous-type de récepteur impliqué, des caractéristiques du promoteur du gene
cible et de I’équilibre 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 génes qui leur sont spécifiques.

122 REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

1.2.2.1 ACTIVITE TRANSCRITPTIONNELLE DE ERa ET ERB

Les récepteurs des estrogénes sont définis comme étant des facteurs de transcription
hormonodépendants, qui doivent lier une hormone afin d’étre transcriptionnellement actifs.
Ils font aussi partie de la classe I de la grande famille des récepteurs nucléaires dans
laquelle les récepteurs inactifs sont liés & des protéines chaperonnes contrairement aux
récepteurs de la classe II qui lient ’ADN en absence de ligand et exercent une activité
répressive appelée « silencing », sur les promoteurs des genes cibles (58). En absence de
ligand, 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 a ’ADN des récepteurs (2). La localisation exacte des

récepteurs dans cette conformation n’est pas claire. Une distribution équilibrée survient
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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 estrogénes sont majoritairement nucléaires méme en absence de leur ligand (45;59).

En présence de ligand, les récepteurs des estrogenes changent de conformation, se
dissocient des complexes de protéines chaperonnes, s’homodimérisent ou
s’hétérodimérisent et lient ’ADN. Cette liaison permet le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle de base qui se fait de fagon directe ou indirecte par I’interaction de
corégulateurs (60). Ces corégulateurs crées selon leur nature et 1’état d’activation du
récepteur un environnement favorable ou défavorable a la transcription et communiquent
avec la machinerie transcriptionnelle de base (51). Le récepteur peut aussi étre
phosphorylé de fagon ligand-indépendante par les voies de signalisation activées par les
facteurs de croissance, ce qui lui permet de lier I’ADN et d’activer la transcription de génes
cibles spécifiques (61). Dans les deux cas, une fois 1’association du complexe d’initiation

de la transcription complétée, I’ ARN polymérase II est recrutée et initie la transcription.

1.2.2.2 COACTIVATION TRANSCRIPTIONNELLE

La liaison du complexe a I’ADN conduit 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 (51).

Le roles de ces corégulateurs est de modifier I’enroulement de la chromatine afin de
permettre I’accessibilité des promoteurs des genes cibles a la machinerie transcriptionnelle
de base et de stabiliser la formation du complexe de préinitiation de la transcription. Il
existes trois classes générales de corégulateurs qui permettent de réguler la transcription en
interagissant avec les récepteurs nucléaires, il y a les remodeleurs de chromatine, les

coactivateurs qui ont différentes activités enzymatiques et les corépresseurs (62-64).

Plusieurs de ces coactivateurs ou protéines de la machinerie transcriptionnelle de bases ont
été trouvées comme interagissant directement avec le récepteurs. L’analyse des domaines
d’interaction des récepteurs nucléaires avec les coactivateurs a mené a I’identification

d’une séquence consensus LXXLL ou le L représente une leucine et les X n’importe quel
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acide aminé. Ces motifs interagissent avec la plate-forme de I’hélice 12 formée par la
présence du ligand (48). Par contre, un nombre trés élevé de coactivateurs a ét€ identifié et
plusieurs doivent étre présents 4 un méme promoteur pour I’activation de la transcription,
le probléme conceptuel réside dans le fait que ce nombre de coactivateurs necessaire
excéde la capacité des récepteurs & interagir directement avec eux. Un modele de
recrutement combinatoire a donc été élaboré selon lequel, quelques coactivateurs
interagiraient directement avec le récepteur et ceux-ci recruteraient de fagon séquentielle

les autres coactivateurs qui interagissent avec la machinerie transcriptionnelle (65).

Par définition, la chromatine est inactive transcriptionnellement puisque I’ADN est enroulé
serré autour de complexes protéiques, les histones, ce qui diminue I’accessibilité a I’ADN
par d’autres protéines. Les complexes BRG1/hBrm sont recrutés suite a la liaison du
ligand au récepteur. Ces complexes sont les homologues de SWI2/SNF2 chez la
drosophile utilisent 1’énergie de I’ATP pour mobiliser ou altérer la structure des
nucléosomes ce qui facilite I’accés a I’ADN (66). Le recrutement de ces complexes prépare
le complexe d’initiation de la transcription pour la deuxiéme étape d’activation geénique qui
requiert le recrutement des facteurs avec I’activité HAT (histone acetytransferase) (65).
Parmi ces facteurs, il y a entre autres certains membres de la famille SRC qui recrutent
d’autres protéines dont CBP/p300 et pCAF qui ont aussi une activit¢ HAT. Cette activité
d’acétylation des histones, leur donne une charge globale négative, ce qui diminue leurs
interactions avec I’ADN de charge positive (50). L’activité HAT de certains coactivateurs
peut aussi cibler des facteurs de transcription basale comme TFIIE et TFIIF, ce qui a pour
effet d’augmenter leur activité (67). Enfin, le complexe TRAP/DRIP est recruté et
interagit directement avec les composants de la machinerie transcriptionnelle de base afin
d’accélérer l’initiation de la transcription (65). D’autres coactivateurs possedent des
activités enzymatiques trés variées allant de 1’activité méthyltransférase, ubiquitine-ligase a
hélicase d’ARN mais elles ont toutes pour but de faciliter I’accés a I’ADN aux facteurs de
transcription (50). C’est donc en influengant 1’assemblage du complexe d’initiation de la
transcription basale, avec 1’aide de leurs corégulateurs que les récepteurs stéroidiens

modulent la transcription des génes ayant des promoteurs hormonodépendant.

Pour initier la transcription, I’ARN polymérase II et les facteurs de transcription basale

TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH doivent s’assembler au promoteur (68).
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TFIID est un complexe protéique comprenant TBP (TATA box binding protein) qui
s’associe fortement 4 au moins huit facteurs TAFs (TATA associated factors) (69). 1l a
été démontré que TBP interagit directement avec I’AF-1 et I’AF-2 de ER in vitro (70).
Méme de fagon ligand indépendante, les ERs peuvent interagir avec des facteurs
transcriptionnels de base (71). Ces interactions directes contribuent donc a I’assemblage
du complexe de pré-initiation qui est favorisé par le recrutement successif de coactivateurs
au récepteur nucléaire et permettent de recruter ’ARN polymérase afin d’initier la

transcription.

Les coactivateurs peuvent aussi interagir avec les récepteurs des estrogénes de fagon
ligand-indépendante. Il a été démontré que p68, une hélicase d’ARN, interagit avec I’AF-1
de ERa par des études d’interaction in vitro. Cette interaction est augmentée par la
phosphorylation de la sérine 118 de I’AF-1 par les MAPK (72). La phosphorylation de
cette sérine 118 et aussi des sérines 104/106 de ERa peut aussi permettre le recrutement de
SRC et CBP (73). L’activation ligand indépendante de ERP par les facteurs de croissance,
permet également le recrutement de SRC-1 a I’AF-1. Par ailleurs, la présence de CBP
contribue 4 augmenter 1’activité ligand-indépendante de ERP médiée par SRC-1, ce qui
indique que CBP est aussi impliqué dans le complexe de coactivation de ERP phosphorylé
(74;75). Ces résultats démontrent la capacit¢ que possédent plusieurs voies de
signalisation d’activer la transcription par I’intermédiaire de ER en permettant le

recrutement de corégulateurs uniques ou communs a ces Voies.

1.2.2.3 COREPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE

Plusieurs membres de la famille des récepteurs nucléaires semblent exercer des roles
physiologiques critiques en réprimant activement la transcription de fagon ligand
dépendante ou indépendante. En présence de tamoxifene et de raloxifene, les récepteurs
des estrogénes recrutent les corépresseurs NCoR et SMRT qui interagissent avec I’hélice
12 des récepteurs par leur domaine RID (receptor interacting domain) en C-terminal (76).
Certaines études démontrent que SMRT et NCoR peuvent interagir avec ER méme en
absence du ligand et I’interprétation qui en découle est que la présence d’anti-estrogénes
renforce cette interaction alors que la présence de E2 induit la dissociation des

corégulateurs (77). Contrairement aux coactivateurs qui ont I’activit¢ HAT intrinséque, les
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corépresseurs doivent recruter un complexe de protéines ayant I’activité histone
déacétylase (HDAC) qui permet de réprimer I’expression de génes en maintenant la
chromatine dans un état plus condensé, ce qui empéche la machinerie de transcription de

lier I’ADN (78).
1224  PHOSPHORYLATION LIGAND DEPENDANTE

Le complexe formé par le récepteur stéroidien et son ligand est une cible pour les kinases
et cette phosphorylation coincide avec une augmentation de ’affinité du récepteur pour son
ligand ainsi qu’une augmentation de [D’activité transcriptionnelle (60). Cette
phosphorylation modifie aussi la localisation cellulaire du récepteur en plus de permettre
des interactions avec différentes protéines (61). En utilisant différentes approches, cingq
sites de phosphorylation ont, jusqu’a présent, ét¢ identifiés sur ERa. Quatre de ces sites se
situent dans I’AF-1 soit les sérines 104, 106, 118 et 167 alors que le dernier est situé dans

le LBD sur la tyrosine 537 (79-81).

Pour le récepteur des estrogenes ERa, la phosphorylation ligand-dépendante de la serine
118 est provoquée par la surexpression de la Cdk7 causant ’augmentation de I’activité de
la transcription. De plus, la phosphorylation de la S118 survient suite & I’interaction de
TFIIH avec le domaine de liaison au ligand (LBD) de ERa. Pour se faire, I’interaction de
ERa avec TFIIH, composé de CAK, requiert I’intégrité de I’hélice-a 12 de I’AF-2 du LBD
de ERa.. Par ailleurs, 1’association des sous-unités p62 et XPD de TFIIH avec I’AF-2 de

ERa dans un mode d’activation ligand-dépendante est également nécessaire (82).

L’activité transcriptionnelle de ERa est aussi régulée par la voie de signalisation de la
MAPK p38 dans les cellules cancéreuses de I’endometre. La présence de 17f-estradiol
active p38 qui phosphoryle ERa non pas dans la partie N-terminale mais sur la thréonine
311 située au début du domaine de liaison au ligand (83). Cette phosphorylation n’alteére
pourtant pas la liaison du ligand a son récepteur mais plut6t sa localisation cellulaire.
Lorsque la Thr311 est phosphorylée, I’export nucléaire de ERa est bloqué et son
interaction avec SRC-1 est augmentée ce qui pourrait expliquer le fait que I’activation de

p38 augmente ’activité transcriptionnelle de ERa (83).
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123  ACTIVATION LIGAND-INDEPENDANTE

Les récepteurs aux estrogénes peuvent étre activés par leur ligand mais aussi par d’autres
molécules qui ne sont pas des estrogenes comme 1’AMPc, la dopamine, le TPA (phorbol-
12-myrostate-13-acetate) et les facteurs de croissance tels que EGF (epidermal growth
factor), IGF-1 (insulin-like growth factor), TGF-B (transforming growth factor ) (84).
L’activation transcriptionnelle des ERs médiée par ces facteurs est due a Ia
phosphorylation des récepteurs, dont les sites phosphorylés se retrouvent dans ’AF-1. La
plupart de ces sites sont des cibles de phosphorylation par les MAPK. Dans la majorité des
cas, I’activité ligand-indépendante ne nécessite pas la présence de I’ AF-2 du récepteur pour

activer la transcription, alors qu’il ’est dans d’autres cas (85).

1.2.3.1 ACTIVATION PAR LES FACTEURS DE CROISSANCE

L’intérét pour le réle des facteurs de croissance dans les fonctions médiées par ER de
fagon estrogéne-indépendante est venu suite a la découverte que les actions induites par le
EGF étaient bloquées par I’utilisation d’un anti-estrogéne, le ICI 164,384 (86). De plus, la
synthése d’ADN et la transcription induites par le EGF sont absentes dans 1’utérus de
souris dont le gene codant pour ERa est délété (87). La cascade d’événements
intracellulaires qui transmet le signal du EGF ou d’un autre facteur de croissance aux ERs,
débute par la stimulation de la voie 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 sérines faisant partie de séquences consensus de phosphorylation par les
MAPK, soit le motif PXX-S/T-P ou P signifie proline, S, sérine, T, thréonine et X
n’importe quel acide aminé. L’activation du récepteur aux EGF entraine la phosphorylation
sur le résidu sérine 118 d’ERa (88) et les résidus sérines 106 et 124 dans le cas d’ERf
(74), ce qui résulte en une 1’activation transcriptionnelle des récepteurs et le recrutement de
SRC-1 par ERB. Une autre étude démontre que 1’activation de ERa dépendante de EGF se
produit par la phosphorylation de la serine 167 par la kinase pp90™' (89) suite a
I’activation de pp90™*! par les MAPK. Plus récemment, il a été déterminé que le dimeére
ErbB2/ErbB3 faisant partie de la famille des récepteurs tyrosines kinase aux facteurs
croissances activé par I’héréguline réprimait la croissance cellulaire dépendante des

estrogénes ainsi que 1’activité ligand dépendante de ERa et ERB. De plus, la répression de
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ERPB est dépendante de la fonction AF-1 et implique la voie de la MAPK p38
contrairement a la répression de ERa (90). Enfin, les coactivateurs jouent un role
important dans 1’habilité des facteurs de croissance a activer ER. 1l a aussi ét€ montré que
les coactivateurs de la famille p160 sont des cibles des MAPK et que cette phosphorylation
favorise I’interaction avec p300/CBP et possiblement avec d’autres coactivateurs (91). Ces

interactions ménent, par la suite, a une régulation de la transcription par le récepteur.

L’importance pathologique de I’induction de ER par les facteurs de croissance n’est pas
encore déterminée. Il serait possible que les facteurs de croissances maintiennent un
niveau modéré de ERs transcriptionnellement actifs lorsque les taux d’estrogénes sont bas
comme par exemple, chez les males ou les femelles dans la phase proestrous. La cascade
de signalisation initiée par les facteurs de croissance pourrait aussi moduler la réponse des
récepteurs des estrogénes lorsqu’ils sont liés a leur ligand et ainsi augmenter les niveaux

d’expression de certains genes cibles (38).

1.2.3.2 REGULATION DE L’ACTIVITE PAR PKA

Les récepteurs aux estrogénes peuvent aussi étre régulés par la PKA (cAMP-dependent
protein kinase). Il a ét¢ montré que le neurotransmetteur dopamine stimule la
transactivation des récepteurs des estrogeénes possiblement par ’augmentation de la
concentration intracellulaire d’AMPc et I’activation de la PKA (92). Trois mécanismes
sont impliqués dans ce phénoméne: la phosphorylation directe des ERs, la
phosphorylation des cofacteurs et les effets médiés par CREB (93;94). Le récepteur des
estrogénes o est phosphorylé aux sérines 104, 106, par la PKA (80), par contre,
’activation transcriptionnelle nécessite la présence de I’AF-2 contrairement a 1’activation
par EGF (95). Par ailleurs, d’autres expériences suggerent que la région de I’AF-1 n’est
pas essentielle a4 I’activation médiée par PKA parce que des mutants n’ayant pas cette
région sont toujours activés par I’AMPc (93). Des expériences utilisant un activateur de la
PKA, le 8-bromo-cAMP dans des cultures primaires de rats ont démontré que ER est
transcriptionnellement activé de fagon ligand-indépendante. Par contre, dans d’autres
types cellulaires, aucun activateur de PKA ou inhibiteurs de phosphatases n’a pu
augmenter I’expression de génes cibles de ER (92;96). Récemment, il a €t€ observé que la

phosphorylation provoquée par PKA sur ERa 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 l’activité trasncriptionnelle du récepteur en modulant I’interaction des
domaines d’activation de celui-ci avec les coactivateurs, mais plutdt en empéchant la
liaison du récepteur 4 I’ADN et en abrogeant sa dimérisation (97). Les mécanismes sont
différents pour I’activation transcriptionnelle ligand-indépendante par PKA, de ERa et
ERB. Tout d’abord, un TRE (12-O-tetradecanoylphorpbol-13-acetate response element) en
amont du ERE est nécessaire pour la transcription par ERP alors qu’elle améliore celle de
ERa tout en n’étant pas essentielle. De plus, ERa peut interagir avec les facteurs liant le
TRE par ses domaines E/F qui sont aussi phosphorylés alors que ceux de ERf ne sont pas
phosphorylés et n’interagissent pas avec ces facteurs (98). Ces observations démontrent
que la capacité de ces agents 2 moduler ER reflete des différences dans les fonctions de ER
de fagon promoteur et type cellulaire spécifique. De plus, il a été montré que le 8-bromo-
AMPc, un activateur de la PKA, provoque la phosphorylation du coactivateur SRC-1 (99)
et que la mutation des sites phosphorylés de SRC-1 réduit I’activation transcriptionnelle

autant de fagon ligand-indépendante que ligand-dépendante des ERs.

1.2.33 ACTIVATION PAR PKC

Les réponses transcriptionnelles hormono-indépendantes de ERa peuvent également étre
influencées par des agents stimulant la protéine kinase C (PKC) (100). En effet,
’activation de génes rapporteurs par ER peut étre bloquée par un inhibiteur de PKC, soit le
GF109203X (101). De plus, il a été montré qu’il se produit une augmentation de la
phosphorylation du domaine A/B de ERa suite a la stimulation de cellules avec un
activateur de la voie de PKC, le phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)
(80;102). 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 a cette voie (38).

1.2.3.4 REGULATION PAR AKT

En plus de la voie des MAPKs, il semble que les facteurs de croissance utiliseraient la voie
PI-3K/AKT pour activer ERa et induire une prolifération hormono-indépendante (103).
Cette voie est la principale voie de survie cellulaire pour une grande variété de types

cellulaires elle pourrait donc contrecarrer ’apoptose induite par le tamoxiféne, de fagon
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ER dépendante, dans les cas de cancer résistant au tamoxiféne. En effet, I’activation de
cette voie dans les MCF-7, entraine 1’augmentation de I’expression de pS2, MIC-1 et Bcl-
2, des geénes qui sont impliqués dans la croissance cellulaire ou dans I’inhibition de
I’apoptose et dont la régulation par les estrogénes est bien connue sauf pour MIC-1 dont le
promoteur n’est pas encore caractérisé (104). Par ailleurs, la phosphorylation de la sérine
167 pourrait jouer un role dans I’activité de ERo. modulée par AKT puisque cette sérine est
phosphorylée lorsque la voie est activée (104). Il est suggéré que cette phosphorylation
modulerait ’interaction du récepteur avec les coactivateurs et corépresseurs comme il a été
démontré pour la phosphorylation de d’autres sérines. Des travaux en cours dans notre
laboratoire ont aussi démontré que cette voie peut activer ERP puisqu’il existe un site
consensus de phosphorylation par AKT dans la région D de ERP. La régulation de ERp
par cette voie est particuliére puisque ’activation d’AKT entraine une augmentation de
’activité transcriptionnelle de ERP mais lorsque des coactivateurs tels que CBP sont
présents cette voie réprime 1’activité de ERP. Il a été prouvé que cette régulation était due
a la phosphorylation de ER par AKT puisque la mutation de ce site permet de récupérer

’activité du récepteur.

1.2.3.5 ACTIVATION PAR LES CDK

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 I’initiation de
la réplication et pour restreindre 1’initiation a une seule fois par cycle. Les serines 104 et
106 de ERo participent a [’activation transcriptionnelle de ERa suite a leur
phosphorylation par le complexe cycline A-Cdk2. De plus, I’activation cycline A-Cdk2-
dépendante de la transcription provoquée par ERo ne nécessite pas ’AF-2. 11 a donc été
proposé, que la phosphorylation ligand-indépendante de ERa sur les serines 104 et 106 par
ce complexe, module le recrutement de corégulateurs sur I’AF-1 de ERa tels que les
membres de la famille p160, selon que le récepteur provoque la prolifération ou inhibe la
différenciation cellulaire (105). Par ailleurs, 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 (39).
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1.2.4 ACTIVATION DES ELEMENTS DE REPONSE NON-CONSENSUS

Les anti-estrogénes sont des agents thérapeutiques pour le traitement et la prévention du
cancer du sein. Le tamoxiféne est un anti-estrogéne utilisé dans la chimiothérapie contre le
cancer du sein et fonctionne comme un agent anti-tumoral en inhibant I’action de ER dans
les tissus mammaires (106). Paradoxalement, il semble que le tamoxiféne agisse en tant
qu’agoniste et induirait la prolifération cellulaire dans les tissus utérins ce qui contribuerait
a augmenter les risques de cancer de l'utérus qui sont observés lors d’une thérapie
prolongée au tamoxiféne (107). Une des explications proposées pour cette action
spécifique aux tissus des anti-estrogénes serait que ER lié a un ligand peut avoir différentes
propriétés de transactivations lorsqu’il interagit avec différents types d’éléments de
réponses. En effet, en plus de I’action classique des récepteurs des estrogenes, plusieurs
génes cibles des estrogénes sont régulés par des séquences qui ne lient pas directement les
ERs soit des éléments de réponses AP-1, CRE (cyclic AMP response element) et Spl. Il a
été proposé que ERa puisse induire la transcription dans ces conditions par des interactions
protéines-protéines directes entre ERa et les autres facteurs de transcription. En fait, ERa
interagit directement avec des facteurs tels que Jun, SP-1, SP-3, NF1 et des coactivateurs,
suggérant que ERa forme des complexes de coactivation sur la structure formée des
facteurs de transcription et ’ADN. Ceci permet ’activation de la transcription par
’habileté de ER a recruter les coactivateurs (108). Un autre mécanisme d’activation serait
que le récepteur lié a I’antagoniste interagit avec un répresseur et le séquestre afin de

I’empécher d’interagir avec la machinerie transcriptionnelle (109).

Le complexe AP-1 est la cible la mieux caractérisée des actions non classiques des
récepteurs des estrogénes. Plusieurs genes sont régulés par cette voie incluant la
collagénase, I'IGF-1 et la cycline D1 (110-112). II a par contre, été déterminé que ERa et
ERP répondent différemment a certains ligands sur un élément de réponse AP-1, ce qui
suggére différentes fonctions de régulation pour les deux récepteurs. En effet, ERa en
présence d’E,, de DES (diethylstilbestrol) et des anti-estrogénes ICI 164384, tamoxiféne et
raloxiféne stimule la transcription du géne rapporteur luciférase couplé a 1’élément de
réponse AP-1 de la collagénase dans les HeLa. Par contre, dans les cellules transfectées

avec ERP les E; et DES n’activent pas la transcription contrairement aux anti-estrogenes.
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Par ailleurs, ces résultats sont reproductibles dans les lignées de cancer du sein (MCF-7 et
MDAA453) et de cancer de 1’utérus (Ishikawa) dans lesquelles E; et DES inhibent la
transcription par ERpB (113). Il semble donc que la pharmacologie des ligands des ERs est
renversée sur les éléments AP-1 avec ERP, ou les anti-estrogenes activent la transcription
et les estrogénes agissent comme des inhibiteurs de la transcription. Cette divergence
d’activité des ERs selon le ligand sur les éléments AP-1 n’est pas seulement intrinseque
aux isoformes de ERs mais elle est aussi influencée par le type cellulaire. En effet, les
effets agonistes du tamoxiféene sont observés dans I’utérus et le col de I’utérus mais pas
dans les tissus mammaires, contrairement a 1’estrogene qui active les sites AP-1 par ERa

dans les tissus mammaires et utérins (111).

Un double mécanisme d’activation de 1’AP-1 par les ERs a été proposé, basé sur des études
de délétions de ERa et le type de ligand. Selon le premier, lorsque le récepteur pleine
longueur est li€ a I’estrogene, il stimule les promoteurs dépendant de I’AP-1 par ses
fonctions d’activation (AF-1 et AF-2) en stabilisant la liaison des coactivateurs sur le
complexe Jun/Fos sans que ER et Jun interagissent directement ensemble. Le second
mécanisme s’applique a ERa et ERP et est régulé par les SERMs ainsi que
I’antagoniste « pure » le ICI 182 780, ce mécanisme n’impliquerait pas les fonctions
d’activation des ERs mais plutét la propriété des antagonistes a recruter des corépresseurs,
ce qui aurait pour effet de séquestrer ceux-ci loin de la chromatine et permettrait d’activer
la transcription sans liaison directe avec I’ADN ou des protéines associées (114). Il a en
effet, été démontré qu’en présence de SERMs, ERa n’a pas besoin de lier I’ADN ni Jun
pour activer ’AP-1. Il semble que les deux mécanismes proposés puissent étre utilisés par
un méme récepteur pour un méme type de promoteur dépendamment du contexte cellulaire

et du ligand.

Le concept général de la fonction non-classique des récepteurs stéroidiens est
biologiquement important. En effet, les souris dont le géne du récepteur des
glucocorticoides (GR) est délété ne sont pas viables. Par contre, les souris dans lesquelles
on a introduit un récepteur contenant une mutation qui bloque la voie classique

d’activation sont viables avec des défauts adrénaliens et des réponses inflammatoires

anormales (115). Dans le cas de ERa, la mutation d’un résidu critique pour la lisaison a
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I’ADN empéche la transcription ERE-dépendante mais n’inhibe pas le mécanisme d’action
alternatif sur ’AP-1 (116). L’introduction de ce géne muté dans des souris provoque un
phénotype comprenant entre autre des anormalités ovariennes, une hyperplasie de
I’endométre et des glandes mammaires anormales alors que les souris dont ERa a é€té
délété sont stériles (117). La comparaison entres ces souris suggere qu’un équilibre entre

les actions classiques et non-classiques des récepteurs des estrogenes est essentielle.

1.2.5 ERETLES CANCERS

Depuis les années 1970, ER est devenue la cible majeure et la plus efficace pour élaborer
des traitements contre le cancer. L’interaction entre E; et ER entraine la prolifération du
cancer mais elle peut maintenant étre bloquée par plusieurs agents, dont les modulateurs
sélectifs des récepteurs des estrogénes (SERMs) ou des antagonistes complets comme le
fulvestrant (ICI 182,780) qui est trés utilisé dans le traitement des cancers du sein avancés
(118;119). Par contre, seulement 53% des patients qui sont ER+ répondent a la thérapie
endocrinienne. Ce pourcentage se divise en 69% pour les patients ER+PR+ et 32% pour
les patients ER+PR-. Il y a tout de méme 13% des patients ER- qui répondent aussi a ce
traitement (120). Donc, il est certain que la détection clinique de ces parametres est
importante pour le choix du traitement mais il est évident qu’il manque I’identification
d’autres facteurs déterminants. Qui plus est, la plupart de ces études ont été faites sur ERa
alors que le role de ERP dans le développement de cancers du sein n’est pas encore clair et
pourrait étre un outil incontestable pour développer un traitement. En effet, ERP pourrait
avoir un role modulateur dans le cancer puisqu’il est exprimé dans les tissus normaux et
malins et que I’on sait que la coexpression des deux isoformes modifie leur activite (121).
Les études sont, par contre mitigées, alors que certaines affirment que la présence de ER
est un bon pronostic pour le cancer puisqu’il est associ¢ & une meilleure survie des patients
traités avec le tamoxiféne (122), d’autres montrent que ER[B est associé¢ a des nodules
auxiliaires (123). Méme s’il semble que la majorité des études suggerent que la présence
de ERp est défavorable a la croissance des tumeurs, les quantités relatives de chacun des

isoformes doivent étre considérées.
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Environ les deux tiers des cancers des ovaires sont ER positifs mais les réponses a des
thérapies endocriniennes sont modestes (124). De plus, les résultats démontrent que ERa
serait responsable de la prolifération accrue des cellules cancéreuses alors que dans les
cellules saines ERB prédomine. La majorité des études démontrent une augmentation des
ARNm de ERa relativement a ERP dans des ovaires cancéreux par rapport a des ovaires
sains. Ces résultats proposent donc un mécanisme qui résulte d’une surexpression de ERa

ou d’un avantage de croissance sélective pour les cellules ERa (125).

Les récepteurs des estrogénes peuvent aussi étre impliqués dans les cancers de la prostate
et du colon. Dans le cas de la prostate, les évidences suggérent que ERP serait impliqué
puisqu’il est exprimé a de hauts niveaux dans les cellules saines et cancéreuses. Les souris
dont le geéne codant pour ERB n’est pas fonctionnel démontrent une hyperplasie de la
prostate alors que ce n’est pas le cas pour les souris dont c’est le gene de ERa qui est
délété. (126). Pour le cancer du colon, autant dans les lignées cancéreuses que dans les
tissus humains sains ou malades, ERa est exprimé en tres faible quantité par rapport a
ERB. Certaines études démontrent qu’il y aurait une baisse d’expression d’ERp lors de la
transformation des cellules en cellules malignes sans changement pour ERa (127). Ces
résultats indiquent, qu’autant dans le sein, la prostate ou le colon, ER[ aurait un réle

protecteur contre le développement du cancer.

1.3 LE RECEPTEUR DE CHIMIOKINE : CXCR4

1.3.1 LE LIGAND : STROMAL CELL DERIVED FACTOR-1 (SDF-1)

1.3.1.1 DESCRIPTION ET STRUCTURE

Les chimiokines sont une famille de cytokines pro-inflammatoires qui agissent par
I’intermédiaire de 19 différents récepteurs couplés aux protéines G afin de réguler
plusieurs processus physiologiques et pathophysiologiques (128). Les chimiokines sont
classées selon I’arrangement des deux premieres cystéines dans leur séquence d’acides
aminés. Il existe environ 26 chimiokines CC, 17 chimiokines CXC, 2 chimiokines C et 1
chimiokines CX3C, ou les C représentent les cystéines et les X n’importe quel acide aminé

(129).



33

Le SDF-1 est un membre de la sous-famille CXC des chimiokines et peut aussi se nommer
CXCL12 : CXC pour la sous-famille, L pour ligand et 12 pour son ordre dans la famille. 1l
a été cloné a partir d’une banque d’ADNc de cellules stromales de la moélle osseuse de
souris (130). L’homologue humain a été trouvé en criblant une banque humaine d’ADNc
de cellules pro-B en utilisant la séquence de souris comme sonde, ce qui a permis de
déterminer qu’il y a approximativement 99% d’homologie entre les deux séquences
protéiques. Il existe deux isoformes de SDF-1 qui sont identiques dans leur séquence
d’acides aminés en N-terminal mais la forme béta possede quatre résidus supplémentaires
en C-terminal. Les deux isoformes sont codés par le méme gene situé sur le chromosome
10gl1.1. La forme béta est un variant d’épissage alternatif qui contient les exons 1-4 alors
que la forme alpha contient les exons 1-3. Il semble qu’il n’y ait pas de différence au
niveau de la fonction et de la régulation des deux isoformes (131). Le SDF-1 a tout
d’abord été identifié comme étant un facteur stimulant la croissance des lymphocytes B
primitives (pre-B cell growth-stimulating factor; PBSF) (132). Par la suite, il a été
démontré qu’il est impliqué dans la migration, la survie, la prolifération et 1’activation de

différents types cellulaires hématopoiétiques et immunitaires (132;133).

Les recherches faites sur la structure des chimiokines ont démontré que les résidus qui
précédent la premiére cystéine ont un rdle critique dans la liaison au récepteur et
I’activation fonctionnelle de celui-ci. Dans le cas du SDF-1, la seule délétion du premier
acide aminé lysine empéche le SDF-1 d’activer CXCR4. Meéme la délétion des trois
premiers acides aminés permet la liaison au récepteur mais pas son activation (134). De
plus, des expériences de délétions et de mutations de la séquence du SDF-1 ont démontré
la nécessité d’autres résidus pour avoir une activité maximale. Les résidus 12-17,
correspondant & la région RFFESH ont des caractéristiques bien différentes des autres
chimiokines CXC et seraient importants pour une liaison optimale au récepteur mais ne

sont pas essentiels pour I’activation (134).

1.3.1.2 SITES D’EXPRESSION ET REGULATION DU SDF-1

Contrairement a d’autres chimiokines CXC qui sont induites par des cytokines, le SDF-1

est exprimé a un niveau basal dans plusieurs tissus, et il est donc considéré comme étant

exprimé de fagon constitutive. L’ARNm de SDF-1 a/f a été détecté dans presque tous les
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tissus qui ont été testés mais il était fortement exprimé dans les nodules lymphatiques, la
rate, la moelle osseuse, les ovaires, les intestins, le thymus, les reins, les poumons, le cceur,
I’estomac et le foie (131). Par la suite, SDF-1 a été retrouvé en grande quantité dans le
systéme nerveux central de rats a I’état embryonnaire et mature mais plus précisément dans
le cortex, I’hypothalamus et I’hippocampe (135). Par ailleurs, le promoteur de SDF-1
contient plusieurs ilots CpG, un motif qui lie des facteurs de transcription fréquemment
observés pour des génes domestiques qui ont une expression constitutive dans plusieurs
tissus (136). De plus, les motifs de liaison des facteurs de transcription NF-xB et AP-1
n’ont pas été retrouvés dans les 19-kb du clone génomique (131), alors que ces sites
existent dans les génes d’autres chimiokines CXC et que ces facteurs de transcription

induisent 1’expression de ces chimiokines en réponse aux stimuli inflammatoires.

Malgré cette apparente expression constitutive du SDF-1, il semble raisonnable de croire
que ’accumulation du SDF-1 dans les cellules synoviales et endothéliales est due a une
induction locale inflammatoire ou proliférative dans les tissus endommagés par ’arthrite
rhumatoide, suite a 1’observation des patrons d’expression anormaux du SDF-1 (137). Le
SDF-1 a aussi été identifié comme étant un gene cible des récepteurs des estrogénes
puisque son expression était augmentée en présence d’estradiol et semblait étre
responsable de son effet mitogénique dans des cellules du cancers du sein et des ovaires
(138). Ces résultats appuient donc 1’idée que I’expression du géne SDF-1 est sous le

contrble d’un promoteur inductible.

Par ailleurs, des expériences d’empreintes in vitro ont aussi permis de localiser plusieurs
séquences consensus de facteurs de transcription aussi différents les uns des autres, comme
le facteur AP2 qui fait partie de la famille de c-Jun, le HNF-3 (hepatocyte nuclear factor 3),
le NF-X3 impliqué dans la régulation de I’insuline, le XPF1 (exocrine pancreas factor 1) et

le GR (139).

Finalement, il semble que SDF-1 est produit de fagon constitutive dans plusieurs tissus et
que cette expression n’est pas reliée aux signaux pro-inflammatoires in vitro mais que
dans certains tissus, il existe une régulation spécifique de 1’expression répondant a divers

stimuli.



35

1.3.1.3 FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES

Originalement décrit comme le PBSF (pre-B cell growth-stimulating factor), le SDF-1 est
effectivement impliqué dans la lymphopoiése des cellules B. Les souris déficientes en
SDF-1 ont un défaut dans la lymphopoiése des cellules B dans la moelle osseuse et dans le
foie pendant le développement embryonnaire et un défaut dans la myélopoi¢se au niveau

de la moelle osseuse seulement (140).

Le role du SDF-1 dans la migration cellulaire est relativement complexe. Tout d’abord,
des études histologiques sur des cervelets de souris déficientes en SDF-1 ont démontré un
cervelet désorganisé sans les couches distinctes de types cellulaires observées dans des
cervelets normaux. Cette désorganisation serait due a un défaut de migration des neurones
(141). 1l semble aussi avoir un role dans la migration des cellules souches neuronales du
systéme nerveux central chez les adultes. En effet, I’exposition des cellules souches
neuronales au SDF-1, stimule leur migration et leur prolifération (142). Par ailleurs, lors
de l’organogenése, les cellules germinales primordiales (PGC) utilisent le systeme
vasculaire comme véhicule pour atteindre leur endroit cible ou elles se transformeront en
gameétes. Il a été déterminé que ces endroits cibles exprimaient I’ARNm de SDF-1 et
qu’une expression ectopique du SDF-1 entrainait une accumulation des PGC a ce site
(143). 11 est donc évident que le SDF-1 joue un rdle important dans la migration de

plusieurs types cellulaires.

En effet, diverses études ont démontré que le SDF-1 est un agent chimioattractif pour
plusieurs types cellulaires sanguins et il est donc essentiel pour le bon fonctionnement du
systtme immunitaire. Il semble qu’il aurait plus un réle au niveau de la surveillance
immunitaire et dans I’extravasation basale des lymphocytes et des monocytes plutt que
dans I’inflammation (144). Néanmoins, il est un chimioattractif trés efficace et il induit la
polymérisation des filaments d’actine intracellulaire chez les lymphocytes, un processus
qui est essentiel pour la mobilité cellulaire (144). Ce réle de chimioattractif implique aussi
le SDF-1 dans la migration des mégacaryocytes (MK) et la formation des plaquettes. En
effet, le relachement des plaquettes par les MK se fait au niveau des capillaires
pulmonaires donc il faut qu’elles migrent de la moelle osseuse jusqu’aux poumons (145).

En plus, de jouer le role de chimioattractif de mégacaryocytes, le SDF-1 aide a la
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migration de ceux-ci en induisant la production de métalloprotéinases de la matrice (MMP)
qui permettent aux MK de dégrader et de traverser la membrane basale afin d’effectuer des

migrations transentothéliales (146;147).

En plus de ses roles tres divers dans le chimiotactisme, le SDF-1 est impliqué dans la
prolifération et la survie de plusieurs types cellulaires. Entre autre, le traitement
d’astrocytes avec du SDF-1 induirait leur prolifération in vitro en activant la voie des
MAPKs qui est reconnue pour jouer ce role (148). L’activation des MAPKSs par le SDF-1
a aussi été observée dans des cellules endothéliales puisqu’il induit leur prolifération, ce
qui contribue au rdle angiogénique du SDF-1 (149). Par ailleurs, le SDF-1 est impliqué
directement dans I’hématopoiése par sa fonction de prolifération puisqu’il ne permet pas
seulement la mobilisation des précurseurs myéloides a la moelle osseuse mais il stimule
leur prolifération en synergie avec d’autres cytokines. En effet, un traitement de ces
cellules avec le SDF-1, augmente le pourcentage de cellules dans les phases du cycle

cellulaire S+G2/M qui sont les phases de synthése d’ADN et de mitose (132).

Le SDF-1 a été le premier exemple d’une chimiokine qui est essentielle dans le
développement embryonnaire, suggérant que les chimiokines peuvent étre importantes
dans plusieurs phénomenes, mis & part leurs roles dans le chimiotactisme en situation
inflammatoire. De plus, cette chimiokine est unique par rapport aux autres chimiokines de
par son expression constitutive et ses rdles trés divers au niveau de la migration et
prolifération cellulaire. Par ailleurs, c’est la seule chimiokine a avoir seulement deux
récepteurs connus soit le CXCR4 et le RDC1 (150). De plus, CXCR4 ne lie posséde pas
d’autres ligands naturels connus. En effet, les récepteurs des chimiokines ont, en général,
la remarquable caractéristique d’étre trés peu sélectif au niveau de la liaison des ligands et

la majorité des chimiokines lient plusieurs récepteurs avec une trés grande affinité (151).

1.3.2 STRUCTURE ET FONCTIONS DU RECEPTEUR CXCR4

CXCR4 a éte originalement cloné comme étant un récepteur couplé aux protéines G
(GPCR) orphelin et classé par erreur comme un récepteur du neuropeptide Y (152). Par la
suite, une grande similitude entre ce récepteur et le récepteur de I’IL-8 a été trouvée. Les

niveaux d’ARNm de ce récepteur étaient aussi tres €levés dans les lymphocytes, il a donc
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été suggéré qu’il jouerait un role dans ’activation des cellules inflammatoires et qu’il ferait
partie de la famille des récepteurs des chimiokines méme si aucun ligand n’avait pu étre
identifié. Le récepteur a donc été nommé LESTR pour « leukocyte-derived seven-
transmembrane domain receptor » (153). Plus tard, un récepteur a sept passages
transmembranaires a été identifié comme co-récepteur & ’entrée du VIH avec lequel le
virus fusionnait pour entrer a I'intérieur de la cellule, le récepteur a donc été renommeé,
fusin (154). Enfin, le SDF-1 a été identifié comme ligand et agoniste du récepteur
LESTR/fusin et le récepteur a donc définitivement été classé dans la famille des récepteurs

des chimiokines et nommé CXCR4 en suivant la nomenclature des chimiokines (155;156).

Le récepteur CXCR4 participe & diverses fonctions biologiques comme 1’hématopoiése, la
lymphopoiése, le développement embryologique du cerveau et des vaisseaux sanguins, le
chimiotactisme des lymphocytes et il est un co-récepteur du VIH-1. La plupart de ces r6les
attribués au CXCR4 ont été identifiés a partir d’expériences de délétion du gene du SDF-1,
le ligand de CXCR4. Mais il s’avére que le phénotype des souris CXCR4 -/- est tres
semblable aux souris délétées pour le géne du SDF-1 (141;157). A la lumiére de ces
résultats, il est donc possible d’établir que le SDF-1 et CXCR4 forment une paire de

ligand-récepteur spécifique et mutuellement exclusive.

Un modéle d’interaction entre le SDF-1 et CXCR4 a été établi et par analogie avec
d’autres récepteurs des chimiokines, il a ét¢ déterminé que la région RFFESH du SDF-1
interagissait avec la région N-terminale du récepteur, ce qui constituait une étape
d’ancrage. Cette étape permettrait le changement de conformation des deux molécules et
ainsi la liaison de la région N-terminale du SDF-1, importante pour I’activation du
récepteur, a une poche prés des régions transmembranaires du récepteur. Il s’en suivrait un
autre changement de conformation permettant la signalisation intra-cellulaire (134). Des
études de mutation du récepteur CXCR4 ont déterminé que les résidus glutamine et
tyrosine de la région N-terminale étaient requis pour la liaison du SDF-1 mais pas pour son
activation. De plus, la substitution de résidus acides dans la deuxiéme boucle
extracellulaire et dans les domaines transmembranaires 2 et 7 affecte la liaison du SDF-1 et
abolit I’activation du récepteur, ce qui suggere que ces résidus feraient partie du deuxiéme

site de liaison avec le ligand (158).
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Figure 2. Représentation schématique du récepteur CXCR4. La séquence d’acides
aminés de CXCR4 est représentée schématiquement a travers une membrane
cytoplasmique. Le récepteur est composé de 7 passages transmembranaires (TM) qui sont

reliés par des boucles extra et intracellulaires (ICL) (159).

Les domaines intracellulaires de CXCR4 sont trés importants pour la signalisation du
récepteur. Le mutant auquel il manque la partie C-terminale intracellulaire qui contient la
majorité des sites de phosphorylation par la GRK, ne peut plus étre endocytosé méme si la
troisiéme boucle intracellulaire est intacte et qu’elle participe a la liaison de la B-arrestine.
L’endocytose est un mécanisme important pour la désensibilisation de la cellule suite a une
stimulation avec le ligand (159). Ensuite, le motif DRY de la deuxieme boucle
intracellulaire est hautement conservé a travers la plupart des récepteurs couplés aux
protéines G. Dans la majorité des cas, la mutation de ce motif abolit la signalisation du
récepteur (160). Cette mutation dans CXCR4 permet la transduction de signaux nécessitant
la sous unité Ga,. Les signaux transmis par la sous unité Gai nécessitent une troisieme
boucle intracellulaire intacte (159). Cette boucle contient le motif BBXXB qui est le
déterminant structural pour la fonction de stimulation de la protéine Ga, dans lequel B est
un acide aminé basique et X n’importe quel acide aminé (161). En mutant cette troisiéme
boucle, le récepteur ne peut plus mobiliser le calcium intracellulaire, puisque ce
mécanisme de mobilisation est dépendant de Gai. La fonction la plus connue de CXCR4

est celle de son implication dans le chimiotactisme. Il s’avére qu’il y a seulement la
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mutation de la premiére boucle intracellulaire qui n’affecte pas la migration cellulaire, ce
qui confirme que pour ce processus I’activation de plusieurs voies de signalisation est
essentielle, y compris la phosphorylation de la partie C-terminale par la GRK, puisque

toutes les boucles sont essentielles (159).

1.3.3 REGULATION DE L’EXPRESSION DE CXCR4

CXCR4 est exprimé ubiquitairement dans une grande variété de types cellulaires incluant
la plupart des cellules hématopoiétiques (162). Il est aussi exprimé & de trés haut niveaux
dans les cellules de 1’endothélium vasculaire (157), dans les neurones (163), dans la
microglie et les astrocytes (164). Pour la majorité de ces cellules le récepteur est exprimé
de fagon constitutive. L’étude de la séquence du promoteur de CXCR4 démontre qu’il y a
différents sites consensus de liaison a des facteurs de transcription. Sept sites putatifs de
liaison pour le facteur de transcription ubiquitaire Sp1 ont été identifiés (165). Par ailleurs,
d’autres éléments régulateurs de la transcription constitutive de CXCR4 ont été trouvés
mais la participation de ces régions variait selon les types cellulaires, suggérant ainsi une
certaine spécificité tissulaire dans la régulation du promoteur de CXCR4 (165). Certains
de ces facteurs sont habituellement associés a I’hématopoiése ou a la maturation des
lymphocytes. Pour ce qui est de la capacité du promoteur a étre induit, parmi plusieurs
stimuli différents comprenant les stimuli imitant 1’activation physiologique des
lymphocytes T, seulement le PMA et ’ionomycine ont permis une augmentation de
’activité du promoteur. Par ailleurs, une divergence de réponse selon les types cellulaires
a aussi été observée. Tout comme pour I’expression constitutive, I’induction du promoteur
de CXCR4 démontre des spécificités tissulaires qui dépendraient de I’expression sélective

des protéines et des différentes interactions avec I’ADN (165).

La modification de ’expression de CXCR4 peut étre modulée au niveau protéique suite a
I’activation du récepteur. Par exemple, I’exposition de lymphocytes au PMA et au SDF-1
provoque 1’internalisation du CXCR4 dans des puits de clathrine et donc la diminution de
son expression a la surface puisqu’il se retrouve séquestré dans les endosomes (166). Ce
mécanisme de régulation de 1’expression permet une désensibilisation suite & un stimulus

intense et de longue durée et permet aussi |’activation de voies de signalisation.
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Des situations pathologiques peuvent aussi influencer les niveaux d’expression de CXCR4.
En effet, pour plusieurs types de tumeurs le récepteur n’est pas exprimé dans les tissus
sains mais les cellules tumorales sont reprogrammeées pour exprimer CXCR4 en méme
temps qu’elles acquirent leur potentiel de former des métastases. CXCR4 serait active par
le manque d’oxygéne aux cellules ce qui leur permettrait de migrer dans d’autres
environnements plus favorables. Les tumeurs hautement agressives croissent rapidement
et I’apport en oxygéne et nutriments par le sang devient insuffisant. Cette hypoxie modifie
le complexe contenant la protéine suppresseur de tumeur pVHL (von Hippel-Lindau) ce
qui lui ’empéche de dégrader le facteur HIF (hypoxia-inducible factor). L’expression de
HIF augmente donc et il ira lier les promoteurs de différents génes qui permettront de
remédier a cette situation d’hypoxie en augmentant la vascularisation tumorale en
induisant le VEGF ou en permettant la migration cellulaire par I’augmentation de
I’expression du CXCR4. Le promoteur de CXCR4 contient en effet un élément de réponse
(hypoxia-response elements; HRE) qui permet de lier le HIF (167). Par ailleurs, le facteur
de transcription NF-kB qui est reconnu pour stimuler 1’expression de plusieurs genes pro
meétastatiques et pro angiogéniques et qui est lui-méme induit dans les tumeurs, régule
aussi le CXCR4 dans les cellules cancéreuses du sein (168). Finalement, 1’expression de
CXCR4 dans les tumeurs entraine une augmentation de la prolifération et de la migration

cellulaire.

1.3.4 VOIES DE SIGNALISATION DE L’AXE SDF-1/ CXCR4

L’activation du récepteur débute par la liaison du ligand, ce qui induit un changement de
conformation qui conduit & la dissociation des protéines hétérotrimériques associées au
récepteur. Il y a des évidences considérables qui indiquent que les deux sous-unités Ga,; et
GBy qui résultent de cette dissociation, jouent le role de second messager dans la

signalisation du récepteur. En effet, elles peuvent activer des voies aussi diverses que la

voie de PI-3K/AKT, des MAPKs, de la PKC.

De plus, CXCR4 peut activer la voie JAK/STAT de fagon G-indépendante. Malgré le fait
que cette voie soit généralement associée aux récepteurs tyrosines kinases (RTK), il a été
démontré que la stimulation de CXCR4 avec le SDF-1 favorise la dimérisation du

récepteur qui est suivie par sa phosphorylation sur des tyrosines. Cette phosphorylation se
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produit dans le méme intervalle de temps que le recrutement de deux membres de la
famille de kinases JANUS soit JAK2 et JAK3, donc elle ne serait pas le produit des
activités catalytiques intrinséques du récepteur contrairement aux RTKs. De plus, pour
qu’il y ait association entre le récepteur et la protéine Ga;, la liaison du ligand et des JAKSs
au récepteur est essentielle. Cette étape de phosphorylation serait donc en amont des
autres cascades de signalisation. Les JAKs se phosphorylent aussi entre elles ce qui,
normalement permet le recrutement et la phosphorylation des STATSs qui une fois activés
sont transloqués au noyau ou ils activent I’expression de genes. Par contre, les STATSs sont
faiblement phosphorylés et ce phénoméne pourrait étre di & [Iactivation de
phophosphatases Go;-dépendante afin de terminer le signal JAK/STAT (169). L’activation
de la voie JAK/STAT servirait donc d’étape d’initiation de la cascade afin d’activer la

sous-unité Gaoy;.

L’activation de la majorité des autres voies de signalisation dépend ensuite de 1’activité des
sous-unités de la protéine G hétérotrimérique. Les sous-unités Ga,; et Gy peuvent activer
la PI-3K, ce qui entraine la formation de PIP (phosphatidyl inositol phosphate) et
I’activation d’AKT. Il s’en suit une cascade de phosphorylation des protéines des points
d’adhésion focaux comme RAFTK, FAK, paxillin et Crk. Ces points d’adhésion focaux
sont des points d’ancrage du cytosquelette avec la matrice extracellulaire, qui permettent
de réguler la flexibilité, la forme et la migration des cellules. Cette voie de signalisation
est donc impliquée dans le chimiotactisme et la chimio-invasion des cellules stimulées au
SDF-1. En effet, I’inhibition de la PI-3K empéche les cellules de répondre a un gradient de
SDF-1 (170;171). L’implication de la PI-3K dans le chimiotactisme peut aussi se faire par
’activation des petites GTPases. La PI-3K active RhoA ce qui conduit & 1’activation de
Rac et Cdc-42 qui sont importants dans la modification du cytosquelette et la chimio-
invasion des cellules (172). L’invasion tissulaire est favorisée par I’activation de CXCR4
puisqu’elle entraine aussi ’augmentation de I’expression de métalloprotéinases de la
matrice (MMP) qui dégradent la membrane basale des vaisseaux sanguins. L’expression
de ces MMP est régulée par NF-kB qui lui est activé par la PI-3K (171). La voie PI-
3K/AKT est aussi impliquée dans la survie cellulaire, un autre rdle trés important de I’axe
SDF-1/CXCR4. 1l a été démontré qu’elle pouvait inhiber I’activité de la caspase 3 dans les

fibroblastes (173) et que dans les cellules hématopoiétiques elle induisait Bcl-2 une
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protéine anti-apoptotique (174). A la lumiére de ces observations, il est évident que la voie
PI-3K est trés importante et est impliquée dans plusieurs fonctions exercées par CXCR4,

dont la migration et la survie cellulaire.

Malgré le role du CXCR4 dans la survie cellulaire, il semble que 1’activation du récepteur
puisse entrainer la mort de certains types cellulaires dont les neurones (175), par
I’activation de la voie de la MAPK p38. L’activation de cette voie ne provoque pas
toujours la mort cellulaire puisque dans les lymphocytes T la voie PI-3K qui promouvoit la
survie est activée; il y a donc une balance entre les deux voies et dépendamment des autres
signaux extracellulaires regus une des deux voies sera favorisée (176). D’autres MAPKs
qui sont aussi activées par le SDF-1 sont impliquées dans la migration cellulaire et la
prolifération cellulaire. Les sous-unités GPy peuvent activer Ras, ce qui entraine une
cascade de phosphorylation de Raf, MEK et ERK 1/2 (MAPK p42/44) ou encore, la sous-
unité Go,; active directement MEK (176).

La sous-unité Goy; peut aussi activer la voie de la phospholipase C qui par sa cascade de
signalisation mobilise le calcium intracellulaire, produit du DAG et induit ’activation de la
PKC (protéine kinase dépendante du calcium). L’activation de cette voie a été proposée
comme étant importante dans 1’adhésion et la migration cellulaire (177). Par contre aucun
isoforme de PKC n’avait été identifié dans ce processus. Par ailleurs, il a été récemment
trouvé que la PKCC, indépendante du calcium et du DAG et est activée par la PI-3K,
régule la migration, 1’adhésion et la survie cellulaire tout en étant impliquée dans la

polymérisation des filaments d’actine et la formation de pseudopodes (178).

La liaison du SDF-1 au récepteur CXCR4 a pour effet de diminuer I’expression de celui-ci
a la surface de la cellule par un mécanisme d’endocytose. Les sous-unités By activées
recrutent des GRK (G protein-coupled receptor kinase) qui phosphorylent le récepteur ce
qui permet le recrutement des B-arrestines. Celles-ci permettent la formation de puits de
clathrine et la formation d’endosomes. L’internalisation a pour conséquence
d’insensibiliser le récepteur mais permet aussi l’activation des MAPKs et donc le
chimiotactisme (179). Ceci démontre donc un rdle pour I’endocytose dans la signalisation

du CXCR4. En effet, une modification dans les niveaux d’expression de la B-arrestin2 a
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pour effet d’altérer le chimiotactisme des cellules stimulées au SDF-1 et de modifier les
niveaux de phosphorylation des MAPKs p38 et p44/42. Par contre, il semble que ce soit
plus la MAPK p38 que p44/42 qui médie le chimiotactisme. De plus, I’expression de -
arrestin2 n’altére pas le chimiotactisme induit par d’autres stimuli, dont le EGF, ce qui
suggére que ce mécanisme n’est pas impliqué de fagon globale dans le chimiotactisme

mais qu’il est spécifique a I’activation de CXCR4 (179).

L’activation de CXCR4 permet donc l’intégration de plusieurs voies incluant les
événements classiques associés aux GPCR et ceux liés aux récepteurs des facteurs de
croissance. Ceci représente un fin systeme de régulation versatile crucial pour les réponses

immunitaires.

1.3.5 CXCR4 ET LE VIRUS DE L’ IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (VIH)

Suite a I’identification du CD4 comme récepteur primaire pour I’entrée du VIH dans les
cellules immunitaires, il est rapidement devenu €vident que ce récepteur ne pouvait agir
seul. Mais ce n’est que dix ans plus tard, en 1996, que les récepteurs couplés aux protéines
G CXCR4 et CCRS ont finalement été identifiés comme étant des corécepteurs pour
I’entrée du VIH (154); CCRS est le plus important pour ’entrée des souches dont le
tropisme est les macrophages et CXCR4 est le plus utilisé par les souches dont le tropisme
est les lymphocytes T (180) . C’est par I’interaction de la glycoprotéine de 1’enveloppe
virale (gp120) avec le CD4 et un des corécepteurs que 1’enveloppe fusionne avec la

membrane cellulaire, ce qui permet ’entrée du virus a I’intérieur de la cellule (181).

Le fait que SDF-1 soit le ligand de CXCR4, lui permet bloquer I’entrée du VIH a de faibles
concentrations. Ceci n’est pas seulement dii a l’interférence stérique mais aussi a la
diminution de I’expression a la surface cellulaire par I’induction de 1’endocytose par
I’activation du CXCR4 (182). Ainsi, CXCR4 est devenu une cible attirante pour le
développement de traitements anti-VIH. Les antagonistes les plus efficaces décrit a ce jour
sont les bicyclams (183). Le composé prototype, le AMD3100, démontre une activité anti-
virale puissante et sélective contre les virus utilisant le CXCR4 comme corécepteur et a été
efficace dans les traitements anti-VIH en phase II d’essais cliniques. Par contre,

AMD?3100 n’est pas biodisponible oralement et donc, des composés dérivés tel que
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AMD?3465 et AMDO70 ont été développés. Le compos¢ AMDO070 est présentement en
essais cliniques (184) et le AMD3465 est intéressant puisqu’il est un antagoniste dix fois

plus puissant que le AMD3100 (185).

1.3.6 CXCR4, LE CANCER ET LES METASTASES

La formation des métastases n’est pas un processus aléatoire et différents types de cancers
ont des sites métastatiques différents. Le cancer du sein par exemple, privilégie les
nodules lymphatiques, la moelle osseuse, les poumons et le foie alors que le cancer de la
prostate favorise principalement la moelle osseuse. Trois théories ont été émises au fil du
temps pour tenter d’expliquer ces phénomeénes. Le concept du sol fertile préconise la
distribution aléatoire des cellules métastatiques a travers le corps suivie d’une survie et
d’une prolifération sélective aux sites produisant les facteurs de croissance appropriés. Le
second s’appuie sur le fait que les cellules endothéliales des lits vasculaires de certains
organes expriment des molécules d’adhésions différentes qui captent les cellules tumorales
de fagon sélective. La derniére théorie stipule que les organes cibles de métastases
expriment des molécules attractantes spécifiques qui favorisent [I’invasion de sites
particuliers (186). Puisque des combinaisons de chimiokines, de récepteurs de
chimiokines et de molécules d’adhésion a partir d’un code spatial et temporel permettent
de déterminer quel sous-groupe de lymphocytes migreront et quelles seront leurs
destinations finales lors de situation inflammatoire, Muller et al. ont supposé que le méme
processus se produisait pour la migration des cellules tumorales (187). Ils ont criblé les
génes de cellules de cancer du sein humaines pour 17 différents récepteurs de chimiokines
et ont trouvé que seulement CXCR4 et CCR7 (chemokine receptor 7) étaient
considérablement augmentés par rapport aux cellules épithéliales mammaires normales.
Ils ont ensuite criblé plusieurs organes humains normaux pour les ligands de CXCR4 et
CCR7 et seulement le ligand de CXCR4, le SDF-1 était exprimé a de hauts niveaux dans
tous les organes cibles des métastases des cancers du sein et a des niveaux plus bas dans
les autres organes. Qui plus est, des extraits de ces tissus cibles ont une activité
chimioattractrice pour les cellules de cancer du sein qui peut étre spécifiquement
neutralisée par des anticorps contre CXCR4, suggérant que le SDF-1 est I’agent actif. Ceci
suggere donc que CXCR4 et SDF-1 sont les régulateurs du chimiotactisme des métastases

et que les chimiokines contrdlent les patrons de métastases d’autres cancers. En effet, des
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études subséquentes ont pu démontrer que I’axe SDF-1/CXCR4 était impliqué dans la
prolifération cellulaire et la formation des métastases de plusieurs types de cancers incluant
les cancers de la prostate, des reins, des poumons, des ovaires, du pancréas, les
neuroblastomes, les lymphomes autres que ceux de Hodgkin, les leucémies lymphocytaires
chroniques, plusieurs myélomes et mélanomes (résumé dans (188)). De plus, comme il a
été mentionné précédemment, I’expression de CXCR4 est augmentée dans les tumeurs
suite & une régulation par différents facteurs de transcription oncogéniques comme NF-xB

et HIF (167;168).

Plusieurs expériences ont par la suite clairement démontré I’implication de CXCR4 au
niveau de la migration et de I’invasion des cellules cancéreuses. Il a entre autre été
démontré in vitro que le SDF-1 augmentait la migration et la capacité d’invasion des
cellules de cancer du sein (170). Dans un modele de souris pour le cancer du sein
combinant plusieurs immunodéficiences, 1’administration d’un polypeptide antagoniste de
CXCR4 réduit la croissance dans les poumons de cellules de cancéreuses injectées de
fagon intraveineuse (189). De plus, des métastases expérimentales et spontanées de cancer

du sein ont été réduites par un anticorps neutralisant de CXCR4 (187).

En plus de I'implication de CXCR4 dans les métastases au niveau de la migration, des
études indiquent que CXCR4 peut affecter la prolifération et la survie des cellules dans des
conditions suboptimales et donc permettre la croissance cellulaire autant dans les sites
primaire que dans des sites distants et moins favorables (168;187-190). L’expression de

CXCR4 pourrait donc étre liée a I’évolution de la malignité des tumeurs.

Les voies de signalisations activées par le SDF-1 pour la migration des cellules tumorales
ou pour leur survie et prolifération, sont sensiblement les mémes que celles utilisées dans
les cellules normales. En effet, plusieurs des voies activées par le SDF-1 ont été définies
dans des lymphocytes transformés, mais ce n’est pas clair s’il y a une différence entre les
cellules normales et malignes au niveau de I’intensité du signal, de la cinétique ou de
I’affinité de la chimiokine pour son récepteur. Le transit de la circulation sanguine a
travers I’endothélium et la membrane basale est facilité par le SDF-1 du tissu cible qui
induit la production de métalloprotéinases de la matrice qui dégradent ces obstacles (147).

Ces métalloprotéinases, tout comme la polymérisation des filaments d’actine et la
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formation de pseudopodes qui sont aussi induits par le SDF-1, facilitent aussi ’entrée des

cellules dans les vaisseaux sanguins a partir de leur emplacement d’origine (187;191).

L’inhibition de CXCR4 par des anticorps spécifiques, des antagonistes ou des ARNs
d’interférence a largement été utilisée afin de démontrer I’implication de I’axe SDF-
1/CXCR4 dans la formation des métastases (révisé dans (188)), ce qui en fait donc une
cible thérapeutique intéressante. Ces mémes techniques pourraient étre envisagées pour le
traitement des cancers. Par ailleurs, 1’utilisation d’antagonistes de CXCR4 présentement
en essais cliniques pour le traitement du VIH pourrait étre envisagée dans le traitement des
cancers métastasiques (192). Entre autre, I’antagoniste AMD3100 interfére avec plusieurs
processus pathologiques qui dépendent de I’interaction de CXCR4 avec le SDF-1, tels que
I’arthrite rhumatoide, les allergies et certains cancers (révisé dans (183)). Ainsi,
I’évolution des connaissances au niveau de la signalisation croisée entre les signaux de
CXCR4, les oncogénes et les facteurs de croissance pourraient ouvrir d’autres avenues

pour le traitement.

1.4 INTERACTION FONCTIONNELLE ENTRE ER ET CXCR4

Dans les cancers du sein, il est connu que 1’action mitogénique des estrogéne passe par les
récepteurs des estrogénes qui induisent I’expression de geénes impliqués dans la
prolifération cellulaire comme le récepteur de la progestérone, cathepsin D, c-fos et pS2
(193). Par contre, dans le cancer des ovaires, malgré le fait que les récepteurs des
estrogénes semblent responsables de la prolifération tumorale, aucune régulation des génes
cibles classiques des ERs n’est observée en présence d’estrogenes (1). Par ailleurs, le
SDF-1 a récemment été identifié comme étant un geéne cible des ER dans les cellules
tumorales mammaires et ovairiennes ce qui a permis de déterminer que I’action
proliférative des estrogénes sur les cellules serait due a I’induction du SDF-1 (138). En
effet, la stimulation de cellules de cancer d’ovaire et de cancer du sein avec de I’estrogéne
augmente ’expression du SDF-1 a et B et cette régulation est bloquée en présence d’anti-
estrogénes. De plus, le traitement de ces cellules avec le SDF-1 induit la prolifération de
facon dose dépendante de fagon similaire a un traitement aux l’estrogenes et 1’effet
mitogénique des estrogénes a été bloqué par I’utilisation d’anticorps contre CXCR4. Les

estrogénes permettent donc la prolifération des tumeurs en augmentant 1’expression du
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SDF-1 et donc en activant CXCR4 de fagon autocrine ou paracrine ce qui active les
effecteurs en aval du récepteur qui sont reconnus pour étre impliqués dans la prolifération

et la migration cellulaire (171).

1.5 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Les travaux du laboratoire sont axés sur I’étude de la régulation des récepteurs des
estrogénes. Ces récepteurs agissent comme facteurs de transcription pour le contrdle de
I’expression de génes cibles. L’activation de ces récepteurs se fait par la reconnaissance
du ligand, les estrogénes, ce qui améne le récepteur a I’ADN au niveau de ses éléments de
réponses et permet le recrutement de coactivateurs afin de stimuler la transcription. Il
existe également une voie alternative de régulation pour ERa et ERB, soit celle de la
signalisation par les facteurs de croissance, qui provoque la phosphorylation du domaine
de transactivation AF-1 des ERs par les MAPKs. Ce qui permet, en absence de ligand, de
recruter aussi des coactivateurs et d’activer la transcription de génes cibles. Cette activité
est dans la majorité des cas indépendante de la fonction hormonale AF-2. De plus, en
comparant les séquences d’acides aminés des deux isoformes de récepteurs, des différences
majeures dans la portion de I’AF-1 sont observées alors qu’elles sont relativement
homologues dans les autres régions, suggérant ainsi que les fonctions AF-1 de ERa et ER
peuvent jouer des roles bien distincts. Basé sur des résultats antérieurs du laboratoire
concernant la modulation transcriptionnelle ligand-indépendante de ERB, il semble exister
des mécanismes différentiels de signalisation qui régulent la fonction AF-1 de ERa et ERf
par la phosphorylation en réponse aux facteurs de croissance. Par ailleurs, il existe
plusieurs voies de signalisation activées par différents facteurs de croissance qui peuvent

réguler I’activation des ERs.

La récente découverte que I’action proliférative des récepteurs des estrogénes était due a
I’augmentation de I’expression du SDF-1 et I’activation conséquente du récepteur des
chimiokines CXCR4, nous a permis de développer I’hypothese de 1’existence d’une boucle
de régulation entre ces deux récepteurs. En effet, le SDF-1 a été identifié comme étant un
géne cible de ERa et il est le ligand de CXCR4 qui est un récepteur des chimiokines
impliquées dans la prolifération et la migration cellulaire. La stimulation de CXCR4

entraine ’activation de plusieurs voies de signalisation comme celle des MAPKs, PKC, PI-
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3K qui permettent toutes de moduler de fagon ligand indépendante les ERs. Il serait donc
possible que I’activation de CXCR4 permette de modifier 1’activité transcriptionnelle des
ERs. De plus, I’axe CXCR4/ SDF-1 a été identifi¢é comme étant le déterminant principal
du site de migration des cellules tumorales provenant entre autre de cancers du sein,

lesquelles sont souvent régulées par les récepteurs des estrogenes.

Dans le but d’évaluer I’influence de 1’activation de CXCR4 sur I’activité transcriptionnelle
des ERs, plusieurs aspects du mécanisme d’activation des ERs seront étudiés. Dans un
premier temps, 1’activité transcriptionnelle des ERs sera étudiée en absence du ligand et
des outils tels que des inhibiteurs ou des mutants de CXCR4 seront utilisés afin de
modifier son activité et d’observer les effets sur les ERs. Par la suite, il serait intéressant
de voir s’il y existe un type de coopération entre les deux voies d’activation des récepteurs
soit celle CXCR4 dépendant et ligand dépendante. De plus, les ERs peuvent interagir avec
deux types d’éléments de réponses, les éléments classiques consensus, les ERE et les
éléments non-consensus comme les éléments AP1. Nous évaluerons donc, 1’effet de
’activation de CXCR4 sur la régulation des ces éléments par les récepteurs des estrogenes.
Les deux récepteurs des estrogénes seront étudiés en parallele puisqu’ils peuvent étre
régulés de fagons différentes suite a8 un méme stimulus di justement a leurs divergences au

niveau de I’AF-1.

Afin d’étudier D’activité transcriptionnelle des récepteurs des estrogenes plusieurs
méthodes peuvent étre utilisées. Nous privilégierons les essais utilisant le géne de la
luciférase comme rapporteur couplé aux éléments de réponse étudiés qui sera transfecté ou
co-transfecté dans des modéles cellulaires exprimant de fagon endogéne ou non les
récepteurs étudiés. Nous utiliserons aussi les essais de RT-PCR qui permettront de
mesurer de fagon relative ’expression des génes cibles des ERs suite & 1’activation de

CXCRA4.



2  MATERIELS ET METHODES
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2.1 VECTEURS D’EXPRESSION

Le plasmide d’expression du récepteur des estrogénes de souris mERP (pCMX-mER(-549)
a été construit en introduisant un fragment en 5’ du géne mERS a 1’aide des sites Sall-
BstEIT (GenBank, accession number AF067422) dans le vecteur pCMX-mERP (de 485
résidus) de 2.1 kb décrit antérieurement (194). Ce fragment allonge le cadre de lecture
ouvert du géne mERS de 64 acides aminés placés en N-terminal ce qui I’améne a 549
résidus. Le geéne de mERP de 549 résidus se retrouve donc bordé des sites de restrictions
Sall et EcoRI dans le vecteur pCMX. 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 pCMX. Les vecteurs
d’expression des mutants de délétion pCMX-ABCDJ (résidus 1- 244) et pCMX-
CDEF (résidus 164-549) ont été construits en amplifiant les fragments appropriés par PCR
ou en les sous-clonant a 1’aide d’une digestion du vecteur sauvage avec des enzymes de
restriction suivie d’une auto-ligation du vecteur digéré. Les mutations ponctuelles des
résidus serines en alanines pour le vecteur pPCMX-mER ont été générées par la mutagénese
par PCR en utilisant la polymérase pfu (Stratagene). Le géne rapporteur vitA2-ERE-TKLuc
a été obtenu en faisant la ligation de 1’oligonucléotide vitA2-ERE dans les vecteurs pGL3-
Tkluc et digérés avec les enzymes de restriction Sall-BamHI. Les constructions des geénes
rapporteurs de la luciférase AP1-coll-luc et AP1-collA73-luc ont été décrites précédemment
(195). Pour vérifier le cadre de lecture des vecteurs produits, toutes les constructions ont été
séquencées. Les formes sauvages et mutantes des ADNc de CXCR4 ont été sous-clonées
dans le vecteur d’expression pCDNA3 et les mutants ont été obtenus par mutageneése dirigée
(158). Le mutant NRY de CXCR4 consiste en une substitution du résidu acide aspartique
133 de la région DRY de la deuxieme boucle intracellulaire en une asparagine. Le mutant
D84N a aussi été créé en substituant 1’acide aspartique 84 situé dans le deuxieme passage
transmembranaire en une asparagine. Le plasmide d’expression du SDF-1 est le pORF

hSDF-1a de chez InvivoGen.
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2.2 CULTURE CELLULAIRE, TRANSFECTION D’ADN ET ESSAIS
LUCIFERASE

Les cellules ont été cultivées dans des pétris de 100-mm (Corning Incorporated) et incubées
dans un milieu humidifi¢ & 37°C contenant 5% de CO,. Les cellules HEK 293-T et Hs578-
T sont maintenues dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma)
supplémenté avec 5% de sérum feetal bovin (FBS) (Gibco), alors que les cellules MCF-7
sont maintenues dans le méme milieu mais supplémenté avec 10% de sérum. Les
transfectants stables des MCF-7, exprimant le géne rapporteur de la luciférase sous le
controle d’'un ERE (appelées MVLN) (196), ont été cultivé comme la lignée parentale.
Pour les expériences, les cellules sont transférées dans du DMEM en absence de rouge de
phénol (Sigma) avec 5% FBS traité avec du charbon activé pour enlever les hormones afin
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 pg d’ADN total incluant 500 ng des plasmides rapporteurs
ERE-tkluc, AP-1 coll-luc ou AP-1 collA73-luc, 100 ng de vecteur d’expression de ERfB
sauvage de souris ou de ERa de souris et de CXCR4 sauvage ou muté D84N ou NRY, et
250 ng de plasmide de B-galactosidase par la méthode de précipitation de I’ADN au
calcium-phosphate (197). Le milieu DMEM est remplacé 5-6 heures apres la transfection
par du milieu frais contenant divers traitements pour les cellules. Lors des expériences avec
le géne rapporteur AP-1 coll-luc ce milieu de traitement ne contenait pas de sérum. Pour les
traitements avec les ligands des récepteurs des estrogeénes, 10 nM de 17pB-estradiol (Sigma),
5 uM de 4-OH-Tamoxiféne (OHT) ou 1uM de ICI 182,780 (Imperial Chemical Industries)
(gracieusement fournis par Dr. F. Labrie, CHUL, Qc, Ca.) solubilisés dans de I’éthanol sont
ajoutés durant 16 heures. Pour les traitements avec les ligands de CXCR4, 25 nM de SDF-1
o (PeproTech) ou 200 ng/ml de TC14012, un analogue de T140 ayant des propriéteés
biologiques similaires (Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Kyoto University,
Kyoto, Japon) ont été utilisés aussi pendant 16 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 pour déterminer les niveaux
d’expression de la luciférase. Pour ce faire, I’émission de lumiére générée par 1’addition du
substrat de la luciférase, la D(-)Luciférine (Roche), est mesurée a I’aide d’un luminometre

(Wallac). Les valeurs de luciférase, réalisées en duplicata et reproduites pour au moins un
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nombre n=2 ou n=3 d’expériences, sont ensuite normalisées avec I’activité de la B-
galactosidase et exprimées en unité relative de luciférase (RLU). Les RLU sont convertis 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 CO-CULTURE

Les cellules HEK 293-T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression des récepteurs et
des génes rapporteurs dans des plaques 24 puits comme décrit dans la section transfection.
Pour le traitement, des cellules préalablement transfectées ont été utilisées. Ces cellules ont
été transférées dans des pétris de 100 mm (Comning) dans le milieu sans phénol rouge
mentionné précedemment. Elles ont été transfectées par la méme méthode de calcium
phosphate avec 10 pg d’ADN contenant ou non 0,5 pg du plasmide d’expression du SDF-1.
Les cellules ont été lavées au PBS 1X 5-6 suite a la transfection, trypsinées, resuspendues
dans du milieu frais sans rouge de phénol supplémenté de 5% de FBS et 6 x 10? cellules/ml
ont été distribuées dans les plaques 24 puits contenant les cellules transfectées avec les
récepteurs et les génes rapporteur 5-6 plus tot. Pour le traitement combiné au E;, 10nM de
17B-Estradiol a été ajouté aux cellules avant la distribution et pour les contrbles sans co-
culture, les cellules ont été traitées comme dans la méthode de transfection décrite
précédemment. Suite aux traitments d’une durée de 16 heures, les cellules ont été lysées et

I’essai luciférase a été effectué comme dans la section précédente.

2.4 EXTRACTION D’ARN, TRAITEMENT A LA DNASE, RT-PCR

Les cellules MCF-7 et Hs578-T sont transférées dans des plaques & 6 puits (Corning
Incorporated) dans le milieu DMEM sans phénol rouge et les Hs578-T sont transfectées a
50-60% de confluence. La méthode utilisée est celle de précipitation de I’ADN au calcium-
phosphate avec 4pg d’ADN total dont, 200 ng des vecteurs d’expression de ERP sauvage de
souris ou de ERa et 100 ng du vecteur d’expression de CXCR4. Ces cellules sont ensuite
traitées comme décrit dans la section transfection cellulaire pendant 16 heures. Pour les
MCF-7, les traitements se font lorsque les cellules sont a 70-75% de confluence Le réactif
TRIzol (Invitrogen) est utilisé pour lyser les cellules apres que le milieu de traitement ait été

retiré et I’extraction de I’ ARN total se fait selon le protocole proposé par la compagnie. Un



53

traitement a la DNase est effectué sur I’ARN total, 1,5 pg d’ARN est utilisé avec 1 U de
DNase du kit DNA-free™ (Ambion) dans un volume final de 20 ul et du tampon de
réaction DNase I a 1X final. La réaction est incubée 30 minutes a 37°C et arrétée en
utilisant le réactif d’inactivation (DNase Inactivation reagent) a 0.1 volume de la réaction
pendant 2 minutes 4 la température de la piéce. Les échantillons sont ensuite centrifuges
pendant 1,5 minutes 2 10 000g et le surnageant contenant I’ARN est conservé pour la
réverse transcription (RT). Pour cette réaction le kit RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis (Fermentas) est utilisé avec 200 ng d’ARN total et les amorces d’oligo
(dT);s fournis par le kit. Les étapes suggérées pour poursuivre avec une réaction de
polymérisation en chaine (PCR) ont été suivies. Les réactions de PCR ont été effectuées
dans un volume final de 25 pl en utilisant 1/10 de la réaction de RT, 1 U de Taq polymérase
(Invitrogen), 1.5 mM de MgCl,, 0,5 mM de dATP, dTTP, dCTP et dGTP (Invitrogen), 0,5
pmol/pl de chaque amorce nucléotidique ainsi que du tampon de réaction a 1 X final par
réaction. Les amorces nucléotidiques (AlphaDNA) ont été congues a partir des séquences
d’ADNc humaines obtenues dans GenBank pour les différents genes d’intérét, afin
d’amplifier des fragments entre 100 et 300 paires de bases. Les séquences paires d’amorces
sont dans le sens 5°-3’ les suivantes :hCyclineD1 :AGAGGCGGAGGAGAACAAACAG et
AGGCGGTAGTAGGACAGGAAGTTG, hPR: GAGGCAAAAAGGAGTTGTGTCG et
AAGAGAAGGGGTTTCACCATCC, hpS2: TGGAGAACAAGGTGATCTGCG et
CGAAACAGCAGCCCTTATTTGC, hc-Myc :CGCTGGATTTTTTTCGGTAG et
AAGTTCTCCTCCTCGTCGCAGTAG hSDF-1B :GCCAGAGCCAACGTCAAGCAT
CTC e GGCAAAGTGTCCAAAACAAAGCCC  hCXCR4: ACTACACCG
AGGAAATGGGCTC et CGTGATGACAAAGAGGAGGTCG, hERa: GATGATGGG
CTTACTGACCAACC et GTTCCTGTCCAAGAGCAAGTTAGG, hERB: GCTTTGGT
TTGGGTGATTGCC et TCCAGCAGCAGGTCATACACTG, hGAPDH : CCATGGAG
AAGGCTGGGG et CAAAGTTGTCATGGATGACC. La température d’hybridation est de
55°C pour toutes les amorces sauf pour hSDF-1 c’est 58°C. La durée des étapes de
dénaturation, d’hybridation et d’élongation est de 30 secondes et ce pendant 30 cycles mais
pour la paire d’amorce hGAPDH 22 cycles sont suffisants. Les produits de PCR (5pL) ont
été déposés sur gel d’agarose (GIBCO) de 1,5 % contenant du bromure d’éthidium. Les gels
ont été exposés aux U.V. et photographiés avec un Alphalmager (Alpha Innotech

Corporation). Le géne du GAPDH a ¢té utilisé pour normaliser des variations d’intensités.
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Le lien qui a été établi entre les récepteurs des estrogenes et leur gene cible, le SDF-1, ainsi
que le role d’intermédiaire que joue CXCR4 dans la prolifération cellulaire médiée par les
ERs (138) porte a croire qu’il pourrait exister une boucle de régulation entre ces récepteurs
nucléaires et CXCR4. Afin de pouvoir étudier I’effet du récepteur CXCR4 et de son
ligand, le SDF-1 sur I’activité transcriptionnelle des récepteurs ERa et ERP nous avons
utilisé les MCF-7, des cellules de cancer du sein qui expriment de fagon endogéne les deux
récepteurs des estrogénes ainsi que le CXCR4, comme le démontre la Figure 3A. Nous
sommes donc assuré qu’elles possédent toute la machinerie cellulaire pour répondre aux
estrogénes ainsi qu’au SDF-1. Ces cellules ont été co-transfectées transitoirement avec le
vecteur rapporteur de la luciférase ERE-tk-luc et traitées 16 heures avec 10 nM de 17pB-
Estradiol (E;) afin de mesurer 1’activité transcriptionnelle des récepteurs (Figure 3B).
Cette expérience nous a permis de valider I’essai luciférase puisque les récepteurs ont
activé la transcription du géne de la luciférase en réponse a leur ligand. Les MVLN sont
des transfectants stables des MCF-7 exprimant le géne rapporteur de la luciférase sous le
contréle d’un ERE. Dans ces cellules, nous pouvons aussi observer I’augmentation de la
luciférase suite au traitement a I’E; ce qui nous permet de valider ’utilisation de ce
modele cellulaire (Figure 3C). L’utilisation de ces cellules nous permet aussi de travailler
dans un contexte ou le promoteur étudi¢ est intégré dans la chromatine et donc toujours
identique.

Afin d’évaluer I’effet du SDF-1 sur I’activité des ERs dans ces cellules, les MVLN ont été
traitées 16 heures avec 25nM de SDF-1 o (Figure 4A). Les résultats démontrent que le
SDF-1 augmente I’activité transcriptionnelle des récepteurs des estrogenes de prés de 2
fois leur activité de base en absence de traitement. Ces résultats proposent donc un
mécanisme d’activation indépendant du ligand qui permettrait aux ERs de lier ’ADN suite
a I’activation de CXCR4 et des voies de signalisation en aval. Afin de s’assurer que cette
activation des ERs était vraiment causée par une activation de CXCR4, nous avons traité
les cellules avec 200 ng/ml de T140, un inhibiteur de CXCR4. Cet inhibiteur bloque de
facon trés efficace I’entrée du VIH par le CXCR4 et posséde une activité antagoniste sur
CXCR4 en inhibant le chimiotactisme des cellules de cancer du sein (198). Suite a
I’utilisation du T140 nous observons qu’il diminue ’activité¢ de base des ERs, ce qui nous
indique que le CXCR4 peut en effet moduler I’activité transcriptionnelle des récepteurs des

estrogenes.
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Figure 3. Les MCF-7 expriment CXCR4, ERp et ERa et répondent a ’E,.

A. RT-PCR pour analyser 1’expression de CXCR4, ERp et ERa dans les MCF-7. L’ARN total des cellules a
été extrait et les RT-PCR ont été fait avec les amorces spécifiques aux séquences d’ADNc humaines. Montré
sur ce gel d’électrophorése : échelle de poids moléculaire 100pb (ligne 1), 5 pl de produit de PCR avec les
amorces hERP, hERa, hSDF-1, hCXCR4 (lignes 2-5 respectivement), contrle négatif sans ARN (ligne 6).
Les produits de PCR ont tous migrés a la hauteur attendue, hERB 173pb, hERa 217pb, hSDF-1 301pb,
hCXCR4 239pb. B. Les MCF-7 ont été transfectées transitoirement avec le géne rapporteur de la luciférase
ERE-tk-luc. L’activité transcriptionnelle a été mesurée suite & une stimulation des cellules avec 10 nM de 17
B-estradiol (E2). Les valeurs de luciférase ont été normalisées a partir de I’activité de la B-galactosidase, puis
exprimées en niveau d’activation. C. Les MCF-7 transfectées stablement avec le géne rapporteur de la

luciférase (MVLN) ont été traitées comme en B.
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Figure 4. Effet ligand indépendant de I’activation de CXCR4 sur la transactivation des ERs

dans les MVLN.

A. Les MVLN ont été traitées avec 25 nM de SDF-1 ou 200 ng/ml de TC14012 (analogue du T140). B. Les
MVLN ont été transfectées de fagon transitoire avec les vecteurs d’expression de CXCR4 type sauvage (WT)
et le CXCR4 mutant dont 1’aspartate 182 du domaine DRY est mutée en asparagine (NRY). Les valeurs de

luciférases ont été traitées comme a la Figure 2.

La mutation NRY dans CXCR4 étant dans le motif DRY, elle abolirait les interactions
intramoléculaires et permettrait une structure plus flexible et une activité spontanée méme
en absence de ligand en favorisant les interactions avec les protéines des voies de
signalisation (199). En effet, le motif DRY est hautement conservé a travers les GPCRs et
aide a la stabilisation de I’état inactif du récepteur puisqu’il permet des interactions
intramoléculaires. La transfection transitoire de ce mutant dans les MVLN permet une
augmentation de Dactivité transcriptionnelle des récepteurs des estrogénes (Figure 4B)
tout comme 1’activation de CXCR4 avec SDF-1 le permet (Figure 4A). A la lumiére de
ces résultats, nous suggérons que la signalisation intracellulaire d’'un CXCR4 activé permet

de modifier I’activité transcriptionnelle de récepteurs des estrogénes en absence de leur

ligand.
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Figure 5. L’activation de CXCR4 modifie ’expression de génes régulés par les récepteurs des
estrogénes en absence de leur ligand.

Analyse des genes cibles des ERs par RT-PCR dans les MCF-7. Les cellules ont ét¢ traitées avec 10 nM de
17B-Estradiol (E;) ou 2,5, 10 ou 25 nM de SDF-1 pendant 16 heures. L’ARN total des cellules a été extrait et
une réaction de RT-PCR a été effectuée a partir de chaque échantillon traité avec 200 ng d’ARN et en
utilisant les amorces spécifiques des ADNc des génes hPR, hPS2, hSDF-1 et hGAPDH. S pl des produits de
PCR ont été déposés sur gel d’électrophorése et les produits des amorces GAPDH ont servi @ normaliser les

quantités d’ARN utilisées pour chaque réaction.

Afin de pouvoir mieux évaluer I'impact de I’activation de CXCR4 sur I’expression de
génes cibles des estrogénes sous le contrdle de promoteurs contenant un élément de
réponse ERE, nous avons effectué des essais de semi-quantification des ARNm par RT-
PCR. Des amorces pour les ADNc du récepteur de la progestérone (PR), de pS2 et du
SDF-1 ont été utilisées pour amplifier, par réaction de polymérisation en chaine (PCR), les
ADNCc obtenus d’une réaction de transcription inverse (RT, reverse transcription) des
ARNm extraient des MCF-7. 1l est connu que PR, pS2 et SDF-1 sont des génes cibles des
ERs et que leur expression est augmentée en présence d’estrogéne. En effet, dans les
tumeurs primaires, ces marqueurs ont été utilisés comme des facteurs de pronostique pour
prédire si la tumeur était sensible aux estrogénes et donc si elle allait répondre a la thérapie
anti-estrogénique (193). Les promoteurs de PR et pS2 contiennent un ERE par contre, la
présence d’un ERE dans le promoteur du SDF-1 n’a pas encore été¢ décrite (139).
Néanmoins, I’équipe de Hall mentionne la présence d’une séquence ressemblant & un ERE
dans la région génomique de 2 Kb précédent le site d’initiation de la transcription du SDF-
1 (138). A la Figure 5, il est possible de constater que I’expression de ces génes est

augmentée suite a un traitement de 16 heures des cellules avec 10nM d’E; comme il était
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attendu, mais aussi avec un traitement de 25nM de SDF-1. Ces résultats viennent appuyer
ceux obtenus avec les essais luciférase et démontrent que 1’expression de génes régulés par
les récepteurs des estrogeénes peut €tre modifiée, méme en absence d’estrogénes, par

I’activation d’un récepteur situé a la membrane, le CXCR4.
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Figure 6. Les HEK 293-T répondent a ’estrogéne lorsque les récepteurs sont transfectés.

A. Analyse de I’expression de CXCR4, SDF-1 dans les HEK 293-T. Les RT-PCR ont été fait comme a la
Figure 3A. Le gel d’électrophorése montre : I’échelle de poids moléculaire (ligne 1), 5 pl du produit de PCR
avec les amorces hCXCR4 et hSDF-1 (lignes 2-3) et le contrdle négatif sans ARN (ligne 4). B. Les HEK
293-T ont été cotransfectées avec le géne rapporteur ERE-Tk-luc et avec ou sans les vecteurs d’expression
des génes ERP ou ERa. La stimulation a ét¢ faite avec 10 nM d’E,. Les valeurs de luciférase ont été

normalisées a partir de I’activité de la B-galactosidase, puis exprimées en niveau d’activation.

Les récepteurs des estrogénes o et 8 ont un trés grand degré d’homologie (Figure 1).
Cependant, I’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 ’AF-2 de ERa et ERP n’est pas stimulée (37). L’AF-1 est aussi le
domaine qui pourrait étre régulé par CXCR4 puisqu’il posséde plusieurs sites consensus de
phosphorylation par les MAPKSs (200). I est donc possible que sous le controle du CXCR4
les deux isoformes ne répondent pas de la méme fagon. Nous avons voulu déterminer le
role distinct des deux récepteurs dans l’activité transcriptionnelle ligand indépendante

observée, puisque les MCF-7 expriment les deux isoformes de récepteurs des estrogénes.
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Pour ce faire nous avons utilisé des cellules HEK 293-T transfectées avec un geéne
rapporteur de la luciférase ERE-tk-luc et des plasmides d’expression encodant ERa et
ERB, ce qui nous a permis de déterminer I’effet du SDF-1 sur I’activation ligand
indépendante de ERa et ER[ séparément. Cette lignée cellulaire est utilisée puisqu’elle
n’exprime aucun récepteur des estrogenes mais elle exprime de fagon minimale CXCR4
(Figure 6A). Dans la Figure 6B, nous constatons que les deux récepteurs exprimés par les
vecteurs d’expressions sont fonctionnels et permettent une activation de la transcription du

geéne rapporteur suite & une stimulation a I’Es.
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Figure 7. L’activation de CXCR4 stimule autant P’activité transcriptionnelle de ERa que
ERB.

A. Les HEK 293-T ont été cotransfectées avec le géne rapporteur ERE-Tk-luc et les vecteurs d’expression
des génes de CXCR4 et avec ou sans les vecteurs d’expression de ERB et ERa Les cellules ont ensuite été
traitées avec 25 nM de SDF-1 ou 200 ng/ml de T140 pendant 16 heures. B. Les cellules ont été transfectées

avec le géne rapporteur, les génes des récepteurs des estrogénes seuls ou en présence d’un des types de

CXCR4; CXCR4 type sauvage (WT), CXCR4 NRY ou CXCR4 D84N afin de procéder a un essai luciférase.

La Figure 7A nous démontre que les deux isoformes des récepteurs des estrogénes sont
activés de fagon ligand indépendante par le SDF-1 malgré que 1’activation de I’isoforme 3
soit l1égérement plus grande que celle de ’isoforme a. L’inhibiteur de CXCR4, le T140
diminue aussi la réponse basale des récepteurs. Ces résultats ont été obtenus en co-
transfectant les récepteurs des estrogénes avec le vecteur d’expression de CXCR4. Le taux

d’expression de CXCR4 endogene dans les HEK 293-T est faible comparativement a celui
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des MCF-7 et nous constatons a la Figure 7B que la simple transfection du récepteur
CXCR4 de type sauvage n’affecte pas 1’activité basale des ERs. Par ailleurs, I’activation
des ERs par le SDF-1 observée a la Figure 7A a aussi été obtenue sans la transfection de
CXCR4 mais elle était moins importante (résultats non montrés), ce qui valide 1’utilisation
exogeéne de CXCR4 dans les HEK 293-T afin d’étudier I’effet du SDF-1. A la Figure 7B,
nous retrouvons les mémes variations avec la transfection des différentes formes de
CXCR4 que nous avions obtenues dans les MVLN et ce, pour les deux types de ER. La
surexpression de la forme sauvage du récepteur membranaire a un effet négligeable sur
Pactivité des ERs alors que la transfection du mutant NRY active la transcription autant
pour ERa que pour ERB. Par ailleurs, 1’utilisation d’un mutant de CXCR4 qui ne permet
pas D’activation de la signalisation, soit le mutant D84N, a un effet inhibiteur sur I’activité
des ERs. Ces résultats démontrent que les effets observés dans les MCF-7 sont effectués
conjointement par les deux isoformes de récepteurs puisque 1’activation du CXCR4 permet
d’augmenter [’activité transcriptionnelle des deux isoformes séparément. De plus, la
similitude des réponses obtenues suite a I’activation ou 1’inhibition de CXCR4 avec les
deux récepteurs propose l’existence d’un mécanisme de régulation ligand indépendant

commun a ces deux récepteurs.

Le SDF-1 est une protéine tres instable qui se dégrade rapidement surtout en présence de
sérum puisqu’il contient plusieurs protéases. Le simple clivage des trois premiers acides
aminés de la partie N-terminale du SDF-1 o et B le rend incapable de stimuler la
prolifération de cellules pre-B et le chimiotactisme de cellules B (201). Afin de s’assurer
d’une plus grande stabilité du SDF-1 pendant le traitement, nous avons mis au point une
technique de co-culture. Cette technique consiste a transfecter transitoirement des cellules,
dans ce cas des HEK 293-T, avec un vecteur d’expression du SDF-1 et de les récolter afin
de les ajouter a des HEK 293-T préalablement transfectées avec les vecteurs d’expression
des récepteurs et le vecteur rapporteur. Les traitements appropriés d’E; sont alors
distribués et I’essai luciférase est effectué 16 heures apres. Les cellules transfectées au
SDF-1 servent donc pour le traitement des cellules transfectées avec les récepteurs
puisqu’elles sont une source paracrine constante de SDF-1. Ce systéme permet donc de
s’assurer de la présence de SDF-1 fonctionnel pendant le traitement. Il est possible de

constater, en observant la Figure 8A et B que le systeme de co-culture fonctionne puisque
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la réponse basale de méme que la réponse a I’E; des ERs en condition de co-culture sont
semblables aux réponses sans co-culture. Ensuite, ce systeme appuie une fois de plus le
fait qu’en absence de ligand les récepteurs des estrogénes sont activés par le SDF-1 et ce,
pour les deux isoformes de récepteur. Il semble donc que les traitements des cellules avec
le SDF-1 sans co-culture peut étre valable et que les variations observées avec ce
traitement sont réelles et non influencées par une quelconque dégradation de la molécule

ou modification de son activité.
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Figure 8. Le traitement des cellules peut se faire de fagon paracrine avec des cellules

exprimant le SDF-1.

Des cellules HEK 293-T ont été transfectées avec le géne rapporteur de la luciférase ERE-Tk-luc, le géne
CXCR4 et ERB (A) ou ERa (B). D’autre HEK 293-T ont été transfectées ou non avec le géne du SDF-1 et
elles ont été ajoutées aux premiéres cellules au moment du traitement (5-6 heures post-transfection) en
présence ou non de 10 nM d’E,. Les colonnes sans co-culture ont seulement été traitées comme dans les

transfections précédentes.

Dans la Figure 8A et B, la présence du traitement combiné d’E; et de SDF-1 nous permet
d’entrevoir un autre effet que pourrait avoir le SDF-1 sur la régulation des ERs. En effet,
nous observons que pour ERp, la réponse transcriptionnelle est non seulement augmentée
en présence de SDF-1 ou de E, séparément mais que la combinaison des deux traitements a

un effet additif sur ’activité de ERB. Par contre, cet effet n’est pas significatif dans le cas

de ERo.
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Les récepteurs des estrogénes contiennent deux régions distinctes qui contribuent a leur
activité transcriptionnelle. Il y a I’AF-1 situé dans la partie N-terminale qui posséde une
certaine activité constitutive indépendante du ligand, puis I’AF-2 dans la partie C-terminale
qui est régulée par le ligand (Figure 1). Selon le type cellulaire et le promoteur étudié,
I’AF-1 et I’AF-2 peuvent réguler la transcription de fagon indépendante ou coopérative
(202). Suite aux résultats obtenus en co-culture, nous avons voulu approfondir 1’étude de
I’activation des ERs par le SDF-1 en présence de 173-Estradiol. La Figure 9A démontre
qu’il est, en effet, possible d’augmenter 1’activation transcriptionnelle des récepteurs des
estrogénes causée par leur agoniste, en traitant les cellules avec de faibles concentrations
de SDF-1, allant de 2.5nM a 25nM, en présence d’E,. Les voies de signalisation activées
par le CXCR4 ont donc un effet sur 1’activité transcriptionnelle des ERs en présence ou en
absence d’E, (Figure 4A). Par contre, a la Figure 9B le T140 n’exerce pas |’effet
inhibiteur attendu sur 1’activité transcriptionnelle des ERs. En effet, les MCF-7 expriment
de fagon endogéne le SDF-1 et un traitement a I’E; permet I’augmentation de son
expression (Figure 5). Nous avons donc supposé que le T140 en présence d’E,
compétitionnerait avec le SDF-1 endogéne ce qui nous permettrait d’obtenir la réponse
estrogénique indépendante du SDF-1. Nous croyons que ’activité basale des récepteurs
des estrogénes est en partie due a I’activation de CXCR4 par le SDF-1 endogene puisque
nous avons observé une diminution de I’activité basale des ERs en présence de T140
seulement (Figure 4 et 7). Par contre, la réponse des ERs a leur ligand a probablement
masqué la compétition entre le SDF-1 endogene et le T140 et il aurait fallu des
concentrations de T140 plus élevées pour pouvoir apprécier son effet inhibiteur. En effet,
en traitant avec I’E;, nous augmentons la quantit¢ de SDF-1 exprimée et la quantité de
T140 utilisée est alors probablement insuffisante pour voir un effet. De plus, une étude
démontre que le T140 a un effet maximal sur I’inhibition de la migration des cellules
cancéreuses du sein a une concentration 10 fois plus élevée que notre concentration utilisée

la plus grande, soit a 2 pg/ml (198).

Nous avons aussi vérifié le role intrinseque de chaque isoforme de récepteur dans la
réponse ligand dépendante observée dans les MVLN. Pour ce faire, nous avons utilisé les
HEK 293-T en co-transfectant le vecteur d’expression de CXCR4 avec chacun des

vecteurs d’expressions de ERa et ERP séparément et ce, toujours en présence du vecteur
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rapporteur de la luciférase, ERE-tk-luc. Ceci nous a permis de constater, a la Figure 10,
que le SDF-1 active de fagon ligand dépendante les deux isoformes des récepteurs des
estrogénes malgré que la réponse de ERa soit plus faible que celle de ERB. Ces résultats
sont en accord avec les résultats obtenus en co-culture (Figure 8) qui illustrent aussi une
divergence de réponse entre ER[ et ERa au traitement combiné d’E; et de SDF-1. Dans le
cas de ERa la réponse au traitement combiné n’est pas significative en co-culture mais cela
peut-étre seulement dd a une limite de la technique. Ces résultats indiquent donc que les
réponses observées dans les MVLN sont engendrées par les deux types de récepteurs tout
comme les réponses ligand indépendantes. Nous suggérons que la régulation de 1’activité
ligand dépendante des ERs, tout comme la régulation ligand indépendante, doit se faire par

un mécanisme commun aux deux récepteurs mais que ERa répond moins fortement a ce

mécanisme ligand dépendant que ERf.
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Figure 9. La stimulation des MVLN avec le SDF-1 en présence d’estrogéne permet
d’améliorer la réponse ligand dépendante des ERs.

Les MVLN ont été traitées avec 10 nM de 17B-Estradiol (E;) et des concentrations de SDF-1 allant de 2,5 &
25 nM (A) ou des concentrations de T140 allant de 20 a 200 ng/ml (B). Les résultats sont exprimés en niveau

d’activation par rapport aux cellules non-taitées.
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Figure 10. Le SDF-1 a aussi un effet ligand dépendant sur ERP et ERa.
Les HEK 293-T ont été transfectées avec le géne rapporteur de la luciférase ERE-Tk-luc, CXCR4 et ERB (A)
ou ERa (B). Elles ont été traitées avec 10 nM d’E; en présence ou non de 25 nM de SDF-1. Les résultats sont

exprimés en niveau d’activation par rapport aux cellules non-traitées.

Suite a4 1’étude de la régulation des éléments ERE par les récepteurs des estrogénes
stimulés par CXCR4, nous avons voulu étudier leurs effets sur des éléments AP-1. En
effet, les récepteurs des estrogenes activent la transcription de génes cibles de deux fagons.
Premiérement, il y a la voie classique dans laquelle, lorsqu’ils sont activés soit par le
ligand ou par la phosphorylation, les ERs peuvent lier I’ADN a des sites consensus qui sont
leurs éléments de réponses, les ERE. De cette fagon, les récepteurs facilitent le
recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base et transactivent I’expression des
génes contenant des éléments ERE au niveau de leur promoteur. Deuxiémement, les ERs
peuvent activer la transcription par une voie alternative en interagissant avec d’autres
facteurs de transcription tels que les membres de la famille AP-1 dont le complexe Jun/Fos
et ainsi moduler I’expression de génes régulés par des éléments AP-1. Certains genes
cibles des ERs dont leur expression est augmentée en présence d’E, sont régulés par un
promoteur contenant un élément AP-1 comme le géne de la collagénase, c-Myc et cycline

D1 (112;203;204).

Lors des expériences de RT-PCR, nous avons vérifié I’expression de genes cibles des ERs
qui sont sous le contrdle d’éléments AP-1 en réponse a un traitement au SDF-1. Il s’est
avéré que les génes c-Myc et cycline D1 sont plus fortement exprimés en présence de 25

nM de SDF-1 que dans le contrdle sans traitement dans les MCF-7, comme le démontre la
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Figure 11. 1l s’avére donc que I’activation des récepteurs des estrogénes par les voies de
signalisation du CXCR4 influence non seulement la voie classique d’activation
transcriptionnelle des ERs sur les éléments ERE (Figure 5) mais aussi une voie alternative,

celle des éléments AP-1.
SDF-1

- E2 25nM  10mM  25nM

Cycline D1

C-Mye¢

GAPDH

Figure 11. L’activation de CXCR4 régule I’expression de génes cibles des ERs contrdlés par
un promoteur AP-1.

Analyse des génes cibles des ERs par RT-PCR dans les MCF-7. Les cellules et les échantillons ont été traités
comme a la Figure 4 mais les amorces utilisées sont celles spécifiques aux ADNc des génes hC-Myc et

hCyclineD1 qui sont régulés par un promoteur AP-1.

Nous avons voulu étudier plus en détail I’effet de I’activation de CXCR4 sur cette activité
transcriptionnelle des ERs et pour ce faire, nous avons utilisé le systéme de géne
rapporteur AP1-coll-luc, qui est constitué de la luciférase sous le contrdle d’un élément de
réponse AP-1 provenant du promoteur du géne de la collagénase. Ce systtme de
rapporteur nous a permis de mesurer 1’activité transcriptionnelle de chacun des ERs sur les
€léments de réponse AP-1. Nous avons transfecté de fagon transitoire le vecteur rapporteur
APl-coll-luc ou le vecteur rapporteur mutant APl-collA73-luc avec les vecteurs
d’expression des ERs dans les HEK 293-T, et suite & un traitement de 16 heures en
présence de 10 nM d’E;, 5 pM de 4- hydroxytamoxifene (OHT) ou de 1uM de ICI 182780
(ICI), nous avons mesuré [’activité transcriptionnelle des ERs. Le promoteur AP1-
collA73-luc ne possede plus le site consensus de I’AP-1 donc ne peut plus répondre a la
stimulation par les ERs (111). Dans la Figure 12, nous constatons que I’E; ne permet pas
d’activer la transcription du géne de la luciférase sous le controle d’un élément AP-1 et ce,
pour les deux types de récepteurs. Par contre, ce sont les composés reconnus pour étre des

antagonistes des ERs dans la voie classique d’activation de la transcription qui agissent ici
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comme des agonistes et permettent d’augmenter I’expression du gene de la luciférase entre
2,5 et 6,5 fois selon le ER et le ligand. Pour ce qui est de la réponse obtenue avec le
promoteur muté, nous pouvons observer qu’elle est complétement perdue avec ERa alors
qu’elle subsiste légérement avec ERB. A la lumiére de ces résultats, nous avons déterminé
a quels ligands notre systtme de rapporteur AP-1 répond et que ces réponses sont
spécifiques a I’élément de réponse AP-1, puisqu’elles sont perdues avec un ¢lément AP-1
muté. L’utilisation de ce systtme a aussi été validée par ces résultats puisqu’ils

reproduisent ceux obtenus par Paech et al. (113)
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Figure 12. Le systéme rapporteur du géne de la luciférase couplé au promoteur AP-1
fonctionne dans les HEK 293-T.

Les HEK 293-T ont été cotransfectées le géne rapporteur de la luciférase AP1-coll-luc ou le mutant AP1-
collA73-luc contenant plus la région AP-1 avec ERP ou ERa. Les traitements ont été fait avec 10 nM d’E,, 5
uM de 4-OH-tamoxiféne (OHT) ou 1 pM d’ICI 182780 (ICI). Les résultats sont exprimés par rapport aux

échantillons non traités de chaque type de géne rapporteur.

Afin d’évaluer I’effet du SDF-1 sur I’activité des récepteurs des estrogénes sur un €lément
AP-1, nous avons transfecté les vecteurs d’expression des récepteurs étudiés ainsi que le
géne rapporteur de la luciférase AP1-coll-luc dans les HEK 293-T en présence de 25nM de
SDF-1 et/ou de 5pM de OHT, comme illustré a la Figure 13. Nous observons une
augmentation de I’activité transcriptionnelle de ER lors de la présence combinée de OHT
et de SDF-1, alors que cette combinaison entraine une diminution de Dactivité

transcriptionnelle pour ERa.. La présence de SDF-1 seule n’a un effet que négligeable sur
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’activité de ERB, alors qu’elle n’a aucun effet sur ERa.. La divergence de réponse entre
les deux isoformes de récepteurs nous indique que contrairement a la voie classique, cette

autre voie des ERs est régulée par des mécanismes distincts en présence de SDF-1.

o

Il sDF

B8 OHT
EAOHT + sDF

Niveau d'activation
o = N W A o O ~N o O

sans ER ERB ERa

Figure 13. Le SDF-1 régule I’activité de ERP et ERa sur un promoteur AP-1.

Les cellules HEK 293-T ont été transfectées avec le géne rapporteur de la luciférase AP1-coll-luc, le vecteur
d’expression de CXCR4 et ceux de ERB ou ERa.. La stimulation des cellules a été effectuée avec 25 nM de
SDF-1 et/ou 5 uM de OHT.

Par la suite, nous avons vérifié ’expression des genes cibles régulés par I’AP-1 dans un
modeéle de cellules cancéreuses du sein, ER-négatives, soit les Hs578-T (205;206). Nous
avons donc transfecté les cellules avec les vecteurs d’expression des ERs et de CXCR4 et
traité les cellules avec le OHT et le SDF-1. L’ARN des cellules a ensuite été extrait afin
d’effectuer les essais de RT-PCR avec les amorces correspondant aux ADNc des genes c-
Myc et cycline D1. Les résultats obtenus sont montrés a la Figure 14, dans laquelle nous
observons une augmentation de I’expression des deux geénes en réponse au traitement
combiné de OHT et de SDF-1 pour les cellules exprimant ERf et une diminution de
’expression de ces deux génes pour le méme traitement avec les cellules exprimant ERa.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans les HEK 293-T pour Iactivité
transcriptionnelle des ERs et nous indiquent probablement une divergence de mécanisme

d’activation de la transcription de la voie alternative entre les deux types de récepteurs.

Le traitement au SDF-1 seul fait diminuer I’expression de cyclineD1 avec ERP alors

qu’elle augmente avec ERa.. Ce résultat nous permet donc de proposer que 1’augmentation
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de P’expression de la cycline D1 au SDF-1 dans les MCF-7 (Figure 11) est le résultat de
I’action de ERa.. Malgré que les MCF-7 expriment les deux isoformes des récepteurs de
estrogénes, ’ARNm de ERa est exprimé en plus grande quantité par rapport a ER(
(Figure 3A). Cette différence d’expression a aussi été¢ observée au niveau protéique par
immunobuvardage de type western (90). Dans le cas ou les deux isoformes n’ont pas la
méme activité transcriptionnelle il est donc possible que ce soit I’activité de ERa qui se
démarque dans la réponse globale au SDF-1.  Pour ce qui est de I’inhibition de
I’expression de la cycline D1 par ERP, elle ne concorde pas avec le fait que le SDF-1
augmente la réponse au OHT ni avec la réponse de ERB au SDF-1 seul dans les HEK 293-
T. Ceci peut s’expliquer par le fait que I’induction de I’expression de la cycline D1 par
ERP est strictement dépendante des hormones et qu’elle requiert 1’intégrité de 1’AF-1 et de
I’AF-2 (207). Avec le SDF-1, I’AF-2 ne serait pas stimulé donc 1’expression de la cycline
D1 ne pourrait pas €tre augmentée. De plus, I’expression de cycline D1 est non seulement
régulée par un promoteur AP-1 mais aussi par un promoteur contenant un élélment CRE

(112), ce qui peut expliqué les divergences des résultats avec les éléments AP-1 seuls.
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Figure 14. ERp et ERa régulent différemment les génes sous le contréle d’un promoteur AP-
1 en présence de SDF-1.

Les cellules de la lignée cancéreuse du sein Hs578-T ont été cotransfectées avec le récepteur CXCR4 et ERB
ou ERq et traitées avec 10 nM d’E,, 5 ul d’OHT, ou 25 nM de SDF-1. L’ARN total des cellules a été extrait
et a partir de chaque échantillon traité¢ une réaction de RT-PCR a été effectuée avec 200 ng d’ARN et en
utilisant les amorces spécifiques des ADNc des génes hC-Myc, hcycline D1 et hGAPDH. 5 pl des produits
de PCR ont été déposés sur gel d’électrophorese et les produits des amorces GAPDH ont servi a normaliser

les quantités d’ARN utilisées pour chaque réaction.
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Dans le but de déterminer le role des domaines fonctionnels dans la régulation de ERP par
le SDF-1, nous avons utilisé des vecteurs d’expression codant pour les mutants tronqués de
ERB. En effet, le modéle proposé pour la régulation d’'un AP-1 par ERa suggere que
I’action de ERa lié a I’estrogéne stimulerait la transcription via ses fonctions d’activation
AF-1 et AF-2 ce qui lui permettrait d’augmenter la liaison des coactivateurs a I’ADN.
Alors qu’en présence de tamoxiféne I’AF-1 ne serait pas nécessaire pour réguler la
transcription de promoteurs AP-1 (114). De plus, puisque nous supposons que CXCR4
régule ’activité des ERs par la phosphorylation il est intéressant de voir qu’elle portion des
ER est influencé puisqu’ils peuvent étre phosphorylés autant sur I’AF-1 que I’AF-2
(83;97). La Figure 15A schématise les différentes constructions effectuées telles que la
délétion de I’AF-1 de ERB, 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 le geéne rapporteur de la luciférase sous le contréle de
I’élément AP-1 dans des cellules HEK 293-T et le niveau d’activation de la transcription a
été mesuré. Il s’est avéré, comme I’illustre la Figure 15B, que la régulation de ERf
dépendante du SDF-1 différe selon ses domaines fonctionnels et les fonctions d’activation.
Le mutant CDEF répond au OHT, mais pas au traitement combiné de OHT et SDF-1
contrairement a la forme sauvage du récepteur. Le SDF-1 n’a donc pas d’effet sur I’AF-2
mais plutét sur I’AF-1. En effet, la forme ABCDp a une activité transcriptionnelle
augmentée en réponse a ce traitement semblable a celle obtenue pour la forme sauvage.
Cette augmentation est de moins grande importance pour le mutant ABCDp dont la partie
de I’AF-2 et le domaine E sont manquants, ce qui indique que cette partie est importante
pour I’activation maximale de ERf en présence du SDF-1, comme nous I’observons pour

la forme sauvage sans toutefois étre essentielle.
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Figure 15. L’intégrité de ’AF-1 de ERP est essentielle pour la réponse au SDF-1.

A. Les constructions et CDEF[} sont des formes tronquées du récepteur des estrogénes . pPCMX-ABCDp a
été créé par une digestion du vecteur sauvage avec des enzymes de restriction appropriées suivie d’une auto-
ligation du vecteur digéré. Le vecteur de CDEF a été obtenu par la génération de fragments par PCR. Les
chiffres sur le ERP pleine longueur représentent les sérines mutées en alanine dans la portion AF-1 de ER.
Les mutants ont été obtenus par mutagénese par PCR. B. Les cellules HEK 293-T ont été transfectées avec le
géne rapporteur de la luciférase AP1-coll-luc, le vecteur d’expression de CXCR4 et pPCMX-ABCDf, pCMX-
CDEFB, pCMX-ERB ou C. les constructions de ERB dont les sérines sont mutées en alanines. Elles ont été
traitées comme a la Figure 12. La réponse au traitement combiné OHT et SDF-1 a été exprimée en

pourcentage de la réponse a OHT de chaque mutant. WT signifie ERP de type sauvage.
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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 ) (39)
S106 CDK2 T (39)
S118 CDK7, MAPK, PKC |1 (38;79;80;82;88)
S167 AKT, pp90™*' T (89;104)
236 PKA \ (97)
T311 MAPK (p38) T (83)
ERP
325 ND* ND* ND*
31 ND* ND#* ND*
S69 ND* ND* ND*
594 ND* ND* ND*
S106 MAPK T (74)
S124 MAPK T (74)
S154 ND* ND* ND*
S158 ND* ND* ND*
9255 AKT T article en préparation

(Mélanie Sanchez)

ND* ;: Non-Déterminée

Le domaine A/B peut étre phosphorylé sur plusieurs sérines comprises dans des sites

consensus de phosphorylation par les MAPKs ayant une séquence riche en proline PXX-

S/T-P, ce qui permet la régulation de I’activité des ERs. La caractérisation de ces sites sur

ERa est relativement compléte alors que pour ERP plusieurs de ces sites consensus

demeurent des sites potentiels de phosphorylation (Tableau I). Bien que le rdle
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fonctionnel de la plupart de ces sites de ERP reste inconnu, certains comme les sérines 106
et 124 sont reconnus pour étre des cibles potentielles de la phosphorylation par les MAPKs
et intervenir dans le recrutement de coactivateurs. Par ailleurs, la voie des MAPKSs fait
partie des voies de signalisation activées par CXCR4 (171). Ces faits nous portent a croire
que la phosphorylation de ces sérines du domaine A/B par les MAPKs activées par
CXCR4 peut étre responsable de ’activité transcriptionnelle du récepteur en présence de
SDF-1. Afin de déterminer I’implication de ces sites potentiels de phosphorylation dans
I’activité de I’AF-1 de ERP en réponse au SDF-1 sur les sites AP-1, nous avons déterminé
I’activité transcriptionnelle de récepteurs dont les sérines contenues dans ces sites €taient
mutées en alanines (Figure 15C). Ce type de mutation empéche la phosphorylation
possible par les MAPKs. La simple mutation des sérines 94, 106 ou 124 élimine
I’augmentation de ’activité transcriptionnelle observée en présence de OHT et de SDF.
Ces résultats démontrent que I’effet du SDF-1 ne peut pas étre attribuée a une sérine en
particulier mais elles sont toutes essentielles a la réponse au SDF-1. Néanmoins, la sérine
69 ne doit pas étre essentielle a I’activité de I’AF-1 puisque c’est la seule mutation a ne pas

abolir la réponse transcriptionnelle du récepteur.

Les doubles mutations de sérines n’ont pas d’effets plus marqués que les mutations simples
sauf la double mutation S106A, S124A. Il semble aussi que la sérine 106 joue un réle
primordial dans I’activation du récepteur puisque la double mutation S69A et S106A abolit
aussi la réponse au SDF-1 alors qu’elle est conservée avec la simple mutation de la sérine
69. Par ailleurs, les serines 106 et 124 sont bien connues pour recruter en duo le
coactivateur SRC-1 (74) lors de I’activation de la transcription par ER ce qui pourrait
expliquer I’effet plus marqué de la double mutation. Il semble donc que I’intégrité de I’ AF-
1 est essentielle a I’activation de ERP par le SDF-1, ce qui supporte I’idée que ’activation

de CXCR4 agit sur I’AF-1 comme nous I’avons observé a la Figure 15B.



4  DISCUSSION
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Lors de cette étude nous voulions déterminer 1’effet de la signalisation de CXCR4 sur
I’activité transcriptionnelle des récepteurs des estrogenes. Des études démontrent que
I’activation de ERa par I’estrogéne entraine la stimulation du CXCR4 puisque 1’expression
de son ligand, le SDF-1 est augmentée par |’activité transcriptionnelle de ER (138). Ainsi,
nous supposons qu’il existe une boucle de régulation entre ces deux récepteurs. Notre
hypothése est que les voies impliquées dans la signalisation de CXCR4 pourraient a leur
tour permettre 1’activation des récepteurs des estrogénes, puisque ceux-ci peuvent étre
phosphorylés au niveau de la fonction d’activation AF-1, ce qui est suivi de augmentation
de I’expression de leurs génes cibles. L’existence d’une telle boucle de régulation pourrait
avoir des conséquences importantes au niveau de la prolifération cellulaire dans plusieurs
tissus gynécologiques mais surtout au niveau des cellules tumorales. De récentes études
ont démontré une forte expression de CXCR4 dans des cellules malignes de tumeurs du
sein alors que son expression n’est pas détectée dans les cellules normales. Par ailleurs, le
SDF-1 est exprimé dans les sites ou les métastases des cancers du sein sont souvent
retrouvées (poumon, moelle osseuse, nodules lymphatiques) (187;208). Enfin, le réle de
ce récepteur dans les cellules tumorales est de promouvoir la croissance des foyers
tumoraux primaires et métastasiques, en plus de déterminer les sites de formation des
métastases (209;210). L’utilisation de cellules cancéreuses du sein est donc fortement

appropriée pour effectuer cette étude.

Tout d’abord, nous savons que 1’expression des genes codant pour le SDF-1, pS2 et PR est
régulée par les récepteurs des estrogenes (138),(193). Ala Figure 5, nous constatons que
leur expression est effectivement augmentée en présence d’estradiol dans les MCF-7. Par
cette expérience, nous avons non seulement reproduit les résultats obtenus par Hall et al.,
qui ont initialement décrit la régulation du SDF-1 par I’estrogéne. Mais nous démontrons
aussi que I’expression de ces geénes cibles des ERs est influencée par le SDF-1. Ces
résultats proposent que I’activité transcriptionnelle des ERs puisse étre modifiée par
CXCR4. L’augmentation de I’expression du géne rapporteur de la luciférase sous le
contréle d’un ERE suite a un traitement au SDF-1 (Figure 4A) supporte aussi fortement
cette observation. De plus, en présence de T140, un antagoniste spécifique de CXCR4
(211), I’activité transcriptionnelle basale des récepteurs des estrogénes est diminuée, ce qui
nous a permis de confirmer que I’activit¢é de CXCR4 pouvait effectivement avoir un effet

sur ’activité transcriptionnelle des récepteurs des estrogénes.
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Le mutant CXCR4 NRY a été créé par la substitution de 1’acide aspartique (D) 133 du
motif DRY par une asparagine (N). Le motif DRY hautement conservé a travers les
GPCRs se trouve dans la partie cytoplasmique du 3° segment transmembranaire (TM3).
Plusieurs expériences de mutations de la chaine acidique de I’acide aspartique ont
démontré que cette chaine régule I’activation du récepteur, le couplage a 1’agoniste du
récepteur et I’activation de la signalisation des protéines G (212). Par ailleurs, il semble
que P’arginine (R) de ce motif soit aussi importante pour la stabilisation a 1’état actif ou
inactif du récepteur et que la mutation de cet acide aminé permet d’obtenir des mutants
constitutivement actifs (213). Des études de la structure cristalline du récepteur de la
rhodopsine supportent aussi I’importance de ces acides aminés Asp et Arg dans la
stabilisation du récepteur, puisque la chaine latérale de I’arginine formerait des ponts salins
avec l’acide aspartique précédente et une glutamine dans le 6° passage transmembranaire
(TM6) (214). Puisque le TM3 et TM6 sont impliqués dans le changement de conformation
du récepteur lors de son activation par le ligand, il est proposé que les interactions entre ces
domaines contraignent le récepteur dans sa forme inactive et que le bris de ces interactions
entraine une activation constitutive (199). Il existe aussi des GPCRs qui ne posse¢dent pas
le motif DRY et qui sont actifs en absence d’un ligand, par exemple de KSHV-GPCR
(Kaposi’s Sarcoma Herpesvirus- G protein-coupled receptor) posséde un motif VRY a la
place. Ce récepteur est fortement apparenté au GPCR CXCR2 et lorsque I’acide aspartique
138 du motif DRY de CXCR2 est muté en valine, celui-ci devient constitutivement actif
avec une activité semblable au KSHV-GPCR (215). Plus récemment, un autre récepteur,
le ORF74 (localisé au cadre de lecture 74 du virus de ’herpés équine 2), qui posséde une
activité constitutive, a ét¢ muté afin de restaurer son motif DTW en motif DRY, ce qui a
créé une diminution de son activité (216). Ces évidences portent a croire que la mutation
NRY de CXCR4 permet d’obtenir un récepteur activé en absence de SDF-1, d’autant plus
que la transfection de ce mutant active les ERs sans SDF-1. Par ailleurs, cette activation
est similaire & celle observée pour le récepteur de type sauvage endogéne en présence de
son ligand autant dans les MVLN que dans les HEK 293-T (Figures 4 et 7). Ainsi, la
transfection du mutant CXCR4 NRY démontre une fois de plus que ’activation des voies
de signalisation en aval du récepteur engendre une activation ligand indépendante des

récepteurs des estrogenes.
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Par ailleurs, la transfection du mutant CXCR4 D84N diminue [’activité basale des
récepteurs des estrogénes tout comme ’utilisation du T140. Ce qui confirme que I’activité
de CXCR4 a un effet sur les ERs. En effet, il est possible que la mutation de cet acide
aminé abolisse la signalisation cellulaire du récepteur puisqu’il est situé dans le deuxieme
passage transmembranaire qui joue un role important dans la signalisation du récepteur en
plus d’étre un acide aminé hautement conservé a travers les récepteurs des chimiokines

(158).

Plusieurs voies de signalisation activées par CXCR4 peuvent étre a 1’origine de I’activation
des récepteurs des estrogénes en absence de leur ligand. Ces voies sont celles de PI-
3K/AKT, des MAPKs p38 et p44/42 et de la PKC. En effet, il a ét¢ démontré que ces
voies peuvent activer de fagon ligand indépendante les ERs (200) mais ces voies sont aussi
activées par la liaison du SDF-1 au CXCR4 (171). L’action de ces voies sur les récepteurs
des estrogénes se situe surtout au niveau de I’AF-1, elles phosphorylent les sérines des
sites consensus, ce qui permet d’interagir avec des coactivateurs et ainsi d’activer la
transcription de génes cibles. Par contre, le mécanisme d’action de ces voies sur les deux
types de ERs est souvent différent, puisque I’AF-1 est la région la moins conservée au
niveau de leurs structures ce qui engendre des différences au niveau de leur activité

transcriptionnelle (37).

Malgré le fait que les MCF-7 étaient un modele approprié puisqu’elles sont des cellules de
cancer du sein qui expriment les deux formes de récepteurs des estrogenes, CXCR4 et
SDF-1 (Figure 3A), il était difficile de distinguer les effets de chacun des isoformes. Nous
avons donc voulu étudier 1’effet de I’activation de CXCR4 sur chacun des ERs séparément.
Pour ce faire, nous avons choisi un modéle cellulaire qui n’exprimait aucun des récepteurs
des estrogénes. Les cellules HEK 293-T ont donc été utilisées puisqu’elles expriment
légerement CXCR4 et SDF-1 mais aucun des ERs (Figure 6A). Par ailleurs, la Figure 6B
démontre que I’étude de I’activité transcriptionnelle des ERs par essais luciférase sur un
ERE est possible dans ces cellules et que la réponse au ligand est comparable a celle

obtenue dans les MCF-7 (Figure 3A et B).

Aux Figures 7 A et B nous constatons que les réponses des ERs aux différents états

d’activation de CXCR4 sont semblables entre les deux isoformes, donc il ne semble pas y
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avoir de mécanisme de régulation différent pour ERa et ERB. En effet, le traitement au
SDF-1 augmente 1’activité transcriptionnelle de ERP et de ERa, tout comme la
transfection du mutant CXCR4 NRY. Nous supposons que cette activation est causée par
la phosphorylation de I’AF-1 des récepteurs par les voies de signalisation activées par
CXCR4, ce qui entraine le recrutement de coactivateurs tels que SRC-1 et CBP autant pour
ERa que ERP. Cette phosphorylation et le recrutement de coactivateurs permettraient
I’activation de la transcription méme en absence du ligand, de la méme fagon que cela se
produit lors de I’activation ligand indépendante des ERs par les facteurs de croissance
(73;74). Néanmoins, il est possible que les voies de signalisation activées par CXCR4
aient un effet indirect sur ’activité des récepteurs nucléaires en phosphorylant les
coactivateurs. En effet, CBP est reconnu pour étre un intégrateur de plusieurs voies de
signalisation dont la phosphorylation par les MAPKs résulte d’une augmentation du
potentiel de coactivation de CBP (217;218). De plus, il a été démontré que la
phosphorylation de AIB1/SRC-3 par les MAPKs stimule son interaction avec p300, ce qui
entraine une augmentation de la transcription ER dépendante (219). Il serait donc
intéressant de faire des études complémentaires afin de pouvoir cerner le réle de la
phosphorylation sur I’AF-1 ainsi que sur les coactivateurs dans cette régulation des ERs

par CXCR4.

Le fait que le T140 inhibe la réponse basale des ERs autant dans les MVLN que dans les
HEK 293-T, nous permet de supposer que cette activit¢ de base est en partie due a
’activation des ERs par le SDF-1 endogeéne des cellules. En effet, nous avons constaté aux
Figure 3A et 6A que le SDF-1 est légerement exprimé dans les cellules non traitées et aux
Figure 4A et 7A que le SDF-1 permet d’activer les ERs. 1l est donc possible de croire que
cette quantité endogene de SDF-1 contribue a une partie de I’activité basale des ERs que le

T140 permet de bloquer en compétitionnant avec le SDF-1.

Les récepteurs des estrogeénes sont connus pour activer la transcription en présence de leurs
ligands. Cette voie d’activation est dépendante de P’activité de 1’AF-2 mais peut aussi
interagir de fagon indépendante ou synergique avec I’AF-1 dépendamment du type
cellulaire et du promoteur étudié (202). Nos résultats nous démontrent qu’il est possible

d’augmenter la réponse ligand dépendante des récepteurs des estrogénes en ajoutant du



79

SDF-1 aux cellules (Figure 9A et 10A et B), ce qui indique que les fonctions d’activation
peuvent coopérer afin de maximiser la réponse ligand dépendante lorsqu’ils sont activés
par leurs stimuli respectifs. Nous suggérons une coopération ou un phénomene additif en
supposant que les deux fonctions d’activations soient activées indépendamment, I’AF-1
par la signalisation de CXCR4 et I’AF-2 par son ligand, ce qui nous permet d’observer une
plus grande augmentation de I’activité du récepteur. En effet, ’activation de ces fonctions
d’activation a le méme effet sur les récepteurs, soit le recrutement des coactivateurs.
L’activation de I’AF-2 par le ligand ne potentialise donc pas I’activité des ERs en présence
de SDF-1, il ne fait qu’améliorer la réponse transcriptionnelle. Nous supposons que le
mécanisme d’activation ligand dépendant par le SDF-1 soit le méme que le mécanisme
ligand indépendant puisque ’effet du SDF-1 va encore dans le méme sens pour ERa que
ERp. De plus, plusieurs études ont démontré que la phosphorylation de ERa et ERJ a des
sites spécifiques sur I’AF-1 suite a des stimulations par des facteurs de croissance comme
I’EGF et I’'IGF-1 promouvoit I’activation ligand dépendante et indépendante des récepteurs

(88;194;220).

Afin de vérifier I'implication des domaines fonctionnels des ERs dans la réponse a
CXCR4, il faudrait utiliser des formes tronquées des récepteurs contenant une seule des
deux fonctions d’activation (comme il a été effectué dans les expériences sur 1’élément
AP-1). Nous pourrions donc vérifier que les voies de signalisation de CXCR4 agissent sur
I’AF-1. De plus, afin de s’assurer que la phosphorylation des ERs est bien impliquée dans
ce phénomene il serait intéressant de faire des expériences de phosphorylation in vitro.
L’importance de I’intégrité de I’AF-1 pourrait aussi étre étudiée en utilisant des mutants
des sites de phosphorylations consensus des MAPKs dans les essais luciférases. Ces
mutations pourraient empécher la phosphorylation ou la mimiquer en remplagant les
sérines par des alanines ou des acides aspartiques respectivement. Afin d’identifier les
voies signalétiques activées par CXCR4 qui agissent sur les ERs autant au niveau de I’AF-
1 ou de I’AF-2 il faudrait utiliser des inhibiteurs spécifiques de chacune des voies et des
mutants des protéines impliquées dans ces voies pour observer I’effet sur 1’activité

transcriptionnelle suite a ’activation de CXCR4.
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Nous avons mis au point la technique de co-culture afin de s’assurer une production
constante de SDF-1 pendant toute la durée du traitement, étant donné la dégradation
possible du SDF-1 lors de nos traitements. Cependant, il nous était difficile de contréler la
quantité de SDF-1 produit par les cellules transfectées et utilisées pour le traitement. Des
expériences démontrent qu’une stimulation de 30 minutes avec 125 nM de SDF-1
provoque une diminution de plus de 50% I’expression de CXCR4 a la surface cellulaire
(166). Cette diminution de I’expression est due a une endocytose. Malgré que suite a cette
endocytose il puisse avoir y recyclage du récepteur et réexpression a la surface cellulaire,
ce qui n’aurait pas influencé nos résultats si tel avait été le cas, I’équipe n’a pas pu mesurer
le taux de recyclage du récepteur lors d’une présence continuelle du ligand. Par contre, les
résultats que nous avons obtenus en co-culture (Figure 8A et B) démontrent bien que
I’activité des récepteurs des estrogenes est augmentée en présence de SDF-1 et ce, pour
ERa et ERB. Nous pouvons donc déduire qu’il y a bel et bien expression du SDF-1 par les
cellules servant au traitement et que la concentration est suffisante pour activer CXCR4 et
nous permettre d’observer un effet sur les ERs. Par ailleurs, I’envergure des réponses
obtenues en présence de SDF-1 avec la co-culture est la méme que celle obtenue sans co-
culture (Figure 7). Finalement, cette technique nous a fourni une autre évidence que
I’activation du CXCR4 avait pour effet d’activer les ERs en absence d’estrogene et ER} en
présence d’estrogéne mais aussi que la réponse observée dans les MCF-7 résulte de

’activation conjointe des deux récepteurs.

Lors de I'utilisation des MCF-7 et des HEK 293-T nous avons obtenu des résultats
similaires malgré la grande divergence entre ces types cellulaire. Ces résultats permettent
de supposer que le type cellulaire influence peu la réponse des ERs au SDF-1 ainsi que la
coopération entre les deux fonctions d’activation. Par contre, il serait intéressant de
vérifier I’effet de I’activation de CXCR4 sur les ERs dans plusieurs autres types cellulaires
et surtout des cellules de cancer d’ovaires qui constituent I’autres type cellulaire (2 part des
MCEF-7) dans lequel la régulation du SDF-1 par les ERs a été déterminée (138). Il faudrait

aussi vérifier la régulation d’un plus grand nombre de genes cibles.

En plus des effets de I’activation de CXCR4 sur I’activité transcriptionnelle des ERs sur un

promoteur ERE, nos résultats démontrent que cette activation a des effets sur la régulation
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de la transcription de génes AP-1 dépendants. En effet, I’ajout de SDF-1 en présence de
tamoxiféne augmente I’expression des genes sous le contréle d’un promoteur AP-1 avec

ERp, alors qu’avec ERa, leur expression est diminuée (Figure 13 et 14).

Notre hypothése est basée sur le fait que la signalisation de CXCR4 pourrait influencer
I’activité transcriptionnelle des ERs par la phosphorylation. Malgré le fait que la majorité
des sites de phosphorylation des ERs se trouvent sur I’AF-1 (Tableau 1) il pourrait aussi
avoir certains sites sur I’AF-2 de ER comme c’est le cas pour ERa. En effet, il existe des
sites de phosphorylation des MAPKs dans I’AF-2 de ERa qui permettent aussi I’activation
du récepteur. Il y a la thréonine 311 phosphorylée par la MAPK p38 (83) et la sérine 236
phosphorylée par la PKA (83;97). La PKA n’est pas activée par CXCR4 il est donc peu
probable que cette sérine soit responsable de la régulation observée. Par ailleurs, des
¢tudes précédentes ont estimé que I’activation d’un AP-1 par ERp était indépendante du
domaine fonctionnel AF-1, puisque la délétion de I’AF-1 de ERa permettait d’obtenir les
mémes résultats qu’avec un ERP pleine longueur (195). Nous observons qu’effectivement,
méme en absence de I’AF-1, ER tronqué peut activer la transcription en présence de OHT
(Figure 15B). Par contre, I’effet additif du SDF-1 sur le OHT est perdu en présence de
I’AF-2 seul, alors que sur I’AF-1, le SDF-1 conserve son pouvoir d’activer la transcription.
Nos résultats indiquent donc, que c’est I’AF-1 qui est régulé par CXCR4 mais que la
présence de I’AF-2 est tout de méme essentielle a I’action du SDF-1 puisqu’elle permet de
maximiser la réponse sur un récepteur de type sauvage. Il y a donc un effet additif sur
’activité transcriptionnelle de ERP lors du traitement des cellules avec le SDF-1 et le
OHT. La nécessité de la stimulation de I’AF-2 de ERJ est aussi évidente a la Figure 11 ou
I’expression de la cycline D1 est augmentée en réponse au SDF-1 seulement en présence
de OHT. Nous attribuons donc un réle important a I’AF-1 dans 1’activation de ERP sur
des promoteurs AP-1 et ce en réponse a I’activation de CXCR4 et non en réponse au

ligand.

Basé sur des résultats précédents, selon lesquels le recrutement du coactivateur SRC-1
serait favorisé suite a la phosphorylation des sérines 106 et 124 permettant 1’activation de
I’AF-1 (74), et sur le fait que les réponses avec ERP dépendent de la présence de I’AF-1,

nous avons voulu vérifier le role de ces deux sites dans P’activation de ERPB par la
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signalisation de CXCR4. De plus, ces sérines sont ciblées par la voie des MAPKs p44/p42
(74) qui sont aussi activées par CXCR4 (171). 1l s’avere qu’effectivement la substitution
de ces sérines par des alanines inhibe I’activation par le SDF-1 par rapport a la réponse au
OHT (Figure 15C). De plus, il semble que les sérines 106 et 124 jouent un réle primordial
dans cette activation puisque c’est la seule double mutation qui a un effet plus marqué que
les simples mutations. Nous pouvons donc supposer que le recrutement de SRC-1 et CBP
par ces sérines est essentiel a la réponse de ERPB au SDF-1 sur un élément AP-1. Par
ailleurs, la mutation d’autres sérines, faisant aussi partie des sites consensus des MAPKs,
entraine la perte de I’activation en présence de SDF-1, ce qui démontre I’importance de
I’intégrité de I’AF-1 dans ’activité transcriptionnelle de ERP et suggére un réle pour la

phosphorylation dans cette activation.

Par contre, nous ne pouvons pas affirmer avec certitude que c’est par leur phosphorylation
que ces sérines régulent ’activit¢ des ERs. Afin de s’en assurer, il serait intéressant
d’effectuer le méme type d’expérience qui a été suggéré précédemment pour vérifier
I’effet de la phosphorylation dans la régulation des ERs sur les éléments ERE.
Briévement, il faudrait mimiquer la phosphorylation de ERP en substituant les sérines
cibles par des acides aspartiques par exemple, mais aussi mesurer la phosphorylation du
récepteur suite a la stimulation de CXCR4. En plus, nous ne pouvons pas exclure la
possibilité que la signalisation de CXCR4 agisse sur d’autres cibles régulatrices. En effet,
il a été démontré que la phosphorylation de SRC-1, SRC-3 et CBP pouvait augmenter leur
potentiel de coactivateurs en augmentant les interactions avec d’autres coactivateurs
résultant de ’activation de la transcription médiées par les ERs (99;218;219). 1l a aussi été
rapporté¢ que la phosphorylation de la sérine 118 de ERa ne serait pas requise pour
I’activation de la transcription induite par le EGF, comme il a été plusieurs fois démontre,
mais que ce serait plutdt la phosphorylation de SRC-3 qui serait nécessaire (219). De plus,
sept sites de phosphorylation sur SRC-1 et six sur SRC-3 ont été identifiés et ces sites sont
ciblés par un large éventail de signaux environnementaux incluant le EGF, les hormones
stéroides et 1’augmentation de I’AMPc intracellulaire. Par ailleurs, SRC-1 interagit avec
plusieurs facteurs de transcription (révis€¢ dans (221)), ce qui en fait un important
intégrateur de plusieurs signaux permettant 1’activation spécifique de différents promoteurs

selon le contexte cellulaire. Ces faits permettent donc de supposer que SRC-1 pourrait
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aussi étre la cible de la signalisation de CXCR4. Ceci pourrait donc s’appliquer dans le cas
présent, autant pour I’activation de la transcription sur un promoteur ERE avec ERf et

ERa que sur un promoteur AP-1 avec ER.

Le mécanisme de régulation de ERa sur un AP-1 par CXCR4 semble étre différent de
celui de ER3 puisqu’il inhibe la transcription en présence de SDF-1 (Figures 13 et 14).
Par contre, ERa est aussi une cible de phosphorylation et ces phosphorylations permettent
presque toutes 1’activation de ERa (Tableau 1). De plus, les modéles proposés de
régulation de la voie alternative par ERa en présence de tamoxiféne sont basés sur le fait
que ERa active la transcription. Un ERa pleine longueur en présence de tamoxiféne
interagirait avec les coactivateurs pl60/SRC et CBP/p300 associés a Jun/Fos sur un
promoteur AP-1 afin de stabiliser le complexe et d’activer la transcription. Aussi, un ERa
dont I’AF-1 est délété ou inactif lierait un complexe de corépresseurs et de HDAC en
présence de SERMs, ce qui séquestrerait les corépresseurs loin de I’AP-1 et permettrait
donc a Jun/Fos d’activer la transcription (114). Par contre, selon nos résultats, nous
pourrions envisager la possibilité que ERa interagisse avec des corépresseurs pour inhiber
la transcription mais pas pour les séquestrer. Il se pourrait que la phosphorylation de ERa.
permette 1’interaction avec des corépresseurs qui serviraient, tout comme les coactivateurs,
d’intermédiaires d’interaction indirecte avec Jun/Fos. Ceci est possible puisque le
recrutement des corépresseurs peut étre régulé suite a la phosphorylation de récepteurs
nucléaires comme cela a été observé pour PPARy et TR (76;222). Il est aussi possible que
ERa interagisse directement avec Jun/Fos et il servirait a amener les corépresseurs au
promoteur, ce qui contribuerait & I’inhibition de la transcription. En effet, ERo peut
interagir directement avec le domaine de liaison a I’ADN de Jun (223). Par ailleurs, la
phosphorylation des corépresseurs est aussi impliquée dans la régulation du recrutement de
corépresseurs par les récepteurs nucléaires. La phosphorylation de SMRT par la cascade
de signalisation de MEK-1 inhibe ses fonctions et modifie sa distribution cellulaire et son
recrutement par les récepteurs (224), alors que le recrutement de SMRT est favorisé par la
phosphorylation de PPARy (76). En fait, afin de mieux comprendre cette inhibition il
serait essentiel, tout comme précédemment, de déterminer le role de chacun des domaines
fonctionnels de ERa et de vérifier I’implication de la phosphorylation de ces domaines et

des corégulateurs dans la modulation de I’activité transcriptionnelle. Il se peut aussi que ce
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soit des voies de signalisation activées par CXCR4 différentes qui agissent sur ERa et ERB

il serait donc de mise d’identifier les voies responsables de ces régulations.

L’effet opposé de 1’activation de CXCR4 sur I’activité transcriptionnelle des ERs peut étre
étonnant étant donné leurs grandes similitudes au niveau fonctionnel et structural. Par
contre, la modulation des promoteurs AP-1 par les anti-estrogénes a €t¢ a priori observée
dans des conditions pathologiques plutoét que dans des conditions normales. En effet, lors
de I'utilisation de tamoxiféne dans le traitement de cancers du sein ’augmentation de la
prolifération et de 1’expression de génes cibles des ERs ont été observés dans les tissus
utérins (111). Par ailleurs, dans la majorité des cancers, les deux isoformes de récepteurs
des estrogenes sont exprimés mais les proportions de chacun varies selon plusieurs criteéres
tels que le type cellulaire ou le stade de malignité de la tumeur (125). Ainsi, ’effet global
sur I’expression des geénes cibles pourrait dépendre des quantités relatives de chacun.
Néanmoins, il a récemment été découvert que ERB peut moduler I’activation de la
transcription effectuée par ER en altérant le recrutement de c-Fos et c-Jun aux promoteurs
AP-1 et en augmentant la dégradation de ERa (225). Nous pouvons supposer que ce
phénomene puisse se produire dans la boucle CXCR4/ERs et ainsi, une augmentation de
I’expression des geénes cibles serait observée. Par ailleurs, la modulation des promoteurs
AP-1 par les ERs est observée en présence de tamoxifene dont 1’utilisation vise & bloquer
P’expression des génes ayant des promoteurs ERE. Il est donc possible de moduler

indépendemment 1’action des ERs sur ces deux types de promoteurs.

L’étude de I’expression des ARNm des genes cibles de ERs nous a permis de comprendre
en partie I’implication de CXCR4 au niveau de la prolifération cellulaire. En effet, on
observe aux Figures 11 que le traitement des cellules augmente 1’expression des ARNm
codant pour la cycline D1, C-Myc. Ces protéines sont normalement impliquées dans la
prolifération cellulaire et leur expression est un indicatif de 1’état prolifératif de la cellule.
Dans une cellule normale quiescente, 1’expression de C-Myc est faible mais lors d’une
stimulation par un facteur de croissance 1’expression augmente drastiquement et reste a un
niveau trés élevé tout le long du cycle cellulaire. Par la suite, I’expression chute a un
niveau basal dans les cellules filles résultantes de la division mitotique et cette
augmentation de 1’expression provoque le début du cycle cellulaire (226). La cycline D1

est un intégrateur des signaux extracellulaires qui contrélent I’entrée de la cellule dans la
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phase G1 (227). Puisque ces genes sont des cibles des ERs et que nous venons d’établir
que I’activation de CXCR4 augmente 1’activité transcriptionnelle des ERs nous pouvons
affirmer que 1’action proliférative de CXCR4 passe en partie par les récepteurs des
estrogeénes. Par ailleurs, comme ces protéines contrdlent le cycle cellulaire, elles sont
considérées comme des interrupteurs oncogéniques. Leur expression anormalement élevée
augmente la prolifération et I’instabilit¢ génomique en accélérant le passage entre les
différentes phases du cycle cellulaire, en abolissant les points de contrdle et en augmentant
le métabolisme. Dans la majorité des situations, ces altérations meénent a 1’apoptose, mais
dans une cellule ou il y a d’autres signaux anti-apoptotiques, ces protéines contribuent a la
transformation cellulaire (228;229). Ainsi, ’augmentation de 1’expression ou de
I’activation de CXCR4 dans des situations pathologiques de développement tumoral
augmente inévitablement 1’expression de ces interrupteurs et contribue a I’augmentation de

la malignité des tumeurs.

Un autre réle bien connu de la cycline D1 est de réguler positivement la transcription
médiée par ERa en augmentant la liaison du récepteur a son élément de réponse et son
association avec P/CAF (230). Cette boucle de régulation en association avec celle de
CXCR4 et des récepteurs des estrogenes devient donc un moyen efficace d’amplifier une
réponse au SDF-1. La cycline D1 régule aussi I’adhésion cellulaire, la mobilité et la
migration de macrophages de la moélle osseuse. Cette capacité de modifier la migration
vers des cytokines chimioattractantes pourrait aussi interférer avec le pouvoir d’invasion
et le phénotype métastasique de ces cellules (231). Si la méme régulation se produit dans
les cellules exprimant le CXCR4, la cycline D1 pourrait étre un intermédiaire dans la

modulation du chimiotactisme engendré par 1’activation de CXCR4.

4.1 PERSPECTIVES ET CONCLUSIONS

Afin de développer plus en profondeur le modele global de la boucle de régulation entre
CXCR4 et les récepteurs des estrogenes, autant au niveau de la voie classique d’action des
estrogenes (sur les ERE) qu’au niveau des éléments AP1, il serait intéressant de déterminer
la composition des complexes protéiques liés aux promoteurs ainsi que 1’état d’occupation
des promoteurs selon 1’état d’activation de CXCR4. Ceci pourrait étre fait par des

expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) en utilisant les promoteurs de



86

plusieurs génes cibles et des anticorps contre les cofacteurs normalement associés au
récepteurs nucléaires (232). Par cette méthode, il serait aussi intéressant d’évaluer
I’occupation des promoteurs des genes cibles par ERa ou ERJ en utilisant des anticorps
contre ces isoformes afin de vérifier si ce nouveau mécanisme d’activation des ERs permet
une sélection de certains promoteurs et donc I’expression différentielle de génes cibles. 1l
serait donc possible de déterminer si la faible activité transcriptionnelle de ERa sur un
promoteur AP-1 suite au traitement avec le SDF-1est due a une diminution de 1’occupation
du promoteur ou a ’interaction avec des corépresseurs comme nous 1’avons supposé. Une
diminution de 1’occupation d’un élément ERE a été démontrée pour ER[} activé par p38 et
serait la cause de la diminution de ’activité transcriptionnelle observée (90). Cette
technique pourrait donc permettre de comprendre les similitudes et les différences entre les
mécanismes régulant I’activité de ERa et ER sur les différents éléments de réponse. Par
ailleurs, il a été mentionné précédemment que les variations d’activité transcriptionnelle
des ERs en réponse au SDF-1 pouvaient étre dues a la phosphorylation des cofacteurs.
L’évaluation de 1’état de phosphorylation de ces protéines serait donc un élément clé dans

la compréhension des mécanismes étudiés.

Le récepteur CXCR4 est impliqué, tout comme les ERs (6), dans la prolifération cellulaire
mais en plus dans la migration (132), il serait intéressant d’évaluer I’effet de I’activation
de cette boucle de régulation au niveau de ces réponses cellulaires. Il pourrait étre aussi
intéressant d’étendre notre champs de recherche a d’autres récepteurs nucléaires puisque
les ERs ne sont pas les seuls a pouvoir étre régulés par la phosphorylation des MAPKs, et
ce autant positivement que négativement. En effet, la phosphorylation de sites consensus
des MAPKs a l’intérieur de I’AF-1 de PR augmente I’activation dépendante de la
progestine (233), alors que la phosphorylation de I’AF-1 de AR (234) et RXR (235) régule
négativement les fonctions des récepteurs dépendantes du ligand dépendamment du
contexte du géne promoteur. Les récepteurs nucléaires sont aussi impliqués dans la
prolifération cellulaire, ce qui pourrait ajouter a 1’explication de ’implication de CXCR4
dans la prolifération cellulaire. En effet, RXR en hétérodimere avec RARy médie les effets
de P’acide rétinoique (236) (237) alors que AR peut autant stimuler la croissance que
I’apoptose, dépendamment des types cellulaires, (238). PR est pour sa part impliqué entre

autre dans la croissance cellulaire du cancer du sein (233).
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11 est depuis longtemps déterminé que !’utilisation d’un adjuvant, lors d’une thérapie anti-
cancer, augmente la survie des patients atteints d’un cancer du sein (239). Par ailleurs,
CXCR4 n’est pas ou presque pas exprimé dans les cellules mammaires normales et
I’acquisition de ce phénotype représente une étape précoce dans la carcinogenese, ce qui en
fait une cible intéressante méme en début de traitement (240). L’existence de cette boucle
de régulation pourrait donc faciliter le traitement de cancers ER négatifs résistants aux
traitements anti-estrogéniques comme le tamoxiféne, puisque cette molécule inhiberait la
production de SDF-1 dans les organes cibles des métastases qui eux ne sont pas résistants
au tamoxiféne. Un traitement contre CXCR4 pourrait aussi s’avérer utile lors d’un
traitement au tamoxiféne contre le cancer du sein afin de réduire les effets agonistes de ce
SERMs sur les tissus utérins. En effet, la prolifération des tissus utérins est due a
’activation des ER par le tamoxiféne, sur les promoteurs AP-1, (111) et nous venons de

démontrer que le SDF-1 active aussi cette voie.

L’identification du SDF-1, comme étant un médiateur de D’effet mitogénique des
estrogeénes sur les cellules de cancer du sein et d’ovaire et un gene régulé par ERa, (138) a
permis d’entrevoir une nouvelle possibilité thérapeutique utilisant le récepteur CXCR4
comme cible. Par ailleurs, la démonstration par nos travaux qu’il existe une plus grande
relation entre le CXCR4 et les récepteurs des estrogenes, soit une boucle de régulation
positive, amplifie ’importance de développer un traitement ciblant ces deux joueurs
importants dans la prolifération et la migration tumorale. En plus d’étre en grande partie
responsable de la migration des cellules tumorales, et donc de la formation de métastases
(186), I’axe SDF-1/ CXCR4 semble étre au centre de la survie et de la croissance des
tumeurs et des métastases. Ceci avait été trouvé dans différentes études (210;241;242)
mais nous venons de trouver une autre raison de l’implication de CXCR4 dans la
prolifération cellulaire. En effet, le SDF-1 et CXCR4 seraient impliqués dans la
prolifération cellulaire puisqu’ils permettent 1’activation des récepteurs des estrogénes qui
eux, sont connus pour étre impliqués dans la prolifération cellulaire et tumorale en
augmentant I’expression de genes régulant dans la croissance cellulaire, comme ceux de la
cycline D1 et de c-Myc (125). En plus, les récepteurs des estrogenes permettent une
activation relativement continue du CXCR4 en induisant la transcription de son ligand, ce

qui assure aussi une activation aux récepteurs des estrogenes.
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Figure 16. Modéle proposé pour la modulation de Pactivité transcriptionnelle des récepteurs
des estrogénes par CXCR4. La liaison du SDF-1 sur CXCR4 entraine I’activation de cascades
signalétiques en aval qui influencent I’activité transcriptionnelle des ERs en présence ou en absence de E; sur
un promoteur contenant un ERE (schéma de gauche). Ces voies de signalisation pourraient moduler
’activité transcriptionnelle des ERs en agissant directement sur les récepteurs en phosphorylant leur région
AF-1 ou indirectement en phosphorylant les coactivateurs (SRC-1 ou CBP/p300). L’activation de CXCR4
permet aussi I’augmentation de la transcription de génes contrdlés par un promoteur AP-1 en présence de
ERp (schéma du centre) ou I’inhibition de la transcription avec ERa (schéma de droite). Dans le cas de ER
intégrité de I’ AF-1 est essentielle a la réponse au SDF-1 et plus particuliérement les sérines 106 et 124. Les
coactivateurs peuvent aussi étre modifiés par la signalisation de CXCR4 et ainsi augmenter la transcription
des génes cibles sur un promoteur AP-1. Dans le cas de ERa, I’activation de CXCR4 permeitterait au
récepteur de recruter les corépresseurs, ou bien ce seraient ceux-ci qui seraient modifiés par la signalisation

de CXCR4 et serviraient d’intermédiaires d’interaction entre Jun/Fos et ERa.
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Finalement, nous avons identifié une nouvelle voie de régulation de [D’activité
transcriptionnelle des ERs, soit I’activation de la transcription par I’activation de CXCR4.
Cette voie d’activation crée une boucle de régulation positive entre ces deux récepteurs,
puisque les ERs activés augmentent [’expression du SDF-1 qui va activer CXCR4. Cette
boucle de régulation a un effet sur la voie classique d’activation de la transcription des
ERs, soit sur les éléments ERE, et agit de fagon similaire sur les deux isoformes o et  des
récepteurs. En effet, 1’activation de CXCR4 par le SDF-1 augmente I’activité
transcriptionnelle des ERs et nous supposons que c’est par l’intermédiaire de la
phosphorylation de I’AF-1 ou de coactivateurs que la stimulation se fait. L’activation du
CXCR4 influence aussi I’activité transcriptionnelle des ERs sur des promoteurs contenant
un élément de réponse AP-1. Par contre, 1’activité transcriptionnelle de ERP est
augmentée par la stimulation de CXCR4 alors qu’elle est diminuée pour ERa sur ce type
de promoteur. Dans le cas de ER[, nous avons déterminé I’importance de la présence et de
I’intégrité de I’AF-1 dans la réponse au SDF-1 et nous supposons que 1’activation de la
transcription est en partie due au recrutement de coactivateurs par les sérines 106 et 124.
Peu importe de type de promoteur utilisé€ par les ERs, ceux-ci répondent a la stimulation de
CXCR4 indépendamment de la présence du ligand. Néanmoins, I’ajout d’un ligand permet
de maximiser la réponse puisque I’AF-1 et I’AF-2 cooperent de fagon additive. Pour ce
qui est de ERa, nous n’avons pas élucidé la cause de I’inhibition de la transcription en
réponse au SDF-1 mais nous supposons que c’est par I’interaction avec des corépresseurs
et cette interaction serait aussi modulée par la phosphorylation des protéines impliquées
dans cette régulation. Plusieurs voies de signalisation activées par CXCR4 peuvent €tre a
’origine de cette régulation des ERs, soit 1a voie des MAPKs p44/42 ou p38, la voie de PI-
3K/ AKT ou la voie de PKC. En effet, toutes ces voies sont aussi connues pour activer les
récepteurs des estrogenes par la phosphorylation. Cette étude démontre la possibilité de
moduler ’activité des ERs par la stimulation de CXCR4 et que malgré les similitudes
structurales des isoformes, ceux-ci peuvent agir différemment selon le contexte du

promoteur.
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ANNEXE 1 : Récapitulation des expériences effectuées et des résultats obtenus.

Type de Observations Numéro Résultats Type
promoteur de figure cellulaire et
d’expérience
Augmentation de
I’activité
transcriptionnelle des
ERs avec du SDF-1etle |- MVLN
4 AetB | mutant NRY.
L’activité - Essai luciférase
transcriptionnelle Diminution de I’activité
des ERs est transcriptionnelle avec le
augmentée suite a T140.
’activation de
CXCRA4.
Augmentation de la
quantité d’ARNm de - MCF-7
5 genes cibles des ERs
(pS2 et PR) en présence | - RT-PCR
de SDF-1.
L’activité
7A transcriptionnelle de ERa | - HEK 293-T
ERE E,Roz_ et ERG 8ActB ;;SfeESRDﬁF?Slt ;i%?entee - Essai luciférase
réagissent de la diminuge par le T140, | t co-oulture
méme fagon a
’action de
CXCRA4. Le mutant NRY - HEK 293-T
7B augmente ’activité des
ERs alors que le mutant | - Essai luciférase
D84N la diminue et co-culture
La présence d’E; avec le
SDF-1 augmente la - HEK 293-T
8 AetB | réponse - Essai luciférase
La modulation de | 10 A et B | transcriptionnelle de ERx —cultu
la transcription et ERB par rapport a la et co-culture
par le SDF-1 est réponse au SDF-1 seul.
aussi ligand
dépendante pour
ERa et ERB. L’effet ligand dépendant | - MVLN
9AetB de I’activation de

CXCR4 sur les ERs est
aussi présent dans des
cellules de cancer du sein

- Essai luciférase
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AP-1

Augmentation de la
quantité d’ARNm des

1 géne? cibles des ERs -MCE-7
(Cycline D1 et C-Myc)
régulés par un promoteur -RT-PCR
AP-1
L’activation de L’activité
CXCR4 permet transcriptionnelle de ER
aussi la est augmentée et celle de
régulation de ERa est diminuée en - HEK 293-T
’activité 13 présence SDF-1 et de Fssai lucifé
transcriptionnelle OHT sur une - Lssal luciierase
des ERs sur un construction d’un
promoteur AP-1 promoteur AP-1
(collagénase)
ERa et ERS régulent
différement ’expression | - Hs578-T
14 de genes cibles sous le
contrdle d’un promoteur | - RT-PCR
AP-1
En absence de I’AF-1
I’ajout de SDf-1 au OHT | - HEK 293-T
15B n’a pas d’effet sur
’activité - Essai luciférase
L’intégrité de transcriptionnelle de
I’AF-1 de ERf ERB.
est essentielle a la
réponse pour la
réponse au La mutation de sérines
SDF-1. cibles de la - HEK 293-T
15C phosphorylation par les

MAPK dans I’AF-1 de
ER@ affecte son activité
transcriptionnelle.

- Essai luciférase
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