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RÉSUMÉ

Les ERs sont des facteurs de transcription appartenant à la superfarnille des récepteurs

nucléaires. Ils peuvent être activés suite à la liaison de l’estrogène ou encore via la

phosphorylation de certains sites dans leur région N-terminale, et ainsi favoriser la

transcription de gènes cibles. Il existe deux isoformes des ERs, soit ERu et ERf3, qui sont

très homologues pour leur domaine de liaison à l’ADN et leur domaine de liaison au

ligand, mais qui comportent des différences structurales au niveau de leur domaine N-

terminal. Notre laboratoire a récemment effectué des études de criblage d’interaction

protéine-protéine qui ont mené à l’identification de la protéine SCL/Tal-l comme étant un

facteur interagissant avec le domaine N-terminal d’ER. La protéine lai-1 est un facteur

de transcription de type bHLH qui est requis pour le développement des cellules

hématopoïétiques. Tal-1 est également la cible de réarrangements chromosomiques qui

sont impliqués dans la leucémie T-ALL (T-cell acute lymphoblastic leukemia). Dans ce

travail, nous démontrons qu’ERf3 et Tal-l sont coexprimés dans deux types cellulaires de

cancers du sein. Il semble que Tal-1 inhibe la réponse au ligand d’ERI3, ainsi que sa

réponse à la signalisation induite par la cascade de signalisation des MAPK. De plus, des

expériences ont montré que Tal- 1 interagit plus fortement avec ERf3 lorsque ce dernier est

dans un état activé. En effet, l’activation d’ERf3 par Erkl ou par la liaison de l’estrogène

augmente le recrutement de Tal-1 sur ERI3. Lorsque le récepteur est activé par la

signalisation des MAPK en combinaison à la liaison du ligand, une coopération entre les

deux fonctions d’activation d’ER permet un recrutement additif de Tal-1. D’autres

expériences ont également démontré que le domaine bHLH n’est pas suffisant pour que

l’interaction entre ERI3 et Tal-1 soit possible Aussi, des essais impliquant des constructions

tronquées d’ERf3 suggèrent fortement que Tal-l aurait la possibilité d’interagir avec le

domaine N-terminal d’ERf3, mais également avec le domaine C-terminal. Il semble donc

exister une relation d’interaction-régulation entre ER et lai-1, où Tai-1 joue le rôle d’un

corépresseur auprès du récepteur et inhibe l’activité transcriptioirnelle de ce dernier.

Mots clés : transcription, récepteurs nucléaires, estrogènes, signalisation par les MAPKs,

hématopoïèse, cancers du sein.
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ABSTRACT

Estrogen receptors (ER) are transcription factors belonging to the nuclear receptors

superfamily. Their activation occur when estrogen bind them, or through phosphorylation

by MAPK signaling on precise sites in their N-terminal domain. When activated, ER

modulates the expression of target genes. There are two isoforms of ER, ERu and ERJ3,

which share high homology in their ligand- and DNA-binding domains, but are structuraily

different in their N-terminal domain. Our group lias recently identified the protein

SCL/Tal-1 as a factor interacting with the N-terminal domain of ER3. Tal-1 is a bHLH

transcription factor essential for hematopoietic ceils deveiopment. Tal-l is also a target of

chromosomal rearrangment in T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL). In this study,

we demonstrate that ER and lai-1 are coexpressed in two different breast cancers ceil

unes. Tal-i seems to repress the estrogen-response and the MAPK signaling response of

ERI3. Moreover, experiments have shown that TaI-i interacts strongly with ERf3 when the

rcceptor is in an activated state. In fact, the activation of ERf3 by Erkl or by estrogen

resuits in an augmentation of lai-l recruitment. In addition, when ERI3 is activated both by

]igand and by Erkl, wliich resuits in a cooperation between the two activation functions of

ERt3, an additive recruitment of lai-1 occurs. Experiments with truncated Tal-l showed

that the bHLH domain of lai-l is not sufficient for the interaction between ER and lai-1.

Assays with truncated constructs of ER strongly suggest an interaction between the N

terminal domain of ERj3 and lai-l, but also with the C-terminal dornain of ERI3. A

relationship of interaction-regulation is therefore proposed between ER3 and lai-1, in

which lai-1 acts as a corepressor ofER transcriptional activity.

Keywords: transcription, nuclear receptor, estrogens, MAPK signating, hematopoïes is,

breast cancers.
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1.1 LES ESTROGÈNES

1.1.1 STRUCTURE

Les estrogènes 17f3-estradiol (F2), estrone (Fi) et estriol (E3) sont des stéroïdes de 18

carbones dérivés du cholestérol. Différent stéroïdes sont ainsi formés par la réduction du

nombre d’atome de carbone, lorsque le cholestérol entre dans les cellules stéroïdogéniques,

suite à sa liaison aux récepteurs de lipoprotéines (1). Par la suite, le cholestérol est

emmagasiné et déplacé vers les sites de synthèse des stéroïdes. Une étape importante de la

synthèse de stéroïdes à partir du cholestérol est le transfert de celui-ci du cytosol vers la

membrane interne mitochondriale. Ce mouvement est facilité par le cytosquelette et par

des protéines intracellulaires telle que la protéine transporteuse de stérols-2 (sterol carrier

protein-2) (2). Dans la mitochondrie, une enzyme du cytochrome P450 est responsable de

catalyser la coupure de la chaîne latérale du cholestérol. La synthèse des estrogènes est

complétée suite à l’aromatisation de la molécule, en ayant recours au complexe de

l’enzyme aromatase p450 mono-oxygénase. Celui-ci se retrouve dans le réticulum

endoplasmique lisse. La différence entre l’estrone et l’estradiol réside dans leur précurseur

respectif: l’androsténedione et la testostérone.

1.1.2 SOURCES ET TRANSPORT

Chez les femmes, I’estradiol est retrouvé en majorité dans la thèque folliculaire et dans les

cellules granuleuses de l’ovaire. L’estrone et l’estriol sont surtout formés dans le foie à

partir de l’estradiol. Toutefois, une activité aromatase a été détectée dans d’autres tissus,

dont le muscle, le gras, le tissu nerveux et dans les cellules des testicules (3-6). Les

niveaux d’estradiol varient avec le stade de développement de la femme. Durant le cycle

menstruel, l’estradiol est produit de façon cyclique, où les taux les plus élevés concordent

avec la phase préovulatoire (7;8). À l’opposé, les taux de production sont les plus bas avant

les menstruations. Les niveaux d’estrogènes sont également influencés par l’âge et par le

poids de la femme. Le tableau I décrit les taux d’estrogènes circulant au cours du cycle

menstruel de la femme.
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Tableau I Niveaux d’estrogènes dans le sang selon le stade du cycle menstruel de la
femme normale*.

Phase 1713-Estradiol Estrone Estriol
Concentration Production Concentration Production Concentration Production
dans le sérum par jour dans le sérum par jour dans le sérum par jour

pg/mL pg/mL pg/mL

Folliculaire 40-200 60-150 30-100 50-100 3-11 6-23
Préovulatoire 250-500 200-400 50-200 200-350 - -

Lutéine 100-150 150-300 50-115 120-250 6-16 12-30
Prémenstruelle 40-50 50-70 15-40 30-60 - -

Postménopause <20 5-25 15-80 30-80 3-11 5-22

* Pour convertir les valeurs de l’estradiol dans le sérum en picornoles par litre, multiplier par 3,67; pour
convertir les valeurs de la production qtiotidienne d’estradiol en nanomoles, multiplier par 3,67; pour
convertir les valeurs d’estrone dans le sérum en picomoles par litre, multiplier par 3,70; pour convertir les
valeurs de la production quotidienne d’estrone en nanomoles, multiplier par 3,70; pour convertir les valeurs
de l’estriol dans le sérum en picornoles par litre, multiplier par 3,47; et pour convertir les valeurs de la
production quotidienne d’estriol en nanornoles, multiplier par 3,47. Ce tableau a été adapté à partir de Gruber
CJ et al. 2002 (1).

Dans le sérum, l’estradiol est lié de façon réversible à une n-globuline (sex-hormone f3-

globulin, SHBG) et lie l’albumine, mais avec moins d’affinité (9). Environ deux à trois

pour cent de l’estradiol est libre. L’estradiol transporté est lié à l’albumine dans 60% des

cas, et dans 30% des cas il est lié à la SHBG.

1.1.3 EFFETS PHYSIOLOGIOUES DES ESTROGÈNES

Les effets des estrogènes sont nombreux et variés. Ils dépendent du type d’estrogène, de

l’isoforme du récepteur aux estrogènes (ER) impliqué (voir section 1.2), du tissu ou de

l’organe où se situe l’action. Plusieurs autres molécules peuvent intervenir, par exemple

des coactivateurs ou des corépresseurs, qui vont moduler l’effet de ces ligands. De façon

générale, les estrogènes favorisent la croissance cellulaire, le flux sanguin et la rétention

d’eau dans les organes sexuels (1).

Les estrogènes assument plusieurs fonctions physiologiques au niveau des tissus

reproducteurs. Tout d’abord, les estrogènes sont importants pour la relâche d’hormones

induite par la glande thyroïde. De concert avec les signaux de l’hypothalamus, la glande

thyroïde est, entre autres, responsable de la relâche de gonadostimulines (10). Cette

production et relâche d’hormones doit être rigoureusement régulée afin de permettre un
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développement adéquat de l’ovocyte, menant à l’ovulation. Lors de l’ovulation,

l’augmentation de l’estradiol dans l’ovaire permet de réguler négativement la production

des gonadostimulines LII (hormone lutéinisante) et FSH (hormone folliculostimulante), en

créant une rétroaction négative de la production de GnRH (gonadotrophin releasing

hormone) au niveau de la glande thyroïde (11). Ces fonctions estrogéniques ont été

démontrées par l’entremise de souris nulles pour le récepteur aux estrogènes a (ERaKO).

Ces souris présentaient des anomalies de développement, résultant, entre autres, en des

follicules immatures (12). Ce phénotype est également retrouvé chez des souris

surexprimant l’hormone LHf3, indiquant que les anomalies observées chez les souris

ERaKO étaient probablement dues à une surexposition à la LII (13). Sans l’action de

l’estradiol, l’enviroimement endocrinien de l’ovule ne permettrait pas un développement

approprié de celui-ci. En somme, les estrogènes ont pour fonction de réguler la production

et la sécrétion de gonadostimulines au niveau de la glande thyroïde, ce qui résulte en une

diminution de la LH et de la FSII dans l’ovaire.

Toujours au niveau du système reproducteur féminin, les estrogènes sont également

importants au niveau de l’utérus. En apparence, les utérus de souris nulles pour ERa ou

ER sont immatures et comparables pour les deux isoformes. La carence en ERa mène à

des anomalies de croissance au stade post-pubère du développement des souris, alors que

la carence en ER mène à un utérus semblable à celui des souris de type sauvage, sauf que

les femelles montrent une fertilité diminuée (14).

Enfin, les estrogènes ont aussi des fonctions physiologiques dans la glande mammaire. Des

études avec des souris nulles pour ERa ont mis en évidence le rôle des estrogènes dans le

développement de la glande mammaire et dans l’élongation canalaire (12). Comme ces

souris n’ovulent pas, les concentrations endogènes de progestérone sont insuffisantes pour

supporter le développement des alvéoles lobuleux (12).

Même si les estrogènes sont très importants dans les tissus reproducteurs, ils assument

également plusieurs rôles dans d’autres tissus de l’organisme. Au niveau du système

nerveux, un modèle proposé dans la littérature suggère une différenciation sexuelle dans le

cerveau basée sur la conversion locale d’androgènes en estrogènes, favorisant ou non la

sécrétion des gonadostimulines chez les femmes (15). Les taux de production des

estrogènes sont beaucoup plus bas dans le cerveau, par rapport à d’autres tissus tel que
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l’ovaire, mais ceux-ci semblent avoir des répercussions importantes malgré tout. Il a

notamment été suggéré que les estrogènes auraient des effets neuroprotecteurs lors du

vieillissement (16). Les estrogènes sont également reconnus pour être des agents

vasoprotecteurs (17-19).

Les estrogènes ont également été détectés dans les cellules épithéliales où ils ont un effet

cardio-protecteur (18). Leur présence induit une vasodilatation rapide et de courte durée

en stimulant la eNOS (endothelial nitric oxide synthase), qui est responsable de la

production d’oxyde nitrique (20), et en stimulant la production de prostacycline (21). Le

tonus des muscles lisses vasculaires est aussi réduit par les estrogènes via l’ouverture de

canaux calciques spécifiques (22).

Les estrogènes jouent aussi un rôle d’antioxydant, ce qui explique la protection des

estrogènes contre l’athérosclérose. Leur utilisation chez des singes ovariectomisés diminue

la progression des plaques athérosclérotiques (18). Les estrogènes exercent également

leurs effets anti-athérosclérotiques en diminuant les taux de LDL (low density lipoprotein)

sériques, et ce entre autres en augmentant l’expression du récepteur LDL dans le foie (23).

Finalement, le lien entre l’ostéoporose et les estrogènes se doit d’être mentionné. Les

ostéoclastes (24) et les ostéoblastes (25) expriment les ERs, et les estrogènes sont

présentement classés comme des agents antirésorptifs. Ceux-ci inhibent les ostéoclastes de

façon directe. Il a été rapporté que les thérapies impliquant l’utilisation des estrogènes

diminuent la perte des os et réduisent le risque de fracture chez les femmes souffrant

d’ostéoporose, mais aussi chez les femmes normales (26;27).

Les estrogènes sont également impliqués dans la stimulation du développement du cancer

du sein, par exemple dans le cas des tumeurs ER-positives, c’est-à-dire exprimant ces

récepteurs. Chez les femmes post-ménopausées ayant le cancer du sein, la concentration

d’estradiol dans les tumeurs est élevée, malgré une faible concentration de cette hormone

dans le sérum. On retrouve une aromatisation in situ au niveau de la tumeur (28). Par

contre, dans d’autres cas, il est suggéré que les estrogènes protègent contre le cancers,

notamment dans le tractus gastrointestinal, où les estrogènes semblent contrer le cancers du

colon (29).
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1.2 LES RÉCEPTEURS AUX ESTROGÈNES

1.2.1 STRUCTURE

Les ER font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires. Parmi les sous-classes de

cette famille, les ER se retrouvent avec les récepteurs stéroïdiens, tels que le récepteur des

glucocorticoïdes (GR) et le récepteur de la progestérone (PR). Ces récepteurs comportent

des similarités dans leur structure, notamment au niveau des domaines présents dans ces

protéines. 11 existe deux isoformes connues des ER, soit a et f3. Elles sont situés sur deux

chromosomes différents, soit les chromosomes 6 et 14 respectivement (30). Le degré de

divergence entre les isoformes et le fait que cette séparation soit constatée chez plusieurs

espèces indique qu’elles auraient divergé très tôt dans l’évolution. Ces isoformes sont

identiques à 50% sur le plan des acides aminés et lient le même élément de réponse sur

l’ADN. Elles ont également des affinités comparables pour la liaison au ligand, le 17f3-

estradiol (31).

La figure 1 illustre la structure de ces deux isoformes, qui contiennent six domaines

identifiés A à f. En comparant la structure des deux isoformes, on remarque qu’elle est

généralement conservée. Les récepteurs comprennent deux domaines de fonction

d’activation, ou ‘activation function’, soit l’Af-l et l’Af-2 (32). Ces domaines permettent

le recrutement de coactivateurs et par conséquent l’activation transcriptionnelle des

récepteurs. Il existe aussi un site de liaison à l’ADN (DBD), hautement conservé (à 97%),

contenant deux motifs en doigts de zinc. Ceux-ci sont nécessaires pour permettre

l’hétérodimérisation des récepteurs ainsi que la reconnaissance des sites de liaison sur

l’ADN. Le domaine représenté par la lettre D est une région charnière qui permet

d’adopter une conformation active suite à la liaison du ligand. Cette région possède aussi

les signaux pour la localisation nucléaire du récepteur, ainsi que pour la liaison des

protéines de choc thermique.

Les domaines E et F en C-terminal de ces récepteurs contiennent le domaine de liaison du

ligand ainsi que la fonction activatrice AF-2. Le domaine de liaison au ligand (LBD) est

assez homologue entre les deux isoformes, soit à 60%. Cette région est impliquée dans la

réponse ligand-dépendante des ERs et est composée de douze hélices Œ importantes pour la

liaison du ligand, l’interaction avec les corégulateurs et la dimérisation des récepteurs (33).
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Les hélices u sont agencées de façon à former une pochette permettant d’accueillir le

ligand. Lors de la liaison du ligand, la conformation du LBD change (34) et l’hélice 12

vient former un couvercle. Ceci crée une cavité hydrophobe qui entoure le ligand et une

plate-forme à la surface du LBD permettant le recrutement de coactivateurs. Cette hélice

12 est une hélice-a amphipatique hautement conservée (H-12) qui est essentielle pour

l’activation transcriptionnelle du récepteur par le ligand et aussi pour l’interaction avec les

protéines corégulatrices de la famille p160 (35;36) (section 1.2.5.2).

Finalement, il y a les domaines A et B en N-terminal de la protéine, contenant la fonction

AF-l qui permet la transactivation du récepteur. L’homologie de cette région entre les

deux isoformes est très faible, soit moins de 15%. Cette région est associée à une activité

ligand-indépendante et est régulée par phosphoiylation (37 ;3 8).

AIB C D E F

(Z

0 <15% 97% 60%

AF-J AF-2

Figure 1 : Représentation schématique de la structure des récepteurs aux estrogènes, incluant

leurs domaines fonctionnels.

Les detix isofonnes possèdent un domaine de liaison à l’ADN hautement conservé, soit à plus de 97%. Leur

domaine de liaison au ligand est assez semblable, avec environ 60% d’homologie. La région N-terminale

contient la fonction Af-l et est le domaine comportant le plus de différences structurales entre les deux

isoformes, n’ayant que moins de 15% d’homologie.

1.2.2 FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES DES ER

Depuis que le récepteur aux estrogènes a a été cloné, soit il y a un peu plus de 20 ans,

plusieurs découvertes ont été rapportées au sujet des ERs. Des études in vitro ont démontré

que la fonction des deux isoformes était redondante. Par contre, plusieurs évidences

ERJ3

ERŒ

549 a.a

595 a.a
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suggèrent qu’elles pourraient avoir des rôles distincts au sein de l’organisme. Tout

d’abord, leur localisation tissulaire varie et montre des patrons d’expression différents.

L’isoforme ci. est retrouvée dans plusieurs tissus, notamment le sein, l’utérus, le cervix et le

vagin. D’autres organes expriment également cette isoforme, par exemple le tractus

urogénital, le système nerveux central et les os. Quant à l’isoforme f3, elle est surtout

exprimée au niveau de l’ovaire, la prostate, les testicules, la rate, les poumons,

l’hypothalamus et le thymus (39). Dans le cerveau, des différences d’expression entre les

deux isoformes ont également été mesurées.

Les différences d’expression entre les deux isoformes peuvent sans doute expliquer les

effets tissus-spécifiques des estrogènes. La combinaison des dimères formés par les ER

(dci, a/f3, f3/f3) pourrait également expliquer la spécificité tissulaire de la réponse aux

estrogènes, en plus de l’interaction différentielle de ces dimères à d’autres protéines.

L’hétérodimère a/f3 a été démontré comme étant fonctionnel (40-43).

L’importance biologique de chacune des isoformes a été étudiée dans le contexte de souris

rendues déficientes pour les gènes des ERs. Chez les souris ERaKO, les femelles et les

mâles sont stériles. Chez la femelle, l’insensibilité à l’estrogène mène à une hyperplasie du

tractus reproductif. La présence augmentée de follicules kystiques et hémorragiques a été

observée dans l’ovaire. Une absence de développement pubertaire de la glande mammaire

et un excès de tissu adipeux ont aussi été associés au phénotype chez ces femelles (44).

Chez les mâles ayant la même déficience génétique (ERciKO), le phénotype obtenu se

caractérise par une dégénération testiculaire et une dysfonction de l’épididyme. Pour les

mâles ayant une déficience au niveau de l’isoforme f3 (ERf3KO), le phénotype diffère: ces

mâles sont fertiles et aucun autre phénotype n’est remarqué. Par contre, chez les femelles

ERf3KO, la fonction ovarienne est inefficace et elles présentent une fertilité diminuée due à

un blocage au niveau de la dernière étape du développement folliculaire. Lorsque ces

femelles sont traitées avec les hormones fSH et LH, la fertilité est récupérée. Plus

récemment, un rapport a décrit une fonction vasculaire anormale due à de l’hypertension

chez les souris ERÇ3KO (45). Une génération de souris déficientes pour les deux isoformes

a été développée (DERKO) et ces animaux montrent une baisse d’activité sexuelle

significative ainsi qu’un comportement agressif (45-47).
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1.2.3 ACTIVITÉ TRANSCRIPTIONNELLE DES ER

Les ERs se retrouvent dans le cytosol et dans le noyau. Ils sont liés par des protéines qui

agissent à titre de chaperonnes. Celles-ci, lorsqu’associées au récepteur, le maintiennent

dans une conformation inactive en masquant son site de liaison à l’ADN (48). La

proportion de récepteurs dans le cytosol par rapport à la concentration dans le noyau est

déterminée par un équilibre qui peut être déplacé d’un côté ou de l’autre, dépendamment

d’une liaison au ligand ou non. Lorsque le ligand se lie au récepteur, il s’ensuit un

changement conformationel de la protéine. Ceci a comme conséquence de promouvoir la

dimérisation du récepteur (en homo- ou hétérodimère) et d’augmenter son affinité pour lier

ses éléments de réponse à l’estrogène sur l’ADN (ERE). Ces éléments de réponse à

l’estrogène sont situés dans les régions régulatrices des gènes cibles des ERs. Les éléments

de réponse classiques des ERs possèdent une séquence consensus palindromique qui est

reconnue par le récepteur: AGGTCAmrnTGACCT, où n représente n’importe quel

nucléotide (49). Toutefois, ce ne sont pas tous les gènes cibles des ERs qui possèdent cette

séquence consensus. Les ERs peuvent également activer la transcription de gènes sans

ERE et sans lier l’ADN. Par exemple, les ERs peuvent activer des gènes via des sites AP-l

sur l’ADN en liant des membres de la famille des facteurs de transcription JunlFos (5051).

Des études ont démontré que l’activation par ER à ces sites nécessitait à la fois l’AF-l et

L’Af-2 du récepteur (52-54). D’autres gènes peuvent également être activés

transcriptionnellement par l’intermédiaire des ERs, notamment certains possédant des sites

de type SP-1 (55;56). La régulation transcriptionnelle des gènes cibles des ERs peut être

positive ou négative, et peut être influencée par la présence de coactivateurs et de

corépresseurs.

1.2.3.1 ACTIVITÉ LIGAND-DÉPENDANTE DES ER (VOIE CLASSIQUE)

L’activation ligand-dépendante des ERs correspond au mécanisme d’action classique de

ces récepteurs. Ce modèle prévoit qu’en absence d’hormone, le récepteur est séquestré

dans un complexe multiprotéique inhibiteur localisé dans le noyau de la cellule. La liaison

au ligand amène un changement conformationnel du récepteur, permettant une

homodimérisation et augmentant l’affinité pour lier l’ERE au niveau de l’ADN. Les

récepteurs liés à l’ADN recrutent la machinerie basale de transcription ainsi que des
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cofacteurs (protéines corégulatrices mentionnées plus haut), de façon directe ou indirecte

(35;57). Dépendamment du contexte cellulaire, les récepteurs liés à l’ADN exercent alors

un effet positif ou négatif sur l’expression de gènes cibles situés en aval.

Le domaine C-terminal des ERs contient le domaine de liaison à l’estrogène et la fonction

AF-2. Les deux domaines de fonctions activatrices (Afs) des ERs peuvent agir de façon

additive dans la plupart des mécanismes d’action déclenchés par la liaison du récepteur au

ligand (58). Par contre, ces deux Af s peuvent également agir de façon indépendante l’une

de l’autre, selon le contexte cellulaire et le promoteur. Compte tenu de la forte homologie

des domaines de liaison à l’ADN des deux isoformes des ERs, on a initialement postulé

que l’isoforme f3 avait une fonction redondante. La réponse résiduelle des effets

estrogéniques d’ERŒ dans des souris déficiente pour ce gène indique la capacité de

l’isoforme à compenser certains de ces effets ligand-dépendants (12). Par contre, lorsque

les deux isoformes sont coexprimées in vitro, l’hétérodimère semble favorisé (40), ce qui

suggère qu’il pourrait y avoir une convergence directe entre les voies d’ERa et ERf3. De

plus, ERf3 a été démontré comme pouvant interagir de façon constitutive et ligand

indépendante avec les EREs de promoteurs cibles de manière à atténuer l’activité

transcriptionnelle ligand-dépendante d’ERŒ (59). Il a donc été suggéré que dans les

cellules exprimant les deux isoformes, la réponse estrogénique résultante serait déterminée

par le ratio des deux isoformes.

1.2.3.2 ACTIVITÉ LIGAND-INDÉPENDANTE DES ER

Mise à part une activation suite à la liaison de l’hormone, les ERs peuvent également être

régulés par des signaux extracellulaires. Le rôle biologique d’une telle régulation reste

cependant incertain. Il est possible que ce mécanisme soit présent pour permettre à l’ER

d’être activé même lorsque les niveaux d’hormones sont bas, par exemple chez les mâles.

Aussi, il est possible que cette voie existe dans le but d’amplifier la signalisation des

facteurs de croissance et ainsi favoriser la mitogénèse dans les tissus ER-positifs (60). Ce

mécanisme d’activation, quoique différent de celui de la voie classique impliquant la

liaison au ligand, implique tout de même la liaison du récepteur à un ERE sur l’ADN.
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Les premières indications dans cette avenue ont mis en évidence la capacité des facteurs

de croissance tels que le facteur de croissance épithélial (epidermal growth factor, EGF) et

le facteur de croissance à l’insuline (insulin-like growth factor, IGF-1) à activer ERŒ et

ainsi augmenter l’expression des gènes cibles de l’ER (61). Chez des souris

ovariectomisées, le traitement à l’EGF induit la transiocation de l’ER dans le noyau des

cellules utérines où il est retrouvé dans un état phosphorylé, imitant les effets de

l’estrogène (62). Le traitement d’anticorps contre l’EGF était capable d’atténuer la réponse

aux estrogènes dans l’utérus. En retour, l’administration d’un antagoniste de l’ER, le ICI

Ï 64,384, réduisait la réponse utérine à l’EGF (62;63). Ces études suggèrent un modèle où

l’action mitogénique de l’estrogène est au moins en partie médiée par l’EGF dans ces

tissus. De plus, des études chez des souris ERaKO femelles qui expriment des niveaux

normaux d’EGF et d’EGFR (epidermal growth factor receptor) montraient qu’il n’y avait

aucune transduction du signal au niveau de l’utérus en réponse aux actions mitotiques

médiées par l’EGF (64).

La communication croisée entre les voies de signalisation des facteurs de croissance et des

ER débute par la stimulation de la voie Ras-Raf-MAPK par les récepteurs membranaires

de type tyrosine-kinase, tels que EGFR, ErbB2, ErbB3 et ErbB4. Les MAPK (mitogen

activated protein kinase) ont la possibilité de moduler l’ER par un processus de

phosphoiylation au niveau de sites précis sur le récepteur. Ces phosphorylations

surviennent surtout au niveau de résidus sérine/thréonine ou tyrosine sur l’ER (65).

Plusieurs résidus phosphorylables ont été identifiés chez ERŒ humain (hERŒ), la plupart

étant situés dans la région A/B en N-terminal du récepteur. Par exemple, le résidu sérine

$11 $ sur le domaine AF- 1 du hERa est phosphorylé par les voies des MAPK en réponse

au traitement avec l’EGF ou l’IGF, permettant au récepteur d’interagir avec son

coactivateur spécifique, l’hélicase à ARN p68, et ainsi d’activer la transcription du gène

cible en l’absence d’estrogène (66). Ce résidu peut aussi être phosphorylé par la kinase

cycline-dépendante Cdk7 (cycline-dependante kinase 7) par un recrutement ligand

dépendant du complexe de facteurs de transcription TFIIH au niveau du domaine AF-2 du

ER (67).

Ces études suggèrent un mécanisme de régulation du récepteur nucléaire via le recrutement

par le domaine AF-2 de complexes associés à des kinases. Plus récemment, il a été
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démontré que la MAPK Erk7 (extracellular regulator kinase 7), activable par des signaux

extracellulaires indépendamment des voies de Erkl/2 (p42/p44), favorisait la

phosphorylation du résidu Si i $ d’une façon hormone-dépendante et pouvait ainsi diriger

l’ER vers la voie de l’ubiquitine. Une relation inverse des niveaux d’expression de ERci et

Erk7 a été mise en évidence dans des échantillons tumoraux mammaires, faisant corréler

l’activité d’Erk7 avec la destruction d’ERa (6$). Il en découle donc que le site de

phosphorylation $11$ joue un rôle majeur dans la régulation d’ERci.

D’autres voies ont été identifiés comme pouvant phosphoryler ERci, notamment celles de

TGFci (transforming growth factor ci), qui est capable d’augmenter l’activité

transcriptionnelle de ER via la cascade des MAPK ainsi que via les voies d’activation de la

PKC (protéine kinase C) et la PKA (protéine kinase dépendante de l’AMPc) (69). Par des

approches de cartographie de phosphopeptides, trois sites consensus ont été identifiés sur

le domaine AF-i d’ERci, soit Si04, Si06 et 511$, sites qui étaient phosphorylés suite à

l’activation par la PKC et la PKA. Cette activation menait à une augmentation de l’activité

transcriptimmelle d’ERa et la présence de l’estrogène potentialisait cette augmentation

(70). Le contexte séquentiel de ces résidus leur permet d’être ciblés par les MAPK, mais

également par les kinases cycline-dépendantes (Cdk). Des études effectuées dans des

cellules de mammifère en culture et utilisant des mutants ponctuels d’ERci ont démontré la

phosphorylation des résidus Si04 et $106 par le complexe cyclineA-Cdk2, menant à une

augmentation de l’activité transcriptioimelle suite à la surexpression de la cyclineA (71).

Cette augmentation de l’activité d’ERci était indépendante de l’hormone et le traitement au

tamoxifène ne bloquait pas cette augmentation, suggérant que l’activation de hERa par la

cycline A est AF-i dépendante (71).

Une autre sérine identifiée sur hERci dans le domaine AF-i, la $167, constitue un site

majeur de régulation du récepteur (72). Cette sérine est phosphorylée par la caséine kinase

II, impliquée dans la phosphorylation de c-jun (73;74). La liaison d’ERci à son ERE sur

l’ADN est augmentée suite à cette phosphorylation dans les cellules MCF-7, qui sont des

cellules de cancers du sein ER-positives (75;76). Le résidu Si67 est également la cible de

la kinase pp9O1, qui médie l’activation transcriptionnelle du récepteur aux estrogènes ci

en réponse aux facteurs de croissance. La voie impliquée dans la survie cellulaire,

PI3KIAkt (phosphoinositide 3-kinase), cible également le résidu $167.
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Des résidus autres que des sérines peuvent être phosphorylés. C’est notamment le cas de la

thréonine 311, ciblée par la MAP kinase p38 dans des cellules cancéreuses endométriales,

favorisant ainsi la translocation au noyau d’ERŒ et l’interaction avec des cofacteurs de

transcription (77). En somme, le contexte cellulaire et la palette de voies de régulation

influencent l’activité du récepteur aux estrogènes, incluant les signaux extracellulaires.

L’isoforme ERf3 peut également être la cible de phosphorylations sur des sites précis. Par

exemple, il a été démontré que deux résidus sérine, S106 et S 124, sont impliqués dans

l’activation d’ERE3 par l’oncogène Ras et par la signalisation des facteurs de croissance. En

effet, l’activation du ERf3 murin est possible via la phosphorylation de ces résidus par la

voie des MAPK et mène au recrutement de coactivateurs transcriptioirnels au domaine AF

1 du récepteur (37;7$). La voie p38 a été démontrée comme activant ER d’une façon

ligand-dépendante (79). De façon similaire, des niveaux croissants d’AMP cyclique

augmentent l’activité d’ER. Ces effets ne dépendent pas du domaine AF-l, comme c’est

le cas pour ERŒ, et une phosphorylation réduite en C-terminal est observée ($0).

L’importance biologique de la voie d’activation hormone-indépendante reste encore à être

élucidée. Comme mentionné plus haut, il est possible que cette voie serve à maintenir un

niveau d’activation basal des ERs, lorsque l’hormone est en faible concentration. Il reste

également à déterminer si les gènes ciblés par la voie ligand-dépendante diffèrent de ceux

ciblés par la voie ligand-indépendante. La disponibilité et la capacité des seconds

messagers à activer les ERs dépendent du type cellulaire et expliquent sans doute la

variabilité des actions d’ER selon le contexte cellulaire. Par contre, l’activation hormone-

indépendante d’ER peut survenir dans des tumeurs mammaires estrogène-positives, où la

stimulation d’ER par les MAPK est augmentée, menant à des phénotypes de résistance

thérapeutique chez les femmes traitées ($1;82).

1.2.3.3 VOIE NON-CLASSIQUE D’ACTIVATION DES ER (ERE-INDÉPENDANTE)

Les ERs peuvent également activer la transcription de gènes par un mécanisme d’action

non-classique, qui implique des éléments de réponse sur l’ADN de type AP-l, CRE-like

(cyclic AMP response element) et SP-1. Dans cette voie non-classique, les ERs ne lient pas

l’ADN, mais interagissent plutôt avec des membres de la famille de facteurs de
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transcription JunlFos. La liaison de JunlFos à l’ADN au niveau d’un site AP-1 est donc

requise pour qu’ER puisse agir et il a été démontré que, dans ce cas, l’ER augmentait

l’activité transcriptionnelle de JunlFos (50;52;$3;84). De plus, le tamoxifène et d’autres

SERIVI (modulateurs sélectifs des ERs), sont capables d’activer des gènes cibles de l’AP-l.

Cette stimulation est encore plus évidente dans le cas de l’isoforme ER le raloxifène est

capable d’augmenter l’activation de l’AP-l par ER3 de 10 fois comparativement à ERŒ lié

à l’estrogène (54).

Des études ont montrés que l’activation d’un AP-l par l’ER lié à l’estrogène requiert les

deux domaines de fonctions activatrices, soit l’AF-l et l’AF-2. Ces fonctions d’activation

peuvent augmenter l’activité des protéines p160 qui sont recrutés au site par JunlFos.

Différentes recherches ont suggéré qu’ER n’interagissait pas directement avec JunlFos. Un

modèle proposé stipule que I’hétérodimère Jun/fos stimule la transcription en recrutant

CBP/p300 (CREB-binding protein) et ses protéines associées (85). Dans ce complexe, il

est probable de retrouver les protéines de la famille p160. Donc, le même complexe de

coactivateurs est recruté par JunIf os sur un site AP-1 que par l’ER dans un contexte de

liaison à un ERE. Toutefois, les interactions protéines-protéines sont différentes dans les

deux cas. Dans le contexte du promoteur AP-1, JunlFos interagit avec CBP/p300, et l’ER

interagit avec une protéine pi60. Il a été démontré que p160 interagissait avec CBP/p300.

Ainsi, la présence d’ER rend le complexe activateur encore plus actif (54).

II existe une autre voie d’activation des éléments de réponse non-consensus par l’ER, qui

ne requiert pas l’AF-l ou l’AF-2. Cette voie alternative implique les SERM, et les

fonctions activatrices (Afs) d’ER semblent inhiber cette deuxième voie, suggérant que les

deux voies (voie impliquant un AP-1 versus voie sans liaison à l’ADN) pourraient

s’exclure mutuellement. De façon intéressante, l’ER lié par un SERM semble activer la

transcription d’un AP-1, mais sans même faire partie du complexe activateur. Cette

activation ne peut être due à une activation des MAPK ou des seconds messagers par les

SERM, parce qu’il a été démontré qu’ils en sont incapables (54).

Un plus récent modèle a été mis au jour, selon lequel ER lie des corépresseurs tel que

NCoR en présence de SERM (86;87). Le modèle suggère donc qu’ER, en présence de

SERM, lierait des complexes de corépresseurs, comprenant même les HDACs (histones

désacétylases), sur un site autre que celui où interagit l’AP-l. De cette façon, ER séquestre
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les corépresseurs pouvant réprimer l’activité de l’AP-l et favorise donc la transcription des

gènes cibles de l’AP-l.

Certaines études ont mis en évidence la possibilité que le profil de transactivation de l’ER

à un élément AP-l, suite à l’activation par liaison d’un ligand, varie pour les deux

isoformes du récepteur ($8). En effet, alors que les deux isoformes d’ER répondent au

ligand de la même façon lors de la transactivation à un site ERE, elles présenteraient des

profils de transactivation différents lorsqu’un site de type AP-l est impliqué ($8). Des

études comparatives entre les deux isoformes d’ER, utilisant l’estrogène et quatre

antiestrogènes (tamoxifène, raloxifène, ICI 164384 ou diethylstilbestrol), ont décelé des

différences de réponse à ces ligands entre ERŒ et ERJ3. Pour ERa, l’estrogène a été classé

comme un activateur complet pour un élément AP- 1, tout comme le tamoxifène, alors que

le raloxifène a été classé comme activateur partiel (88). Pour ERJ3, il semble que le patron

soit dissemblable l’estrogène agirait comme un inhibiteur de la transcription pour un

élément AP-1, alors que les antiestrogènes agiraient comme activateurs (8$). Ces études

suggèrent qu’ERa et ERf3 répondraient différemment à ces ligands avec des sites AP-1 et

que des mécanismes distincts de régulation de la transcription à ces sites pour les deux

isoformes d’ER pourraient être en cause.

L’importance biologique de la voie non-classique d’activation des ERs est non-négligeable.

Par exemple, la mutation d’un résidu critique pour la liaison à l’ADN sur ERa empêche la

transcription ERE-dépendante mais n’inhibe pas le mécanisme d’action alternatif sur l’AP

1 (89). L’introduction de ce gène muté dans des souris provoque un phénotype comprenant,

entre autres, des anomalies ovariennes, une hyperplasie de l’endomètre et des glandes

mammaires anormales, alors que les souris EROEKO sont stériles (90). La comparaison

entre ces souris suggère qu’un équilibre entre les actions classiques et non-classiques des

récepteurs des estrogènes est essentiel.

1.2.4 EFfETS NON-GÉNOMIOUES DES ER

Les effets rapides de l’estrogène observés sur les os, les glandes mammaires, le système

vasculaire et le système nerveux suggèrent que les estrogènes peuvent avoir des actions

non-génomiques, possiblement via des ERs situés à la surface membranaire et liés à des

signaux intracellulaires. La communication croisée entre l’ER et les récepteur tyrosine
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kinase membranaires est généralement observée et les voies de signalisation impliquées

sont assez connues. Il a été montré que l’estrogène a la capacité d’activer les voies de

signalisation des MAPK dans une grande variété de types cellulaires. De plus, il semble

que les effets estrogéniques protecteurs observés sur le système vasculaire soient de nature

non-génomiques, impliquant l’activation de la synthase d’oxyde nitrique endothéliale et la

voie PI3K/Akt (91;92). Dans les ostéoblastes et les ostéoclastes, les MAPK sont aussi

activées rapidement par l’estrogène, procurant éventuellement les effets génomiques

prolifératifs et antiapoptotiques de l’hormone et suggérant une explication au rôle

protecteur de l’estrogène sur la masse osseuse (93). Ces différentes études proposent donc

que les ER puissent induire des effets non-génomiques dans la cellule, en plus des effets

dus à leur activité transcriptionnelle.

E2

E2

4. Non-génomique

Figure 2 : Les différents mécanismes de signalisation de l’estradiol et des récepteurs aux

estrogènes.

1) La voie classique d’activation d’ER implique la liaison du ligand au domaine Af-2 du récepteur. Cette

interaction amène ER à s’assoir sous forme de dimère sur son ERE et ainsi de moduler l’expression de gènes

cibles. 2) La voie d’activation ligand-indépendante d’ER implique la phosphorylation de sites précis sur le

domaine Af-1 suite à la signalisation des facteurs de croissance (GF) et ne nécessite pas la présence de

l’estrogène. Le récepteur activé est amené à lier son ERE sur l’ADN sous foniie de dimère pour moduler

l’expression de gènes cibles. 3) La voie non-classique implique des éléments de réponse différents du ERE,

tels que AP-l, CRE-like et SP-l. ER n’interagit pas avec l’ADN mais agit comme facteur de transcription en

interagissant avec les membres de la famille JunlFos. D’une façon alternative, les récepteurs pourraient

—. E2

Réponses tissulaires Protéines
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également lier les SERMs et séquestrer des protéines corégulatrices, affectant ainsi l’activité

transcriptionnelle au site AP-l. 4) Les estrogènes peuvent médier des effets sans passer par la régulation

transcriptionnelle de gènes cibles au niveau de l’ADN, produisant des effets non-génomiques. f igure adaptée

à partir de Hall J.M. et al. 2001 (60).

1.2.5 CORÉGULATION TRANSCRIPTIONNELLES DES ER

Plusieurs protéines interagissent avec les ERs et entre elles pour ainsi réguler l’activité

transcriptionnelle des ERs, en augmentant la transcription de gènes cibles (coactivateurs)

ou en la réprimant (corépresseurs). Certains facteurs, tel que p/CAF, ont été démontrés

comme interagissant en fonction du ligand, où le recrutement de ceux-ci nécessite le

domaine AF-2 des ERs. D’autres facteurs, comme GRIPY, peuvent interagir de façon

ligand-indépendante, où le domaine AF-1 est impliqué dans leur recrutement. La

régulation des récepteurs passe par une action séquentielle ou combinée de ces facteurs, de

façon à réorganiser la chromatine pour rendre l’élément de réponse des récepteurs

nucléaires accessible et permettre le recrutement des facteurs de transcription de la

machinerie de transcription basale et l’ARN polymérase II (94;95). Des études

biochimiques et d’interaction protéine-protéine suggèrent que plusieurs de ces protéines

corégulatrices font partie de complexes de protéines qu’on croit capables de s’assembler

aux récepteurs nucléaires via plusieurs modifications telles que la phosphorylation,

l’acétylation et l’ubiquitination des composantes protéiques du complexe. Ces

modifications et associations se font en réponse à des stimuli extracellulaires, de manière à

transmettre un signal au niveau de la transcription de gènes cibles.

1.2.5.1 LES COACTIVATEURS DE LA FAMILLE P160/SRC

Le premier coactivateur des récepteurs nucléaires à avoir été identifié est SRC-1/NCoA-1

(steroid receptor coactivator 1). Par la suite, d’autres protéines ont été caractérisées, soient

SRC-2/GRIP-1/11F2 et SRC-3/AIB1/pCIP, formant ainsi la famille des protéines p160.

Les membres de cette famille ont un domaine central conservé qui médie des interactions

ligand-dépendantes avec l’hélice-a 12 du domaine de liaison au ligand d’ER, situé dans la

portion AF-2. La partie C-terminale conservée chez cette famille de coactivateurs contient

un domaine d’activation de la transcription et médie l’interaction avec d’autres
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coactivateurs (96-98). Basé sur la présence de trois domaines de régulation, il a été suggéré

que les protéines p160 fonctionnent comme coactivateurs, en partie en servant de

molécules adaptatrices qui recrutent les complexes CBP et/ou p300 aux récepteurs

nucléaires déjà associés à leur promoteur (99;100).

Les membres de la famille p160 interagissent avec les récepteurs nucléaires via trois motifs

LXXLL répétés, où L représente une leucine et X n’importe quel acide aminé. Ce motif

LXXLL a été démontré nécessaire et suffisant pour les interactions ligand-dépendantes

avec le domaine de liaison au ligand des récepteurs nucléaires (36). Une leucine conservée

au niveau de l’hélice 3 du domaine de liaison au ligand et un glutamate conservé dans

l’AF-2 du récepteur nucléaire permettent l’interaction en s’agrippant à l’hélice LXXLL des

protéines p 160, de façon à ce que les résidus leucine internes se compactent dans une

poche hydrophobe de la partie C-terminale du récepteur (101-103). Ces contacts sont

également sensibles à des changements conformatioimels pouvant être induits par des

ligands structurellement différents (104; 105).

Le recrutement des coactivateurs SRC décrit jusqu’à présent concerne l’activation du

récepteur de façon indépendante au ligand. Par contre, les mécanismes décrivant le

recrutement de coactivateurs pour augmenter l’activité du domaine AF-1 (ligand

indépendant) en réponse à la signalisation des facteurs de croissance sont moins bien

compris. Il est connu que les ERs ont la possibilité d’être régulés par la cascade de

signalisation des MAPK au niveau de sites de phosphorylation dans leur région Af- 1

(section 1.2.3.2). Cette régulation l’AF-l indépendante du ligand pourrait possiblement

produire un signal d’assemblage de corégulateurs. Il a été démontré que les protéines SRC

peuvent interagir avec la portion AF- 1 du récepteur ERŒ, par une région en C-terminal des

SRC. Cette interaction ne requiert pas un état phosphorylé d’ERa (106;107).

Contrairement à l’isoforme Œ, la phosphorylation du domaine AF-1 d’ERf3 recrute SRC-1,

résultant en l’activation du récepteur en réponse aux facteurs de croissance et à l’oncogène

Ras (37). Pour une activation maximale, il a été démontré que le recrutement du

coactivateur CBP était requis (78).
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1.2.5.2 CBP/P300

CBP (CREB-binding protein) et p300 sont des homologues partageant 63% d’identité au

niveau de leurs acides aminés et agissent à titre de coactivateurs pour plusieurs récepteurs

nucléaires. CBP/p300 contient une fonction acétyltransférase intrinsèque. Il se distingue

des autres polypeptides HAT (histones acétylases) parce qu’il a la capacité d’acétyler les

quatre types d’histones natives (H2A, H2B, H3, 114) complexées au nucléosome, ce qui

contribue au remodelage de la chromatine (108). p300 et CBP sont connus pour interagir

physiquement avec plusieurs facteurs de transcription activés par des cascades de

signalisation, incluant CREB, c-Junlv-Jun, fos et des récepteurs nucléaires stéroïdiens.

CBP/p300 contribuent à intégrer des signaux venant de plusieurs activateurs et ainsi

induisent l’activité transcriptionnelle d’ER (109).

Il a été démontré que p300 peut acétyler ERa. La substitution des sites d’acétylation de

ERa dans la région charnière du récepteur (domaine D) augmente de façon drastique la

sensibilité d’ERa à l’estrogène, sans toutefois changer son induction par les MAPK,

suggérant que l’acétylation d’ERa agit comme suppresseur de sa sensibilité au ligand. De

plus, CBP/P300 peut acétyler le coactivateur SRC-3, qui possède une activité acétylase, et

qui désunit les coactivateurs du récepteur ERa lié à son promoteur, résultant en une

atténuation de la réponse médiée par les estrogènes (110).

Des études récentes suggèrent que CBP/p300 servirait de point de convergence entre les

ERs et les voies de signalisation des facteurs de croissance (109). Les MAPK peuvent

phosphoryler CBP et ainsi favoriser une activité acétyltransférase maximale pour CBP, qui

ensuite va favoriser l’activité transcriptionnelle des ERs (111). finalement, les

composantes et la conformation des complexes recrutés pourraient expliquer pourquoi

différentes acétyltransférases sont requises par différents facteurs de transcription liés à

l’ADN pour des gènes cibles spécifiques (112).

1.2.5.3 ACÉTYLATION ET DÉSACÉTYLATION DES HISTONES

Cette modification post-traductionnelle joue un rôle clé dans le processus de transcription

des gènes et dans l’assemblage de la chromatine. L’hyperacétylation des histones est

associée à une activité transcriptionnelle, alors que l’hypoacétylation est corrélée à une
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transcription silencieuse de la chromatine et à l’hétérochromatine. L’acétylation réduit la

charge positive nette des histones et affaiblit les interactions avec l’ADN, inhibe

l’enroulement serré des nucléosomes et détruit les interactions spécifiques avec les

régulateurs non-histones. Ainsi, la chromatine au niveau d’un promoteur devient relâchée

et accessible à la machinerie transcriptioirnelle, d’où une transcription de gènes active

(113;114). Le recrutement spécifique d’un complexe avec une activité acétyltransférase à

un promoteur peut donc jouer un rôle crucial pour surpasser les effets répressifs de la

structure de la chromatine sur la transcription. La découverte que l’histone désacétylase de

mammifère était un homologue du corépresseur RPD3 chez la levure (115) a permis

d’émettre l’hypothèse que les événements de régulation de l’activité transcriptionnelle

d’ER pourraient impliquer l’échange de complexes contenant des fonctions histones

désacétylases avec des complexes contenant des activités acétyltransférases. Il apparaît que

dans la plupart des cas, les HAT ne sont pas recrutées directement au récepteur nucléaire,

mais plutôt associées avec d’autres coactivateurs qui sont une plus grande affinité pour le

récepteur.

Les HDAC, ou histones désacétylases, ont une fonction inverse à celles des HAT. En effet,

elles induisent une hypoacétylation des histones, ce qui a pour effet de rendre la

chromatine inaccessible à la machinerie transcriptionnelle. Elles agissent comme

corépresseurs, et peuvent lier plusieurs facteurs de transcription dans des complexes de

répression de la transcription. Par exemple, il est possible de retrouver les corépresseurs de

récepteurs nucléaires NCoR (nuclear receptor corepressor) et SMRT (silencing mediator

for retinoid and thyroid hormone receptors) dans des complexes protéiques contenant des

histones désacétylases (116-118).

1.2.5.4 SMRT ET NCOR

SMRT et NCoR sont des corépresseurs structurellement reliés qui sont responsables du

recrutement des histones désacétylases, afin de permettre l’assemblage de complexes

pouvant réprimer l’activité transcriptioimelle. Certaines études démontrent que SMRT et

NCoR peuvent interagir avec l’ER même en absence du ligand et l’interprétation qui en

découle est que la présence d’antiestrogènes renforce cette interaction, alors que la

présence de l’estrogène induit la dissociation des corégulateurs (119).
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Figure 3 : Convergence de la signalisation de l’hormone estrogène et des facteurs de
croissance vers l’activation des récepteurs aux estrogènes.

Les voies d’activation des ER impliquant un élément de réponse à l’estrogène (ERE) prévoient que les

récepteurs peuvent être activés par liaison de l’honTione estrogène oti par la phosphorylation de leur domaine

AF-l via la signalisation des facteurs de croissance. Des interactions avec des complexes de coactivateurs ou

de corépresseurs influencent l’activité transcriptionnelle des ER. Figure adaptée à partir de M. Sanchez et al.

2005 (120).

En somme, les ERs voient leur activité transcriptioimelle régulée de plusieurs façons la

présence du ligand, la phosphorylation due à la signalisation des facteurs de croissance, des

voies des MAPK, des voies de P13-K, la présence et la disponibilité de coactivateurs et de

corépresseurs, ainsi que l’état de la chromatine, contrôlé par les HAT et les HDAC. Il

semble donc exister une sorte d’équilibre entre la répression et l’induction de la

transcription de gènes cibles, influencé par les signaux extracellulaires qui sont intégrés par

les différentes composantes des complexes corégulateurs. La figure 3 regroupe les

composantes de l’activation des ERs pour un site ERE, comprenant les différentes

interactions avec les protéines régulatrices.

Facteurs de
croissance

P13-K

Hormones

A1C/PKB

Raç/Cdc42

MEKIG-3

JNKK/MEK4 MAPKK/MEK1,2

JNKs

MEK3,6

‘1f

HDAC

SMRT

E2

V



34

1.2.6 ER ET CANCERS

Il est connu que la liaison de l’estrogène aux ERs amène un effet de prolifération cellulaire

dans plusieurs cancers. Différentes approches thérapeutiques ont été développées au cours

des dernières années afin de contrer cet effet. II existe notamment des antagonistes

bloquant complètement l’activation des ERs, par exemple le fulvestrant, aussi identifié ICI

182 780 (121). De plus, toutes une série de SERIVI ont été découverts et sont également

utilisés en thérapie. Le tamoxifène est un SERM couramment utilisé comme antagoniste de

l’activation des ERs. C’est le SERIVI le plus souvent choisi dans les traitements de cancers

du sein à tous les stades de développement, et il est aussi employé à titre préventif chez les

femmes plus susceptibles de développer un cancers (122). Bien que le tamoxifène utilisé

comme thérapie endocrinienne réduit de 40 à 50% l’incidence annuelle de la récurrence

des cancers du sein (123), il est problématique dans certains tissus tel que l’utérus, où il

semble imiter l’effet de l’estrogène, menant à une prolifération accrue du tissu tumoral

(124;125). Cette observation doit être prise en considération lors de son utilisation

prophylactique pour le traitement du cancer du sein. De plus, le tamoxifène s’est révélé

inefficace pour bloquer l’activation des ERs via le domaine AF-1, ce qui a pour effet de ne

pas inhiber suffisamment l’activité des ERs dans le cancers du sein (124;126).

L’utilisation d’inhibiteurs d’aromatase semblait donc capable d’éviter les effets du

tamoxifène sur les cancers de l’endomètre, tout en permettant de créer un environnement

sans effets estrogéniques. Malheureusement, le deux tiers des patientes atteintes de cancers

du sein ER-positif et traitées avec ce type d’approche développent un phénotype de

résistance au traitement à long terme (81 ;$2), menant souvent à une progression tumorale

(81;82). Ce phénomène a été étudié et il semble que les récepteurs tyrosine kinase ErbBs

soient souvent surexprimés dans ces cas de résistance. La communication croisée entre

l’ER et les membres de la famille ErbBs (RTK) est de plus en plus caractérisée depuis

quelques années, mais il reste encore à identifier des cibles pharmacologiques pouvant

intervenir dans ces cas de phénotype de résistance (127).

Il faut également ajouter que la majorité des études faites précédemment ont été effectuées

sur l’isoforme ci des ERs et, comme il en a été mention à plusieurs endroits dans cette

introduction, il est envisageable que les deux isoformes des ERs aient des rôles différents

dans la signalisation cellulaire et dans les cancers. L’observation que la coexpression des
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deux isoformes modifie leur activité dans les cancers semble appuyer cette hypothèse (59).

De plus, certains résultats démontrent qu’ERa serait responsable de la prolifération accrue

des cellules cancéreuses, alors que dans les cellules saines, l’isofornw ERf3 prédominerait

(128).

Même si les cas décrits jusqu’ici concernent surtout le cancer du sein, les ERs peuvent être

impliqués dans plusieurs autres cancers et le rôle de chacune des isoformes reste à clarifier.

Par exemple, certaines études sur le cancer de la prostate suggèrent une implication de

l’isoforme f3 puisqu’elle est surexprimée dans les cellules saines et cancéreuses (129). De

plus, on remarque chez des souris une hyperplasie de la prostate lorsque le gène f3 est

délété, conséquence non observée dans le cas où le gène de l’isoforme Œ est délété (14).

Dans certains cas de cancers du colon, il a été démontré que l’expression d’ERf3 était

diminuée lors de la transformation des cellules saines en cellules malignes, alors qu’aucun

changement d’expression n’a été remarqué pour l’isoforme Œ (130). Ces résultats suggèrent

donc un rôle protecteur d’ERf3 dans le cancer du colon.

1.3 SCL/TAL-J

(Stem cell leukemia/T-celÏ acute lymphoblastic leukemia I)

1.3.1 STRUCTURE

Le gène ta!-] est composé de huit exons distribués sur une séquence génomique de 16 kB.

Il permet la production d’un facteur de transcription de type bHLH (motif basique

d’hélice-tour-hélice) qui est requis pour le développement des cellules hématopoïétiques

(131). La protéine contient donc un motif basique d’hélice-tour-hélice impliqué dans la

liaison à l’ADN et dans le phénomène de dimérisation des protéines. Ce motif est retrouvé

chez plusieurs régulateurs transcriptionne]s connus comme participant à la croissance et la

différenciation cellulaires (132). Des études in vitro ont montré que le domaine bHLH de

Tal-l médie sa dimérisation avec plusieurs protéines bHLH de classe A, incluant les

produits des gènes E2A, E12 et E47 (133). L’hétérodimère contenant Tal-1 peut lier

l’ADN de façon séquence-spécifique sur une boîte-E (E-box): AACAGATGGT (134). La

protéine Tal-1 contient également un domaine riche en proline, qui pourrait représenter un



36

domaine d’activation transcriptionnelle (135;136). En C-terminal, un domaine riche en

glycine est présent, mais l’impact d’un tel domaine dans la structure de Tal-1 n’a pas

vraiment été élucidé (137).

Deux différentes études ont confirmé la présence de deux phosphoprotéines majeures de

Tal-1, la première de 37 à 42 kD (pp42) et la seconde de 22 à 24 kD (pp22), dans des

lignées de cellules T et de cellules hématopoïétiques (13$;139). La figure 4 illustre la

structure de ces protéines. La protéine pp42 contient deux sites de phosphorylation connus,

soient les résidus S122 et S176. De plus, la traduction de l’isoforme longue ou de la courte

dépend de l’épissage alternatif du gène ta!-], qui est contrôlé par une cadre de lecture

ouvert situé en amont du gène. Ces éléments sont décrits plus en détail à la section 1.3.4.

Quatre gènes structurellement reliés à ta!-] ont été identifiés, soit ly!-l, tal-2, lien-1, lien-2.

Ces facteurs ne forment pas une famille de protéines, ni ne sont des isoformes de Tal-l.

Certaines de ces protéines, telle que Tal-2, ont été identifiées dans des tissus exprimant

Tal-1. Les gènes !yÏ et taÏ-2 ont été identifié au niveau de translocations dans des tumeurs

de cellules T (140;14l). Les gènes !y!-l, taÏ-2, hen-] et hen-2 codent pour des facteurs de

transcription dont le domaine bHLH est semblable à celui de Tal-1. À ce jour, aucune

évidence ne suggère de similarités de fonction ou de régulation entre ces gènes et ta!-].

1
t—

•0
c

ti

3742kO

22-24ko

Acides
1 176 331 aminés

Figure 4: Schéma représentant la protéine Tal-1, les différentes isoformes pouvant être

obtenues par épissage alternatif.

La région en C-tenriinal comprenant le domaine bHLH est présente chez tous les variants transcriptionnels.

C’est la portion de la région N-terminale excisée qui change selon la régulation du cadre de lecture ouvert

sittié en amont du gène.
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1.3.2 EXPRESSION DE TAL-l DANS LES TISSUS HUMAINS

Plusieurs études sur l’expression de l’ARNm de taÏ-1 dans différentes lignées cellulaires et

tissus ont démontré que l’ARNm de tal-] était fortement exprimé dans les lignées

cellulaires érythroïdes, plaquettaires et mastocytaires (142-146). L’ARNm de tal-] a

également été identifié dans les cellules endothéliales, notamment dans les vaisseaux

sanguins de la rate (147).

Des expériences d’immunocytochimie ont permis de caractériser l’expression de Tal-1 en

utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine humaine (137). Le tableau

II témoigne des résultats de ces recherches et montre les taux d’expression de la protéine

retrouvée dans plusieurs tissus humains, ainsi que la localisation cellulaire de la protéine

dans ces tissus. Notamment durant l’embryogénèse, Tal-1 est exprimée spécifiquement aux

sites hémogéniques (131;148-15l) ainsi que dans les tissus endothéliaux et neuronaux

(131; 145; 147; 1 50; 152; 153). Cette importance de TaI- 1 dans le développement

embryonnaire a été révélée en délétant le gène chez des souris, résultant en une létalité

embryonnaire. De plus, il est connu que l’hématopoïèse est un phénomène qui arrive par

vagues au cours du développement, mais également au cours de la vie adulte (154). Les

connaissances acquises à ce jour sur Tal-l montrent que le patron d’expression de Tal-1

semble être impliqué dans ce mouvement.

La présence de la protéine Tal- 1 dans les cellules hématopoïétiques suggère encore une

fois un rôle dans leur différenciation et leur demi-vie cellulaire. Il est aussi très intéressant

de constater la présence de Tal-1 dans des tissus non-hématopoïétiques. En effet, les

fonctions physiologiques démontrées concernent 1 ‘hématopoïèse et la leucémogénèse, mais

la présence de Tal-1 dans d’autres tissus porte à croire que cette protéine pourrait avoir

d’autres fonctions au sein de l’organisme (section 1.3.3). Il est également intéressant de

constater que le patron d’expression de Tal-1 a été fortement conservé au cours de

l’évolution, puisqu’il est très semblable de la levure du boulanger aux mammifères

(155;156). Puisque que la structure du gène est aussi très homologue à travers ces espèces,

il est attendu que les fonctions physiologiques de Tal-1 pourraient avoir été en grande

partie conservées à travers l’évolution.
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Tableau II : Réactivité des anticorps monoclonaux contre Tal-l sur des tissus humains

normaux.

Tissu 2TL 170 2TL75 et 2TL242 BTL73

foie foetal ++++ +++++

Noyau des précusseurs Noyau des précusseurs Comme 2TL75 et
érythroïdiques et des érythroïdiques et des 2TL242
plaquettes plaquettes

Moelle épinière +++ ++++

Noyau des précusseurs Noyau des précusseurs Comme 2TL75 et
érythroïdiques et des érythroïdiques et des 2TL242
plaquettes plaquettes

Sang -

Tonsille palatine +1- +1- +7-
Noyau de quelques Noyau et cytoplasme de Comme 2TL75 et
cellules endothéliales quelqties cellules 21L242

endothéliales et de
macrophages du tissu
conjonctif

Thymus - ±7- +7-
Certains noyaux Comme 2TL75 et
endothéliaux des 2TL242
vaisseaux larges

Rate +7- +1- +7--
Quelques noyaux Lumière interne des Comme 2TL75 et
endolitéliaux de la pulpe sinusoïdes, des 2TL242
rouge endothélium et des

macrophages de la ptdpe
rouge

Poumon - +7- +7--
Noyau et cytoplasme Noyau et cytoplasme de
des macrophages seulement quelques

macrophages
Rein - +7- +7--

Quelques noyaux Quelques noyaux
endothéliaux et endothéliaux
macrophages du
glomérule

foie - -

Cervelet - + ND
Noyau et cytoplasme de
quelques macrophages

Utérus - + +

Muscle lisse Muscle lisse
Muscle cardiaque -

Les plus et moins indiquent l’intensité du marquage. Ce tableau a été adapté à partir de Pulford K. et al. 1995
(137).

1.3.3 fONCTIONS PHYSIOLOGIQUES

Tal-l est un facteur de transcription bHLH et un régulateur essentiel à plusieurs niveaux

durant l’hématopoïèse. Une régulation inappropriée de ce facteur contribue au
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développement de la leucémie pédiatrique l-ALL (T-cell acute lymphoblastic leukemia),

dont il sera question la section 1.3.5.

L’hématopoïèse est caractérisée par la production d’une douzaine de types cellulaires

distincts via la différenciation régulée de cellules souches hématopoïétiques pluripotentes

et de progéniteurs oligo-potents (154). Plusieurs études de gènes cibles chez les souris ou

des cellules en culture ont mené à l’identification de plusieurs régulateurs, dont Tal-1,

ayant des fonctions non-redondantes à différents stades de différentiation cellulaire de

l’hématopoïèse (157). Des études où le gène ta!-] a été rendu inactif ont confirmé un rôle

crucial de Tal-l dans l’hématopoïèse. Notamment, chez des souris nulles pour le gène ta!

1, on a remarqué une absence d’hématopoïèse dans le sac vitellin (158;159) et des

problèmes de développement des lignées hématopoïétiques, tant chez les souris immatures

que chez les adultes (160;161). D’autres études ont rapporté des problèmes dans la

mégakaryopoïèse et l’érythropoïèse suite à l’absence du gène ta!-] (162). Les détails

mécanistiques de l’implication de Tal-l dans ces nombreux phénomènes restent encore à

être clairement établis.

Des recherches ont éclairé le rôle physiologique dc lai-l comme étant un des régulateurs

les plus précoces dans la spécification des cellules souches hématopoïétiques. Tal-l est

nécessaire à l’autonomie cellulaire pour la génération des cellules hématopoïétiques

primitives et définitives, ceci ayant été démontré chez des souris taÏ-] (160;161). Ces

conclusions ont été confirmées par d’autres recherches démontrant que la spécification des

compartiments hématopoïétiques primitifs et définitifs requiert l’expression de Tal-1 dans

les précurseurs mésodermaux durant le stade mésodermal de développement (163).

D’autres études ont démontré que Tal-l fonctionnait à l’interface entre les lignées

hématopoïétiques et vasculaires endothéliales, ces lignées provenant des hérnangioblastes

(164). En fait, des cellules souches embryonnaires ta!-] sont incapables de générer ces

précurseurs pluripotents, impliquant donc lal- 1 dans la spécification des hémangioblastes

(165-168). Plus concrètement, certaines études ont tenté d’identifier des gènes ciblés par

Tal- 1. Plusieurs évidences pointent vers quelques gènes potentiellement régulés par lai-1

au cours de l’hématopoïèse et dans la maladie l-ALL. Ces gènes sont énumérés dans le

tableau III (169).
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Tableau III: Gènes cibles potentiels de Tai-l durant le développement normal de

i’hématopoïèse et dans la maladie T-ALL.

Type cellulaire Cibes moléculaires
Cellules hémangioblastes/endothéliales Flk- 1, otogelin-l ike
Cellules souches/progénitrices c-kit, GATA- 1
Lignées plaqueftaires/érythroïdiques GATA-l, GPA, EKLF, otogelin-like
T-ALL TALLA-l, RALDH-2, Pre-Tu, CD4, TCRŒ/S

Tableau tiré de Lécuyer E. et al. 2004 (169).

1.3.4 RÉGULATION

Différentes études portent à croire que Tal- 1 soit régulée par des signaux extracellulaires.

En effet, des recherches in vitro ont montré que la protéine kinase Erk- 1 phosphoryle lai-1

sur un résidu sérine en position $122 (170). Cette modification module ainsi le domaine de

transactivation riche en proline situé dans ia portion N-terminale de la protéine lai-1 (171-

174). Tal-1 est également phosphoiylé sur son résidu $172 par la PKA. Cette modification

affecte la liaison de Tal-1 à son motif boîte-E particuiier sur l’ADN (175;176). Aussi, deux

différents groupes ont identifié, par la méthode de double hybride, une protéine iiant ie

GTP (guanosine triphosphate), soit DRG (deveiopment reguiated GTP-binding protein),

comme interagissant avec lai-1 (177;l78). Ii semble que DRG augmente le pouvoir

transformant de cellules fibroblastiques induit par c-myc/ras. Ii a été suggéré que

l’interaction entre DRG et Tal-1 est impliquée dans la réponse de Tal-1 à des voies

signalétiques spécifiques (169). Enfin, d’autres iaboratoires ont rapporté que ia protéine

Tal-1 est régulée par les différents taux de cytokines présents (179;180).

De plus, le gène ta!-] peut lui aussi être sujet à une régulation stricte. Comme mentionné

précédemment, il existe différents transcrits de ta!-], dépendamment de la portion en N-

terminal transcrite (pp42 et pp22 majoritairement). La production de ces isoformes est

contrôlée par un cadre de lecture ouvert situé en amont des transcrits ta!-]. Cet uORF

(upstream open reading frame) répond à des voies de signalisation qui régulent les facteurs

eucaryotes d’initiation de la traduction (181). Même si ces différentes isoformes incluent

des proportions variantes de la région N-tenninale de la protéine Tal-1 complète, elles

contiennent toutes le domaine bHLH. Il a été démontré que des isoformes distinctes

favorisaient différemment la différenciation vers les voies érythroïde ou plaquettaire (169).
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En somme, Tal-1 agit à titre de régulateur décisif à différents niveaux de l’hématopoïèse et

semble représenter un effecteur en aval de plusieurs voies de signalisation.

1.3.5 IMPLICATION DANS LA LEUCÉMIE

Le gène ta!-] est la cible la plus fréquente de réarrangements chromosomiques chez les

patients souffrant de T-ALL. Ce gène a longtemps été suspecté comme un instigateur clé

dans le développement des cellules T en cellules cancéreuses (135;136;l42;182-187). Suite

à ces réarrangements, Tal-1 devient exprimé inadéquaternent dans les cellules T en

développement, alors qu’il est normalement sous régulé durant la différenciation (188).

Initialement, 12 à 25% des patients souffrant de T-ALL étaient répertoriés positifs pour des

réarrangements chromosomiques du gène ta!-] (135;189-191). Des études plus récentes

ont démontré que l’expression ectopique de Tal-1 était détectée dans une proportion

considérable d’échantillons T-ALL, sans qu’il y ait eu détection de réarrangements du

locus de ta!-] (191;192), appuyant la notion que l’activation de Tal-1 est un événement

majeur dans la leucémogénèse.

Par contre, Tal-1 n’est que peu oncogénique lorsqu’il est exprimé dans le thymus de souris

transgénique (193-196). En effet, il semble plutôt collaborer efficacement avec d’autres

oncogènes tels que v-ABL, la caséine kinase II (CKII), N-Ras, p53 et les protéines LIM

only LMO1 et LMO2, pour favoriser l’induction agressive de tumeurs dans les cellules T

in vivo (139;l88;l94-199). Les oncogènes LMO1 et LMO2 sont également des cibles de

réarrangements chromosomiques dans la maladie T-ALL (200;201) et ont été trouvés

associés spécifiquement à Tal-1 dans des extraits de cellules leucémiques (201-203). Cette

relation entre les protéines LMO et Tal-1 est également retrouvée durant l’hématopoïèse

dans des tissus normaux. Tal- 1 et les protéines LMO présentent des patrons d’expression

qui se chevauchent dans les sites hématopoïétiques précoces et dans les lignées

hématopoïétiques adultes (148 ;204-207). L’ interaction Tal- 1 /LMO semble donc jouer un

rôle central durant l’hématopoïèse normale et dans la génération de T-ALL, rôle surtout

situé au niveau d’activation de gènes cibles.

Un autre mécanisme par lequel Tal- 1 semble exercer ses effets oncogéniques passe via

l’inhibition des fonctions normales des protéines-E E2A et HEB, qui sont d’importants
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régulateurs de la différenciation des lymphocytes (188; 1 97;208-2 10). La protéine E2A a

d’ailleurs été démontrée comme possédant des caractéristiques d’un suppresseur de tumeur

dans les cellules T (211-213). C’est donc à travers son interaction avec E2A que Tal-1 peut

interférer avec ses fonctions régulatrices normales durant la différenciation des cellules T.

D’autres études ont suggéré que Tal-1 aurait une fonction anti-apoptotique dans les lignées

T-ALL, fonction relevée lorsque l’activité d’E2A est restaurée (214;215). L’identification

de plusieurs autres facteurs bHLH, tels que LYL-1, Tal-2 et BHLHB1, comme cibles de

translocations dans la leucémie T-ALL suggère que l’inhibition des protéines E semble une

façon récurrente de favoriser la génération de leucémie au niveau des cellules T

(140;192;216-218).

1.4 ER ET TAL-1

Des travaux antérieurs ont établi qu’ER activé par l’estrogène était requis pour le

renouvellement intrinsèque (self-renewal) à long terme des progéniteurs éiythroïdes

aviaires exprimant c-ErbB (219). La différenciation terminale des cellules progénitrices est

induite lorsque les facteurs à ‘self-renewal’ sont enlevés et remplacés par les facteurs de

différenciation. Une régulation appropriée de la balance entre la différenciation terminale

et le ‘self-renewal’ est très importante pour générer le nombre adéquat d’érythrocytes

matures dans flux sanguin au cours de la durée de vie de l’organisme.

Quoique la fonction majeure d’ER semble être reliée au système reproducteur féminin, il a

été démontré que l’estrogène augmente le nombre de cellules érythroïdes dans les souris in

vivo (220;221), et que cette hormone est requise in vitro pour la prolifération des cellules

érythroïdes aviaires (222). Il est également connu qu’ER est capable d’arrêter ou de

retarder la différenciation érythroïde, dépendamment de son niveau d’expression (212).

L’activation d’ER inhibe l’expression de plusieurs gènes normalement induits dans les

stades tardifs de différenciation. Dans des cellules surexprimant ER, ce dernier peut former

un complexe protéique avec le facteur de transcription érythroïde-spécifique Gata-1 (223).

Cette interaction est hormono-dépendante et réprime Gata-1. Il est possible que

l’inactivation partielle de Gata-1 par l’ER puisse contribuer à l’arrêt de la différenciation

durant le ‘self-renewal’ des progéniteurs érythroïdes (219).
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Une étude a démontré qu’ER surexprimé pouvait affecter la différenciation érythroïde à

n’importe quel stade et qu’ER avait un rôle dans le contrôle transcriptionnel de gènes

normalement surrégulés lors de la différenciation érythroïde (219). L’expression des gènes

de Gata-l, de Tal-l et des gènes de globine est réprimée en présence d’estrogène. Cette

répression est indépendante de la liaison d’ER à l’ADN et implique des corépresseurs. Le

domaine AF-2 est requis pour permettre la répression de ces gènes par ER (214).

Peu d’études font le pont entre Tal-1 et l’ER. Les résultats présentés ci-dessus ont été

effectués sur des systèmes cellulaires érythroïdes, et seul le récepteur ERŒ est pris en

considération. Tal-1 n’a pas été répertorié dans d’autres cancers que la leucémie T-ALL.

Néanmoins, il semble que lorsque surexprimé, l’ER a la capacité d’influencer

négativement l’expression de Tal-1, ceci dans un contexte hématopoïétique.

1.5 HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS

Notre laboratoire se concentre sur la régulation des ERs. Ces récepteurs voient leur activité

transcriptionnelle influencée par la liaison du ligand, l’estrogène, et d’anti-estrogènes tels

que le fulvestrant et le tamoxifène. Leur activité transcriptioimelle est également modulée

par des voies de signalisation qui ciblent le domaine Af-l des récepteurs. Notamment, la

signalisation des facteurs de croissance, des seconds messagers PKA et PKC, des

cytokincs, mais surtout des MAPK mène à la phosphorylation de sites spécifiques du

domaine AF- 1. Ces sites de phosphorylation sont uniques à chacune des isoformes des

ERs. Les complexes protéiques de corépresseurs et de coactivateurs régulent également

l’activité des récepteurs. Des différences structurales au niveau du domaine AF-1 des

récepteurs suggèrent des rôles physiologiques spécifiques à chacune des isoformes et des

mécanismes de régulation différents.

Des essais de criblage d’interaction de type protéine-protéine récemment effectués dans

notre laboratoire ont permis d’identifier Tal-1 comme étant une protéine capable

d’interagir avec la portion N-terminale d’ER. Suite à cette découverte, nous voulons

évaluer le rôle de la présence de Tal-1 sur l’activité transcriptionnelle des ERs, plus

particulièrement de l’isoforme f3. Comme les ERs ont différents mécanismes d’activation,

nous voulons déterminer l’impact de Tal-1 sur l’activation du domaine AF-1 par la
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signalisation des MAPK, mais également sur la réponse hormonale, qui implique la région

AF-2.

Le rôle de Tal-l dans la tumorigénèse mammaire n’a pas été rapporté à ce jour. Étant

donné que les résultats de criblage montrent une interaction entre ERf3 et Tal-l et que les

ERs sont fréquemment associés à un contexte de tumeur mammaire, nous désirons évaluer

l’expression de Tal-l dans des cellules de cancers du sein en culture. Enfin, nous voulons

confirmer l’interaction entre ERI3 et Tal-l suggérée par les essais de criblage.

Les méthodes choisies pour mener à bien ces expériences impliquent des essais luciférase,

utilisant le gène rapporteur de la luciférase dans des cellules en culture n’exprimant pas de

façon endogène ER, ni Tal-l. L’utilisation de ce gène rapporteur permettra de mesurer

l’activité transcriptionnelle d’ER sur un ERE en présence ou en absence de Tal-1. De plus,

des expériences de RT-PCR (reverse transcription — polymerase chain reaction) seront

effectuées afin de déterminer s’il y a expression de Tal-l dans des lignées cellulaires de

cancers du sein. Des essais de type ‘coprécipitation avec protéine couplée à la GST’ et de

double hybride seront utilisés afin de confirmer l’interaction entre ER et Tal-l.

Finalement, nous désirons développer une lignée exprimant de façon endogène ERI3 par

transfection stable et sélection avec antibiotique afin d’évaluer ultérieurement l’impact de

Tal-l sur l’expression de gènes cibles d’ER.



2 MATÉRIEL ET MÉTHODES
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2.1 VECTEURS D’EXPRESSION

Le plasmide d’expression du récepteur des estrogènes murin mERf3 (pCMX-mERf3-549) a

été construit en introduisant un fragment en 5’ du gène mERf3 à l’aide des sites Sal]-BstEII

(GenBank accession number AF067422) dans le vecteur pCMX-mERf3 (de 485 résidus) de

2.1 kb décrit antérieurement (126). Ce fragment allonge le cadre de lecture ouvert du gène

mERf3 de 64 acides aminés placés en N-terminal, ce qui l’amène à 549 résidus. Le gène de

mERI3 de 549 résidus se retrouve donc bordé des sites de restrictions SalI et EcoRi dans le

vecteur pCMX.

Le vecteur d’expression du mutant de délétion pCMX-ABC3 (résidus 1- 244) a été obtenu

par digestion enzymatique avec 5maI suivi d’une auto-ligation. Le vecteur d’expression du

mutant de délétion pCMX-CDEf f3 (résidus 164-549) a été construit en amplifiant par

méthode PCR la région comprenant les domaines C à F du récepteur puis inséré dans le

vecteur pCMX avec les enzymes SalI et EcoRL

Le vecteur d’expression GEX-2T-ABCf3 a été créé par digestion enzymatique de pCMX

ABCf3 avec SalI et EcoRJ et insertion dans le vecteur GEX-2T par les mêmes enzymes. Le

plasmide d’expression de pCMX-Gal-ERf3 a été créé en insérant le domaine de liaison de

Gal obtenu par amplification PCR dans le vecteur pCMX, puis nous avons inséré ERf3

avec les enzymes SalI et EcoRi.

Les mutations ponctuelles des résidus sérines pour le vecteur pCMX-mERf3 ont été

générées par mutagénèse via la méthode PCR en utilisant la polymérase Ffti (Stratagene).

Le vecteur d’expression pCMX-YFP-mERf3 a été créé en excisant la séquence de 549

acides aminés du plasmide d’expression pCMX-mERf3 par les enzymes de restriction SalI

et EcoRi, puis cette séquence a été insérée dans le vecteur pCMX-YFP par les mêmes

enzymes de restriction.

Le vecteur d’expression pCMX-mERŒ a été produit en liguant le fragment de 1.9 Kb

limité aux extrémités par les sites de digestion NaeI-EcoRJ de mERŒ dans les sites

adéquats du vecteur d’expression eucaryote pCMX. Le gène rapporteur vitA2-ERE-TKLuc

a été obtenu en effectuant la ligation de l’oligonucléotide vitA2-ERE dans le vecteur

pGL3-Tkluc digéré avec les enzymes de restriction SalI et BamHI.
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Le plasmide d’expression pCMX-hTal-l a été obtenu en sous-clonant le produit PCR

obtenu à partir de RT de cellules Jurkat. L’insertion du fragment s’est faite par les enzymes

de restriction SalI et EcoRi. Cette construction a été séquencée et correspond à la séquence

disponible pour hTal-1 sur GenBank (accession number NM003189). Le plasmide

d’expression pCMX-CFP-hlal-1 a été obtenu en excisant la séquence de hTal-1 de

pCMX-hTal- 1 par les enzymes de restriction Sali et EcoRI et en insérant ce fragment dans

le vecteur pCMX-CfP avec les mêmes enzymes de restriction.

Le plasmide d’expression pCMX-VPI6-hTal-l a été créé de la même façon que pCMX

CFP-hTal-1. Le vecteur d’expression pCMX-VP16-Tall-Cterm est obtenu en amplifiant

par méthode PCR la région C-terminale de l’ADNc de taÏ-1 et en la sous-clonant dans le

vecteur pCMX-VPY6 avec les enzymes SalI et EcoRJ. Le vecteur d’expression pCMX

VP16-Tall-Nterm est obtenu en excisant la région C-terminale du vecteur pCMX-VP16-

hTal-l avec les enzymes 5maI et NheJ. Les vecteurs d’expression pCMX-RasVl2, pCMX

Mekkl, pCMX-Erkl et CMX-VP16 sont décrits dans les références (37;224).

2.2 CULTURE CELLULAIRE, TRANSFECTION D’ADN ET ESSAIS

LUCIFÉRASE

Les cellules ont été cultivées dans des pétris de 100 mm (Corning Incorporated) et

incubées dans un milieu humidifié à 37°C contenant 5% de C07. Les cellules HEK 293-T

sont maintenues dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

supplémenté avec 5% de sérum foetal bovin (FBS) (Gibco), alors que les cellules Hs-578t

et MCf-7 sont maintenues dans le même milieu mais supplémenté de 10% de FB$. Les

cellules MDA-MB-46$ et Jurkat sont maintenues dans du milieu RPMI 1640 (Roswell

Park Memorial Institute 1640 medium) supplémenté avec 10% de fBS. Pour les

expériences d’essais luciférase, les cellules sont transférées dans du milieu DMEM en

absence de rouge de phénol, avec 5% de FBS prétraité avec du charbon activé pour

minimiser les effets estrogéniques du milieu de culture complet. À 50-60% de confluence

cellulaire, les cellules sont transfectées avec 1,5 jig d’ADN total incluant 500 ng du

plasmide rapporteur ERE-tkluc, 100 ng de vecteur d’expression de ER, 100 ng ou 300 ng

dc hTal-1 et 200 ng des vecteurs d’expression de RasVl2, Mekkl ou Erkl par la méthode

de précipitation de l’ADN au phosphate-calcium (225). Cinq à six heures après la
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transfection, le milieu DMEM est remplacé par du milieu frais contenant 10 nM de 17f3-

estradiol (Sigma). Après 16 heures, les cellules sont recueillies et lysées avec 1% Triton X-

100. L’essai luciférase est alors réalisé pour déterminer les niveaux d’activité de la

luciférase par l’addition de son substrat, la D(-)Luciférine (Roche) et l’activité est mesurée

à l’aide d’un luminomètre (Wallac). Les valeurs de luciférase, réalisées en duplicata et

reproduites pour au moins un nombre n=2 ou n=3 d’expériences, sont ensuite normalisées

avec l’activité de la f3-galactosidase et exprimées en unités relatives de luciférase (RLU).

Les RLU sont converties en niveau d’activité en corrigeant les RLU des cellules traitées

avec les RLU des cellules non-traitées en fixant leur niveau d’activation à 1.0.

2.3 EXTRACTION D’ARN, TRAITEMENT À LA DNASE, RT-PCR

Les cellules MCF-7, Jurkat et MDA-MB-468 sont transférées dans des plaques à 6 puits

(Corning) dans le milieu DMEM / RPMI respectivement, sans phénol rouge. Le réactif

TRIzol (Invitrogen) est utilisé pour lyser les cellules après que le milieu de traitement ait

été retiré et l’extraction de l’ARE total se fait selon le protocole proposé par la compagnie.

Un traitement à la DNase (Ambion) est effectué sur l’ARN total pour éliminer toute trace

contaminante d’ADN génomique. Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant 15

minutes à 10 000 g et l’ARN est conservé pour la transcription inverse (RT). Pour cette

réaction, le kit RevertAidTM H Minus first Strand cDNA Synthesis (Fermentas) est utilisé,

avec les amorces d’oligo (dT)18 fournis, sur 200 ng d’ARN total. Les étapes suggérées par

le fabriquant pour poursuivre avec une réaction de polymérisation en chaîne (PCR) ont été

suivies.

Les réactions de PCR ont été effectuées dans un volume final de 25 tl en utilisant 1/10 de

la réaction de RT, lU de Taq polymérase (Invitrogen), 1.5 mM de MgCl2, 0,5 mM de

dATP, dTTP, dCTP et dGTP (Invitrogen), 0,5 pmol/pi de chaque amorce nucléotidique

ainsi que du tampon de réaction à 1X final par réaction. Les amorces nucléotidiques

(A1phaDNA) ont été conçues à partir des séquences d’ADNc humaines obtenues dans

GenBank pour les différents gènes d’intérêt, afin d’amplifier des fragments autour de 100

paires de bases. Les paires d’amorces utilisées sont les suivantes hlal-l 5’

GGATGCCTTCCCTATGTTCACC 3’ et 5’ GATACGCCGCACAACTTTGG 3’; hERf3
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5’ GCTTTGGTTTGGGTGATTGCC 3’ et 5’ TCCAGCAGCAGGTCATACACTG 3’;

hGAPDH 5’ CCATGGAG AAGGCTGGGG 3’ et 5’ CAAAGTTGTCATGGATGACC 3’.

La température d’hybridation est de 55°C pour les deux combinaisons d’amorces. La

durée des étapes de dénaturation, d’hybridation et d’élongation est de 30 secondes, pour 30

cycles.

2.4 MICROSCOPIE À FLUORESCENCE

Les cellules HEK 293-T sont transférées dans des plaques de 6 puits (Coming) puis

transfectées tel que décrit ci-dessus (section 2.2) avec les plasmides d’expression pCMX

YfPmERI3 et/ou pCMX-CFP-liTai- I. Le milieu est changé après six heures et les cellules

sont laissées à l’incubateur pour 16 heures. Les cellules sont lavées avec du PBS et fixées

avec du 4% formaldéhyde (15 minutes) à température de la pièce. Les cellules sont

rapidement rincées avec du PBS et 300nM de DAPI est ajouté par puits et laissé une à cinq

minutes, suivi de trois lavages de cinq minutes avec du PBS. Les cellules sont ensuite

visualisées au microscope (Nikon) en utilisant des longueurs d’onde d’excitation de 430

nm et 500 nm, ce qui résulte en des longueurs d’onde d’émission de 475 et 540 nm pour le

CFP et le YFP respectivement.

2.5 DOUBLE HYBRiDE

Les cellules HEK-293 sont cotransfectées dans des plaques de 24 puits (Coming) avec 500

ng du vecteur d’expression du gène rapporteur de la luciférase couplé au domaine de liaison

de Gal, 100 ng de vecteur d’expression pCMX-Gal-ER3 ou pCMX-Gal-ERŒ, 100 ng de

pCMX-VP16-hTal-l sauvage, de pCMX-VP16-Tall-Cterm ou de pCMX-VP16-tall-

Nterm, et 200 ng des vecteurs d’expression de Mekkl et Erkl par la méthode de

précipitation de l’ADN au phosphate-calcium (225). Après la transfection, les cellules sont

traitées, incubées, lysées et l’activité luciférase est mesurée tel que décrit à la section 2.2
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2.6 COPRÉCIPITATION DE PROTÉINE COUPLÉE À LA GST (PULL DOWN)

Des protéines de fusion avec la portion N-terminale d’ERf3 (GST-ABCf3) sont

préalablement produites dans un système bactérien, isolées, puis purifiées. Les protéines

obtenues contiennent l’étiquette GST, qui a une grande affinité pour le glutathion lié aux

billes de Sépharose (Amersham). En mettant en contact les protéines de fusion et les billes

de Sépharose-giutathion une heure à 4°C, les protéines se retrouvent liées aux billes (via

l’interaction GST-giuthation), ce qui permet tout au long de l’expérience de suivre nos

protéines de fusion. Une phosphorylation in vitro de 30 minutes des protéines de fusion

liées aux billes est effectuée en utilisant la MAPK Erkl (BioLabs). Cette étape permet de

phosphoryler ERf3 et ainsi de le rendre dans une conformation active. Nous pouvons alors

comparer un ERI3 basal avec un ERI3 phosphorylé.

En parallèle, la traduction in vitro du vecteur d’expression pCMX-Tal-l est effectuée selon

les instructions du fournisseur (Promega, TNT coupied reticuiocyte lysate systems). La

protéine produite présente des méthionines marquées au 355 La protéine Tal-l marquée à la

radioactivité est ensuite mise en contact pendant 90 minutes avec les protéines de fusion

GST-A3Cf3 phosphorylées et liées aux billes. Les extraits sont lavés et seuls les culots sont

conservés. Ces culots contiennent les billes de sépharose, liées aux protéines de fusion et,

s’il y a eu interaction entre ABCf3 et Tal-l, la protéine lai-1 marquée est également

présente dans le culot. Les protéines sont dénaturées en ajoutant du bleu de Laernmli et en

bouillant les échantillons. Les extraits cellulaires sont ensuite mis sur gel d’acrylamide

10%. Le gel est séché et exposé pendant trois jours. Le film est finalement développé et la

radioactivité qui a marquée le film correspond aux échantillons dans lesquels il y a eu

interaction entre ABCf3 et Tal- 1.

Dans le but d’évaluer le rôle relatif de certaines sérines situées sur l’AF-l de ERf3, nous

avons fait les mêmes essais mais en utilisant des protéines de fusion GST-ABCf3 dont

certaines sérines ont été substituées par des alanines. Ces mutants sont GST-ABCf3-

S94, 1 06A, GST-ABCf3-S94, 106,1 24A et GST-ABCJ3-S69,94, 106,124,1 54A, identifiés

ainsi selon la position des résidus sérines pour lesquels ils sont mutés.
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2.7 LIGNÉES STABLES

Les cellules de glande mammaire ER-négatives Hs-57$t sont maintenues dans du DMEM

(Sigma) supplémenté avec 10% de FBS (Gibco). Elles sont stablement cotransfectées avec

5 jig total d’ADN dans des plaques de 6 puits par la méthode de précipitation de l’ADN au

phosphate-calcium (225). Une quantité de 2,5 tg des vecteurs d’expression pCMX-mERf3,

pCMX-mERS94, I 06A ou pCMX-mERŒ est utilisée en combinaison avec 2,5 tg du

vecteur d’expression pcDNA3.lneo (contient la résistance à la néomycine). Le milieu de

transfection est remplacé après six heures par du milieu frais. Les cellules croissent pendant

4$ heures avant que la sélection à la néomycine commence. Le milieu des cellules est

changé tous les deux jours et une quantité de 0,5 mg de G418 (GIBCO) est utilisée.

Les cellules n’ayant pas incorporé le vecteur contenant la résistance meurent et les cellules

survivantes forment des îlots de cellules, ou foci. Un embout stérile de pipette est passé

dans ces foci et des puits contenant du milieu frais avec antibiotique sont inoculés. Les

cellules croissent jusqu’à une confluence de $0% et sont ensuite divisées pour être

congelées et testées. Des essais luciférase (section 2.2) sont effectués sur chaque clone afin

de vérifier l’activité en réponse au ligand estrogène, en comparant avec la lignée maternelle

ER-négative, révélant ainsi la réponse estrogénique de ces clones.



3 RÉSULTATS
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Notre récente identification de Tal-1 comme étant un partenaire d’interaction avec ERj3, qui

avait été suggéré par des études antérieures de criblage faites dans notre laboratoire, ceci

nous a amené à formuler l’hypothèse que Tal-l était impliqué dans la régulation

transcriptioimelle d’ER. Pour débuter, nous voulions trouver au moins un modèle

cellulaire pouvant exprimer les ER et Tal-l, de manière à démontrer qu’il était

physiologiquement possible qu’ils interagissent ensemble.

Étant donné l’implication des ER dans le cancer du sein, nous avons voulu déterminer si

Tal-l était exprimé dans des cellules de cancers du sein en culture. L’ARN total de cellules

MCF-7 et de cellules MDA-MB-46$ a donc été extrait par la méthode de TRizol dans le

but d’effectuer des analyses de type RT-PCR sur ces extraits. Les cellules MCF-7 sont des

cellules de cancers du sein qui expriment de façon endogène les deux isoformes des ER.

Les cellules MDA-MB-46$ sont des cellules mammaires métastasiques exprimant

également de façon endogène les ER. L’ARN de cellules Jurkat (cellules provenant de la

maladie T-ALL) a également été extrait, afin de servir de contrôle positif pour la protéine

Tal-1, puisque notre laboratoire a cloné le gène Tal-l à partir d’extraits d’ARN messagers

de ces cellules.

Comme attendu, la figure 5 montre que l’ARNm de ta!-] est présent dans les cellules

Jurkat, alors que ERf3 est exprimé dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-468. Il est

intéressant de voir que l’ARNm de ta!-] est présent dans les deux lignées cellulaires de

cancers du sein, suggérant qu’il est physiologiquement possible que la protéine Tal-1 puisse

interagir avec les ER dans ces types cellulaires. De plus, la présence de Tal-l n’avait pas

été rapportée à ce jour dans des cellules du sein, encore moins dans des cellules de cancers

du sein. Ces résultats amènent une piste intéressante à savoir qu’elle pourrait être

l’implication de Tal-l dans ces tissus. On remarque toutefois la présence de bandes

additionnelles pour les amorces Tal-1 sur les extraits de cellules MCf-7 et Jurkat. Il est

improbable que les bandes plus basses correspondent à l’amplification de formes mineures

de Tal-1 (37-41 kD), puisse que les amorces laI-l utilisées s’apparient dans une petite

région au centre de la séquence, qui n’est pas située dans la région où l’épissage alternatif

au niveau de l’ARN peut amener des variations dans la séquence. Donc même si ces autres

formes sont présentes dans la population d’ARN de départ, reconnues et amplifiées, nous

obtenons une seule bande pour ces différentes versions à 105 pb. Concernant la forme



54

tronquée de lai-l, de 22 kD, rappelons qu’elle est obtenue par traduction débutant à un 2e

codon de départ à partir de la séquence complète de Tal-Y, et non pas par épissage

alternatif. Ainsi, cette forme n’apparaît que suite à la traduction, qui se trouve en aval de

l’analyse de type PCR. Ce n’est donc pas cette isoforme qui peut causer les bandes

additionnelles. Il est plutôt possible que ces bandes soient dues à un appariement des

amorces avec du matériel non-spécifique, ce qui concorderait avec le fait que cette bande

additionnelle ne soit pas retrouvée chez tous les types cellulaires utilisés.

Pour pouvoir interagir ensemble, il est vraisemblable que Tal- Y et ERf3 doivent avoir la

même localisation cellulaire. Pour vérifier la localisation cellulaire de ces protéines, des

cellules HEK-293 ont été transfectées avec pCMX-YFP-ER, pCMX-CFP-lal-Y ou bien

avec les deux. Le milieu est changé après six heures puis les cellules croissent pendant 16

heures, pour être finalement fixées. Les cellules sont observées au microscope optique.

La figure 6 montre que la localisation subcellulaire de lai-1 est nucléaire. La

sublocalisation cellulaire d’ER3 est également nucléaire. La cotransfection des protéines ne

semble pas influencer la localisation cellulaire de lai-Y ni de ERf3, tel que montré dans la

colonne ‘merge’ pour la troisième ligne de la figure 6. Nous avons également traité les

cellules avec 10 nM de Y7f3-Estradiol (E2) pendant 16 heures et/ou cotransfectées les

cellules avec le mutant constitutif de l’oncogène ras, soit RasVl2. La quatrième ligne de la

figure 6 montre que le traitement à l’estrogène n’influence pas la localisation cellulaire de

Tal-l, ni de ERF3, lorsque les cellules sont cotransfectées avec les deux plasmides

d’expression. La cotransfection avec RasVY2 n’a pas non plus d’impact sur la localisation

des protéines, tout comme le traitement à l’estrogène cumulé à la cotransfection avec

RasVY2 (figure 6, lignes 5 et 6). Ceci suggère que même activé par l’estrogène et/ou

RasVY2, ERf3 reste nucléaire, comme attendu par la littérature. La protéine lai-1 elle aussi

ne voit pas sa localisation cellulaire influencée par la présence d’ERE3, activé ou non, ce qui

était prévisible puisqu’il s’agit d’un facteur de transcription. La confirmation de la

localisation nucléaire d’ER et laI-1 permet de dire qu’il est physiologiquement possible

que ces protéines interagissent ensemble puisqu’elles sont retrouvées dans le même

compartiment cellulaire.
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figure 5: L’ARNm de Tal-1 est exprimé dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-46$.

Analyses de type RT-PCR pour évaltier l’expression de Tal-l et ERf3 dans les cellules MCf-7, MDA-MB-468

et Jtirkat. L’ARN total des cellules a été extrait et les RT-PCR ont été fait avec les amorces spécifiques atix

séquences d’ADNc humaines. Montrés sur ce gel d’électrophorèse 10111 de produit PCR avec les amorces

hTal-l (ligne du haut), avec les amorces hERf3 (milieu), ou avec les amorces GAPDH (ligne du bas) utilisé à

titre de contrôle positif. Les produits PCR ont tous migrés à la hauteur attendue selon les amorces utilisées,

soit 105 pb pour hTal-l et 100 pb pour hER3.

Étant donné que Tal-1 et ER3 sont coexprimés dans un même type cellulaire et qu’ils

présentent une colocalisation cellulaire, nous avons évalué l’impact de Tal-l sur l’activité

transcriptionnelle d’ERf3. Pour ce faire, des essais luciférase ont été effectués dans des

cellules HEK-293. Les cellules MCF-7 et MDA-MB-468 expriment les deux isoformes du

récepteur, ce qui ne permet pas de mesurer l’effet de Tal-l sur l’activité transcriptioimelle

d’une isoforme des ER en particulier, c’est pourquoi les cellules HEK-293 ont été utilisées

parce qu’elles n’expriment aucun des ER, ni Tal-1, de façon endogène. Ainsi, en

transfectant transitoirement ces cellules avec le plasmide d’expression de l’isoforme de ER

désirée, il nous est possible de distinguer l’effet de Tal-l sur cette isoforme. Cette activité

transcriptionnelle est mesurée via la cotransfection des cellules HEK-293 avec le vecteur du

gène rapporteur de la luciférase couplé à un ERE. Ainsi, lorsque le récepteur lie son ERE, il

active la transcription de la luciférase. En ajoutant un substrat de la luciférase aux extraits

cellulaires, il est possible de mesurer l’activité de la luciférase et, par conséquent, l’activité

transcriptionnelle d’ER.

Les cellules HEK-293 ont été cotransfectées ou non avec deux concentrations de Tal- 1, tel

que représenté à la figure 7, pour évaluer l’effet de sa présence sur l’activité
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transcriptionnelle de ERf3. Les résultats obtenus à la figure 7A montrent que Tal- 1 n’a pas

vraiment d’effet sur l’activité transcriptioimelle basale d’ER.

En plus de regarder l’effet de TaÏ-1 sur l’activité basale d’ERf3, nous avons voulu évaluer

son impact sur la réponse du récepteur à son ligand. Pour ce faire, les cellules ont été

traitées 16 heures avec 10 nM de 17f3-Estradiol (E2). La figure 7A montre qu’ER3 est

activable par la liaison de son ligand, comme attendu. De plus, Tal-1 semble capable

d’inhiber la réponse hormonale du récepteur. Cette inhibition semble être dose-dépendante,

tel que démontré via l’utilisation de deux concentrations croissantes de Tal-l. Ces résultats

suggèrent donc que Tal-1 inhibe l’activité AF-2 dépendante d’ER. Par contre, cette

inhibition n’est que partielle puisque Tal-1 ne réussit pas à ramener le niveau d’activation

d’ER en présence de son ligand à un niveau près du niveau d’activité basal. En effet, même

si Tal-l diminue la réponse d’ERf3 à son ligand, il ne réussit pas à abolir complètement

cette activation.

Comme mentionné précédemment, les ER peuvent être activés par la liaison de leur ligand,

mais également suite à des phosphorylations venant des MAPK au niveau de leur domaine

AF-1. Nous avons donc voulu évaluer l’impact de Tal-l sur la réponse de ERf3 à la

signalisation des MAPK. Pour ce faire, nous avons cotransfecté les cellules avec le

plasmide d’expression du mutant constitutif de l’oncogène Ras, soit RasVl2. Ce mutant

constitutif permet de déclencher la cascade de la voie de signalisation des MAPK, qui mène

à la phosphorylation d’ERf3 sur des sites présents dans sa région AF-1 en N-terminal du

récepteur. La figure 7A montre que l’activation du récepteur induite par la signalisation de

RasVl2 est elle aussi inhibée par l’expression de Tal-1. Par contre, une relation dose-

dépendante de peut pas vraiment être assumée ici, puisque la plus petite concentration de

Tal-1 suffit à couper la réponse de ER. Cette inhibition semble être plus complète que

partielle, étant donné que la présence de Tal-1 ramène ERE3 à un niveau d’activation basal

en présence de RasVl2. Il est intéressant de noter que Tal-1 semble donc être capable

d’influencer les deux mécanismes d’activation d’ERf3, soit celui par la liaison de

l’estrogène, impliquant le domaine AF-2 du récepteur, et le mécanisme impliquant la

phosphorylation de sites du domaine AF- 1 du récepteur.
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figure 6 La localisation cellulaire de Tal-1 et ERf3 est nucléaire.

Observation au microscope optique de la fluorescence de TaI-1 et ERf3. La première colonne est observée

avec un filtre pour la longueur d’onde de l’étiquette YFP. La seconde colonne est visualisée à l’aide d’un

filtre ajusté pour la longtieur d’onde de l’étiquette CfP. La troisième colonne, ‘merge’, est obtenue en

superposant les detix premières colonnes. La coloration jaune indique ttne localisation des protéines ati même

endroit. La dernière colonne est obtenue avec un filtre UV qui détecte le DAPI utilisé lors de la fixation des

cellules. Cette molécule est localisée dans le noyau et sert de repère visuel pour situer le noyau dans la cellule

observée au microscope.
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Figure 7 : Tal-1 inhibe la réponse au ligand d’ER3 et d’ERa, mais inhibe aussi la réponse

d’ERg à la signalisation induite par RasVl2

A. Les cellules HEK-293 ont été cotransfectées transitoirement avec le vecteur du gène rapporteur ERE-Tk

luc, le plasmide d’expression du gène ER et avec ou sans les plasmides d’expression de Tal-l et de RasVl2.

Les cellules sont transfectées pendant six heures et traitées ou non avec 10 nM de 17 J3-estradiol (E2). Deux

concentrations de Tal-1 sont utilisées, soit 100 ng (+), représentant un rapport ER:Ta1-l de 1:1, et 300 ng

(++), représentant tin rapport ERf3:Tal-l de 1:3. B. Les cellules HEK-293 sont cotransfectées comme en A

sauf que le plasmide d’expression d’ERŒ est utilisé à la place d’ERf3. Les valeurs de luciférase ont été

normalisées à partir de l’activité de la 3-galactosidase, puis exprimées en niveau d’activation.
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Les deux isoformes des ERs ont une forte homologie pour leur domaine AF-2, impliqué

dans l’activation hormonale. Puisque l’expression de lai-Y semble inhiber la réponse au

ligand d’ERI3, nous avons voulu vérifier s’il était capable du même effet pour ERa. La

figure 7B montre que Tal-Ï est capable d’inhiber de façon partielle la réponse hormonale

d’ERa. Par contre, cette inhibition n’est pas dose-dépendante et ceci diffère des résultats

obtenus à la figure 7A, où lai-1 inhibait de façon dose-dépendante la réponse hormonale

d’ER. De plus, comme on sait que l’homologie entre ERa et ER au niveau de leur

domaine AF-1 est très faible, nous avons voulu évaluer l’impact de Tal-l sur la réponse

d’ERa à la signalisation induite par RasVl2. Les résultats présentés à la figure 7B

montrent qu’ERa n’a pas de réponse significative à la signalisation induite par RasVl2.

Ces observations sont différentes de celles obtenues avec ERJ3, où Tal-l inhibait

complètement la réponse d’ER à la signalisation induite par RasVl2. La signalisation de

l’oncogène Ras mène à la phosphorylation des deux isoformes de ER (section 1.2.3.2),

mais les résultats présentés à la figure 7 sont des mesures de l’activité transcriptionnelle

des ER et non la phosphorylation de ceux-ci. Donc, malgré la signalisation induite par

RasVl2, il n’y a pas d’augmentation significative de l’activité transcriptioirnelle d’ERa

(figure 7B). L’expression de Tal-1 dans ce cas ne vient pas moduler l’activité

transcriptionnelle de l’isoforme ci, ni de façon positive, ni de façon négative. Il y a donc des

différences au niveau de la régulation de chacune des isoformes d’ER par l’expression de

lai-l.

Afin de déterminer si les effets de Tal-1 sur ERf3 sont AF-1-dépendants ou AF-2-

dépendants, nous avons utilisé des constructions tronquées d’ERf3. La figure 8A illustre la

structure de ces constructions. La construction ABCf3 est obtenue en excisant les domaines

D, E et f, ce qui a pour conséquence d’enlever le domaine de liaison au ligand. Cette

construction n’a donc plus la capacité de répondre à l’estrogène. Par contre, la région N

terminale du récepteur est conservée, de sorte que l’activation d’ABCf3 peut se faire via la

phosphorylation de sites sur son domaine Af-1.

L’autre construction tronquée du récepteur, CDEFI3, conserve la région C-terminale, les

domaines A et B ayant été excisés. À l’opposé de la construction ABCI3, la version CDEFf3

du récepteur a la capacité de répondre à l’estrogène, puisque son domaine de liaison au

Yigand est intact. Par contre, cette construction ne peut pas être la cible de phosphorylations
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menées sur des sites en N-terminal, puisque cette section est absente du récepteur. Le but

visé par l’utilisation de ces constructions est de déterminer si les effets inhibiteurs de Tal-1

sur ERf3, tels qu’observés à la figure 7A, requièrent la région N-terminale ou C-terminale.

Les résultats obtenus à la figure 8B nous indiquent que la construction ABCf3 voit son

activité transcriptionnelle augmentée suite à la cotransfection des cellules HEK-293 avec le

plasmide d’expression de RasVl2. Cette augmentation est toutefois plus forte qu’avec le

récepteur sauvage (figure 7A). La présence de Tal- 1 amène une inhibition de l’activation

d’ABCf3 par RasVl2. Si ces résultats sont comparés à l’inhibition d’ERI3 sauvage par Tal-l

en présence de RasVl2, il est possible de dénoter que l’inhibition d’ER par Tal-1 n’est pas

complète lorsque les domaines D, E et F du récepteur sont absents. Toutefois, il est possible

que ce qui semble une moins bonne inhibition de ABCf3 par Tal-1 soit dû à l’activation plus

importante de cette construction par RasV 12 par rapport à ERJ3 complet.

Par la suite, nous avons évalué l’effet de Tal-1 sur la réponse hormonale de la construction

CDEF3 (figure 8C). Tel que prévu, cette construction est capable de répondre à l’estrogène

de façon comparable au récepteur complet. Puis, l’expression de Tal-l résulte en une

inhibition de la réponse hormonale. Celle inhibition est aussi comparable à celle observée

sur Je récepteur complet (figure 7A). Il semble donc que l’absence des domaines A et B du

récepteurs n’altère pas la capacité de Tal-1 à inhiber la réponse au ligand. Les résultats

obtenus suite à l’utilisation des constructions tronquées d’ERf3 nous amènent à suggérer

que Tal-l nécessite le domaine N-terminal pour inhiber l’activation du récepteur par

RasVl2, comme il nécessite le domaine C-terminal pour inhiber la réponse hormonale.

Suite aux résultats obtenus précédemment, nous avons voulu confirmer les études

antérieures de criblage afin de valider une interaction entre Tal-1 et ERf3. Ces études

avaient été effectuées avec une construction tronquée d’ERf3, soit ABCf3. Nous avons

commencé par déterminer s’il y avait une interaction entre Tal-l et ERf3 en utilisant la

méthode de ‘pull down’. Des constructions de protéines de fusion ont été utilisées, et ces

protéines ont été préalablement produites en les faisant exprimer dans des systèmes

bactériens. Ces constructions couplent l’étiquette GST à la région N-terminale d’ERf3 ou de

différents mutants d’ERp. Ces mutants sont ABCI3-S94,106A, ABCI3-S94,106,124A et

ABCf3-S69,94,106,124,154A, identifiés ainsi à cause des résidus sérine substitués en
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résidus alanine qu’ils contiennent respectivement. Sachant que plusieurs de ces sites de

phosphorylation présents sur l’AF-l d’ER sont impliqués dans la liaison de protéines

corégulatrices, nous avons également phosphorylé in vitro le récepteur tronqué sauvage ou

les mutants en utilisant la MAPK Erkl, dans le but d’évaluer s’il y avait des différences de

recrutement de Tal-l selon l’état de phosphorylation d’ER.

La figure 9 montre les résultats obtenus suite à ces expériences. Il est possible de constater

la présence de deux rangées de bandes d’interaction, une à 42 kD et une autre un peu plus

bas. Il est envisageable que la rangée plus basse corresponde à une isoforme de Tal-l plus

courte (-.37-40 kD) et due à un épissage alternatif du gène ta!-], qui mène à l’obtention des

isoformes de 42 kD et 22 kD en majorité, mais qui peut également doirner des versions

légèrement plus courtes que ces isoformes majoritaires, tel qu’expliqué à la section 1.3.4.

Une interaction avec le récepteur tronqué est visible lorsque le récepteur est dans un état

basal, non activé. Par contre, en activant le récepteur via la phosphorylation par Erkl, nous

observons une forte augmentation de l’interaction entre ABCf3 et lai-1. Il semble donc que

ces observations confirment les études de criblage stipulant que Tal-1 peut interagir avec

ABCr3. Ensuite, nous avons utilisé les constructions ABCf3 dont certaines sérines avaient

été mutées de façon à les rendre non-phosphorylables. II est intéressant de remarquer que

lorsque le récepteur ne peut être phosphorylé sur ces différentes sérines, l’interaction avec

Tal-1 demeure beaucoup moins forte comparativement à lorsque le récepteur est activé par

Erkl, en particulier lorsque les sérines 94 et 106 sont substituées. Néanmoins, Tal-1 est

capable d’interagir avec les mutants, ce qui suggère que Tal-1 est capable d’interagir avec

le récepteur non-phosphorylé, mais que l’activation du récepteur par Erkl favorise

fortement le recrutement de Tal-1 à ABC.

Pour approfondir l’implication des sérines 94 et 106 dans la relation entre Tal-1 et ERf3,

nous avons utilisé le plasmide d’expression du mutant ponctuel pCMX-ER3S94,106A pour

des essais luciférase. La sérine 106 est connue comme impliquée dans l’activation d’ERJ3

par les MAPK et le recrutement de coactivateur (37). Les MAPK peuvent par contre cibler

d’autres sites, par exemple la sérine 124. Ceci explique pourquoi à la figure 10 le mutant

ERS94,106A est quand même un activé par RasVl2, quoique cette activation soit moins

importante que celle normalement observée sur ER sauvage (figure 7A). Le mutant

ERf3S94,106A peut répondre au ligand, puisque le domaine AF-2 n’est pas modifié. Les
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résultats obtenus à la figure 10 démontrent que Tal-l est capable d’inhiber la réponse au

ligand, tel qu’attendu puisqu’il inhibait la réponse hormonale d’ERf3 sauvage. Pour la

réponse à la signalisation induite par RasVl2, il est possible de noter une diminution pour

ce mutant ponctuel, mais celle-ci reflète probablement la diminution de l’activité basale par

l’expression de Tal-1. En effet, en comparant les niveaux d’activation de ce mutant avec

ceux observés avec le récepteur sauvage, on trouve que le mutant est déficient à répondre à

RasVl2 puisque le niveau d’activité passe de 3 fois à environ 1,4 fois. Néanmoins, le fait

que Tal-l réussisse à inhiber l’activité basale de ce mutant ponctuel suggère que la présence

des sérines 94 et 106 n’est pas nécessaire à l’action répressive de Tal-1 sur l’activité

transcriptionnelle d’ER.

Connaissant un peu mieux l’implication des différentes régions d’ERF3 dans sa relation avec

Tal- 1, nous avons voulu déterminer quelles composantes de Tal- 1 étaient nécessaires pour

son recrutement à ER. À cet effet, nous avons construit des versions tronquées de Tal-l,

soit de la région N-terminale par digestion avec les enzymes de restriction adéquates et de

la région C-terminale par amplification PCR (figure 11). Il est à noter que les sérines aux

positions S122 et S172, démontrées comme des cibles phosphorylables par Erkl et AMPc

respectivement (161;166;167), ne sont présentes que dans la version sauvage de Tal-1, elles

ne sont donc pas incluses dans la version N-tenninale, ni dans la version C-terminale. Nous

avons évalué l’interaction entre ER et les formes de Tal-l dans un contexte cellulaire, soit

en utilisant la méthode de double hybride dans des cellules HEK-293. Les constructions de

Tal-1 ont été sous clonées dans le vecteur d’expression pCMX-VPÏ6. La séquence d’ERI3 a

été sous clonées dans le vecteur d’expression pCMX-Gal. En cotransfectant les cellules

HEK-293 avec ces constructions et avec le vecteur d’expression du gène rapporteur de la

luciférase couplé à l’élément de réponse de Gal, soit UAS, la force d’interaction entre les

deux protéines peut être mesurée par des essais luciférase.

La protéine de fusion Gal-ERJ3 seule a la capacité de lier l’élément de réponse UA$ et

d’induire la transcription du gène de la luciférase. Par contre, s’il y a interaction avec la

protéine de fusion VP16-Tall ou VP16-Tal-1-Cterm ou VP16-Tall-Nterm, les protéines

Gal et VP16 seront à proximité, ce qui aura pour effet d’augmenter l’activité

transcriptionnelle de Gal. Concrètement, une augmentation de l’activité transcriptionnelle
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de Gal résulte en une interaction avec la protéine VP 16 conséquente à une interaction entre

les protéines ERf3 et Tal- 1.

De plus, rappelons que nous avions constaté à la figure 9 que l’activation d’ERI3 par la

phosphorylation induite in vitro par Erkl augmentait l’interaction entre ABC-ER et Tal-1.

Afin de mieux comprendre les conditions qui régulent l’interaction entre ERf3 et Tal-1,

nous avons observé les effets de l’activation du récepteur par la liaison au ligand seule ou

en combinaison à l’activation de la voie Erkl sur le recrutement de Tal-1 à ERI3. Ainsi, les

cellules HEK-293 ont été cotransfectées avec les plasmides d’expression des protéines de

fusion décrites plus haut et l’élément de réponse UAS couplé au gène rapporteur de la

luciférase, en ajoutant ou non les plasmides d’expression pCMX-Mekkl et pCMX-Erkl. Le

plasmide d’expression pCMX-Mekkl est utilisé afin de rendre Erkl actif et ainsi de

permettre l’activation de l’AF-l de ERI3. Les résultats de ces expériences de double hybride

sont montrés à la figure 12. L’activité transcriptioimelle de la protéine de fusion Gal-ER

est favorisée via l’activation par le ligand seul, ou en combinaison avec l’activation par la

voie de Erkl, ce qui valide la protéine de fusion puisqu’elle est fonctionnelle. Lorsque les

cellules HEK-293 sont cotransfectées avec le plasmide d’expression de la protéine de

fusion VP16-Tal-1, l’activité basale de transcription est augmentée, suggérant qu’il y a

interaction entre ERI3 et Tal-l sauvage même lorsque le récepteur est dans un état basal

non-activé. Ce résultat confirme ce qui avait été obtenu par les essais de ‘pull down’ entre

ABCf3 et Tal-1 (figure 9). De façon intéressante, l’activation du récepteur par la liaison au

ligand augmente significativement l’interaction entre ERf3 et Tal-1. Donc un état activé du

récepteur par liaison au ligand serait plus favorable au recrutement de Tal- 1.

Aussi, en combinant le traitement à l’estrogène et l’activation du récepteur par Erkl, cette

interaction est encore plus favorisée qu’avec le ligand seul. Il semble que la double

activation du récepteur amène un recrutement favorisé de Tal- 1, suggérant que ce dernier a

une plus forte affinité lorsqu’ERf3 est dans une conformation active. Un autre point à

soulever est que la phosphorylation de Erkl peut également affecter Tal-1, au niveau de son

résidu S 122, en comparaison avec les essais de ‘pull down’ effectués, où seul ERf3 était

phosphorylé par Erk. L’augmentation de l’interaction est favorisée par l’état activé d’ERf3,

mais possiblement aussi par l’état activé de Tal-1, puisqu’il peut lui aussi être phosphorylé

et activé par Erkl.
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Figure 8: Les effets de Tal-1 sur ERf3 sont AF-1-dépendant et AF-2-dépendant

A. Représentation schématique des constructions tronquées d’ERf3. pCMX-ABCf3 a été créé par une digestion

du vecteur sauvage avec les enzymes de restriction appropriées suivie d’une auto-ligation du vecteur. Le

vecteur pCMX-CDEf f3 a été obtenu par la génération de fragments par PCR. B. Les cellules HEK-293 ont été

cotransfectées transitoirement avec le vecteur du gène rapporteur ERE-Tk-luc, le plasmide d’expression

pCMX-ABCf3 et avec ou sans les plasmides d’expression de Tal-l et de RasVl2. C. Les cellules HEK-293

ont été cotransfectées transitoirement avec le vecteur du gène rapporteur ERE-Tk-luc, le plasmide

d’expression pCMX-CDEf f3 et avec ou sans le plasmide d’expression de Tal-1. Les cellules sont transfectées

pendant six heures et ensuite traitées ou non avec 10 nM de 17 f3-estradiol (E2) pendant 16 heures. Les

valeurs de luciférase ont été normalisées à partir de l’activité de la f3-galactosidase, puis exprimées en niveau

d’activation.
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ABC3 ABCf3 ABC ABCf3
S94,106A S94,106, S69,94,106,
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Figure 9 : Tal-1 interagit avec la région N-terminale d’ERI3 lorsque le récepteur n’est pas

activé, cette interaction étant favorisée lorsque le récepteur est phosphorylé par Erkl.

Essais de pull down’ déterminant l’interaction in vitro de Tal-1 et ERp. Des protéines de fusion sont

produites afin d’obtenir la région N-terminale de ER couplée à un étiquette GST. Différents mutants pour

différents sites de phosphorylation de ABCI3 sont fusionnés à la GST. Ces protéines de fusion sont

phosphorylées dans une réaction in vitro de 30 minutes impliquant la MAPK Erkl. La protéine Tal-l est

obtenue par traduction in vitro dans des érythrocytes et est marquée au par incorporation dans les

méthionines de la protéine lors de sa production. Les deux protéines d’intérêt sont mises en contact puis les

extraits sont lavés, dénaturés et la moitié (l5jiL) est mise sur gel d’acrylarnide. Ces gels sont exposés afin de

capter le signal du 35S. Le premier puit à gauche correspond à 51.iL d’input de Tal-l marqué. Le second puit

sert de contrôle négatif puisque Tal-l a été mis en contact avec la protéine/étiquette GST seule.

Pour partiellement répondre à cette observation, nous avons utilisé les versions tronquées

de Tal-l. Il semble que ni la version N-terminale, ni la version C-terminale n’ait la capacité

d’interagir avec ER3. Le fait que le domaine bHLH soit présent sur la version C-terminale

et qu’il n’y ait aucune interaction suggère que ce motif est peut-être important pour

l’interaction, mais qu’il n’est pas suffisant pour que celle-ci soit possible. D’une façon

similaire, rien dans la version N-terminale n’est suffisant pour que Tal- 1 soit recruté à ERf3.

Le fait d’avoir un récepteur activé par l’estrogène ou doublement activé par l’estrogène et

Erkl ne permet pas une interaction avec ces formes tronquées de Tal-1. Ceci nous porte à

vouloir déterminer ce qui manque dans ces versions pour qu’il y ait interaction. Trois

éléments peuvent être impliqués, soit le domaine riche en prolines, la sérine 122 et la sérine

172. Ces éléments sont tous uniquement retrouvés sur Tal-l sauvage et sont donc des sujets

déterminants pour l’interaction. C’est probablement l’absence d’un ou de plusieurs de ces
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éléments qui rend l’interaction entre ERf3 et les formes tronquées de Ta!- 1 (constructions

N-terminale ou C-terminale) impossible.

Figure 10 La mutation des sérines 94 et 106 sur le domaine AF-1 n’affecte pas la capacité de

Tal-1 à inhiber la réponse hormonale d’ERj3.

Les cellules HEK-293 sont cotransfectées transitoirernent avec le vecteur du gène rapporteur ERE-Tk-luc, le

plasmide d’expression du gène ERS94,l06A (muté pour les sérines 94 et 106) et avec ou sans le plasmide

d’expression de Tal-1 et de RasVl2. Les cellules sont transfectées pendant six heures et ensuite traitées ou

non avec 10 nM de 17 f3-estradiol (E2) pendant 16 heures. Deux concentrations de Tal-l sont utilisées, soit

lOOng (+), représentant un rapport ERI3:Tal-l de 1:1, et 300 ng (++), représentant un rapport ERI3:Tal-l de

1:3. Les valeurs de luciférase ont été normalisées à partir de l’activité de la -galactosidase, puis exprimées en

niveau d’activation.

ER S94,106A
2,5

2

o
• 1,5

CG

D
CG
G)
>

z

0,5

D-

• E2

D RasVl2

Fi0H Ï
hTaI-1

+

hTaI-1
++



67

ÇEZj_

czzz:

ail — ZZZZ)

Figure 11 Représentation schématique des constructions tronquées de liTai-1.

La construction N-terminale a été obtenue par digestion enzymatique de pCMX-Tal-1, puis remplissage avec

fragments Klenow et ligalion. La construction C-terminale a été obtenue par la génération de fragment PCR.

La protéine tronquée C-term débute à un codon de départ présent au 176e acide aminé de la séquence de Tal-J

sativage.

GaI-ERI3

ïÛ
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figure 12 L’interaction entre Tal-1 et ERf3 est favorisée par le traitement à l’estrogène seul

et en combinaison avec la cotransfection des cellules avec Mekkl et Erkl.

Expériences de double hybride. Des cellules HEK-293 sont cotransfectées avec les plasmides d’expression

pCMX-Gal-ERf3 et pCMX-VP16-Tal-1 ou pCMX-VP16-Tall-N-terrn ou pCMX-VP] 6-Tall-Cterm. Les

celltiles sont cotransfectées ou non avec les plasmides d’expression pCMX-Mekkl et pCMX-Erkl. Les

cellules sont transfectées pendant six heures et ensuite traitées oti non avec 10 nM de 17 f3-estradiol (F2)

pendant 16 heures. Les valeurs de luciférase ont été normalisées à partir de l’activité de la f3-galactosidase,

puis exprimées en niveau d’activation.
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Figure 13 : L’interaction entre Tal-1 et ERa est favorisée par le traitement à l’estrogène seul

et en combinaison avec la cotransfection des cellules avec Mekkl et Erkl, mais est moins forte

qu’entre Tal-1 et ER.

Expériences de double hybride. Des cellules HEK-293 sont cotransfectées avec les plasmides d’expression

pCMX-Gal-ERu et pCMX-VP16-Tal-l ou pCMX-VP16-Tall-N-terrn ou pCMX-VPI 6-Tall-Cterrn. Les

cellules sont cotransfectées ou non avec les plasmides d’expression pCMX-Mekkl et pCMX-Erkl. Les

cellules sont transfectées pendant six heures et ensuite traitées ou non avec lOnM de 17 -estradiol (E2)

pendant 16 heures. Les valeurs de luciférase ont été normalisées à partir de l’activité de la -galactosidase,

puis exprimées en niveau d’activation.

Comme nous avions observés des différences dans la régulation d’ERa par lai-l en

comparaison à ERI3 (figure 7), nous avons voulu déterminer si l’interaction entre ERŒ et

lal-1 pouvait elle aussi être différemment influencée. Des essais de double hybride ont

donc été effectués selon les mêmes conditions utilisées avec pCMX-Gal-ER, mais en

utilisant le plasmide d’expression pCMX-Gal-ERa. La figure 13 met en évidence les

observations recueillies. Tout d’abord, la protéine de fusion Gal-ERŒ répond à l’activation

par la liaison au ligand, validant cette construction. Par contre, l’activation par Erkl ne

semble pas affecter de façon significative la réponse hormonale d’ERa. La cotransfection

des cellules HEK-293 avec le plasmide d’expression pCMX-VP16-lal-l a pour effet

d’augmenter l’activité transcriptionnelle basale, ce qui suggère une interaction entre ERŒ et

Tal-l. Cependant l’amplitude de l’interaction entre ERI3 et Tal-l apparaît plus importante

que celle avec ERŒ (figures 12 et 13).
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Le traitement à l’estrogène ne semble pas augmenter le recrutement de Tal-1 à ERa, ce qui

diffère des observations obtenues avec ERf3. Le traitement à l’estrogène combiné à

l’activation de Erkl ne semble pas non plus influencer l’interaction de façon significative.

La légère augmentation observée dans ce cas par rapport à ERa seul peut être attribuable à

l’augmentation du recrutement de Tal-l à ERa dans un état basal non-activé. Ainsi, même

si le ERa est activé, que ce soit via son AF-2 ou via les deux AFs, l’interaction avec Tal-1

ne semble pas être améliorée comparativement à lorsque le récepteur est dans un état

inactif Il existe donc des différences importantes dans la modulation de l’interaction entre

les isoformes d’ER et Tal-l. Ces différences pourraient être expliquées par des différences

structurales entre ces deux isoformes, notamment dans le domaine AF- I, ce qui supporterait

une différence d’affinité de Tal-l pour chacune des isoformes.

Avec les résultats obtenus sur la régulation d’ERI3 par Tal-Ï et la modulation de leur

interaction, nous nous sommes interrogés à savoir quels étaient les impacts biologiques de

cette interaction. Plus précisément, nous voulions évaluer l’effet de cette interaction sur la

transcription de gènes cibles d’ERf3. Afin de répondre à cette question, nous avons généré

une lignée cellulaire exprimant ERf3 de façon stable, pour pouvoir évaluer l’impact de la

présence de Tal-1 sur les gènes cibles de cette isoforme. Les modèles cellulaires

présentement disponibles, tels que les MCF-7 ou les MDA-MB-468, expriment de façon

endogène les deux isoformes de ER, rendant impossible la distinction des effets dus à une

ou l’autre des isoformes. Nous avons choisi d’utiliser des cellules Hs-578t de glande

mammaire saine qui n’expriment aucune des isoformes des ERs, mais qui par contre

expriment Tal- I de façon endogène (résultat non présenté). Ce modèle nous fournit donc un

environnement cellulaire intéressant puisqu’il permet de mettre nos résultats obtenus

jusqu’ici en contexte avec la coexpression d’ER3 et Tal-l observée dans les cellules de

cancers du sein MCf-7 et MDA-MB-46$. Les cellules Hs-57$t ont donc été cotransfectées

avec le plasmide d’expression pCMX-ER et le plasmide d’expression pcDNA3.lneo

contenant la résistance à la néomycine. Une sélection à été faite de manière à isoler les

clones possédant la résistance à l’antibiotique. En parallèle, des cellules ont été transfectées

stablement avec les plasmides d’expression pCMX-ERa ou pCMX-ERS94,lO6A toujours

en combinaison avec pcDNA3.lneo. La lignée cellulaire stable pour ERa sera utilisée à des

fins de comparaison pour discerner les effets de chacune des isoformes d’ER. De plus, le

mutant ERS94,1O6A est utilisé dans l’intention d’évaluer l’importance des sérines 94 et
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106 sur la régulation d’ERf3 par Tal-1, sur leur interaction et sur l’implication de ces résidus

dans la régulation de la transcription des gènes cibles.

La figure 14 montre les activités transcriptionnelles de certains clones obtenus à ce jour qui

sont en cours de validation. Ces résultats proviennent d’essais luciférase effectués sur

différents clones Hs-57$t sélectionnés pour leur expression d’ER, ERa ou ERJ3S94,106A.

Ces clones ont été transfectés transitoirement avec le vecteur d’expression du gène

rapporteur de la luciférase couplé à un élément de réponse ERE. Les cellules ont été

transfectées pendant six heures et ensuite traitées ou non à l’estrogène pendant 16 heures.

L’observation d’une activité transcriptionnelle basale plus élevée que celle retrouvée dans

des cellules Hs-57$t contrôles suggère l’expression d’ER dans ces cellules. De plus,

l’augmentation de l’activation transcriptionnelle suite au traitement à l’estrogène démontre

qu’il y a une réponse hormonale et que le récepteur exprimé stablement est fonctionnel.

D’autres étapes de validation de ces clones sont prévues, telle que la validation de la

présence de l’ARNm de ER dans ces clones par expériences de type RT-PCR, ainsi que la

vérification de la présence de la protéine ER par immunobuvardage de type western sur des

extraits cellulaires de ces clones. Une fois que ces clones seront validés, des expériences de

RT-PCR sont envisagées afin de déterminer les effets de la relation entre ERf3 et Tal- 1

présentée dans ce travail sur les gènes cibles et les fonctions physiologiques d’ERf3.
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figure 14: Réponse à l’hormone estrogène de plusieurs clones de cellules Hs-57$t exprimant

stablement ER3, ERŒ ou ER3 S94,106A.

Essais luciférase. Les cellules Hs578t de transfectants stables isolés suite à une sélection à la néornycine et

exprimant ERf3 (A), ERŒ (B) ou le mutant FR13 S94,106A (C), sont transfectées avec le vecteur d’expression

du gène rapporteur de la luciférine couplé à un ERE. Les cellules sont transfectées pendant six heures et

ensuite traitées ou non avec lOnM de 17 f3-estradiol (F2) pendant 16 heures. Les valeurs de luciférase ont été

nonrialisées à partir de l’activité de la J3-galactosidase, puis exprimées en niveau d’activation.
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4 DISCUSSION
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Au cours de cette étude, nous voulions déterminer l’impact du facteur de transcription Tal-1

sur l’activation d’ERI3 par ses deux domaines d’activation, soit la réponse de l’Af-2 à la

liaison du ligand et la réponse de l’AF-l à l’activation des MAPK. Des études de criblage

effectuées au laboratoire avaient mis en évidence une interaction entre la protéine Tal-1 et

la région N-terminale d’ER.

Il y a très peu d’études qui portent sur la possibilité d’une interaction entre ER et Tal-1,

ainsi que sur l’impact biologique de celle-ci. D’un point de vue fonctionnel, les ERs et Tal

1 semblent avoir des rôles opposés au sein de l’hématopoïèse. En effet, les ERs sont

capables d’arrêter ou de retarder la différenciation érythroïde, si leurs niveaux d’expression

le permettent (212). Il semble que ce soit surtout leur surexpression qui mène à ce résultat.

De plus, l’activation d’ER par son ligand inhibe l’expression de plusieurs gènes

normalement induits lors des stades tardifs de différenciation. De son côté, Tal-1 est un

acteur nécessaire et crucial dans la différenciation définitive des précurseurs

hématopoïétiques pour former les différentes lignées cellulaires hématopoïétiques. Ainsi,

alors qu’ER retarde ou arrête la différenciation hématopoïétique s’il est suffisamment

exprimé, Tal-1 la favorise, ce qui suggère des fonctions physiologiques respectives

opposées dans l’hématopoïèse.

Toutefois, ces études se rapportent à un contexte hématopoïétique. L’étude présentée dans

ce travail révèle la coexpression d’ERE3 et de lai-1 dans des lignées de tumeurs du sein

(figure 5). À ce jour, l’expression de lai-1 n’avait pas été étudiée dans le tissu mammaire

(129). La présence de Tal-1 dans ces lignées mammaires cancéreuses soulève des questions

concernant son implication dans ces tissus. Au laboratoire, nous avons récemment observé

l’expression de Tal-1 dans une lignée de cellules de glande mammaire saine, soit les Hs

578t. Il serait nécessaire de vérifier dans le tissu mammaire sain si les niveaux d’expression

de lai-1 sont différents de ceux retrouvés dans les lignées de cancers du sein MCF-7 et

MDA-MB-46$. De cette façon, nous pourrions déterminer si l’expression de Tal-1 dans les

lignées de cancers du sein est due à son expression normale dans ce tissu ou bien si cette

expression est dérégulée, entraînant des conséquences au niveau de la signalisation

intracellulaire.
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Les modèles cellulaires présentement disponibles de cellules cancéreuses du sein expriment

généralement les deux isoformes d’ER. Comme il en a été question dans ce travail, des

différences structurales entre les deux isoformes suggèrent des mécanismes de régulation

différents. Ainsi, comme nous voulions déterminer l’effet de Tal-1 sur chacune des

isoformes, nous nous sommes tournés vers un modèle cellulaire n’exprimant aucune des

isofomies, soit la lignée HEK-293. Par des essais de cotransfection dans ces cellules, il

nous a été possible d’observer d’une manière spécifique les effets de Tal-l sur chacune des

j soformes.

Plus particulièrement, nous voulions évaluer l’effet de lai-1 sur les deux mécanismes

d’activation d’ERÇ3, soit la liaison à son ligand et la phosphoiylation de son Af-1. Plusieurs

voies de signalisation peuvent mener à l’activation des ERs en absence de leur ligand. Ces

voies sont entre autres celles de P1-3KJAKI, des MAPKs, de p38, de la PKC et de la PKA.

En effet, il a été démontré que ces voies peuvent activer de façon ligand-indépendante les

ERs (226). L’action de ces voies sur les ERs se situe surtout au niveau de l’AF-l, où elles

permettent de phosphoryler les sérines des sites consensus, ce qui favorise l’interaction

avec des coactivateurs et ainsi l’activation de la transcription de gènes cibles (38). Afin

d’imiter ce mécanisme d’activation pour FR13, nous avons utilisé un mutant constitutif de

l’oncogène Ras, soit RasVl2, qui a la capacité d’activer la cascade de signalisation des

MAPK de façon constitutive, et ainsi permettre la phosphorylation de sites sur l’AF- I de

ER13 (37;77). Donc, en traitant les cellules avec le 17 Ç3-estradiol (E2) ou en les

cotransfectant avec RasVl2, il nous a été possible de favoriser respectivement l’activation

de l’AF-2 ou de l’Af-l d’ERf3.

Grâce aux essais luciférase effectués, nous avons pu détenriiner que l’expression de Tal-l

affecte la réponse hormonale d’ER13, mais également sa réponse au mutant constitutif

RasVl2 (figure 7A). Par ces expériences, nous avons démontré que lal-l a un effet sur

l’activité transcriptionnelle d’ER13 et que cet effet est de nature répressive. L’expression de

Tal-1 a la propriété d’inhiber les deux domaines d’activations d’ERf3, soit l’Af-l et l’AF

2. Cette habilité apparente à inhiber l’activation d’ERJ3 pour les deux fonctions activatrices

concernées (Af-l ou AF-2) suggère une interaction de lai-1 avec chacune des Afs. Dans

la littérature, des exemples appuient ce type de double mécanisme, où certaines protéines

corégulatrices connues pour interagir avec l’Af-2 des ERs sont également capables
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d’interagir avec l’AF-l et de permettre de réguler la transactivation de ce domaine. C’est

notamment le cas du coactivateur SRC-l, qui peut à la fois interagir avec le domaine C-

terminal et le domaine N-terminal du récepteur ERf3 (37;106;107). Suite à cette double

action, plusieurs groupes ont suggéré une fonction de pontage pour les Af s des ERs,

résultant en une activité transcriptionnelle du récepteur (37;106;107;227-229). Cette

coopération aurait la capacité d’augmenter le recrutement de protéines corégulatrices.

Afin d’éclaircir le mécanisme d’inhibition utilisé par Tal-1, nous avons voulu déterminer si

l’une des deux fonctions activatrices était nécessaire pour exercer ses effets sur ERf3 et si

nous étions en présence d’une coopération entre les AFs, permettant l’inhibition par Tal-1.

Des essais de luciférase impliquant des constructions tronquées d’ER3 ont permis

d’observer que l’inhibition de la réponse à la signalisation induite par RasVl2 requiert la

région AF-l et que l’inhibition de la réponse hormonale d’ERI3 par Tal-1 requiert l’AF-2

(figures 8B et XC). Ces différents résultats montrent que l’action de lai-1 sur ER3 est AF

1-dépendant et AF-2-dépendant. Ces observations appuient un modèle de mécanisme

d’inhibition mutuellement exclusif d’ERI3 par Tal-1, suggérant que Tal-l aurait la capacité

d’interagir avec le domaine N-terminal d’ERf3 et de l’inhiber, tout comme il pourrait

interagir avec le domaine C-terminal d’ERI3 et l’inhiber.

Étant donné les différences structurales entre les deux isoformes d’ER, nous avons voulu

savoir si les effets de Tal-Ï sur ER3 étaient comparables pour ERa. Des essais luciférase

nous ont permis de constater qu’il y a des différences entre la régulation des isoformes par

Tal-l (figure 7A et 7B). Tal-1 a la capacité d’inhiber la réponse hormonale des deux

isoformes, mais cette inhibition est plus importante avec ERE3 qu’avec ERa. Ceci suggère

une certaine spécificité d’action selon les isoformes. il est possible que la réponse au ligand

d’ERa soit moins affectée par Tal-1 à cause de différences structurales dans cette isoforme.

lai-1 semble incapable d’affecter la réponse d’ERa à l’activation de l’AF-l par RasVl2,

par opposition aux observations avec ER. Étant donné que les deux isoformes de ER n’ont

que 15% de similarité pour leur domaine Af-1, il est raisonnable de penser que le

mécanisme d’inhibition de Tal-1 sur l’AF- est plus efficace pour ERI3 parce qu’il implique

des sites particuliers à l’isoforme f3, et que l’absence de ces sites sur l’isoforme ci rend Tal-l

incapable d’exercer son inhibition sur cette région.
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Ayant déterminé que lai-1 inhibe la réponse hormonale et la réponse à l’activation par les

MAPK de ERf3, ce d’une façon particulière à cette isoforme, nous nous sommes intéressés

à savoir de quelle façon physique Tal-1 médiait ces effets. Comme l’étude initiale de

criblage a été effectuée avec la région N-terminale d’ERÇ3 comme appât, nous avons

confirmé ces résultats par des essais de type ‘pull down’ en utilisant le domaine N-terminai

d’ERf3. Plusieurs sites de phosphorylation sont situés sur ce domaine, dont certains sont

ciblés par la cascade de signalisation des MAPK. De plus, l’état phosphorylé de certains de

ces sites a été démontré comme étant important pour le recrutement de protéines

corégulatrices, notamment le coactivateur SRC- 1. En effet, ce dernier est plus fortement

recruté lorsque le domaine AF-1 de ERf3 est phosphorylé par les MAPK (37). Nous avons

voulu reproduire cet effet et déterminer si le recrutement de TaÏ-1 à ERf3 pouvait être

modulé par la phosphorylation de sites sur le domaine AF-1 du récepteur. Pour générer cet

état activé du récepteur, une phosphorylation in vitro a été effectuée via l’utilisation de la

MAPK Erkl, favorisant ainsi la phosphorylation de sites sur 1’AF- 1 d’ER. Afin d’évaluer

l’implication de certains sites de phosphorylation connus, quelques mutants ponctuels seuls

ou combinés ont été utilisés, soient ABCf3-S94,106A, ABCI3-S94,106,124A et ABCI3-

S69,94,106,124,154A. Les résidus sérines dans ces constructions sont rendus non

phosphorylables en les substituant par des résidus alanine.

Les résultats obtenus avec les essais ‘pull down’ confirment l’étude de criblage faite avec

ABCI3, soit qu’il y a recrutement de Tal-1 au domaine N-terminal de ERf3 (figure 9). De

plus, il est observé que la phosphorylation de l’AF-l d’ER par Erkl favorise l’interaction

entre ERf3 et lai-1. Tout comme d’autres protéines corégulatrices, telle que SRC-1, il

semble donc que l’activation du domaine AF-1 d’ER permette un meilleur recrutement de

lai-1. Cette augmentation du recrutement de Tal-l est perdue lorsque les sites de

phosphorylation S94 et S106 en particulier sont mutés. Par contre, l’interaction entre ER

et Tal-1 en absence de phosphorylation est tout de même possible. Ceci suggère que

l’activation du récepteur via la phosphorylation de son AF-1 par Erkl favorise fortement

l’interaction entre ERJ3 et Tal-1, mais que cette phosphorylation n’est pas nécessaire au

recrutement basal de lai-1 au domaine N-terminal d’ER.

Dans cette optique, nous avons examiné i’impiication potentielle des résidus S94 et $106

sur l’AF-l d’ERf3 dans le mécanisme d’inhibition de ce domaine par Tal-1, ces sites étant
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reconnus pour être ciblés par la signalisation des MAPK et ainsi favoriser le recrutement de

protéines corégulatrices à ERf3 (37;224). Par conséquent, nous avons utilisé une

construction d’ERj3 dont les sérines 94 et 106 ont été substituées par des résidus alanine

(S94,106A), les rendant non-phosphorylables. Des essais luciférase ont révélé qu’alors que

la réponse hormonale du mutant ERf3S94, 1 06A semble être inhibée par la présence de lai 1,

la réponse suite à l’activation par RasV12 est beaucoup moins affectée en comparaison

avec ERf3 sauvage (figures 7A et 10). Cette observation est sans doute attribuable à la

capacité plus faible du mutant S94,106A à répondre à l’activation des MAPK par RasVl2.

Cependant, la légère diminution de cette réponse suggère également un rôle potentiel

d’autres sites de régulation de l’activité AF-1. En réalité, les sérines 94 et 106 ne sont pas

les seules à être présentes sur ERf3 et à être ciblées par la cascade de signalisation des

MAPK. Ainsi, il est concevable que Tal-1 requière la présence de sites additionnels pour

pouvoir exercer ses effets sur ERJ3. L’utilisation d’autres mutants ponctuels seuls ou

combinés d’ERf3 permettraient de déterminer si ces autres sites sont importants pour les

effets médiés par Tal-1 sur ER.

Comme Tal- 1 interagit avec ER et par conséquent régule son activité transcriptionnelle,

nous avons étudié comment cette interaction était modulée. Nous avions déjà certaines

indications, suite aux essais de ‘pull down’, qui suggéraient qu’une conformation active de

ERF3 suite à l’activation par les MAPK était favorable au recrutement de lai-1. Nous avons

voulu transporter notre étude à un niveau cellulaire, via l’utilisation de cellules en culture et

d’essais de type double hybride. Par ces expériences d’interaction protéine-protéine, nous

avons voulu déterminer si une conformation active du récepteur suite à la liaison au ligand

pourrait aussi favoriser le recrutement de Tal-1, dans la mesure où le récepteur activé par

les MAPK recrutait davantage lai-1 lors des essais ‘pull down’.

Les résultats obtenus montrent qu’en effet, l’activation d’ER par la liaison de son ligand

naturel augmente son interaction avec lai-1 (figure 12). Ces résultats appuient notre

hypothèse qu’un récepteur activé est dans une conformation qui favorise le recrutement de

lai-1. Nous suggérons donc que l’activation du récepteur via la liaison de son ligand tout

comme via sa phosphorylation permet cette augmentation du recrutement de lai-1. De plus,

nous avons voulu évaluer si dans le cas du recrutement de lai-1 un effet additif était
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observable lorsque les deux Af s d’ERF3 étaient activées. En combinant le traitement à

l’estrogène et l’activation par Erki, nous obtenons une interaction encore plus forte que

lorsqu’une seule des fonctions activatrices est activée. Ceci suggère qu’une activation

additive s’opère entre les deux Afs de ERI3, comme certains groupes l’avaient

précédemment suggéré (37; 106; 107;227-229), favorisant davantage le recrutement de Tali.

Comme Tal-1 est une protéine qui possède plusieurs domaines fonctionnels, nous avons

conçu différentes constructions de Tal-1 dans le but de déterminer quels étaient les

domaines impliqués dans son recrutement par ER3. Ainsi, nous avons utilisé une

construction avec le domaine C-terminal, contenant le domaine bHLH, pour voir si ce

domaine est suffisant pour l’interaction entre ERI3 et Tal-i. Selon la littérature, le domaine

bHLH est souvent impliqué dans des interactions de type protéine-protéine. Différents

facteurs possédant des motifs bHLH conservés interagissent ensembles via ce domaine. De

plus, nous avons construit une protéine contenant seulement le domaine N-terminal de

Tal 1, afin de discriminer cette partie de Tal- 1.

Nos expériences de double hybride (figure 12) ont démontré que le domaine N-terminal de

lai-l n’est pas suffisant pour l’interaction entre ERf3 et Tal-1. Également, il semble que la

portion C-terminale de Tal-l soit elle aussi insuffisante pour permettre le recrutement de

Tal-1 à ER3, malgré la présence du domaine bHLH. Dans nos expériences, seule la

protéine Tal-i entière est capable d’interaction avec ERf3. Cependant, il est possible que le

domaine riche en proline ou que les sérines aux positions Si 22 et Si 72 identifiées en amont

de la région C-terminale de Tal-i soient importants pour le recrutement de Tal-i. Ainsi,

peut-être que Tal-i requiert ces composantes afin d’adopter une conformation adéquate

permettant l’interaction avec ERf3. Il serait nécessaire de générer une construction de lai-i

où le domaine riche en proline serait absent, dans le but de mieux évaluer l’implication de

ce domaine dans le recrutement de Tal- 1 par ERf3. Quant aux résidus sérines S122 et S 172,

ils pourraient permettre à Tal-i d’être activé par une signalisation des MAPKs ou de

l’AMPc. Ces sites peuvent être favorables ou nécessaires au recrutement de Tal-1 par ERf3.

Les résultats de la figure 12 suggèrent effectivement un rôle potentiel de ces deux résidus

en réponse à l’activation par les MAPKs qui semble donc intervenir dans le recrutement à

ERf3. Afin de discerner le rôle de ces sites de phosphorylation, des constructions mutées par

la technique de PCR pourraient être utilisées dans des études de double hybride avec ER.
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Ainsi, l’importance relative de ces sites pour le recrutement de lai-l pourrait être

déterminée.

À des fins de comparaison, le même type d’études double hybride a été fait avec ERa. Ces

essais nous ont permis de constater que même si l’interaction entre ERa et Tal-1 s’est

avérée possible, celle-ci n’est pas favorisée lorsque le récepteur est activé par la liaison à

son ligand, contrairement à ce qui est observé avec ER. De plus, le niveau d’activation

obtenu suite à la combinaison du traitement à l’estrogène avec l’activation par Erkl n’est

pas significativement affecté en présence de Tal-l. Il semble donc que l’activation de l’Af

1 et/ou de l’AF-2 d’ERci ne favorise pas un recrutement efficace de lai-l. Ceci constitue

une différence marquée entre les deux isoformes des ERs. Il est possible que lai-l

reconnaisse des sites communs sur les deux isoformes des ERs, mais que l’absence d’autres

sites importants sur l’isoforme ci l’empêche d’être recruté d’une façon plus importante.

Cette interaction basale et plus faible de Tal-l avec l’isoforme ci pourrait expliquer

pourquoi Tal-! semble avoir moins d’effet sur l’activité transcriptionnelle d’ERa par

rapport à ce qui est observé avec ERf3, comme l’ont montré nos essais de luciférase (figure

7). Les déterminants structuraux responsables de cette apparente différence dans l’habilité

d’ERci et ERJ3 à s’associer avec lai-l restent encore à être déterminés, mais avec la faible

homologie entre les deux récepteurs au niveau de l’Af-l, cette région est fortement

considérée pour moduler l’interaction avec lal-l.

Nous proposons donc un modèle où le facteur de transcription lal-l est associé à ERI3,

dans lequel cette association est favorisée lorsque le récepteur est dans un état activé, via

l’activation de son domaine AF-l ou de son domaine AF-2 (figure 15). Dans le cas où les

deux AFs sont activées, le recrutement de lal-l par ERJ3 est favorisé d’une façon additive,

probablement dû à la coopération des deux Af s. La conséquence du recrutement de lai-l

par ERf3 est une répression de la réponse hormonale du récepteur et de sa réponse à

l’activation de l’AF-l induite par la cascade de signalisation des MAPK. Il reste cependant

à élucider les détails mécanistiques de cette répression, afin de complémenter le modèle

d’interaction-régulation entre ERJ3 et lai-l décrit dans ce travail.

L’idée qu’un ER activé, donc avec une activité transcriptionnelle augmentée, favorise le

recrutement d’un corépresseur tel que lai-1, donc qui indirectement favorise une
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diminution de son activité transcriptionnelle, constitue une sorte de paradoxe. Cette

hypothèse pourrait être supportée par des études récentes de type ChIP

(immunoprécipitation de la chromatine) sur les stades de transcription d’ERŒ, qui ont

suggéré un modèle impliquant la notion de cycle transcriptionnel (230;23 1). En effet, selon

ce modèle, il semble exister une horloge transcriptionnelle constituée de trois cycles, soit

un non-productif et deux productifs. La séquence des protéines recrutées peut différer d’un

cycle à l’autre. À la fin de chaque cycle, il y a recrutement de complexes comprenant des

HDAC et des corépresseurs, dirigeant le récepteur vers la dégradation par le protéasome. Il

y aurait des variations subtiles dans les étapes menant à la transcription de différents gènes.

Ces vagues transcriptionnelles permettraient à la cellule de continuellement adapter le

niveau de transcription d’un gène en réponse à différentes situations et ce à travers la durée

de l’activation transcriptionnelle. En accord avec ce modèle, Tal-1 pourrait être recruté par

ERf3 à la fin d’un de ces cycles de transcription, même lorsque le récepteur est dans un état

d’activation transcriptionnelle, favorisant le passage au cycle de transcription suivant.



Figure 15 Modèle préliminaire de la relation entre ERf3 et Tal-1.

lai-l pounait interagir avec le domaine N-terminal et avec le domaine C-terminal d’ER dans un mode

mutuellement exclusif. Il interagit avec le récepteur lorsque celui-ci est inactif, mais n’inhibe pas l’activité

basale du récepteur. Le recrtitement de Tal-l est augmenté lorsque le récepteur est activé par la signalisation

des MAPK ou par la liaison à l’estrogène. Lorsque le récepteur est activé sur ses deux Afs, il y a un

recrutement additif de lai-l. Dans un état activé, ER voit sa réponse hormonale et sa réponse à la

signalisation des MAPK inhibées par la présence de Tai- t.
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4.1 PERPECTIVES

Étant donné le rôle majeur de lai-l dans i’hématopoïèse, son expression dans le tissu

mammaire tumoral est inattendue. Il serait intéressant de vérifier sa capacité à interagir

avec ses partenaires habituels, tels que les protéines-E, d’autres facteurs bHLH de classe A

ou les protéines LMO, afin de voir si les mécanismes d’action de lai-l normalement

retrouvés dans i’hématopoïèse sont également en cause dans le tissu mammaire tumoral.

Vu la nouveauté de la découverte de son expression dans ce tissu, ii est difficile d’en

déterminer l’impact biologique a priori. L’interaction de lai-l et ER ainsi que ses effets

sur l’activité transcriptionnelie d’ERf3 démontrés dans ce travail permettent de suggérer un

rôle potentiel pour lai-l dans les cellules de cancers du sein ER-positives, telles que les

MCF-7 et les MDA-MB-46$ celui d’inhiber l’activité transcriptionnelle d’ERf3.

Il existe plusieurs alternatives pour expliquer comment lai-l pourrait inhiber ERJ3, menant

à une répression de l’activité transcriptionnelie du récepteur. La liaison de lai-1 pourrait

masquer certains sites de reconnaissance de protéines coactivatrices sur ERf3, ne permettant

pas à ces protéines d’être recrutées à ER et de permettre une augmentation de l’activité

transcriptioirneile du récepteur. D’un autre côté, Tal-1 peut être impliqué dans le

recrutement de complexes de protéines corépressives, de sorte que son recrutement sur ERE3

mène à la répression de l’activité transcriptionnelie du récepteur par ces protéines. Dans un

cas ou dans l’autre, il serait intéressant de vérifier si lai-i est capable d’interagir avec

certaines de ces protéines corégulatrices, afin de valider ou d’infirmer un mécanisme

d’action possible impliquant le recrutement de complexes protéiques par Tal-1. Dans ce

but, des expériences d’immunoprécipitation de protéines permettraient de déterminer si

effectivement Tal-1 peut interagir avec certaines protéines corégulatrices.

Aussi, il se peut que le recrutement de lai-l induise une conformation du récepteur moins

favorable à son activation par le ligand ou par la phosphorylation. Afin de mieux examiner

cette option, il serait important de déterminer le ou les sites exacts d’interaction de lai-1

sur ERf3. Nous savons qu’il a la possibilité de lier la région N-terminale, comme nous

l’avons déterminé par les essais de ‘pull down’ (figure 9), mais il est fort probable qu’il

puisse également interagir avec le domaine C-terminai, comme l’ont suggéré nos essais

luciférase impliquant cette portion du récepteur (figure 8C). En sachant où peut se lier
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Tau, nous pourrions connaître quelle région est affectée par sa liaison et ainsi évaluer

l’effet du recrutement de Tal-1 sur la conformation du récepteur.

Il est également possible que les effets inhibiteurs de Tal- 1 impliquent la modulation de la

phosphorylation de l’Af-l d’ERf3. Nous avons vu que certains résidus sérines phosphorylés

sont favorables au recrutement de Tal-l à ERJ3 (figure 9). Une fois recruté, il est possible

que la présence de lai-1 régule la phosphorylation du récepteur, que ce soit par interaction

directe avec ces sites ou bien en empêchant certaines protéines effectrices, par exemple des

protéines de la voie des MAPK, de phosphoryler ces sites. En affectant la phosphorylation

de l’AF-l d’ERJ3, lai-l régulerait négativement l’activité transcriptioime]le du récepteur.

Afin d’évaluer cette hypothèse, une étude plus approfondie des sites de phosphorylation sur

l’AF-l d’ERf3 serait nécessaire. Par exemple, des essais luciférase avec des mutants de

substitution pourraient être effectués pour déterminer le rôle des sites ciblés dans la

modulation de l’activité transcriptioirnelle d’ERf3 par lai-l. Aussi, des essais de

phosphorylation in vitro avec ou sans la présence de Tal-1, en utilisant des anticorps

phosphospécifiques, permettraient d’évaluer l’état de phosphorylation du récepteur en

présence de Tal- I.

De plus, il serait important de déterminer les domaines de lai-1 essentiels à l’interaction

avec ERf3. Pour ce faire, différentes constructions de Tal-1 devront être réalisées,

comprenant ou non le domaine riche en proline et les sérines 122 et 172. Il serait intéressant

de muter ces sérines par méthode PCR afin d’apprécier l’importance relative de

phosphorylations sur ces sites dans le recrutement de Tal-l à ERJ3. Des expériences de

double hybride avec ces constructions permettraient de déterminer l’implication de ces

éléments dans le recrutement de lai-l à ERJ3.

Nos études ont porté sur un modèle de cellules de rein, les HEK-293. Étant donné que nous

avons trouvé la coexpression de lai-1 et d’ERp dans des cellules de cancers du sein, il

serait intéressant de transposer nos résultats dans un modèle cellulaire plus adéquat, dans le

but de déterminer l’importance biologique d’une telle observation. À cet effet, nous

sommes présentement en train de développer une lignée cellulaire exprimant déjà Tal-i de

façon endogène et dont des transfectants stables d’ERf3 sont en voie d’obtention. Le

développement de cette lignée servira à étudier la relation entre lai-1 et ERJ3 dans un



84

contexte de cellules mammaires et d’évaluer l’effet de cette interaction sur l’expression des

gènes cibles d’ER.

De plus, l’obtention de cette lignée nous permettra d’évaluer l’impact de Tat-1 sur les effets

prolifératifs normalement induits par ER. Des expériences de prolifération cellulaire en

utilisant l’essai MTT (incorporation de sels de Tetrazolium sur la lignée cellulaire Hs-57$t-

ERI3, en présence ou en absence de Tal-l, permettront de déterminer si les actions

répressives de Tal-l sur l’activité transcriptionnelle d’ERf3 affectent également les

fonctions physiologiques d’ERf3 sur le cycle cellulaire. Dans l’optique où Tal-l inhiberait

la prolifération cellulaire induite par ERf3, un rôle potentiel de TaÏ-l à titre de suppresseur

de tumeur pourrait être envisagé. En effet, si Tal-1 avait la capacité d’inhiber la

prolifération cellulaire induite par ERI3 dans des cellules saines, son expression dans des

cellulaires mammaires métastasiques telles que les MDA-MB-468 pourrait permettre la

répression de la prolifération des cellules cancéreuses et ainsi contrer en partie les effets

tumoraux d’ERJ3 dans ces tissus. Ceci constituerait une nouvelle fonction physiologique

pour Tal-l et pourrait ouvrir la porte au développement d’éventuelles cibles

pharmacologiques dans la lutte contre le cancer du sein.
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