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Résumé

La signalisation des récepteurs aux estrogénes, ERa et ERP, est largement impliquée
dans le développement, la croissance et la progression des cancers hormono-dépendants,
notamment le cancer des ovaires et le cancer du sein. Dans le cancer épithélial de I’ovaire, nous
avons identifié une boucle de régulation positive entre le récepteur des chimiokines CXCR7 et
le récepteur aux estrogénes ERa. D’abord, L expression de CXCR?7 et son ligand I-TAC est
régulée a la hausse dans les cellules cancéreuses ovariennes ER+, et cette régulation est médiée
par ERa et E2. L’analyse intégrative des données des genes TCGA pour le cancer épithélial
séreux de haut grade révele une corrélation positive entre I’expression de CXCR7 et ERa. De
plus, les essais d'immunoprécipitation de la chromatine et de luciférase démontrent que E2-ERa
se lie a un ERE situé dans le promoteur de CXCR?7 et active son expression. Ensuite, CXCR7 a
son tour régule ERa en augmentant son activité transcriptionnelle induite par E2 tout en
impliquant la pSer-118 de ERa. Des résultats préliminaires montrent que la phosphorylation de
la Ser-118 induite par E2 est amplifiée par CXCR7. En outre, le knock-down de CXCR7 altere
l'expression des marqueurs de transition €pithéliale-mésenchymateuse tels que E-cadhérine, N-
cadhérine et Snail, suggérant que la déplétion de CXCR7 pourrait réguler négativement les voies
de signalisation EMT induites par les estrogenes pendant la migration des cellules cancéreuses

ovariennes.

Dans le cancer du sein, nous avons identifi¢ un mécanisme par lequel I’isomérase Pinl
régule I’activité transcriptionnelle de ERB. Nous avons trouvé que ER phosphorylée constitue
un substrat pour Pinl. Dans ce contexte, Pinl interagit avec ER[ et cette interaction est

augmentée par E2. L’effet de cette interaction a pour conséquence d’augmenter 1’activité



transcriptionnelle de ERP, et ce, a travers la phosphorylation de la sérine-87 de ERP qui est
ciblée par ERK1/2. En outre, I’interaction de Pinl avec ERp favorise la stabilit¢ de ERp tout en

augmentant la migration des cellules cancéreuses mammaires induite par E2-ER.

Mots-clés : récepteurs aux estrogenes, ER, estrogénes, CXCR7, géne cible, activation, Pinl,

cancer du sein, cancer épithélial de I’ovaire



Abstract

Estrogen receptors signaling, ERa and ERp, is largely involved in the development,
growth and progression of hormone-dependent cancers, including ovarian and breast cancer. In
epithelial ovarian cancer, we identified a positive regulatory loop between the chemokine
receptor CXCR7 and ERa. First, the expression of CXCR7 and its ligand I-TAC is upregulated
in ovarian cancer cells ER + and this up-regulation is mediated by ERa and E2. Integrative
analysis of TCGA gene data for high grade serous epithelial carcinoma reveals a positive
correlation between CXCR7 and ERa expression. In addition, the chromatin
immunoprecipitation and luciferase assays demonstrate that E2-ERa binds to an ERE located in
the CXCR7 promoter and activates its expression. Next, CXCR7 in turn up-regulates ERa by
increasing its E2-induced transcription through phosphorylation of pSer-118 of ERa. The
phosphorylation of Ser-118 induced by E2 appears to be amplified by CXCR7. In addition,
knockdown of CXCR7 alters the expression of epithelial-mesenchymal transition markers such
as E-cadherin, N-cadherin, and Snail, suggesting that CXCR7 depletion might negatively

regulate estrogen-induced EMT signaling pathways during the migration of ovarian cancer cells.

In breast cancer, we have identified a mechanism by which Pinl isomerase regulates the
transcriptional activity of ERB. We found that phosphorylated ERP is a substrate for Pinl. In
this context, Pinl interacts with ERP and this interaction is increased by E2. The effect of this
interaction has the consequence of increasing the transcriptional activity of ERp, and this
through the phosphorylation of ERp serine-87 which is targeted by ERK1/2. In addition, the
interaction of Pinl with ER promotes the stability of ERP} while increasing the migration of

mammary cancer cells induced by E2-ER.



Keywords : estrogen receptors, ER, estrogen, CXCR7, target gene, activation, Pinl, breast

cancer, epithelial ovarian cancer
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Chapitre 1 : Introduction

1. Les estrogenes

Les estrogénes appartiennent a la grande famille des hormones stéroidiennes, ils sont
principalement responsables du développement du caractére sexuel féminin.
Physiologiquement, les estrogénes incluent I’estrone (E1), le 17B-estradiol (E2), et I’estriol (E3).
Les trois formes d’estrogéne sont produites a partir du cholestérol suite a des réactions en série.
E2 est I’estrogene le plus puissant durant la période de pré-ménopause dans la vie d’'une femme.
E1l joue un plus grand role aprés la ménopause, il est synthétis¢ dans le tissu adipeux par
aromatisation de la déhydroépiandrostérone (DHEA) surrénale. E3 est l'oestrogeéne le moins
puissant, il est formé a partir de E1 par I’entremise de la 16a-hydroxylation. Il joue un réle plus

important pendant la grossesse ou il est produit en grandes quantités par le placenta (1).

Avant la puberté et aprés la ménopause, la synthése des estrogénes se fait principalement
dans les tissus périphériques tels que les reins, les tissus adipeux, la peau et le cerveau.
L’estrogene synthétisé dans ces tissus agit localement afin de maintenir des fonctions tissulaires
spécifiques a chaque organe (2). Par exemple, au niveau de la peau, les estrogenes agissent en
accélérant la cicatrisation cutanée (3). Dans les reins, les estrogeénes sont habituellement
considérés comme étant rénoprotecteurs car non seulement ils agissent comme anti-
inflammatoires, mais aussi ils inhibent ’apoptose dans les cellules mésangiales (4, 5). Ces
différentes sources tissulaires des estrogénes jouent un role important apres la ménopause (6).
En plus de ces tissus, en age de procréer, la synthése des estrogénes se fait aussi par les ovaires,

le corps jaune et le placenta (7). Chez I’homme, les estrogénes sont produits par les testicules
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au niveau des cellules de Sertoli (8) qui sont les cellules somatiques du testicule, essentielles a

la formation des testicules et a la spermatogenése (9)

La production des estrogenes dans les ovaires commence par la syntheése de la
prégnénolone a partir du cholestérol. Cette réaction est catalysée par 1'enzyme de clivage de la
chaine latérale du cytochrome P450 (P450scc) (Figure 1). Ensuite, la prégnénolone est convertie
en progestérone a la fois dans les cellules de la théque et de granulosa par la 3-béta-
hydroxystéroide déshydrogénase (3f-HSD). La 33-HSD est une enzyme mitochondriale liée a
la membrane qui conduit a la formation de la progestérone a partir de la prégnénolone, et
d'androsténedione a partir de DHEA par la catalyse de la conversion de A5-33-hydroxystéroide
en A4-3B-cétostéroides (10). Par la suite, La progestérone est convertie en androgenes via la
17a-hydroxylase (P45017a) du cytochrome P450 et 1a 17-béta-hydroxystéroide déshydrogénase
(17B-HSD), et ce, dans les cellules de théques pendant la phase folliculaire. La distribution
tissulaire généralisée de l'activit¢ de la 17B-HSD chez I'homme joue un réle majeur dans
I'activation intracrine et l'inactivation des hormones sexuelles stéroidiennes, formées localement
a partir de la déhydroépiandrostérone circulante (DHEA) (11). Finalement, la conversion en E2
est catalysée par I'aromatase (P450Arom) dans les cellules granulosa (6). En fait, L.’aromatase
appartient a la superfamille du cytochrome P450. La P450Arom est largement exprimée dans
de nombreux sites: cerveau, gonades, vaisseaux sanguins, foie, os, peau, le tissu adipeux et
I'endométre (12). Alors que dans l'ovaire, ’aromatase n’est exprimée que dans les cellules de la
granulosa et de la lutéale, dans les gonades maéles, cette enzyme est largement exprimée dans
les testicules maintenant les niveaux ¢levés d'E2 nécessaires pour la spermiogenése normale, la

maturation des spermatozoides et la mobilité des spermatozoides (13).
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Figure 1. La synthése de I’estrogeéne dans les ovaires.

Ovulation

Durant la folliculogénese, les cellules thécales et granuleuses sont impliquées dans la synthése
des cestrogenes. Les cellules thécales ne peuvent produire de 1’estrogéne mais produisent des
androgenes; inversement, les cellules de granulosa ne peuvent produire les androgenes a partir
de la progestérone, mais peuvent convertir I'androgene en E2. Adapté de (6)

1.1. Les roles physiologiques des estrogénes

Etant la principale hormone sexuelle féminine, ’estrogéne est responsable du
développement et de la régulation du systeme reproducteur féminin et des caractéristiques
sexuelles secondaires. De plus, les estrogénes sont impliqués dans plusieurs aspects de la
physiologie humaine, notamment dans la croissance, le développement et la différenciation des
systémes reproducteurs males et femelles. Chez les femmes, ils stimulent la croissance et la

maturation des organes reproducteurs durant la puberté. Durant la grossesse, les estrogeénes
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stimulent la croissance de 'utérus et agissent sur le développement des glandes mammaires

(14). Chez les hommes, 1’estrogene est responsable de la maturation des spermatides (15).

Les estrogeénes agissent aussi sur le systéme cardiaque, ils ont des effets
cardioprotecteurs. Ils stimulent I’expression de 1’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS)
et la prostacycline dans les cellules endothéliales (17), ce qui induit une vasodilatation rapide et
de courte durée. En effet, la prostacycline (PGI2) qui est générée par la paroi vasculaire est un
puissant vasodilatateur (18) et I’acide nitrique synthétis¢ (NO) dans I’endothélium vasculaire
par eNOS, joue un réle crucial dans la régulation du tonus vasculaires et dans la dilatation de
tous les types de vaisseaux sanguins. Les LDL (low density lipoproteince) sont les principaux
transporteurs de cholestérol vers les cellules. Une accumulation extracellulaire de lipides dérivés
de LDL sous la forme de petites gouttelettes de lipides et de vésicules, peut conduire au
développement de Iésions athérosclérotiques dans l'intima artériel (19, 20). Chez les femmes
ménopausées qui suivent I’hormonothérapie, il a été observé que les estrogenes diminuent les

taux de LDL et c’est ce qui confére un réle anti-athérosclérotique des estrogénes (21).

Dans le systéme osseux, les estrogeénes protégent contre la résorption osseuse. Ils
inhibent les ostéoclastes, permettant de réduire les risques de fractures chez les femmes souffrant
d’ostéoporose (22). Chez les deux sexes, 1’cestrogeéne est responsable de la fermeture de la
plaque de croissance épiphysaire lors de la puberté (23). Le mécanisme cellulaire par lequel la
fermeture de la plaque épiphysaire se produit est basé sur la fusion épiphysaire qui surgit lorsque
le taux de prolifération des chondrocytes s’approche de zéro. Ce sont les estrogénes qui
provoquent cet épuisement prolifératif et la fusion épiohysaire (24). De plus, les estrogenes
agissent comme neuro-protecteurs en contribuant au remodelage synaptique et dendritique (25).

Au niveau du systéme nerveux, la propriété antioxphaydante des estrogenes réduit la génération
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des peptides f-amyloides impliqués dans la maladie d’Alzheimer (26). C’est pourquoi Mulnard
suggere que le risque de cette maladie chez les femmes post ménopausée serait relié a la chute

de production des estrogénes (27).

Etant donné que les estrogénes influencent de nombreux processus physiologiques chez
les mammiféres tel que la reproduction, la santé cardiovasculaire et l'intégrité osseuse, il ne
serait pas surprenant que les cestrogeénes soient ¢galement impliqués dans le développement ou
la progression de nombreuses pathologies, notamment les cancers du sein, de l'ovaire, du c6lon,
de la prostate et de I'endometre, 1'ostéoporose, les maladies neurodégénératives, les maladies
cardiovasculaires, la résistance a l'insuline et 'obésité. Dans la plupart de ces maladies,

l'estrogene exerce ses effets par l'intermédiaire des récepteurs aux estrogéne (28).

2. Les récepteurs aux estrogénes

La premiere découverte de récepteurs a estrogénes remonte aux travaux de Jensen dans
les années 50 (29, 30). Par la suite, trois formes de récepteurs aux estrogenes ont été identifiées,
soient ERa, ERP et GPER1/GPR-30 (G protein-coupled estrogen receptor) (31-34). Les trois
formes sont codées par différents geénes situés sur différents chromosomes. ERa est codé par le
gene ESRI situé sur le chromosome 6; ERP est codé¢ par le géne ESR2 situé sur le chromosome
14 (35); et GPER1/GPR-30 est codé par le géne GPER situé sur le chromosome 7 (36). Alors
que GPER1/GPR-30 est un récepteur membranaire couplé a la protéine, ERa et ERP sont des
facteurs de transcription appartenant a la grande famille des récepteurs nucléaires. Les trois
types de récepteurs jouent un role dans la modulation de la transcription des génes cibles
affectant une grande variété de réponses physiologiques dans divers organes, notamment les

seins, les ovaires, le ceeur, le cerveau, le foie. La transduction des signaux d’estrogéne par ERa
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et ERB déclenche des événements biologiques qui durent des heures ou mémes des jours, tandis
que GPER1/GPR-30 active la cascade de signalisation EGFR (Filardo et al., 2000) similaire a
celle des GPCR. Cette signalisation se produit en ordre de quelques secondes (37). En fait, cette
these, traitera principalement le role de ERa et ER les le cancer des ovaires et le cancer du sein.

C’est pourquoi GPR-30 ne sera pas discuté dans les sections suivantes.

2.1. Structure de ERa et ERB

Les ERs (Estrogen recpeptors) appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires
des hormones stéroidiennes. Les deux isoformes ERa et ERf sont des facteurs de transcription
nucléaires. Leurs structure est composée de 6 régions fonctionnelles soient A/B, C, D, E et F
(38). Partant du N-terminal vers le C-terminal, ces régions contiennent les domaines AF-1
(Activation Function 1), DBD (DNA binding domain), la région charni¢re, LBD (Ligand

Binding Domain) et AF-2 (Activation Function 2) (Figure 2).

DBD LED
M-ter AF-1 Charniére -ﬁ C-ter
% d'homologie 17% 97% 30% 55% 18%

Figure 2.  Structure des récepteurs aux estrogenes.

Les régions N-terminales et C-terminales des ERs (Estrogen Receptors) contiennent le domaine
AF-1 (Activation Function 1) et le LBD (Ligand Binding Domain) respectivement, la région
charniére se trouve dans le domaine D et enfin, la région E/F contient le domaine DBD (DNA
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binding domain) et aussi le domaine AF-2 (Activation Function 2). Le pourcentage d’homologie
dans chaque domaine entre les isoformes ERa et le REPB est représenté ainsi que le nombre
d’acides aminés. Adapté de (39)

2.1.1. Le domaine AF-1

Comme le montre la figure 2, ce domaine AF-1 se trouve en position N-terminale et
appartient a la région A/B. De plus, dans le domaines AF-1 se trouvent plusieurs acides aminés
qui sont des cibles de modifications post-transcriptionnelles telles que la phosphorylation (40).
AF-1 est impliqué dans ’activation du récepteur de fagon hormone-indépendante et c’est un
domaine qui est essentiel pour [D’interaction du récepteur avec les co-régulateurs
transcriptionnels qui peuvent étre co-activateurs ou corépresseurs favorisant ou inhibant
I’activité transcriptionnelle des récepteurs aux estrogeénes, respectivement (41). En solution
aqueuse, la région AF-1 est non structurée, c’est-a-dire que les séquences d'acides aminés
possédent une conformation intrinséquement désordonnée (42) et c’est la phosphorylation qui
donne une structure stable au domaine AF-1 (43). Un fait important & souligner qui est le
pourcentage d’homologie entre les deux isoformes. Avec seulement 17% d’homologie entres
les deux isoformes, AF-1 est la région la moins conservée entre les deux récepteurs, suggérant

que ERa et ERP peuvent transmettre les signaux par différentes voies intracellulaires (40).

2.1.2. Le domaine de liaison a ’ADN (DBD)

Ce domaine se trouve dans la région C (Figure 2), et il permet la liaison du récepteur a
I’ADN. Au niveau du DBD, on retrouve un motif appelé doigt de zinc. Ce motif est responsable
de la dimérisation du récepteur et de la reconnaissance d’une séquence palindromique d’ADN

appelée ERE (élément de réponse a I’estrogene) retrouvée dans les promoteurs des geénes cibles
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(Figure 3). Le domaine DBD est le plus conservé entre les récepteurs nucléaires avec 97%
d’homologie entre ERa et ERpP, ce qui permet aux deux isoformes de se lier sur la méme

séquence au niveau des génes cibles (44, 45).

AGGTCA [n] TGACCT

Hemi-site

Figure 3. Eléments de réponse aux estrogénes.

Orientation des ¢léments de réponse et les différentes configurations de dimérisations possibles
de ER. Les fleches indiquent 1’orientation du demi-site et [n] qui est de 3 pour les ERs,
représente de nombre d’acides aminés séparant les demi-sites.

2.1.3. La région charniére

La charniére est localisée dans le domaine D (Figure 2). C’est la structure flexible de
cette région qui facilite la dimérisation de ER, I’interaction de ER avec I’ADN et la coordination
entre les domaines AF (46) (Figure 3). Il a ét¢ démontré que la région charniére est responsable
de la transduction du signal et de la localisation nucléaire du récepteur. La région charniére est
joue un réle important dans la régulation des ERs. Cette régulation se traduit par la présence de

sites de phosphorylation, de sumoylation et d’ubiquitination qui peuvent étre impliqués dans
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I’activation transcriptionnelle et/ou la stabilité¢ du récepteur (47, 48) (49). La phosphorylation,
la sumoylation et I’'ubiquitanation sont des modifications post-traductionnelles qui consistent en
I’attachement covalent d’un groupe phosphate sur les acides aminés sérine, thréonine ou
tyrosine par une protéine kinase, 1’attachement covalent de polypeptides ubiquitines (50) et
I’attachement d’une molécule SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) sur des résidus lysines

spécifiques (51), respectivement.

2.1.4. Le domaine de liaison du ligand (LBD)

Le LBD se trouve dans les régions (E/F) (Figure 2) et contient le domaine d’activation
(AF-2). Ce domaine est caractérisé par I’existence de 1’hélice-o. H12 qui permet I’activation des
récepteurs de fagon ligand-dépendante. Dans ce cas, la liaison des estrogénes ou leurs agonistes,
induit un changement conformationnel dans le LBD qui positionne I’hélice-a H12 sur la cavité
liant le ligand. Cette position est une condition préalable a I’activation transcriptionnelle, car
elle permet de générer une surface propice pour les interactions avec les co-activateurs, SRC-1
(Steroid receptor coactivator-1) et PBP (Peroxisome proliferator-activated receptor binding
protein) (52), établissant une AF-2 dépendante du ligand (53). Inversement, les agonistes ne
permettent ce positionnement de I’hélice ce qui empéche la AF-2 de s’activer (54, 55). D’autre
part, le LBD interagit avec la protéine du choc thermique Hsp90. Cette dernicre est connue pour
réguler la transduction du signal par les récepteurs hormonaux stéroidiens et les protéines
kinases. Dans le cas des récepteurs aux estrogénes, Hsp90 s'associe aux récepteurs qui ne sont
pas liés aux ligands. A la liaison des ligands, Hsp90 se dissocie conduisant a la dimérisation du
récepteur, a l'interaction avec des co-activateurs et a la liaison a I'ADN (56). Finalement, le LBD

est impliqué dans I’homo et I’hétérodimérisation des ERs (Figure 3). Par ailleurs, AF-2 contrdle
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l'activité transcriptionnelle des ERs, mais avec 54% d’homologie dans ce domaine, les réponses
cellulaires ligand-dépendantes transmises par ERa et ERB peuvent étre différentes. C’est
pourquoi il y a une sélectivité dans 1’activité transcriptionnelle de certains génes cibles qui sont

induits ou ihnibé de fagon spécifique a chacun des deux isoformes ERa et ER (57).

2.1.1. Le domaine C-terminal

Le domaine C-terminal se trouve dans la région F. Son role est peu connu, mais des
¢tudes ont démontré que F est requis pour l’activation de ERo par le tamoxiféne, un
antioestrogéne non stéroidien (58). Le domaine C-terminal est aussi impliqué dans les
modifications requises pour permettre I’interaction entre les récepteurs et les co-régulateurs
(57). Entre ERa et ERf on retrouve seulement 18% d’homologie dans la région F (Figure 2).
ce qui suggere un contrdle sélectif dans 1’activité des récepteurs aux estrogeénes (58). Plusieurs
¢tudes supportent I’idée que le domaine F est en partie responsable des différences dans 'activité
biologique de ERa et ERP. En effet, sur un site AP-1, la déletion de la région F de ERp rend le
récepteur activé par le tmoxiféne et le raloxiféne comparataivement au ER de type sauvage qui
n’est activé que par le raloxiféne, un agoniste/antagoniste mixte de 1’estrogéne. D’autre part, la
suppression de F de ERa le rend activé par le raloxiféne tandisque ERa de type sauvage n’est
plus activé par le raloxiféne mais par E2 et le tamoxiféne. De plus, le clonage du domaine F de
ERa dans ER ne change pas I’affinit¢ de ERB a son ligand, alors que le clonage du domaine F
de ERP dans ERa ¢€limine 1’activation du récepteur par E2 (57). Les différences entre les
domaines F de ERa et ERP peuvent offrir des possibilités de contrdle sélectif de 1'activité de
chaque récepteur qui nous permettra de favoriser le recrutement d’un co-régulateurs en dépit

d’un autre dans un contexte hormonothérapeutique.
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2.2. Les Roles biologiques des ERs

Le role biologique que jouent les ERs dans 1’organisme dépend principalement de deux
facteurs, la distribution tissulaire des ERs et les différences structurelles entre les deux
isoformes. Chez les mammiferes, le niveau d’expression de ERa et ERp varie d’un organe a un
autre. Alors que certains organes démontrent une co-expression de ERa et ER, d’autres organes
n’expriment que I'un ou ’autre des deux isoformes (Figure 4). Il est également connu que
certains changements dues a la puberté, la période préménopause et en post-ménopause qui
affectant la production endogéne de I’estrogéne, peuvent influencer 1’expression tissu-
spécifique d’ERa et d’ERP (59). ERa et ERP ont des fonctions biologiques différentes qui sont
présentés dans les sections suivantes. Ces différences ont ét¢ démontrées par I'élimination de
I'expression de l'un ou l'autre isoforme, ce qui entraine des phénotypes distincts chez la souris.
Par ailleurs, l'analyse des roles de ERa et ERB en utilisant des modéles de souris KO (knock-

out) a démontré les différents impacts de la signalisation des ERs (60, 61).
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Figure 4. Distribution tissulaire de ER dans I’organisme.

Certains tissus co-expriment ERa et ER alors que d’autres se limitent a I’un ou I’autre des deux
isoformes. Adaptée de (62)

2.2.1. Role dans le systéme reproducteur

Dans le but d’évaluer le role physiologique de chacun des isoformes, des souris KO
(Knock-Out) en ERa ou ERp et des souris KO en ERa et ERP, ont été générées (63). Les
nombreuses expériences menées sur ces modeles, ont ¢lucidé la fonction des ERs dans des
conditions pathologiques spécifiques a l'absence d'expression des ERs (64, 65). Les souris

ERaKO males et femelles sont infertiles, tandis que la fertilité différe entre les souris ERBKO

27



selon le sexe. Les souris ERBKO femelles ont une fertilité réduite expliquée par une dysfonction
ovulatoire car ces souris présentent un phénotype de cellule granulosa associé a 'arrét partiel de
la folliculogenése ovarienne (66). En revanche, chez les souris males ERBKO, la fertilité reste
normale en raison d’une production suffisante de spermatozoides permettant le maintien de
fertilité .

L'infertilité¢ chez les souris femelles ERaKO est due a un défaut de réponse aux
estrogénes dans l'utérus (67). Les souris femelles ERaKO possédent un nombre réduit de
glandes dans I'endométre, alors que les souris ERBKO femelles ont des tissus utérins et vaginaux
normaux malgré leur fertilité réduite. Une autre raison de l'infertilité chez les souris KO est la
fonction ovarienne anormale. Un phénotype ovarien anormal provoque l'infertilité¢ chez les
souris ERaKO et réduit la fertilité¢ chez les souris ERBKO. Les souris ERaKO semblent étre
incapables d'ovuler, et les souris ERBKO démontrent une dérégulation dans I’ovulation par
augmentation de follicules non rompus, et une réduction dans le nombre d’ovocytes (66). Les
souris doubles déficientes pour le ERa et ER présentent le méme phénotype que pour les souris
ERaKO quant a la viabilité¢ et I'infertilité¢. Elles présentent un développement normal des
caractéres reproducteurs chez le male mais déficient chez la femelle tout comme les souris

invalidées en ERa (68).

2.2.2. Role dans I’os

Bien que ERa soit exprimé a de faibles niveaux dans l'os, les souris ERaKO males et
femelles, démontrent une diminution significative dans la densité osseuse (69). Les souris
ERBKO sont phénotypiquement identiques aux souris de type sauvage (70). Ceci suggére un

role essentiel de ERou dans la maturation et I'intégrité osseuse. En effet, 1’estrogéne est essentiel
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a I'homéostasie osseuse (71, 72) par le controle de I'expression des geénes dans les cellules
osseuses, y compris les ostéoblastes, les ostéoclastes et les ostéocytes (73). IGF-1 (insulin-like
growth factor 1) est un facteur de croissance d’une importance majeur pour le développement
squelettique des vertébrés (74). Lors de la résorption osseuse, des quantités significatives d'1GF
sont libérées créant un microenvironnement ostéogénique induisant la différenciation des
cellules mésenchymateuses recrutés et liant étroitement la résorption osseuse a la formation (75,
76). L’estrogeéne est connu pour stimuler la libération des facteurs de croissance tels que IGF-1
qui influencent la résorption osseuse conférant un role de I’estrogene dans la résoption osseuse
(77). C'est pourquoi des agonistes de 1’estrogéne E2, tamoxiféne, raloxiféne, lasofoxiféne et
bazédoxiféne (78-81) sont souvent prescrits chez les femmes ménopausées qui sont plus a risque
de fracture (82). De plus, ce sont les estrogénes qui causent la maturation de la plaque de
croissance ¢piphysaire et la fermeture des épiphyses en fin de puberté. Les hommes déficients
en aromatase (CYPI19A41) ou en ER-alpha (ERSI) ont des épiphyses toujours ouvertes et

continuent a grandir apres la fin de leur puberté (83-85).

2.2.3. Role dans le systeme cardio-vasculaire

Au niveau du systéme cardiovasculaire, le role cardio-protecteur de E2 a été attribué a
ERa et non a ER tel que démontré par les modéles de souris ERKO. Effectivement, Les souris
ERKO développent une maladie intrinsequement vasculaire (86) et les souris déficientes en ERa

développent une hypertension systolique et diastolique soutenue en vieillissant (87).

Les ERs sont exprimés dans les cellules musculaires endothéliales et lisses des tissus
vasculaires, ce qui suggere que la signalisation des ERs soit impliquée dans les fonctions des

cellules musculaires lisses. De plus, diverses études ont récemment démontré que 1'estrogéne

29



affecte la structure des vaisseaux sanguins (88, 89). Les particules de LDL sont associées a
l'athérosclérose coronarienne (90-92) et les petites particules LDL denses ont des propriétés
athérogenes, telles que la liaison accrue aux protéoglycanes des parois artérielles, une faible
affinité pour le récepteur des LDL et une susceptibilité accrue a l'oxydation (93). En fait,
I’estrogéne exerce un effet cardioprotecteur en réduisant les taux des LDL dans la circulation

(94).

2.2.4. Role dans le systéeme nerveux central

L'estrogeéne joue un réle primordial dans la formation des synapses (95), la régulation de
la croissance et de la différenciation des axones et des dendrites, et les fonctions cognitives
comportementales (96). De plus, la signalisation des estrogénes contribue a l'intégrité¢ du
cerveau et exerce différents effets sur le comportement (97). Les études menées sur des souris
ERKO, montrent que la fonction de ERa semble étre importante pour la reproduction car il est
essentiel pour la maturation utérine. Dans ce cas, I’estrogéne régule des genes impliqués dans
les différentes phases de croissance et de maturation de 1’utérine, soient la phase de lI'imbibition
de l'eau dans l'endothélium stromal, la phase de la prolifération cellulaire synchrone et la des
changements cytoarchitecturaux associés a la différenciation des cellules épithéliales luminales
(98). En revanche, ERf peut affecter les processus cognitifs (89, 99, 100). Les études sur les
souries ERBKO attribuent a cet isoforme un rdle important dans le développement

morphologique adéquat du cerveau et aussi dans la migration et la survie neuronale (101, 102).

Certaines ¢tudes relient ERB au comportement émotionnel du fait que les souris

déficientes en ERP démontrent une augmentation de I’anxiété (103). De plus, I’interaction des
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ERs avec I’estrogene réduit la génération neuronale des peptides béta-amyloides diminuant ainsi

le risque a la maladie d’Alzheimer (27).

2.3. Redondance entre ERa et ERP

La différence dans la distribution tissulaire de ERa et ERP pouvait expliquer 1’effet
spécifique de I’estrogéne dans chaque tissu. Cependant, d’autres études ont pu octroyer la
spécificité tissulaire au type de I’hétérodimere formé par les isoformes. Effectivement, il a été
démontré que si les deux isoformes sont coexprimés, ils formeront un hétérodimere qui lie ERE
(Figure 3) avec la méme affinité que s’il s’agissait de ’homodimeére ERa (104-106). Ce qui a
mené a la conclusion que la régulation de certains génes n’est faite que par I’hétérodimere
ERo/ERP. Ainsi, I’expression des génes en réponse a I’estrogéne est une conséquence du ratio
d’expression des ERs. Un exemple du profil d’expression génique a été réalisé au niveau des
cellules cancéreuses du sein de type MCF-7 en réponse a I’estrogéne. L’étude a démontré que
parmi les 921 génes régulés, ERP semble interférer avec I’activité transcriptionnelle de ERa en
modulant les effets de ERa sur la transcription génique et la prolifération cellulaire (107), et ce
en activant ou en inhibant I’action de ERa sur 171 geénes cibles de ERa en permettant la
régulation de 516 geénes (108). Les genes régulés par les ERs sont impliqués dans plusieurs
processus cellulaires dont la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire ainsi que

la transduction de signaux cellulaires (109).
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2.4. Mécanismes de signalisation des récepteurs aux

estrogeénes

Dans la signalisation des récepteurs aux estrogenes, on peut distinguer deux grandes
voies, génomique pour réguler ’expression des geénes cibles et non-génomique qui active des
cascades de signalisation. De plus, la liaison du complexe E2-ER a 'ADN peut étre directe ou
indirecte. Les différents mécanismes de signalisation des estrogénes sont représentés dans la

figure 5.

2.4.1. Signalisation génomique directe ERE-dépendante

La voie de signalisation génomique directe est considérée comme le mécanisme
classique de la signalisation des estrogénes. A la liaison de E2, ERo ou ERP est activé et se
détache de Hsp90 dans le cytoplasme, se dimérise et subit une translocation au noyau ou il sera
recruté au niveau des EREs situés dans promoteurs des genes cibles (Figure SA). C’est grace a
son DBD que les ERs lient I’ADN au niveau de ERE, une séquence spécifique d’ADN, qui doit
étre une séquence palindromique parfaite et inversée (Figure 3). Au niveau du génome humain,
on retrouve environ 60 000 EREs dont la plupart sont imparfaits et non palindromiques (110).
De ce fait, les ERs modulent la transcription des geénes cibles en se liant aux ERE qui sont
parfaits (111). Les ERE peuvent étre situés dans le promoteur proximal, c’est-a-dire a environ
250 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription, ou bien dans le promoteur

distal pouvant contenir des régulateurs supplémentaires a la transcription d’un gene cible.

La liaison du ligand au récepteur déclenche également le recrutement d'une variété de

corégulateurs dans un complexe qui modifie la structure de la chromatine et facilite le
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recrutement de la machinerie transcriptionnelle de ' ARN polymérase II. De cette maniere, le
complexe E2-ER agit comme un activateur transcriptionnel favorisant l'expression génique

(112).

2.4.2. Signalisation génomique indirecte ERE-indépendante

Les ERs ont la capacité de réguler une gamme de génes n’hébergeant pas de ERE dans
leurs promoteurs, il s’agit d’un tiers des génes cibles des ERs qui sont régulés de maniére ERE-
indépendante. Dans ce cas-1a, les ERs activés par un ligand, ne se lient pas directement a 'ADN,
mais ils vont moduler I’expression des geénes en interagissant avec d’autre facteurs de
transcription tel que AP-1(activator protein 1), spl (Specificity protein 1) et NF-kB (Nuclear
factor kappa B). Par exemple, indépendamment de ERE, 'activation du promoteur CCND1
(Cycline D1) par les estrogenes dans les cellules cancéreuses mammaires humaines, est médiée
par le recrutement du complexe c-Jun/c-Fos/ER au niveau du facteur de transcription AP-1

(Activator protein 1) (113, 114) (115) (Figure 5B).

2.4.3. Signalisation indépendante du ligand

Les ERs peuvent également étre activés en l'absence de E2 ou d'un autre ligand
approprié. La phosphorylation des récepteurs sur certains résidus, tel que la phosphorylation de
la sérine 118 de ERa (116) ou la sérine 87 de ERPB (117) ou encore la phosphorylation des
corégulateurs associés aux ERs, peut provoquer une activation ER-indépendante du ligand. Le
mécanisme d’activation des ERs par phosphorylation a été mis en évidence en 1990 suite a
I’administration d’EGF (Epidermal Growth Factor) ou TGF-f (Transforming Growth Factor

beta) a des souris ovariectomisées. Ce traitement provoquait des effets similaires a ’estrogéne
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(118). La phosphorylation est entre autre induite par des facteurs de croissance peptidiques qui
en interagissant avec leurs récepteurs a la membrane, montrent une activité tyrosine kinase
phosphorylant les substrats sur les résidus sérine et thréonine (119), des cytokines tel que TNFa
(120), des neurotransmetteurs tel que la dopamine (121), I'héréguline ou l'interleukine 2 (35).
Ces derniers conduisent a 1’activation des voies de signalisation des kinases, telles que Erk1/2
et p38, PI3K/Akt, PKA et PKC. Erk1/2 réagit principalement aux facteurs de croissance et aux
mitogenes pour induire la croissance et la différenciation cellulaires (122). Tandis que p38 est
fortement activé par les stress environnementaux et les cytokines inflammatoires (123). PI3K
est un effecteur en aval des récepteurs tyrosines kianes (RTK) qui transforme les signaux des
différents facteurs de croissance et cytokines en messages intracellulaires pour générer des
phospholipides activent la sérine / thréonine kinase AKT (124). PKA (Protein kinase A) et PKC
sont des sérine/thréonine kinase activée par I’AMPc et par le Ca2+ respectivement (125, 126).
Ces kinases vont phosphoryler directement les ERs au niveau de 1'AF-1, provoquer leur

translocation nucléaire et leurs interactions avec I’ADN (Figure 5C) (127).

2.4.4. Signalisation non-génomique

La signalisation d'estrogene non génomique (Figure 5D) est médiée par les récepteurs
aux estrogenes liés a la membrane, tel que GPERI1 et certaines variantes de ERa et ERp. Cette
signalisation est trop rapide pour induire la transcription des genes cibles. Toutefois, Les actions
non génomiques peuvent étre associées a l'activation de diverses cascades de protéines-kinases
qui peuvent éventuellement conduire a des changements indirects dans l'expression des genes
en raison de la phosphorylation des facteurs de transcription. Suite a la liaison de E2 aux

récepteurs d’estrogéne membranaires, plusieurs cascades de signalisations sont activées
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incluant, la mobilisation du calcium intracellulaire, la stimulation de l'activité de 1'adénylate
cyclase et la production de I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique), I'activation de la voie

des MAPK et l'activation du phosphoinositol (128, 129)

C himiokines, Q Facteurs de croissance
autres

Estrogéne

A: Liaison direct B: ERE indépendant C:Ligand indépendant D: Non-génomique

Figure 5. Les différents mécanismes d’actions des récepteurs aux estrogénes.

Les récepteurs des estrogeénes s’activent par la voie classique (A), ERE-indépendante (B), de
facon ligand-indépendante suite a la phosphorylation par les MAPK (Mitogen-activated protein
kinases) et enfin de fagon non génomique (D). Adaptée de (130)
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2.5. L’activation transcriptionelle des récepteurs aux

estrogeénes

L'estrogéne peut activer ou réprimer la transcription des genes cibles des ERs par le
recrutement de corégulateurs qui agissent en remodelant la chromatine. Les corégulateurs qui
favorisent l'activité transcriptionnelle des ERs sont appelés coactivateurs. Ces deniers sont
recrutés au niveau des geénes cibles et la chromatine a cette région est remodelée par la
modification des histones, facilitant la transcription médiée par PARN polymérase II. A
I’opposé, les corépresseurs sont des corégulateurs qui répriment 1’activité transcriptionnelle des
ERs. Dans ce cas, l'interaction de ces corépresseurs provoque le recrutement des histone
désacétylases (HDAC) au niveau du geéne cible pour maintenir la chromatine dans une
conformation fermée et inaccessible a I’ARN polymérase II, conduisant ainsi a une inhibition

transcriptionnelle du géne cible (131, 132) (Figure 6).

2.5.1. Les coactivateurs

Les coactivateurs transcriptionnels sont incapables de lier directement I’ADN, mais par
contre, ils lient les facteurs de transcription. L’effet des coactivateurs c’est d’augmenter
I’expression génique en modulant positivement I’activité transcriptionnelle des ERs. Pour initier
la transcription, il faut d’abord que les promoteurs soient accessibles a la machinerie
transcriptionnelle. Pour ce faire, les coactivateurs recrutés vont induire divers changements
conformationnels comme la décondensation de la chromatine favorisée entre autre par PRMT1
(Protein Arginine Methyl Transferase 1) et CARM1 (Co-activator Associated arginine Methyl

Transferase 1) (Figure 6) (133). L’interaction de PRMT1 et CARMI avec ER passe par leur
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recrutement par d’autres coactivateurs comme SRC (Steroid receptor coactivator) et CBP/p300
(CREB-binding protein) (Figure 6). Les SRC sont importants pour la régulation des ERs, ils
posseédent plusieurs domaines d’interaction, un domaine qui contient le motif LXXLL (L:
Leucine, x: n’importe quel acide aminé) qui leur permet d’interagir avec ER via le domaine AF-
2, un domaine AD1 qui permet le recrutement de CBP/p300 et un domaine AD2 qui interagit
avec PRMT1 et CARMI1 (134-136). 11 existe trois isoformes de SRC (SRC-1, SRC-2 et SRC-
3). La surexpression des SRC dans les tissus malins comparativement aux tissus sains laisse
croire que les SRC ont un réle dans le développement du cancer (137) ainsi que dans la
résistance aux traitements anti-estrogéniques du cancer du sein (138). Bien que ERa et ERJ
semblent similaires pour le recrutement des coactivateurs a motif LXXLL, des études ont
démontré que le recrutement de certains coactivateurs comme TRAP220 (Thyroid receptor-
associated proteincomplex 220 kDa), dépend de la spécificité de la liaison du domaine F de
chaque isoforme avec le motif LXXLL du coactivateur en question (58). TRAP220 est connu
pour interagir avec un autre coactivateur. En effet, TRAP220 se trouve dans le méme complexe
avec DRIP205 (Vitamin D-interacting Protein 205) et ensemble, ils agissent comme régulateurs

positifs de I’activation transcriptionnelle ligand-dépendant des ERs (139)

2.5.2. Les corépresseurs

A l'inverse des coactivateurs, les corépresseurs favorisent la répression génique. Ils
confeérent un mécanisme cellulaire pour restreindre la réponse hormonale. Des études cliniques
ont montré que la perte des corépresseurs peut étre a I’origine du développement de plusieurs
types de cancers, ainsi qu’a la résistance a 1’hormonothérapie (140). Les corépresseurs sont

recrutés par ER suite a ’action des antagonistes dans le but d’inhiber I’activité de ER (141).
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Tout comme les coactivateurs, les corépresseurs ne lient pas directement I’ADN, ils sont
recrutés par ER et ce grace a leur domaine LXXLL. Certains corépresseurs comme RIP140
(Receptor Interacting Protein 140), N-CoR (Nuclear Hormone Corepressor) et SMART
(Silencing Mediator of Retinoic and thyroid hormone Receptors) (en rouge dans la figure 6)
sont spécifique a ERa ou ERP en fonction du ligand. Par exemple, en présence du tamoxiféne,
ERa recrute N-CoR tandis que SMRT est recruté par ERf (142). Les coreprésseurs interagissent
avec AF-2 de ER en entrant en compétition avec les coactivateurs et recrutent a leur tour un
autre corépresseur comme ceux de la famille des HDAC pour empécher la liaison du

coactivateur SRC-1 (132).

Histone arginine
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Figure 6. Les co-régulateurs transcriptionnels des ERs.

Schéma des différents coactivateurs (en vert) et corépresseurs (en rouge) impliqués dans
I’activité transcriptionnelle des récepteurs aux estrogénes. Adaptée de (135)
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2.6. Modulation de I’activité des récepteurs aux estrogénes

La modulation de ’activité des ERs se fait principalement par les modifications post-
traductionnelles (MPT). On compte plusieurs MPT, notamment la phosphorylation,
I’ubiquitination, la sumoylation, [’acétylation, la méthylation, la palmitoylation et la

glycosylation.

Ces MPT sont impliquées dans divers processus de régulation, comme la localisation
cellulaire, la stabilité et la conformation des ERs, leurs sensibilités envers le ligand, leurs
interactions avec I’ADN et aussi dans le recrutement de leurs cofacteurs (40, 130). La régulation
de ERa par les MPT est beaucoup plus caractérisée que celle de I’isoforme ERP et jusqu'a

maintenant on en a répertorié¢ pres de 22 sites ciblés par les MPT pour ERa (53).

En absence du ligand, 1’'ubiquitination de ERa au niveau des lysines présentent dans le
LBD engendre la dégradation du récepteur. Bien que 1’ubiquitination de ERa affecte son activité
transcriptionnelle et engendre sa dégradation, ceci va permettre de libérer les promoteurs et de
mettre en place de nouvelles rondes de transcription. Il a ét¢ démontré que la monoubiquitination
initie D’activité transcriptionnelle de ERa (143). Notre laboratoire a démontré que
I’ubiquitination de ERp a lieu suite a la phosphorylation de la sérine-94 et la sérine-106 et que

I’activité du récepteur est améliorée quand ces deux sérines sont phosphorylées (144).

Bien que ERa et ER ne possédent pas de site accepteur consensus pour SUMO (145),
ERa peut étre sumoylé dans la région charniere par SUMO-1 sur 5 lysines K266, K268, K299,
K302 et K303 et cette sumoylation augmente 1’activité transcriptionnelle du récepteur (48).

D’autre part, en présence de E2, ERP est sumoyl¢ sur la lysine 4, et cette sumoylation est
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maximisée par la phosphoryation d’une sérine adjacente tel que démontré par notre laboratoire.
L’impact de cette sumoylation sur ERP se traduit par une diminution dans D’activité

transcriptionnelle du récepteur (144).

CREB/p300 engendre 1’acétylation de ERa au niveau des lysines 266 et 268, 299, 302
et 302 (146). Alors que I’acétylation des lysines 299, 302 et 303 inhibe I’activité
transcriptionnelle de ERa, I’acétylation du récepteur au niveau des lysines 266 et 268 favorise

son activité (48).

La lysine methyltransférase SET7 médie la monométhylation de ERa sur la lysine 302
engendrant la stabilité du récepteur et facilitant le recrutement de ERa aux promoteurs des génes
cibles (147). La N-methyltransférase (PRMT1) aussi méthyle ERa au niveau de 1’arginine 260
localisé dans le DBD (148). Cette méthylation régule les fonctions extranucléaires du récepteur

tel que son interaction avec p85 et SRC (130).

Alors que la plamitoylation de ERa sur la cystéine 447 est catalysée par la palmitoyl
acetytransférase (PAT) (149), il se trouve que la dé-palmitoylation du récepteur soit facilité par
E2, des flavonoides ou les modulateurs de ERa. Il se trouve que la dé-palmitoylation régule la
localisation, la dimérisation et 1’association du récepteur avec d’autre protéines de signalisation

(149).

Grace aux études récentes qui visent la caractérisation des sites de régulation de ERp, il
a été démontré que les MPT font diverger les fonctions de chaque isoforme. La phosphorylation
permet de soulever les différences fonctionnelles dans 1’activité transcriptionnelle entre ERa et
ERp, principalement au niveau du domaine le moins conservé entre les ERs, soit le domaine

AF-1. (40)
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2.6.1. La phosphorylation des ERs

La phosphorylation est la modification post-traductionnelle la plus étudiée, elle est
impliquée dans plusieurs processus de régulations cellulaires. La phosphorylation rend les
signaux extracellulaires spécifiques a une réponse cellulaire interne et joue un réle important
dans différents processus dont la transcription, le métabolisme, le maintien du cycle cellulaire,

le réarrangement du cytosquelette et aussi dans 1’apoptose et la différenciation cellulaire (150).

La phosphorylation des ERs se fait principalement sur des résidus sérines ou thréonine
faisant partie d'un motif Ser/Thr-Pro au niveau du domaine AF-1 suite, principalement, a
I’activation des MAPKs. On ne retrouve qu’un seul site de phosphorylation conservé entre les
deux isoformes (151), c’est donc au niveau des autres sites non conservés que se distingue

l'activité AF-1 de chaque ER.

2.6.1.1. Phosphorylation de ERa

I1 existe plusieurs sites de phosphorylation du récepteur ERo. présents sur les différents
domaines du récepteur, mais surtout dans la région N-terminale. Ces sites sont principalement
des résidus de sérines, mais il peut aussi s’agir de phosphorylation sur des résidus thréonine et

tyrosine, tel que montré a la figure 7.

Un des sites les plus caractérisés de ER est la serine 118 (S118). La S118 a été le site
le plus étudié et constitue un bon exemple de la complexité de la phosphorylation de ERa. La
phosphorylation sur cette sérine est importante pour la liaison directe et aussi pour l'activation
ou la répression de plusieurs genes cibles de ERa (152). Les facteurs de croissance EGF et IGF-

1 entrainent la phosphorylation de la sérine 118 (pS118) a travers les cascades Ras-MAPK (153,
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154). De plus, les interactions de ERa avec les coactivateurs tels que CREB/p300 (155) ou SRC-
1 (156) sont facilités par la phosphorylation de S118. La phosphorylation de S118 favorise
I’activation de ERa dépendamment et indépendamment du ligand. Ceci avait été démontré par
I"utilisation du mutant S118A. Les cellules transfectées avec ce mutant et traitées avec EGF,
n’avaient démontrés aucune amélioration de I’activité du rapporteur de ERE induite par E2
(157). MAPK, IKKa, GSK-3, CDK7, mTOR/p70S6K (158) sont impliqués dans les cascades
menant & la phosphorylation de S118. La prolactine (PRL), une hormone polypeptidique
produite par les lactotropes de la glande pituitaire antérieure et dans les tumeurs normales et
mammaires, exerce ses diverses fonctions par l'intermédiaire de récepteurs transmembranaires
spécifiques (159). Plus récemment, il a été démontré que la prolactine induit la phosphorylation

de S118 via I’activation des kinases PIK3/MEK/ERK (160).

La phosphorylation de ERa au niveau de la sérine-118 est impliquée dans 1'activation de
ERa entrainant la régulation de geénes cibles (154). C’est pourquoi I’activation persistante
indépendante du ligand de ERa via la phosphorylation de la sérine-118 pourrait étre associée a

la résistance au tamoxiféne dans le traitement du cancer du sein (161, 162).

ERa peut aussi étre phosphorylé au niveau de la Sérine-167 en réponse a EGF en plus
des kinases Akt et S6K1 (163). La phosphorylation de la sérine-167 active et stabilise le
récepteur et, en plus de favoriser la prolifération des cellules cancéreuses du sein, la
phosphorylation de ce résidu est responsable en partie de la résistance au tamoxiféne (156).
D’autres sérines sont ciblées par les facteurs de croissance soient la S104 et S106 qui sont
phosphorylées par Erk1/2 en réponse a E2 et d’autres kinases comme Src (164, 165). La
transactivation de ERa suite a la phosphorylation des deux sérines S104 et S106, permettra

I’action agoniste du tamoxiféne (166). Il est connu que les GPCR (Récepteur couplé aux
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protéines ) activent la PKA (Protéine kinase A), cette kinase régule les sérines 236 et 305 qui
vont a leur tour exercer leurs effets sur ERa. La S236 stabilise et protege ERa contre la
dégradation (116, 167). La S305 favorise sa dimérisation et sa liaison a I’ADN en plus de

favoriser I’action du tamoxiféne par le recrutement de SRC-1 (168, 169).

2.6.1.2. Phosphorylation de ERp

Les sites potentiels a la phosphorylation sur ER sont montrés a la figure 7. Les sérines
106 et 124 sont phosphorylées suite a I’induction des MAPKSs et Erk1/2 par EGF. L’action
activatrice de la phosphorylation de S106 et S124 réside dans le recrutement de SRC-1 et CBP
(106, 170), aussi, en concert avec la S94, la S106 favorise la stabilité et la mobilité de ERP
(171). En contre parti, la dégradation du récepteur est favorisée par la phosphorylation de la
sérine 255 en réponse a la voie PI3K/Akt activée par ErbB2/ErbB3. La Ser-255 induit
I’ubiquitination de ERf déja présent dans un complexe avec CBP et E3-ubiquitine ligase Mdm?2

(172).

Notre laboratoire a récemment identifi¢ la sérine 87 comme étant une cible de
phosphorylation par les MAPKSs. L'activation du récepteur membranaire CXCR4 par son ligand
la chimiokine SDF-1/CXCL12, méne a la phosphorylation de la sérine 87, et ce en présence ou
en absence de I’estrogéne. Une fois phosphorylée, 1’activité transcriptionnelle de ERp est
amplifiée conduisant a I’augmentation dans la prolifération des cellules cancéreuses mammaires

(117).

La sérine-60 est particuliérement importante car elle est impliquée dans le processus de
la dégradation de ER. Ce résidu est situé¢ dans une région qui constitue un signal pour la

dégradation par le protéasome. Une fois phosphorylée, la pS60 méne a la dégradation de méme
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que Dactivation du récepteur (173). Effectivement, la S60 qui peut étre le siege d’une
glycosylation pour le récepteur, et a I’encontre de la phosphorylation, la glycosylation stabilise

ERp et diminue son activité transcriptionnelle (174).

Par ailleurs, tel que démontré par notre laboratoire, ERP peut également étre phosphorylé
au niveau des sérines 6, 8 et 12 par ’action de GSK-3p, ce qui favorisera la sumoylation du

récepteur et par conséquent le protége contre la dégradation par I’ubiquitination (144).
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Figure 7. Représentation des différents sites de phosphorylation sur les ERs.

Les sites de phosphorylation en noir sont ceux identifiés chez I’humain, en bleu sont les sites
identifiés chez la souris, murin. Adaptée de (40)
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2.7. Les implications pathologiques de la signalisation des

récepteurs aux estrogenes

Compte tenu de la large implication des ERs dans les différents processus
physiologiques tels que son influence sur les systémes nerveux et cardiovasculaire, la
reproduction et I’intégrité osseuse, plusieurs pathologies sont associées a une dérégulation de la
réponse estrogénique. Il ne serait donc pas étonnant que la surexpression ou encore la diminution
des estrogenes et leur récepteurs soient a 1’origine de plusieurs pathologies comprenant, entre
autres, différents types de cancer, les maladies cardio-vasculaires, la neurodégénérescence et les

maladies métaboliques comme la résistance a I’insuline et 1’obésité (175).

2.7.1. Role des ERs dans le cancer du sein

Certains cancers hormono-dépendants partagent le méme mécanisme qui repose sur la
prolifération cellulaire induite par I’hormone dans les tissus qui sont sensibles a I’hormone
comme dans le cancer du sein (176). En effet, beaucoup d’études ont démontré le risque accru
de développer le cancer du sein chez les femmes post-ménopausées qui suivent une thérapie de
remplacement par estrogéne (177-179). L’action tumorale des estrogénes dans le tissu
mammaire passe principalement par ERa. Il existe une corrélation positive de ERa dans le
cancer du sein. En effet, ERa est associé au bon pronostique puisque les tumeurs ERa+ peuvent
étre traitées avec les anti-estrogénes (180). Etant un facteur de transcription, ERa a aussi la
possibilité de réguler certains genes cibles comme le LRP16 (leukemia related protein 16) dont
I’expression est liée a la croissance tumorale et au potentiel métastatique (181-185), Myc un

facteur de transcription oncogénique , cycline D un régulateur important de la progression du
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cycle cellulaire, ou encore Wntl1 un régulateur positif de la voie de signalisation Wnt, qui joue
un role crucial dans la cancérogenése (186, 187). Compte tenu des roles de LRP16, Myc, Cyclin
D et Wntll, la régulation de leur expression par ERa a pour effet d’interférer avec les
cadhérines, stimuler le cycle cellulaire, favoriser le passage de G1 a S et altérer I’apoptose,
respectivement. L ensemble de ces interférences conduiront a la prolifération cellulaire accrue
et incontrolée ou la division cellulaire peut provoquer des erreurs dans la réplication de ’ADN,
pour ainsi donner naissance a de nombreuses mutations favorisant le cancer (188-190).
L’implication directe de ERa dans le développement et la progression tumorale lui confére un
role de cible thérapeutique dans le traitement du cancer de sein. En effet, pour contrer 1’action
de ER, des antagonistes ont été développés dans le but de contrer I’interaction du récepteur avec
I’estrogene a I’origine de son activation. En particulier, le tamoxiféne et I’antagoniste complet
I’ICI 182,780 (Fulvestrant). Toutefois, les traitements au tamoxiféne ne sont jamais définitifs
chez les patientes ERa positives a cause de la résistance qui survient chez 30-40% d'entre elles.
Parmi les mécanismes proposés, on croit que cette résistance peut étre due a plusieurs
mécanismes soit a ’activité ligand-indépendante de ER en réponse aux voies de signalisation
des protéines kinases, a I’action de E2 indépendamment de ER ou E2 génére des métabolites
génotoxiques, ou encore a la présence de ERB (191-193). Le traitement alternatif au tamoxiféne
est celui utilisant I’antagoniste ICI 182,780 dont I’action méne a la dégradation de ERo, mais
malheureusement des cas de résistance ont été récemment rapportés. Les inhibiteurs de
l'aromatase, une enzyme impliquée dans la biosynthése des estrogeénes, sont aussi utilisés

comme traitement du cancer du sein (194).

Concernant I’isoforme ERf, son role dans le développement et la progression du cancer

reste encore incertain. En effet, les tentatives pour attribuer une valeur clinique a la présence de
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ERP au niveau des tumeurs mammaires se sont avérées infructueuses. Cependant, certaines
¢tudes ont attribu¢ un réle de suppresseur tumoral a ERB. En effet, dans les cas de surexpression
de ERa, la suppression de ERP est souvent une caractéristique de la carcinogenese du tissu
mammaire, ce qui associe la perte de I’expression de ER au développement du cancer (195).
In vitro, 1'expression de ER confére un effet antiprolifératif et augmente 1’expression de cycline
D, MYC et p53 un facteur de transcription nucléaire responsable de 1’activation de nombreux
genes cibles impliqués dans I'induction de I'arrét du cycle cellulaire et/ou de 1'apoptose (196-
199), ce qui a pour effet d’arréter le cycle cellulaire dans la phase G1 (200, 201). Parmi les
mécanismes suggérés dans le but de caractériser 1’action de ce récepteur, certains proposent que
ERp soit capable de réprimer 1’activité transcriptionnelle de ERa ainsi que la transcription des
genes cibles de ERa (202). De ce fait, de plus amples études caractérisant le role de ER} aideront

a mieux cerner I’implication ou non de ERf dans le développement du cancer du sein.

2.7.2. Role des ERs dans le cancer épithélial de I’ovaire

De tous les cancers gynécologiques, le cancer €pithélial de I’ovaire est la principale
cause de mortalité chez les femmes. En raison du manque de méthodes de dépistage efficaces,
70% des cas sont diagnostiqués a un stade avancé avec un faible pronostique dont seulement
30% pourront vivre 5 ans (203). Les changements hormonaux chez la femme ménopausée
augmentent la prévalence du cancer épithélial de I’ovaire. En effet, durant la ménopause, on assiste
a une diminution du niveau d’estrogéne et de la progestérone accompagnée d’une augmentation des
niveaux des gonadotrophines LH (Luteinising hormone) et FSH (Folliclar stimulating hormone). Le
role des ERs est bien étudi¢ dans le cancer du sein. Cependant, trés peu est connu sur I’implication

des ERs au niveau du cancer de 1’ovaire.
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La plus grande étude examinant l'expression de ERo dans les cancers ovariens
comprenait 2933 patientes atteintes du cancer des ovaires avec diverses histologies épithéliales
(204). Dans cette cohorte, 1742 patients avaient des carcinomes de type séreux ou ERa étaient
présents chez 81% des patients. Grace a des modeles in vitro et in vivo, la présence des
récepteurs aux estrogénes dans le cancer des ovaires ainsi que la dépendance des cellules
cancéreuses a leurs signalisations, 1’implication des récepteurs aux estrogeénes dans la
pathogénése avait été¢ confirmé (205). En ce qui concerne ERp, dans I’épithélium normal, cet
isoforme présente une expression élevée par rapport a ERa. Mais ce rapport est inversé dans les
cancers ovariens (206). Ce fait avait été appuyé récemment par une étude qui démontre que dans
une série de 42 tumeurs ovariennes bénignes et malignes, I’expression de ERp était plus élevée

dans les tumeurs bénignes, tandis que ERa était plus élevé dans les tumeurs malignes (207).

Des études menées sur l'expression de ERa dans le cancer des ovaires, montrant une
bonne association pronostique pour ERa, ont confirmé un meilleur pronostique en termes de
survie globale chez les patients ERB-positifs par rapport aux patients ERB-négatifs. Toutefois,

ce pronostique n’était pas associé a une survie sans progression (208).

In vitro, il a ét¢ démontré que 1’estrogéne entraine une stimulation de la croissance dans
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses ovariennes ERa-positives et active ou réprime 228
genes. En revanche, les estrogénes n'ont pas eu d'effet significatif sur la croissance des lignées
ERa-négatives ou ERB-positives (209). L’utilisation des xénogreffes tumorales chez les souris
avait démontré que ERP possede des effets inhibiteurs sur la croissance tumorale ovarienne
induite par ERa (210). Par ailleurs, la transfection de ERP dans les cellules cancéreuses
ovariennes ERa-négatives de type SKOV-3 a entrainé un ralentissement dans la croissance

tumorale tout en augmentant I’apoptose (211). Dans les cellules cancéreuses ovariennes de type
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OVCAR-3, le traitement par le létrozole, un inhibiteur des aromatases impliquées dans la
biosynthése des estrogénes, améliore la survie dans un modele de xénogreffe de cellules de
carcinome ovarien humain OVCAR-3 fortement ER-positives. Cette amélioration avait été
associ¢e a une diminution de 'angiogenése et de la production d'ascites. Cependant, aucune

augmentation dans 1’apoptose n’avait été observée (212).

2.8. Les approches thérapeutiques pour antagoniser les ERs

De nombreuses recherches ont été menées sur le mécanisme d'action des récepteurs aux
estrogénes, permettant d'identifier des cibles moléculaires qui sont utilisées pour prévenir ou
traiter le cancer du sein. En effet, il existe plusieurs approches thérapeutiques pour le traitement
des cancers du sein et de 1’ovaire. Certaines sont utilisées en clinique, d’autres s’avérent

prometteuses.

2.8.1. Les modulateurs sélectifs des récepteurs aux cestrogénes

(SERMs)

Les SERMs (Selective estrogen receptor modulators) sont un groupe de médicaments
utilisés dans le traitement et la prévention du cancer du sein, mais aussi dans 1’horomo-thérapie
contre 1’ostéoporose chez les femmes en post-ménopause. Cette ambivalence des SERMs
revient a leurs caractéres agoniste et antagoniste des estrogenes. Les SERMs notamment, le
tamoxifene, le raloxiféne, le lasofoxiféne et le bazédoxiféne, agissent en tant que compétiteurs
de I’estrogéne en se liant aux récepteurs des estrogeénes et bloquant partiellement leurs activités
transcriptionnelles. En effet, les SERMs se lient au domaine AF-2, et en raison de leurs

structures différentes, ils provoquent un changement conformationnel du LBD différent de celui
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produit par les estrogenes. Ce changement conformationnel empéche les coactivateurs de se lier
a AF-2 bloquant ainsi 1’activation des ERs (213). Le domaine AF-1 reste non affecté et peut
provoquer une régulation transcriptionnelle des genes cibles. C’est pourquoi 1’action des
SERMs reste partielle (214). Un fait important a considérer dans I’utilisation de ces
médicaments c’est qu’ils ne doivent étre utilisés que chez les femmes ménopausées plus jeunes,
et ils sont particulierement recommandés s'il existe des antécédents familiaux de cancer du sein
invasif, car leur utilisations réduit considérablement l'incidence de ce type de cancer (215). En
effet, les taux de BRCAL, 1'un des génes conférant une prédisposition génétique au cancer du
sein et de 'ovaire, sont augmenté par les estrogeénes (216, 217). Ainsi, une inhibition partielle
de ERa par les SERMs contribuerait a la réduction de BRCA1 et par le fait méme de diminuer
I’incidence du cancer. En fait, les premicres preuves suggérant l'interaction entre ERa et
BRCAI1 proviennent des études sur les souris, qui ont démontré que les taux de BRCAI1
augmentent de fagon spectaculaire pendant la puberté et la grossesse lorsque les niveaux d'E2
augmentent. De plus, il a été montré que l'expression de BRCA1 était induit apres traitement

des animaux ovariectomisés avec E2 (24, 25)

2.8.2. Les inhibiteurs des aromatases

Les inhibiteurs des aromatases sont plus efficaces et moins toxiques que les SERMs. Ces
médicaments agissent en bloquant la principale voie de production des estrogeénes chez la femme
non ménopausées et non enceintes, et ce au niveau des étapes de la biosynthése des estrogenes
a partir des androgenes (218). Plus spécifiquement, ces médicaments bloquent I’aromatase
cytochrome P450 (214). L’aminogluthetimide était le premier médicament utilisé, mais en
raison du manque de spécificité des tissus cibles, son utilisation avait engendré des

conséquences désastreuses car son inhibition de 1’aromatase n’est pas spécifique et engendre
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I’inhibition d’autres enzymes du cytochrome P450 dans la voie de la stéroidogenese. De ce fait,
d’autres inhibiteurs de 1’aromatase ont été développés tel que l'anastrozole, le 1étrozole et
I'exémestane. Ces médicaments sont utilisés dans la thérapie du cancer du sein avancé et
engendrent des résultats prometteurs conduisant a I’éventuelle possibilité de les utiliser pour

remplacer certains SERMs tel que le tamoxifeéne (213).

2.8.3. Les dégradeurs sélectifs des récepteurs aux estrogeénes (SERDs)

Les SERDs (Selective estrogen receptor downregulators) sont un groupe de
médicaments qui ont le potentiel de bloquer la signalisation hormono-dépendante et hormono-
indépendante de ERa et ce par son ablation. Les SERDs ont été développés pour faire face a la
résistance développée par les traitements utilisant les SERMs ou les inhibiteurs des aromatases
(215, 219). Le fulvestrant, ICI 182780, le premier SERD développé, est considéré comme un
anti-estrogene total. Son action entraine une dégradation rapide par le protéasome de ERa (220,
221). Effectivement, il y a une forte corrélation entre la dégradation de ERa et le bénéfice
clinique. Cependant, I’efficacit¢ du fulvestrant reste limitée chez certaines patientes (222).
L’inefficacité du fulvestrant revient au phénomene de la résistance composée de la signalisation
des facteurs de croissance compensatoires indépendant de ERa. Par exemple, dans les cellules
ayant acquis une résistance au fulvestrant, on retrouve une régulation positive marquée de Her-
2 (Human epidermal growth factor receptor 2) et de la molécule de signalisation en aval MAPK,
suggérant que cette voie peut induire le phénotype résistant (223). C’est pourquoi d’autre
SERDs ont été développés tel que le GW 5638. Ce dernier avait été utilis€¢ dans des essais
cliniques de phase I mais aussitot abandonné pour des raison non scientifiques (224). Toutefois,

les résultats de ces essais avaient été inspirant pour développer les SERDs GDC-0810 (222) et
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AZD -9496 (225, 226) qui font également actuellement leurs chemins a travers le

développement clinique.

2.8.4. Anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux ont été développé comme perspective médicamenteuse pour
bloquer les voies de signalisation intracellulaire engendrée par I’action de E2. Assurément, ces
voies de signalisation sont aussi impliquées dans le développement de la résistance au
traitement. Her2 (Human epidermal growth factor receptor 2) appartient a la famille ErbB qui
regroupe les récepteurs a activité tyrosine kinase. La signalisation de Her2 est impliquée dans
le mécanisme de résistance a la thérapie endocrinienne des cellules cancéreuses mammaires ER-
positives, car Her2 régule I’activit¢ de ERa de manieére hormono-indépendante (227). Partant
de ce fait, I’herceptin (trastuzumab) et le Perjeta (pertuzumab) sont des anticorps monoclonaux
qui ont été développé pour bloquer le récepetur Her2. L herceptin est un anticorps monoclonal
anti-Her2 recombinant qui cible et se lie de maniére sélective et avec une forte affinité pour
Her2. Les études in vitro et in vivo ont démontré qu'il inhibe la prolifération des cellules
tumorales humaines qui surexpriment Her2 (228). Par ailleurs, des essais pivots a grande échelle
ont démontré qu’en monothérapie, le trastuzumab est actif que ce soit chez les femmes
prétraitées et non auparavant atteintes d'un cancer du sein métastatique (229). Le perjeta est un
anticorps monoclonal qui lie au domaine extracellulaire I de Her2. Son mécanisme d'action est
complémentaire de 1’herceptin. L’action combinée des deux anticorps inhibe la dimérisation
Her2-Her3 ligand-dépendante et réduit la signalisation via des voies intracellulaires telles que
la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K/Akt) (230-232). Ainsi, I’administration de ces anticorps

augmente le temps de survie et diminue les chances de récidivité (233).
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2.8.5. Composés interférant avec I’interaction ER-ADN

Les composés qui interférent avec I’interaction ER-ADN ou ER-cofacteurs, constituent
d’autres  alternatives  thérapeutiques potentielles. Le TPBM (theophylline, 8-
[(benzyltiol)methyl]) et DIBA (dithiobisbenzamide) sont deux composés qui inhibent
I’expression des geénes cibles de ERa ainsi que la croissance les cellules cancéreuses mammaires
(234, 235). Tous les deux inhibent 1’expression des geénes cibles d’ERa et la croissance E2-
dépendante des cellules cancéreuses mammaires (288, 289). DIBA interagit avec le motif a doigt

de zinc du DBD de ERa, empéchant de ce fait I’interaction de ERa avec les EREs (234).

3. Les chimiokines

Les chimiokines sont des petites protéines de nature basique de poids moléculaires
variant entre 8 et 14 kDa. On compte une quarantaine de chimiokines identifiées jusqu’a présent.
Leur grand nombre ainsi que leur chevauchement au niveau de la spécificité de leurs récepteurs
respectifs, définissent les chimiokines comme étant le groupe de ligands le plus complexe des
GPCR (236, 237). Comme le terme chimiokine n’est qu’un néologisme abrégé de cytokine
chimiotactique (238), il serait intéressant de noter le rdle des cytokines. Ce sont des
glycoprotéines qui agissent comme des signaux de communication entre les cellules avec un
pouvoir régulateur sur presque tous les types cellulaires du corps humain. En effet, les effets des
chimiokines sont connus particuliérement sur les systémes : immunitaire, hématopoiétique,
endocrinien et le systéme nerveux (239, 240). Bien que les chimiokines fassent partie de la

superfamille des cytokines, ces molécules ont établi leurs propres roles qui se traduit
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principalement dans la migration des leucocytes pendant les inflammations, et ce a travers la

signalisation induite par des récepteurs spécifiques de type GPCR (239, 241).

3.1. Structure des chimiokines

La structure des chimiokines est caractérisée par 4 résidus cystéine (C) conservés
formants des ponts disulfures entre la premiére et la troisieme, et entre la deuxiéme et la
quatriéme cystéine qui sont liées entre elles par des ponts de cystéine. C’est en se basant sur la
structure des chimiokines que cette famille de protéines a été divisée en quatre groupes, et ce en
considérant I’arrangement des deux premieres cystéines (Figure 9). Le premier groupe qui est
classé CXC et rassemble les chimiokines dont les deux premiéres cystéines sont séparées par un
acide aminé X. Si aucun acide aminé ne se trouve entre les cystéines, les chimiokines seront
classés dans le groupe CC qui est le deuxiéme groupe. Le troisiéme groupe concerne la structure
qui fait intervenir 3 acides amings entre les deux cystéines soit CX3C, ce groupe est particulier
puisque certaines chimiokines de type CX3C agissent comme récepteurs de surface, tel que
CX3CL16 (242) et CX3CL1 (243). Le dernier groupe consiste en un motif qui se caractérise
par seulement deux cystéines a la place de 4, c’est le groupe C. Malgré les différences
structurelles, voir aussi fonctionnelles des quatre sous-familles des chimiokines, plusieurs

d’entre-elles sont encodés par le méme cluster de génes (244).
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Figure 8.  Configuration des 4 classes de chimiokines.

Les 4 classes sont caractérisées par un motif C, CC, CXC et CX3C, ou le C représente un résidu
cystéine et X n’importe quel acide aminé. Figure adaptée de (245)

3.2. Les fonctions biologiques des chimiokines

Le role central des chimiokines ne demeure pas que dans I’extravasion des leucocytes,
mais aussi dans leurs interactions avec les cellules hotes (246). Des études ont démontré que la
maturation des lymphocytes T et B requiert plusieurs chimiokines, soit CXCL12, CXCL13 et
CCL20 pour les cellules B et CCL2, CCL3 ainsi que CCLS5 pour les cellules T (247-249). Quand
des cellules expriment les récepteurs des chimiokines, elles deviennent automatiquement des
cibles pour la régulation par les chimiokines. Par exemple, le fait que les cellules dendritiques
immatures expriment les récepteurs tel que CCR1, CCR2, CCRS5, CCR6, CCR7 et CXCR2, les
rend susceptibles a la régulation par les chimiokines. L’interaction entre les chimiokines et leur
récepteur se traduit par ’attraction et la localisation de ces cellules dendritiques a 1’endroit de

I’inflammation (250, 251).
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Les chimiokines peuvent aussi agir en concert avec d'autres cytokines pour une synergie
dans la modulation de la réponse immunitaire. Effectivement, il a ét¢ démontré que chez les
souris déficientes en CCL12, les cellules TH2 (Type 2 helper) ne produisent plus adéquatement
les interleukines IL-4, IL-5 et IL-10, qui sont importantes dans la réponse immunitaire. Ce
dysfonctionnement revient au controle qu’exerce CCL12 sur la polarisation des cellules TH2
qui conduit a ’activation de CCL12 pour induire la sécrétion des cytokines. Ce sont les TH2

qui vont par la suite amplifier I’immunité humorale (252).

Les chimiokines de types CXC sont hétérogeénes dans leurs actions, notamment au
niveau de I’angiogenése et dépendamment de si ces chimiokines sont ELR" ou ELR", ¢’est-a-
dire qu’elles possédent ou non le motif Glu-Leu-Arg dans leurs séquences. Alors que certaines
chimiokines, telles que CXCL8, CXCL7, CXCL1 et CXCL12 qui sont ELR+ stimulent
I’angiogenese, les chimiokines de type ELR- comme CXCL4, CXCL10, CXCL9, CXCL19 et

CXCL21 inhibent plutét I’angiogenése (253).

Les différentes fonctions des chimiokines résultent de 1’activation de celles-ci apres leurs

interactions avec leurs récepteurs, soient les récepteurs des chimiokines.

3.3. Les récepteurs des chimiokines

Les récepteurs des chimiokines appartiennent a la famille des 7TMRs (Récepteurs a 7
domaines transmembranaires) couplés a la protéine G (GPCR) et sont divisés en quatre groupes
en fonctions de la famille a laquelle la chimiokine, qui lie le récepteur, appartient. Ces 4 groupes
sont CXCR, CCR, XCR et CX3CR, ou la lettre R désigne le récepteur. A ce jour, 19 récepteurs
ont été découverts pour les 40 chimiokines identifiées, soient 10 récepteurs dans la famille CCR,

7 du type CXCR, 1 du type CX3CR et 1 du type XCR (254). Des récepteurs de différentes
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familles peuvent lier une méme chimiokine et inversement, un seul récepteur peut lier plusieurs
chimiokines, ce qui confere un élément de redondance dans le réseau des chimiokines et leurs
récepteurs, tout en gardant des réponses différentes en signalisation cellulaire (255). Des
exemples de cette redondance : la chimiokine I-TAC/CXCLI11 qui est un ligand pour les
récepteurs CXCR7 et CXCR3, la chimiokine SDF-1/CXCL12 liant CXCR4 et CXCR7 ou

encore la chimiokine CCL4 qui peut lier CCR1, CCRS et CCR8 (256).

Les récepteurs des chimiokines partagent plusieurs caractéristiques et possédent une
similitude de séquence (236). Le domaine N-terminal des récepteurs, soit celui qui est exposé a
I'extérieur de la cellule, est le domaine le moins conservé entre les différents récepteurs,
apportant ainsi une affinité a la liaison du ligand. Par contre, c'est a l'intérieur de ce domaine
qu'on retrouve des boucles extracellulaires contenant dans leur structure des résidus cystéines
hautement conservés, qui sont responsables du changement conformationnel induit par la liaison
du ligand. En effet, la cystéine dans la portion N-terminale fait un pont disulfure avec la cystéine
de la premiere boucle extracellulaire, alors que la cystéine de premicre boucle extracellulaire
forme le pont avec la cystéine de la deuxieme boucle (Figure 10) (257). Les ponts disulfures
vont permettre un repliement favorable du récepteur en vue d’activer le récepteur et déclencher

la signalisation cellulaire (258).
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Figure 9. Structure générale des récepteurs des chimiokines.

En (a), la structure bidimensionnelle du récepteur, et en (b) le récepteur apres les changements
conformationnels induits par la liaison du ligand. Adaptée de (259).

Alors que le domaine extracellulaire du récepteur lie le ligand, les domaines
intracellulaires sont impliqués dans le déclenchement du signal et sa transmission dans la
cellule. La signalisation du récepteur passe par son interaction avec la protéine G qui interagit
avec le domaine DRYLALI qui est situé¢ dans la seconde boucle intracellulaire du récepteur.
DRYLAI est hautement conservé entre les récepteurs des chimiokines et aussi entre les

récepteurs des chimiokines et certains GPCR (257).

La régulation des récepteurs des chimiokines est contrdlée par plusieurs mécanismes en
fonction des cellules cibles et de la réserve en récepteurs chez les cellules. Par exemple, la
réserve cellulaire en CXCR4 permet une réponse rapide en signalisation cellulaire suite a
’activation de CXCR4 par son ligand (260). Les chimiokines induisent I’internalisation de leurs
récepteurs respectifs. Cette internalisation consiste en une régulation du récepteur qui se traduit

par I’arrivée des cellules dans le tissu cible. Le phénoméne d’endocytose/exocytose ou encore
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appelé recyclage est aussi un mécanisme de régulation des récepteurs qui module la quantité des
récepteurs présents a la surface cellulaire. Les récepteurs des chimiokines subissent la
dégradation par le mécanisme d’internalisation dans le but de réguler un niveau adéquat des

récepteurs a la surface de la cellule (257).

3.3.1. Le récepteur des chimiokines CXCR7

CXCRY7 est un récepteur a sept passage transmembranaire. Initialement, il portait le nom
RDCI1 et il fit isolé puis cloné a partir d’une banque d’ADNc de thyroide de chien (261). Chez
I’humain, le géne CXCR7 est localisé sur le chromosome 2q37.3 soit le méme chromosome
codant pour le récepteur CXCR4 (262, 263) avec qui CXCR?7 partage la méme spécificité du
ligand. Il est actuellement accepté que CXCR7 possede deux ligands, CXCL12/SDF-1 (Stromal
cell-derived factor-1) et CXCL11/I-TAC (Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant)
qui, a leurs tours se lie a CXCR4 et CXCR3 respectivement (264, 265). Relativement a ce point,
SDF-1 se lie a CXCR7 avec une plus grande affinit¢ que CXCR4 (264, 266), et CXCR7 se lie

a SDF-1 avec 10 a 20 fois plus d'affinité que I-TAC (265).

Les récepteurs des chimiokines sont généralement connus pour réguler le trafic des
leucocytes (267). C’est pourquoi, un grand effort avait été fournis pour déterminer la fonction
de CXCR7 dans les leucocytes. En ce qui concerne les cellules hématopoiétiques, I’expression
de CXCR?7 reste controversée (268-270). Par ailleurs, des études ultérieures ont montré que les
monocytes et les cellules B matures expriment un niveau élevé de CXCR7 qui correle
négativement avec I’activité de CXCR4 sur les cellules B (271, 272). 11 a été démontré que les

taux élevés de CXCR7 dans les cellules B, agissait en faveur sur leur survies et leur production
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d’anticorps (270). Ces résultats suggerent une fonction qui distingue CXCR7 des autres

récepteurs de chimiokines.

La plupart des 7-TMR contiennent le motif DRY (Asp-Arg-Tyr) dans la deuxiéme
boucle inracellulaire. Ce motif contrdle la chimiotaxie dans CXCR4 a travers Gai (273-275).
Au niveau de CXCR?7, le motif canonique DRYLAIV est modifié¢ a deux positions, ou A est
remplacé par S et V par T donnant la séquence DRYLSIT (275). Cette séquence est également
trouvée dans d'autres 7-TMR, y compris les récepteurs adrénergiques o2 et B1, le récepteur
muscarinique de l'acétylcholine et le récepteur de la sérotonine. De ce fait, CXCR7 est inclus
dans le groupe atypique des récepteurs de chimiokines (276, 277), et son deuxiéme nom est
AKR3 (Atypical Chemokine Receptor 3). CXCR7 est considéré comme un récepteur de
atypique car le motif DRYLSIT fait que CXCR7 ne fonctionne plus comme un GPCR (G-
protein-coupled receptors) (278). Cependant, d'autres signaux couplées au controle de la survie
et de I'adhésion des cellules qui sont médiés par CXCR7 ont été observés (265, 279, 280). Ces
observations sont liées a la capacité de CXCR?7 a recruter la B-arrestine entrainant une activation
de la MAP-kinase (281-283). De plus, CXCR7 peut s'hétérodimériser avec CXCR4 conduisant
a une modulation des réponses induites par CXCL12 en aval de Gai (282, 284, 285). En effet,
certaines fonctions des chimiokines sont régulées par des récepteurs dimérisés ou oligomérisés
(286-288). L’hétérodémirisation de CXCR7/CXCR4 avait été détecté en surexpression dans les
cellules HEK293, et cette hétérodimérisation dépend du niveau d’expression des deux
récepteurs. A savoir que 1’efficacité des hétérodiméres est la méme que les homodmiéres lorsque

CXCR4 et CXCR7 sont co-exprimés a des niveaux similaires (284).
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3.3.1.1. Lesligands de CXCR7, SDF-1/CXCL12 et ITAC/CXCL11

SDF-1 est une chimiokine qui induit la migration des cellules souches hématopoiétiques,
des cellules endothéliales et de la plupart des leucocytes. L’importance de son role I’implique
dans divers processus physiologiques et pathologiques, notamment, I'embryogenése,
I'hématopoicse, l'angiogenese et l'inflammation. SDF-1 est fortement exprimé dans les
ganglions lymphatiques, les poumons, le foie et la moelle osseuse. Une expression plus faible
de la chimiokine est retrouvée dans d’autres tissus soient, l'intestin gréle, les reins, la peau, le
cerveau et le muscle squelettique. Ce contraste dans les niveaux d’expression de SDF-1 est
bénéfique car il constitue un bon indicateur des sites de métastases (289). Par ailleurs, des
conditions pathologiques tels que 1’inflammation, 1’hypoxie, les maladie auto-immunes et les
environnements pro-angiogéniques sont a I’origine de I’induction de SDF-1, suggérant son role
pro-inflammatoire dans les maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide et la
néphrite (290, 291). Cependant, d’autres rapports associent un rdle plutdt anti-inflammatoire a
SDF-1. En effet, il a été démontré que SDF-1 recrute les cellules en réponse a 1’inflammation
en provoquant la polarisation des cellules T en cellules T régulatrices (290, 292) et générant des
cellules dendritiques (DC), et des macrophages (293). Il se trouve que cette transformation dans
le role de SDF-1 soit associ¢ au changement dans 1'expression de CXCR7 a la membrane qui, a

son tour, modifierait la fagon dont les cellules répondent a SDF-1 (294).

De son coté, I-TAC, est principalement exprimée dans les leucocytes du sang
périphérique, le pancréas, le foie, le thymus, la rate et les poumons. Dans I’intestin gréle, le
placenta et la prostate, I-TAC est exprimé a des niveaux plus bas. L’expression de [-TAC est

stimulée par des interférons dans une variété de cellules comprenant des leucocytes, des
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fibroblastes et des cellules endothéliales; ainsi, ses niveaux augmentent pendant 1'infection ou

le cancer (295).

3.3.2. L’expression de CXCR7

Depuis que CXCR7 soit découvert, environ 20 ans, le profil d’expression de la protéine
dans les tissus sains reste confus. Toutefois, ’ARNm de CXCR?7 a pu étre détecté par PCR et
Northern blot dans le cceur, le cerveau, la rate, les reins, les poumons, les testicules, les ovaires,
la thyroide, le placenta et le thymus (261, 265, 296). De son c6té, I’immunohistochimie a pu
révéler CXCR7 dans les amygdales (270) cerveau (297) placenta (298) reins (299) et le cordon
ombilical (278). Toutefois, les anticorps anti-CXCR7 utilisés dans certaines de ces études ne
sont pas spécifiques a CXCR7 (268) rendant la coloration en immunohistochimie inauthentique.
Il a été¢ démontré que la protéine CXCR?7 était exprimée sur les cellules transformées, sur la
vascularisation associée a la tumeur (265) ainsi que dans divers contextes pathologiques (299)
et les articulations enflammées (300). En effet, tout comme CXCR4 et SDF-1, I’expression de
CXCR7 est régulée par NF-«xB (kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells) (301) et HIF-
la (hypoxia-inducible factor la) (302). En revanche, le géne suppresseur de tumeur HIC1
(hypermethylated in cancer 1) réprime 1'expression de CXCR7 (303) appuyant que 1I’expression
de CXCR7 soit induite dans les tumeurs. CXCR?7 est aussi exprimé dans la moelle osseuse, et
ce au niveau des lymphocytes, granulocytes, les monocytes, les granulocytes et les plaquettes
(301). Une expression résiduelle de CXCR7 avait été¢ détecté au niveau des monocytes, les
lymphocytes T (293, 297) les monocytes (293), les cellules B (270, 304), les NK (natural killer)

, les basophiles (270) et les DC (Dendritic cells) (305).
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3.3.3. Régulation de I’expression de CXCR?7

3.3.1.1.  Régulation de CXCR7 dans le systeme immunitaire

L’expression de CXCR7 augmente au cours du développement des cellules B. cette
augmentation est expliquée par I’importance de CXCR7 pour le fonctionnement, la survie et la
différentiation des cellules B matures, puisque seules les cellules B mémoire CXCR7+ peuvent
survivre et produire des anticorps (270). L’expression de CXCR7 dans les DC est régulée par
différents stimulus. Si les DC ont acquis la maturit¢ par LPS (Lipopolysaccharide) elles
expriment CXCR7, si leur maturité est induite par TNFa (270) les DC n’exprimeront pas
CXCR7 (306). 11 est connu que le LPS induit I’expression de TNFa dans plusieurs cytokines.
Partant de ce fait, il a été inféré que contrairement aux cellules B, I’expression de CXCR7 dans
les DC est importante au début de la réponse innée. Par ailleurs, I’expression de CXCR7 dans
les DC peut diminuer suite a I’augmentation de TNFa réduisant ainsi leur capacité a répondre a

CXCLI12 (294).

3.3.1.2.  Régulation de CXCR7 durant I’embryogénese

Le role de Cxcr7 durant ’embryogénése de la souris avait été démontré par plusieurs
¢tudes. Au cours du jours 10.5 (E10.5), les transcrits de Cxcr7 ont été observés dans le cceur, le
tube neural, le cerveau et le septum (285) avec un changement subséquent dans le profil
d'expression dans le cceur a E14.5 (285). L'expression de Cxcr7 correspond a des périodes de
croissance accélérée et de vascularisation. D’autre part, lorsque les souris knock-out CXCL12
et Cxcr4 meurent (265, 307, 308), l'expression de Cxcr7 entre E15 et E17 est perdue (265)

suggérant que Cxcr4 devient critique dans le développement embryonnaire en méme temps
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I'expression de Cxcr7 diminue (265). Ces observations stipulent que 1’expression de Cxcr7

corresponde aux périodes de croissances accélérées et de vascularisations (309).

De plus, I'utilisation de souris déficientes en Cxcr7 soutiennent son un rdle essentiel
dans le systéme vasculaire mais pas dans 1’hématopoiése (305). En effet, au cours des stades
E13-E15, ’expression de Cxcr7 favorise la croissance accélérée du bourgeon hépatique, qui
vascularisé, devient le principal organe hématopoiétique feetal. Par la suite, le déclin de
I’expression de Cxcr7, qui coincide avec la mobilisation de cellules souches hématopoiétiques
(CSH) du foie feetal a la rate et a la moelle osseuse, fait intervenir Cxcr4 pour compenser le

manque de Cxcr7principalement dans les stades E15-E17 (265, 305).

3.3.1.3.  Régulation de CXCR7 par les estrogenes

Chez les poissons zebres, la fonction de cxcr7 dépend de deux génes, cxcr7a et cxcr7b.
Il a été¢ démontré que I’inactivation de ERa entraine la perte de 1I’expression de cxcr7b (310). Le
peu d’études ayant été menées sur les cellules cancéreuse mammaires humaines, révelent que
les estrogenes induisent une régulation positive de I'ARNm de CXCL12 et de CXCR4 mais
inhibent I'expression de I'ARNm de CXCR7 (311). De plus, la régulation négative de CXCR7
par les estrogénes pourrait étre significative au cours de l'embryogenese, car les niveaux
d'estrogeénes augmentent au stade final de la grossesse. Au niveau des cellules cancéreuses de
I’endométre, 1’estrogéne augmente significativement les niveaux de CXCR7 et SDF-1, et
restaure la migration et la croissance des cellules diminuées par CXCR7. Dans une précédente
¢tude, nous avions démontré une boucle de régulation entre le ligand de CXCR7, SDF-1, et les
estrogenes. Cette boucle de régulation était impliquée dans la croissance et la prolifération des

cellules cancéreuses mammaires ER+. Dans ce contexte, 1’estrogene active la transcription de
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I’ARNm de SDF-1. Nous avions démontré que SDF-1 interagissait avec son deuxiéme
récepteur, CXCR4, qui a son tour potentialisent 1’activité des récepteurs aux estrogenes par
phosphorylation (117). Une autre étude avait confirmé la régulation de SDF-1 par les estrogeénes
dans le cancer du sein. La sécrétion de SDF-1 a été détectée dans le milieu cellulaire de la lignée
cancéreuse mammaire MCF-7 suite au traitement avec I’estrogeéne. Cependant, cet effet diminué

pouvait étre €liminé par l'antagoniste des estrogénes pur ICI-182 ou ICI-780 (312).

3.3.4. Activation de CXCR7

Le mécanisme d’activation des 7-TMR (Seven transmembrane receptor) est indépendant
de la structure du ligand 1i¢ (313). Toutefois, la liaison du ligand entraine des changements dans
les régions transmembranaires (313) ainsi que des changements du co6té intracellulaire (314),
permettant la liaison des protéines notamment la protéine G ou la B-arrestine, qui initient les
voies de signalisation en aval. Effectivement, il a ét¢ démontré que la signalisation et la
conformation de CXCR4 sont stabilisées par la liaison de SDF-1 (315). De son c6té, CXCR7
stabilise son association avec la B-arrestine grace a la liaison du ligand SDF-1 ou I-TAC (283).
CXCR7 est un 7-TMR dont la signalisation n’a pas encore été clairement ¢lucidée. Les études
démontrant que la liaison de I-TAC n’induit pas la mobilisation de calcium ou la signalisation
de ERK1/2 ou de AKT (316), de méme que la liaison de SDF-1 n’induit pas la mobilisation du
calcium ou de migration cellulaire (265), a travers la protéine G, ont poussé les chercheurs a
classer CXCR7 dans le groupe des récepteur leurres. Cependant, plusieurs études ont été
effectuées prouvant I’implication de CXCR7 dans la signalisation (297, 317-321) et la migration

(264, 283,284,293, 317, 322-326), s’opposant a considérer CXCR7 comme un récepteur leurre.
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3.3.5. Signalisation de CXCR7

Bien que CXCR7 soit un 7 TMR et se lie a deux chimiokines SDF-1 et I-TAC, sa
signalisation GPCR classique n'a pas pu étre démontrée (265). En se basant sur le fait que
CXCR7 interagit de maniére constitutive avec les protéines Gai, sans les activer (284), certaines
¢tudes supportent une que CXCR?7 soit un récepteur entierement indépendant des protéines G.
Ce qui n’est pas tout a fait faux, car des études ont pu mettre en évidence une signalisation de
CXCR7 a travers la B-arrestine (283, 317). Récemment, le recrutement de la B-arrestine-2 de
maniére dépendante du ligand par CXCR7 ainsi que la signalisation a travers cette protéine
indépendamment de la protéine G, avait été confirmé par Rajagopal et al. (283). En effet, le
recrutement de la B-arrestine est induit par les résidus sérine/thréonine présent dans le C-
terminal de CXCR7 (327, 328). Comme discuté dans la section précédente, 1’association de la
B-arrestine-2 avec CXCR?7 est stable et durable, contrairement a celle avec CXCR4 qui est
transitoire (282). C’est probablement pour cette raison que, les voies en aval dépendantes de la
B-arrestine, y compris ERK1/2, p38 et MAPK sont potentialisées par le recrutement constitutif
de la B-arrestine par CXCR7 suggérant entre autre que CXCR7 induit la migration cellulaire par
la voie de B-arrestine (317). Par ailleurs, la liaison de SDF-1 a CXCR?7 avait été étudi¢e dans
plusieurs systémes cellulaires démontrant I’activation de Akt et MAPK dans le gliome (297),
les astrocytes et les cellules de Shawann (283). La signalisation de CXCR7 s’étend jusqu’a la
signalisation de CXCR4. En effet, il a été rapporté que CXCR7 module les signaux de CXCR4
via I'hétérodimérisation de CXCR7-CXCR4 (284). Outre son effet sur I’activation de CXCRA4,
CXCR7 peut fonctionner comme un récepteur scavenger des chimiokines I-TAC et SDF-1 en
les internalisant (278, 283). Cet effet, génére un gradient de chimiokine qui a pour effet

d’optimiser la réponse migratoire de CXCR4 (329)
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3.3.6. Les roles biologiques de CXCR?7

Plusieurs études ont indiqué le réle de CXCR7 dans 1’adhésion et la migration dirigée
(264, 283, 284, 293, 317, 322-326, 330-334). Cette capacité migratoire de CXCR7 I’'implique
dans plusieurs aspects physiologiques. Chez le poisson-zebre, CXCR7 est impliqué dans la
morphogénése embryonnaire, car la migration des cellules germinales primordiales qui
proviennent du tissu embryonnaire pour coloniser le primordium gonadique, est dirigée par la

chimiokine SDF-1, qui signale a travers CXCR7 (324, 325) et CXCR4b (335).

La formation de la plaque corticale au cours de la corticogenése est assurée par la
migration des interneurones dont la régulation se fait par CXCR4 et CXCR7 tel que démontré
par Sanchez et al. Dans cette étude, ils ont trouvé que CXCR4 et CXCR7 sont co-exprimés dans
des interneurones en migration, et que CXCR?7 est non seulement essentiel pour la signalisation

de SDF-1, mais il module aussi la fonction de CXCR4 (332).

Bien que la capacité de CXCR7 a réguler la niche des cellules souches de la moelle
osseuse reste incertaine et devrait étre étudiée plus en profondeur, des études ont démontré que
la régénération de la niche des cellules souches est en partie assurée par CXCR7. La
signalisation de CXCR?7 favorise la rétention des cellules B dans la moelle osseuse (304) tandis
que l'expression de CXCR7 pourrait étre nécessaire pour diriger les cellules souches
hématopoiétiques vers leurs niches. Dans ce cas-la, CXCR7 est en mesure de maintenir la
capacité migratoire des cellules. De plus, la liaison constitutive de SDF-1 a CXCR7 diminuant

ainsi les niveaux de SDF-1, est favorable a la régénération de la niche des cellules souches (294).

Chez les souris SCID (Severe combined immunodeficiency) présentant une insuffisance

rénale aigue, la greffe de cellules progénitrices, est médi¢e par une forte régulation positive de
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SDF-1 diminuant la sévérité de I’insuffisance rénale aigue, tout en empéchant la fibrose rénale.
De ce fait, le blocage de CXCR4 ou CXCR?7 supprime les bienfaits de la greffe car le nombre
de cellules progénétrices rénales greffées diminue considérablement. Sur ce point, CXCR?7 étant
essentiel pour l'adhésion des cellules progénitrices rénales, la migration transendothéliale
nécessitait l'activité de CXCR?7, suggérant le role essentiel de CXCR7 dans la thérapie des

cellules progénitrices rénales humaines (331).

CXCR?7 possede un rdle central dans la différenciation et la polarisation (270, 293).
Effectivement, le ligand SDF-1 régule la différenciation des monocytes en macrophages. Les
monocytes primaires sécrétant SDF-1 et exprimant les récepteurs CXCR4 et CXCR?7,
conduisent a une boucle autocrine/paracrine qui contribue a la différenciation des monocytes
par I’inhibition de RUNX3, un facteur de transcription qui inhibe CD4, favorisant ainsi
I’expression de CD4 et CD14, qui sont entre autre, spécifiques aux macrophages (293). Il semble
que CXCR7 peut contribuer a la polarisation des cellules immunitaires de par son role dans la
différenciation cellulaire. En effet, les résultats générés par Infantino et al. démontrent que la
différenciation des cellules B mémoires en cellules plasmatiques, correle avec I’expression de
CXCR7 dans les cellules B, suggérant le role de CXCR7 dans la fonction des cellules B matures

et leur survie (270).

Récemment, une étude a déterminé le role de CXCR7 dans I'athérosclérose et le
remodelage vasculaire. Aprés une 1ésion vasculaire, les souris hyperlipidémiques déficientes en
CXCR7 présentent une augmentation du taux de cholestérol sérique et accumulent les
macrophages lésionnels. Inversement, l'administration du ligand synthétique CCX771 de
CXCR?7 a des souris Apoe (-/-) a inhibé la formation de 1ésions et a amélioré I'hyperlipidémie,

et ce apres une 1ésion vasculaire et pendant l'athérosclérose. Le traitement par CCX771 a réduit
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les taux de VLDL et a augmenté l'absorption de lipoprotéines de trés basse densité dans le tissu
adipeux blanc exprimant CXCR?7, suggérant que CXCR7 régule le cholestérol sanguin en
favorisant son absorption dans le tissu adipeux. Cet effet de CXCR7 pourrait étre bénéfique

pour les maladies vasculaires d’athéroscléroses (336).

3.3.7. Les conséquences pathologiques de la signalisation de CXCR7

CXCRY7 est fortement exprimé durant le processus de développement biologique, mais
son expression diminue apres la naissance et devient plus faible dans les cellules sanguines
saines (337). Récemment, plusieurs études associent 1’expression de CXCR7 aux phénotypes
tumoraux agressifs dans plusieurs types de cancers, y compris le cancer du colon (263), le cancer
du sein (257, 264), le cancer de I’ovaire (338) le carcinome hépatocellulaire (265) et les cancers
colorectaux (266). Bien que les 7-TMR restent la classe de récepteurs la plus ciblée en thérapie,
les recherches sur CXCR?7 ont été significativement retardées puisque ce récepteur a longtemps
¢été considéré comme orphelin (305). Le développement d’antagoniste sélectifs CCX733 et
CCX754 (265), I’agoniste CCX771 (334), la surexpression, 1’abolition ou le knock-out de
CXCR7 (285) ainsi que des souris mutantes (332) ont été les outils qui ont aidé a élucider les

mécanismes de CXCR7 impliqués dans la pathologie.

L’utilisation de souris déficientes en cxcr7 a démontré le role de CXCR7 dans la
vasculogenese, I’angiogenése et la néovascularisation tumorale. Ces souris présentent de graves
anomalies cardiaques et 95% sont mortes en 24h. L’utilisation de souris Tie2-Cre ayant pour
effet de récapituler la déficience en cxcr7, soutient que le phénotype 1étal est probablement causé
par I’expression défectueuse de CXCR7 dans les cellules endothéliales (285). En effet, le profil

génétique pour ces souris déficientes en cxcr7, révele que les génes essentiels a la formation de
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la valve, la protection des vaisseaux ou a la croissance et a la survie des cellules endothéliales,

ont été altérés (285).

Par le biais de la surexpression de CXCR?7 et I’interférence a I’ARN dans les cellules
cancéreuses du poumon, il a été démontré qu’indépendamment de CXCR4, CXCR7 favorise les
métastases pulmonaires chez les souris immunodéficientes. Dans la méme étude, le knockdown
de cxcr7 dans les poissons zebres démontre son rdle dans la vasculogenese et I'angiogenése au
cours du développement (280). Par ailleurs, il a été trouvé que la surexpression de CXCR7 dans
les cellules cancéreuses mammaires murines améliore l'angiogenése en favorisant le
développement de la tumeur (339). De maniére intéressante, la régulation des facteurs
angiogéniques IL-8 (Interleukin-8) et VEGF (Vascular endothelial growth factor) par CXCR7
dans les cellules cancéreuses de la prostate, vient clarifier le mécanisme de CXCR7 dans
I’angiogenese (340). Prises ensembles, ces études démontrent le role potentiel de CXCR7 dans
la vasculogenese, I’angiogenese et la néovascularisation tumorale, ouvrant de nouvelles voies a

explorer pour bloquer I’angiogenése tumorale.

CXCRY7 contribue également dans la développement, la survie et la croissance tumorale
par son role dans la prolifération (321, 340-343). Dans les cellules souches progénétrices
hématopoiétiques humaines normales, la survie cellulaire est induite par SDF-1 et la
dérégulation de CXCR?7 favorise la prolifération (331). L’effet prolifératif de CXCR7 avait été
soutenu par l’utilisation d’antagonistes sélectifs chez des souris greffées avec des cellules

cancéreuses (265, 280).
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3.3.7.1. L’axe CXCR7/SDF-1/CXCR4 dans le cancer de ’ovaire

La chimiokine SDF-1 et ses récepteurs, CXCR4 et CXCR7, sont impliqués dans la
progression du cancer et les métastases. Au niveau de 'ARNm et des protéines, I'expression
accrue de SDF-1 et CXCR4 avait été démontrée dans le cancer épithélial de 1'ovaire et dans les
lignées cellulaires cancéreuses ovariennes (7-12). Avant que le ligand SDF-1 soit aussi attribué
a CXCR7, CXCR4 et SDF-1 avaient ét¢ détecté dans le cancer de 1’ovaire, grace aux biopsies,
dans une sous-population de cellules tumorales de cancer de I’ovaire de 63 patients. Dans ce
contexte, a travers CXCR4, SDF-1 induisait la migration des cellules cancéreuses dans la
péritoine par I’activation d’un flux de calcium intracellulaire mettant au jour une voie potentielle
pour la propagation du cancer de I’ovaire (344). La signalisation de SDF-1 exerce de multiples
effets biologiques dans le cancer de 'ovaire, et amplifie la croissance et la migration cellulaire
(345). Plusieurs études ont par la suite confirmé I’implication de 1’axe SDF-1/CXCR4 a rendre

le cancer de I’ovaire plus agressif (346-350).

En ce qui concerne la signalisation de SDF-1 a travers CXCR7, les niveaux protéiques
de CXCR7 sont spectaculairement augmentés par SDF-1 témoignant I’existence de I’axe SDF-
1/CXCR?7 dans le cancer de I’ovaire. La signalisation de SDF-1 a travers CXCR7 dans le cancer
de I’ovaire, induit 1I’expression de la MMP-9 via la phosphorylation de p38 amplifiant ainsi le
caractére invasif des cellules cancéreuses ovariennes. L’invasion cellulaire atténuée par
I’interférence a I’ARN de CXCR7 est améliorée par SDF-1 indique la fonction de cet axe dans
le cancer de I’ovaire. Les résultats de cette étude suggerent des cibles potentielles a explorer

dans le développement thérapeutique ultérieur (351).
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L’acquisition de la capacit¢ d’invasion et de métastase par transition épithéliale-
mésenchymateuse (EMT), par les cellules cancéreuses, jouent un rdle important dans
I’oncogenese. Dans le cancer épithélial de 1’ovaire, CXCR?7 facilite la métastase des ganglions
lymphatiques a travers la phosphorylation de Akt et Erk impliquant les biomarqueurs
(vimentine, Slug, N-cadhérine et E-cadhérine) (338). Ainsi, CXCR7 régule le processus EMT

impliqué dans I’invasion et la métastases des cellules cancéreuses de I’ovaire (338).

4. Les Peptidyl prolyl cis/trans isomerases (PPlases)

Les PPlases ont été découvertes en 1984 par Gunter Fischer et ses collegues (352). Ce
sont des enzymes qui catalysent 1’isomérisation cis/trans des liaisons peptidiques précédant
I’acide aminé proline. Normalement, la rotation de ces liaisons dans les protéines sont restreintes
a cause de I’encombrement stérique. Toutefois, les PPlases interviennent pour faciliter
I’interconverstion cis/trans dans les protéines substrats (353, 354). Il existe trois familles
distinctes de PPlase, les cyclophilines (CyP), les FKBP (protéines de liaison FK506) et les
parvulines. Tous les trois sont conservés parmi les eucaryotes, les procaryotes et les archées
(355-357). Chez I'nomme on retrouve deux parvulines, Pinl et Par14/17 qui sont des isoformes
codées par le méme gene (358, 359). Dans les eucaryotes, les PPlases peuvent étre trouvées
dans tous les compartiments cellulaires, y compris le cytoplasme, le réticulum endoplasmique,

la mitochondrie, le noyau et le nucléole (360).

4.1. Structure de Pinl

Pinl est une peptidyl propyl isomérase dont la découverte revient au criblage double-

hybride avec la protéine kinase mitotique NIMA (never in mitosis gene A), effectué par Lu et
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al. (358). Pin1 est constitué de deux domaines : le domaine WW situ¢ dans N-terminal impliqué
dans la reconnaissance de la protéine et son interaction avec cette protéine, et le domaine

catalytique PPIase, dans C-terminal, responsable de I’activité isomérase de Pin1(15).

La Proline adopte uniquement des conformations cis et trans, un processus qui est
catalysé par les peptidyl-prolyl isomérases (PPlases). Le motif pSer/Thr-Pro réduit le processus
d'isomérisation cis-trans intrins€quement lent, et rend les liaisons peptidiques inaccessibles pour
toutes les PPlases connues a 1'exception de Pinl (361). La liaison de Pinl aux protéines sur les
motifs pSer/Thr-Pro se fait par le domaine WW (362). Ce dernier, est capable de se lier aux
conformations cis ou trans d'un motif pSer/Thr-Pro (363), car WW présente presque la méme
affinité pour les deux conformations. Ainsi, Pinl est en mesure de catalyser l'interconversion
entre les deux conformations (Figure 10) (364).
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Figure 10. Changement conformationnel catalysé par I’isomérase.
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Représentation des formes isomeéres trans et cis d'une liaison peptidique X et de l'interconversion
stimulée par les prolyl isomérases. En premier lieu, la phosphorylation de protéines par des
kinases dirigées contre la proline crée des sites de liaison pour la prolyl-isomérase Pinl (1%
étape). En deuxiéme lieu, la prolyl-isomérisation subséquente par Pinl induit des changements
conformationnels et régule ainsi la fonction des protéines cibles (2° étape). Adaptée de (365)

4.2. Mécanisme d’action de Pinl

L'isomérisation cis-trans catalysée par Pinl pourrait définir quel type de phosphatase
peut agir sur les protéines. Par exemple, Pinl favorise la déphosphorylation des motifs trans-
phospho-Ser/Thr-Pro dans Cdc25C et Tau par la PP2A (Phosphatase 2A) (366), alors qu'elle
favorise la déphosphorylation du motif cis-phospho-Ser5-Pro du domaine C-terminal de 'ARN
polymérase II (CTD) par la protéine phosphatase Ssu7213 (367). En fait, les changements
conformationnels des protéines substrats induits par Pinl peuvent survenir en liant le domaine
WW sans pour autant que l’activité catalytique de Pinl soit impliquée. Pour déterminer
I’implication catalytique de Pinl, Nakamura et al. (368) ont pu générer des anticorps spécifique
au motif Ser/Thr-Pro phosphorylé en position cis et trans. L’utilisation de ces anticorps s’aveére
importante afin d’évaluer directement I'état d'isomérisation cis-trans de liaisons individuelles au
niveau du motif pSer/Thr-Pro in vivo et fournir des preuves de leur fonction ou régulation

spécifique a la conformation (368).

Pinl joue un rdle central dans les différents processus biologiques notamment, la
croissance, la survie, la migration, l'invasion et la métastase des cellules tumorales (361, 362,
365, 366, 369, 370). Ceci revient au fait que Pinl soit régulé par des stimulus extracellulaires et
intracellulaires et que lui-méme régule les structures et les fonctions d’une large gamme de

molécules. Le role de Pinl dans le développement des tumeurs a été élucidé par 1’utilisation des
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souris. Il a ét¢ démontré que 1’ablation de Pinl chez la souris semble étre efficace pour empécher
Her2 ou Ha-Ras d’induire I’expression de la cycline D1 (371). Par ailleurs, la surexpression de
Pinl dans les glandes mammaires de la souris induit une duplication du centrosome, une
mauvaise ségrégation des chromosomes et une aneuploidie, et entraine des tumeurs mammaires
malignes (372). Pinl peut également influencer la stabilité des protéines substrats en augmentant
ou en diminuant leur ubiquitination. En effet, il a ét¢ démontré que Pinl travaille avec
différentes ubiquitine ligases E3 pour réguler la dégradation des protéines tel que les oncogenes

c-Myc (373) et cycline E (374).

4.2.1. Régulation des kinases et des phosphatases par Pinl

Les mécanismes de phosphorylation et déphosphorylation, assurés par les kinases et
phosphatases respectivement, sont impliqués dans toutes les activités cellulaires. Il se trouve
que Pinl soit trés impliqué dans la régulation des kinases et des phosphatases, et ce au niveau

de la membrane plasmique aussi bien qu’au niveau du noyau (375).

Dans la voie de signalisation induite par MAPK, Pinl interagit avec Raf-1. Ce dernier
¢tant phosphorylé par ERK dans le but de le désensibiliser, subira une isomérisation cis-trans
par Pinl conduisant & sa déphosphorylation par PP2A. Cette déphosphorylation rend Raf-1
disponible pour la signalisation. Ainsi, Pinl devient nécessaire pour le recyclage de Raf-1. En
effet, il a ét¢ démontré que I’inhibition ou le déficit en Pinl bloquait I’activation de Raf-1 par
PDGF (376). Bien que la stimulation par EGF phosphoryle MEK1/2 et ERK1/2, Pinl interagit
directement avec MEK1/2 mais indirectement avec ERK1/2 (377). En ce qui concerne JUNK,

I’interaction avec Pinl se fait directement sur le résidu Thr183 phosphorylé catalysant
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I’isomérisation de JUNK cis-trans au niveau du motif phospho-Thr183-Pro. Ce changement

structurel inhibe la déphosphorylation de JUNK rendant son activité plus stable (378).

AKT est une autre voie de régulation centrale pour de nombreuses fonctions cellulaires,
et elle est une cible de régulation par Pinl. Cliniquement, chez les patientes atteintes d'un cancer
du sein, la combinaison de taux ¢levés d'AKT-pS473 et de niveaux élevés d'expression de Pinl
est considérée comme étant de pronostic défavorable. Ceci est attribué a la stabilité de la
phosphorylation de I’AKT au niveau du résidu S473 qui est maintenue grace a la liaison de Pinl
sur T92 et T450 de I’AKT. En effet, cette liaison est nécessaire pour le maintien de la stabilité

de I'AKT et de la phosphorylation de I'AKT a S473 (379).

4.2.2. Régulation transcriptionnelle par Pinl

4.2.2.1. Les facteurs de transcription impliqués dans 1'auto-renouvellement

des cellules souches et la pluripotence

Le rdle crucial que joue Pinl dans le maintien de la prolifération des cellules souches
germinales avait été démontré dans des souris Pinl KO dans les quelles, la prolifération
cellulaire et le poids corporel avaient été¢ diminués. Ces souris KO ont aussi subit une neuro-
dégénérescence et une altération du développement des glandes mammaires (380, 381) ainsi
qu’une atrophie testiculaire (382). Pour expliquer l'induction et le maintien de la pluripotence
par Pin1, des études ont été réalisées démontrant que STAT3, Nanog et Oct4 qui sont des joueurs
importants dans le renouvellement des cellules souches, étaient régulés par Pinl (380, 383, 384).
En effet, Pinl reconnait phospho-S727-Pro de STAT3, conduisant a la liaison du co-activateur
transcriptionnel p300 a STAT3 favorisant ’activité transcriptionnelle de STAT3. De son coté,

Nanog est stabilis¢ par Pinl au niveau des sérines S52, S65, S71 ce qui supprime son
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ubiquitination. Finalement, pour Oct4, Pinl interagit avec le motif S12-Pro phosphorylé,

augmente sa stabilité et par conséquence son activité transcriptionnelle (380, 383, 384).

4.2.2.2. Pinl régule les facteurs cycline D1, cycline E et c-Myc

Pinl régule un large éventail de facteurs de transcription qui favorise le développement
tumoral. La cycline D1, qui est 1'un des régulateurs du cycle cellulaire les plus fréquemment
modifiés dans les cancers, est un substrat direct de Pinl. Ce dernier se lie a la cycline DI
phosphorylée au résidu T286-Pro par GSK3 stabilisant ainsi la cycline D1 (381, 385). De plus,
Pinl régule la fonction de la cycline D1 par d’autre facteurs de transcription tels que la B-
caténine qui a son tour régule positivement la transcription de cycline D1 et c-Myc (386). En
plus de réguler I'expression de c-Myc par le biais de la B-caténine (386), Pinl se lie directement
a c-Myc au niveau de S62 phosphorylé par ERK ou CDK et favorise le recrutement de c-Myc
et de ses co-activateurs (387). Pinl régule également la stabilité de la cycline E. A savoir que la
liaison de Pinl au complexe cycline E-CDK2 dépend de la phosphorylation de la cycline E a

S384 par CDK2 (374).

4.2.2.3. Les facteurs de transcription impliqués dans la suppression tumorale

Pinl régule un grand nombre de suppresseurs tumoraux et d'inhibiteurs de croissance.
SMRT (Silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) est un co-répresseur
transcriptionnel qui participe a diverses voies de signalisation impliquées dans plusieurs
pathologies. L’interaction de Pinl avec SMRT phosphorylé par CDK2 au niveau de S1241 et
S1469, diminue sa stabilité affectant la répression transcriptionnelle SMRT-dépendante des
autres facteurs de transcription (388). Pinl agit aussi sur les suppresseurs tumoraux de la famille

FOXO. Le stress oxydatif induisant la liaison de Pinl a FOXO4 phosphorylé, provoque la
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débuquitnation de FOXO4 ce qui inhibe sa translocation nucléaire et par le méme effet, diminue
son activité transcriptionnelle des génes impliqués dans 1’arrét du cycle cellulaire (389, 390). Le
suppresseur tumoral PML (Promyelocytic leukemia protein) impliqué dans la régulation de
I’apoptose, I’infection virale, la sénescence et le cycle cellulaire, est aussi régulé par Pinl qui
diminue la stabilit¢é de PML a travers les résidus S403, S505, S518 et S527. Par contre, la
SUMOylation de PML bloque l'interaction entre Pinl et PML, empéchant ainsi la dégradation
de PML (391). RUNX3 fonctionnant comme un suppresseur tumoral, est fréquemment
supprimé ou inhibé transcriptionnellement dans les cancers. Pinl interagit avec quatre motifs
Ser/Thr-Pro phosphorylés (T209, T212, T231 et S214) dans RUNX3 via son domaine WW, ce
qui entraine l'ubiquitination et la dégradation par protéasome de RUNX3 et la suppression de
son activité transcriptionnelle (392). En ce qui concerne le suppresseur de tumeur p53, Pinl
interagit avec p53 a travers les motifs T76-P et T86-P mais 1’isomérisation au niveau de ces
motifs n'est pas déterminante dans l'activité transcriptionnelle de p53. Cependant, en réponse a
l'altération de I'ADN, Pinl interagit avec p53 au niveau des résidus pS33, pT81 et pS315
provoquant des changements conformationnels dans p53 stimulant sa liaison a I'ADN. De plus,

les cellules déficientes en Pinl sont défectueuses dans l'activation de p53 (393, 394).

4.2.2.4. Les récepteurs nucléaires

La régulation des récepteurs nucléaires se fait souvent par phosphorylation. Plusieurs
sites de phosphorylation ont été identifié¢ dans les récepteurs nucléaires. Cependant, jusqu’a la
découverte de Pinl, la phosphorylation sur les motifs Ser/Thr-Pro était inconnue (395). Ce sont
principalement les CDK (Cyclin-dependent kinases) et les MAPK qui dirigent la

phosphorylation des résidus prolines au niveau des récepteurs nucléaires (396). Alors que les
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récepteurs nucléaires ERa (397), AR (398), Nur77, Nurrl et NOR-1 (399, 400) sont activés par
Pinl dans le cancer du sein, le cancer de la prostate et durant la mitogenése respectivement,
RARa (401, 402) et PPARY (403) sont inhibés par Pin-1 dans les cellules leucémiques my¢éloides

aigués et dans les macrophages, respectivement.

4.2.2.4.1. Régulation de ERa par Pinl

Comme discuté dans la section 2.1.1, le domaine AF-1 de ERa peut étre phosphorylé
par les kinases menant a I’activation du récepteur indépendamment du ligand. La sérine-118, le
site de phosphorylation le plus important dans ERa avait été identifié, comme étant critique pour
la liaison de Pinl dont la mutation en alanine empéche cette association, par les travaux de
Rajbhandari et al. (397). Cette étude a démontré que la surexpression de Pinl favorise ’activité
de ERa induite par I’estrogéne et par le tamoxifene, et que l'expression de Pinl corréle avec la
prolifération des tumeurs mammaires, fournissant une voie qui peut aider a comprendre le
mécanisme de résistance a la thérapie hormonale. Pour appuyer leur découverte, Rajbhandari et
al., ont pu mener une autre étude pour fournir un mécanisme approfondis de la régulation de
ERa par Pinl. En fait, I’'isomérisation cis-trans de la liaison pS118-P119 par Pinl stabilise
I’activité transcriptionnelle de ERa en inhibant la dégradation du récepteur dépendante du
protéasome. Plus précisément, I’isomérisation du récepteur perturbe son ubiquitination car elle
interfére avec les interactions du récepteur avec E3, E6AP inférant que Pinl régule ERa post-

traductionnellement dans le cancer de sein (404).
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4.3. Pinl dans le développement du cancer de sein

Au cours du développement, Pinl est impliqué dans le développement du tissu
mammaire. Le role physiologique de Pinl avait ét¢ démontré par des souris KO en Pinl. Bien
que ces souris soient viables et atteignent 1'dge adulte, elles présentent une déficience de
I'épithélium mammaire et des cellules souches mammaires (381) avec une capacité d'auto-
renouvellement réduite démontrée par des tests in vitro et in vivo (405, 406). Cycline D1 semble
étre le déterminant de la fonction de Pinl chez ces souris, car les niveaux de cycline D1 diminue
dans ces modéles déficients en Pinl (381). Tout compte fait, comme discuté dans la section
4.2.2.2, Pinl régule positivement la fonction de cycline DI, soutenant 1’importance de

I’interaction Pin1-Cycline D1 dans le développement des glandes mammaires (407).

En dépit de son implication physiologique, Pinl a aussi des rdles critiques dans le
développement et la progression du cancer de sein et ce, dans les principaux processus
cellulaires du développement et de la progression de la maladie (371, 387, 405-412).
Effectivement, Pinl est surexprimé dans la majorité des cancers de sein et cette surexpression
correle avec un mauvais pronostique (406, 408, 409, 411, 413, 414). L expression du géne Pinl
est régulée a la hausse dans le cancer du sein par les facteurs de transcription E2F 16 a travers
les voies ErBb2 / HER2 / Neu, Ras et IGF-1R (371, 412). En fait, alors que les cellules
¢pithéliales mammaires normales expriment de faibles niveaux de Pinl, les cellules cancéreuses
mammaires présentent des niveaux fortement €élevé de Pinl phosphorylé. D’ailleurs, c’est la
phosphorylation de Pinl qui I’active, le stabilise et induit sa liaison au substrat qui est a I’origine
de son activité (415). Pinl est impliqué dans le maintien de la prolifération cellulaire cancéreuse

du sein car il régule plusieurs protéines essentielles pour le cycle cellulaire et la mitose. A cette
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fin, dans les cellules cancéreuse, Pinl interagit avec pRB, hyper-phosphorylé par CDK,
déclenchant la prolifération cellulaire (416). L’amplification du centrosome, durant le cycle
cellulaire, menant a 1’instabilité du chromosome est un mécanisme qui caractérise les cellules
cancéreuses et constitue un mauvais pronostique. Au cours du cycle cellulaire, Pinl joue un rdle
dans la duplication du centrosome en coordonnant entre I’ADN et la synthése centrosomale.
Cependant, la surexpression de Pinl induit une amplification du centrosome anormale causant
une mauvaise ségrégation des chromosomes et conduisant a 1'aneuploidie et a la transformation
oncogénique, comme le montrent les souris MMTV-PINI et les cellules cancéreuses
mammaires humaines (417-419). Au niveau métastatique, Pinl suscite la migration et I’invasion
des cellules cancéreuses du sein. La surexpression de Pinl favorise les transitions épithéliales
mésenchymateuses en régulant négativement E-cadhérine dans les cellules épithéliales
mammaires normales et cancéreuses (405, 406, 414). De plus, les niveaux des autres marqueurs
mésenchymateux N-cadhérine et Vimentine ainsi que 1'activité transcriptionnelle de la protéine
Snail, dépendent de la surexpression de Pinl a travers les voie PI3K-Akt, NF-kB59 ou Notch1
(420). En plus de son implication dans le développement de la pathologie, Pinl est un médiateur
dans la résistance thérapeutique. Dans les tumeurs ER+, Pinl confére une résistance au
traitement par I’induction d’EMT, d’angiogenese (421, 422) et par la dégradation de CDK 10
(423). Par ailleurs, Pinl orchestre la résistance en maintenant des niveaux ¢levés de ERa (397,

404).
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Hypothéses et objectifs

Tout comme 1’estrogene et ses récepteurs, les chimiokines et leurs récepteurs jouent un
role essentiel dans la tumorgénése et la métastase de plusieurs cancers, notamment dans le
cancer du sein et le cancer épithélial de 1’ovaire. Nous avions préalablement publi¢ un article
dont les résultats démontrent un couplage fonctionnel entre 1’estrogéne et les chimiokines dans
le cancer du sein. Dans ce contexte, ’ARNm de la chimiokine SDF-1 est induit par les
estrogenes conduisant a une boucle de régulation autocrine/paracrine qui rend le cancer du sein
plus agressif. CXCR7 et ses deux ligands SDF-1 et I-TAC ont été¢ détectés dans le cancer de
'ovaire (424) et I’axe SDF-1/CXCR?7 avait été établi dans le cancer de I’ovaire (351). Toutefois,
le mécanisme de régulation du récepteur CXCR7 ou encore les chimiokines SDF-1 et [-TAC
reste inconnu dans le cancer de 1’ovaire. L’implication des récepteurs aux estrogénes dans le
cancer de I’ovaire avait été établie. Toutefois, la pathologie est plus liée a I’isoforme ERa que
ERp, car de nombreuses études ont démontré que ERP est fortement représenté dans les cellules
ovariennes épithéliales normales ou les tumeurs bénignes (425-428), alors que ERa est la forme
principale exprimée dans les tumeurs malignes (426). Le fait que CXCR?7 soit un deuxieme
récepteur pour SDF-1 suggere que CXCR7 pourrait avoir un réle potentiel dans la tumorgenése
médiée par les estrogeénes. Dans cette ¢tude, notre hypothese était que CXCR7 est un geéne cible
des estrogeénes et que 1’expression de CXCR?7 est positivement régulée par ERa dans le cancer

¢pithélial de I’ovaire. Les objectifs sont :

1. Investiguer le mécanisme de régulation du géne CXCR7 par le récepteur de

I’estrogéne ERa dans le cancer de ’ovaire.

2. Identifier le role de CXCR7 dans le cancer de ’ovaire.
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Etant des facteurs de transcription, les récepteurs aux estrogénes régulent une panoplie
de genes cibles impliqués dans la tumorgenése. La régulation génique par les récepteurs aux
estrogénes dépend de la nature du ligand, le recrutement des cofacteurs et les modifications
postraductionnelles. Les isoformes ERa et ERP partagent plusieurs caractéristiques structurales
qui font converger leurs mécanismes de signalisation, comme par exemple les résidus
phosphorylés dans le domaine AF-1 qui sont responsables de 1’activation ligand-indépendante
des récepteurs. L’isomérisation induite par Pinl aprés la phosphorylation provoque des
changements conformationnels qui peuvent affecter les propriétés des protéines substrats de
Pin1(15, 19). Dans le cancer du sein, Pin1 confére un potentiel de prolifération accru aux cellules
cancéreuse en ciblant et en isomérisant ERa a pS118-P119 (26). Dans le cancer du sein, ERa
est généralement considéré comme un marqueur pronostique. Cependant, en ce qui concerne
ERB, sa tumorigenése est encore discutée (9). Nous avions identifi¢ la Ser-87 comme cible des
kinases dans ERf, qui est hautement phosphorylée par SDF-1. Le fait que le domaine AF-1 de
ERp contient la Ser-87 hautement phosphorylé et que laSer-87 appartient au motif Ser/Thr-Pro,
souleve la possibilité que ERP puisse étre une cible de Pinl. Dans cette étude, notre hypothese
¢tait que ERP est un substrat pour Pinl et que la phosphorylation de la sérine-87 est impliqué

dans la régulation de ERp par Pinl. Les objectifs sont :

3. Caractériser le mécanisme par lequel Pinl régule ’activité transccriptionnelle de

ERB.

4. Evaluer ’impact de cette régulation dans le cancer du sein.
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De par les objectifs fixés pour cette thése, nous étudierons les facteurs qui interagissent
avec les récepteurs aux estrogeénes et qui donnent un caractére plus agressif aux cellules
cancéreuses ovariennes et mammaires. Elucider ces mécanismes, pourrait ouvrir des voies
potentielles pour apporter de nouveaux €éléments aux phénomenes de résistance a la thérapie
endocrinienne dans le cancer du sein et de I’ovaire. Etant donné la capacité transcriptionnelle
¢levée de ERa a réguler I’expression de plusieurs geénes impliqués dans la tumorgénese, et
puisque ERa est dominant dans le cancer de 1’ovaire, nous voulons investiguer la régulation de
CXCR7 par ERa. D’autre part, comme le réle de ERa dans la résistance a la thérapie dans le
cancer du sein est déja confirmée dans plusieurs études et aussi en clinique, nous voulons étudier
I’activité et le role de ERp en présence de Pinl dans le cancer du sein. Atteindre les objectifs
mentionnés ici, apportera de nouveaux ¢léments a la compréhension du role de chaque isoformes

dans les cancers gynécologiques.
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Chapitre 2: Résultats
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Abstract

Ovarian cancer is one of the most intractable diseases, exhibiting tremendous molecular
heterogeneity and lacking reliable methods for screening, resulting in late diagnosis and
widespread peritoneal dissemination. Menopausal estrogen replacement therapy is a well-
recognized risk factor for ovarian cancer, but little is known about how estrogen might contribute
to this disease at the cellular level. This study identifies chemokine receptor CXCR7/ACKR3 as
an estrogen-responsive gene, whose expression is markedly enhanced by estrogen through direct
recruitment of ERot and transcriptional active histone modifications in ovarian cancer cells. The
gene encoding CXCR7 chemokine ligand I-TAC/CXCL11 was also upregulated by estrogen,
resulting in Ser-118 phosphorylation, activation, and recruitment of estrogen receptor ERa. at the
CXCR7 promoter locus for positive feedback regulation. Both CXCR7 and CXCLI11, but not
CXCR3 (also recognized to interact with CXCL11), were found to be significantly increased in
stromal sections of microdissected tumors, and positively correlated in mesenchymal subtype of
ovarian cancer. Estrogenic induction of mesenchymal markers SNAIl, SNAI2, and CDH2
expression, with a consequent increase in cancer cell migration, were shown to depend on
CXCR7, indicating a key role for CXCR7 in mediating estrogen upregulation of mesenchymal
markers to induce invasion of ovarian cancer cells. These findings identify a feed-forward
mechanism that sustains activation of the CXCR7/CXCLI11 axis under ERa control to induce the
epithelial-mesenchymal transition pathway and metastatic behavior of ovarian cancer cells. Such
interplay underlies the complex gene profile heterogeneity of ovarian cancer that promotes

changes in tumor microenvironment and metastatic acquisition.



Introduction

Ovarian cancer (OC) is the most aggressive and deadliest of gynecologic malignancies, mainly
because of its high metastatic potential and late diagnostic due to lack of early tumor biomarkers.
Preclinical studies have shown that factors involved in development and progression of ovarian
cancer include sex steroid hormones. Indeed, hormone replacement therapy based on exogenous
estrogen given to postmenopausal women increases their risk to develop ovarian cancer (Beral et
al., 2007; La Vecchia, 2017; Malvezzi et al., 2016; Zhou et al., 2008). Estrogens are well known
to be oncogenic in breast cancer by regulating numerous genes involved in development,
proliferation, and progression of the disease. Gene regulation by estrogen is mediated by the
estrogen receptors ERot (NR3A1) and ER (NR3A2), members of the nuclear receptor family of
transcription factors (Mangelsdorf et al., 1995). Upon estrogen binding, the ERs initiate
transcription by directly binding to estrogen response elements (ERE) contained in target genes
promoters. ERa is expressed in up to 60% of ovarian epithelial tumors with higher levels
compared to normal ovaries although its prognostic value remains uncertain (Chan et al., 2008;
Hildebrand et al., 2010; Sieh et al., 2013). Despite also a high expression of ERP in ovarian
cancer, its significance in terms of tumor subtypes and isoform specificity is variable (Ciucci et

al., 2014; Kyriakidis and Papaioannidou, 2016).

The progression of ovarian cancer towards angiogenic and metastatic stages has been associated
in part with chemokine signaling pathways. Stromal-derived factor SDF-1 (CXCL12) and its G-
protein-coupled receptor CXCR4 are highly expressed in ovarian cancer and associated with poor
outcome (Guo et al., 2014; Liu et al., 2014; Popple et al., 2012). The recent identification of
CXCR7 (ACKR3) as a second receptor for SDF-1 has made essential to re-evaluate the response

to SDF-1 in pathophysiology (Balabanian ef al., 2005). In addition, CXCR?7 is also activated by



interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant I-TAC (CXCL11), adding to the complexity of
CXCR?7 cellular responses (Burns ef al., 2006). CXCR7 is expressed in the hematopoietic
system, heart, vascular endothelial cells, bone, kidney, and brain, and plays a pivotal role in cell
growth, survival, and migration (Burns et al., 2006; Sanchez-Martin et al., 2013; Thelen and
Thelen, 2008). Several studies have implicated a tumorigenic role of CXCR?7 in various cancers,
including breast, lung, and prostate, with increased growth, migration potential, and prognostic
significance (Miao et al., 2007; Saha et al., 2017; Wu et al., 2015). Conversely, CXCR7
expression does not always correlate with poor outcomes, such as in neuroblastoma and colon
cancer (Heckmann et al., 2014; Liberman et al., 2012), suggesting context-dependent actions of
CXCR7. However, the role of CXCR?7 in ovarian cancer is less characterized. CXCR7 expression
was identified in neoplastic ovaries (Jaszczynska-Nowinka et al., 2014) and ligand-activation of
CXCR?7 was shown to induce matrix metalloproteinase MMP-9 in epithelial ovarian cancer cells
(Yu et al., 2014). In addition, CXCL11 and CXCL12 expression levels were found augmented in
ovarian carcinomas compared to normal ovaries (Furuya et al., 2007; Jaszczynska-Nowinka et
al., 2014). However, the signaling events regulating gene expression of CXCR?7 and its ligands in

ovarian cancer cells remain unknown.

Previous findings have identified estrogen as a positive regulator of the CXCL12/SDF-1 gene in
breast cancer cells (Hall and Korach, 2003; Sauve et al., 2009), and we have described that such
regulation is part of a positive autocrine feedback loop involving CXCR4 and estrogen receptors
to promote cell growth (Sauve ef al., 2009). In this study, we identified CXCR7 as an estrogen-
responsive gene; whose expression is specifically enhanced in ER-positive ovarian cancer cells
through direct recruitment of ERo and favorable chromatin modifications at the CXCR7

promoter. We also show that [-TAC/CXCLI11 expression is enhanced by estrogen, resulting in



phosphorylation of ERa and feedback regulation of the CXCR7 gene. Our findings identify a
regulatory loop between ERo and CXCR7 chemokine axis, promoting optimal response to

estrogen and invasion phenotype to ovarian cancer cells.

Materials and methods

Cell culture and treatments

Human ovarian cancer OVCAR-3 and SKOV-3 cells, human breast cancer MCF-7 and MDA-
MB-231 cells, and human endometrial cancer HEC-1A and Ishikawa were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; Wisent Inc.). Human epithelial ovarian cancer TOV21G cells were derived from
clear cell carcinoma and cultured in OSE medium supplemented with 10% FBS (Yoffou ef al.,
2011). TOV2295 and TOV3133G cell lines were derived from high-grade serous carcinomas and
cultured as described (Letourneau et al., 2012). Prior to treatments, cells were seeded in phenol
red-free DMEM supplemented with dextran-coated charcoal-treated FBS. Cells were treated with
17B-estradiol (E2) and ICI 182,780 obtained from Sigma, I-TAC and SDF-1 from Cell Sciences
Inc., and specific agonist propylpyrazole-triol (PPT) for ERo and diarylpropionitrile (DPN) for

ERp obtained from Tocris.

RNA isolation and quantitative PCR

Total RNA was extracted from cells and complementary DNA was prepared and subjected to

real-time PCR as described (Rodrigue-Way et al., 2014). Values are derived from at least three



separate experiments performed in triplicate and normalized to ribosomal protein RPLPO or to [3-

actin expression.

Western blot analysis

Cells were harvested and immunoblotting was performed as described (Sanchez et al., 2013).
Antibodies for ERa,, ERo-pSerl18, pErk1/2, and Erk1/2 were from Cell Signaling, and ERP and
EMT markers from Santa Cruz Biotech. In each experiment, total protein loading was normalized

using an anti-f-actin antibody (Novus Biologicals).

GEO and TCGA gene expression data

Gene expression data (GSE40595, GSE38666, and GSE9890 profiles) were retrieved as raw
signals from GEO datasets (www.ncbi.nlm.nih.gov/gds), analyzed and log2 scaled using the
GEO2R online analysis tool (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r). Correlation and distribution
analysis was performed in human ovarian cancer samples using data from the Cancer Genome
Atlas (TCGA) cohort. Expression data were retrieved from the cBioportal for Cancer Genomics
(www.cbioportal.org) using the high-grade serous ovarian cancer dataset (Cancer Genome Atlas
Research, 2011). Stratification into the various OC subtypes was based on specific gene signature
of the TCGA dataset (Bell ef al., 2011; Konecny et al., 2014). Gene expression was normalized
to the distribution of each gene in tumors and annotated as z-scores as described (Edjekouane et
al., 2016). The mesenchymal signature score was derived from a subset of overlapping genes

from the TCGA mesenchymal OC subtype and the Tothill C1 (tumor desmoplasia) subtype



samples that were positively correlated with mesenchymal markers and extracellular matrix
(ECM) remodeling (Verhaak et al., 2013; Yang et al., 2017). Graph Pad Prism 6 was used to

perform Pearson correlation test (two-tailed) and significance was set at P < 0.05.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

ChIP assays were performed as described (Edjekouane et al., 2016; Sanchez et al., 2013; Sauve
et al., 2009). Cells were treated with vehicle (ethanol), 10 nM estradiol or 50 nM I-TAC for 45
min and chromatin was harvested and analyzed by ChIP-qPCR using antibodies as described
(Edjekouane et al., 2016). Preimmune IgG was used as a negative control. Each analysis was

performed in duplicates and results are derived from at least three independent ChIP experiments.

ChIP-seq analysis

The ChIP-seq data were generated and processed as previously described (Edjekouane et al.,
2016) with the sequenced reads aligned against the human reference genome hg38 and visualized
with IGV. ERa ChIP-seq data from Ishikawa cells were obtained from the ENCODE consortium

(ENCSRO00BIY).

CXCR?7 promoter constructs and mutagenesis
The CXCR?7 proximal promoter regions were amplified by PCR according to GenBank sequence
of the CXCR7/ACKR3 gene contig (NT 005120) and the UCSC hg38 genome assembly.

Amplified fragments corresponding to proximal P1 (2610bp) upstream from the transcriptional



start site, and P2 promoter (2532bp) located in intron 1 were inserted in front of the luciferase
coding region in pBLuc plasmid as described (Sanchez et al., 2013). P2 truncated fragments were
generated by restriction digest with Pstl (P2A1) and HindIII (P2A2). Site-directed mutagenesis of
the ERE-42463 was performed by PCR. All constructs were validated using automated

sequencing.

Transfection and luciferase reporter assay

Transfection of cells and luciferase assays were performed as described (Picard et al., 2012).
Treatments were usually for 16 h otherwise stated. Cells were then harvested in potassium
phosphate buffer containing 1% Triton X-100 and lysates analyzed for luciferase activity using a
plate reader (Perkin-Elmer). Luciferase values were normalized for transfection efficiency to -
galactosidase activity and expressed as relative fold response compared with controls. Data were

derived from at least three independent experiments performed in triplicates.

RNA interference

CXCR7 knockdown was performed by infecting OVCAR-3 cells with shRNA-carrying lentiviral
particles as described (Rodrigue-Way et al., 2014). Flow cytometry sorting was performed to
select cells stably transduced with lentivirus targeting CXCR7 (sh-CXCR7) and compared to
shRNA negative control (shCtl). Two independent shCXCR7 cell lines were generated using
CXCR7 targeted sequences GCATCTCTTCGACTACTCAGA and
CGCTCTCCTTCATTTACATTT. Efficient knockdown was monitored by quantitative RT-PCR

and Western blot analysis.



Cell migration assay

OVCAR-3 cells were seeded (10° cells/well) and when 80-90% confluence was reached, linear
wounds were made using a sterile 10 pl pipette tip. Cells were rinsed with PBS and treated with
10 nM E2 or vehicle (EtOH) freshly added every 24hrs in culture medium. Wound images were
then recorded over a period of 48hrs and wound closure area was measured using Imagel
software. Data were calculated as % wound healed vs. 0 h derived from duplicate wells for each

condition obtained from three independent experiments.

Statistical analyses

Values are expressed as the means + SEM (standard error of the mean), derived from at least
three independent experiments performed in triplicates. Single comparisons between two groups
were determined by Student’s t-test. Comparisons between multiple groups were determined by

one-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. P values <0.05 were considered significant.

Results

CXCR?7 is strongly expressed in human ovarian cancer cells and tumor stroma

To investigate the expression pattern of CXCR7 in reproductive cancer cells, we tested a subset
of cancer cell lines derived from human uterine, ovary and breast tumors. High levels of CXCR7

mRNA were found in ovarian SKOV-3 and OVCAR-3 cancer cells, and in breast MCF-7 cancer



cells, and to a lesser extent in uterine Ishikawa cells, compared to the other cell lines which
exhibit very low expression levels (Fig. 1A). The CXCR7 expression pattern strikingly correlates
with the ER« status of cells with elevated ERa protein levels found in OVCAR-3, MCF-7, and
Ishikawa cells, in contrast to HEC-1A, TOV21G and MDA-MB-231 cells (Fig. SIA). SKOV-3
cells exhibit low levels of ERa, but these cells have been described as not having a functional
ERa (Lau et al., 1999), which might suggest that high levels of CXCR7 might be independent of
ERa. To further define the expression pattern of CXCR?7 in epithelial ovarian cancer, we next
analyzed a microdissected profile of human isolated surface epithelium ovarian tumors and a
matched set of surrounding cancer stroma. We found a significantly higher expression of CXCR7
in tumor stroma sections when compared to normal stroma or to tumor epithelium compartments
(Fig. 1B). Further validation of increased stromal CXCR7 was also provided in two other
independent profiling datasets of ovarian cancer (Fig. 1C and Fig. S1B). In addition, analysis of
stratified subtypes of ovarian cancer based on specific gene signature of the TCGA dataset (Bell
et al., 2011; Konecny et al., 2014) indicates a significant increase in CXCR7 gene expression in
the mesenchymal and proliferative subtypes (Fig. 1D). These data demonstrate a context-specific

expression of CXCR7 in ovarian cancer.

CXCRY7 expression is strongly upregulated by estrogen in ERo-positive ovarian cancer cells

Given the correlation with ERo expression, we found elevated ESR1 levels in both ovarian tumor
stroma and epithelial compartments compared to their respective normal counterparts (Fig.1E and
Fig. SIC). We thus addressed whether CXCR7 gene was under estrogenic regulation by treating

ovarian cancer cells with 17B-estradiol (E2). OVCAR-3 cells showed a significant induction of
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CXCR?7 expression levels in response to E2, reaching a near 7-fold increase compared to
untreated cells (Fig.1F). However, CXCR7 was not regulated by E2 in ERa-negative TOV21G
cells and in ERo-defective SKOV-3 cells, consistent with the requirement of a functional ERc.
As a control, ERo-positive cells exhibit a functional response to E2 with increased expression of
progesterone receptor (PGR), a known target gene of ERa (Fig. S1D). These results identify

CXCR?7 as an estrogenic regulated gene in ovarian cancer cells.

ERo mediates the estrogenic induction of the CXCR7 gene

Considering that OVCAR-3 cells do express both ERo and ER isoforms, and that expression of
the ESR2 (ERf) gene was also found elevated in microdissected ovarian tumor stroma compared
to normal sections (Fig. S2A), we thus analyzed the respective contribution of ERat and ERJ in
regulating CXCR7 gene in ovarian cancer cells. Using ER selective agonists able to upregulate
ER target gene expression (Fig. S2B), we found that only the ERo agonist propylpyrazole-triol
(PPT), and not the ERP agonist diarylpropionitrile (DPN), significantly induced CXCR7
expression in OVCAR-3 cells (Fig. 2A). In addition, treatment of cells with the ER antagonist
ICI 182,780 (also referred to as fulvestrant), which promotes ER degradation, led to a decrease in
CXCR7 gene expression. To further ascertain the required role of ERa., the stable expression of
ERo in ER-negative ovarian TOV21G cells (Fig. S2C) conferred a near 14-fold upregulation of
CXCR?7 in response to E2 as compared to mock-stable control cells (Fig. 2B). In comparison

with ERa,, ERP was far less effective in inducing CXCR?7 expression in stable cells (Fig. 2B and
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S2D). These results demonstrate the predominant role of ERa in mediating the upregulation of

CXCR?7 expression by estrogen in OVCAR-3 cells.

Components of the CXCR7/CXCL11 chemokine axis are regulated by estrogen and

correlate with OC mesenchymal subtype

Chemokine receptors are known to exhibit pleiotropic and redundant responses to specific
chemokine ligands, defining various and complex activation pathways. SDF-1/CXCL12
chemokine shares interaction with CXCR4 and CXCR7 receptors, whereas I-TAC/CXCLI11 can
bind to CXCR7 and CXCR3 receptors. We thus addressed whether these various chemokine
components were also regulated by estrogen in OVCAR-3 cells. I-TAC/CXCLI11 expression was
found significantly induced by E2, whereas CXCR4, CXCL12, and CXCR3 remained mostly
unaffected in OVCAR-3 cells, suggesting that genes of the CXCR7/CXCLI11 chemokine axis
were preferably upregulated by estrogen compared to CXCR4/CXCL12 axis components (Fig.
2C). Using ERa-positive TOV2295 and TOV3133G cells generated from human ovarian
carcinomas (Letourneau et al., 2012), we also found a similar expression profile with the
upregulation of CXCR7 and CXCL11 in response to estrogen, which further validates the distinct
regulation in OC cells (Fig. 2D). As for CXCR7, CXCLI11 was also significantly elevated in
ovarian tumor stroma compared to normal sections (Fig. 2E), while stromal CXCR3 expression
was not (Fig. S2E and S2F), emphasizing a selective contribution of the CXCR7/CXCLI11 axis.
Consistent with such positive relation, CXCR7 expression was significantly correlated with that
of CXCLI1 in the mesenchymal subtype of ovarian tumors (Fig. 2F). Interestingly, when

performing a similar Pearson analysis using the other three OC subtypes from the TCGA dataset,
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no significant correlation could be found between CXCR7 and CXCLI11 levels (Fig. S3A-C),
implying a positive CXCR7/CXCL11 relation only in the mesenchymal cluster of OC. Given
their respective regulation by estrogen, this suggests a context-dependent regulation of the

CXCR7/CXCL11 axis components in ovarian cancer.

Identification of functional EREs and favorable active chromatin landscape at the CXCR7

locus

Estrogen responsiveness of target genes is mostly mediated through binding of ERs to estrogen
responsive elements (ERE). Given the prominent role of ERo in CXCR7 upregulation, we then
performed analysis using our ERow ChIP-seq data (Edjekouane et al., 2016) in comparison with
available data obtained in Ishikawa cells (Encode) and sequence screening of consensus EREs, in
order to identify putative ERa binding sites in the vicinity of the CXCR7 gene. Sequence
analysis has revealed several putative EREs within the CXCR7 gene and also at more distal
locations, among which ERE-32562 resides upstream of 5’-UTR containing exon 1 in the
proximal promoter region of CXCR7, and ERE-42463 and ERE-43192 are located in the first
intron upstream of the coding exon 2 (Fig. 3A). Standard ChIP validation revealed that the ERE-
42463 was by far the most potent in recruiting ERa with a more than 52-fold increase in
OVCAR-3 cells treated with E2 compared to control, whereas a 3 to 5-fold response was
observed for the other EREs tested (Fig. 3B). To further distinguish between active and inactive
EREs, we performed ChIP for transcriptionally active histone H3K27ac marks and inactive
H3K27me3 marks at each respective ERE. We found a strong enrichment of H3K27ac mark in

response to E2 at the ERE-42463, whereas the H3K27me3 mark was reduced (Fig. 3B),
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suggesting that estrogen induces a favorable environment for active transcription at the ERE-
42463 in ovarian cancer cells. Such enrichment of H3K27ac mark is also indicative of estrogenic
regulation of the PGR promoter (Fig. S4). In contrast, our ChIP-seq data indicates ERE-42463 as
a very weak ERa recruiting site in MCF-7 cells (Fig. 3A), supporting a selective and context-
dependent role of the ERE-42463 in ovarian cancer cells. As for the other EREs tested, lower
levels of active chromatin marks were found in response to E2, although a reduction of
H3K27me3 mark was observed at the ERE-76380, suggesting a less active but functional ERE to
mediate distal estrogenic regulation of CXCR7 (Fig. 3A and B). Although highly variable, ER3
was less recruited to the ERE-42463 compared to ERa (Fig. 3B), supporting an ER isoform-
specific preference of recruitment. These results demonstrate a direct role of ERa in interacting

with CXCR7 promoter in response to estrogen, which triggers an active chromatin landscape as

part of the mechanism responsible to enhance CXCR7 expression in ovarian cancer cells.

We next addressed the functional role of CXCR7 EREs in mediating E2-induced transcription
using luciferase assay. We observed that the region flanking exon 1 of CXCR?7 (hereby termed
P1 promoter) was not responsive to estrogen in ERo-expressing 293 cells and OVCAR-3 cells,
consistent with the inactivity of ERE-32562 (Fig. 3C). However, the region of intron 1 (termed
P2) which contains ERE-42463 and ERE-43192 was highly responsive to estrogen in both cell
types. In addition, truncation analysis and site-directed mutagenesis revealed that the ERE-42463
was required to promote estrogenic response of the P2 promoter region (Fig. 3C). These data
identify a functional ERE in the P2 promoter of the CXCR7 gene, which is critical to mediate

estrogen-induced transcriptional upregulation of CXCR7 expression in ovarian cancer cells.
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CXCRYT7 activation enhances the transcriptional activity of ERa

In line with the upregulation of CXCR7 and CXCL11 by ERa, we next determined whether
CXCR?7 activation and signaling could regulate ER transcriptional response in a feedback control
fashion. We found that the estrogen-induced activation of ERa in OVCAR-3 cells was better
potentiated in the presence of CXCR7 agonists SDF-1 and I-TAC, supporting a role of CXCR7
activation on ERE-driven P2 reporter activity (Fig. 4A). Consistent with this, CXCR7
knockdown strongly impaired the response to SDF-1 and I-TAC, but also that of estradiol on
ERa activity, indicating the requirement of CXCR7 to achieve an optimal response of the P2
promoter to estrogen. In addition, ectopic expression of CXCR7 in 293 cells also potentiated
ERa activation by estradiol, which was further enhanced with SDF-1 treatment (Fig. S5). Such
enhancement of estrogenic response by CXCR?7 also had an impact on target gene expression
with significant impairment in the increase of PGR and CXCL11 gene expression to estrogen in
conditions of CXCR7 depletion (Fig. 4B). These results suggest that the CXCR7 activation

pathway contributes to ERa transcriptional competence in ovarian cancer cells.

Ser-118 phosphorylation mediates ERx response to CXCR?7 activation

In order to determine how CXCR7 can modulate ERa activity, we tested the possibility that
CXCR?7 signaling might promote ERo phosphorylation. Phosphorylation of ERa is known to
directly affect its transcriptional potential with ERo Ser-118 being considered a major site of
phosphorylation in response to estrogen and Erk activation (Sanchez et al., 2010; Weigel and

Moore, 2007). We found that phosphorylation of ERa at Ser-118 was increased in response to
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CXCR?7 activation with I-TAC, concomitant with increased Erk1/2 activation in 293 cells (Fig.
5A). Also, the phosphorylation of Ser-118 normally triggered by E2 was strongly impaired by
CXCR7 knockdown in OVCAR-3 cells (Fig. 5B). Maximal ERo. transcriptional response to
CXCR7 activation also required Ser-118, as the S118A mutation significantly reduced ERo
transcriptional response to I-TAC (Fig. 5C). In addition, I-TAC potently increased the
enrichment of phosphorylated Ser-118 ERa at the ERE-42463 of the CXCR7 P2 promoter in
ChIP assay, supporting a mechanism of ERa recruitment to upregulate CXCR7 expression in
OVCAR-3 cells (Fig. 5D). These findings identify Ser-118 as a targeted site of CXCR?7 signaling
pathway, resulting in ERo. phosphorylation and activation that contributes to enhancing CXCR7

expression in a positive feedback manner.

CXCR?7 and CXCL11 positively correlate with the mesenchymal pattern in ovarian

tumors

Our gene set enrichment analysis (GSEA) of microdissected profiles and TCGA variant
subtypes revealed an enriched expression of CXCR?7 in the stromal compartment of ovarian
tumors. We have defined the correlation analysis of CXCR7 gene expression against a gene
stromal signature that was built from overlapping genes of mesenchymal markers and
extracellular matrix (ECM) remodeling derived from the TCGA mesenchymal subtype and the
Tothill C1 (tumor desmoplasia) datasets (Verhaak et al., 2013; Yang et al., 2017). The
signature was discriminately expressed in the different ovarian cancer subtypes with a
significant enrichment in the mesenchymal subtype (Fig. S6A). When compared to CXCR7

expression, a positive correlation with the signature score was found using Pearson analysis in
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all OC subtypes of the TCGA dataset (r=0.32; Fig. 6A). Supporting this, CXCR7 levels
positively correlated with classic ECM and reactive stromal cell markers (Fig. S6B). CXCL11
levels were also correlated with the stroma score although to a lesser extent (r=0.14), largely
owing to the fact that the only significant rates were observed in the mesenchymal and
differentiated subtypes (Fig. S6C), thereby supporting a more context-dependent effect for
CXCL11. To further validate their possible contribution to OC mesenchymal subtype, we
found that both CXCR7 and CXCL11 strongly correlate with genes associated with ECM and
OC invasion, such as PRRX1, TMEM45A, and CTSK, when analyzed in the mesenchymal
counterpart of ovarian tumors (Fig. S7). This suggests a prominent role of the
CXCR7/CXCLI11 axis in the mesenchymal subtype which strongly correlates with the stromal

characteristics of tumors.

CXCR?7 is required to increase the migration potential of ovarian cancer cells to estrogen

The positive relation of CXCR7 with several components of reactive stromal cells and invasive
tumor cells do suggest a role for CXCR7 to affect OC cell migration. We thus addressed whether
CXCR7 regulation of estrogenic response exerts a functional impact on ovarian cancer cell
mobility. An increased migration of OVCAR-3 cells was observed in response to estrogen when
compared to untreated cells, reaching a near 70% of wound closure over 48 hrs of treatment (Fig.
6B and C). However, CXCR7 depletion strongly impaired the estrogenic potential of cells to
migrate, suggesting that CXCR7 was required to promote maximal migration of OVCAR-3 cells.
To support these findings, we analyzed the expression of classic epithelial-mesenchymal

transition (EMT) marker genes, such as the mesenchymal markers CDH2/N-cadherin,
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SNAI1/Snail and SNAI2/Slug. Expression levels of these EMT genes were found positively
correlated with CXCR?7 in the whole TCGA dataset of OC subtypes (Fig. S8), implying a critical
role of CXCR7 in mesenchymal transition phenotype. When treating OVCAR-3 cells, we found
that estrogen markedly increased SNAI1/Snail protein and mRNA expression, with a
concomitant reduction of CDH1 (Fig. 6D and E). These findings are consistent with the
repressive effect of Snail transcription factor on CDHI1/E-cadherin epithelial marker gene and
support a transition toward a metastatic phenotype. Likewise, SNAI2/Slug and CDH2/N-cadherin
expression levels were also increased by estrogen in these conditions. However, CXCR7
knockdown in OVCAR-3 cells mostly abolished the upregulation of SNAI1, SNAI2, and CDH2
expression by estrogen (Fig. 6D and E). These results indicate that CXCR7 expression is required
to promote a mesenchymal transition phenotype to OVCAR-3 cells when exposed to estrogen,
and support a feedback regulation of CXCR7 to activate the EMT pathway in ovarian cancer

cells.
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Discussion

Ovarian cancer is certainly one of the most intractable diseases, resulting in poor survival rates
since most patients are asymptomatic until the disease has metastasized. Despite tremendous
outcomes in our understanding of ovarian tumorigenesis, the exact mechanistic events that drive
metastasis of ovarian tumor cells have not yet been well elucidated. Estrogen is a well-known
risk factor for ovarian cancer progression and spread, but little is known about its contribution at
the molecular level. This study identifies a mechanism by which CXCR7/ACKR3 gene is
activated by estrogen, through the direct recruitment of ERo and favorable chromatin
modifications in ovarian cancer cells. Estrogen also induces CXCL11 gene expression, resulting
in a feedback regulation of ERa activation and CXCR7 gene transcription. This ERo-CXCR7
cross-regulation helps to promote an optimal response to estrogen and migration potential in

ovarian cancer cells.

Recent studies have implicated CXCR7 overexpression with tumor aggressiveness and poor
prognosis in a number of cancers, such as breast, prostate, and lung cancer (Iwakiri et al., 2009;
Miao et al., 2007; Wang et al., 2008; Wani et al., 2014). However, the mechanism underlying
such regulation of CXCR7 expression remains unclear. VEGF was shown to upregulate CXCR7
in human hepatocellular carcinoma cells (Zheng et al., 2010), and IL-8 induced CXCR7
expression in prostate cancer cells (Singh and Lokeshwar, 2011). Though reports on the role of
CXCR7 in ovarian cancer are more limited, activation of CXCR7 by SDF-1 was recently shown
to promote ovarian cancer cell invasion (Yu et al., 2014), whereas CXCR7 expression levels
were found similar in normal and neoplastic ovaries (Jaszczynska-Nowinka et al., 2014). Our
data identify estrogen as an upstream signal and potent inducer of CXCR7 expression, through
direct binding of ERa to the CXCR7 proximal promoter, thereby inducing favorable chromatin
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activation and CXCR7 gene transcription. This identifies CXCR7 as an ERo target gene in
ovarian cancer cells. Moreover, the increase also observed in CXCLI11 expression defines the
CXCR7/CXCLI11 chemokine axis as an important pathway of ovarian cancer cell invasion
regulated by estrogen. Estrogen replacement therapy is a strong risk factor for ovarian cancer in
post-menopausal women, often resulting in aggressive dissemination and chemoresistance (Beral
et al., 2007; Kommoss et al., 2016; Zhou et al., 2008). Our findings are consistent with such
effect of exogenous estrogen and provide a mechanistic understanding of how cancer cells may

exhibit metastatic behaviour triggered by the CXCR?7 activation axis.

Redundancy in chemokine actions has complicated our understanding of specific pathways
involved in tumorigenesis. Overexpression of the SDF-1/CXCL12 chemokine and its most
recognized receptor CXCR4 has been associated with the progression phenotype of several
epithelial cancers, including ovarian cancer (Figueras et al., 2018; Guo et al., 2014; Popple et al.,
2012). Besides interacting with SDF-1, CXCR7 activation by I-TAC is adding an additional layer
of control to cell growth and adhesion properties (Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006;
Miao et al., 2007; Wang et al., 2008). Here, we describe a selective increase in CXCR7 and
CXCLI11 gene expression in estrogen-treated ovarian cancer cells, compared to CXCR4,
CXCL12, and CXCR3 genes, which remained largely unaffected. This suggests a primary role of
the CXCR7/CXCL11 chemokine axis in the response of ovarian cancer cells to estrogen,
bringing selectivity in targeting the CXCR7 axis compared to other ER-positive gynecologic
cancer cells, such as breast cancer cells which did not exhibit CXCR7 upregulation by estrogen
(Boudot et al., 2011). This specific regulation of CXCR7 and CXCL11 also correlates with data
mining analysis, revealing enhanced expression levels of both genes in microdissected sections of

OC stromal compartments as well as significant positive correlation rates in OC mesenchymal
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subtype. In comparison, CXCR3 gene was not upregulated in human OC tumor subtypes and no
significant changes were observed in response to estrogen in OC cells, implying a positive effect
mainly associated with the CXCR7/CXCLI11 axis. Given the upregulation of CXCR7 and
CXCL11 expression by estrogen, our results suggest that exposure of ovarian cancer cells to
estrogen might promote a favorable transition to transcriptional activation possibly of both genes,
most likely by inducing preferred recruitment of ligand-bound ERa and modifications of
chromatin marks, such as enrichment of H3K27ac and reduction of H3K27me3 marks. Although
direct ERa binding and activating histone changes are shown to take place for CXCR7 gene
upregulation by estrogen, it remains to be determined whether such modifications of promoter
context also apply to mediate the estrogenic induction of the CXCL11 gene, given its positive

response and enhanced expression.

Mostly based on studies in breast cancer cells, site-specific phosphorylation is known to regulate
ERa transcriptional competence (Sanchez et al., 2010; Weigel and Moore, 2007). Ser-118 is a
major phosphorylation site implicated in the activation of ERa and clinical correlations have
been established with resistance and survival of breast cancer patients (Chen ef al., 2013; Kok et
al., 2009; Yamashita et al., 2008). Our findings indicate that Ser-118 is also a targeted site for
ERo phosphorylation in ovarian cancer cells. Although the role of phosphorylated ERa in
ovarian function and tumorigenesis is unknown, we identify CXCR7 as a signaling inducer of
ERa Ser-118 phosphorylation through activation of Erk, leading to enhanced ERo transcriptional
response to I-TAC ligand and recruitment at the CXCR7 promoter. With the increased expression
of CXCR7 and CXCLI11 in estrogen-treated cells, this suggests that Ser-118 phosphorylation is
involved in a feed-forward mechanism to activate ERo and provide feedback regulation to the
CXCR7/CXCLI11 activation axis in ovarian cancer cells. ER isoform is known to undergo
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phosphorylation in response to CXCR4 activation, resulting in activation in breast cancer cells
(Sanchez et al., 2010; Sauve et al., 2009). However, such response of ERB does not seem to
occur in ovarian cancer cells, as suggested by the limited action of ERP to regulate CXCR7, its
poor recruitment to CXCR7 gene, and its lack of correlation with CXCL11 in high serous ovarian
tumors. Also consistent with this, a reduced expression of ERP has been reported in OC

metastatic tumors (Bossard ef al., 2012; Kyriakidis and Papaioannidou, 2016).

Acquisition of mesenchymal features is observed in late-stage ovarian tumors, resulting in
metastatic dissemination within the peritoneal cavity and poor clinical outcome. In particular,
clinical studies have demonstrated that the EMT pathway, outlined by an increase in expression
of SNAI1/Snail and SNAI2/Slug, two transcription factors that repress CDH1/E-cadherin gene, is
associated with lower overall survival of ovarian cancer patients (Gallo et al., 2010). In fact, in
contrast to most carcinomas that dedifferentiate during neoplastic progression, epithelial ovarian
carcinomas retain E-cadherin expression, thereby losing their stromal characteristics and
promoting tumor progression at an early stage (Hudson et al., 2008). It is the subsequent
reacquisition of mesenchymal features with increased Snail and Slug and reduced E-cadherin that
transforms primary lesions to late-stage tumors with peritoneal metastatic dissemination and
shorter overall survival (Gallo et al., 2010; Takai et al., 2014). Our results indicate that such gene
pattern can be triggered by estrogen in OC cells, with an upregulation of SNAIl/Snail and
SNAI2/Slug expression, and downregulation of CDHI1 gene, implying a switch to the
mesenchymal phenotype. This is also consistent with the described effect of estrogen to induce
metastatic potential of ovarian cancer cells (Jeon et al., 2016; Park et al., 2008). Similarly,
expression of CDH2/N-cadherin, also a mesenchymal marker, was increased in estrogen-treated

OC cells. Interestingly, these changes of EMT markers were mostly dependent on CXCR7, as
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depletion of CXCR?7 strongly impaired their responses to estrogen. This suggests a key role for
CXCR?7 in mediating the estrogenic regulation of mesenchymal markers, thereby promoting a
mesenchymal phenotype and invasion of ovarian cancer cells. This is also consistent with the
increased expression of CXCR7 and the strong correlation with CXCL11 preferably taking place
in the mesenchymal subtype of ovarian tumors, providing an activation pathway for EM
transition. Recent studies in breast cancer cells have revealed that CXCR7 activation by SDF-1
increases components regulating cell adhesion and cell-matrix interaction, such as vascular
adhesion molecule VCAM-1 and matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 (Wani et al.,
2014), and SDF-1 also promoted MMP-9 expression in ovarian cancer cells (Yu et al., 2014).
Whether CXCR?7 activation with I-TAC results in a similar effect is not known but the requisite

implication of CXCR?7 in promoting EMT transition and cell motility is strongly supportive.

The significant increase of CXCR7 gene expression in the mesenchymal subtype of the ovarian
TCGA dataset is highly indicative of a role of CXCR7 in the acquisition of mesenchymal
features. Consistent with this, we found a positive correlation of CXCR7 expression with a gene
stromal signature built from overlapping genes from the TCGA mesenchymal subtype and the
Tothill C1 (tumor desmoplasia) subtype samples that were positively correlated with
mesenchymal markers and ECM remodeling (Verhaak et al., 2013; Yang et al., 2017). Our
GSEA of microdissected profiles revealed an enriched expression of CXCR7 in the stromal
compartment of ovarian tumors in several datasets. Supporting this, CXCR7 levels positively
correlated with classic ECM and reactive stromal cell markers, including FBN1 which is
strongly associated with OC tumor staging and poor overall survival (Sun et al., 2017).
CXCL11 levels were also correlated with the stroma signature in the mesenchymal and

differentiated subtypes, supporting a more context-dependent role of CXCL11. In line with
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such role, CXCLI11 has recently been identified as a predictive marker for OC clinical
outcome (Jin et al., 2018). In addition, when analyzed in the mesenchymal subtype, both
CXCR7 and CXCL11 strongly correlate with genes associated with ECM and OC invasion
phenotype. For instance, PRRX1 is considered a master regulator of a network hub driving OC
metastasis (Khirade et al., 2015). Therefore, the stromal signature of the CXCR7/CXCLI11
pathway might contribute to enhance reactive stroma profile and stromal stiffness of tumors,
both being highly predictive of primary chemoresistance and poor outcome (Ryner et al.,
2015). Such stromal expression pattern of CXCR7 and CXCLI11 genes and their enrichment to
mesenchymal OC subtype associated to worst prognosis support their contribution in the ability

of the microenvironment to modulate cancer development, resulting in tumor dissemination.

Conclusions

Our study identifies the CXCR7/CXCLI11 axis as a critical component of OC tumor stroma
activation with a role of estrogen in promoting such transition, thereby determining the
acquisition of metastatic phenotype and the fate of OC patients. Therefore, as depicted in Fig. 6F,
our findings suggest that in the context of estrogen, increased expression of CXCR7 and of
CXCLI1 under ERo control might promote a feed-forward mechanism to induce ECM
remodelling, EMT pathway and metastatic behaviour of ovarian cancer cells, by maintaining
supported activation of the CXCR7/CXCLI11 chemokine axis. Therefore, this forward
mechanism might participate in the complex gene profile heterogeneity of ovarian cancer that

dictates changes in tumor microenvironment and metastatic acquisition.
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Figure Legends

Fig 1 CXCR?7 is strongly expressed in ERa-positive gynecologic cancer cells and tumor stroma.
(A) A panel of uterine, ovary, and breast cancer cell lines was analyzed for CXCR7 mRNA
expression by qPCR. Each expression value was quantified to RPLPO expression. Data are
representative of at least 3 independent experiments performed in triplicates. Error bars represent
SEM. (B) Boxplots showing the expression levels of CXCR7/ACKR3 in microdissected normal
and tumor epithelium with respective matched surrounding stromal sections included in the
ovarian dataset GSE40595. (C) Boxplots of the expression level of CXCR7 in microdissected
normal and tumor samples of GSE38666. (D) Boxplots showing the relative CXCR7 expression
in the various molecular subtypes of the ovarian TCGA dataset. (E) Boxplots of the expression
level of ESR1 in microdissected normal and tumor samples of GSE38666. (F) Estrogen-
regulation of CXCR7 gene expression. Cells were treated with 10 nM 17B-estradiol (E2) or
ethanol vehicle (-) for 16 hrs, and then harvested for CXCR7 expression as in A. Data were
analyzed using Student’s t-test and are representative of at least 3 independent experiments
performed in triplicates. Error bars represent SEM. *, P <0.001 versus respective vehicle-treated

cells.

Fig 2 Regulation of CXCR7 expression by ERo and expression correlation of the
CXCR7/CXCLI11 axis in human ovarian tumors. (A) Estrogen upregulates CXCR7 gene
expression through ERa in ovarian cancer cells. OVCAR-3 cells were treated with 10 nM each of
E2 or selective agonist for ERo (PPT) or ERP (DPN) for 16 hrs. ER antagonist ICI 182,780 was

also used at 100 nM. Cells were then analyzed for CXCR7 expression by qPCR. Values represent
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fold response (mean = SEM) compared to vehicle-treated cells, and are derived from at least 3
independent experiments performed in triplicates. Data were analyzed using Student’s t-test. *, P
<0.03; ** P <0.001 versus vehicle-treated cells. (B) ER-negative parental TOV21G cells were
stably transfected with human ERa or ERP coding vector and compared to control (mock) cells.
Cells were then treated with 10 nM E2 and harvested for CXCR7 expression as in A. Data are
expressed as mean + SEM and statistical analysis was performed as in A. *, P <0.03; **, P <
0.001 versus respective vehicle-treated cells. (C) Regulation of chemokine genes by estrogen in
ovarian cancer cells. OVCAR-3 cells were treated with 10 nM E2 for 16 hrs and gene expression
determined by qPCR. Data are expressed as fold response (mean = SEM) compared to vehicle-
treated cells and statistical analysis was performed as in A. *, P < 0.03 versus respective vehicle-
treated cells. (D) Human TOV2295 and TOV3133G cells were treated with 10 nM E2 for 16 hrs
and gene expression determined by qPCR. Data are expressed as fold response (mean = SEM)
compared to vehicle-treated cells set at 1.0 for each gene. Statistical analysis was performed as in
A.* P <0.03; ** P <0.001 versus respective vehicle-treated cells. (E) Boxplots of the
expression level of CXCR7 in microdissected normal and tumor samples of GSE38666. (F)
Scatter plot and Pearson correlation showing the expression level of CXCR7 and that of CXCLI11
in the mesenchymal subtype of the ovarian TCGA dataset. Pearson correlation score and P value

are indicated.

Fig 3 Schematic of predicted and ChIP-validated ERo-binding sites within the human CXCR7
locus. (A) UCSC genome view of ERa enrichment at the CXCR7 locus as determined by ChIP-
seq analysis. Peaks were mapped from Ishikawa and MCF-7 cells treated with vehicle and 10 nM

estradiol (E2), and aligned on the reference genome hg38. (B) ChIP-qPCR assessment of ERa.
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binding sites identified from ChIP-seq analysis at the CXCR7 gene. OVCAR-3 cells were treated
with 10 nM E2 for 45 min and compared to vehicle treatment. ChIP-qPCR mapping of active
histone H3K27ac and repressive H3K27me3 marks, and of ERP, relative to each ERE was also
performed. ChIPed proteins are indicated on top of each graph. Values (mean = SEM) were
derived from at least three independent ChIP experiments performed in duplicates, and analyzed
using Student’s t-test. *, P <0.05; **, P <0.01; *** P <0.001 versus vehicle-treated cells. (C)
Activation of human CXCR?7 proximal P2 promoter by E2. Luciferase reporter gene constructs
were prepared using DNA fragments corresponding to proximal P1 (upstream from the
transcriptional start site) and P2 (in intron 1) promoter regions of CXCR7 gene containing the
indicated EREs as schematized. Luciferase assay was performed in 293 cells transfected with
ERa (left) and in OVCAR-3 cells (right) treated or not with 10 nM E2 for 16hrs. Truncated P2A1
and P2A2 fragments, and ERE-42463 mutated P2 (mP2) were also analyzed. Luciferase activities
were normalized to B-galactosidase activity and expressed as fold response (mean + SEM)
compared to untreated cells set at 1.0 for each construct. Data were analyzed using Student’s t-

test. ** P < 0.01 versus vehicle-treated cells.

Fig 4 CXCR?7 is required for maximal induction of ER activity. (A) Cross-regulation of CXCR7
P2 promoter activity with ERo.. shCXCR7-infected OVCAR-3 cells were transfected with P2-
Luc reporter and subjected to luciferase assay compared to control shCtl cells. Cells were treated
or not with 10 nM E2, 25 nM ITAC or 25 nM SDEF-1 for 16 hrs. Results were normalized to -
galactosidase activity and expressed as fold response compared to untreated shCtl cells set at 1.0.

Values (mean = SEM) were derived from at least three independent experiments performed in
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triplicates, and analyzed using Student’s t-test. *, P <0.01; ** P <0.001. (B) CXCR7 is required
for maximal induction of estrogen-responsive genes. qPCR analysis of PGR and CXCL11
expression in shCtl and shCXCR7-expressing stable OVCAR-3 cells treated or not with 10 nM
E2 for 16hrs. Each expression value was quantified to RPLPO and expressed as fold response
compared to untreated respective cells. Results were derived from at least three independent ChIP

experiments performed in triplicates. Bars represent SEM.

Fig 5 CXCR7 signaling triggers ERa Ser-118 phosphorylation and chromatin recruitment. (A)
CXCR?7 activation enhances ERa phosphorylation at Ser-118. 293 cells were transfected with
ERo and CXCR?7 as indicated, and then treated or not with 25 and 50 nM I-TAC for 30min.
Western analysis was performed using pan and pSer-118 specific ERo antibodies. Erk1/2
phosphorylation was also monitored in samples, and B-actin for control loading. (B) Estrogen-
induced Ser-118 phosphorylation is dependent on CXCR?7. Stable shCtl and shCXCR?7-
expressing OVCAR-3 cells were treated or not with 10 nM E2 and then subjected to Western
analysis as in A. (C) 293 cells were transfected with wild-type or S118A mutated ERa in
presence of P2-Luc reporter, and then treated or not with 10 nM E2 and 25 nM I-TAC for 16 hrs.
Luciferase values were normalized to 3-galactosidase activity and expressed as fold response
compared to respective untreated cells set at 1.0. Values (mean = SEM) were derived from at
least three independent ChIP experiments performed in triplicates, and analyzed using Student’s
t-test. *, P <0.01; **, P <0.001. (D) I-TAC promotes recruitment of Ser-118 phosphorylated
ERa to the CXCR7 gene. OVCAR-3 cells were treated with 50 nM I-TAC for 45 min and

subjected to ChIP-qPCR analysis of ERo binding sites identified from ChIP-seq analysis. An
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antibody against ERo pSer-118 was used for ChIP. Values (mean + SEM) were derived from at
least three independent ChIP experiments performed in duplicates, and analyzed using Student’s

t-test. **, P <0.001 versus respective vehicle-treated cells.

Fig 6 The ERo-CXCR?7 cross-regulation induces the EMT pathway and migration of ovarian
cancer cells. (A) Scatter plots of CXCR7 expression compared to the stromal signature score for
each subtype in the ovarian TCGA dataset. Pearson correlation rate and P value are indicated. (B)
Representative images of linear wounds made on shCXCR?7 stably expressing OVCAR-3 cells
compared to shCtl control cells. Cells were treated or not (vehicle) with 10 nM E2 over a period
of 48hrs. (C) Quantitative determination of wound closure calculated as % wound area healed
relative to Oh time period. Results were recorded from three independent experiments performed
in duplicate. Data were analyzed using Student’s t-test. Bars represent SEM. *, P < 0.05 versus
control vehicle-treated cells. (D) Estrogen induction of the EMT pathway is dependent on
CXCR7. shCXCR7 expressing OVCAR-3 cells and control shCtl cells were treated with 10 nM
E2 or vehicle for 16hrs. Western analysis was performed on EMT markers and (3-actin used for
control loading. (E) qPCR analysis was performed on shCXCR7 expressing OVCAR-3 cells
treated as in (D) and compared to control shCtl cells. Expression levels of EMT genes were
normalized to RPLPO and expressed as fold response compared to untreated cells. Results were
derived from three independent experiments performed in triplicate. Data were analyzed using
Student’s t-test. Bars represent SEM. *, P < 0.05 versus control vehicle-treated cells. (F)
Proposed model of ERa-CXCR7 interplay in ovarian cancer cells. Estrogenic activation of ERo

results in increased expression of CXCR?7, identified as a direct target gene, and of CXCL11/1-

36



TAC gene, which in turn triggers the Erk pathway that promotes Ser-118 phosphorylation and

feedback ERa activation. Although not regulated by estrogen, SDF-1 also a CXCR?7 ligand can
as well promote CXCR?7 signaling to activate ERa.. Such interplay determines an ERoi-CXCR7
feed-forward mechanism that results in activation of the EMT pathway and enhanced migration

potential of ovarian cancer cells.
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A- ERa protein levels in endometrial, ovarian and breast cancer cells
determined by Western analysis. B- Boxplots of the expression levels of
CXCRY7 in the microdissected tumor stroma and epithelium of GSE9890
dataset. C- Boxplots of the expression levels of ESR1 in the GSE9890
dataset. D- gPCR analysis of progesterone receptor (PGR) gene
expression in cells treated with 10nM estradiol (E2) for 16hrs. Results
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derived from three independent experiments performed in triplicate. Data
were analyzed using Student’s t-test. *, P < 0.001 versus control vehicle-

treated cells.
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Fig. S2. ERP and CXCR3 expression in ovarian cancer cells and tumors

A- Boxplots of the expression levels of ESR2 (ER) in microdissected normal
epithelium, normal stroma, tumor epithelium and tumor stroma included in the
ovarian dataset GSE38666. B- OVCAR-3 cells were treated with 10 nM each of E2
or selective agonist for ERa (PPT) or ERpB (DPN) for 16 hrs. Cells were then
analyzed for GREB1 expression by qPCR. Values represent fold response
compared to vehicle-treated cells. Results were derived from three independent
experiments performed in triplicate. Errors represent SEM. Data were analyzed
using Student’s t-test. *, P < 0.005 versus control vehicle-treated cells. C- ER-
negative ovarian cancer TOV21G cells were stably transfected with human ERa.
Validation of expression was performed by Western analysis of cells treated or not
with 10nM E2 and compared to mock-transfected parental cells. D- Similar as in
(C) except that TOV21G cells were stably transfected with ER. E- Boxplots of the
expression levels of CXCR3 in the GSE38666 dataset. F- Boxplots of the
expression levels of CXCR3 in the GSE40595 dataset.
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Fig. S3. Correlation analysis of CXCR7 and CXCL11 in ovarian cancer
subtypes.

A-C Scatter plots of CXCR7 and CXCL11 expression levels in the immunoreactive
(A), proliferative (B), and differentiated (C) molecular subtypes stratified from the
ovarian TCGA dataset. Pearson correlation scores (r) and P values are indicated
for each.
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Fig. S4. Enrichment of ERa at the ERE of the PGR gene

OVCAR-3 cells were treated or not with 10nM E2 or 25nM SDF-1 for 45
min and harvested for ChIP-gPCR analysis using antibodies for ER,
ERB, or active histone H3K27ac mark. Preimmune IgGs were used as a
negative control. Values represent mean+SEM derived from three
independent ChIP experiments performed in duplicate. Data were
analyzed using Student’s t-test. *, P < 0.01 versus control vehicle-treated
cells.
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Fig. S5. Maximal activation of ERa by the CXCR7/SDF-1 chemokine
axis requires Ser-118

293 cells were transfected with wild-type ERo or S118A mutant in

the presence of a luciferase reporter gene under the control of CXCR7 P2
promoter (P2-Luc). Cells were also transfected with CXCR7 as indicated.
Cells were then treated or not with 10nM E2 and 50nM SDF-1 for 16h.
Luciferase values were normalized to 3-galactosidase activity and
expressed as relative response compared to vehicle-treated cells. Values
represent mean+SEM derived from at least three independent
experiments performed in triplicate. Data were analyzed using Student’s t-
test. Significance was determined compared to respective untreated
control cells, and between ERa. and S118A-transfected cells. *, P < 0.01;
** P <0.001
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Fig. S6. CXCR7 and CXCL11 expression is associated with OC stromal
signature and markers.
A- Boxplots from GSEA analysis of stromal signature score in the various
molecular subtypes of the ovarian TCGA dataset. B- Scatter plots of CXCR7
expression relative to stromal markers in the mesenchymal subtypes of the ovarian
TCGA dataset. C- Pearson correlation analysis of CXCL11 expression with the
stromal signature in all four molecular subtypes of the TCGA dataset. Pearson
correlation scores (r) and P values are indicated for each.
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Fig. S7. CXCR7 and CXCL11 expression correlates with ECM markers.

A- Pearson correlation analysis of CXCR7 expression with markers of extracellular

matrix (ECM) remodeling in the mesenchymal subtype of the ovarian TCGA
dataset. B- Correlation analysis of CXCL11 expression performed as in (A).
Pearson correlation scores (r) and P values are indicated for each.
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Abstract

Estrogen-regulated gene transcription plays an important role in normal reproductive
physiology but is also linked to breast cancer development and growth. The cellular response to
estrogen is mediated via estrogen receptors ERa and ER, which also undergo post-translational
modifications such as phosphorylation to achieve their transcriptional competence. Although
ERa phosphorylation is well recognized and correlates with patient outcome, how ERf
phosphorylation can affect breast cancer cell behavior remains elusive. Here, we show that the
propyl isomerase Pinl can interact with phosphorylated ERp, resulting in increased
transcriptional activation to hormone and estrogen-responsive gene expression in breast cancer
cells. These effects were dependent on both the WW domain and the isomerase activity of Pinl,
providing a dual checkpoint for ER regulation. We identified serine-87 located in the AF-1
region of ERP which, upon hormone-induced phosphorylation, was essential for Pin-1
recruitment, supporting a cis-trans isomerization of the pS87-P88 peptidic bond to enhance ER
transcriptional function. We demonstrate that Pinl can increase ERp stability, providing a role
for pSer-87 in ER turnover. Pin1 also promoted the ER potential to increase breast cancer cell
migration in response to estrogen, suggesting a pro-migratory effect of pSer-87 in a context of
ERa negative expression. Our study identifies Pinl as a novel regulator of ERp function and
implicates Pro-directed Ser-87 phosphorylation as a mechanism to coordinate proper

conformational changes and migration potential to ERJ in breast cancer cells.
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Introduction

Estrogens are central to the differentiation and development of reproductive tissues and sexual
characteristics, but are also considered oncogenic in gynecological cancers, such as uterus and
breast cancer. Such estrogen-dependent effects are supported through the interaction with
estrogen receptors ERo and ER, members of the nuclear receptor family of ligand-activated
transcription factors (465). More than two-thirds of breast tumors do express ERo., providing a
first line therapy using selective ER modulators (SERM), such as tamoxifen. Unfortunately,
resistance to SERMs often ensues with relapse of disease and poor prognosis (466). Preclinical
and clinical studies have linked enhanced growth factor receptor signaling with failure of
endocrine therapy (467, 468). MAPK/Erk activation is recurrent in ER-positive cancer cells and
in tumors of patients maintained on tamoxifen (469-472) and site-specific Erk phosphorylation
of ERo and ERP (40) was suggested to sustain ER activity. This emphasizes an important role

of ER phosphorylation to maintain undesired estrogen-like effects.

While the prognostic value of ERa is strong in breast cancer, the role of ERp in breast
tumorigenesis is still discussed (473, 474). For example, loss of ERP expression was associated
with resistance to endocrine therapy (475), and in vitro re-expression of ERP enhanced the
effects of chemotherapy agents (476, 477). Other studies revealed a positive correlation between
ERp expression and cell proliferation (478, 479). Thus, further studies are required to provide

more tools to understand the role of ER[ in breast cancer.

ERo and ERP share two distinct activation function domains (AF), which allow for
transcriptional activity. Activation of AF-2 is direct and well characterized as it requires the

ligand and mediates recruitment of coactivators to facilitate chromatin remodeling and
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transcription (106, 480). In contrast, activation of AF-1 remains less understood, and structural
studies to unravel how AF-1 works are difficult to interpret due to its inherent disordered
conformation (481). However, it is known that AF-1 activity is more variable and ER isoform-
specific (only 15% homology), cannot be blocked by tamoxifen, and relies on coordinated
phosphorylation, mostly involving Ser-Pro motifs for MAPK, which dictate ligand-independent
ERa and ERP activity (40). In addition, AF-1 activation relies on cofactor recruitment (106,
170) and promotes other post-translational modifications of ER, such as ubiquitination and
sumoylation (144, 171). Thus, AF-1 emerges as a key target domain for protein kinase-regulated

events to achieve distinct as well as concerted transcriptional actions with AF-2.

The peptidylprolyl cis-trans isomerase (PPlase) Pinl binds specifically phosphorylated Ser/Thr-
Pro motifs to induce conformational changes of target proteins (361). To achieve its enzymatic
activity, Pinl acts through two functional domains, a WW domain which functions as a binding
interface specific for pSer/pThr-Pro motifs, and a PPlase catalytic domain responsible for cis-
trans isomerization of the bond N-terminal to the proline residue, allowing for structural change
of conformation (370, 395, 482). Among the functional consequences of targets modified by
Pinl-induced isomerization are notably changes in protein stability, phosphorylation status,
protein-protein interaction, and subcellular localization (361, 483). In addition, a number of
studies have shown that tumorigenesis is associated with alterations of protein function caused
by Pinl isomerization (361, 484-486). Pinl overexpression was found in various human cancers,
including breast cancer (487) and Pinl-mediated activation of oncoproteins and inactivation of
tumor suppressors was reported (414). For example, Pinl activity contributed to downregulate
tumor suppressors Runx3 (392) and PML (391), leading to increased proliferation of breast

cancer cells. Pinl potentiation of breast cancer cell growth was also linked to cooperating with
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Ras signaling (414), and components important for tumor development, such as cyclin D1,
cyclin E and c-Myc, were upregulated by Pinl (488). Recently, Pinl was shown to target
phosphorylated ERo., and regulating coactivator SRC-3 recruitment, resulting in enhanced
proliferation of breast cancer cells (397, 489). These studies therefore provide an oncogenic

potential to Pinl.

ERp is known to become highly phosphorylated at various sites in response to kinase signalling
pathways (40). In particular, we have previously identified AF-1 Ser-87 of ERJ as a conserved
mitogen-activated protein kinase site which directs SRC-1 coactivator recruitment and ligand-
independent transcriptional activation of ERP in response to growth factor signalling (106).
More recently, ERB Ser-87 phosphorylation was shown essential in mediating a feed-forward
regulation of ER[} with the chemokine CXCR4/SDF-1 axis in breast cancer cells (117). Here,
we found that Pin1 targets ERB upon specific phosphorylation of Ser-87 recognized by the WW
domain of Pinl. Such recruitment results in ERP transcriptional activation and enhanced
migration potential of breast cancer cells, revealing Pinl as an important regulator of ERf3

function in context of enhanced kinase signalling pathways.
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Results

Pinl interacts with ERp

To explore the possible role of Pin1 as a regulator of ER, we first examined the Pinl expression
in human breast cancer cells, such as the ER-negative Hs578t and the ER-positive MCF-7 cells,
which both showed high levels of expression (Fig. 1A). As expected, ERP is expressed in MCF-
7 cells while not in Hs578t cells. We then addressed whether Pinl can be recruited to ERB. We
found that ERP co-immunoprecipitated with endogenous Pinl in MCF-7 cells, suggesting that
ERP might interact with Pinl (Fig. 1B). To avoid any possible role of ERco, which was also
reported to interact with Pin1 in the context of MCF-7 cells (397) we also used ER-negative cell
line transfected with ERp, which showed a strong recruitment of Pinl as compared to control
cells (Fig. 1C). Such interaction between ERf and Pinl was further enhanced in response to

17B-estradiol.

Pinl upregulates ER

We next addressed the effect of Pinl on the transcriptional competence of ERP. To assess for
direct ERP transcriptional activity, we used ER[} stably expressing cells (Hs-ER) generated
from parental Hs578t cells and functionally validated for ERP expression and estrogenic
responsiveness compared to mock-stable Hs-Ctl cells (49). In luciferase assay, Pinl expression
in Hs-ER cells caused a dose-dependent augmentation of ER activity in response to estrogen,
reaching a near 3-fold increase compared to treated cells not transfected with Pinl (Fig. 2A).

Estrogen-regulated target gene expression was also monitored on known ERP target genes (49,
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117). Pinl contributed to further induce the estrogen upregulation of CXCL12 and TFF1 genes
in Hs-ERJ cells compared to Hs-Ctl cells which remained unresponsive (Fig. 2B). Interestingly,
Pinl also induced although to a lesser extent, the ligand-independent activity of ERP (Fig. 2A
and B). These results support a functional role of Pinl in upregulating ER transcriptional

activity and hormone-responsive gene expression.

The WW domain of Pinl and ER Ser-87 are required for Pinl regulation of ER]}

We next determined the role of functional domains of Pinl in the upregulation of ER[] activity.
Pinl contains a N-terminal WW domain that allows interaction with phosphorylated substrates
through side chain specificity and a C-terminal PPIase domain for isomerase activity (361, 490).
Using point mutants, we found that the catalytic-inactive K63A mutant impaired Pinl
upregulation of ERf activity and the WW-defective W34A completely abolished the effect of
Pinl (Fig. 3A). These results suggest that the positive regulation of ERP by Pinl requires its

WW domain and involves Pinl isomerase activity.

Given the requirement of phosphorylated Ser-Pro motifs to interact with Pinl and undergo cis-
trans isomerization, we tested various serine residues known to be phosphorylated by Pro-
directed kinases and regulate ERP function (40) We found that mutation of Ser-87 (S87A)
completely abolished the ligand-independent and estrogen-induced transcriptional activitation
of ERP in response to Pinl (Fig. 3B). However, mutation of Ser-6 and Ser-12 contained within
Ser-Pro motifs, and also Ser-8 identified as a target of GSK-3f3 (144), did not impair the effect

of Pinl on ERP activity. We have previously reported that Ser-87 of ERf can be phosphorylated
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by Erk kinase, providing ER[ activation potential (117). Given the requirement of Ser-87 for
the enhanced recruitment of Pinl to ERP in response to estrogen, we tested Ser-87
phosphorylation in this process. Our results show increased phosphorylation levels of Ser-87 in
conditions of Pinl expression in transfected Hs578t cells compared to control cels (Fig. 4C). In
addition, ERB Ser-87 phosphorylation was further enhanced when cells were treated with
estrogen. These results identify Ser-87 as a required target for Pinl to interact with ERp, and

provide a regulatory role of Ser-87 phosphorylation in the ERJ response to Pinl.

Pinl increases the stability of ERJ

Pinl regulation of protein function often involves a change in protein stability (483). The
positive correlation between ER and Pinl expression and the ability of Pinl to up-regulate ER[3
incited us to investigate whether ER} turnover was affected by Pinl. Over expression of Pinl
strongly increased the steady-state levels of ER, suggesting an effect on stability (Fig.4A). To
address whether Ser-87 was required, we generated stable ERB-S87A expressing cells (Hs-
S87A) in the context of parental Hs-578t cells. Hs-S87A cells showed little effect on the cellular
levels of ERP indicating an essential role of Ser-87 (Fig.4A). To determine whether ER[3
degradation rate was affected by Pinl, we performed chase experiments in Hs-ER[3 compared
to Hs-S87A cells. Pinl expression strongly increased the half-life of ER (t2 > 12h vs t/2 = 8h
without Pinl; Fig. 4B and C). However, such increase in ERP turnover rate was strongly

impaired in Hs-S87A cells (t/2 = 6.2h vs t2 = 5.4h without Pinl). This suggests that Pinl
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regulates ER turnover in cells, and that Ser-87 plays an essential role in mediating the effect

of Pinl on ERJ stability.

Pinl increases the ERB-induced migration of breast cancer cells

We next wanted to determine the potential of Pinl to affect cell migration in the context of ER3
expression using a cell scratch wound healing assay. Overexpression of Pinl had little effect on
migration of Hs-Ctl cells over a period of 24h (Fig. SA). However, Hs-ERP cells showed an
increased mobility in response to Pinl expression, which was further induced in presence of
estrogen (Fig. 5B). This increasing effect of Pinl on cell migration was not observed in Hs-
S87A cells, indicating the requirement of Ser-87 in the response of ERP to Pinl. These data
suggest a potential to Pin1 to induce ER positive effect on cell mobility in response to estrogen.
As the epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays an important role in tumor metastasis
(491-493), we also analyzed the gene expression of components related to EMT, such as the
epithelial markers CDH1 (E-cadherin), and the mesenchymal markers CDH2 (N-cadherin),
SNAI2 (Slug) and SNAII (Snail). Overexpression of Pinl contributed to increase in absence or
presence of estrogen the mRNA levels of SNAI1, SNAI2 and CDH2, while decreasing those of
CDHI in Hs-ER cells (Fig. 5C). However, the potentiation effect of Pinl and estrogen was not
observed under the same conditions using Hs-S87A cells. These results suggest that Pinl
increases the potential of ERP to upregulate the gene expression of EMT markers and that Ser-

87 is required for these effects.
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Discussion

This study identifies the peptidyl prolyl isomerase Pinl as a recruiting cofactor of ERP to
increase estrogenic responsiveness of ERP in breast cancer cells. Pinl recruitment requires
specific phosphorylation of ERJ at Ser-87, an important regulatory site targeted by estrogen
signalling and kinase pathways (40), resulting in increased ER} transcriptional activity and cell
migration potential. The ability of Pin1 to promote estrogen-mediated regulation of ER3 through
Ser-87 phosphorylation supports a role for ERB AF-1 activation in the control of breast cancer

cell mobility.

The peptidyl prolyl isomerase Pinl regulates protein function by binding phosphorylated
Ser/Thr-Pro motif of substrates primarily via its WW domain, establishing direct contact with
pSer/Thr-Pro motifs. Pro-directed Ser/Thr phosphorylation is considered a common signalling
mechanism in cell proliferation and transformation. Cyclin-dependent kinases (CDK) and
mitogen activated protein kinases (MAPKs) are the major proline-directed kinases mediating
the phosphorylation of Ser/Thr-Pro motifs of Pinl substrates (494). ERP is extensively
phosphorylated by a variety of kinases including MAPK/Erk, Jnk, and p38 that play important
roles in regulating the function of ERp (40). In particular, Ser-6 and Ser-12 were shown to be
phosphorylated by Erk to establish a proper negative interface known as pSuM to conjugate
SUMO isoforms to ER (144). In addition, we have previously identified Ser-87 as a conserved
target site of Erk which directs ligand-independent transcriptional activation of ER[ in response
to growth factor signalling (106). In this study, Ser-6 and Ser-12 do not seem to be involved in
Pinl regulation of ERJ, but we identified pSer-87 as an essential site specifically recognized by

Pinl and required to mediate Pinl activation of ER[3. Mutation of Ser-87 to alanine completely
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abolished the response of ERP to Pinl in breast cancer cells. This raises the question of how
Pinl promotes activity of ERP at this serine. Ser-87 is located in the AF-1 domain, a region
shown to be important for ERP turnover and activation (40, 144). Following Ser-87
phosphorylation, transcriptional coactivators such as steroid receptor coactivator-1 (SRC-1) and
histone acetyl transferase CREB binding protein (CBP) are recruited, resulting in transcriptional
activation of ERP (106, 170). After phosphorylation of Ser/Thr-Pro motifs by proline-directed
kinases, Pinl acts as post-phosphorylation regulator by changing the conformation of its target
proteins through its cis-trans isomerase activity (361). The isomerase activity of Pinl was found
essential to mediate activation of ER} through Ser-87, suggesting that binding of Pinl to ER]}
might induce the cis-trans isomerization of the pSer-87-Pro peptidic bond. It is tempting to
speculate that such shift in trans isomer configuration might then induce a conformational
change of ERP highly favourable for coactivator recruitment. Consistent with this, the unique
configuration of pSer/Thr-Pro motifs is known to dictate conformation-specific interactions
with phosphorylation-dependent regulators such as phosphatases and F-box ubiquitin ligases
(366, 495). As such, Pinl effect towards ERP can be envisioned as a molecular switch that
synchronously coordinates pSer-87-mediated AF-1 activity through proper isoform-specific

changes.

We show that Pinl-induced isomerization of ER[P at pSer-87-Pro motif increased the
transcriptional potential of ERP} with upregulation of target genes such as TFF1 and CXCL12.

CXCL12 encodes the chemokine SDF-1 which upon interaction with its cognate cytokine

receptor CXCR4 can initiate cell chemotaxis and migration in a number of cancer types (117,
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289,291, 311, 342, 344-350, 445). We previously identified Ser-87 as a responsive site to SDF-
1 signaling, which becomes phosphorylated and trigger ER] activation and upregulation of
responsive genes including CXCL12 (117). Such transcriptional regulation was shown to
support a feed-forward mechanism of ER activation with the chemokine CXCR4/SDF-1 axis,
which would program breast cancer cells into a metastatic profile (40, 117). Our data showed
that Pinl further induce the ERB-regulation of CXCL12 gene by estrogen, suggesting that Pinl
might potentiate the feedback regulation of ERP and the CXCL12 axis in breast cancer cells.
Estrogenic regulation of CXCL12 gene expression can also occur through ERo (117, 445), and
Pinl was also reported to regulate the turnover and activity of ERoa through Ser-118
phosphorylation (404, 496, 497), which provides a role of Pinl to upregulate ERo. in breast
cancer cells. Our data do not exclude such regulation of ERa to Pinl as a committing step into
a feed-forward mechanism involving the CXCL12/CXCR4 axis for breast cancer progression,
and in such case, it would be interesting to address the role of Pinl in the ERoVCXCL12
regulation pathway (40, 117). Here we show that Pinl-dependent isomerization of ER[} under
the control of Ser-87 phosphorylation is sufficient to program breast cancer cells into a

migratory phenotype.

Pinl is highly overexpressed in several human cancers including breast cancer, and its
expression levels correlate with malignancy (361). In breast cancer, deregulation of Pinl
expression occurs in response to growth factors and other stimulating conditions such as
ErbB2/Her2 or Ras activation (498). We observed that overexpression of Pinl led to an increase

in the migration potential of ER-expressing Hs-578t breast cancer cells in response to estrogen

and that Pinl failed to induce a similar effect in conditions of ERB Ser-87 disruption. In such
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conditions, we show that phosphorylation of ER[} Ser-87 is enhanced in response to estrogen,
providing the necessary recruiting signal for Pinl interaction. It is noteworthy that Pinl can
indirectly regulate Erk through action on Erk-upstream protein kinases (378) a process that
might also participate in ER]3 Ser-87 phosphorylation (40). Cancer cell metastasis is assured by
the detachment of cells from their origin tissue and migration to another organ through changes
in the epithelia-mesenchymal transition (EMT) pathway (499, 500). E-cadherin, the main
epithelial cell-cell adhesion molecule, is down regulated in breast cancer and used as a tumor
type marker (501). E-cadherin (CDH1) expression is repressed by the transcriptional factors
Snail (SNAII) and Slug (SNAI2), which are also essential markers of the EMT pathway (502,
503). Our data showed that overexpression of Pinl enhanced the gene expression of
mesenchymal markers SNAI1, SNAI2, and CDH2 (Vimentin) in Hs-ERf cells in response to
estrogen, supporting the migration phenotype of cells. Estrogen is known to promote the
regulation of EMT pathway by down-regulating E-cadherin and inducing vimentin, a process
mainly associated to ERa activation (504). The role of ERP is however less clear in such
regulation and was even recently considered to exert a negative effect on EMT, supporting anti-
metastatic property of ERP in breast cancer (205). Our results suggest that in the context of ER3
expression, the Pinl-induced isomerization at Ser-87-Pro might be sufficient to promote
favourable ERP conformational changes and sustain AF-1-induced expression of estrogenic
genes. This is consistent with the reported role of Ser-87 phosphorylation in triggering estrogen-
responsive genes and metastatic behaviour of human breast cancer cells through the coupling of
ERp with the chemokine pathway (117). The identification of Pinl as a novel regulator of ER[3

function and its impact on ERPB-expressing breast cancer cell phenotype warrant further
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investigation of the role and therapeutic potential of Pin1 in the treatment of endocrine-resistant

breast cancers.

Materials and methods

Cell culture

Human Hs-578t and MCF-7 breast cancer cell lines were maintained in DMEM (Sigma)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS). Before and during the E2 treatment, cells

were maintained in phenol red-free DMEM with 10% dextran-coated charcoal-treated FBS.

RNA isolation and quantitative PCR

Total RNA was extracted from cell lines and complementary DNA was synthesized as described
(505). Gene expression was measured by qPCR using SyBr Green qPCR master mix (Applied
Biosystems). The primer sequences used for genes specific are available on request. Expression
values were normalized to RPLPO gene used as an internal control, and results were obtained

from at least three independent experiments performed in duplicates.

Western blot analysis

Cells were harvested in TBS lysis buffer containing 0.1% Triton X-100, 1 mM sodium

orthovanadate, 1 mM sodium fluoride, 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and protease
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inhibitors cocktail (Sigma). Protein extracts were subjected to SDS-PAGE followed by
electrotransfer onto nitrocellulose membrane. Membranes were incubated with primary
antibodies, followed by horseradish peroxidase-linked secondary antibody, and visualized with

ECL detection reagent. Antibodies used were for ERP} and ER1-pSer87 (Santa Cruz), Erk1/2,

pErk1/2 and B-actin (Cell Signaling).

Luciferase assay

Luciferase assays were done as described previously using an EREbLuc reporter (171). Cells
were treated for 18 to 20 h with vehicle or 10 nM 17-estradiol (E2). Values are normalized to
B-galactosidase activity and expressed as relative luciferase units (RLU) or fold response

derived from at least three independent experiments performed in triplicate.

Cycloheximide chase

Hs-ERP cells were transfected with plasmids expressing Myc-tagged wild-type or S87ER in
absence or presence of Pinl plasmid. At 12 hours after transfection, cycloheximide (Sigma) was
added at a concentration of 50uM and cells were lysed for Western blot analysis at the indicated
time points. Each signal intensity derived from two separate experiments was quantitated using

an image analyzer (Alpha Innotech, San Leandro, CA) and expressed relative to f-actin levels.

Wound scratch assay
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Stable Hs-ER and Hs-S87A cells were seeded at 80-90% confluence and allowed to form a
monolayer for 24h in culture medium. Linear wounds were then made with a sterile 10 pl plastic
pipette tip. The cell surface was washed three times with PBS to remove dislodged cells and
cells were then treated with either ethanol vehicle (-) or 10nM E2 for 12-24h. Microscopic
images of wounds were captured (Zeiss) at 10x magnification at the predetermined wound

closure location.
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Figure Legends

Figure 1. Pinl interacts with ERJ in breast cancer cells. A- Western blot analysis of ER[3
and Pinl in human Hs-578t and MCF-7 breast cancer cells. B- Recruitment of ER to Pinl.
Immunoprecipitation (IP) of MCF-7 cell lysates was carried out with an anti-Pinl antibody, and
ERp was detected by Western analysis. IgG was used as a negative IP control. Input controls
were also monitored from whole-cell lysates. C- Estrogen increases recruitment of Pinl to ER[.
Stably ERB-expressing Hs578t cells (Hs-ER) were transfected with Myc-tagged Pinl and then
treated or not (vehicle) with 10nM 173-Estradiol (E2). Mock-stable Hs578t cells (Hs-Ctl) were
used as a negative control. Immunoprecipitation was carried out with an anti-Myc antibody and

ER analyzed by Western blot. Input levels were also monitored from whole-cell lysates.

Figure 2. Pinl induces ER transcriptional activity. A- Transcriptional activation of ERf} by
Pinl. Stable Hs-ERP cells were transfected with increasing amounts of Pinl plasmid in the
presence of an EREsbLuc reporter and then treated or not with 10nM E2 for 16h. Each luciferase
activity value was normalized to [-galactosidase and expressed as mean = SEM compared to
untreated cells set at 1.0. B- Pinl induces ERB-dependent target gene expression. Real-time
PCR analysis was performed on ER responsive genes in stable Hs-ERJ cells treated or not with
10nM E2. Results are normalized to RPLPO expression and expressed as fold response
compared to untreated Hs-Ctl cells, which was set at 1.0. Data represent the mean + SEM of at

least three independent experiments performed in duplicates.
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Figure 3. Pinl-induced activation of ERP requires the WW domain and is dependent on
ERp Ser-87. A- The WW domain of Pinl is required to activate ERB. Hs-ERJ cells were
transfected with either wild-type, W34A or K63 A mutated Pinl in the presence of an ERE3bLuc
reporter, and then treated or not with 10nM E2 for 16h. Each luciferase activity value was
normalized to B-galactosidase and expressed as mean = SEM of at least three independent
experiments performed in duplicates compared to untreated cells set at 1.0. B- Pinl-induced
ERP activation is mediated by Ser-87. Hs-ER[} were transfected with various ER[P serine

mutants at position 6, 8, 12, and 87, and then analyzed as in (A).

Figure 4: Pinl regulates ERP protein stability through Ser-87. A- Pinl increase of ER[}
protein levels is dependent of Ser-87. Stable Hs-ERP and Hs-S87A cells were transfected with
Pinl and then subjected to Western blot analysis. B- Ser-87 mediates the increased ER[ stability
to Pinl. Cells were transfected as in (A) and subjected to a cycloheximide chase. Representative
blots are shown for ERB and S87A expressing stable cells. C- Estrogen increases
phosphorylated Ser-87 ER[ levels. Hs-578t cells were transfected with ER with or without
Pinl and treated with 10 nM E2 for 30min. Cell were then analyzed by Western blot. D-
Corresponding quantitation of signal intensity of ERB and S87A mutant derived from three
separate experiments of cycloheximide chase experiments such as in (B). Results were

normalized to B-actin content and expressed as the percentage change of time zero, which was

set at 100%.

138



Figure 5: Pinl induces cell migration and mesenchymal markers through ERJ Ser-87. A-
Control experiments using stable Hs-Ctl cells transfected or not with Pinl and subjected to a
scratch wound-healing analysis. B- The ERB-induced cell migration is dependent on Ser-87.
Wound-healing assay performed as in (A) except that stable Hs-ERP and Hs-S87A cells were
used. Cells were also treated or not (-) with 10nM E2 for 12h.

Figure 6: Expression levels of EMT genes in Hs-ERP3 and Hs-S87A cells. Cells were

transfected with Pinl and then treated or not with 10nM E2 for 12h. Data are represented as

mean = SEM of at least three independent experiments performed in duplicates.
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Chapitre 3 Discussion générale, perspectives et conclusion

Discussion

1. Controle par rétroaction positive de 1'axe des chimiokines

CXCRY7 par le récepteur des estrogenes

1.1.L’expression du gene CXCR?7 est régulée par I’estrogéne et ERa

Le récepteur CXCR7, nouvellement découvert, est fortement exprimé dans le processus
du développement biologique. Récemment, de nombreuses études ont démontré le role
favorable de CXCR?7 dans la croissance cellulaire et les métastases dans divers cancers. Compte
tenu du fait que CXCR7 soit surexprimé dans de nombreuses cellules tumorales, il serait
intéressant d'explorer le mécanisme qui conduit a I’expression de CXCR7. Malheureusement,
ce mécanisme n'est pas encore clairement compris. Antérieurement, notre groupe a confirmé
que I’expression de SDF-1, le ligand de CXCR4 et de CXCR7, est régulé a la hausse par E2
dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7, qui expriment ERa et ERP. Plusieurs études
ont rapporté le role important que joue SDF-1 et le récepteur CXCR4 dans la prolifération, la

migration, I'invasion et la métastase péritonéale des cellules cancéreuses ovariennes in vitro et
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in vivo (321, 456, 506, 507). Tres peu de données sont disponibles au sujet de I’implication de
CXCR7 dans le cancer de I’ovaire. Cependant, les résultats d’une étude récente laissent entendre
que I’axe SDF-1/CXCR7 favorise I’invasion des cellules cancéreuses de 1'ovaire par l'expression
de MMP-9 a travers la voie MAPK p38 (351). Les mécanismes régulant l'expression de CXCR7
sont complexes et peu clairs. Le VEGF régule positivement CXCR7 dans les cellules du
carcinome hépatocellulaire humain et que 1'expression améliorée de CXCR7 par VEGF est
fonctionnelle. De plus, la croissance tumorale et I'angiogenése sont supprimées par knockdown
de CXCR7 in vivo suggérant I’importance de CXCR7 dans I’invasion et 1’angiogenése du
carcinome hépatique (457). Dans les cellules cancéreuses de la prostate, I’expression de CXCR7
est régulée par IL-8. En culture cellulaire, l'expression d’IL-8 augmente sélectivement
I'expression de CXCR?7 au niveau de la production d'ARNm et de protéines. Inversement, la

suppression de la signalisation de I'IL-8 lui abolit la capacité a réguler a la hausse CXCR7 (340).

Dans mon travail de doctorat, j’ai étudié la régulation de I'expression de CXCR7 par
I’estrogéne. En utilisant différentes lignées cellulaires de différents tissus cancéreux (ER-
positifs et ER-négatifs) nous avons montré que 'ARNm de CXCR?7 est exprimé dans différentes
lignées. Toutefois, sa régulation positive par les estrogenes est seulement observée dans la lignée
cellulaire ovarienne cancéreuse OVCAR-3 et semble étre ERa spécifique. En accord avec cette
observation, le fait que CXCR7 soit réprimé par les estrogénes dans les cellules cancéreuses du
sein (451), nous pouvons suggérer que nos résultats démontre une sélectivité ovarienne dans la
réponse estrogénique ciblant une régulation positive de ’axe CXCR?7 et ce, comparativement

aux autres lignées cellulaires que nous avons testé en parallele.

La plupart des récepteurs des chimiokines n’ont pas de ligands exclusifs (508). C’est

aussi le cas de CXCR7 qui partagent ses ligands SDF-1 et ITAC avec CXCR4 et CXCR3
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respectivement. Par conséquent, il existe un haut degré de redondance dans la famille des
chimiokines et c’est ce qui donne sa complexité au réseau des chimiokines et de leurs récepteurs.
Nos résultats ont montré une augmentation sélective de I'expression des génes CXCR7 et [-TAC
dans les cellules cancéreuses de 'ovaire en réponse a 1’estrogeéne tandis que 1’expression de, et
restée largement inchangée. Ces résultats suggerent que la réponse estrogénique est spécifique

a ’axe I-TAC/CXCRY7.

1.2.Corrélation entre I’expression génique de CXCR?7 et I-TAC avec ERa

dans les tumeurs ovariennes humaines

Nous avons obtenu des résultats démontrant une sélectivité dans la réponse estrogénique
quant a la régulation de I’expression du géne CXCR7. En effet, I’expression de CXCR7 semble
étre spécifique a I’isoforme, et ’ERa est ’acteur de cette régulation. L’analyse de données
d’expression, dans les tumeurs ovariennes humaines, suggere une corrélation significative de
I'expression du géne de ERa avec CXCR?7 et non avec le géne CXCR3, confirmant donc une
pertinence clinique en termes de régulation génique entre ERa et I'axe I-TAC/CXCR?7 dans le
cancer de ’ovaire, le distinguant de I’axe SDF-1/CXCR4 dans le méme contexte. Le role
favorable que joue CXCR7 dans la progression tumorale de plusieurs cancers, notamment le
cancer de I’ovaire, ainsi que le réle oncologique de ERa dans le cancer de 1’ovaire, concordent
avec nos résultats indiquant la régulation positive de CXCR7 par ERa. D’un autre coté, la
corrélation négative que nous avons obtenue entre 1’expression du géne de ERf} et CXCR7 dans
le méme contexte clinique, est en accord avec les études ayant indiqué un role non-oncogénique

de pour ERP dans le cancer de I’ovaire (417, 425, 428, 509). Etant donné que le role de ERP
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dans le cancer de 1’ovaire n’est pas encore certain, nos résultats peuvent apporter un nouvel
¢lément permettant de distinguer les roles transcriptionnels distincts des deux isoformes dans le

cancer ovarien.

1.3.1dentification d’un ERE fonctionnel dans le promoteur de CXCR7

Les récepteurs aux estrogenes sont des facteurs de transcription qui régulent un grand
nombre de geénes cibles. Ces cibles sont particulierement pertinentes dans les cancers ou la
sensibilité de la tumeur aux estrogénes détermine si les patients peuvent étre traités avec une
thérapie hormonale. L'identification des genes cibles de ER est une tache ardue. Quantifier les
niveaux d'expression des génes cibles suspectés apres la stimulation avec E2, révéele quels geénes
sont régulés par I’hormone, mais sans discrimination entre les cibles directes ou ER lie les ERE

et les cibles indirectes ou ER se lie indirectement aux ERE via d’autres facteurs.

Avec le séquencage du génome humain, il est devenu possible de rechercher in silico la
présence des éléments de réponses aux estrogénes (EREs). Pour déterminer si la régulation de
I’expression du géne CXCR7 par I’estrogene est direct ou indirecte, nous avons détecté des ERE
spécifiques dans le promoteur CXCR7 proximaux situés a 32562 pb, 42463 pb et 43192 pb et
un ERE distal situé a 76380 pb dans le promoteur CXCR?7. Nos résultats de ChIP indiquent que
le complexe ER/ERE médie la régulation de I'expression de CXCR7 par les estrogénes et
suggerent que ERa est impliqué dans la régulation de 1'expression de CXCR?7 par liaison directe
au site ERE-42463. Ce site est potentiellement actif sur le plan transcriptionnel tel que nous
I’avons démontré par essai luciférase. De ce fait, nos résultats indiquent que le promoteur du

gene CXCR?7 contient un ERE fonctionnel qui peut étre critique pour induire une régulation
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transcriptionnelle positive de CXCR7 par I’estrogeéne. Ainsi, nous avons identifi¢ pour la
premiére fois que le CXCR?7 est un gene inductible par les cestrogénes via l'activation de ERa.
Comme I’estrogéne est important pour le développement du cancer de l'ovaire, 1'identification
de CXCR7 en tant que gene cible de l'estrogéne fournira de nouvelles perspectives dans le

traitement du cancer de 'ovaire.

1.4.CXCR?7 peut promouvoir ’activité transcriptionnelle de ERa

Nous avons précédemment démontré que SDF-1 est induit dans les cellules cancéreuses
du sein par l'estrogéne, et que la phosphorylation de sérine-87 de l'isoforme ERp par SDF-1
potentialise 1’activité transcriptionnelle des récepteurs aux estrogenes, générant une boucle de
rétroaction positive entre les estrogenes et les chimiokines (117). Cet effet observé dans les
cellules cancéreuses mammaires ne semble pas se produire dans les cellules cancéreuses
ovariennes. En effet, nos résultats n’indiquent aucune régulation estrogénique de CXCR4 ou
SDF-1 dans les cellules cancéreuses de I’ovaire. De plus, I’absence de corrélation entre ERf et
CXCR?7 ainsi que ERP et I-TAC dans les tumeurs ovariennes séreuses ¢élevés, vient confirmer
I’action limit¢ de ERPB pour réguler CXCR7. Tout compte fait, les taux d'ERP sont
particulierement plus bas dans les tumeurs de l'ovaire que dans les tissus normaux (428, 435,
509, 510). De plus, la perte d'expression de ERP pourrait corréler avec une survie globale plus
courte des patientes atteints du cancer de l'ovaire (511). D’autres études ont révélé que
l'expression de ERP réduit la croissance tumorale et diminue la présence de cellules tumorales
dans les métastases, suggérant un role potentiellement suppresseur de tumeur pour ERP dans la

carcinogenese ovarienne (210, 436). Pour déterminer si CXCR7 peut a son tour réguler I’activité
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de ERa, nous avons effectué des essais de luciférase et nos résultats démontrent que CXCR7 a
augmenté l'activité transcriptionnelle de ERo alors que le Knockdown de CXCR7 a
significativement réduit 'activité du récepteur induite par E2 dans les cellules OVCAR-3. Ces
résultats indiquent que CXCR7 peut promouvoir l'activité de ERa dans OVCAR-3. L’activité
transcriptionnelle de ERa peut étre induite par le ligand aussi bien que par phosphorylation.
Dans les cellules cancéreuses mammaires, la phosphorylation de ERa favorise le recrutement
des co-régulateurs transcriptionnels et joue ainsi, un rdle important dans la capacité
transcriptionnelle du récepteur, et ce en présence ou en absence du ligand. La Ser-118 est un
site majeur de phosphorylation pour activer ERa et la phosphorylation de ce résidu corréele
positivement avec la résistance a la thérapie du cancer du sein (452-454). Les résultats de mes
travaux indiquent que dans les cellules cancéreuses ovariennes, la Ser-118 est également une
cible de phosphorylation. Nous démontrons que la phosphorylation de la Ser-118 induite par
I’estrogéne est significativement perdue par le knockdown de CXCR7 et que pErk1/2 est
impliqué dans la voie de signalisation de CXCR?7. La phosphorylation de ERa dans le cancer de
I’ovaire était inconnue et nous sommes les premiers a identifier CXCR7 comme indicateur de

signalisation de la phosphorylation de ERa au niveau de la Ser-118.

1.5.Le role de CXCR7 dans la migration des cellules cancéreuses

ovariennes

Dérivant de 1’épithélium, la transition mésenchymateuse épithéliale (EMT) devient une
¢tape critique pour le cancer de 1’ovaire (512, 513). En effet, les analyses de

I’immunohistochimie révelent que I’EMT est associé a la métastase et a la survie des patientes
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atteinte du cancer de 1’ovaire (514, 515). Au niveau génétique, la surexpression des marqueurs
de PEMT tel que Snail, Twist et Zeb1/2, est associée a un mauvais pronostic du cancer de
I’ovaire (516, 517) C’est pourquoi, I’expression des geénes dans les tumeurs métastatiques
présentant généralement des signatures mésenchymateuses, confirment 1’agressivité du cancer
de I’ovaire (517, 518). La progression du cancer de I’ovaire est favorisée par les facteurs qui
déclenchent ’EMT. Par ailleurs, les facteurs qui inhibent ou suppriment I’EMT, empéchent la
progression du cancer de 1’ovaire. Par exemple, la mucine 4 qui induit 'EMT dans les cellules
cancéreuses de l'ovaire, favorise fortement la progression du cancer et elle est souvent
surexprimée dans les tumeurs ovariennes de haut grade (519), tandis que MicroRNA-200c qui
altére ’EMT, inhibe la métastase des cellules souches CD117 + CD44 + du cancer de 1'ovaire
(520). Les facteurs de croissance tel que EGF, FGF, IGF, VEGF, TGF-f (500) sont aussi des
signaux induisant les EMT dans la progression du cancer. L hypoxie (521, 522), I’inflammation
(523, 524) et le stress oxydatif (525) sont des microenvironnements inducteurs de ’EMT, car
ils déclenchent des signaux convergeant vers les facteurs transcriptionnels induisant ’EMT.
Dans le microenvironnement tumoral, les chimiokines jouent un rdle essentiel dans la
tumorigenese et la métastase. Dans le cancer du poumon, une étude indique que TGFB1 régule
a la hausse ’EMT et CXCR7 et que le knockdown de CXCR7 abouti a la réduction de la
migration, l'invasion et 'EMT induite par TGFf1 in vivo (526). Il y a de plus en plus de preuves
que CXCR7 est impliqué dans la migration des cellules cancéreuses (294). Il a été montré que
CXCR?7 pourrait induire une migration cellulaire par SDF-1 dans le cancer colorectal (527).
Dans le cancer de I’ovaire, les résultats d’une étude récente indiquent que CXCR7 améliore
l'invasion des cellules cancéreuses de l'ovaire par 'expression de la MMP-9 via la voie p38

MAPK (351). Par le biais de mes travaux, nous avons démontré que CXCR7 joue un rdle
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important dans la migration induite par 1'E2 des cellules cancéreuses de 1'ovaire de type
OVCAR-3 ER-positives. En effet, le knockdown CXCR7 a significativement atténué la
migration des cellules OVCAR-3 induite par E2. Des études antérieures ont rapporté la
pertinence entre I'expression de CXCR7 et les molécules qui étaient importantes dans I'adhésion
cellulaire et I'interaction cellule-matrice (321, 338, 351, 526, 528-530). Ces données ont montré
une diminution significative des métalloprotéinases matricielles (MMP-2 et MMP-9) (351, 530)
et des molécules impliquées dans 'adhésion cellulaire (cadhérine-11 (321), N-cadhérine (526,
528)) apreés knockdown CXCR7, suggérant que ces molécules peuvent jouer un rdle dans la
migration médi¢ par CXCR?7 et l'invasion des cellules cancéreuses. Nos données ont montré
que, dans les cellules cancéreuses de 'ovaire, le knockdown de CXCR7 altére I’EMT induite
par 'E2 en régulant a la baisse l'expression de Snail et de la N-cadhérine, et régule positivement
I'expression de la E-cadhérine. Ici, nous démontrons la contribution de CXCR7 dans la
régulation des marqueurs EMT par E2. Nous pensons que la migration induite par E2 et altérée
par le knockdown de CXCR?7 peut étre liées a la phosphorylation de ERa-Ser-118 (pS118).
Effectivement, nos résultats ont montré que knockdown de CXCR7 diminue la pS118 dans
OVCAR-3. 1l existe des preuves que méme en l'absence d'estrogéne, ERa continue a réguler la
transcription par son domaine d'activation AF-1, et ce par la phosphorylation de ERa sur
plusieurs sites, notamment la serine-118 (S118) et la sérine-167 (531) et que cette
phosphorylation peut étre induite par E2 ou MAPK (153, 157). Grace aux études précédentes,
il a été démontré que la phosphorylation de S118 est associée a une meilleure réponse au
traitement cancer du sein par le tamoxiféne (532, 533). Notre observation que le knockdown de

CXCR7 a modifié l'activité transcriptionnelle ERa qui peut nécessiter l'activation de Erk pour
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phosphoryler S118, correspond au fait que la phosphorylation de la Ser-118 est un marqueur

prédictif pour la réponse au tamoxifene (531).

2. Identification d’un mécanisme par lequel ERf est activé par Pinl

2.1.Interaction entre Pinl et ERP

Pinl est la seul propyl isomérase connue ayant la propriété unique de catalyser
l'isomérisation cis/trans de la liaison peptidique entre la sérine ou la thréonine phosphorylée et
la proline (pSer/Thr-Pro). Cette isomérisation fonctionne comme un minuteur moléculaire qui
module de nombreuses cibles, et ce a différentes étapes d'un processus cellulaire et sa
dérégulation contribue a de nombreux cancers (488). Mes travaux ont identifié¢ Pinl en tant que
cofacteur de recrutement de ERP. Ce cofacteur a pour effet d’augmenter la réponse estrogénique
de ce récepteur dans les cellules cancéreuses du sein. Pinl est connue pour réguler les fonctions
des protéines, en liant le motif pSer / Thr-Pro dans les substrats via son domaine WW. Nous
avons d’ailleurs réalisé ce travail pour mieux comprendre lI'impact de Pinl sur ERP dans le
cancer du sein. Nous avons identifi¢ que la peptidyl prolyl isomérase Pin 1 augmente 1'activité
de ERp induite par E2 dans les cellules cancéreuses du sein. Nous avons trouvé que Pinl se lie
a ERP et que le domaine WW de Pinl est essentiel pour cette interaction. En effet, La mutation
des résidus clés dans le domaine WW altere la capacité de Pinl a améliorer I'activit¢ ERP. La
phosphorylation des motifs Ser/Thr-Pro par les kinases est un mécanisme de signalisation

commun et central, dont les enzymes responsables de la phosphorylation appartiennent a une
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grande superfamille de protéines kinases dirigées contre la proline comprennent CDK, MAPK,
ERK, p38, GSK3 et PLK (361). La phosphorylation de ER par diverses kinases telles que
MAPK/Erk, Jnk, p38 et PKB/Akt joue un rdle important dans la régulation des fonctions du
récepteur (40). L’interaction entre Pinl et ER} augmentée par 1’estrogéne peut étre expliquée
par le couplage estrogéne-chimiokine, phénoméne démontré dans une publication antérieure de
notre groupe. En effet, ’activation de ER par I’estrogeéne conduite a la transcription de SDF-1
qui va lier CXCR4 a la surface pour activer la voie MAPK/Erk menant a la phosphorylation de
la sérine-87 de ERP (117). Phosphorylée et étant dans le motif Ser-Pro, la sérine-87 devient une
cible potentielle pour I’interaction de Pinl expliquant I’augmentation de 1’interaction de Pinl

avec ERp en réponse a I’estrogéne.

2.2.Régulation de P’activité transcriptionnelle de ERp par Pinl

L’activation de ERP par ’estrogéne ou par phosphorylation médie la transcription de
divers geénes. Pinl se lie a la liaison peptidyl-prolyle et l'isomérise en motifs Ser/Thr-Pro
phosphorylés spécifiques, pour induire des changements conformationnels dans ses protéines
cibles. Ces changements conformationnels peuvent avoir des effets profonds sur la fonction du
substrat de Pinl, en modulant son activité, son état de phosphorylation, l'interaction protéine-
protéine, sa localisation subcellulaire et sa stabilité. Mes travaux présentent un role pour Pinl
dans I’amélioration de I’activité transcriptionnelle de ERP grace a 1’activité propyl idomérase
de Pinl. Ce dernier interagit directement avec ERP phosphorylé et augmente sa stabilité en
induisant un changement conformationnel de ce facteur de transcription. Il est intéressant de

noter que dans le cancer du sein, Pinl induit une modification conformationnelle de ERa et
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augmente son activité transcriptionnelle tout en augmentant sa stabilité par 1’inhibition de son
ubiquitination et sa dégradation (404). Dans le cancer de la prostate, Pinl interagit avec le
récepteur nucléaire AR (Androgen receptor) par le biais de la sérine-81 et augmente son activité
transcriptionnelle (398). TR3, un facteur de transcription nucléaire orphelin, dont les fonctions
biologiques sont opposées dans différents types cellulaires, mais qui joue un role positif dans la
régulation de la croissance des cellules cancéreuses, interagit avec Pinl. L’isomérisation de TR3
par Pinl via la sérine-95 conduit a la transactivation du récepteur et améliore sa stabilité¢ en
retardant sa dégradation. En outre, Pinl facilite le ciblage de TR3 au promoteur de son géne
cible, la cycline D2, et favorise également le recrutement de p300 (399). Par ailleurs, 1’activité
transcriptionnelle de la famille des récepteurs nucléaires orphelins NR4A incluant (Nur77,
Nurrl et NOR-1) est aussi améliorée par Pinl. Les facteurs de transcription NR4A jouent un
role dans la régulation du métabolisme dans le foie, les muscles squelettiques et les tissus
adipeux et dans les processus cellulaires de base tels que la différenciation, l'apoptose, la
prolifération et les réponses au stress, sont modulés par les récepteurs nucléaires NR4A (534-
538). Pinl améliore l'activité transcriptionnelle des trois récepteurs nucléaires NR4A et
augmente la stabilit¢ protéique de Nur77 en inhibant son ubiquitination (400). En ce qui
concerne ERP, mes résultats indiquent que Pinl agit comme cofacteur transcriptionnel qui
augmente I’activité transcriptionnelle du récepteur, induite par I’estrogeéne. Fait intéressant, Pinl
a conféré une plus grande régulation des génes dans la réponse estrogénique, soutenant le rdle
positif de Pinl sur 'activité ERf et supportant un role fonctionnel de Pinl dans la régulation a
la hausse de l'activité transcriptionnelle ERP. Cette activité transcriptionnelle se traduit par
l'expression des génes hormono-sensibles qui sont ciblé par ERB. De plus, Pinl augmente

l'activité de ERP via ERB-pSer87 et cette régulation dépend des domaines WW et PPlase de
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Pinl tel qu’indiqué par nos résultats. Apres la phosphorylation des motifs Ser/Thr-Pro par des
kinases dirigées contre la proline, Pinl agit comme régulateur de post-phosphorylation en
modifiant la conformation de ses protéines cibles (15). La mutation de la Ser-87 en alanine a
complétement aboli l'activité transcriptionnelle accrue induite par Pinl. Cela souléve la question
de savoir comment Pinl favorise 'activit¢ de ERp a cette sérine. La Ser-87 est situé¢ dans le
domaine AF-1, une région qui s’avére importante pour la stabilit¢ de ERP (40). Apres la
phosphorylation de AF-1, des coactivateurs tels que SRC-1 et CBP sont recrutés, conduisant a
l'activation de ERP (38, 39). L'activité Cis-trans isomérase de Pinl est essentielle pour la
stabilité médiée par Pinl et I'activation de ERp, c'est pourquoi nous pensons que la liaison de
Pinl a la Ser-87 pourrait induire 1'isomérisation cis-trans de ERp. Pris ensemble, nos résultats
suggerent que ERB-Ser87, le site potentiel de phosphorylation ERK, est ciblé par Pinl et que ce

site est important pour que I’interaction et la régulation de ERp.

2.3.Implication de Pinl dans la migration des cellules cancéreuses

mammaires induite par E2

Dans cette étude, nous avons démontré que l'isomérisation induite de ERP par Pinl
modifie les propriétés de ERB. En effet, nous avons observé que le potentiel de migration dans
les cellules cancéreuses du sein HS-578T-ER est activé par Pinl en réponse a E2. Pinl n'a pas
réussi a induire le méme effet lorsque la Ser-87 est mutée en alanine dans des cellules HS-578T-
ER3-S87A. La migration des cellules cancéreuses conduit 4 un mécanisme de métastase qui est
assuré par le détachement des cellules de leur tissu d'origine et la migration vers un autre organe

par le mécanisme d’EMT (499, 500). La E-cadhérine, la principale molécule d'adhésion cellule-
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cellule épithéliale, est régulée a la baisse dans le cancer du sein et utilisée comme marqueur
tumoral (501). La E-cadhérine est réprimée par les facteurs transcriptionnels Snail et Slug qui
appartiennent également aux voies de signalisation impliquées dans la régulation de I'EMT (502,
503). Nos données ont montré que la migration induite par E2 dans les cellules HS-578T
favorisées par ER n'est pas significative. Cependant, la surexpression de Pinl dans HS-578T-
ERp a amélioré la migration des cellules en réponse a E2. Une étude avait indiqué que’en
réponse a l’estrogéne, ERP régule directement la voie EMT pour augmenter la migration
cellulaire en supprimant la E-cadhérine et induisant la vimentine (504). Inversement, dans une
autre étude, ERP semble avoir un effet négatif sur 'EMT supportant la suppression tumorale et
le role anti-métastatique dans le cancer du sein (539). Ici, nous avons obtenu une augmentation
significative de la migration cellulaire en réponse a E2 dans HS-578T-ERp en présence de Pinl
ainsi que la régulation positive des marqueurs EMT induite par Pinl. Nos résultats suggerent
clairement que Pinl change les propriétés de ERp, de I'inhibiteur de la migration a 1'activateur.
L'isomérisation induite par Pinl pourrait modifier la conformation de ER[ favorisant
l'exposition de son domaine AF-1, en particulier la Ser-87 puisque cette sérine est importante
pour l'activité transcriptionnelle de ERp. D'autant plus que nous avons identifié¢ I'implication de
cette sérine dans l'agressivité des cellules cancéreuses du sein en démontrant le couplage de la
voie estrogene-chimiokine (117). Nos résultats peuvent expliquer en partie la résistance

développée dans le cancer du sein ER positif ou le role de ERP reste incertain.
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Perspectives

Etudier le potentiel de CXCR7 en tant que biomarqueur et cible

thérapeutique dans le cancer de ’ovaire

Dans le premier volet de cette étude, nous démontrons que dans les cellules cancéreuses
ovariennes ER+, I’estrogéne augmente 1’expression de CXCR7 et I-TAC et que CXCR7
augmente la transition EMT des cellules cancéreuses ovariennes induite par E2 a travers la
phosphorylation de la sérine-118 de ERa. Les facteurs de risque du cancer de 1'ovaire ne sont
pas encore bien établis. Cependant, les chercheurs ont découvert les effets de plusieurs facteurs
hormonaux spécifiques, y compris la gonadotrophine, I'androgene, la progestérone et les
estrogénes sur le développement du cancer de 1'ovaire (540). Dans le cas de 1'estrogeéne, par un
certain nombre de preuves cliniques, il a été constaté que E2 en thérapie de remplacement des
estrogénes augmentait le risque de cancer de l'ovaire (541-543). A I'heure actuelle, le traitement
standard du cancer de l'ovaire est basé sur la chirurgie de réduction tumorale primaire suivie de
chimiothérapie (544). Bien que la majorité des patientes atteintes du cancer de 1'ovaire répondent
a la chimiothérapie initiale, la plupart d'entre elles développent une résistance et leur traitement
rechute. Les antiestrogenes, le tamoxiféne et le fulvestrant, sont utilisés dans 1’hormonothérapie
mais sans réaliser un succes complet. Dans le cancer du sein, la sérine-118 de ERa correle avec
la résistance au tamoxiféne (545). De ce fait, I’identification de CXCR7 comme étant activateur
de ERa par phosphorylation de la sérine-118 pourrait soulever la pertinence d’utiliser CXCR7
comme biomarqueurs pour les tumeurs ovariennes ERa-positives. Ceci concorde avec les

résultats de la corrélation clinique significative de 1’expression de ERa avec CXCR?7 dans les

153



tumeurs ovariennes que nous avons présentés dans ce travail. Il y a trés peu de littératures sur
I’implication de CXCR?7 dans le cancer de 1’ovaire. Toutefois, dans le glioblastome , le cancer
de la vessie (547) et les tissus cancéreux gastriques (548), CXCR?7 est identifi¢ comme un
potentiel biomarqueur pronostique. Etant donné que CXCR7 est impliqué dans la régulation de
ERa et I’amélioration de EMT induite par E2, considérer CXCR7 comme biomarqueurs du
cancer de I’ovaire au stade précoce pourrait améliorer significativement les statistiques de survie
qui sont sombre pour le cancer de 1’ovaire. En effet, 95% des patientes atteintes diagnostiquées
au stade I présentant un taux de survie de 5 ans contre 35% des patientes atteintes d'un cancer
de l'ovaire diagnostiquées au stade III, et ce taux tombe 10% chez les patients diagnostiqués

avec un cancer de l'ovaire de stade IV, ou la maladie s'est propagée a des métastases(549).

ERp peut-il influencer le couplage entre CXCR7 et ERa?

L’expression plus faible de ERP ainsi que les effets antagonistes que peuvent avoir ERa
et ERB I'un par rapport a 1’autre, font que le ratio ERo/ERp soit plus élevé dans les tissus
cancéreux ovariens que dans les tissus sains. De ce fait, dans un contexte de surexpression, ERf3
semble réduire la prolifération cellulaire induite par l'activation de ERa (550). Dans le cancer
de I’ovaire, plusieurs groupes ont rapporté la perte de 1’expression de ER ou une augmentation
du ratio ERo/ERP comparativement aux tissus normaux (417, 425, 428, 509) suggérant que la
perte de ERp pourrait constituer une étape cruciale dans la carcinogenése ovarienne. Par ailleurs,
des études ont indiqué que la perte compléte de 1'expression de ERP a également été associée a
un risque accru de métastase dans le cancer de 1’ovaire pithélial (551, 552). Effectivement, une

preuve indirecte que ERP soit liée a la carcinogenése ovarienne, est que son expression est
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significativement corrélée avec la survie dans les modéles humains et animaux (210, 553). Nos
résultats démontrent qu’a I’inverse de la corrélation positive entre I’expression génique de ERa
et de CXCR7, I’expression génique de ERP correle négativement avec 1’expression de CXCR7.
De ce fait, il pourrait étre pertinent de considérer la perspective d’investiguer le role
potentiellement suppresseur tumoral de ERf sur le couplage entre ERa et CXCR7. Dans cette
perspective, il serait intéressant de faire moduler le ratio ERo/ER dans les cellules OVCAR-3
en déplétant ou en surexprimant ERP. La mesure de I’activation de ERK1/2, la phosphorylation
de la serine-118 de ERa, I’expression des genes cibles dont I-TAC et la migration des cellules
en réponse a I’estrogéne nous permettrait d’évaluer ’impact de ERp sur la signalisation de

CXCR?7 et le couplage entre ERa et CXCR7.

L’implication de Pinl dans la résistance au tamoxifene

Nous avons démontré que Pinl augmente I’activité transcriptionnelle de ERp par ainsi
que la migration cellulaire induite par I’estrogeéne, suggérant que Pinl joue un rdle dans la
carcinogénése mammaire médiée par ERf. Ceci concorde avec les résultats que nous avions
publiés ou la phosphorylation de la Ser-87 de ERP est impliquée dans le couplage entre les ERs
et CXCR4 rendant le cancer du sein plus agressif. A la lumiére de toutes ces données, il devient
logique d’inférer I’implication de ER} dans la résistance aux traitement qui cible ERa. En effet,
I’amplification de I’activité de ERp pourrait compenser I’ablation ERa par les traitements. C’est
pourquoi il serait intéressant d’identifier le role de Pinl dans la résistance aux traitement dans
le contexte de ERP. Dans cette perspective, il faut envisager d’évaluer si I’interaction entre Pinl

et ERp par co-immunoprécipitation ou par GST, est favorisée par le tamoxiféne. Etant donné
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que la résistance au tamoxiféne résulte de 1’augmentation de la fonction du domaine AF-1, et
que la sérine-87 se trouve dans cette région, 1’évaluation de 1’implication de ce résidu dans
I’interaction, probablement induite par le tamoxiféne, entre Pinl et ER[, serait aussi a envisager.
Il serait par la suite pertinent d’évaluer si Pinl peut augmenter I’activité¢ de ERP en présence du
tamoxiféne. Dans la méme optique, 1’utilisation d’un model cellulaire résistant au tamoxiféne,
tel que MCF-75C, pour évaluer I’effet du knockdown de Pin1 sur la prolifération ou la migration
cellulaire, constituerait une bonne fagon de confirmer que le knockdown de Pinl sur la
résistance au tamoxiféne, et indiquer si Pinl favorise la résistance au tamoxiféne dans les

cellules cancéreuses du sein par le biais de ERf.

Implication de la sérine-87 dans la pathogénicité du cancer du sein

Nous avons démontré que la sérine-87 de ER est une cible pour Pinl. Nous avons aussi
démontré que la sérine-87 est importante pour la stabilité du récepteur augmentée par Pinl et
que la phosphorylation de cette sérine est cruciale pour I’action de Pinl sur ERp, et qu’elle est
essentielle dans ’activité transcriptionnelle de ER ainsi que dans la migration cellulaire induite
par I’estrogéne. Beaucoup d’études se sont focalisées sur la régulation des génes par ERa et
ERpB en réponse a I’estrogéne, mais aucune étude a grande échelle ne s’est penchée sur
I’implication des sites de phosphorylation des ERs dans la régulation des génes. Nous
démontrons ici, par essai luciférase, que la mutation de la sérine-87 en alanine altére 1’activité
transcriptionnelle de ERB. De ce fait, il serait intéressant de déterminer 1I’impact de la sérine-87
sur la régulation des génes en réponse a I’estrogéne en présence et en absence de Pinl. Pour ce

faire, I’utilisation de microarray s’avere une excellente méthode fournissant un profil des génes
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régulés selon leurs fonctions. L’importance de la caractérisation des roles des sites de
phosphorylation tel que la sérine-87 de ERP pourrait s’inscrire dans la perspective de
développement d’anticorps monoclonaux spécifiques pouvant devenir une alternative aux

thérapies chimiques (233).
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Conclusion

La signalisation des récepteurs aux estrogénes ERa et ER[} est impliquée dans plusieurs
aspects physiologiques et pathogéniques des tissus sensibles aux estrogénes (ovaires, utérus,
seins). Dans le cancer de 1’ovaire, nous avons montré que CXCR7 joue un rdle important dans
la migration cellulaire et la prolifération du cancer ovarien ER-positif. Nous avons constaté que
les estrogenes pourraient favoriser le développement du cancer de 1'ovaire en activant un ERE
dans le promoteur de CXCR7. L'altération de CXCR7 a diminué la migration cellulaire induite
par 1'E2 affectant 1'expression des facteurs liés a 'EMT. De plus, CXCR7 peut réguler l'activité
transcriptionnelle ERa en phosphorylant la Ser-118. A la lumiére de ces résultats, nous pensons
que CXCR?7 pourrait étre une cible potentielle pour le traitement du cancer ovarien. D’un autre
coté, dans le cancer du sein, notre étude a exploré 1'effet fonctionnel possible de l'interaction
entre Pinl et ERB. Nous avons montré que l'isomérisation ER par Pinl par I’intermédiaire de
la Ser-87 joue un réle important dans la migration cellulaire du cancer du sein, suggérant que la
régulation de l'interaction entre Pinl et ERP pourrait également étre une cible potentielle pour
la prévention du cancer du sein. Par conséquent, l'identification de Pinl comme un nouveau
régulateur de ERP fournit de nouveaux apercus sur la fonction d'inducteur de tumeur pour

I’isoforme ER.
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