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Résumé 
Les estrogènes jouent un rôle primordial dans le développement et le 

fonctionnement des tissus reproducteurs par leurs interactions avec les récepteurs des 

estrogènes ER� et ER�. Ces récepteurs nucléaires agissent comme facteurs de transcription 

et contrôlent l’expression des gènes de façon hormono-dépendante et indépendante grâce à 

leurs deux domaines d’activation (AF-1 et AF-2). Une dérégulation de leur activité 

transcriptionnelle est souvent à l’origine de pathologies telles que le cancer du sein, de 

l’endomètre et des ovaires. Alors que ER� est utilisé comme facteur pronostic pour 

l’utilisation d’agents thérapeutiques, l’importance de la valeur clinique de ER� est encore 

controversée. Toutefois, des évidences récentes lui associent un pouvoir anti-tumorigénique 

en démontrant que sa présence favorise l’inhibition de la progression de ces cancers ainsi 

que l’efficacité des traitements.  

En combinaisons avec d’autres études, ces observations démontrent que bien que les 

deux isoformes partagent une certaine similitude d’action, les ERs sont en mesure d’exercer 

des fonctions distinctes. Ces différences sont fortement attribuables au faible degré 

d’homologie observé entre certains domaines structuraux des ERs, comme le domaine AF-

1, ce qui fait en sorte que les différents sites de modifications post-traductionnelles (MPTs) 

présents sur les ERs sont très peu conservés entre les isoformes. Or, l’activité 

transcriptionnelle ligand-dépendante et indépendante des ERs est hautement régulée par les 

MPTs. Elles sont impliquées à tous les niveaux de l’activation des ERs incluant la liaison et 

la sensibilité au ligand, la localisation cellulaire, la dimérisation, l’interaction avec l’ADN, 

le recrutement de corégulateurs transcriptionnels, la stabilité et l’arrêt de la transcription. 

Ainsi, de par leur dissimilitude, les ERs seront différemment régulés par la signalisation 

cellulaire. Comme un débalancement de plusieurs voies de signalisation ont été associées à 

la progression de tumeurs ER-positives ainsi qu’au développement d’une résistance, une 

meilleure compréhension de l’impact des MPTs sur la régulation spécifique des ERs 

s’avère essentielle en vue de proposer et/ou développer des traitements adéquats pour les 

cancers gynécologiques. Les résultats présentés dans cette thèse ont pour objectif de mieux 
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comprendre les rôles des MPTs sur l’activité transcriptionnelle de ER� qui sont, 

contrairement à ER�, très peu connus.  

Nous démontrons une régulation dynamique de ER� par la phosphorylation, 

l’ubiquitination et la sumoylation. De plus, toutes les MPTs nouvellement découvertes par 

mes recherches se situent dans l’AF-1 de ER� et permettent de mieux comprendre le rôle 

capital joué par ce domaine dans la régulation de l’activité ligand-dépendante et 

indépendante du récepteur. Dans la première étude, nous observons qu’en réponse aux 

MAPK, l’AF-1 de ER� est phosphorylé au niveau de sérines spécifiques et qu’elles jouent 

un rôle important dans la régulation de l’activité ligand-indépendante de ER� par la voie 

ubiquitine-protéasome. En effet, la phosphorylation de ces sérines régule le cycle 

d’activation-dégradation de ER� en modulant son ubiquitination, sa mobilité nucléaire et sa 

stabilité en favorisant le recrutement de l’ubiquitine ligase E6-AP. De plus, ce mécanisme 

d’action semble être derrière la régulation différentielle de l’activité de ER� et ER� 

observée lors de l’inhibition du protéasome. Dans le second papier, nous démontrons que 

l’activité et la stabilité de ER� en présence d’estrogène sont étroitement régulées par la 

sumoylation phosphorylation-dépendante de l’AF-1, processus hautement favorisé par 

l’action de la kinase GSK-3. La sumoylation de ER� par SUMO-1 prévient la dégradation 

du récepteur en entrant en compétition avec l’ubiquitination au niveau du même site 

accepteur. De plus, contrairement à ER�, SUMO-1 réprime l’activité de ER� en altérant 

son interaction avec l’ADN et l’expression de ses gènes cibles dans les cellules de cancers 

du sein. Également, ces recherches ont permis d’identifier un motif de sumoylation 

dépendant de la phosphorylation (pSuM) jusqu’à lors inconnu de la communauté 

scientifique, offrant ainsi un outil supplémentaire à la prédiction de nouveau substrat de la 

sumoylation.  

En plus de permettre une meilleure compréhension du rôle des signaux 

intracellulaires dans la régulation de l’activité transcriptionnelle de ER����os résultats 

soulignent l’importance des MPTs dans l’induction des différences fonctionnelles 
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observées entre ER� et ER� et apportent des pistes supplémentaires à la compréhension de 

leurs rôles physiopathologiques respectifs. 

 

Mots-clés : Cancers gynécologiques; Récepteurs des estrogènes, ER; Domaine 

d’activation-1, AF-1; Phosphorylation; MAPK; GSK-3; Ubiquitination; E6-AP; 

Protéasome; Sumoylation; SUMO-1; Motif de sumoylation phosphorylation dépendant, 

pSuM 
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Abstract 
Estrogens play a pivotal role in reproductive physiology through direct interaction 

with the estrogen receptors ER� and ER�, which belong to the nuclear hormone receptor 

family of ligand-activated transcription factors. Harbouring two activation domains (AF-1 

and AF-2), gene expression can be controlled by ERs either in a hormone-dependent and/or 

independent manner. Disruption of ER transcriptional regulation is associated with 

pathological events such as breast and endometrial cancers. While ER� is considered a 

strong predictive factor in endocrine therapy of reproductive cancers, the clinical value of 

ER� is still debated, although greater expression of ER� has been associated with a 

favourable outcome since recent evidence has associated ER� with anti-tumorigenic 

properties and a better response to anti-estrogenic compounds.  

Along with others studies, those individual outcomes indicate that even though the 

two receptors can exert similar roles by sharing resemblances in terms of structure and 

general response to hormone, they can also carry out distinct functions. These variations 

can be attributed to the fact that most of the structural domains shared by ERs exhibit a low 

level of homology, especially at the AF-1 domain. Consequently, the majority of the post-

translational modifications sites (PTMs) on ERs are not shared between both isoforms. In 

fact, ligand-induced and ligand-independent activities of ERs are critically influenced by 

PTMs. PTMs controls the multiple aspects of ER-dependent activation by modulating ERs 

ligand binding, specificity, cellular localization, dimerization, interaction with their cognate 

DNA response element, combinatory recruitment of transcriptional coregulators, stability 

and transcriptional arrest. Hence, by their discrepancies, ERs will be differently influenced 

by the cellular environment. Furthermore, as the deregulation of different signalling 

pathway in cancers is associated with ER-dependant tumour progression and in the 

acquisition of a therapeutic resistant phenotype, it is crucial to understand the how PTMs 

affect ERs transactivation in order to eventually propose and/or develop adequate 

treatment. The results presented in this thesis were carried out with the objective of gaining 
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a better understanding of PTM’s roles on ER� transcriptional control which, as opposed to 

ER�, remain unclear.        

We demonstrate here a dynamic regulation of ER� by phosphorylation, 

ubiquitination and sumoylation. Furthermore, as all the newly identified PTM are located 

within de AF-1 domain of ER�, our results highlight the key role of this domain in the 

regulation of ligand-dependent and independent transcriptional properties of this receptor. 

The first study shows that in response to MAPK, specific serine residues in the AF-1 of 

ER� are phosphorylated and play an important role in the regulation of ER� ligand-

independent activity by the ubiquitin-proteasome pathway. In fact, the activation-

degradation cycle of ER� induced by MAPK is regulated upon phosphorylation of these 

serines coordinating ER� ubiquitination, subnuclear mobility and stability by promoting the 

recruitment of the ubiquitin ligase E6-AP. Moreover, this molecular process plays part in 

the differential regulation of ER� and ER� activity upon proteasome inhibition. In the 

second paper, we demonstrate that ER� activity and stability in presence of estrogen is 

closely regulated by the phosphorylation-dependent sumoylation of the AF-1 domain, 

amplified by GSK-3 action. SUMO-1 attachment prevents ER� degradation by competing 

with ubiquitin at the same acceptor site and dictates ER� transcriptional inhibition, as 

opposed to ER�, by altering estrogen-responsive target promoter occupancy and gene 

expression in breast cancer cells. Furthermore, these findings uncover a novel 

phosphorylated sumoylation motif (pSuM) and offer a valuable tool to predict novel 

SUMO substrates under protein kinase regulation. 

In combination to our better understanding on how intracellular signals controls 

ER� transcriptional activity, our results highlight the significant role of PTMs in ERs 

isoforms discrepancies and allows supplementary comprehension of their respective 

physiopathologicals roles.  
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Chapitre 1 : Introduction 
 

1 – Les estrogènes 
Les trois estrogènes naturels sont l’estradiol, l’estriol et l’estrone. Membres de la 

famille des hormones stéroïdiennes, ces molécules lipidiques sont synthétisées à partir du 

cholestérol (Figure 1). Leur biosynthèse est sous le contrôle de diverses enzymes et est 

initié par la sécrétion d’ACTH (hormone corticotrope), de LH (hormone lutéinisante) et de 

FSH (hormone folliculostimulante) au niveau de l’axe hypothalamo-hypophysaire (1). 

Leurs principaux lieux de synthèse sont les ovaires, au niveau des follicules ovariens et du 

corps jaune, ainsi que le placenta (2).  

 
Figure 1 : Synthèse des hormones stéroïdiennes 

Les minéralocorticoïdes et les glucocorticoïdes sont synthétisés au niveau du cortex surrénalien, alors que la progestérone 
est d’origine ovarienne. Les androgènes et les estrogènes sont majoritairement produits par les testicules et les ovaires, 
respectivement. Adaptation d’une image provenant de http://www.pharmacorama.com/Rubriques/Output/Androgene. 

 

 Les estrogènes sont également produits en plus faible quantité dans plusieurs autres 

organes, incluant le foie, les surrénales, les seins, les tissus adipeux, les testicules, les os, 

les muscles, les cellules endothéliales et le cerveau, car ces tissus expriment tous 

l’aromatase P450, encodé par le gène CYP19, qui est l’enzyme nécessaire à l’étape finale 
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de la biosynthèse des estrogènes à partir des androgènes. Le pouvoir estrogénique de 

l’estradiol est de 10 et 80 fois plus élevé que l’estrone et l’estriol, respectivement, et en 

recherche c’est principalement l’estradiol (17�-estradiol ou E2) qui est utilisé. 

 

1.1 – Rôles physiopathologiques des estrogènes   

Le rôle fondamental et incontestable des estrogènes est d’assurer le développement 

et le fonctionnement adéquat des tissus reproducteurs féminins. L’action des estrogènes est 

assurée par leur association avec leurs récepteurs stéroïdiens respectifs, soit les récepteurs 

des estrogènes (ER� et ER�). Grâce à l’avancement de la science et l’étude de ces 

récepteurs, on sait aujourd’hui que les estrogènes jouent également un rôle prépondérant 

dans la croissance et le développement de nombreux tissus non-reproducteurs, dans le 

développement et l’intégrité osseuse, dans la régulation du métabolisme, du système 

cardiovasculaire, du système immunitaire et du système nerveux central. De plus, on sait 

que l’absence ou la surexposition aux estrogènes peut induire plusieurs pathologies (3).  

 Par exemple, après la ménopause ou suite à une chirurgie ovarienne, l’absence 

d’estrogènes chez ces femmes peut occasionner de nombreux symptômes indésirables ainsi 

qu’augmenter leurs risques de problèmes cardiaques et d’ostéoporose (4,5). Chez les 

hommes, l’absence d’une production d’estrogènes, dû à une aromatase dysfonctionnelle, 

occasionne, en plus de l’ostéoporose, une résistance à l’insuline et des déficiences 

reproductrices (6). Ces effets peuvent être partiellement contrés par une thérapie de 

remplacement d’hormones. Par contre, l’hormonothérapie n’apporte pas que des bénéfices 

et les études tendent à démontrer que les femmes supplémentées en estrogènes sont 

particulièrement plus à risques de développer un cancer du sein, une maladie cardiaque ou 

un accident vasculaire cérébral (7,8). De plus, des évidences cliniques et expérimentales 

démontrent que l’exposition prolongée à l’estrogène et/ou à des composés estrogéniques 

durant toute notre vie constitue un facteur de risque majeur pour le développement de 

cancers du sein et des ovaires (9,10). Ces observations concordent avec le fait que le cancer 
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du sein, cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez la femme avec près de 2300 

nouveaux cas par année et qui se classe au deuxième rang sur le plan de la mortalité, frappe 

surtout les femmes de plus de 50 ans (81% des cas diagnostiqués) (11,12).  

En fait, les estrogènes possèdent un fort pouvoir mitogénique et les tissus du sein, 

des ovaires et du corps de l’utérus (endomètre) y sont particulièrement sensibles. L’action 

des estrogènes sur la prolifération cellulaire est le résultat de leur liaison à leurs récepteurs 

hormonaux respectifs, soit les récepteurs des estrogènes (ERs). Au moins 70% des cas de 

cancers du sein sont ERs-positifs et ER� est considéré comme le sous-type dominant à 

cette prolifération et est utilisé comme facteur pronostic (13,14). Dans de telles conditions, 

les médecins préconisent la polychimiothérapie en combinaison avec l’utilisation de 

modulateurs sélectifs des ERs (anti-estrogènes), qui influence négativement la prolifération 

tumorale en entrant en compétition avec la liaison de l’estrogène sur le récepteur, et/ou 

l’utilisation d’inhibiteurs de l’aromatase, qui empêche ainsi la synthèse d’estrogène (15).  

Malheureusement, entre 40% et 50% des patientes recevant ce type de traitement ne 

répondent pas au traitement ou développent éventuellement une résistance, diminuant ainsi 

considérablement les chances de guérison (14,16). Les mécanismes derrière cette 

insensibilité à l’inhibition des ERs sont complexes et plus ou moins bien compris. Ils 

impliquent majoritairement une dérégulation des autres voies de signalisation cellulaire 

impliquées dans la prolifération cellulaire et/ou dans l’activation hormono-indépendante 

des ERs (17). En autre, l’activation de la voie des MAPKs (mitogen-activated protein 

kinase) et la surexpression des récepteurs HER/ErbB (human epidermal growth factor 

receptor) dans les cancers du sein sont associés au développement d’une résistance aux 

anti-estrogènes (18,19). Face au développement de telles résistances et afin de donner le 

traitement le plus approprié possible et/ou développer des alternatives thérapeutiques, il est 

primordial de bien comprendre le rôle des ERs dans ces cancers ainsi que les mécanismes 

cellulaires impliqués dans leurs régulations hormono-dépendantes et indépendantes.  
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2 – Les récepteurs des estrogènes 

L’existence des estrogènes est connue depuis le début du 20ième siècle, mais ce n’est 

qu’au début des années 1960 que l’hypothèse de l’existence d’un récepteur pour ces 

hormones a été émise grâce aux travaux des Dr. Edwood V. Jensen et Herbert I. Jacobson 

qui ont démontrés, par l’utilisation d’estradiol tritié, que cette hormone était retenue dans 

ses tissus cibles (20,21). Peu de temps après, cette hypothèse a été confirmé par 

l’identification et l’isolation du récepteur des estrogènes (aujourd’hui nommé ER�) par les 

Dr. Toft et Gorski (22) et, vingt ans plus tard, par son clonage dans le laboratoire du Dr. 

Pierre Chambon (23). Puis, en 1996, un deuxième récepteur des estrogènes, ER�, a été 

identifié et cloné dans le laboratoire du Dr. Jan-Ake Gustafsson à partir de tissus 

prostatiques et ovariens de rat (24). Le clonage de ER� chez de nombreuses espèces, 

incluant l’humain (25) et la souris (26), a rapidement suivi.  

2.1 – Structure des ERs 

Les récepteurs des estrogènes, ER� et ER� font parti de la grande famille des 

récepteurs nucléaires. Cette superfamille, qui compte 48 membres chez l’humain, est 

composée de facteurs de transcription et ses membres, phylogénétiquement reliés, se 

distinguent par une structure et un mode d’action similaire (27). Chez l’humain, ER� et 

ER� sont encodés par deux gènes distincts (ESR1 et ESR2) situés sur le chromosome 6 et le 

chromosome 14 respectivement (28,29). Les gènes ESR1 et ESR2 sont formés de 8 exons 

qui encodent pour les différents domaines structuraux caractéristiques des récepteurs 

nucléaires, soit les domaines A à F (30) (Figure 2A).  

Le domaine NH2-terminal (A/B) est une région très variable entre les récepteurs 

autant en taille qu’en séquence. On y retrouve le domaine d’activation 1 (AF-1) qui 

contribue à l’activation ligand-indépendante des récepteurs via le recrutement de cofacteurs 

transcriptionnels et dont l’activité est principalement modulée par la phosphorylation. La 

structure de ce domaine est très instable et les études suggèrent que la phosphorylation 
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stabiliserait l’AF-1 ce qui permettrait conséquemment le recrutement des corégulateurs 

transcriptionnels (31,32).  

 

 
Figure 2 : Structure des ERs et éléments de réponses aux estrogènes 

A. Schématisation de la structure des ERs. B. Description et orientation des éléments de réponses aux estrogènes (ERE) et 
exemples des associations dimériques possibles des ERs.  

 

Le domaine de liaison à l’ADN (DBD ou domaine C) est la région qui permet 

l’interaction du récepteur avec l’ADN. Ce domaine est composé de deux doigts de zinc qui 

vont s’intercaler dans l’ADN pour permettre l’encrage du récepteur au niveau d’une 
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séquence spécifique, soit son élément de réponse aux hormones (HRE). Les HREs sont des 

séquences situées sur l’ADN qui ont de quatre à une vingtaine de paires de bases et 

généralement composées de deux parties distinctes (hémi-site) et chaque hémi-site est 

reconnu par le DBD d’un monomère du facteur de transcription (30). Les ERs vont 

interagir sous forme d’homodimère ou d’hétérodimère avec leurs éléments de réponse aux 

estrogènes (ERE). Un ERE parfait est composé d’une séquence (hémi-site) répétée inversée 

séparée par trois nucléotides : AGGTCAnnnTGACCT (33) (Figure 2B).  

Le domaine D est une région charnière qui confère une flexibilité à la structure 

permettant ainsi aux récepteurs de bien positionner leurs domaines afin de faciliter 

l’interaction avec l’ADN, la dimérisation ainsi que la synergie d’action entre les domaines 

d’activations (AF) (34).  

Le domaine de liaison du ligand (LBD ou domaine E) est un domaine 

multifonctionnel qui permet la liaison du ligand, l’homo- ou l’hétéro-dimérisation, 

l’interaction avec les protéines de choc thermique (HSP) et plusieurs coactivateurs 

transcriptionnels. Il est le siège du domaine d’activation 2 (AF-2) qui se caractérise par la 

présence de l’hélice-� (H12), essentielle à l’activation ligand-dépendante des récepteurs et 

le recrutement de cofacteurs transcriptionnels (35,36). Finalement, à l’extrémité C-

terminale, on retrouve le domaine F. Les fonctions de ce domaine sont plus ou moins bien 

comprises mais les études démontrent qu’il est principalement impliqué dans le recrutement 

de corégulateurs et régulerait ainsi l’activité des ERs (37).  

Ils existent également plusieurs variants d’épissages pour les deux isoformes. Leur 

description se trouve dans la section 6.2.  

2.2 – Mécanisme d’action général des ERs 

Les ERs agissent sous la forme de dimères et lorsque les deux isoformes sont 

coexprimés, l’hétérodimère ER�/ER� se forme préférentiellement aux homodimères de 

chaque récepteur (38,39). Comme pour les autres récepteurs stéroïdiens, les ERs 
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influencent la réponse cellulaire selon plusieurs mécanismes (Figure 3). Grâce à leurs deux 

domaines d’activation, les ERs peuvent être activés de façon ligand-dépendante (AF-2) ou 

indépendante (AF-1). Une fois activés, ils sont en mesure d’exercer des effets génomiques 

et non-génomiques. Leur action génomique peut se faire de deux façons, soit en 

interagissant directement avec l’ADN (voie classique), principalement au niveau 

d’éléments de réponse aux estrogènes (ERE) ou indirectement (voie non-classique), en se 

liant à un autre facteur de transcription déjà présent sur l’ADN.  

2.2.1 – Activation des ERs 

Selon la voie d’activation classique des ERs (figure 3-A), en absence d’estrogène, 

les ERs sont majoritairement cytoplasmiques et interagissent avec les protéines 

chaperonnes HSP (heat shock protein) qui maintiennent les récepteurs inactifs en masquant 

leur domaine d’interaction avec l’ADN (40). Suite à la liaison d’estrogène au niveau du 

LBD, les ERs activés adoptent une nouvelle conformation qui induit leur dissociation des 

HSPs (protéines de choc thermique), leur dimérisation, leur translocation nucléaire et 

conséquemment leur liaison à l’ADN au niveau d’un élément de réponse aux estrogènes 

(ERE). Le changement de conformation du récepteur et l’interaction avec l’ADN 

favoriseront l’association des ERs avec des coactivateurs transcriptionnels qui vont 

promouvoir l’ouverture de la chromatine et le recrutement de la machinerie 

transcriptionnelle. L’arrêt du processus transcriptionnel sera favorisé par le recrutement de 

corépresseurs transcriptionnels et la dégradation du récepteur. En fait, l’activation ligand-

dépendante des ERs est un processus séquentiel et cyclique qui nécessite un recyclage des 

ERs par le protéasome en vue d’une activation optimale (voir section 5.2.4.3) 

Le type de ligand aura une répercussion directe sur le recrutement des corégulateurs 

et l’interaction avec l’ADN (42-45). En effet, suite à la liaison de l’estrogène ou d’un 

agoniste, l’hélice H12 du domaine AF-2 des ERs va être réorientée de manière à trapper le 

ligand et à adopter une conformation optimale afin d’exposer sa surface d’interaction qui 
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est reconnue par le motif LXXLL (�-helical nuclear receptor box motif) présent chez la 

majorité des protéines coactivatrices (46).  

 
Figure 3 : Mécanismes d'actions généraux des ERs 

Schématisation des différents modes d’actions des ERs. La description des mécanismes se trouve dans le texte. ERE : 
élément de réponse aux estrogènes, RE : élément de réponse, FT : Facteur de transcription. 

Image inspirée d’une illustration provenant de (41)  

À l’opposé, en présence d’un antagoniste, tel que le tamoxifène (anti-estrogène), 

l’hélice H12 adopte une autre conformation qui expose d’autres surfaces d’interaction qui 
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sont, quant à elles, accessibles aux corépresseurs transcriptionnels (42,47). Fait important à 

souligner, dans certaines conditions, le tamoxifène peut agir comme agoniste pour les ERs 

et avoir des répercussions néfastes sur la progression des cancers et le fonctionnement du 

traitement (voir section 6). 

Grâce à leur domaine AF-1, dont l’activité est régulé par la phosphorylation, les 

ERs peuvent également être activés en absence d’estrogène en réponse à diverses voies de 

signalisation (48-52) (figure 3-C). Ce mécanisme d’activation ligand-indépendant fût 

démontré pour la première fois au début des années 1990 par l’observation que le 

traitement de souris ovariectomisées à l’EGF (epidermal growth factor) permettait la 

translocation de ER� et stimulait son activité (53). Depuis, nous savons que l’activité des 

ERs peut être régulée par l’action de plusieurs récepteurs membranaires incluant les 

récepteurs de la famille des récepteurs tyrosine kinase (RTK) et certains récepteurs couplés 

aux protéines G notamment le récepteur des chimiokines CXCR4 (voir section 5.1.2). 

L’activation de ces récepteurs enclenche plusieurs cascades signalétiques résultant en 

l’activation de plusieurs kinases incluant les MAPKs Erk1/2 et p38, PI3K/Akt et les 

protéines kinases (PKA et PKC) qui vont, à leur tour, induire la phosphorylation des ERs et 

réguler leur activité. Comme pour les autres récepteurs nucléaires, la phosphorylation de 

l’AF-1 influence leur translocation nucléaire et leur interaction avec l’ADN ainsi qu’avec 

les différents corégulateurs transcriptionnels (54,55).  

Il est important de noter que l’action ligand-dépendante et indépendante des ERs ne 

sont pas mutuellement exclusives et l’activité transcriptionnelle des ERs est la résultante 

d’une synergie d’action entre leurs deux domaines d’activation (34,56). De plus, les 

différentes kinases activées peuvent moduler l’activité des ERs en phosphorylant d’autres 

domaines que l’AF-1 (41,57). Également, la phosphorylation n’est pas la seule modification 

post-traductionnelle à être impliquée dans la régulation de l’activité des ERs (41). Les rôles 

des MPTs sur la régulation des ERs et les voies de signalisation qui s’y rattachent, seront 

discutés plus en détails dans la section 5.  
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2.2.2 – Actions génomiques des ERs 

Selon la voie classique, suite à leur activation ligand-dépendante ou indépendante, 

les ERs vont interagir sous forme d’homodimère ou d’hétérodimère avec leurs éléments de 

réponse aux estrogènes (ERE) (figure 3 A-C). Néanmoins, très peu de gènes répondant aux 

estrogènes possèdent un ERE parfait dans leur région promotrice (33). Pour la plupart des 

gènes identifiés ayant un ERE fonctionnel, la séquence de celui-ci est souvent imparfaite 

pour un ou plusieurs nucléotides et la région promotrice est souvent composée de plusieurs 

copies d’EREs imparfaits. 

Les ERs ont également la capacité de réguler la transcription de gènes sans interagir 

avec l’ADN (voie non-classique) (figure 3-B). Suite à leur activation par un ligand, les ERs 

peuvent interagir directement avec d’autres facteurs de transcription déjà présents sur 

l’ADN et moduler leurs activités en affectant le recrutement des cofacteurs 

transcriptionnels. Par cette voie non-classique, ER� et ER� régulent indirectement 

l’activité transcriptionnelle du complexe c-Jun/c-Fos, qui lie un AP-1, ainsi que celle de 

Sp1 et NF-�B (58-60). En fonction du type de ligand et du type cellulaire, les ERs peuvent 

augmenter ou réprimer l’activité transcriptionnelle de ces facteurs de transcription. Les 

domaines AF-1 et F des ERs y jouent un rôle essentiel (61,62) et dans certains cas, les 

effets de ER� et ER� sont totalement opposés. Par exemple, lié à l’estrogène, ER� 

augmente l’activité des promoteurs AP-1 alors que ER� l’inhibe (63).  

Également, certains gènes régulés par l’estrogène ne possèdent d’élément de 

réponse classique ou non classique dans leur région promotrice et des résultats démontrent 

que l’expression de ces gènes implique la présence d’éléments distaux (64). Les éléments 

distaux sont des séquences peuvant être situées jusqu'à quelques milliers de paires de bases 

en amont ou en aval du site d'initiation (65). Ces éléments peuvent activer la transcription, 

on les appellera alors 'enhancers', ou la réprimer, on parlera de 'silencers'. Selon le 

mécanisme d'action proposé par lequel des séquences éloignées régulent la transcription, un 

repliement de l'ADN permettrait le rapprochement de ces séquences avec le site d'initiation 
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et, de ce fait, favoriserait les interactions avec la machinerie transcriptionnelle, permettant 

ainsi de passer outre les séquences qui isolent les différents loci du génome (66). 

L’expression de l’oncogène c-myc par ER est un bon exemple (67). En effet, bien que 

l’expression de c-myc soit rapidement induite en présence d’estrogène, la région promotrice 

proximale du gène ne semble pas impliquée et l’effet provient plutôt d’une région 

‘enhancer’, qui contient un demi-site ERE et un demi-site AP-1, située 67-kb en amont du 

site d’initiation. De plus, la liaison des ERs au niveau des ‘enhancers’ nécessite la présence 

de certaines protéines telles que le facteur pionnier FoxA1/HNF3� (Forkhead box A1/ 

Hepatocyte Nuclear Factor 3α) et TLE1 (Transducin-like enhancer protein 1) (68-69). 

2.2.3 – Actions non-génomiques des ERs 

Les estrogènes peuvent induire une réponse cellulaire très rapide via la stimulation 

positive ou négative d’une variété de protéines signalétiques. Ce phénomène est médié par 

la population des ERs se trouvant dans le cytoplasme près ou sur la membrane plasmique 

(70,71) (figure 3-D). Les ERs ne possédent pas de domaine transmembranaire et les MPTs, 

telles que la myristoylation (72) et la palmitoylation (73,74), et les interactions protéine-

protéine, avec entre autre la caveolin-1 (75) ou Shc, (76) sont nécessaires au recrutement de 

ER� et ER� à la membrane plasmique. L’action non-génomique de ER� est largement 

documentée. ER� membranaire peut réguler l’activité de plusieurs cascades signalétiques 

en réponse à l’estrogène en interagissant avec plusieurs protéines incluant les récepteurs 

membranaires IGF-1R, EGFR et ErbB2 (77), les kinases Src (78,79), PI3K (80,81) et PLC-

� (82), la protéine adaptatrice Shc (76) et les protéines G (83). Malgré le peu d’information 

sur l’action non-génomique de ER�, nous savons que ER� régule positivement l’activité de 

la MAPK p38 (81,84-86), Src (78,87), et mes résultats suggèrent qu’il régulerait également 

la kinase GSK-3 (voir chapitre 3, section 2.2). De plus, à l’inverse de ER�, ER� 

cytoplasmique n’interagit pas avec PI3K (81).  
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 Naturellement, bien que présenté séparément, l’action génomique et non-

génomique des ERs ne sont pas mutuellement exclusives, mais complémentaires 

(78,88,89).  

2.2.3.1 – Récepteur des estrogènes couplé aux protéines G (GPER) 

L’observation d’une réponse à l’estrogène dans les cellules n’exprimant pas ER� et 

ER� a permis l’identification d’un nouveau membre de la famille des récepteurs des 

estrogènes, soit le GPER (90,91,92). GPER (GPR30) est un récepteur à sept passages 

transmembranaires couplé aux protéines G (GPCR) qui lie l’estrogène. La liaison de 

l’estrogène active son domaine couplé aux protéines G et stimule la formation de cAMP, 

l’activation de PI3K, l’activation des MAPKs et la transactivation de EGFR (91,93) 

(92,94). Certaines études le situent dans le réticulum endoplasmique (91,95) alors que 

d’autres dénotent sa présence à la membrane plasmique (96,97). Il est exprimé dans les 

organes reproducteurs (94,98,99) et les muscles (100). Par contre, les études des souris KO 

pour GPER ne démontrent pas de défauts reproducteurs ni d’anormalités physiologiques et 

fonctionnelles de ces organes  (99,101-103). Or, ces résultats vont de pair avec les études 

qui démontrent que dans ces tissus GPR30 ne médie pas de réponse estrogénique, 

suggérant que l’action de ce récepteur est dépendante du type cellulaire (95,104,105). Son 

rôle en tant que récepteur des estrogènes est donc encore contreversé (106).  

 

 

3 – Corégulateurs transcriptionnels  

Les corégulateurs transcriptionnels agissent principalement sous la forme de 

complexes protéiques regroupant des coactivateurs ou des corépresseurs (Figure 4). Leur 

rôle commun est d’induire le remodelage de la chromatine afin de la rendre plus ou moins 
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permissive à la transcription. Dans les complexes de coactivation, on retrouve entre autre 

des protéines qui ont la capacité de favoriser l’ouverture de la chromatine via l’acétylation 

(histone acétyltransférase) et la méthylation (histone méthyltransférase) des histones ainsi 

que des protéines qui favorisent la transcription et le recrutement de la machinerie 

transcriptionnelle. À l’inverse des coactivateurs, les corépresseurs favorisent la 

condensation de la chromatine, majoritairement en induisant le recrutement d’histones 

déacétylases (HDACs). Les protéines N-CoR (nuclear receptor corepressor) et SMRT 

(silencing mediator of retinoid and thyroid receptors) interagissent directement avec les 

récepteurs et jouent un rôle clé dans le recrutement et la formation des complexes 

d’inhibition (47). Outre la déacétylation, des études récentes démontrent que la sumoylation 

des histones est également associée à l’induction d’une répression transcriptionnelle (107).  

3.1 – Coactivateurs 

Parmi la longue liste des coactivateurs des ERs, on retrouve notamment les 

membres de la famille des SRCs (steroid receptor coactivator), soit SRC-1, SRC-2 (GRIP1) 

et SRC-3 (AIB1) (108). Importants régulateurs de l’activité de ERs, leur surexpression dans 

les cancers favorise la prolifération et est associée au développement d’une résistance aux 

antiestrogènes (109,110). Les SRCs sont en quelque sorte le cœur du complexe d’activation 

et leur recrutement permet d’amorcer le processus transcriptionnel (111). En effet, en plus 

de posséder un domaine LXXLL leur permettant d’interagir avec les ERs en présence du 

ligand, ils possèdent plusieurs domaines d’interaction qui favorisent le recrutement de 

d’autres protéines coactivatrices telles que les histones acetyltransférases p300 ou CBP, les 

méthyltansférases CARM1 ou PRMT1, les hélicases p72/68, la protéine SRA et des 

facteurs impliqués dans le remodelage de la chromatine, incluant le complexe SWI/SNF 

(111-113).  
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Figure 4 : Les corégulateurs transcriptionnels 

Représentation schématique des principaux corégulateurs transcriptionnels. Vert : coactivateurs. Rouge : corépresseurs. 

 

Également, les SRCs possèdent un domaine d’interaction situé dans leur région C-

terminale qui leur permet d’interagir avec les ERs au niveau de leur domaine AF-1 (114). 

Par exemple, en complexe avec SRC-1, les protéines CBP, p300, TIF-2, p78/68 et SRA 

interagissent avec l’AF-1 de ER� et permet l’activation subséquente du récepteur (115-

117). Chez ER�, les protéines SRC-1, CBP et p300 peuvent lier l’AF-1 du récepteur et 

induire son activation (51,118,119). Également, les études démontrent que l’affinité des 
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ERs envers les SRCs et/ou différents coactivateurs est différente d’un isoforme à l’autre 

ainsi qu’en fonction du ligand, des signaux, des modifications post-traductionnelles et de la 

région promotrice (44,120-124).  

3.2 – Corépresseurs 

Les corépresseurs sont essentiels afin de modérer l’activité des ERs, de réguler 

adéquatement l’expression des gènes et permettre l’action des anti-estrogènes 

(123,125,126). Parmi les corépresseurs ciblant les ERs, les plus connus sont RIP140, N-

CoR et SMRT. Ces corépresseurs possèdent un domaine LXXLL (RIP140) (127) ou un 

domaine similaire (N-CoR et SMRT) (128,129) qui leur permet d’entrer en compétition 

avec la liaison des coactivateurs. Un peu comme les SRCs, les protéines N-CoR et SMRT 

sont au centre des complexes corépresseurs et permettent principalement le recrutement de 

déacétylases, tel que les HDACs (47). Encore une fois, l’effet des corépresseurs diffère en 

fonction de l’isoforme, du ligand et de la région promotrice. Par exemple, SMRT et NCoR 

interagissent avec les ERs en présence du tamoxifène et N-CoR amplifie l’action 

antagoniste du tamoxifène sur ER� alors que pour ER� l’action de SMRT semble primer. 

Contre toute attente, dans certaines conditions N-CoR et SMRT peuvent favoriser 

l’activation des ERs. En effet, en absence d’estrogène, N-CoR et SMRT stimule l’activité 

des ERs mais cet effet n’est observé que sur certaine région promotrice (123). Également, 

en présence d’estrogène, SMRT, et non N-CoR, est nécessaire à l’expression optimale des 

gènes PR, cyclinD1, et non pS2, par ER� en permettant le recrutement et l’activation de 

SRC-3 (130,131). À l’inverse, le recrutement du complexe RIP140-SMRT-HDAC3 sur 

ER� en présence d’estrogène, inhibe l’expression du gène PROS-1 (Sp-1) (132). N-CoR et 

SMRT peuvent également interagir avec ER� en réponse à l’estrogène mais alors que N-

CoR stimule son activité, celle de SMRT l’inhibe (123,133).  

 

 



 

 

 

16 

4 – Deux isoformes pour un même ligand ?  
L’identification imprévue de ER� a forcée la révision des concepts et des propriétés 

biologiques associés à la signalisation des ERs (134,135). Bien que les études in vitro 

démontrent une certaine redondance fonctionnelle entre les deux isoformes, les chercheurs 

ont observé une abondance et une distribution différentielle des ERs dans l’organisme qui 

laissaient fortement présager que les ERs soient en mesure d’exercer des fonctions 

distinctes (29,136,137) (Figure 5).  

 

Figure 5 : Distribution des ERs dans l'organisme 
Représentation des principaux organes exprimant ER� et/ou ER�. Adaptation d’une illustration provenant de (140). 
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En effet, le niveau d’expression de ER� et ER� diffère d’un organe à l’autre. Dans 

certains cas, le niveau d’expression des ERs peut être équivalent alors que dans d’autres 

cas, l’expression d’un des isoformes peut prédominer et/ou se limiter à un type cellulaire 

spécifique. ER� est préférentiellement exprimé dans l’utérus, la prostate (stroma), les 

ovaires (thèque), les testicules (cellules de Leydig), les os, les seins, le foie, les reins, les 

tissus adipeux, le cœur, la vessie, le thymus et dans certaines régions du cerveau. Quant à 

ER�, on le retrouve principalement dans les ovaires (granulosa), les poumons, l’épididyme, 

la prostate (épithélium), le colon, la moelle osseuse, les glandes salivaires, le cerveau, 

l’endothélium vasculaire, la vessie, la rate, l’hypothalamus et le thymus. De plus, étant 

donné l’abondance des tissus et organes exprimant les récepteurs des estrogènes, ce n’est 

pas surprenant que l’estrogène et la dérégulation de la signalisation des ERs soit impliquée 

dans le développement ou la progression de plusieurs pathologies, incluant le cancer, 

l’ostéoporose, certaines maladies neurodégénératives et cardiovasculaires (parkinson, 

alzheimer, la sclérose en plaque, athérosclérose, etc.), le diabète, le lupus, l’endométriose et 

l’obésité (2,138,139).  

4.1 – Études des souris transgéniques 

Cette présomption fût confirmée par les études des souris transgéniques knockout 

(KO) pour ER� (�ERKO) et/ou ER� (�ERKO) qui ont permis, en plus de découvrir de 

nouvelles cibles de la signalisation des estrogènes, de démontrer que les ERs étaient en 

mesure d’exercer des fonctions spécifiques. En effet, quoique l’absence de ER� et/ou ER� 

ne soit pas létal pour les souris et ne cause pas d’anomalies phénotypiques externes, les 

chercheurs ont observés chez ces souris des défauts au niveau de la formation osseuse, de la 

maturation des tissus reproducteurs (mâle et femelle), de la fertilité, du système 

cardiovasculaire, de l’angiogénèse et du comportement (141,142). Les chercheurs ont 

également observé que le phénotype des souris �ERKO est très différent de celui des souris 

�ERKO. Par exemple, les souris �ERKO des deux sexes sont infertiles alors que les souris 

�ERKO sont fertiles (143,144). Bien qu’en absence de ER� les femelles présentent des 
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problèmes au niveau de la maturation des follicules ovariens qui résulte en diminution 

considérable de la fertilité (moins de portée et moins de naissance par portée), l’analyse de 

ces souris démontre clairement que ER� est l’acteur principal et essentiel au 

fonctionnement adéquat des tissus reproducteurs. ER�, quant à lui, exerce des effets 

beaucoup plus importants au niveau de la prostate, du côlon, du système cardiovasculaire et 

du système nerveux central. Les souris �ERKO développent de l’hypertension, de l’anxiété 

et des cancers au niveau du côlon et de la prostate (145). ER� semble aussi jouer un rôle 

primordial dans la migration et la survie neuronale (146,147).  

4.2 – Profil d’expression génique : reflet des fonctions distinctes  

Récemment, des études génomiques à large spectre ont été réalisées sur les ERs 

(148-151). La comparaison de leur profil d’expression génique a permis de constater que 

bien que la majorité des gènes soient reconnus et régulés de façon similaire par les deux 

isoformes, les ERs sont en mesure de réguler l’expression de gènes spécifiques et parfois 

même entrer en compétition. Également, certains gènes ne sont reconnus que par 

l’hétérodimère ER�/ER�. Conséquemment, le profil d’expression génique en réponse à 

l’estrogène sera directement influencé par le ratio d’expression des ERs. Par exemple, une 

étude réalisée dans des cellules de cancers du sein MCF- 7 démontre qu’en réponse à 

l’estrogène, parmi les 921 gènes différemment régulés par la présence ou l’absence de ER�, 

ER� interfère avec la régulation hormonale 171 gènes ciblés par ER� (par une 

amplification de l’action activatrice ou inhibitrice de ER� ou par un effet diamétralement 

opposé) et permet la régulation de novo de 516 gènes (151). Parmi ces gènes, plusieurs sont 

des joueurs clés impliqués dans le contrôle d’important processus cellulaires incluant la 

croissance cellulaire et la mort cellulaire, la différentiation, la mobilité, l’adhésion et la 

transduction des signaux. Devant l’importance de ces gènes et leur régulation différentielle 

par les ERs, ont comprend alors aisément pourquoi le ratio d’expression des ERs joue un 

rôle déterminant dans la réponse biologique engendrée par l’estrogène (152).  
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4.3 – Différences structurelles des ERs : impact sur la fonction 

En comparant les séquences protéiques des deux isoformes, on constate que le 

domaine de liaison à l’ADN et le domaine de liaison au ligand (LBD ou région E) sont les 

domaines qui sont le plus hautement conservés avec 95% et 60% d’homologie, 

respectivement (Figure 6). Le haut niveau de conservation de ces domaines et de leurs 

résidus laisse sous-entendre qu’il y a eu une forte pression sélective afin de maintenir ces 

fonctions de bases, soit l’interaction avec l’ADN et la reconnaissance du ligand, chez ER� 

et ER�. Toutefois, on remarque un très faible pourcentage d’homologie de séquence pour 

tous les autres domaines des ERs. Ces faibles pourcentages d’homologie laissent présagés 

que ces domaines soient à l’origine de différences physiopathologiques et fonctionnelles 

des ERs. Cette constatation est renforcée par le fait que ces régions sont le siège de 

différentes modifications post-traductionnelles (MPTs) et/ou du recrutement de cofacteurs 

transcriptionnels spécifiques (3). 

 

Figure 6 : Pourcentage d’homologie entre les différents domaines des ERs 
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4.3.1 – Le domaine N-terminal 

Le domaine N-terminal (région A/B), qui contient le domaine d’activation 1 (AF-1), 

est la région la moins bien conservée entre les ERs et les études démontrent que chaque 

région N-terminale influence spécifiquement l’action des ERs. En plus d’être responsable 

de l’activation ligand-indépendante des ERs (48,51,118), ce domaine est responsable des 

différences d’action des ERs observées dans certains contextes en réponse à l’estrogène, 

aux antiestrogènes et à différentes voies de signalisation (59,62,153,154). L’effet spécifique 

de ces domaines peut même être transposée d’un récepteur à l’autre par la formation de 

chimère (155) et/ou avoir une influence dominante sur l’activité de l’hétérodimère 

ER�/ER� (156). Au niveau de cette région, on retrouve plusieurs sérines qui sont 

phosphorylées en réponse à diverses voies de signalisation (41,57,157) (voir section 5.1.3). 

Les sites de phosphorylation présents dans l’AF-1 chez ER� et ER� ne sont pas conservés 

entre les récepteurs et expliquent en partie que les isoformes puissent être différemment 

régulés par les voies de signalisation et exercer des fonctions qui leurs sont propres.  

Par exemple, quoique les ERs lient de façon équivalente l’estrogène, ER� est moins 

fortement activé que son homologue et ce phénomène est hautement régulé par l’AF-1. Plus 

précisément, la région N-terminale de ER� possède une activité constitutive et sa présence 

est essentielle à l’activation maximale du récepteur en présence d’estrogène (56,158). À 

l’inverse, la région N-terminale de ER� possède une activité constitutive négligeable et sa 

présence limite l’activité estrogénique du récepteur (158-160). Plus récemment, une étude a 

démontré que l’activité répressive de la portion N-terminale de ER� serait comprise dans 

les 20 premiers acides aminés (a.a.) de la région (161). L’AF-1 est également responsable 

de l’action inverse des ERs en réponse à l’estrogène sur la transcription des gènes AP-1 

(61-63) ainsi qu’à l’effet agoniste du tamoxifène observé dans certaines conditions (voir 

section 6.3.1. De plus, il est maintenant connu que ER� et ER� soient en mesure de réguler 

l’expression de gènes distincts et des études récentes suggèrent que l’AF-1 des ERs y 

jouerait un rôle significatif (162,163). La région N-terminale des ERs joue également un 
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rôle important sur l’activité des ERs en régulant leurs niveaux d’expressions protéiques 

(159,161,164,165).   

4.3.2 – Le domaine de liaison à l’ADN 

Le domaine de liaison à l’ADN (DBD ou domaine C) est la région qui permet 

l’ancrage des ERs au niveau des EREs. En fonction des EREs avec lequel ils vont interagir, 

les ERs adoptent une conformation différente, ce qui résulte en un recrutement différentiel 

de corégulateurs (120). Il est intéressant de noter que l’analyse de la structure 

cristallographique des ERs a démontrée que les acides aminés du DBD impliqués dans 

l’interaction avec l’ADN sont parfaitement conservés (166). Malgré tout, ER� a une plus 

faible affinité pour les hémi-sites des EREs que ER� (158,167,168). Également, quand les 

deux isoformes sont coexprimés, l’hétérodimère ER�/ER� lie les EREs avec une affinité 

comparable à l’homodimère ER�, mais plus efficacement que l’homodimère ER� (38,156). 

Ces différences sont les résultats des autres domaines des ERs qui, en modifiant la 

conformation des ERs en fonction des différents stimili, vont influencer l’affinité des ERs 

avec l’ADN.  

4.3.3 – La région charnière 
La région charnière (domaine D) confère une flexibilité à la structure et est 

importante pour la synergie d’action entre les domaines d’activation (AF-1 et AF-2) (34). 

Les études démontrent que cette région est le siège de différentes MPTs qui jouent un rôle 

important dans la régulation de l’activité des ERs. Notamment, la région charnière de ER� 

peut être modifiée par l’ubiquitination (169), la phosphorylation (170), l’acétylation (171) 

(172) et la sumoylation (173). Quoique les mécanismes régissant les conséquences de ces 

modifications sur l’activité transcriptionnelle de ER� ne soient pas entièrement connus, ils 

impliquent pour la plupart le recrutement subséquent de cofacteurs transcriptionnels qui 

vont favoriser l’inhibition ou l’activation du récepteur en modulant l’activité intrinsèque du 

récepteur, son interaction avec l’ADN et/ou sa dégradation. La région charnière de ER� est 
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également le siège d’une phosphorylation qui provoque une diminution de l’activité du 

récepteur en affectant le recrutement de corégulateurs et en favorisant la dégradation du 

récepteur (174,175).  

4.3.4 – Le domaine de liaison au ligand 

Comme pour les autres récepteurs nucléaires, la liaison du ligand se fait au niveau 

d’une cavité hydrophobe centrale au LBD. Chez les ERs, cette cavité est très flexible et 

beaucoup plus large que nécessaire pour accueillir l’estrogène (46). Cette propriété permet 

aux ERs de lier une très grande variété de ligands naturels (estrogènes, phytoestrogènes) ou 

chimiques (xenoestrogènes) (137,176-179). Il est intéressant de noter qu’une grande 

similitude est observée entre les LBD des ERs. En effet, à l’exception de deux acides 

nucléiques, la méthionine 336 (Met336) et l’isoleucine 373 (Ile373) présents chez ER� et 

qui sont remplacés respectivement par la leucine 384 (Leu384) et la méthionine 421 

(Met421) chez ER�, les acides aminés entourant la cavité liant l’hormone est identique 

pour les deux isoformes (181).  

De par cette similitude, plusieurs ligands vont avoir une affinité équivalente pour les 

deux isoformes. Par contre, il y a quelques exceptions notamment la génistéine 

(phytoestrogène) qui a une affinité plus grande pour ER� que pour ER� (182). De plus, la 

liaison d’un ligand peut résulter en une amplitude différentielle (177,183) et/ou un effet 

opposé entre les ERs (56,59,62,153). Ces différences sont évidemment influencées par les 

autres domaines des ERs et/ou des modifications post-traductionnelles survenant 

directement sur le DBD (41,57,61,157,180). 

4.3.5 – Le domaine C-terminal 

Malgré sa petite taille, il semblerait que le domaine C-terminal (région F) influence 

grandement plusieurs fonctions des ERs (37). Il contribue à la différence d’activité 

transcriptionnelle observée entre les deux isoformes (61,184), il modifie leurs interactions 

avec des corégulateurs (184,185) et il est requis pour l’activité antagoniste du tamoxifène 
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(186,187). Également, le domaine F est impliqué dans la dimérisation de ER� (185,188) et 

dans la dégradation de ER� et ER� par le protéasome (161,189). De plus, la glycosylation 

du domaine F de ER� affecte négativement l’interaction du récepteur avec l’ADN (190). 

En résumé, on remarque que les différences fonctionnelles majeures entre les ERs 

sont hautement dépendantes de l’action de leurs domaines les moins conservés, soit l’AF-1, 

la région charnière et le domaine F. Étant le siège de différentes modifications post-

traductionnelles et/ou du recrutement de cofacteurs transcriptionnels spécifiques, ces 

observations soulignent l’importance de la signalisation et l’environnement intracellulaire 

sur l’activité différentielle des ERs.  

 

5 – Régulation des ERs par les MPTs 

Les modifications post-traductionnelles (MPTs) des protéines sont un moyen 

efficace d’élargir et de diversifier le génome (191,192). Les MPTs sont essentielles à la 

survie de la cellule et sont, pour la plupart, hautement dynamiques et réversibles. Chaque 

protéine peut être modifiée simultanément ou consécutivement par différentes MPTs et il 

survient parfois une coopération ou une compétition entre diverses MPTs. Les 

conséquences d’une MPT varient d’une protéine à l’autre et nécessite une analyse cas par 

cas. En plus de moduler le fonctionnement des protéines, les MPTs assurent une connexion 

entre les protéines et l’environnement extracellulaire en agissant, en réponse à différents 

signaux déclencheurs, en tant que médiateurs et organisateurs des cascades de signalisation.   

Selon une étude récente, le nombre de MPTs s’élèverait à plus de 300 (193). Parmi 

ces nombreuses MPTs, certaines sont connues pour réguler l’activité transcriptionnelle des 

ERs en influençant notamment le recrutement et l’activité des cofacteurs, leur 

conformation, leur stabilité, leur localisation cellulaire, leur interaction avec l’ADN et leur 

sensibilité au ligand (41,57). Cette liste comprend la phosphorylation, l’ubiquitination, la 

sumoylation, l’acétylation, la méthylation, la glycosylation et la palmitoylation. Près de 22 
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sites modifiés par différentes MPTs ont été identifiés sur ER� (41). Longtemps mis de côté 

par la communauté scientifique, principalement dû au fait que les outils (anticorps/cellules) 

permettant son étude n’étaient pas au point, notre compréhension de l’impact de ces 

modifications sur la régulation de ER� n’est qu’à son commencement. Malgré tout, ER� 

est de plus en plus étudié dans divers laboratoires et plusieurs évidences démontrent que les 

modifications post-traductionnelles jouent un rôle clé dans les différences fonctionnelles 

observées entre les isoformes.  

Dans les sections suivantes, trois MPTs seront plus particulièrement développées, 

soit la phosphorylation, l’ubiquitination et la sumoylation. Les autres MPTs seront traitées 

en surface. De plus, afin d’alléger la thèse et de favoriser la compréhension, l’emphase sera 

mise sur le rôle de ces MPTs dans la régulation de ER� et seulement quelques exemples 

concernant ER� seront cités. 

5.1 – Phosphorylation 

La phosphorylation est le mécanisme de régulation cellulaire le plus fréquemment 

utilisé et certainement le plus abondamment étudié. C’est est un processus enzymatique 

hautement dynamique et réversible qui consiste en l’ajout covalent du groupement 

phosphate, provenant de l’adénosine triphosphate (ATP), sur un acide aminé (sérine, 

thréonine ou tyrosine) d’une protéine cible (194). Cette réaction est catalysée par une 

kinase et la déphosphorylation implique l’action d’une phosphatase (195). La famille des 

kinases compte 518 membres (196) et on les classe selon le résidu modifié : les sérines-

thréonines kinases (plus de 400), les tyrosines kinases (~90), les tyrosines kinases-like et 

les kinases atypiques. Les phosphatases ont été moins étudiées que les kinases, mais leur 

action reste néanmoins essentiel, et on retrouve 180 exemplaires classés en 3 grands 

groupes (197) : sérine/thréonine phosphatase, tyrosine phosphatases et phosphatase à 

double spécificité.     
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5.1.1 – Rôles de la phosphorylation 

Comme toutes les autres MPTs, la phosphorylation permet l’expansion du génome. 

Par l’insertion d’une charge négative qui entraine souvent chez la protéine cible un 

changement de conformation, la phosphorylation permet de diversifier le protéome en 

permettant, à partir d’une protéine, d’obtenir plusieurs fonctions différentes. En effet, ces 

réorganisations conformationnelles sont à la base du processus d’activation ou d’inhibition 

de nombreuses protéines (198). La phosphorylation agit également comme site de 

reconnaissance et entraine de nouvelles interactions protéiques. Plusieurs protéines 

possèdent des domaines de reconnaissance des phosphoprotéines, tels que les domaines 

SH-2 (Src-homology) et PTB (phosphotyrosine-binding) qui reconnaissent des séquences 

spécifiques contenant des résidus tyrosines phosphorylées (199,200).  

5.1.1.1 – La phosphorylation : médiateur des signaux cellulaires   

Ces deux rôles de la phosphorylation sont au cœur de la transduction des plusieurs 

signaux dans la cellule et permettent, par l’interaction et l’activation séquentielle de 

kinases, de propager les signaux intra et extra-nucléaires sous forme de cascades de 

signalisation (201-203). La régulation de ces voies de signalisation est maintenue par 

l’action de phosphatases. Une dérégulation d’une seule kinase ou phosphatase peut avoir 

des répercussions importantes sur la voie de signalisation tout entière et peut même 

entraîner des pathologies (204,205). Plusieurs kinases et phosphatase sont impliquées dans 

le cancer, des maladies métaboliques, neurologiques, musculaires et auto-immunes, et 

plusieurs sont ciblés par l’industrie pharmaceutique (206).  

5.1.2 – Principales voies de signalisation régulant l’activité des ERs 

Bien que la liaison du ligand soit le premier signal d’activation des ERs, comme 

pour les autres récepteurs stéroïdiens, les ERs sont des phosphoprotéines et leur activité 

transcriptionnelle, ligand-dépendantes (AF-2) et indépendante (AF-1), sera hautement 

régulée par la phosphorylation. Les ERs sont phosphorylés en réponse à plusieurs kinases, 
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incluant entre autre les MAPKs (Erk1/2 et p38), PI3K/Akt, GSK-3, PKC et PKA (41,57). 

Ces kinases sont les protéines effectrices de différentes voies de signalisation pouvant être 

activées en réponse à plusieurs conditions intracellulaires et/ou molécules signalétiques 

(Figure 7).  

 

Figure 7 : Résumé des principales voies de signalisation ciblant les ERs 
 

Parmi celles-ci, l’EGF (epidermal growth factor), l’héréguline (HRG) et l’IGF 

(insulin-like growth factor) sont particulièrement importantes pour la régulation des ERs  

(48-51, 118, 154). Ces facteurs de croissances vont induire l’activation de leur récepteur 
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transmembranaire respectif soit : EGFR (ErbB1), ErbB2/ErbB3 et IGF-1R (207, 208). 

Membres de la superfamille des récepteurs tyrosines kinase, ces protéines 

transmembranaires possèdent un domaine de liaison au ligand extracellulaire et un domaine 

intracellulaire RTK (receptor tyrosine kinase) (209, 210). Leur activation par le ligand 

entrainera leur transphosphorylation et conséquemment l’induction de cascades de 

signalisation grâce aux tyrosines nouvellement phosphorylées qui vont servir de site 

d’encrage pour des protéines signalétiques (210, 211).  

L’activité des ERs est également régulée par la signalisation de certains récepteurs 

couplés aux protéines G (GPCR), notamment le récepteur des chimiokines CXCR4 (55, 

212, 213). En fonction des protéines G couplés aux GPCRs, différentes cascades 

signalétiques pourront être induites grâce à l’activation/recrutement de protéines incluant 

l’adénylate cyclase (AC), Src, PLC� et PI3K (214-218). Comme les voies de signalisations 

régulées par les GPCRs recoupent celles activées par les RTKs, il n’est pas surprenant de 

voir que la signalisation de l’un influence, positivement ou négativement, celle de l’autre 

et/ou son activité (219, 220). 

5.1.2.1 – Impact général de ces voies dans les cancers ER-positifs 

L’activation soutenue de EGFR et ErbB2/ErbB3 sont associés à une prolifération 

accrue des cancers du sein et le développement de résistance aux traitements anti-

estrogéniques  (14,19,221). Connus pour permettre l’activation ligand-dépendante des ERs 

et l’induction d’une prolifération similaire à l’estrogène mais en utilisant un programme 

transcriptionnel différent (démontré pour l’EGF), ces effets ainsi que l’interconnexion entre 

ces récepteurs membranaires et les ERs, font partie des mécanismes impliqués dans le 

développement d’une telle résistance (222,223). De plus, cette résistance peut être contrée 

par l’inhibition des voies MAPKs ou PI3K/Akt, démontrant l’importance de ces voies sur 

l’activation ligand-indépendante des ERs (224). Conséquemment, la surexpression de 

ErbB2 dans les cancers du sein est associée avec un mauvais pronostique et dans de telles 
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conditions le niveau d’expression de ER�, dont l’expression contrairement à ER� semble 

bénéfique (voir section 6), est souvent en corrélation inverse avec celui de ErbB2 (225). 

IGF-1R est également souvent surexprimé dans les cancers (226) et sa surexpression 

est aussi associée au développement d’une résistance aux traitements endocriniens (227-

230). Récemment, un groupe de recherche a démontré que l’activation de IGF-IR, par un 

processus p38-dépendant, augmente le ratio ER�/ER� en favorisant l’expression de ER� et 

en diminuant celle de ER�, contribuant ainsi à une augmentation de la prolifération et une 

diminution de l’apoptose (221, 231).    

Également, la surexpression de plusieurs GPCR et/ou suractivation est souvent 

observée dans les tumeurs, incluant les cancers du sein (232). Notamment, l’expression 

CXCR4, dont l’expression et le niveau de son ligand sont régulés positivement par 

l’estrogène et l’action des ERs (213, 233), joue un rôle majeur dans la régulation de la 

croissance des tumeurs et la formation de métastase (234). Ce récepteur a récemment été 

identifié par notre laboratoire comme étant un régulateur de l’activité ligand-dépendante et 

indépendante des ERs dont l’action favorise la prolifération et l’expression du ligand de 

CXCR4, démontrant ainsi une boucle d’autorégulation positive entre CXCR4 et les ERs 

dans les cancers du sein (213). Une boucle d’autorégulation positive entre les ER�, par son 

action génomique et non-génomique, et les ErbBs et IGF-IR a également été démontrée 

(77, 235, 236). Quant à ER�, il réprime la voie Akt dans les cancers du sein en diminuant le 

niveau d’expression de ErbB2/ErbB3 et en augmentant celui de PTEN (237). 

Les effecteurs de ces voies sont également d’importants régulateurs de la 

tumorigénèse. La voie Ras/Raf/Erk est impliquée dans la régulation de plusieurs processus 

cellulaire incluant la prolifération, la différenciation, la survie cellulaire et l’homéostasie. 

L’activation constitutive ou soutenue de cette voie occasionne souvent une croissance 

anormale, l’induction de la tumorigenèse et est associé au développement d’une résistance 

aux traitements anti-estrogéniques (18,238). La voie phosphatidylinositol 3-kinase/Akt 
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(PI3K/Akt) est un régulateur majeur de la croissance cellulaire et son activation non-

contrôlée induit l’inhibition des processus apoptotiques favorisant ainsi une prolifération 

aberrante, la survie, l’invasion tumorale et la résistance aux chimiothérapies (224). La 

kinase p38 est impliquée dans plusieurs processus biologiques incluant l’inflammation, la 

prolifération, la différentiation et la survie cellulaire (239). Cette voie joue également un 

rôle majeur dans l’invasion et la migration des cellules épithéliales du sein (240) et tout 

comme pour les Erks et Akt, son activation dans les cancers du sein corrèle également avec 

une résistance aux anti-estrogènes (18, 241). Finalement, la surexpression de PKA dans les 

cancers du sein est aussi associée avec un mauvais pronostique, une augmentation de la 

tumorigénèse et au développement d’une résistance aux anti-estrogènes (242, 243). 

5.1.3 – La phosphorylation des ERs 

Tel que mentionné précédemment, les ERs sont des phosphoprotéines et leur 

activité transcriptionnelle ligand-dépendante et indépendante seront hautement régulées par 

différentes voies de signalisation impliquant la phosphorylation. Les sites de 

phosphorylation se retrouvent en majorité au niveau de la région N-terminale des ERs, 

domaine essentiel à l’activation ligand-indépendante des ERs et hautement impliqué dans 

les divergences d’action observées entre les isoformes (voir section 4.3.1). La plupart des 

sites de phosphorylation retrouvés sur les ERs sont des sérines et sont incluses dans un 

motif Ser/Thr-Pro (S/TP) reconnu préférentiellement par les MAPKs (mitogen-activated 

kinases). Outre les MAPKs, les ERs sont également phosphorylés en réponse à plusieurs 

autres kinases (figure 8 et 9). La phosphorylation peut réguler négativement ou 

positivement l’activité des ERs en influençant le pouvoir transcriptionnelle intrinsèque du 

récepteur, le recrutement de cofacteurs transcriptionnel, sa localisation cellulaire, sa 

dimérisation, sa stabilité et sa liaison à l’ADN (41,57). Les sites de phosphorylation 

peuvent être modifiés par plus d’une kinase et certains sites sont constitutivement 

phosphorylés, alors que d’autres seront phosphorylés en réponse à l’hormone et/ou 

seulement suite à l’activation d’une voie de signalisation spécifique. À l’exception d’un 
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seul (52), tous les sites de phosphorylation identifiés jusqu’à présents chez ER� et ER� ne 

sont pas conservés entre les récepteurs et expliquent que les isoformes puissent être 

différemment régulés par les voies de signalisation et exercer des fonctions qui leur sont 

propres. 

5.1.3.1 – Impacts sur ER���

Le rôle de la phosphorylation sur ER� est étudié depuis le début des années 1980 et 

puisque le nombre de voies de signalisation et de kinases connus pour réguler ER� est 

imposant, cette section ne traitera que des principales. Pour les autres, leur impact général 

sur l’activité de ER� est brièvement décrit dans la figure 8.   

 
Figure 8 : Représentation schématique des sites de phosphorylation sur ER��

Un partie des références pour les différents sites de phosphorylation se trouvent dans les textes, les autres peuvent être 
retrouvé dans l’article de revue suivant (41) 
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ER� peut être activé en absence d’estrogène par l’action d’EGF et IGF qui, par 

l’action de la voie Ras-MAPK, induisent la phosphorylation (p) du résidu sérine 118 

présent dans le domaine AF-1 du récepteur (48,50,244). Dans ces conditions, pS118S 

facilite l’interaction de ER� avec les coactivateurs incluant SRC-1 et CBP résultant ainsi en 

l’activation ligand-indépendante du récepteur (117). Également, les études démontrent que 

cette sérine joue un rôle majeur dans l’activité ligand-dépendante de ER� et que sa 

phosphorylation peut être induite par l’estrogène. Plusieurs kinases sont responsables de la 

phosphorylation estrogène-dépendante de S118, incluant MAPK (245), Cdk7 (244), IKK� 

(246), GSK-3 (247) et ERK7 (248). Également, d’autres signaux que l’estrogène et les 

facteurs de croissance peuvent induire pS118, notamment la prolactine (249) et les ROS 

(250). En fait, S118 est l’exemple typique de la complexité de la phosphorylation sur la 

régulation de l’activité transcriptionnelle des récepteurs puisque, en plus d’être ciblée par 

plusieurs kinases, les conséquences de ses dernières sont diverses (Figure 8). Dans la 

majorité des cas, pS118 favorise l’activation de ER� et de plus, des études démontrent 

qu’elle favorise l’action agoniste du tamoxifène (251).  

Le lien direct entre l’EGF et la phosphorylation spécifique de ER� a également été 

démontré notamment au niveau de la sérine 167 (S167) et de la tyrosine 537 (Y537). La 

phosphorylation de S167 par EGF est dépendante de l’action de la kinase p90RSK et régule 

l’activité du domaine AF-1 (252). Cette sérine est également la cible des kinases Akt et 

S6K1. Les études démontrent que la phosphorylation de S167 par Akt active et stabilise le 

récepteur (253,254). L’induction de la phosphorylation de S167 par S6K1, kinase effectrice 

de la voie mTOR, active ER� et favorise la prolifération des cellules cancéreuses 

mammaires ER-positives (255). Ce même groupe démontre que la voie mTOR/S6K 

coopère avec la voie Ras/p90RSK pour favoriser la phosphorylation de S167 et promouvoir 

la prolifération (256). Lorsque combinés, ces résultats démontrent que S167 est fortement 

impliquée dans la prolifération ER�-dépendante. Il n’est donc pas surprenant de constater 
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que sa phosphorylation soit associée au développement d’une résistance au tamoxifène 

ainsi qu’à son action agoniste dans les cellules de l’endomètre (254). Quant à Y537, 

quoique la kinase n’ait pas été identifiée dans l’étude, sa phosphorylation induite par l’EGF 

promeut également la prolifération (257). Par contre, on peut supposer que ce soit par 

l’action de la kinase Src, puisque des études ont démontré que la phosphorylation de S167 

par Src régule la liaison de ER� avec l’ADN, sa dimérisation et sa liaison à l’estrogène 

(49,258,259). Également, une mutation constitutive de Y537 en asparagine, conférant une 

activé constitutive à ER�
 a été observée dans les tumeurs mammaires de certains patients 

(260).     

 Également, tel qu’observé dans la figure 9, plusieurs autres sites potentiels de 

l’action des facteurs de croissance, via leurs principales protéines effectrices, ont été 

identifié sur ER�. Notamment, les sérines 104 et 106 suscitent particulièrement l’intérêt de 

la communauté scientifique car leur phosphorylation permet l’action agoniste du 

tamoxifène (251). En plus d’être phosphorylées par Erk1/2 en réponse à Ras, à l’estrogène 

et au tamoxifène, ces kinases peuvent être les cibles de GSK-3 et Cdk2 en réponse à 

l’estrogéne et induire la transactivation de ER��(247,261).�Également, l’activité 

transcriptionnelle de ER� est augmentée par l’action de p38 et une étude démontre que la 

phosphorylation de la thréonine 311 est nécessaire à cette activation, puisqu’elle contrôle la 

localisation nucléaire de ER��(262). 

 Finalement, malgré le nombre élevé de GPCRs, encodés par près de 800 gènes, on 

connaît encore peu l’impact de ces récepteurs sur la régulation de ER�. La protéine Brx, 

une GEF (guanine nucleotide exchange factor) interagit et stimule l’activité de ER� (263). 

L’activation du récepteur de la mélatonine inhibe la prolifération des MCF-7 en diminuant 

l’activité et l’expression, protéique et ARNm, de ER��(212,264). Notre laboratoire a 

démontré que CXCR4 régule positivement l’activité ligand-dépendante et indépendante de 

ER�, et favorise la prolifération des MCF-7 mais le mécanisme moléculaire n’a pas été 
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clairement identifié pour ce récepteur (213). De plus, les GPCRs sont connus pour réguler 

l’activité de PKA, et bien que le lien GPCR/PKA/ER� n’ait pas été établi, cette kinase 

régule l’activité de ER� en phosphorylant les sérines 236 et 305 (Figure 8). La 

phosphorylation de S236 par PKA favorise la dimérisation et l’activation de ER� et protège 

le récepteur de la dégradation par le protéasome (265, 266). La phosphorylation de S305 

par PKA semble également favoriser la dimérisation de ER�, sa liaison à l’ADN et 

conséquemment son activation (267,268). De plus, la phosphorylation de S305 favorise 

l’action agoniste de tamoxifène sur ER� en induisant le recrutement de SRC-1 (243). Cette 

sérine peut également être la cible de Akt et cette phosphorylation est également associée 

au développement d’une résistance aux traitements endocriniens (170).        

5.1.3.2 – Impacts sur ER���

Contrairement à ER�, on connaît encore peu le rôle de la phosphorylation sur ER�, 

mais les résultats démontrent que, tout comme pour son homologue, cette MPT joue un rôle 

majeur dans la régulation de l’activité transcriptionnelle du récepteur (figure 9). La majorité 

des sites ont été initialement identifiés chez l’isoforme murin mais puisqu’il existe une forte 

homologie entre cet isoforme et la version humaine de ER�, on peut s’attendre à ce que les 

effets soient conservés.  

L’EGF et l’oncogène Ras induisent l’activation ligand-indépendante de ER� via 

l’induction des MAPKs Erk1/2 qui phosphorylent les sérines 106 et 124 favorisant ainsi le 

recrutement de SRC-1 et CBP au niveau du domaine AF-1 de ER� (51,118). Les résultats 

de ma première publication (voir chapitre 2 section 1) démontrent que la sérine 106, en 

combinaison avec S94, régule l’activité, la stabilité et la mobilité intra-nucléaire de ER� 

(165). La phosphorylation de ces sérines en réponse aux Erks favorise le recrutement de 

l’E3-ligase E6-AP, l’ubiquitination du récepteur, sa translocation vers la matrice nucléaire 

et sa dégradation par le protéasome. En combinaison, ces résultats démontrent que ce trio 
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de sérines a un impact majeur sur l’activité ligand-indépendante de ER� en régulant le 

cycle transcriptionnel d’activation/dégradation de ER� en réponse aux Erk1/2.  

 

 

Figure 9 : Représentation schématique des sites de phosphorylation sur ER���
Les sites ont été identifiés chez la souris (bleu) et/ou chez l’humain (noir).  

Toutes les références se trouvent dans le texte.  
 

S106 et S124 sont également impliquées dans la régulation de l’activité ligand-
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contrebalancer l’effet inhibiteur de la voie ErbB2/ErbB3 sur la réponse estrogénique de 

ER� en favorisant le recrutement de SRC-1 (269). Ce papier démontre également que 

l’activation de p38 est impliquée dans la régulation négative de ER� par ErbB2/ErbB3 

mais, bien que ce soit un effet AF-1 dépendant, la sérine cible n’a pas été identifiée. 
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Également, nous démontrons que cette répression s’explique aussi par l’activation de la 

voie PI3K/Akt par ErbB2/ErbB3 qui induit la phosphorylation de la sérine 255 présente 

dans la région charnière de ER� (174,175). Plus précisément, l’activation de la voie 

PI3K/Akt en réponse à l’héréguline cible ER� vers la dégradation par le protéasome en 

permettant la formation d’un complexe entre CBP et l’E3-ubiquitine ligase Mdm2. Ce 

complexe va ensuite interagir avec ER� au niveau de S255 favorisant ainsi l’ubiquitination 

et la dégradation du récepteur. Chez l’isoforme humain, on retrouve un acide aspartique (D) 

à la position de la sérine. Ce résultat laisse présager que cette région est continuellement 

négativement chargée en mimiquant l’état de phosphorylation originalement engendré par 

Akt chez l’isoforme murin. La mutation négative de D236 confirme que ce résidu est 

également impliqué dans la régulation de hER� par ErbB2/ErbB3 via PI3K/Akt (175).  

De plus, une autre étudiante du laboratoire a démontré que la sérine 87 (S106) est 

phosphorylée par les MAPKs en réponse à l’activation du récepteur des chimiokines 

CXCR4 (213). La phosphorylation de cette sérine par CXCL12/SDF-1, le ligand naturel de 

CXCR4 favorise l’activation du récepteur peu importe les conditions : en absence ou 

présence d’estrogène, sur un ERE ou un AP-1 et même en présence de tamoxifène, 

démontrant l’importance de cette sérine dans l’activation de ER� et la croissance des 

cellules cancéreuses mammaires. De plus, l’importance de la phosphorylation S105 (S124) 

dans les cancers du sein a récemment été évaluée dans plusieurs lignées sensibles ou 

résistantes au tamoxifène (270). Cette étude démontre que la phosphorylation de S105 est 

associée avec un meilleur pronostique de survie et ce, même dans les lignées résistantes au 

tamoxifène, démontrant l’intérêt de l’utilisation de cette sérine comme marqueur de 

pronostic.  

La sérine S80 (S60 chez l’humain) joue également un rôle important dans la 

régulation du niveau d’expression et de l’activité de ER�. Cette sérine, identifiée par 

spectrométrie de masse, est située dans un motif PEST, région riche en proline, glutamine, 

sérine et thréonine, région reconnue pour être un signal de dégradation par le protéasome 
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(271). La phosphorylation de cette sérine résulte en une dégradation rapide de ER� ainsi 

que dans l’activation du récepteur (272). Également, la phosphorylation au niveau de S80 

compétitionne avec l’ajout de O-GlcNAc (glycosylation) sur la même sérine et les deux 

modifications occasionnent des effets totalement opposés. À l’inverse de la 

phosphorylation, la glycosylation de S80 stabilise ER� et le rend moins apte à stimuler 

l’expression de ces gènes cibles (272).  

Une telle différence entre la stabilité et l’activité de ER� est également observée 

suite à la phosphorylation des sérines 6, 8 et 12. En effet, ma deuxième publication 

démontre que la phosphorylation de ces sérines, induit en partie par GSK-3�, favorise la 

sumoylation de ER� et l’inhibition du récepteur en affectant négativement son interaction 

avec l’ADN. La sumoylation entre alors en compétition avec l’ubiquitination, sur le même 

site, protégeant ainsi ER� de la dégradation (voir chapitre 2 section 2).  

Finalement, tel que mentionné au début de la section, un seul résidu est conservé 

entre ER� et ER�. Il s’agit de la tyrosine 507 chez l’isoforme murin de ER� (Y488 chez 

l’humain) complémentaire au résidu Y537 chez ER�. Tout comme pour ER�, la mutation 

de la tyrosine en asparagine confère une activité constitutive à ER� et cet effet peut être 

aboli par les antiestrogènes qui provoquent une diminution de l’interaction entre les ERs et 

SRC-1 (52). Comme la conséquence générale de cette tyrosine sur l’activité de ER� est 

conservée avec ER�, tout comme la tyrosine elle-même, il est fort à parier que Src soit 

également la kinase impliquée dans la phosphorylation de ce site chez ER�. 

Afin de conclure cette section, ces résultats combinés prouvent que les 

conséquences de la phosphorylation spécifique d’une sérine et/ou l’action des kinases sur 

l’activité des ER�, tout comme pour ER�, peuvent différer en fonction du type cellulaire 

et/ou de l’activateur. Ce fait est également supporté par les études démontrant l’impact 

différentiel de la kinase p38 sur ER�. En effet, alors que p38 active ER� de façon ligand-

dépendante en réponse au proto-oncogène Brx dans les cellules COS-7 (263), elle réprime 
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l’activité de ER� dans MCF-7 en réponse à ErbB2/ErbB3 (269). Dans les mêmes cellules, 

suite à l’inhibition de IGF-IR, p38 module positivement l’expression de ER� et favorise 

l’apoptose (221,231). Également, il ne faut pas perdre de vue que la phosphorylation peut 

également moduler l’activité des ERs en régulant l’activité de leurs corépresseurs 

transcriptionnels. 

 

5.2 – L’ubiquitination 

L’ubiquitination (aussi connu sous le nom d’ubiquitylation) est une modification 

post-traductionnelle qui consiste en l’ajout d’une protéine, l’ubiquitine (Ubi), sur une ou 

plusieurs lysines acceptrices retrouvées chez une protéine cible. Cette modification fut 

découverte dans les années 1980 par les chercheurs Aaron Ciechanover, Avram Hershko et 

Irwin Rose (273), ce qui leur a valu l’obtention du prix Nobel de Chimie en 2004 (274). 

Les études des dernières années portant sur l’ubiquitination démontrent qu’elle est 

impliquée dans plusieurs processus cellulaires mais son rôle principal est sans conteste le 

recyclage protéique.  

5.2.1 – L’ubiquitine 

L’Ubi est une petite protéine de 76 acides aminés (8 kDa) ubiquitaire (d’où la 

provenance de son nom) et hautement conservée parmi les eucaryotes (275). Sa fonction 

principale est de marquer les protéines afin qu’elles soient dirigées et reconnues par un 

large complexe protéolytique (26S) connu sous le nom de protéasome. Le marquage d’une 

protéine par l’Ubi est le résultat d’une cascade enzymatique dont le résultat est la liaison 

covalente entre l’Ubi et une lysine cible qui peut mener à différents types de modifications, 

soit la mono, multi ou poly-ubiquitination (Figure 10) (276,277). La mono-ubiquitination 

réfère à l’addition d’une seule Ubi sur une lysine au sein d’une protéine, la multi-

ubiquitination à l’addition d’Ubi sur plusieurs lysines et la poly-ubiquitination réfère en la 

liaison de chaîne d’ubiquitine. La poly-ubiquitination survient grâce aux 7 lysines que 
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possède l’Ubi et qui peuvent elles-mêmes servir de sites d’attache à une autre Ubi, 

permettant ainsi la formation d’une chaine d’ubiquitine. 

 

 

Figure 10 : L’ubiquitine et les types d'ubiquitination 

 

5.2.2 – Processus général 

 L’ubiquitination est un processus ATP-dépendant et réversible qui nécessite l’action 

de diverses enzymes incluant les enzymes d’activation (E1), de conjugaison (E2), des 

ligases (E3), des isopeptidases nommées déubiquitinases (DUBs) et parfois des protéines 

accessoires d’élongation (E4) (275,278) (figure 11).  

Chez l’humain, on retrouve deux enzymes activatrices E1 impliquées dans 

l’ubiquitination, soit Uba1 et Uba6 (279). Uba1 est l’E1 la plus étudiée et la plus utilisée 

par les cellules. Elle interagit avec la majorité des E2-conjugases connues. Uba6 a très peu 

été étudiée mais il semblerait que la fonction de cette dernière diffère d’Uba1 puisqu’elle 

reconnait différentes E2-conjugases. En présence d’ATP, une Ubi va être transférée dans le 

domaine catalytique de l’enzyme E1 par la formation d’un lien non-covalent entre le 

groupement COOH de la glycine 76 de l’Ubi et une cystéine de l’enzyme E1. Ce complexe 
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Ubi-E1 actif va ensuite être reconnu par l’une des 30 enzymes E2 et l’Ubi sera alors 

transféré sur l’E2 par une réaction de transthiolation.  

Par la suite, une E3 intervient et permet le transfert de l’Ubi sur une protéine cible. 

Une liaison covalente entre le groupement COOH de la glycine 76 de l’Ubi et le 

groupement NH2 de la lysine cible est alors formée. Selon le signal et l’E3 utilisé, il y aura 

mono, multi ou poly-ubiquitination suite à l’addition successive d’ubiquitine sur 

l’ubiquitine ayant initialement été conjuguée au substrat. Le destin de la protéine cible est 

alors influencé par le type d’ubiquitination mais également par le type de chaine formée qui 

lui dépend de la lysine de l’Ubi utilisée lors de l’élongation de la chaine (voir section 

5.2.3).  

 

Figure 11 : Schématisation du processus d'ubiquitination 
Schématisation de la cascade enzymatique entourant le processus d’ubiquitination. Les différentes étapes sont 

décrites dans le texte. Les E4-ligases (mauves) sont hachurées car quoiqu’elles favorisent grandement le 
processus de conjugaison, elles n’y sont pas essentielles. 

  

Dans certaines circonstances, une protéine supplémentaire peut venir jouer le rôle 

de facteur d’élongation (E4) et, en combinaison avec une E3, l’action d’une E4 permet 

d’allonger les chaînes d’ubiquitines jusqu’à leur pleine longueur (112,278). Par exemple, 

initialement connues pour leur activité d’acétylation, les protéines p300 et CBP (CREB-
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binding protein) s’avèrent être des régulateurs multifonctionnels puisqu’elles possèdent 

également une activité E4 ligase (280).   

Finalement, tout comme pour la phosphorylation, l’ubiquitination est une 

modification réversible et le délicat équilibre entre l’ubiquitination et la déubiquitination est 

assuré par les DUBs (281). Certaines DUBs peuvent interagirent avec les E3 ligases et 

même se trouver en même temps que cette dernière sur la protéine (282). La réversibilité 

est principalement observée dans le cas d’une ubiquitination non-liée à la dégradation. De 

plus, les DUBs jouent un rôle essentiel dans le recyclage d’Ubi (283). En effet, une fois 

ciblées vers la dégradation par le protéasome, les ubiquitines se trouvant sur les protéines 

marquées ne seront pas dégradées mais plutôt relarguées par des DUBs dans la cellule en 

vue d’être réutilisées ultérieurement.   

Cette cascade enzymatique impliquant les enzymes E1, E2, E3 et isopeptidases est 

le mécanisme de base utilisé par toutes les autres protéines ubiquitin-like (Ubls), incluant 

entre autre la sumoylation, qui sera décrite plus en détail dans la section 5.3. 

5.2.2.1 – E3 ligases 

Il existe plus de 600 gènes encodant les E3-ligases et on les sépare en trois groupes 

selon le type de domaine qu’elles contiennent : HECT (homologous to E6-associated 

protein C-terminus), RING (really interesting new gene) ou U-box (a modified RING motif 

without the full complement of Zn2+-binding ligands). Selon le groupe auquel elles 

appartiennent, elles vont permettre le transfert d’Ubi sur la protéine selon deux 

mécanismes. Lorsque l’E3 possède un domaine HECT, l’ubiquitine va d’abord être 

transférée sur une cystéine de l’enzyme elle-même avant d’être transférée sur le substrat 

(284). Les ligases possédant un domaine RING ou U-box vont engendrer le transfert direct 

de l’Ubi de l’E2 vers le substrat sans étape intermédiaire (285). Ce dernier sous-groupe est 

le plus répandu et bien que certaines E3 ligases de ce groupe puissent agir seules, d’autres 

agissent sous la forme de dimères, alors que certaines nécessitent la présence de protéines 
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chaperonnes ou agissent sous la forme de très large complexe multiprotéique. Un exemple 

de ligase pour chaque catégorie est retrouvé dans le tableau 1.     

Vu la quantité énorme de protéines pouvant être utilisées pour l’ubiquitination, 

l’étude et la compréhension de la spécificité entre une protéine cible et son E1, E2, E3 et 

DUB représente un défi de taille et certains laboratoires commencent à se pencher sur le 

sujet (286).   

 

Tableau 1 : Exemples de différents types d’ubiquitine ligases (E3) 

Nom Nom complet Domaine Mode d’action Réf 

E6-AP E6-associated protein HECT Agit seule 354 

Mdm2 Murine double minute 2  RING Agit seule 363 

CHIP C-terminus of Hsp70-
interacting protein U-Box Nécessite les protéines chaperonnes       

Hsp70 et Hsp90 602 

BRCA1/BARD1 
Breast cancer susceptibility 
gene 1 / BRCA1-associated 

RING domain 
- / RING Agit sous forme d’hétérodimère 368 

APC Anaphase-promoting 
complex RING Agit sous forme d’un complexe 

multiprotéique 603 

 

5.2.3 – Conséquences de l’ubiquitination 

 L’ubiquitination est reconnue comme étant principalement un signal de dégradation 

protéique par le protéasome 26S. Par contre, on retrouve de plus en plus d’exemples dans la 

littérature où l’ubiquitination est utilisée à d’autres fins, tel que l’endocytose et la 

transduction de signaux (287). Le type d’ubiquitination ainsi que le type de chaîne formée 

est le facteur déterminant du sort de la protéine ciblée et aura des répercussions importantes 
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sur le fonctionnement et la régulation de divers processus cellulaires incluant la réparation 

de l’ADN (288) et la transcription (289) (Figure12). 

 

Figure 12 : Conséquences de l'ubiquitination 

5.2.3.1 – Dégradation protéique 

 Les travaux du Dr. Rudolf Schoenhimer dans les années 1930 ont été les premiers 

qui ont permis de démontrer l’existence d’un recyclage (turnover) protéique (290). Dans 

ces années, le lysosome, par l’action des protéases acide-dépendante qu’il contient, était 

considéré comme le principal joueur impliqué dans cette dégradation protéique. Mais des 

études subséquentes ont permis de démontrer que, contre toute attente, la demi-vie de 

majorité des protéines n’étaient pas affectée par l’inhibition de l’alcalinisation des 

lysosomes. Tel que mentionné précédemment, il a fallu attendre 50 ans pour découvrir que 

la dégradation de la majorité des protéines cellulaires étaient sous le contrôle de 

l’ubiquitine et du protéasome 26S. Ce mécanisme de dégradation est connu sous le nom de 

« voie ubiquitine-protéasome ».  
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5.2.3.1.1 – Voie ubiquitine-protéasome 

La voie ubiquitine-protéasome se divise en deux étapes. Premièrement, le substrat 

protéique, afin d’être reconnu par le protéasome, doit subir une polyubiquitination. Les 

études antérieures suggéraient que la chaîne d’Ubi nécessaire à cette reconnaissance devait 

être exclusivement de type K48, c’est-à-dire que les Ubi de la chaîne devaient être reliées 

entre elles par la lysine (K) 48 de l’Ubi voisine, et que cette dernière devait être composée 

d’au moins 4 molécules d’Ubi. Par contre, des études récentes démontrent que le 

protéasome accepte également d’autres types de chaînes (291,292). En effet, l’inhibition du 

protéasome ne provoque pas exclusivement l’accumulation de chaine-K48, mais qu’elle 

induit également l’accumulation de tous les autres types de chaines excepté les chaines-

K63. De plus, une étude plus concrète démontre que la formation de chaines-K11 est 

nécessaire aux processus de dégradation impliqués dans la division cellulaire (293).  

Les chaînes de poly-ubiquitines sont alors reconnues par des protéines possédant 

des domaines de liaison, soit les polyubiquitin-binding domains (UBDs). Certaines de ces 

protéines font partie intégrante du protéasome (294,295) alors que d’autres se retrouvent 

dans des complexes protéiques mobiles qui ont pour but de transporter les protéines 

jusqu’au protéasome (296,297).  

L’étape suivante est la dégradation de la protéine marquée par le protéasome 26S et 

le démantèlement de la chaîne d’Ubi par les DUBs afin de maintenir un réservoir constant 

d’Ubi libres et prêtes à être utilisées par la cellule (Figure 13).  

Le protéasome 26S est un large complexe multiprotéique qui dégrade les protéines 

en peptides et on le retrouve principalement près de l’enveloppe nucléaire, du réticulum 

endoplasmique et dans les corps nucléaires (299,300). Le protéasome est essentiellement 

composée de deux sous-unités régulatrices 19S entourant, à l’apex et à la base, la sous unité 

catalytique 20S (275). Les protéines qui composent les sous-unités 19S et celles qui y sont 

associées (ex : DUBs), permettent de reconnaître directement les protéines ubiquitinylées et 

d’induire leur déubiquitination, respectivement (301). De plus, le complexe 19S, grâce à 
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son activité ATP-dépendante, permet de déplier le substrat protéique et de le faire entrer 

dans la partie centrale du tunnel formé par la sous-unité 20S, qui elle est composée de 

quatre étages de 7 unités protéiques disposées en cercle (302). Les deux étages externes 

sont formées exclusivement d’unités �, qui servent de « gardiens » alors que les deux 

étages internes, responsables du clivage protéique, sont formés d’une succession d’unités 

�5 (activité chymotrypsique), �3 (activité trypsique) et �1 (activité peptidyl-hydrolase). Le 

corps catalytique 20S est auto-suffisant (303).  

 

Figure 13 : Schématisation du mode d’action du protéasome 26S 
Illustration inspirée de (298).  

 

5.2.3.1.1.1 – Signaux ciblant les protéines vers le protéasome 

Une question majeure persiste en ce qui concerne la voie ubiquitine-protéasome. En 

partant du fait que le nombre d’enzyme et/ou de combinaison d’enzyme possible pouvant 

être utilisé est énorme, comment la spécificité et sélectivité de cette voie est-elle atteinte ? Il 

est clair que le type de poly-ubiquitination, en particulier les chaînes K48, joue un rôle 

important, mais comment est-ce que les protéines sont choisies, quel est le signal ? En fait, 
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il n’existe pas de réponse exacte, ni de patron d’action commun, outre le fait que la 

reconnaissance spécifique du substrat par une E3 est un pré requis à l’ubiquitination (275). 

Les possibilités sont grandes. Le substrat peut être reconnu via son extrémité NH2-

terminale (N-end rule pathway) (304), par la présence d’une séquence PEST (séquence 

riche en proline (P), acide glutamique (D), acide aspartique (E), sérine (S) et thréonine (T)) 

(305,306), suite à sa phosphorylation et/ou à la phosphorylation de la E3 ligase (307,308), 

par la présence de protéines auxiliaires (309,310) ou en présence d’un substrat muté, 

anormal ou mal replié (311,312). De plus, récemment, une nouvelle classe d’E3-ligase les 

STUbLs (Sumo-Targeted Ubiquitin Ligase) incluant notamment la protéine RNF4, a été 

identifiée et elles reconnaissent spécifiquement, par leur motif SIMs, les protéines 

sumoylées (414,448). La sumoylation est décrite dans la section 6.3. Également, il est 

difficile de prédire quelle lysine du substrat subira l’ubiquitination. Les difficultés liées à 

cette identification proviennent du fait qu’il n’existe aucune séquence propre à 

l’ubiquitination, que plus d’une lysine peut être ciblée et que la ou les lysines peuvent être 

reconnues par plus d’une E3- ligases (202,275). 

5.2.3.1.1.2 – Outils permettant l’étude de la voie ubiquitine-protéasome 

Il reste donc beaucoup de mystères entourant le fonctionnement de la voie 

ubiquitine-protéasome, mais la communauté scientifique possède quelques outils précieux 

qui aident à l’étude de ce processus cellulaire complexe. En laboratoire, les chercheurs 

utilisent des inhibiteurs du protéasome, principalement le MG132 et la lactacystine 

(314,315). Leur utilisation permet d’identifier rapidement les protéines cibles et d’en 

étudier leur demi-vie, leur niveau/type d’ubiquitination ainsi que leur mode d’action et de 

régulation, permettant alors de mieux comprendre l’impact cellulaire qui en découle. 

5.2.3.1.1.3 – Impacts physiologiques et pathologiques de la voie 

La dégradation protéique induite par la voie ubiquitine-protéasome joue un rôle 

important, voir essentiel, dans la régulation de nombreux processus cellulaires. Parmi ceux- 
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ci, on retrouve la croissance, la différentiation, le développement et la mort cellulaire 

(316,317), la réponse au stress (318), la réponse immunitaire et inflammatoire (319,320), la 

mémoire (321), le rythme circadien (322), la modulation des récepteurs et des pores 

membranaires (323,324), la réparation de l’ADN (325) et la transcription (289).  

On constate donc que la voie ubiquitine-protéasome est un joueur clé du contrôle 

cellulaire. Il n’est donc pas surprenant qu’une aberration du système soit impliquée, 

directement ou indirectement, dans la pathogénèse de diverses maladies (cancer, dystrophie 

musculaire, inflammation, certaines maladies auto-immunes, etc) et que l’inhibition de 

cette voie représente une cible thérapeutique de choix (326-328). C’est déjà le cas du 

cancer; depuis 2003, la FDA (food and drugs administration) approuve l’utilisation chez les 

humains du bortezomib, un inhibiteur du protéasome, dans le traitement de différents types 

de cancers (329). D’autres inhibiteurs du protéasome potentiels pour le traitement de 

diverses maladies humaines sont également à l’étude dans différents groupes de recherche, 

tel que des inhibiteurs naturels incluant, entre autres, la glucosamine (330,331).  

5.2.3.2 – Endocytose 

L’endocytose des récepteurs présents à la surface de la cellule est un processus qui 

permet de réguler l’activité de ces récepteurs en contrôlant l’accès à leur ligand. Une fois 

internalisés, les récepteurs peuvent être retournés à la membrane en vue d’une seconde 

activation ou être dégradés par le lysosome suite à la fusion de ce dernier avec l’endosome. 

De nombreux exemples de récepteurs membranaires tel que le récepteur EGFR (epidernal 

growth factor receptor) sont internalisés suite à leur mono, multi-ubiquitination ou poly-

ubiquitination-K63 (332). Dans de nombreux cas, ces types d’ubiquitination agissent 

comme signal d’internalisation en vue d’une dégradation par le lysosome (333,334). De 

plus, plusieurs protéines adaptatrices impliquées dans l’endocytose possèdent des UBDs 

(ubiquitin binding domains) et leur activité est, dans la majorité des cas, régulée par leur 

propre mono-ubiquitination, démontrant l’importance de l’ubiquitination dans le processus 

d’endocytose (332). 
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Également, il semblerait que l’ubiquitine soit un dénominateur commun pour la 

dégradation, car en plus de la dégradation suite à l’endocytose ou par le protéasome, des 

études récentes démontrent que l’ubiquitine, plus particulièrement la poly-ubiquitination 

K63 et K27, joue un rôle essentiel dans l’autophagie des mitochondries (336,605). 

5.2.3.3 – Transduction de signaux 

L’intégration des signaux extracellulaires est possible grâce à différentes cascades 

de signalisation. L’ubiquitination influence, positivement ou négativement, de nombreuses 

voies de signalisation incluant la voie NF-�B, Wnt, MAPK, etc (319,337,338). L’ubiquitine 

peut influencer la voie en induisant la dégradation et/ou l’endocytose du récepteur 

membranaire, mais également en modulant l’activité, la demi-vie et l’interaction des 

protéines de la cascade. En particulier, la poly-ubiquitination K63 est utilisée par plusieurs 

voies de signalisation afin de promouvoir la reconnaissance et l’interaction protéique.  

 

5.2.4 – Régulation de la transcription par la voie ubiquitine-

protéasome  

 La régulation de la transcription implique une synchronisation entre le recrutement, 

l’interaction et ultimement le retrait de plusieurs protéines et complexes sur l’ADN. Bien 

que la transcription soit un sujet abondamment étudié, il n’est pas encore clair comment la 

cellule réussit à initier, maintenir et arrêter cette tâche. La première preuve que l’ubiquitine 

pouvait être impliquée dans ce processus remonte à 1992 et depuis ce rôle est largement 

confirmé par les études qui démontrent que l’ubiquitine régule les facteurs de transcription, 

les cofacteurs, la chromatine, l’initiation, l’élongation et la terminaison (289,339) (Figure 

14).  
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Figure 14: Régulation de la transcription par la voie ubiquitine-protéasome 

Schématisation des différents modes d’action de l’ubiquitine sur la transcription. L’activité des facteurs des récepteurs 
nucléaires sera modulée par sa propre ubiquitination (A), celle des ses corégulateurs (B), celle des histones (D), par la 

liaison et/ou l’ubiquitination de la machinerie transcriptionnelle par le protéasome (D) et (E), respectivement. 
Illustration inspirée de (339) 

 

5.2.4.1 – Action sur la chromatine et la machinerie transcriptionnelle  

La structure de la chromatine est hautement régulée par de nombreuses 

modifications post-traductionnelles, incluant l’ubiquitination. À ce jour, les histones H2A, 

H2B, H3 et H4 ont été identifiées comme cible de l’ubiquitination (340). Bien que les rôles 

de cette modification sur la structure et la fonction de la chromatine soient encore 

méconnus, l’ubiquitination des histones semble favoriser dans certains cas l’initiation, 

l’élongation ou la condensation de la chromatine. Les chercheurs ont également remarqué 

que le retrait de l’ubiquitine sur l’histone H2B est nécessaire à la progression de la 

transcription et que certaines ATPases de la sous-unité 19S du protéasome sont présentes 

sur la chromatine et nécessaires au processus d’élongation (341). Entre autres, ont y 

retrouve SUG1 qui joue un rôle important dans la détection des défauts sur l’ADN durant 

l’élongation (342). En fait, la présence du complexe 19S est favorable à l’élongation et ce 
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processus est indépendant de la présence de la sous-unité catalytique 20S, démontrant que 

l’action non-protéolytique de l’ubiquitine joue un rôle important dans la régulation de la 

transcription (343,344). Par contre, en cas de défauts majeurs sur l’ADN, la dégradation 

s’avère essentielle et l’ARN polymérase II est ubiquitinylée et dégradée par le protéasome 

afin de permettre le recrutement de la machinerie de réparation (345).  

5.2.4.2 – Action sur les récepteurs nucléaires et leurs cofacteurs   

 Pour la majorité des récepteurs nucléaires, excluant le récepteur des 

glucocorticoïdes (GR), il existe une corrélation positive entre le pouvoir d’activation du 

récepteur et sa dégradation par le protéasome 26S (346,347). En effet, l’inhibition du 

protéasome par le MG132 stabilise ces récepteurs mais, malgré l’augmentation du nombre 

de récepteurs dans la cellule, une inhibition de la transcription est observée. À l’inverse, 

lorsque ces récepteurs sont activés, leur concentration cellulaire diminue. Les récepteurs 

doivent donc être en mesure d’être dégradés afin de permettre une transcription optimale et 

on parle alors de « transactivation protéasome-dépendante ».  

Les raisons derrière un tel phénomène sont encore ambiguës, mais les chercheurs 

suggèrent que la dégradation joue un rôle essentiel dans le recrutement périodique de 

cofacteurs transcriptionnels (ex : cofacteur B ne peut venir se lier au récepteur si le 

cofacteur A est toujours présent) et/ou que le retrait du complexe récepteur/cofacteur est 

nécessaire pour que la transcription continue. Également, l’inhibition de la transcription 

malgré l’abondance des récepteurs s’explique par le fait qu’une grande proportion d’entres 

eux se trouvent emprisonnés dans la matrice nucléaire (348,349). La matrice nucléaire est 

un domaine nucléaire connu pour être transcriptionnellement inactif (350,351). La présence 

de récepteurs immobilisés dans la matrice peut être observée par la technique de FRAP 

(fluorescence recovery after photobleaching) (165,352).   

L’ubiquitination régule également le niveau de transcription des récepteurs 

nucléaires en modulant l’abondance et/ou l’activité des cofacteurs transcriptionnels (347). 

Également, plusieurs cofacteurs transcriptionnels possèdent des activités E2, E3 ou E4. On 
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peut penser entre autre à UBCH7 et E6-AP, une E2 conjugase et une E3 ligase, 

respectivement, qui agissent aussi comme coactivateur transcriptionnel pour plusieurs 

récepteurs nucléaires, ou aux acétyltransférases p300 et CBP qui possèdent également une 

activité E4 ligase (280,353,354).    

5.2.4.3 – Impact sur la régulation des ERs 

 La voie ubiquitine-protéasome est un processus essentiel pour l’activité hormono-

dépendante et indépendante de ER� et ER� (161,165,189,355-357). Les études démontrent 

que le recyclage constant des ERs par le protéasome est nécessaire afin d’optimiser 

(transactivation protéasome-dépendante) ou limiter leur réponse en fonction des stimuli 

et/ou de la concentration d’estrogène. Par exemple, en présence d’estrogène, la sous-unité 

SUG1 du complexe 19S du protéasome est impliquée dans le processus puisqu’elle 

interagit de manière ligand-dépendante avec les ERs et induit leur dégradation lorsque 

surexprimée (358). En absence d’estrogène, le domaine F de ER� semble protéger ce 

dernier de la dégradation en empêchant la liaison de ER� avec le protéasome par le biais de 

SUG1 (161).  

De plus, tel qu’observé pour ER�, l’activation hormonale optimale de ER� est 

dépendante de l’action du protéasome puisque son inhibition par le MG132 provoque la 

répression de l’activité transcriptionnelle estrogène-dépendante de ER� (161,165). Quoique 

plusieurs E3 ligases, notamment CHIP, E6AP, et Mdm2, semblent jouer un rôle 

déterminant dans la régulation de l’activité de ER� par la voie ubiquitine-protéasome, les 

protéines impliquées dans cette transactivation protéasome-dépendante n’ont toujours pas 

été identifiées. 

CHIP à un effet protecteur sur le développement de cancer du sein car l’inhibition 

de son expression résulte en un développement rapide de tumeurs chez la souris (602). Son 

rôle de suppresseur de tumeurs vient de sa capacité à induire l’inhibition de plusieurs voies 

oncogéniques en régulant négativement les niveaux d’expression des protéines. CHIP 
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interagit avec ER� de manière ligand-dépendante ou indépendante et il favorise 

préférentiellement l’ubiquitination et la dégradation des ER� actifs (161). Sa présence 

réprime l’activité transcriptionnelle du récepteur et, ensemble, ces résultats démontrent que 

CHIP n’est pas impliqué dans la transactivation protéasome-dépendante de ER� mais 

suggèrent plutôt que son rôle est de promouvoir l’arrêt de la transcription. CHIP interagit 

également avec ER� mais il est impliqué exclusivement dans la régulation du niveau 

d’expression basal de ER� puisqu’il interagit et ubiquitine ER� seulement lorsqu’aucun 

ligand n’est présent sur ce dernier et préférentiellement lorsqu’il est mal replié (189).  

 L’E3 ligase E6-AP possède une double fonction et il agit également comme 

coactivateur transcriptionnelle pour plusieurs récepteurs nucléaires, indépendamment de 

son activité E3-ligase (359). E6-AP augmente l’activité transcriptionnelle de ER� et est 

recrutée suite à la phosphorylation de la sérine 118 du récepteur (164). Sa présence favorise 

la transcription en stabilisant l’interaction entre ER� et p300, et le retrait de l’expression de 

E6-AP résulte en une diminution de l’expression des gènes ER-dépendant (360). 

Également, la surexpression d’un mutant de E6-AP n’ayant plus d’activité E3-ligase induit 

la tumorigenèse mammaires chez les souris (361). Par contre, dans les mêmes conditions, la 

surexpression de E6-AP de type sauvage n’induit pas tumeurs. Également le niveau 

d’expression de E6-AP et ER� sont inversement corrélé dans les cancers du sein et de la 

prostate (361,362). Ces résultats démontrent l’importance de la double fonction de E6-AP 

sur la régulation de ER���L’activité estrogénique de ER� est également positivement 

régulée par la présence de E6-AP (résultats non-publiés) mais contrairement à ER�, cette 

activation n’est observée qu’en condition de forte surexpression. En absence d’estrogène, 

l’activité E3 ligase de E6-AP prime sur son activité coactivatrice, puisqu’aucune activation 

n’est observée en absence de ligand et sa surexpression réprime l’activité Erk-dépendante 

de ER�. En effet, mes résultats démontrent que le recrutement de E6-AP au niveau de 

l’AF-1 de ER� en réponse aux kinases Erk, induit la dégradation du récepteur et favorise 

l’arrêt de la transcription (voir chapitre 2 section 1) (165).  
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 L’E3 ligase Mdm2, induit la mono ou poly-ubiquitination de nombreux substrats 

(363). Sa surexpression, observée dans près de 10% des tumeurs, est néfaste puisqu’en tant 

que principale E3-ligase du gène suppresseur de tumeur p53, sa surexpression est associée à 

une diminution du niveau d’expression de cette protéine (364). Les études du Dr Sanchez 

démontrent que Mdm2, en coopération avec CBP qui agirait comme E4-ligase, est 

impliquée dans la dégradation et l’inhibition concomitante de ER� en réponse à l’activation 

de la voie PI3K/Akt par ErbB2/ErbB3 (175). Ces résultats expliquent l’inhibition 

transcriptionnelle de ER� observée dans un tel contexte (174). Mdm2 interagit également 

avec ER� en présence ou en absence d’estrogène. La présence de Mdm2 active ER� et 

certaines expériences laissent présager que cet effet est dépendant de l’activité E3 ligase de 

Mdm2 et implique la dégradation par le protéasome (365-366).  Également Mdm2 est 

souvent surexprimé dans les cancers ER-positifs et une étude récente démontre que son 

niveau d’expression est positivement régulé par ER� en réponse à l’estrogène (367), 

démontrant ainsi une boucle d’autorégulation positive entre ER� et Mdm2 favorable à la 

tumorigenèse. 

Même si aucune étude n’a encore démontrée la régulation de ER� par 

BRCA1/BARD1, on ne peut passer sous silence son rôle dans les cancers gynécologiques. 

BRCA1 est un gène suppresseur de tumeur et est impliqué dans plusieurs processus 

biologiques incluant la prolifération, la transcription, le cycle cellulaire, l’ubiquitination et 

la réparation de l’ADN (368,369). Son absence prédispose fortement les femmes à 

développer des cancers du sein et des ovaires (370,371) et sa mutation est responsable de 

40-45% des cancers du sein héréditaires (372). C’est en complexe avec BARD1 (BRCA1-

associated RING domain) que BRCA1 agit comme E3 ligase (373). Sa présence régule 

négativement la transcription des gènes pro-tumorigéniques, incluant des gènes ER-

dépendants (374). En plus d’induire la mono-ubiquitination de ER�, BRCA1 favorise 

également la dégradation et l’inhibition du récepteur (313,375-377). Par un mécanisme de 

rétrocontrôle, ER� régule le niveau d’expression de BRCA1 en présence d’estrogène via la 



 

 

 

53 

voie non-classique (378) et ER� pourrait être également impliqué dans cette régulation 

puisque les tumeurs associées à BRCA1 expriment un niveau de ER� significativement 

plus élevé que ER� (379).   

 Finalement, malgré les nombreuses études entourant la régulation des ERs par 

l’ubiquitination et la voie ubiquitine protéasome, peu de sites d’ubiquitination ont été 

identifiés. Mes expériences ont permis l’identification d’un site de poly-ubiquitination sur 

ER�, soit la lysine 4 (voir chapitre 3 section 3.1) mais l’E3 ligase impliquée n’a pas été 

identifié. Les lysines 302 et 303 de ER� ont été identifiées comme des sites de mono-

ubiquitination (par BRCA1/BARD1) et de poly-ubiquitination (169,313,377). De plus, tel 

que démontré dans ces études, ces lysines sont également le siège de plusieurs MPTs 

(acétylation, sumoylation et méthylation) et certaines, en entrant en compétition avec l’ubi 

protègent ER� de la dégradation, alors que d’autres favorise l’ubiquitination et la 

dégradation subséquente du récepteur. Ces résultats sont un bon exemple de la complexité 

des interrelations entre les MPTs et soulignent l’importance de la dégradation et de la 

signalisation cellulaire dans la régulation des ERs. 

 

5.3 – La sumoylation 

La sumoylation est une modification post-traductionnelle hautement dynamique qui 

consiste en la liaison covalente d’une petite protéine SUMO (Small Ubiquitin-related 

MOdifier) sur une protéine cible. Seulement une faible proportion de la protéine cible, 

souvent moins de 1%, est sumoylée, rendant les investigations laborieuses (380). Malgré ce 

fait, de nombreux substrats nucléaires, cytoplasmiques et membranaires ont été identifiés 

depuis sa découverte au milieu des années 1990. Depuis, la sumoylation est reconnue 

comme étant un processus majeur impliqué dans la régulation de plusieurs fonctions 

biologiques autant chez les mammifères (381), les levures (382, 383) que les plantes (384).  
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5.3.1 – SUMO-1,2,3 et 4 : membres de la grande famille des Ubls 

 Chez l’humain, on retrouve quatre isoformes de SUMO soit ; SUMO-1 (aussi 

nommé Smt3c, PIC1, GMP1, sentrin et Ubl1), SUMO-2 (Smt3b), SUMO-3 (Smt3a) et 

SUMO-4. Les protéines SUMO-2 et 3 sont identiques à 95% alors que SUMO-1 et SUMO-

4 ne possèdent que 50% et 86 % d’homologie, respectivement, avec ces dernières (385, 

386). On retrouve les isoformes 1, 2 et 3 dans la majorité des tissus, alors que l’expression 

de SUMO-4 se limite qu’à un nombre restreint d’organes tels que le rein, les ganglions 

lymphatiques et la rate (386, 387).   

Malgré ces différences, ce sont toutes de petites protéines d’environ 11kDa qui font 

partie de la famille des protéines ubiquitine-like (Ubl). Les membres de la famille des Ubls 

se caractérisent par le fait qu’ils possèdent tous un repliement semblable à celui de 

l’ubiquitine, c’est à dire le repliement �-grasp aussi connu sous le nom d’« ubiquitin fold » 

(Figure 15). De plus, leur conjugaison à une protéine cible se fait toute au niveau d’une 

lysine (K), implique une glycine (G) situé à leur extrémité Cterm et est coordonnée par une 

cascade enzymatique (388, 389).  

 
Figure 15 : Représentation du repliement ubiquitine caractéristique aux Ubls 

L’ubiquitine, RUB/Nedd8 et SUMO sont tous des membres de la famille des Ubls qui se caractérise par la 
présence d’une structure typique à l’ubiquitine connue sous le nom d’« ubiquitin fold » ou « �-grasp ». 
Adaptation d’une image provenant du site internet du laboratoire du Dr. Richard Vierstra, Université du 
Wisconsin-Madison, Département de Génétique, http://vierstra.genetics.wisc.edu/research.sumo.php. 
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SUMO-1 a été la première Ubl découverte et est la plus largement étudiée jusqu’à 

présent mais depuis, plusieurs autres membres se sont ajoutés à la famille qui en compte 

aujourd’hui treize, incluant RUB/Nedd8, ISG15 et Atg8 (390).  

 

5.3.2 – La voie de la sumoylation 

Similaire à l’ubiquitination, la voie de la sumoylation (voie SUMO) est un 

processus séquentiel qui requiert l’action de diverses enzymes, incluant des enzymes 

activatrices (E1), conjugases (E2), ligases (E3) et isopeptidases (Figure 16). À ce jour, on 

ne connaît qu’un nombre très limité d’enzymes appartenant à cette voie. On y retrouve 

qu’une seule enzyme activatrice hétérodimérique : SAE1/SAE2 (Aos1/Uba2 chez la levure) 

(391), une seule conjugase : Ubc9 (392, 393), quatre SUMO ligases : PIAS (394, 395), 

RanBP2 (396), Pc2 (397) et Mms21 (398), et six SUMO isopeptidases chez les 

mammifères : SENP1-3 et SENP5-7 (399). Il existe donc une différence frappante entre le 

nombre d’enzymes de la voie SUMO comparativement à la voie Ubi et ceci peut laisser 

présager une faible spécificité de la voie SUMO. Toutefois, la voie SUMO possède des 

moyens supplémentaires afin de permettre une plus grande spécificité d’action tels qu’une 

séquence consensus, des protéines SUMO distinctes, une conjugase qui possède une 

surface modulable d’interaction avec le substrat et différents modes de reconnaissance par 

les E3-ligases.  

5.3.2.1 – Processus général 

L’étape initiale de la voie SUMO est la maturation des protéines SUMO. Cette 

étape consiste en un clivage protéolytique de 2 à 11 acides aminés afin d’exposer le motif 

diglycine (GG) situé en Cterm des SUMO. Ce processus est induit par les protéases SENPs 

et est essentiel pour la conjugaison des SUMO à leur substrat (400) (Figure 16A). La 

protéine SUMO mature est ensuite activée en se liant de façon ATP-dépendante à l’enzyme 
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activatrice E1 (SAE1/SAE2) via un lien thioesther entre la glycine de SUMO et la cystéine 

de l’enzyme E1 (Figure 16B).  

 

 

Figure 16 : La voie de la sumoylation 

Schématisation de la cascade enzymatique entourant le processus de sumoylation. Les différentes étapes sont 
décrites dans le texte. Les E3-ligases (vert) sont hachurées car quoiqu’elles favorisent grandement le 
processus de conjugaison, elles n’y sont pas essentielles puisque cette étape peut être assurée exclusivement 
par Ubc9. Image inspirée de (401).   
 

Par la suite, la protéine SUMO est transférée à l’enzyme de conjugaison Ubc9 (E2) 

par une réaction de transestérification. Ce complexe entre alors en contact avec le substrat 

et un lien isopeptidique se forme entre la glycine Cterm de la SUMO et une lysine (K) de la 

protéine cible, provoquant ainsi l’attachement de SUMO sur cette dernière (Figure 16C). 

Cette étape de la conjugaison peut être favorisée par l’action des E3-ligases.  

Finalement, la sumoylation est un processus hautement réversible et les SUMO se 

trouvent à être rapidement déconjuguées par les protéases SENPs et peuvent être alors 

réutilisées à l’étape d’activation (Figure 16D). Se sont les mêmes protéases qui sont 

utilisées à l’étape de la maturation (402).  
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5.3.2.2 – La conjugaison/déconjugaison de SUMO en détail 

La lysine impliquée dans la conjugaison fait généralement partie d’un motif 

consensus de sumoylation �KXD/E, où � représente un acide aminé hydrophobe tel que 

l’isoleucine (I), la valine (V) ou la leucine (L), X n’importe quel acide aminé, D/E un acide 

aminé aspartique ou glutamique, respectivement (403). Quoique majoritaire, ce mécanisme 

de conjugaison n’est pas exclusif. Pour environ 25% des protéines sumoylées, incluant 

entre autres DAXX, Mdm2 et ER�, la sumoylation survient sur des résidus lysines qui ne 

font pas parti d’un motif consensus de sumoylation (173, 404-406). Il s’avère même que 

certaines protéines qui possèdent le motif ne soient pas sumoylées (407). De plus, plusieurs 

groupes ont identifié des prolongements au motif consensus de SUMO. En effet, ils 

démontrent que la conjugaison de SUMO peut être régulée par les acides aminés 

environnants, tels que des résidus prolines (SC : synergy control motif) (408), des résidus 

phosphorylables (PDSM : phosphorylation-dependent sumoylation motif) (409) et des 

résidus acides (NDSM : negatively charged amino acid-dependent sumoylation motif) 

(410) (Figure 17A). Toutes ces variations du motif de sumoylation ont un impact sur la 

conjugaison car ils affectent le recrutement et l’action de l’unique conjugase de la voie 

SUMO, Ubc9.  

Toute conjugaison des Ubls nécessite l’action d’E2-conjugases mais Ubc9 se 

distingue des autres par son habileté à pouvoir reconnaître directement les protéines cibles. 

En effet, Ubc9 possède deux domaines qui sont impliqués dans la reconnaissance du 

substrat. Le premier est le site actif, qui reconnaît le motif consensus de SUMO (411, 412) 

et le second est une poche basique qui interagit favorablement avec des charges négatives 

(410) (Figure 17B). Ainsi, la présence d’acides aspartique (D), glutamique (E) ou de 

phosphates directement en aval du site SUMO agit comme catalyseur et favorise la 

sumoylation de la protéine cible en accentuant l’interaction d’Ubc9 avec cette dernière.   
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Figure 17 : Mécanismes entourant la conjugaison de SUMO 

A: Alignement des différents motifs de sumoylation. B: Schématisation des domaines impliqués dans la 
reconnaissance du substrat présents chez Ubc9. C: Schématisation des deux modes d’actions utilisés par les 
E3-ligases pour augmenter la spécificité et la reconnaissance entre Ubc9 et le substrat. D: Schématisation des 
types de sumoylation. Selon le type de protéines SUMO et le nombre de motifs SUMO présents sur la 
protéine cible, la résultante de la conjugaison peut être la mono-sumoylation unique ou multiple et/ou la poly-
sumoylation. La poly-sumoylation peut être simple (SUMO-2 ou 3) ou mixte (mélange de SUMO-2/3 et/ou 
de SUMO-1). Image inspirée de (Shen-Hsi Yang et al. 2006; Gareau et al. 2010; Geoffroy and Ronald T Hay 2009).  
 

Le fait qu’Ubc9 puisse reconnaître directement le substrat fait en sorte que l’action 

des E3-ligases (qui servent d’adaptateur entre Ubc9 et la protéine cible) n’est pas 

essentielle à la conjugaison. Par contre, leur présence catalyse la conjugaison de SUMO car 

ils favorisent le rapprochement et la reconnaissance d’Ubc9 avec le substrat. Les E3-ligases 
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accentuent le transfert de SUMO sur le substrat selon deux mécanismes (Figure 17C). Dans 

le premier cas (stabilisation indirecte), l’interaction de l’E3-ligase avec la protéine cible 

n’est pas nécessaire. Cette dernière interagit seulement avec l’hétérodimère Ubc9-SUMO et 

permet de coordonner le positionnement de ce dernier afin d’obtenir une conjugaison 

optimale. En second lieu (initiation du complexe), l’interaction de la E3-ligase avec le 

substrat est l’étape initiale et permet alors le recrutement d’Ubc9-SUMO dans le complexe, 

facilitant ainsi la sumoylation (413).    

Tous ces mécanismes impliqués dans la conjugaison apportent une spécificité 

d’action à la voie SUMO et cette spécificité est accentuée par la diversité des isoformes de 

SUMO et de SUMO-protéases pouvant être utilisées.    

Ainsi, selon l’isoforme de SUMO utilisée lors de la conjugaison et le nombre de 

lysines sumoylables sur la protéine cible, il s’en suivra alors une ou multiple mono-

sumoylation ou poly-sumoylation (Figure 17D). En effet, SUMO-2/3 et 4 possèdent dans 

leur portion Nterm une lysine en position 11 (K11) qui fait partie d’un motif consensus de 

sumoylation et la présence de ce site permet donc à ces SUMO d’être elles-mêmes 

sumoylées, menant à la formation de chaîne de poly-SUMO (415). SUMO-1 ne possède 

pas cette lysine et il est admis que la conjugaison de SUMO-1 ne peut mener qu’à la mono-

sumoylation. Toutefois, des chercheurs ont démontrés que SUMO-1 peut être utilisé en fin 

de chaîne, permettant ainsi l’arrêt de la poly-sumoylation et la formation de chaînes mixtes 

de SUMO-1, 2 et 3 (416). De plus, la formation de chaînes de poly-SUMO-1 a été observée 

in vitro au niveau de lysines ne faisant pas partie d’un motif SUMO, soit les lysines 7, 16, 

17 et 117 (417, 418). Il n’est donc pas exclu que la poly-SUMO-1 in vivo puisse être mise 

en évidence ultérieurement.  

Pour l’isoforme SUMO-4, quoiqu’il possède la K11, son implication dans la poly-

sumoylation n’a pas encore été démontrée. De plus, il est plus que vraisemblable que 

l’interaction de SUMO-4 avec un substrat soit la résultante d’une interaction non-covalente 

impliquant un motif d’interaction/liaison à SUMO (SIM/SBD) (voir section suivante) et 
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non dû à une conjugaison traditionnelle (lien isopeptidique), puisqu’une proline se trouve 

en amont de son motif diglycine (GG) et empêche sa maturation (419).  

Finalement, la spécificité de la voie SUMO est également dépendante de l’action 

des SUMO-protéases. Chez les mammifères, on retrouve six isoformes impliqués dans la 

déconjugaison et la maturation des SUMO, soit SENP1-3 et SENP5-7. Leur localisation 

cellulaire et leur spécificité pour les différentes SUMO varient d’un isoforme à l’autre 

(402). Par exemple, SENP1 est retrouvé dans le cytoplasme et le noyau, et est la protéase 

majoritaire pour la déconjugaison de SUMO-1. SENP2 cible également SUMO-1 mais 

favorise la déconjugaison de SUMO-2/3 à celle de SUMO-1. SENP3 et 5 ciblent 

exclusivement SUMO-2/3 alors que SENP6 et 7 sont impliqués dans le clivage des chaînes 

de SUMO-2/3.    

 

5.3.3 – Conséquences de la sumoylation 

La sumoylation est aujourd’hui indéniablement reconnue comme étant un important 

régulateur de la fonctionnalité de plusieurs protéines. La liste de protéines ciblées par la 

sumoylation ne cesse de s’allonger, entraînant inévitablement une meilleure compréhension 

de son fonctionnement ainsi que des conséquences qui en découlent. Nous savons 

maintenant que la sumoylation est impliquée dans la régulation d’une variété de processus 

biologiques tels que la transcription (420), la réparation de l’ADN (421), le transport 

nucléaire (422), les fonctions chromosomiques (423), l’intégrité nucléaire (424), la 

progression du cycle cellulaire (425), la régulation de différentes voies de signalisation 

(426), etc (381). Bien évidemment, comme pour toutes les autres MPTs, la sumoylation 

entraîne ces effets en provoquant des changements moléculaires qui donnent lieu à de 

nouvelles fonctions/affinités/rôles aux protéines ciblées, modulant ainsi la transduction des 

signaux. 
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6.3.3.1 – Effets moléculaires et fonctionnels 

Les changements moléculaires issus de la sumoylation induisent une diversification 

du protéome selon quatre mécanismes non mutuellement exclusifs (Figure 18). 

Premièrement, la présence de SUMO sur une protéine peut empêcher à un partenaire 

protéique d’interagir avec cette dernière en masquant le site d’interaction initial. C’est le 

cas, entre autres, du répresseur transcriptionnel ZNF76 dont le site accepteur de SUMO 

chevauche son domaine d’interaction avec la protéine TBP (TATA-binding protein) (427).  

À l’opposé, la présence de SUMO peut créer une nouvelle interface d’interaction et 

permettre le recrutement de nouveaux partenaires protéiques, comme le démontre 

l’exemple du coactivateur p300 qui, une fois sumoylé, interagit avec la déacétylase HDAC6 

(428). Ces recrutements SUMO-dépendants nécessitent la présence de motifs de 

reconnaissance spécifique à SUMO sur le partenaire d’interaction, communément nommés 

SIM ou SBM (SUMO-interacting/binding motif) (429, 430). Les SIM/SBM sont composés 

d’un noyau hydrophobe entouré de résidus acides ou de sérines phosphorylables et 

interagissent de façon non-covalente avec les protéines SUMO.  

Troisièmement, la liaison de SUMO sur une protéine cible peut induire un 

changement de conformation chez cette dernière, altérant ainsi son activité ou révélant des 

sites d’interactions protéiques jusqu’alors inaccessibles. Ce changement conformationnel 

peut être induit par l’interaction non-covalente de la SUMO conjuguée avec un SIM présent 

au sein même de cette protéine. Un exemple d’un tel changement est celui de la glycosidase 

TDG (thymine DNA glycosylase) pour qui la conjugaison de SUMO modifie sa 

conformation et résulte en une perte de son interaction avec l’ADN (432). 

En dernier lieu, la conjugaison de SUMO se produit au niveau de lysines qui 

peuvent également être le siège d’attache de d’autres MPTs telles que l’ubiquitination, la 

neddylation, l’isgylation, l’acétylation, la méthylation, etc (433). Ainsi, la sumoylation peut 

entrer directement en compétition avec l’une ou l’autre de ces modifications, annuler leurs 

effets et engendrer de nouvelles conséquences fonctionnelles. C’est le cas, notamment, de 
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ER� dont le potentiel transcriptionnel est hautement régulé par une compétition directe 

entre l’attachement d’un groupement acétyle (acétylation), méthyl (méthylation), d’une ubi 

et de SUMO1 au niveau des mêmes lysines (45). Nos résultats démontrent également une 

compétition entre SUMO1 et ubi sur ER� (voir chapitre 3 section 3.1).   

 

 

Figure 18 : Conséquences moléculaires de la sumoylation des substrats 
Ces quatres conséquences moléculaires ne sont pas mutuellement exclusives. La sumoylation peut induire : 
A: une perte d’interaction entre le substrat et son partenaire B: promouvoir de nouvelles interactions 
protéiques C: modifier la conformation de la protéine cible. D: compétitionner avec d’autres modifications 
post-traductionnelles, tels que l’ubiquitination (Ubi), l’acéylation (Ac) ou d’autres Ubls tels que la 
neddylation, au niveau de la lysine cible. Image inspirée de (431). 

 

En résumé, les conséquences moléculaires de la sumoylation sont spécifiques à 

chaque protéine et vont avoir des répercussions directes sur leur fonctionnalité. Ainsi, un 

changement de conformation et/ou la création/perte d’interaction avec d’autres protéines, 

d’autres MPTs et/ou l’ADN en réponse à la sumoylation pourront résulter en un 

changement de localisation cellulaire, de stabilité et/ou d’activité chez la protéine cible 
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(380, 431). Et c’est justement l’étude de ces conséquences fonctionnelles qui est à la base 

de notre compréhension des répercussions biologiques de la sumoylation.   

5.3.3.2 – Études des conséquences fonctionnelles : un défi de taille 

Il est impossible de prédire les conséquences fonctionnelles de la sumoylation, car 

chaque protéine est unique. Les conséquences seront la résultante des changements 

moléculaires qui sont également spécifiques à chaque protéine, aux domaines qu’elles 

contiennent, aux autres MPTs qu’elles subissent, aux autres protéines présentes, aux 

signaux intra et extra-cellulaires, etc.  

En plus de ce nombre élevé d’interactions et de complexes possibles entre les 

protéines, s’ajoute le fait que la sumoylation est une modification extrêmement transitoire 

et que seulement une faible proportion (moins de 1%) des protéines cibles se trouvent à être 

sumoylée à chaque intervalle de temps (380). Toutes ses caractéristiques font en sorte que 

l’étude de leur fonctionnalité représente un défi de taille.  

 Face à ces contraintes, l’expérience la plus importante pour étudier l’impact 

fonctionnel de la sumoylation consiste à muter le site de conjugaison de SUMO chez la 

protéine cible et de comparer ses fonctions avec celles de la protéine de type sauvage. 

Toutefois, comme la lysine dédiée à la conjugaison de SUMO peut être également le siège 

d’attache de d’autres MPTs, il est nécessaire de vérifier que les effets observés sont 

réellement dus à la perte de SUMO et ce, en créant des mutants ponctuels pour les autres 

acides aminés, tel que l’acide glutamique, présents dans le motif de sumoylation et en 

s’assurant que les effets observés sont similaires.  

5.3.3.3 – Inhibition de la transcription  

 La sumoylation est principalement associée avec l’atténuation ou la répression 

transcriptionnelle (434, 435). En effet, la plupart des facteurs de transcription et 

corégulateurs transcriptionnels cibles deviennent significativement plus actifs lorsque leur 

lysine acceptrice de SUMO est mutée. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer l’inhibition 
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transcriptionnelle observée (Figure 19) et la majorité implique un recrutement SUMO-

dépendant d’effecteurs possédant des SIM/SBM (436).  

 

 

Figure 3 : Mécanismes liés à la répression transcriptionnelle induite par SUMO 

Schématisation des différents mécanismes pouvant être impliqués dans l’atténuation ou la répression 
transcriptionnelle des facteurs de transcription par la sumoylation. Ces mécanismes, non mutuellement 
exclusives, sont décrits dans le texte. STUbLs : SUMO-targeted ubiquitin ligase. 
 

5.3.3.3.1 – Recrutement de corépresseurs 

Premièrement, la sumoylation d’un facteur de transcription peut induire le 

recrutement de corépresseurs transcriptionnel qui ont la capacité de remodeler la 

chromatine. C’est le cas entre autres des histones déacétylases (HDAC), qui suite à leur 

recrutement SUMO-dépendant, vont induire la condensation de la chromatine en la 

déacétylant, rendant alors cette dernière inapte à la transcription (437). Cette conformation 
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inhibitrice de la chromatine peut alors perdurer même après la désumoylation du facteur de 

transcription. De plus, les histones elles-mêmes ont été identifiées comme étant des cibles 

de la sumoylation et leur sumoylation, qui est facilitée par leur acétylation, résulte en une 

répression de la transcription (107).  

 La sumoylation des facteurs de transcription peut également être initiatrice du 

recrutement et de la formation d’un complexe d’inhibition (435). Ainsi, la présence de 

SUMO va permettre le recrutement de corépresseurs transcriptionnels, tel que DAXX 

(Death domain-associated protein) (438), qui serviront ensuite de plateforme d’assemblage 

pour un complexe d’inhibition. Encore une fois, le complexe peut rester même après le 

retrait de SUMO, résultant en une répression soutenue de la transcription.  

5.3.3.3.2 – Altération de l’interaction avec l’ADN 

Outre le recrutement de corépresseurs, l’inhibition de la transcription peut être le 

résultat d’une diminution de la capacité des facteurs de transcription à interagir avec 

l’ADN. Cette dernière peut être causée par une compétition avec d’autres MPTs, une 

modification de leur localisation cellulaire, une diminution de leur stabilité protéique et/ou, 

dans le cas des récepteurs nucléaires, une diminution de leur sensibilité aux ligands.   

Par exemple, l’acétylation est connue pour promouvoir l’interaction des facteurs de 

transcription avec l’ADN (439). Une compétition directe entre la conjugaison de SUMO et 

l’acétylation au niveau de la même lysine pourrait donc résulter en une inhibition 

transcriptionnelle du facteur de transcription ciblé. C’est le cas du facteur de transcription 

Plag2 (pleomorphic adenoma gene 2), dont la sumoylation compétitionne avec son 

acétylation affectant ainsi négativement l’interaction de ce dernier avec l’ADN (440).    

Également, dans le cas des récepteurs nucléaires, la sumoylation peut affecter 

négativement leur sensibilité au ligand, probablement par un changement de conformation, 

induisant ainsi une répression transcriptionnelle. Ce phénomène est observé chez le 

récepteur de la progestérone (PR) pour qui l’absence de sumoylation, induite par la 
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mutation de son site unique de sumoylation, induit une augmentation de sa sensibilité au 

ligand (441).  

5.3.3.3.3 – Relocalisation cellulaire 

 L’inhibition de la transcription via la perte d’interaction avec l’ADN peut aussi être 

la résultante de l’export nucléaire de facteurs de transcription et/ou de corégulateurs. C’est 

le cas entre autres du facteur de transcription Smad3 (Sma- and MAD-related protein 3) 

(442) et du corépresseur CtBP (C-terminal binding protein) (443). En effet, la conjugaison 

de SUMO-1 sur Smad3 inhibe sa capacité de lier l’ADN en induisant sa relocalisation 

cytoplasmique, l’empêchant ainsi d’exercer son pouvoir transcriptionnel. À l’inverse, la 

sumoylation de CtBP permet sa localisation nucléaire. Non sumoylé, on le retrouve dans le 

cytoplasme. 

Il peut également survenir une relocalisation intra-nucléaire. En effet, suite à leur 

sumoylation, certains facteurs de transcription sont relocalisés et séquestrés au niveau des 

corps nucléaires de PML (progressive multifocal leukoencephalopathy nuclear bodies). Les 

corps de PML sont des composantes de la matrice nucléaire (444), une structure nucléaire 

reconnue comme étant un siège d’encrage et de régulation de plusieurs fonctions nucléaires 

incluant la réplication de l’ADN, la transcription et l’inactivation génique (350). Les 

facteurs de transcription sumoylés qui se retrouvent séquestrés dans les corps de PML 

deviennent alors inaccessibles pour la transcription. Une telle conséquence a été observée 

notamment pour les facteurs de transcription Sp3 (stimulation protein 3) (445), LEF1 

(Lymphoid enhancer factor 1) (446) et SATB2 (Special AT-rich sequence-binding protein 

2) (447). 

5.3.3.3.4 – Dégradation protéique 

La répression transcriptionnelle induite par la sumoylation peut également être la 

conséquence d’une dégradation protéique des facteurs de transcription. Jusqu’à très 

récemment, la communauté scientifique concevait que, contrairement à l’ubiquitination, la 

sumoylation n’entraînait pas la dégradation protéique. Hors, ce concept a été aboli suite à la 
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découverte d’une nouvelle classe d’E3-ubiquitine ligase, les STUbLs (SUMO-targeted 

ubiquitin ligase) (414,448), dont leur recrutement est dépendant de la présence de SUMO. 

En effet, les STUbLs vont être recrutées au niveau des protéines sumoylées grâce à leur 

capacité à reconnaître et lier des chaînes de SUMO et, par leur activité E3-ubiquitine ligase, 

vont induire la poly-ubiquitination de la protéine cible et provoquer sa dégradation 

subséquente par le protéasome. Chez les mammifères, un seul membre de la famille a été 

identifié jusqu’à présent, soit RNF4 (RING finger protein 4), aussi connu sous le nom de 

Snurf (small nuclear RING finger protein). Cette dégradation SUMO-dépendante, 

initialement observée chez la protéine PML (449), a été décrite pour le facteur de 

transcription HIF-2� (hypoxia-inducible factor 2�) (450). Toutefois, outre l’action des 

STUbL, la relocalisation des protéines au niveau des corps de PML peut également résulter 

en une dégradation protéique (444).  

5.3.3.4 – Activation de la transcription 

 Néanmoins, malgré l’évidence du rôle de la sumoylation dans la répression 

transcriptionnelle, un nombre croissant d’exemples démontrent que la sumoylation peut 

également être associée avec une augmentation de la transcription (451).  

Par exemple, paradoxalement à l’inhibition de l’activité transcriptionnelle de PR 

observée suite à la mutation de son site de sumoylation, la surexpression de SUMO-1 

entraîne une augmentation de l’activité du récepteur et ce, même lorsque sa lysine cible est 

mutée. Ce résultat suggère que l’activation de PR est le résultat indirect de la sumoylation 

de d’autres protéines. En effet, la conjugaison de SUMO-1 sur le coactivateur SRC-1 

augmente son pouvoir de coactivation et favorise sa localisation nucléaire, prolongeant 

ainsi son interaction avec PR et expliquant l’activation transcriptionnelle observée (452). 

PR n’est pas le seul facteur de transcription à être activé par la sumoylation. On y retrouve, 

entre autres, ER� (173) et p53 (453). Pour ER�, l’activation par SUMO semblerait 

également étroitement reliée à son interaction avec SRC-1 et, tout comme pour PR, il a été 
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reporté que la sumoylation de p53 pouvait avoir des répercussions activatrices ou 

inhibitrices sur son activité.   

Outre le rôle du coactivateur SRC-1 dans l’augmentation de l’activité 

transcriptionnelle en réponse à la sumoylation, des études récentes démontrent que l’E2-

conjugase Ubc9 peut également promouvoir l’activation de plusieurs récepteurs nucléaires 

en agissant comme coactivateur transcriptionnel et ce, indépendamment de son pouvoir de 

conjugaison (454). Par exemple, les chercheurs ont observé que la surexpression d’Ubc9 

provoquait une transactivation du récepteur des minéralocorticoïdes (MR) et ce, même 

lorsque l’activité conjugase d’Ubc9 était abolie par la substitution de la cystéine nécessaire 

à la conjugaison de SUMO par une sérine (C93S). Donc, en plus d’influencer la fonction 

des protéines en influençant la balance entre la conjugaison et la déconjugaison de SUMO, 

Ubc9 ajoute un niveau supplémentaire aux conséquences fonctionnelles de la voie SUMO 

en pouvant agir également comme coactivateur transcriptionnel.  

Il est vrai que tous ces modes d’inhibition et/ou d’activation de la transcription par 

la sumoylation ne sont pas mutuellement exclusifs et sont très dépendants du contexte et/ou 

du type cellulaire rendant ainsi très complexe l’étude de l’impact de la sumoylation sur la 

régulation de la transcription. Or, c’est justement cette abondante diversité de conséquences 

qui permet aux cellules de s’adapter et de répondre efficacement aux différents signaux et 

environnements cellulaires.   

 

5.3.4 – Conséquences de la sumoylation sur l’activité des ERs 

 Tel que mentionné précédemment, ER� est une cible directe de la sumoylation 

(173). La conjugaison de SUMO-1 est ligand-dépendante et survient au niveau de deux 

sites non-consensus de sumoylation (K266 et K268) présents dans la région charnière du 

récepteur. La surexpression de SUMO-1 augmente l’activité transcriptionnelle de ER�, 

mais également celle du mutant rendu non-sumoylable. Ce résultat suggère que, tout 
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comme pour PR, l’activation de ER� est le résultat indirect de la sumoylation sur la 

régulation de ses principaux corégulateurs transcriptionnel.  

Parmi les corégulateurs connus des récepteurs des estrogènes, plusieurs ont été 

identifiés comme étant des cibles de la sumoylation (Tableau2). Celle-ci provoque une 

diminution de l’activité de la plupart des coactivateurs alors qu’à l’inverse, l’activité des 

corépresseurs est augmentée. Ce tableau permet de constater encore une fois que le rôle 

majeur de la sumoylation sur la transcription est l’induction d’une répression 

transcriptionnelle. Il est donc difficile d’expliquer d’où vient l’activation transcriptionnelle 

observée pour ER�.  

Les auteurs suggèrent que cette activation est la résultante de l’action coactivatrice 

de SRC-1 et/ou d’Ubc9, puisque qu’Ubc9-C93S (n’ayant plus d’activité conjugase) active 

également la transcription de ER� (173). Cette étude démontre également que l’E3-ligase 

PIAS3, seulement en absence de SUMO-1, agit comme coactivateur de la transcription. Par 

contre, en présence de SUMO-1, PIAS3 provoque l’inhibition transcriptionnelle de ER�, 

tout comme l’action de PIAS1. Ces contradictions d’action entre les différents joueurs de la 

voie de SUMO sur la régulation de l’activité de ER� démontrent toute la complexité 

entourant l’étude et l’impact de la sumoylation.  

Pour ce qui est de la régulation de ER� par la sumoylation, nous démontrons que la 

conjugaison de SUMO-1 sur le récepteur, inhibe son activité estrogénique et stabilise le 

récepteur en entrant en compétition avec l’ubiquitination. Également, cette étude nous a 

permis d’identifier un nouveau motif de sumoylation, dépendant de la phosphorylation. 

Outre mes résultats présentés dans le chapire 2, on ne retrouve aucune étude à ce sujet dans 

la littérature.  
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Tableau 2 : Effet de la sumoylation sur l'activité de corégulateurs des ERs 

Fonctions Protéines Activité 
Effet de SUMO sur l’activité 

Refs 
↑ ↓ Rôle(s) 

Coactivateurs SRC-1 Transactivation X  Prolonge sa rétention nucléaire. (452) 

 GRIP1 (SRC-2) Transactivation  X Affecte négativement sa capacité d’interaction. (455) 

 AIB1 (SRC-3) Transactivation  X Atténuation de son activité. (456) 

 CBP Histone acétyl-transférase  X Recrutement du corépresseur Daxx. (438) 

 p300 Histone acétyl-transférase  X Recrutement de la déacétylase HDAC6. (428) 

 p68/p72 Hélicase d’ARN X X 

Effets pléiotropiques : Augmente leur stabilité 
protéique. Favorise le recrutement de HDAC1. 
Augmente le pouvoir de transactivation de p68 
mais diminue celui de p72. 

(457) 

Corépresseurs HDAC1 Histone déacétylase X  Augmentation de son activité. (458) 

 HDAC4 Histone déacétylase X  Augmentation de son activité. (459) 

 N-CoR Transrépression  
(recrutement de HDACs) X  Augmentation de son activité. (460) 

 RIP140 Transrépression  
(recrutement de HDACs) X  Augmentation de son activité. (461) 

 CtBP 
Transrépression          
(HDACs dépendante ou 
indépendante) 

X  CtBP Permet sa localisation nucléaire, non 
sumoylé on le retrouve dans le cytoplasme. (443) 

 BRCA1 E3-ubiquitine ligase X  Facilite son activité E3-ligase et induit la 
dégradation des protéines par le protéasome. (462) 

 Smad4 Transrépression X  Augmente sa stabilité et sa localisation nucléaire. (463) 

 

5.3.5 – Pathologies associées  

La sumoylation exerce une influence majeure sur une multitude de mécanismes de 

régulation cellulaire et un dérèglement de cette voie peut facilement engendrer des 

répercussions physio-pathologiques. En effet, l’équilibre cellulaire entre la sumoylation et 

la désumoylation joue un rôle important dans le développement de diverses pathologies 
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humaines telles que le cancer (464), les maladies neurodégénératives et autoimmunes 

(465,466), les maladies infectieuses (467), les problèmes cardiaques (468), arthritiques 

(469), de vision (470), etc.        

5.3.5.1 – Implication dans les cancers 

 Parmi les protéines modifiées par la sumoylation, on retrouve plusieurs protéines 

impliquées dans la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation et l’apoptose, 

tels que des facteurs de transcription, des oncoprotéines, des suppresseurs de tumeurs, des 

régulateurs du cycle cellulaire, des enzymes impliquées dans la réparation de l’ADN ainsi 

que dans la stabilité des chromosomes (464). Il est donc facile de conclure qu’une 

dérégulation de la voie SUMO puisse entraîner le développement de cancer. Son 

implication évidente dans la carcinogénèse a été établie et la voie de SUMO, plus 

spécifiquement Ubc9, est maintenant considérée comme une cible thérapeutique potentielle 

(471,472). 

 Ubc9 se trouve a être surexprimé dans plusieurs cancers, incluant les cancers de la 

prostate, pulmonaires et ovariens. La surexpression de Ubc9 favorise la prolifération de 

cellules cancéreuses mammaires, telles que les MCF-7, et ce probablement via l’activation 

transcriptionnelle de ER� (473). En repartant du fait qu’Ubc9 est la seule conjugase de la 

voie SUMO et qu’elle joue un rôle central dans la régulation de la sumoylation, Ubc9 

représente donc une cible thérapeutique très prisée. Plusieurs approches pour altérer les 

fonctions d’Ubc9 sont présentement expérimentées, telles que l’inhibition de son site actif, 

supprimer son expression (par siRNA et shRNA), interférer sa liaison avec l’enzyme 

activatrice E1 (par la protéine viral Gam1) et empêcher son interaction avec les protéines 

d’intérêts (89,474). 

 Finalement, la SUMO-protéase SENP1 se trouve également surexprimée dans 

certains cancers (adénome thyroïdien et prostate), de même que l’E3-ligase PIAS3 

(poumon, sein, prostate, colon et cerveau) (476). Ces exemples démontrent l’importance de 

la balance entre la sumoylation et la désumoylation dans la carcinogénèse et espérons que 
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tout comme pour la voie d’ubiquitination, les chercheurs découvrirons un moyen 

thérapeutique pour contrecarrer les dérégulations de cette voie.     

 

5.4 – Autres modifications post-traductionnelles 

5.4.1 – La méthylation 

La méthylation joue un rôle important dans la régulation de la transcription. Alors 

que l’hyperméthylation de l’ADN inhibent l’expression génique en induisant la 

condensation de la chromatine, la méthylation des histones peut avoir un effet positif ou 

négatif sur la transcription en fonction de la lysine qui sera méthylée (477,606,607). En 

particulier, l’hyperméthylation de la région promotrice de ER� a été associée à la perte 

et/ou la diminution du niveau d’expression de ER��observées dans différentes lignées de 

cancers gynécologiques (478,479). La méthylation peut également être favorable à la 

transcription puisque l’ajout d’un groupement méthyle sur des résidus arginines présents 

dans la queue des histones par les PRMTs (protein arginine methyltransferase) favorise 

l’ouverture de la chromatine et le processus transcriptionnel (480). Parmi les membres de 

cette famille, les plus étudiés dans la régulation de l’activité des ERs sont PRMT1 et 

CARM1 (coactivator-associated arginine methyltransferase) aussi connu sous le nom de 

PRMT4. Ces protéines sont présentes dans les complexes de coactivation des ERs et leur 

recrutement ligand-dépendant ou indépendant régule l’activité de ces derniers en modifiant 

les histones, mais également les corégulateurs transcriptionnels et même, dans le cas de 

ER�, le récepteur lui-même (123,481). En effet, le recrutement de PRMT1 et/ou CARM1 

favorise la transcription des ERs en induisant la méthylation des histones H3 et H4 (482, 

483). La méthylation des cofacteurs des ERs, PGC-1, RIP140, p300/CBP et SRC-3, régule 

leur activité, stabilité et/ou la formation des complexes corégulateurs influençant ainsi 

l’activité des ERs (481). De plus, ER� a récemment été identifié comme étant une protéine 

méthylée par PRMT1 et la méthylation du résidu arginine 260 est requise pour l’action non-
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génomique de ER� en permettant à ce dernier d’interagir avec les protéines cytoplasmiques 

Src et p85 (484). Également, la méthylation de ER� par la méthytransférase SET7 stabilise 

le récepteur, favorise son interaction avec ses gènes cibles et promouvoit leurs 

transactivation (608). Aucun site de méthylation n’a encore été découvert chez ER�.   

5.4.2 – L’acétylation 

L’acétylation des protéines jouent un rôle important dans la régulation de leur 

activité et les ERs ne sont pas en reste. Un peu comme pour la méthylation, l’acétylation 

régule l’activité des ERs en modifiant les histones, mais également en modifiant les 

corégulateurs, les cascades de signalisation et/ou les récepteurs eux-mêmes (485). Il est 

clairement connu que l’acétylation des histones par les HATs permet l’ouverture de la 

chromatine alors que leur déacétylation par les HDACs induit l’effet inverse provoquant 

ainsi l’arrêt de la transcription. En plus de la régulation des histones, l’acétylation peu 

influencer l’activité de certaines kinases, incluant MEK2, et celles des cofacteurs 

transcriptionnels incluant p300, MTA1, PGC1�, ACTR et les HDACs (486). Les HATs 

CBP et p300 induisent également l’acétylation de plusieurs lysines chez ER�, incluant 

K266, K268, K299, K302 et K303 (171,172). L’effet de l’acétylation sur l’activité de ER� 

varie en fonction de la lysine ciblée puisque l’acétylation estrogène-dépendante de K266 et 

K268 stimule l’activité transcriptionnelle du récepteur alors que l’acétylation constitutive 

de K299, K302 et K303 l’inhibe. L’exposition des ERs aux inhibiteurs des HDACs, induit 

la dégradation protéasome dépendante de ER� réprimant ainsi la prolifération estrogène 

dépendante des cellules de cancers du sein ER�-positives (Raphaël Margueron et al. 2004). 

À l’inverse l’inhibition des HDACs n’affecte pas la stabilité de ER� et favorise l’activité 

transcriptionnelle du récepteur (488), démontrant encore une fois que ER� et ER� puissent 

être inversement régulés. Par contre, aucun site d’acétylation n’a été identifié à ce jour sur 

ER��  
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5.4.3 – La palmitoylation  

La palmitoylation est l’attachement d’une longue chaine d’acide gras qui permet de 

cibler les protéines à la membrane plasmique en permettant leur interaction avec les 

radeaux lipidiques (lipid rafts). Les ER� membranaires sont connus pour être palmitoylées 

sur la cystéine 447 par l’enzyme PAT (palmitoyl acyltranferase). Suite à la liaison de 

l’estrogène, ER� membranaire subit des changements conformationnels qui induisent sa 

dépalmitoylation et sa dissociation avec la caveolin-1, ce qui facilite son association avec 

les molécules signalétiques telles que Src et PI3K favorisant ainsi la prolifération (73,489). 

Les cycles de palmitoylation et dépalmitoylation sont critiques pour ER� puisque la 

mutation de site C447 réprime son action non-génomique. La localisation membranaire 

ER� via la palmitoylation a également été démontrée (75). Le site n’a pas été clairement 

identifié, mais vu que la cystéine palmitoylée de ER� est conservée chez ER�, la C399 de 

ER� représente un bon candidat. Il est intéressant de noter que malgré que le site semble 

conservé entre les ERs, cette MPT affecte différemment ER� et les conséquences sur la 

prolifération sont à l’opposé. En effet, contrairement à ER�, la dépalmitoylation de ER� 

induite par l’estrogène favorise l’interaction du récepteur avec la calveolin-1 et cet effet est 

nécessaire pour l’activation non-génomique de p38 par ER� et l’induction de cascades 

proapoptotiques (74,84). 

5.4.4 – La glycosylation  

Une autre modification dynamique des protéines nucléaires et cytosoliques est la 

S/T-O-�-GlcNAcylation ou la glysosylation. Le processus de glycosylation est similaire à 

la phosphorylation et plusieurs études démontrent que ces deux MPTs peuvent interagir sur 

le même résidu sérine ou thréonine au sein d’une protéine (490). La compétition et/ou 

balance entre ces deux MPTs est importante pour plusieurs processus notamment la 

signalisation et la transcription ainsi que pour le maintien adéquat des mécanismes et 

fonctions cellulaires. Dans la majorité des cas leurs conséquences sur l’activité des 
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protéines divergent, incluant l’oncogène c-myc, l’ARN polymérase II et ER(490). Tel que 

mentionné dans la section 5.1.3.2. la glycosylation et la phosphorylation entre en 

compétition sur la sérine 80 de ER� située dans sa région N-terminale (272). La 

glycosylation de ER� stabilise ce dernier mais le rend moins actif à stimuler l’expression de 

ces gènes cibles. À l’inverse, la phosphorylation de S80 stimule l’activité de ER� mais 

induit une dégradation rapide du récepteur. De plus, la glycosylation du domaine F de ER� 

affecte négativement l’interaction du récepteur avec l’ADN mais le site n’a pas été identifié 

(190). 

 

6 – Les ERs dans les cancers : rôle spécifique des isoformes 

L’estrogène et les ERs sont hautement impliqués dans le développement des cancers 

gynécologiques (sein, endomètre et ovaire) mais leurs dérégulations peut conduire au 

développement de plusieurs autres tumeurs malignes incluant certains cancers endocriniens 

(surrénale, pancréas, prostate et thyroïde), digestifs (colon, œsophage et foie) et les cancers 

des poumons (491). De plus, les études démontrent que le risque de développer un cancer 

gynécologique et/ou endocrinien augmente chez les patientes ayant des traitements 

d’hormonothérapie (remplacement de l’estrogène) (492,493) et que dans les mêmes 

conditions, ces traitements semblent diminuer le risque de développer un cancer des 

poumons (492, 494). Ces observations s’expliquent par le fait que l’impact de l’estrogène et 

des ERs dans ces tumeurs diffère (491). Par exemple, ER� promeut la prolifération de la 

majorité de ces cancers mais il n’a peu ou pas d’effet sur la prolifération des cancers 

pulmonaires (495). À l’inverse, ER� influence négativement la prolifération de la majorité 

de ces tumeurs mais stimule la prolifération des cancers du poumon (495) et de la tyroïde 

(496). Ainsi ces observations démontrent que le ratio d’expression des ERs, coroboré par 

leurs différences fonctionnelles, aura un impact majeur sur le développement et la 

prolifération des ces tumeurs, et souligne le fort potentiel oncogénique de ER�. 
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6.1 – Effet antiprolifératif de ER��  

Les niveaux d’expression de ER� diminue durant la progression de plusieurs types 

de tumeurs et il a récemment été décrit comme un potentiel suppresseur de tumeur. En 

effet, plusieurs études démontrent que sa présence est favorable à l’inhibition de la 

progression des cancers et qu’il agirait entre autre comme modulateur négatif de l’activité 

de ER� (138,497,498). En effet, bien que 50 à 75 % des tumeurs mammaires ER�-

positives soient également ER�-positives, le niveau d’expression de ER�, comparé aux 

tissus sains, est souvent diminué (499,500) et une surexpression de ER� dans les cellules 

cancéreuses mammaires ER�-positive inhibe la prolifération (501-503). À l’inverse, 

l’augmentation du niveau d’expression de ER� dans les cancers du sein est souvent 

observée (504). Le niveau d’expression de ER� est également supérieur à celui de ER� 

dans les cancers ovariens (505) et une étude sur 58 tumeurs ovariennes de patients 

démontre que le niveau d’expression de ER� est diminué dans ces tumeurs et que son 

expression est sélectivement réprimée durant la progression des cancers (506). Ces résultats 

sont en accord avec les études démontrant que ER� agit comme suppresseur de tumeur 

dans la carcinogénèse ovarienne (507). Également, même si ER� est le sous-type 

prédominant dans les cellules du colon, son expression est souvent diminuée dans les 

tumeurs et sa surexpression induit un arrêt du cycle cellulaire (508). L’arrêt du cycle 

cellulaire par ER� a également été observé dans les cellules de cancers du sein (501). En 

plus d’agir comme modulateur de l’activité génomique de ER� et de favoriser l’expression 

de gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire et/ou de promouvoir l’inhibition de gène 

prolifératif, la présence de ER� corrèle avec une meilleur réussite des traitements anti-

estrogéniques (379,500).  

L’effet anti-proliferatif de ER� semble également provenir de son action non-

génomique. Alors que dans la majorité des cas la signalisation extranucléaire de l’estrogène 

induite par ER� dans les cancers du sein favorise la prolifération et/ou la prévention de 
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l’apoptose (509), malgré le peu d’information encore disponible, les études semblent 

démontrer que l’action non-génomique de ER� favorise l’activation de cascades 

antiprolifératives. ER� membranaire régule positivement l’activité de la MAP kinase p38, 

connue pour ses effets proapoptotiques (85, 86). Son activation par l’action non-génomique 

de ER� a un effet antiprolifératif dans les cellules de cancer du colon (74, 510). De plus, 

contrairement à ER�, l’estrogène ne provoque pas l’activation rapide de la kinase pro-

oncogénique AKT par ER� et semble même, dans certains cas, diminuer son activité (81). 

Ces résultats concordent avec d’autres études qui démontrent que ER� cytoplasmique 

n’interagit pas avec PI3K, la kinase régulatrice de l’activité de Akt (80, 511). Également, 

bien que le mécanisme ne soit pas clairement identifié, mes résultats démontrent que 

l’action non-génomique de ER� favorise l’activation de la kinase GSK-3 qui est connue 

pour restreindre l’action de plusieurs voies oncogéniques (voir chapitre 3 section 2.2).  

Évidemment, il y a toujours exception à la règle. Par exemple, par son action non-

génomique, ER� interagit et module l’activité de la kinase Src (78, 87) et, en complexe 

avec AR, favorise la prolifération dans les cellules cancéreuses du colon (512). Également, 

tel que mentionné dans la section précèdente, ER� promeut la prolifération des tumeurs 

pulmonaires et thyroïdiennes. Par ces observations, il faut faire attention au terme anti-

prolifératif accordé à ER�. Car, comme le prouve les exemples si haut mentionnés et les 

études démontrant qu’une prolifération estrogène dépendante est observée dans les cellules 

ER�-négatives/ER�-positives (513), il serait faux de dire que ER� ne favorise pas la 

prolifération. Selon mon interprétation, ER� possède clairement un pouvoir prolifératif 

beaucoup plus faible que ER� et conséquemment, plus la présence de ER� sera abondante, 

plus la prolifération estrogène-dépendante sera soutenue.  

En résumé, tous les résultats/observations mentionnés dans les deux sections 

précédentes illustrent bien que les ERs exercent des fonctions similaires et distinctes et que 

l’action des ERs sur le développement, le fonctionnement et la prolifération est fortement 

influencée par l’environnement cellulaire dans lequel ils se trouvent, laissant sous-entendre 
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la complexité de leur régulation, d’où l’importance de bien comprendre les mécanismes 

impliqués.  

6.2 – Variants d’épissage des ERs  

On retrouve plus d’une dizaine de variants d’épissage pour chaque isoforme des 

ERs (514). Ils peuvent être le résultat d’une version tronquée de ERs (figure 20), d’une 

duplication d’exons, etc. Ils sont répertoriés en fonction du type d’épissage dont ils 

proviennent (515). Ils sont exprimés dans une variété de tissus et lorsque coexprimés en 

présence des ERs de type sauvage, ils peuvent influencer positivement ou négativement 

leur transcription. Originalement découvert en 1990, nous savons encore peu de chose 

concernant leurs rôles physiologiques et pathologiques. Par contre, un nombre croissant 

d’évidences démontrent que certains variants d’épissage jouent un rôle physiologique 

important au niveau du cerveau, du sein, des organes reproducteurs masculins et féminins, 

du système respiratoire, gastrique et immunitaire (514). Puisqu’ils sont souvent exprimés 

et/ou coexprimés avec les ERs de type sauvage dans les cancers, l’évaluation de leur niveau 

d’expression lors du diagnostique est hautement envisagée. 

6.2.1 – Isoformes de ER�� 

Parmi les versions tronquées de ER� (66KDa), on retrouve les isoformes hER�-36 

(36KDa) et hER�-46 (46KDa) (516,517). D’abord découvert dans les cellules de cancer du 

sein (MCF-7), l’isoforme hER�-36 ne possède aucun domaine d’activation mais conserve 

son DBD, sa région charnière, son LBD et des sites qui peuvent être myristoylés, suggérant 

qu’il pourrait s’ancrer à la membrane. Les études démontrent qu’il est, en effet, 

préférentiellement associé à la membrane plasmique où il favorise la prolifération cellulaire 

des cancers mammaires en permettant l’activation non-génomique des MAPKs en réponse 

à l’estrogène (518,519). Des hauts niveaux d’expression de hER�-36 sont associés à une 

réponse défavorable des patientes aux traitements anti-estrogéniques (520). hER�-36 a 
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également été détecté dans des cellules du colon et semble jouer un rôle dans la progression 

et le développement des cancers colorectaux (521). 

 

Figure 20 : Variants d'épissage des ERs 
Représentation schématique de quelques variants d’épissage des ERs. 

 

À l’inverse de hER�-36, l’isoforme hER�-46 semble être en mesure d’exercer une 

action antiproliférative. Ce récepteur ne possède pas de domaine AF-1 et les études 

démontrent qu’il est en mesure d’antagoniser l’effet prolifératif de ER� dans les 

ostéoblastes (522) et dans les cellules de cancer du sein (517, 523). Une diminution de son 

expression est observée dans les cellules cancéreuses mammaires résistantes aux 

traitements anti-estrogéniques et sa surexpression exogène dans ces cellules est favorable à 
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l’action des traitements (524). Sa présence a également été observée dans les macrophages 

(525), les cellules du colon (521) et les cellules endothéliales (526).  

6.2.2 – Isoformes de ER�� 

Jusqu’à présent, il existe cinq versions protéiques tronquées de ER� chez l’humain. 

ER�1 (ER�� est le récepteur de type sauvage encodé par les exons 1 à 8. Les quatre autres 

variants protéiques sont issus d’épissages alternatifs du dernier exon dont la résultante est le 

raccourcissement de leur LBD et l’absence d’un domaine AF-2 fonctionnel. ER� est donc 

le seul isoforme à pouvoir interagir avec un ligand et conséquemment le seul à pouvoir 

induire une réponse ligand-dépendante. ER�2 (ER�cx), ER�4 et ER�5 ne peuvent former 

d’homodimères, mais ils peuvent s’hétérodimèriser avec ER� et ER� (527). En 

hétérodimère avec ER�2, 4 ou 5, l’activité transcriptionnelle de ER� est augmentée alors 

que celle de ER� est atténuée (528-531). Plus précisément, ER�2 forme préférentiellement 

un hétérodimère avec ER� plutôt que ER� et il est considéré comme un inhibiteur potentiel 

de l’action proliférative de ER� puisqu’il affecte négativement l’interaction de ER� avec la 

chromatine. Une étude suggère qu’une partie de cette inhibition serait due à l’induction de 

la dégradation de l’hétérodimère ER�2/ER� par le protéasome (531). Le niveau 

d’expression de ER�2 et ER�5 a été évalué dans les cancers mammaires et malgré que leur 

rôle soit encore imprécis, leur présence semblerait favorable à la réponse aux traitements 

anti-estrogéniques dans les tumeurs ER�-positives (532), mais serait propice au 

développement d’une résistance dans les tumeurs ER�-négatives (533). Quant à ER�3, son 

expression semble se limiter aux testicules et aucune étude fonctionnelle à son sujet n’a été 

réalisée (534).   

6.3 – Cibler thérapeutiquement l’action des ERs  

La première ligne d’action pour traiter les cancers ER-positifs est de bloquer 

l’action des ERs par l’administration d’adjuvents qui viennent antagoniser la liaison de 
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l’estrogène sur le récepteur. Par exemple, le tamoxifène (SERM) et le fulvestrant (SERD) 

sont couramment utilisés mais malheureusement plusieurs patientes développent une 

résistance (535). Comme on connaît de mieux en mieux le fonctionnement de chaque ER et 

les mécanismes impliqués dans le développement de telle résistance, de nouvelles stratégies 

d’actions sont proposées et/ou développées par la communauté scientifique. Parmi celles-ci, 

les chercheurs misent sur le développement et l’utilisation de composés: 1- inhibant 

l’interaction des ERs avec leurs cofacteurs (536,537) ou l’ADN (538,539), 2- ciblant 

spécifiquement l’action de ER� (183,540-542), 3- altérant les voies de signalisation 

impliquées dans l’activation ligand-indépendante des ERs (234,543-545) modulateur des 

récepteurs de chimiokine), 4- inhibant  la production d’estrogène (546). Également, étant 

donné l’abondance des tissus et organes exprimant les récepteurs des estrogènes, ce  n’est 

pas surprenant que l’estrogène et la dérégulation de la signalisation des ERs soient 

impliquées dans le développement ou la progression de plusieurs autres pathologies que le 

cancer, incluant l’ostéoporose, certaines maladies neurodégénératives et cardiovasculaires 

(parkinson, alzheimer, la sclérose en plaque, athérosclérose, etc.), le diabète, le lupus, 

l’endométriose et l’obésité (138,139). Ici encore, puisque les études démontrent de plus en 

plus les rôles distincts des ERs dans ces pathologies (547), les chercheurs misent sur 

l’utilisation des ligands sélectifs des ERs afin de les traiter (540,548). 

6.3.1 – Modulateur sélectif des ERs (SERM) 

Le tamoxifène, le raloxifène et le toremifène sont des composés estrogéniques 

présentement utilisés en clinique. Pouvant agir comme agoniste ou antagoniste (agonistes 

partiels), on les connait sous le nom de SERM (selective estrogen receptor modulator) 

(177). Les SERMs compétitionnent avec la liaison de l’estrogène au niveau du LBD de 

ER� et ER�. L’action antagoniste des SERMs provient du fait que bien qu’ils engendrent 

la dimérisation et la translocation des ERs dans le noyau, leur présence va réorienter 

l’hélice H12 de l’AF-2 de manière à favoriser le récrutement des corépresseurs 

transcriptionnels (42,46,47 ,549). Le niveau d’expression des corépresseurs dans la cellule 
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aura une répercussion directe sur la sensibilité des ERs à l’action antagoniste des SERMs 

(550,551). Permettant le recrutement de coactivateurs au niveau de l’AF-1, l’action 

agoniste des SERMs est directement dépendante de l’AF-1 des ERs et du niveau 

d’expression des coactivateurs dans la cellule (552,553). Par exemple, en raison de leur AF-

1 différent, le tamoxifène peut agir comme agoniste pour ER� sur un ERE, mais agira sur 

ER� exclusivement en tant qu’antagoniste (182). Dans les cellules de l’endomètre où SRC-

1 est hautement exprimé, le tamoxifène agit comme agoniste alors que dans les tissus 

mammaires, où le niveau d’expression de SRC-1 est beaucoup plus faible, il agit comme 

antagoniste (554). L’action agoniste du tamoxifène dans ce tissu augmente de 2 à 5 fois le 

risque des patientes de développer un cancer de l’endomètre ainsi qu’une maladie 

thromboembolique (555). 

De plus, toujours par un mécanisme AF-1 dépendant qui permet le recrutement de 

coactivateurs, le tamoxifène agit comme agoniste sur la transcription non-classique de 

gènes AP-1 et Sp-1 par ER� et ER�, et ce, dans plusieurs types cellulaires (58,63). 

L’activation soutenue de cette voie d’action non-classique de ERs pourrait être néfaste pour 

le traitement des cancers du sein, puisqu’une association positive entre la résistance au 

tamoxifène et l’augmentation de l’activité transcriptionnelle de NF-�B et AP-1 a été 

démontrée (556-558). Par contre, des niveaux d’expression élevés de ER� ne sont pas 

associés à la prolifération induite par le tamoxifène observée dans les tumeurs résistantes et 

comme ER� est en mesure d’antagoniser l’action agoniste du tamoxifène de ER� sur un 

ERE, le ratio ER�/ER� élevé est plus favorable.  

Parmi la liste des SERMs, on retrouve également des composés présents dans notre 

environnement quotidien, tel que le bisphénol A et la génistéine. Le Bisphénol A, un 

composant majeur du plastique, est continuellement relargué dans notre environnement et 

on le retrouve dans l’eau, l’air, nos aliments etc. En liant les récepteurs des estrogènes, il 

mime tous les effets des estrogènes et contribue au développement de cancers du sein 
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(559,560). Il favorise également la prolifération des cellules ER-négatives via sa liaison au 

GPER (561).  

À l’inverse, la génistéine, l’une des principales flavonoïdes du soja, semble avoir un 

effet protecteur puisque les femmes ayant une diète riche en soya sont moins à risque de 

développer un cancer du sein (562,563). Ce composé estrogénique agit majoritairement 

comme agoniste pour les deux isoformes. Par contre, ayant une affinité plus grande pour 

ER�, il mime son action et inhibe la prolifération cellulaire des cancers du sein en 

diminuant l’expression et/ou l’activité de protéines pro-oncogénique tel que cyclin D1, Akt, 

ErbB2 et en augmentant l’expression de gène suppresseur de tumeur PTEN  (564-566). De 

plus, une étude démontre que la génistéine permet de rendre les cellules plus sensibles à 

l’action du tamoxifène, et ce principalement en favorisant l’expression de ER� amplifiant 

ainsi le pouvoir antagoniste du tamoxifène (567).   

6.3.2 – Régulateur négatif sélectif des ERs (SERD) 

Tout comme l’estrogène et les SERMs, les SERDs (selectif estrogen receptor down-

regulators), tels que le fulvestrant, se lient au LBD des ERs mais agissent comme 

antagonistes purs en inhibant la dimérisation et l’interaction des récepteurs avec l’ADN 

(568). L’action antagoniste du fulvestrant provient également du fait qu’il module la 

localisation cellulaire des ERs et induit la dégradation de ER�, mais non de ER�, par le 

protéasome (569,570). Par son pouvoir exclusivement antagoniste, le fluvestrant (Faslodex 

ou ICI 182780) est utilisé pour traiter les cancers du sein qui ont démontré une résistance 

face aux autres traitements (571). Par contre le fulvestrant, tout comme le tamoxifène, agit 

comme agoniste sur le récepteur des estrogènes couplé aux protéines-G (GPER ou GPR30) 

mais la conséquence de cette activation sur la prolifération des cancers du sein est encore 

méconnue (92,572).  
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6.3.3 – Agonistes sélectifs spécifiques pour ER�� et ER� 

  Il existe plusieurs agonistes sélectifs pour chaque isoforme, mais considérant les 

études qui démontrent que la prolifération induite par ER� contribue à la formation de 

tumeurs et que ER� semble en mesure de contrecarrer cette prolifération ER�-dépendante, 

la communauté scientifique mise beaucoup sur le développement d’agoniste spécifique 

pour ER�  (183,541,542). Tout comme l’estrogène, ces agonistes sélectifs induisent des 

changements conformationnels qui vont directement influencer leur interaction avec l’ADN 

et le recrutement des cofacteurs transcriptionnels  (45,150,573).  

Le propylpyrazoletriol (PPT) est l’agoniste sélectif de ER� le plus utilisé et étudié. 

Ayant une affinité près de 400 fois supérieure pour ER� que ER�, il mime presque 

parfaitement le patron d’expression génique de ER� induit par l’estrogène et n’induit pas 

l’activation de ER� (150).  

Les agonistes sélectifs de ER� se séparent en trois grandes catégories : 1- Liant 

préférentiellement ER�, 2- Liant spécifiquement ER� et 3- Liant ayant une affinité 

similaire pour ER� et ER��mais n’induisant que l’activation de ER�. Dans le premier 

groupe, on retrouve le premier agoniste de ER� à avoir été synthétisé et étudié, soit le 

diarylpropionitrile (DPN). Ce composé a une affinité 70 fois plus grande pour ER� que 

pour ER� et bien qu’il active près de 170 fois plus fortement ER� que ER�, il induit tout 

de même un patron d’expression génique similaire à l’estrogène dans les cellules ER�-

positives/ER�-négatives (45).  

Le composé modèle du deuxième groupe est le composé synthétique ER�-041 

(Malamas 2004 (mel)). ER�-041 a une affinité de 225 fois supérieure pour ER� que ER� et 

il n’induit pas la prolifération des cellules des glandes mammaires et de l’utérus chez les 

rats (574), et diminue les lésions d’endométrioses (575). De plus, son patron d’expression 

génique est hautement similaire à celui de ER�
�et non ER�, en présence d’estrogène, 

démontrant sa haute sélectivité pour ER� (45).  
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Découvert en 2007, des composés phytoestrogéniques ont été ajoutés à la liste des 

agonistes sélectifs de ER�
�soit MF101 et la liquiritigenin (LIQ), et ils représentent bien la 

troisième catégorie. MF101 (Menerba) est un extrait dérivé de 22 plantes traditionnellement 

utilisées en médecine chinoise (576) et LIQ a été isolé à partir d’une des plantes constituant 

MF101 (577). MF101 et LIQ lient de façon équivalente ER� et ER� mais ne régulent pas 

la transcription en présence de ER� et ne stimulent pas la croissance utérine ni la formation 

de tumeur chez les modèles de souris (576,577). Des études réalisées sur l’humain 

démontrent que MF101 réduit les bouffés de chaleur chez les femmes péri et post-

ménopausées (578,579). Plus sécuritaire que l’estrogène, son utilisation pourrait bientôt 

remplacer l’estrogène dans les traitements d’hormonothérapie.  

Combinés, ces résultats démontrent que le développement d’agonistes sélectifs de 

ER�
 et plus particulièrement des agonistes des deux derniers groupes, représente un avenir 

prometteur et plus sécuritaire pour le traitement de plusieurs conditions 

physiopathologiques estrogène-dépendantes. De plus, l’utilisation de tels composés pourrait 

s’avérer très utile pour l’étude plus approfondie des rôles moléculaires spécifiques à ER�. 

Par contre, il faudra faire attention à l’interprétation car, malgré un patron d’expression 

génique hautement similaire à celui engendré par l’estrogène, on remarque que ER�-041, 

MF101, LIQ et DPN induisent différemment l’enrichissement de certains gènes impliqués 

dans divers processus biologiques importants et que ce patron diffère d’un type cellulaire à 

l’autre (45).  

 

6.3.4 – Cibler l’action des ERs autrement que par un ligand 

6.3.4.1 – Composés interférant avec la liaison à l’ADN ou les cofacteurs  

Récemment les composés DIBA (disulfide benzamide) et TPBM (theophylline, 8-

[(benzyltiol)methyl]) ont été identifiés comme pouvant inhiber l’interaction de ER� avec 
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l’ADN  (539,580). DIBA interagit spécifiquement avec le motif en doigt de zinc du DBD et 

sa présence dans des cellules de cancers du sein résistantes au tamoxifène permet de rétablir 

l’action de l’antiestrogène suggérant qu’il pourrait être utilisé en combinaison avec le 

tamoxifène (538). Le TPBM inhibe la transcription de ER� dans les cellules de cancers du 

sein et la croissance estrogénique ER�-dépendante dans les cellules cancéreuses ovariennes 

suggérant qu’il pourrait potentiellement être utilisé comme agent thérapeutique (539).  

Également, des inhibiteurs de l’interaction entre ERs et ses cofacteurs ont été 

développés. Bien que leur impact biologique dans les cancers n’ait pas été encore évalué, 

les CBIs (coactivator binding inhibitors) semblent avoir un fort potentiel thérapeutique. Ils 

interfèrent avec la liaison des SRC-1 (581) et SRC-3 (536) sur ER� et une autre étude 

démontre que la majorité des CBIs pyrimidine démontrent une sélectivité plus grande pour 

ER� que ER��(537). 

6.3.4.2 – Inhibiteurs de l’aromatase (AIs)  

Le fait que l’incidence des cancers du sein chez les femmes post-ménopausées, donc 

n’ayant plus d’ovaires fonctionnels, soit plus élévée a longtemps été un questionnement. 

Nous savons maintenant que la production d’estrogène chez ces femmes est de 10 à 50 fois 

plus élevé dans les tissus mammaires que dans le sang et que la concentration d’estrogène 

dans les tissus cancéreux est encore plus élevée que dans un tissu sain (582). Ce phénomène 

démontre bien que l’estrogène peut être produit de novo dans les différents organes par la 

présence de l’aromatase, enzyme permettant la biosynthèse d’estrogène à partir des 

androgènes, et ainsi favoriser le développement de tumeurs (4). Ces observations ont mené 

à l’utilisation d’inhibiteur de l’aromatase (AI), tel que l’anastrozole, le letrozole et 

l’exemestane, pour atténuer la synthèse d’estrogène et ainsi traiter certains types de tumeurs 

estrogènes dépendantes (491,546). Des études cliniques faites sur des cohortes de femmes 

post-ménopausées démontrent que les AIs, utilisés seuls ou séquentiellement avec le 

tamoxifène, sont plus efficaces que le tamoxifène pour prévenir la récurrence des cancers 

(583,584). Ils sont également utilisés pour traiter les cancers du sein métastatiques (585). 
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Par contre, comme pour les autres traitements, les patientes peuvent développer une 

résistance mais une étude récente faite chez la souris démontre que cette résistance peut être 

palliée par l’utilisation de l’agoniste de ER�, le DPN, dont la présence, seulement en 

combinaison avec l’AI, inhibe la croissance cellulaire en provoquant l’arrêt du cycle 

cellulaire.    

6.3.4.3 – Inhibiteurs de la transduction des signaux  

Comme mentionné tout au long de cette thèse, l’activité des ERs est fortement 

régulée par la signalisation intracellulaire et certaines voies sont impliquées dans le 

développement de résistance. On peut alors s’attendre à ce que l’utilisation d’inhibiteurs 

des voies de signalisation impliquées dans la régulation des ERs aura un impact favorable 

en atténuant la prolifération des cancers hormonaux-résistants et/ou en prolongeant le délai 

avant l’apparition d’une résistance. Par exemple, l’utilisation du gefitinib (anti-EGFR), du 

trastuzumab ou du pertuzumab (tous deux anti-ErbB2) en combinaison avec le tamoxifène 

ou le fulvestrant lors de traitement de chimiothérapie permet d’amplifier l’effet 

antiprolifératif des antiestrogènes et favoriser l’apoptose (543,544). Quoique encore au 

stade expérimental, l’utilisation d’inhibiteurs de la farnesyltransferase (FTI), enzyme clé de 

la régulation des protéines Ras, inhibe la croissance in vitro de plusieurs tumeurs, incluant 

les cancers du sein, en induisant l’apoptose et son utilisation bonifie l’action du tamoxifène 

et des AIs (586). L’utilisation d’inhibiteurs de la voie CXCL12(SDF-1)/CXCR4/CXCR7 

tel que les bicyclams (analogues du SDF-1), CTCE-9908 ou TN14003, semble prometteuse 

puisque les études précliniques in vitro ou in vivo sur les souris démontrent qu’ils 

favorisent l’inihibiton des tumeurs primaires et ont des effets anti-métastatiques (234). 

Également, l’inhibition des voies de signalisation en ciblant les protéines plus en aval dans 

ces voies, tels que les MAPKs, Akt et les tyrosines kinases, est envisagée et/ou 

présentement en étude clinique (18,587,588).  

L’activité des ERs est également hautement régulée par la voie ubiquitine-

protéasome et la sumoylation. Telle que décrite dans les sections précédentes, une 
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dérégulation de ces voies favorise la progression et le développement de tumeurs, incluant 

les cancers ER-dépendants (voir section 5.2 et 5.3). Plusieurs approches pour altérer les 

fonctions d’Ubc9 sont présentement expérimentées (89,474) et le bortezomib, un inhibiteur 

du protéasome utilisé en clinique pour traiter différents types de cancers (329), lorsque 

combiné avec le fulvestrant accentue l’effet anti-prolifératif de l’antiestrogène (589).  

Finalement, tous ces composés et/ou stratégies d’actions dévoloppés afin de traiter 

adéquatement les cancers ER-dépendants ont pu l’être grâce à notre meilleure 

compréhension de l’impact de la signalisation sur la régulation de ERs et sur le 

développement de résistance, démontrant l’importance de telles études. Par contre, même si 

nous sommes mieux équipés qu’il y a quelques années, il reste beaucoup à découvrir !  
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7 – Hypothèse et objectifs  

ER� et ER� sont d’importants régulateurs du développement et de la croissance de 

divers tissus/organes et une régulation aberrante de leur activité est associée à l’initiation et 

la progression de cancers. De plus, malgré une certaine similitude fonctionnelle, les ERs 

sont en mesure d’exercer des fonctions distinctes et ces différences fonctionnelles se 

reflètent dans plusieurs conditions physiologiques et pathologiques notamment dans les 

cancers gynécologiques où des évidences récentes associent un potentiel anti-

tumorigénique à ER�, contrairement au pouvoir pro-prolifératif connu de ER�. Leur 

activité, ligand-dépendante et indépendante, est hautement régulée par les modifications 

post-traductionnelles et un débalancement de certaines voies de signalisation ont été 

associées à la progression de tumeurs ER-positives et/ou au développement d’une 

résistance face à différentes thérapies endocrines. De par leurs différences structurelles, les 

ERs sont différemment régulés par les MPTs et ces modifications semblent être les 

principaux instigateurs des différences physiopathologiques observées entre les ERs. Par 

contre, contrairement à ER�, nos connaissances de l’impact des MPTs sur la régulation de 

ER��sont encore très limitées et les recherches faites tout au long de mes études de doctorat 

ont été réalisées en fonction d’augmenter notre compréhension sur ce sujet. 

L’activité des ERs est hautement régulée par la voie ubiquitine-protéasome. En plus 

de permettre de contrôler leurs réponses physiologiques en limitant leur niveau 

d’expression, la dégradation est essentielle à une réponse maximale des ERs en réponse au 

ligand. Par le 1er article nous avons étudié le rôle encore inconnu de la voie ubiquitine-

protéasome sur la régulation des ERs en absence de ligand en :  

a) Évaluant l’impact de l’inhibition de la dégradation sur l’activité de ER� en 

comparaison à ER�.  

b) Déterminant la région des récepteurs impliquée dans cette différence. 

c) Définissant les signaux et les mécanismes en jeu. 
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d) Évaluant le rôle de ces événements sur la stabilité, le comportement/localisation et 

l’activité de ER�.  

Également, la sumoylation, une modification dont la cascade enzymatique est hautement 

similaire à l’ubiquitination mais dont les conséquences divergent, a récemment été 

reconnue comme ayant un impact majeur de l’activité de plusieurs récepteurs nucléaires, 

incluant ER�. Le but de mon 2ième article était d’étudier le rôle encore inexploré de la 

sumoylation sur la régulation de ER� en :  

a) Évaluant l’impact de SUMO-1 sur l’activité et la stabilité du récepteur. 

b) Localisant la région du récepteur impliquée dans cette régulation. 

c) Identifiant le site de sumoylation.  

d) Définissant les mécanismes et signaux moléculaires en jeu afin d’édifier au mieux 

l’ordre et la cascade des événements.   

e) Évaluant l’impact de cette modification sur la régulation des gènes cibles de ER� 

dans les cellules cancéreuses mammaires.   
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Chapitre 2 : Résultats 

1 – 1ère publication   
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1.1 - Mise en contexte  

La voie ubiquitine-protéasome est un processus essentiel pour l’activité hormono-

dépendante et indépendante des récepteurs nucléaires. En plus de permettre de contrôler les 

réponses physiologiques des récepteurs en limitant leur niveau d’expression, le recyclage 

protéique par le protéasome permet leur réponse transcriptionnelle optimale. Contrairement 

à ER�, l’impact de cette voie sur la régulation de ER� est très peu caractérisé. Outre le fait 

que l’activation estrogénique maximale de ER�, tout comme ER�, est dépendante de 

l’action du protéasome et que l’E3-ligase CHIP permet de limiter la réponse estrogénique 

en provoquant l’arrêt de la transcription par l’ubiquitination et la dégradation du récepteur 

(161), nous n’avions aucune idée de l’impact de cette voie sur l’activité ligand-

indépendante de ER�. La publication qui suit a été réalisée de façon a étudier cet effet 

encore inconnu. Nous avons découvert qu’en absence de ligand, l’inhibition du protéasome 

provoquait une réponse différente entre ER� et ER� qui s’expliquait en partie par la 

phosphorylation des sérines 94 et 106 situées dans le domaine AF-1 de ER�. Leur 

phosphorylation par les kinases Erk favorise le recrutement de l’E3-ligase E6-AP et 

l’ubiquitination du récepteur ciblant alors ce dernier dans la matrice nucléaire, un complexe 

transcriptionnellement inactif, en vue d’être dégradé. L’inhibition de la dégradation 

emprisonne ER� dans la matrice empêchant alors son interaction avec l’ADN et l’induction 

de la transcription, expliquant ainsi l’absence d’activation, contrairement à ER�
 observée 

lors de l’inhibition du protéasome. De plus, en combinaison avec les résultats du Dr. André 

Tremblay qui démontrent que la phosphorylation des sérines 106 et 124 par les Erks permet 

l’activation ligand-indépendante de ER�
 nos résultat nous ont permis de proposer un 

modèle cyclique d’activation-dégradation de ER� en réponse aux Erks où ces trois sérines 

y jouent un rôle central.  
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Abstract 
 

The ubiquitin-proteasome pathway has been recognized as an important regulator in 

the hormonal response by estrogen receptor ERα, but its impact on ERβ function is poorly 

characterized. In the current study, we investigated the role of the ubiquitin-proteasome 

pathway in regulating ERβ activity and identified regulatory sites within the activation 

function AF-1 domain that modulate ERβ ubiquitination and nuclear dynamics in a 

hormone-independent manner. Whereas both ERα and ERβ were dependent on proteasome 

function for their maximal response to estrogen, they were regulated differently by 

proteasome inhibition in the absence of hormone, an effect shown to be dependent on their 

respective AF-1 domain. Given the role of AF-1 phosphorylation to regulate ERα and ERβ 

activity, we found that sequential substitutions of specific serine residues contained in 

MAPK consensus sites conferred transcriptional activation of ERβ in a proteasome-

dependent manner through reduced ubiquitination and enhanced accumulation of mutant 

receptors. Specifically, serines 94 and 106 within ERβ AF-1 domain were found to 

modulate sub-nuclear mobility of the receptor to transit between inactive clusters and a 

more mobile state in a proteasome-dependent manner. In addition, cellular levels of ERβ 

were regulated through these sites by facilitating the recruitment of the ubiquitin ligase E6-

associated protein in a phosphorylation-dependent manner. These findings suggest a role 

for ERβ AF-1 in contributing to the activation-degradation cycling of the receptor through a 

functional clustering of phosphorylated serine residues that cooperate in generating signals 

to the ubiquitin-proteasome pathway.  
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Introduction 
 

Estrogen plays a central role in reproductive physiology but also in pathological 

events such as breast and endometrium cancers. Regulation of target gene expression by 

estrogen is mediated upon its interaction with the estrogen receptors ERα and ERβ, which 

belong to the nuclear hormone receptor family of ligand-activated transcription factors. 

Although ERα shares similarities in terms of structure and response to hormone with ERβ, 

it is considered a strong predictive factor for endocrine therapy of reproductive cancers 

(1,2), whereas ERβ was shown to display anti-tumorigenic properties (3–5). 

The current model for transcriptional activation of estrogen responsive genes by 

ERs involves a conformational change upon ligand binding that favors interaction with 

their cognate estrogen response element (ERE) and combinatorial recruitment of 

transcriptional cofactor complexes that mediate chromatin reorganization and essential 

interactions with the basal transcription machinery (6,7). Increasing evidence indicates that 

upon activation of ERα by estrogen, the recruitment of cofactors involved in chromatin 

remodeling, post-translational modifications and transcriptional activity among others, 

occurs in an ordered fashion, thereby integrating the response elicitated by estrogen upon 

inducible promoters (8–11). Such concerted recruitment between cofactors is predicted to 

limit transactivation by ERα in response to changes in hormone levels. 

Recent studies have integrated the ERα-mediated response to estrogen with 

proteasome-directed degradation of the receptor, thus supporting a mean by which target 

cells can sustain or limit a hormonal response through a continuous receptor turnover. ERα 

has been shown to be degraded through the 26S proteasome pathway in a ligand-dependent 

manner (12,13). Blocking proteasome activity with inhibitors such as MG132 impaired the 

ability of ERα to mediate a hormone-dependent transcriptional response and contributed to 

immobilize ERα in an inactive state in the nucleus (14,15). Interestingly, components of the 

ubiquitin-proteasome system, such as the 19S proteasome regulatory subunit Trip1/SUG1 

(16,17) and the E3 ubiquitin ligases MDM2 (18) and E6-AP (19), have been shown to 
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enhance the transcriptional activity of several nuclear receptors including ERα. Moreover, 

these components were shown to cyclically reside with ERα on the pS2 responsive 

promoter in both a ligand-dependent and -independent manner, an effect abolished by 

MG132 resulting in the inhibition of pS2 gene transcription (10,11). These findings thus 

suggest that the proteasome-mediated degradation process is closely related to ERα 

transcriptional competence. 

Ubiquination of ERα has been demonstrated to vary upon the presence of hormone 

or antiestrogens, and the extent of ubiquitination was shown to correlate with receptor 

degradation, suggesting that ligand-dependent conformational changes can modulate ERα 

ubiquitination (13,20). Interestingly, unliganded ERα was also demonstrated to be 

ubiquitinated (10,13), therefore providing evidence that mechanisms other than ligand 

binding may dictate ubiquitination. As such, other signaling events have also been 

proposed to regulate ERα and ERβ activity. Studies have reported that the ability of 

epidermal growth factor EGF to activate ERα involved a MAPK-mediated phosphorylation 

of serine-118 within ERα AF-1 domain (21,22). Such activation of ERα by phosphorylation 

was proposed to involve coactivator recruitment at the AF-1 domain of ERα (23). 

Similarly, we demonstrated that ERβ activity is also modulated by growth factor signaling 

through MAPK-directed phosphorylation of AF-1 (24). Such activation was found to 

involve a favored recruitment of coactivators SRC-1 and CBP upon phosphorylation of 

ERβ AF-1 serines 106 and 124 (25,26). However, the role of AF-1 in mediating ERβ 

response to non-hormonal stimuli remains poorly defined and although both ERα and ERβ 

are regulated by growth factors, differences in terms of respective cofactor recruitment and 

AF-1 activity have been observed (27,28). 

In the present study, we investigated the function of the ubiquitin-proteasome 

pathway in modulating the AF-1 dependent transcriptional response of ERβ. We identified 

specific MAPK sites within ERβ AF-1 domain that regulate ERβ activity in a proteasome-

dependent manner by modulating receptor ubiquitination, sub-nuclear mobility, and 
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recruitment of E6-AP ubiquitin ligase. Our results demonstrate a role for the AF-1 domain 

to regulate the activation-degradation process of ERβ, thereby integrating its response to 

changes in kinase-activated pathways. 

Results 
 
ERα and ERβ-mediated transcription are dependent upon proteasome function 
 

In order to assess the role of the proteasome pathway of degradation on ERα and 

ERβ transcriptional function, we first tested the effects of proteasome inhibition on the 

hormonal response of both receptors in human embryonic kidney 293 cells transfected with 

either ERα or ERβ and the estrogen-responsive luciferase reporter EREbLuc construct. As 

also reported (14), ERα mediated transcriptional activation in the presence of estrogen was 

nearly abolished by MG132, an inhibitor of the 26S proteasome (Fig. 1A). The hormonal 

response of ERα was also decreased using clasto-lactacystin, an irreversible proteasome 

inhibitor. Under the same conditions, we also observed that ERβ was subjected to a similar 

dependence on the proteasome pathway in its response to estrogen (Fig. 1A). These results 

indicate that maximal activation of ERα and ERβ by estrogen requires proteasome function. 

In order to test whether the activity of ERα and ERβ in absence of hormone was 

also dependent upon proteasome function, 293 cells were treated with increasing doses of 

MG132 in absence of estrogen and ER-driven luciferase activity was measured. We found 

that whereas basal ERα-mediated transcription was enhanced by MG132, similar doses of 

inhibitor had no significant effect on ERβ-dependent activity (Fig. 1B). To ensure that this 

difference in response of ERα and ERβ to MG132 is not related to variations in their 

cellular content, both ERα and ERβ are shown to accumulate in cells treated with MG132 

compared to untreated cells, consistent with the inhibition of their degradation (Fig. 1C). 

The AF-1 domain affects differently ERα and ERβ activity during proteasome 
inhibition 
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Given the apparent difference in the requirement of the proteasome function 

involved in ligand-independent activity of ERα and ERβ, we determined the relative 

contribution of each receptor AF-1 domain on ER activity in response to proteasome 

inhibition. Truncated forms of ERα and ERβ were transfected and tested for their activity in 

absence of hormone. We observed that for ERα, removal of the N-terminal AB domain 

(CDEFα construct in Fig. 2A) did not greatly alter ERα response to proteasome inhibition, 

whereas removal of the AB region of ERβ (CDEFβ construct) resulted in a marked 

activation in the presence of MG132. These results suggest that each respective AF-1 

domain may regulate differently the activity of ERα and ERβ in a proteasome-dependent 

manner. In support of such different role, cells expressing ABCα construct showed a 

stronger activation in response to proteasome inhibition compared to cells expressing 

ABCβ (Fig. 2A). This apparent diverse contribution of each AF-1 was also transposable, as 

demonstrated with the use of chimeric forms of ER in which the AB region for each 

receptor was fused to the CDEF portion of the other, thus creating an ERαβ and ERβα 

fusion chimeras. As such, the addition of the ABα region to CDEFβ did not significantly 

modify the activation levels observed for CDEFβ with MG132 or clasto-lactacystin 

(compare ERαβ with CDEFβ in Fig. 2A), whereas fusion of ABβ to CDEFα decreased the 

activation of CDEFα by both inhibitors, resulting in an activation profile more closely 

related to ERβ than to ERα. These results demonstrate a role for the AF-1 domain in 

regulating ERβ transcriptional activity which is dependent upon proteasome function, and 

further suggest that regulatory signals are contained within this region to mediate receptor 

turnover and activity. Consistent with these observations, the N-terminal ABCβ construct 

was shown to strongly accumulate when expressed in cells treated with MG132 compared 

to untreated cells as determined by Western analysis, suggesting that this region itself is 

subjected to proteasome-dependent degradation (Fig. 2B). Under similar conditions, ABCα 

also accumulated but to a lesser extent than ABCβ, whereas CDEFβ and CDEFα levels 

remained respectively unaffected or slightly increased upon MG132 treatment. 
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Contribution of MAPK consensus sites in proteasome-regulated transcription by ERβ. 

Our earlier studies have determined that phosphorylation of AF-1 in response to 

MAPK activation resulted in ERβ transcriptional activation (24,25). More specifically, 

phosphorylation at positions 106 and 124 in mouse ERβ contributed in a favored 

recruitment of coactivators SRC-1 and CBP and subsequent ligand-independent activation 

(25,26). Besides serines 106 and 124, other serine residues are also contained within 

consensus MAPK phosphorylation sites in ERβ AF-1 domain and may thus also function as 

putative functional targets of MAPK-associated signaling pathways. We tested the 

contribution of several of these MAPK sites in the proteasome-dependent regulation of 

ERβ activity, using serine to alanine mutants. As shown in Fig. 3A, single replacement of 

Ser-94, -106, or -124 conferred transcriptional activation of ERβ in the presence of MG132, 

while the Ser-69 substitution had no effect. Higher levels of activation were observed with 

the Ser-106 variant, reaching a near 4-fold increase. Interestingly, when Ser-94 was also 

substituted, thus creating a S94,106A double mutant, the increase in activity by proteasome 

inhibition was even stronger with a 7-fold increase compared to each respective single 

mutant. Other multiple variants containing the S106A mutation, such as the S106,124A and 

S94,106,124A variants, were also induced, although to a lesser extent than the S94,106A 

mutant, in response to proteasome inhibition (Fig. 3A). To ensure whether the apparent 

deregulation to proteasome inhibition in ERβ activity upon serine modifications resulted 

from the AF-1 domain itself, as suggested from the results presented in Fig. 2A, we 

performed luciferase assay with corresponding serine mutants in which the DEF region of 

ERβ was removed. A comparable activation profile of the ABC constructs carrying 

successive substitutions of Ser-94, -106 and -124, was obtained (Fig. 3B). In addition, 

removal of the DEF region conferred an even greater transcriptional potential to the 

S94,106A mutant in response to proteasome inhibition, reaching a 14-fold increase, 

compared to its corresponding full-length version (Figs. 3A and B). A role for the AF-2 

function in regulating transcription in a manner dependent on proteasome activity has 

already been described for ERα (13,14), and our results support a similar role for ERβ as 
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well. However, coordinate removal of specific serine residues within ERβ AF-1 domain 

confers transcriptional activation when proteasome function is disrupted, raising the 

possibility that AF-1 regulatory sites participate in ERβ degradation by the proteasome.To 

test how the AF-1 serine substitutions may affect the steady-state levels of ERβ, we 

performed Western analysis on cells expressing wild-type and mutated ERβ in response to 

proteasome inhibition. Whereas wild-type ERβ levels were markedly increased in cells 

treated with MG132, the ERβ variants carrying the Ser-94 and/or Ser-106 substitutions, in 

the context of full-lenght or DEF-truncated receptor, were less prone to accumulate (Fig.3C 

and D). Therefore, the changes in cellular levels of the S94,106A and S94,106,124A 

mutants did not account for the increase in their transcriptionnal activity following 

inhibition of proteasome function, but rather indicate an inverse relationship between 

receptor activity and cellular content. Such correlation has also been described for ERα in 

response to hormone and shown to be required to achieve maximal receptor activation 

(13,14). 

Contribution of AF-1 serine residues in ERβ stability and ubiquitination 

Because we found that the S94,106A mutation rendered ERβ less prone to accumulate upon 

the presence of MG132, we performed a cycloheximide chase to evaluate the impact of the 

mutation on ERβ protein turnover. As shown in Fig. 4A and B, the half-life of ERβ 

increased from ~8h to approximately 12h by disruption of Ser-94 and -106, indicating that 

at least these residues are involved in ERβ degradation. Ubiquitination is the post-

translational process commonly used to tag and direct proteins to degradation by the 26S 

proteasome, and the pattern and the extent to which a protein is ubiquitinated determine its 

rate of degradation (29). We analyzed whether ERβ was ubiquitinated in absence of ligand, 

and how the S94,106A substitution may affect ERβ ubiquitination in vivo. By expressing 

ERβ in cells with tagged-ubiquitin, we observed several ubiquitinated forms of ERβ, which 

accumulated in the presence of MG132 (Fig. 4C). Interestingly, reduced levels of 

ubiquitination were observed in cells expressing the S94,106A mutant, and treatment with 
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MG132 had moderate effect on receptor ubiquitination, when compared to wild-type ERβ. 

The apparent lower levels of ubiquitination of the S94,106A mutant suggest it has a 

reduced ability to be targeted by ubiquitination, which may then result in enhanced stability 

and transcriptional activity. This indicates that specific residues within the AF-1 of ERβ 

modulate receptor ubiquitination in absence of ligand and therefore contribute to ERβ 

degradation by the proteasome. 

AF-1 modifications affect the nuclear-cytoplasmic distribution of ERβ 

Receptor redistribution between nuclear and cytoplasmic compartments has been 

described for many nuclear receptors in response to agonists and antagonists, and at least 

for ERα, such response was shown to affect receptor proteolysis (13, 20, 30). To test 

whether AF-1 substitutions may alter the nuclear-cytoplasmic distribution of ERβ in a 

proteasome-dependent manner, we determined the relative protein levels of ERβ compared 

with the S94,106A mutant in each cellular compartment. Both nuclear and cytoplasmic 

fractions were isolated and validated for the presence of selective markers poly-ADP-ribose 

polymerase (PARP) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 

respectively (Fig. 5A). We found higher levels of the S94,106A variant in both nuclear and 

cytoplasmic fractions of untreated cells, when compared with wild-type ERβ (Fig. 5B), 

supporting a lesser propensity of the mutant to be ubiquitinated and a prolonged half-life in 

conditions where proteasome function is not impaired. In addition, the levels of nuclear 

S94,106A mutant were not significantly changed upon proteasome inhibition, whereas ERβ 

strongly accumulated in the same conditions (Fig. 5B), suggesting that serines 94 and 106 

are involved in the degradation of nuclear ERβ by the proteasome. In addition, to determine 

why the S94,106A mutant failed to accumulate in the presence of MG132, the levels of 

wild-type ERβ and S94,106A mutant were analyzed by Western in nuclear insoluble 

(matrix) and soluble fractions from cells treated or not with MG132. The results presented 

in Fig. 5C demonstrate that ERβ accumulates in the matrix in response to MG132, whereas 

a large proportion of the mutant was not affected and therefore resides in the soluble 
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nuclear fraction. These data suggest that Ser-94,106 regulate ERβ nuclear mobility to 

soluble/insoluble compartments and further support their role as recruiting signals in the 

clustering and immobilization of ERβ to the matrix in a manner independent of hormone. 

Sub-nuclear trafficking of ERβ is dependent on AF-1 modifications and proteasome 
function 

Earlier studies using fluorescence recovery after photobleaching (FRAP), have 

revealed the dynamic nature of steroid receptor movement within the nucleus and their 

association with active chromatin templates to engage transcriptional regulation (15, 31). 

Based on FRAP studies, the intranuclear mobility of ERα was found to be affected 

differently depending upon the addition of agonist or antagonist, indicating that ERα may 

associate to respectively transcriptionally active domains within the nucleus or immobilized 

to inactive clusters referred to as the nuclear matrix (10, 15, 32). Inhibition of proteasome 

activity was also shown to immobilize ERα to components of the nuclear matrix in treated 

cells (20, 33). Given our results on the accumulation of ERβ in the matrix compartment in 

response to MG132 (Fig. 5C⇑), we therefore determined how inhibiting proteasome 

activity affects the nuclear mobility of ERβ and evaluated the possible role of disrupting 

AF-1 activity using FRAP on live cells. FRAP analysis was performed on cells transfected 

with a yellow fluorescent protein (YFP) fusion of ERβ, which was initially validated for 

correct size by Western blot and for activity by luciferase assay (data not shown). In 

absence of ligand, ERβ was found highly mobile, reaching equilibrium in the bleached 

region within seconds, with a half-maximal recovery time (t½) of 1.7 ± 0.2 sec (n = 12 

nuclei) (Fig. 6, A and B). Although slightly longer, this half-recovery time for ERβ was 

comparable to unliganded ERα (t½ ∼ 1 sec; data not shown and see Ref. 15), indicating 

that both receptors reside in a highly dynamic state, presumably awaiting for activation 

signals. As also reported for ERα, inhibiting proteasome activity with MG132 resulted in a 

profound immobilization of unliganded ERβ, such that the half-recovery time could not be 

estimated (t½ > 300 sec, Fig. 6B). Such proteasome-dependent immobilization has been 

suggested to result from the clustering and association to non-chromatin templates, which is 



 

 

 

104 

consistent with the transcriptional activity we measured for ERβ in the presence of MG132. 

Remarkably, removal of Ser-94 and -106 in ERβ resulted in a more mobile receptor in the 

presence of MG132 (t½ = 39 ± 5 sec; n = 15 nuclei), suggesting that these sites were 

important to facilitate ERβ to immobilize in response to proteasome inhibition (Fig. 6B). 

This behavior was also observed with the S94,106,124A mutant (t½ ∼ 60 sec; data not 

shown). These results indicate that disruption of ERβ AF-1 activity may allow the receptor 

to escape from associating with inactive clusters during proteasome inactivation, and 

therefore become available for transcriptional regulation. Consistent with these findings is 

the potent activation we observed for the S94,106A and S94,106,124A mutants by MG132 

(Fig. 3, A and B). 

 The E6-AP ubiquitin ligase regulates ERβ degradation and activity 

E6-AP, an E3 ubiquitin-protein ligase proposed to mediate substrate specificity of 

the ubiquitin-proteasome degradation system (34), has been shown to participate in the 

degradation of ERα in response to estrogen (19, 35, 36). We tested whether E6-AP could 

also regulate the degradation of ERβ in transfected 293 cells. Coexpression of ERβ with 

E6-AP lead to a dramatic reduction in ERβ steady-state levels in absence of hormone as 

shown in Fig. 7A, an effect relieved by the addition of MG132, indicating that E6-AP is 

involved in ERβ degradation through the proteasome pathway. The S94,106A mutant was 

also subjected to E6-AP-dependent degradation but to a lesser extent than wild-type ERβ. 

Similarly, Fig. 7B shows a similar decrease in ERβ levels in response to increasing 

amounts of E6-AP in cells transfected with constitutive Mek1 and Erk plasmids, a 

condition that promotes ERβ phosphorylation and activity (25, 26). Under the same 

conditions, the S94,106A mutant was less affected. These effects were dependent on the E3 

ligase activity of E6-AP, as demonstrated with the use of a ligase-defective C833A mutant 

that did not decrease ERβ levels (Fig. 7B).  
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The expression of E6-AP also reduced the half-life of ERβ in cells to approximately 

4 h, compared with approximately 8 h in cells not transfected with E6-AP, whereas the 

turnover rate of the S94,106A mutant was less affected with a half-life of approximately 11 

h (compare Figs. 7C, left panel, and 4B). Activation of Erk in cells expressing ERβ also 

contributed to accelerate its degradation with a half-life of approximately 2 h, an effect 

shown to be highly dependent upon the integrity of Ser-94 and -106 (Fig. 7C, right panel). 

Besides its role as an E3 ubiquitin-protein ligase, E6-AP has also been described to enhance 

the transcriptional activity of various steroid hormone receptors such as progesterone 

receptor, androgen receptor and ERα in response to hormone (19, 37). We therefore 

determined the potential of E6-AP to regulate ERβ activity using luciferase assay. 

Interestingly, both basal and Erk-stimulated activities of ERβ were reduced upon 

expression of E6-AP in cells, whereas disruption of Ser-94 and -106 severely impaired the 

effects of Erk and E6-AP on ERβ and enhanced its basal activity presumably due to the 

increased mutant stability (Fig. 7D). The repression of ERβ by E6-AP was also dependent 

on the integrity of E6-AP E3 ligase activity, as the C833A mutant had no effect. These 

results indicate that the repression exerted by E6-AP on ERβ activity is linked with its 

ability to mediate ERβ degradation in absence of hormone, and further emphasize the role 

of Ser-94 and 106 as critical residues involved in ERβ degradation and activity.  

The E6-AP ubiquitin ligase is recruited to ERβ in a phosphorylation-dependent 
manner through serines 94 and 106 

Based on the potential of E6-AP to regulate ERβ turnover, we then addressed 

whether E6-AP can be recruited to ERβ using coimmunoprecipitation assays. Figure 8A 

shows that E6-AP was detected in the ERβ immunoprecipitates, indicating that both 

proteins can interact. However, the extent by which E6-AP can be recruited to ERβ was 

severely diminished upon disruption of Ser-94 and -106, suggesting that these sites behave 

as important determinants in the interaction. More interestingly, the recruitment of E6-AP 

to ERβ was more pronounced in response to MAPK activation as shown in cells transfected 

with Mek1 and Erk compared with control cells (Fig. 8B). The S94,106A mutation severely 
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impaired the effect of Erk activation on the ability of ERβ to efficiently recruit E6-AP (Fig. 

8B). These results suggest that the interaction of ERβ with E6-AP is regulated in a 

phosphorylation-dependent manner and involves Ser-94 and -106 of ERβ AF-1 domain.  
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Discussion 

In this study, we identify an important and unrecognized function of the AF-1 

domain in targeting ERβ to the degradation process mediated by the ubiquitin-proteasome 

system. The current model of ER degradation has mostly been described for ERα in 

response to estrogen. Studies using proteasome inhibitors have shown that the hormonal 

activation of ERα was dependent upon the ubiquitin-proteasome pathway, therefore 

establishing a correlation between receptor degradation and activity, an observation also 

made for other nuclear receptors (12, 38). Similarly to ERα, we report that the response of 

ERβ to estrogen also required the proteasome function to achieve optimal receptor 

activation. However, in absence of hormone, whereas both ERs accumulated in cells treated 

for proteasome inhibition, the role of the proteasome in maintaining basal ER activity 

seemed to be different between the two receptor isoforms. Such dependence resides within 

the N-terminal region of each receptor, which were both stabilized upon proteasome 

inhibition but conferred a different responsiveness in terms of activity. Using a truncated 

ERα, Lonard et al. (14) have also reported an increased stability of ERα N-terminal region 

during proteasome inhibition. The significance of an apparent correlation between AF-1 

activity and ER degradation is not completely understood, but it becomes clear that AF-1 

activity could impact ER turnover and that this may occur in an isoform-dependent manner. 

Consistent with this, whereas the AF-1 region was shown to regulate the ligand-induced 

degradation of ERα (39), our results indicate that the role of ERβ AF-1 on receptor 

degradation can be uncoupled from the hormonal response.  

The mechanistic activation of AF-2 function by ligand has been well detailed for 

nuclear receptors and in particular, crystallographic studies of ERα and ERβ ligand binding 

domains have helped to identify the structural determinants involved (40, 41, 42, 43). In 

contrast, modulation of AF-1 activity of estrogen receptors is intricate and variable and 

mostly depends on posttranslational modifications including phosphorylation. It is known 

that in response to growth factors, such as EGF, the activity of ERα and ERβ is associated 
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with phosphorylation of their respective AF-1 (2, 22, 44). The AF-1 domain of ERβ 

contains many putative phosphorylation sites of which Ser-106 and -124 were described to 

be directly phosphorylated by MAPK resulting in AF-1 activation of the receptor in 

response to EGF or ras (24, 25). Here, we show that these clustered serines along with Ser-

94 are also involved in ubiquitination and turnover of ERβ, therefore providing evidence 

that the region within AF-1 that signals ERβ to degradation overlaps with the one involved 

in its activation by growth factor signaling pathways. This apparent paradoxical roles 

shared by the same domain within ERβ raised the possibility that both events, i.e. 

ubiquitination and transactivation, are required to mediate optimal AF-1 response of ERβ to 

nonhormonal stimuli. Such dual role for an activation domain to also signal to 

ubiquitination was reported to be important in limiting the activation potential of 

transcription factors (45). As opposed to other steroid receptors such as ERα and 

progesterone receptor, for which phosphorylation of their AF-1 was linked to hormone-

dependent degradation and activity (39, 46), our results indicate that the AF-1 of ERβ 

appears to be sufficient in mediating such response. Supporting this hypothesis, we have 

observed that the N-terminal region of ERβ can be ubiquitinated in a manner similar to the 

full-length receptor and that such ubiquitination was also dependent on the integrity of Ser-

94 and -106 (data not shown). In addition, we found that ERβ missing the AF-1 domain 

(CDEFβ construct) did not accumulate in response to MG132, an effect also observed by 

others (47). Our interpretation from these findings is that, in absence of hormone, Ser-94 

and Ser-106 within the AF-1 domain provide the signal(s) that triggers ERβ ubiquitination. 

Recently, Tateishi et al. (47) have reported that the N-terminal domain of human ERβ 

corresponding to amino acids 1–37 was necessary for its degradation by estrogen. Whether 

the immediate N-terminal region of ERβ regulates ligand-dependent ubiquitination and/or 

receptor degradation in a manner similar to the region containing Ser-94 and -106 in 

absence of hormone is not known, but it can be predicted that although different stimuli, 

either hormonal or kinase-derived, regulate ERβ activity, they may also converge toward a 

common mechanism that dictates receptor turnover. In addition, given the significant 
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impact of the N-terminal region of ERβ to regulate receptor ubiquitination, the exact site(s) 

of such ubiquitination remains, however, unknown. Ubiquitin are typically conjuguated to 

lysine residues in targeted proteins and many conserved lysines reside in the N-terminal 

region of ERβ from several species. However, attempts to delineate the ubiquitination sites 

in the N-terminal domain of ERα and ERβ in response to hormone have not resulted in the 

identification of the targeted lysines (39, 47). So clearly, the exact mapping of the 

ubiquitination sites in the context of AF-1 activity of ERβ remains to be determined.  

Recent studies based on fluorescent-based approaches have revealed the dynamic 

nature of ERα movement within the nucleus and its association with active chromatin 

templates to engage transcription in response to ligands, or its immobilization to inactive 

clusters referred to as the nuclear matrix during proteasome inhibition (10, 15, 32, 33, 48). 

We have therefore performed FRAP analysis to evaluate the mobility of ERβ in conditions 

in which proteasome activity was inhibited and on the possible role of disrupting AF-1 

activity on ERβ nuclear dynamics. In absence of ligand, ERβ was found highly mobile, 

reaching equilibrium with a half-maximal recovery time comparable with ERα, indicating 

that both ERs reside in a highly dynamic state, presumably awaiting activation signals. 

Remarkably, whereas addition of MG132 resulted in a profound immobilization of ERβ, 

likely reflecting its clustering to non-chromatin templates, removal of Ser-94 and Ser-124, 

concomitantly with Ser-106, resulted in a more mobile receptor. These results suggest that 

disruption of ERβ AF-1 activity may allow the receptor to escape from associating to 

inactive clusters during proteasome inhibition, and to become or remain available for 

transcriptional regulation. Consistent with this hypothesis is the potent activation we 

observed for the S94,106A mutant in the presence of MG132, and its reduced 

ubiquitination and capacity to cluster to nuclear matrix, indicating that disruption of these 

residues leads to a deregulated ERβ less prone to proteasome-mediated degradation. The 

apparent inability of the AF-1 mutants to behave such as the wild-type ERβ and remained 

clustered and immobilized during proteasome inhibition, raised the interesting question as 

to whether AF-1 phosphorylation could signal ERβ to transit from active to inactive 
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chromatin compartments. Our observations indicate that this process occurs in a ligand-

independent manner, thereby providing a unique potential of AF-1 to target ERβ to the 

nuclear matrix in kinase-activated cells. Because serine 106 and other residues that 

participate in the response of ERβ to growth factor signaling are conserved among nuclear 

receptors (2, 25), it would be expected that the ERβ intranuclear behavior may be shared 

with other nuclear receptors described to also be regulated by kinase-activated pathways. 

Consistent with this, we recently reported that activation of Akt modulated the intranuclear 

behavior and activity of ERβ, and its segregation with coactivator CBP through a conserved 

Akt site shared with other nuclear receptors (49).  

The transcriptional deregulation of ERβ characterized by its enhanced activity 

during proteasome inhibition upon AF-1 disruption was rather intriguing and suggested a 

mechanism by which the AF-1 may participate in restraining or at least maintaining an 

adequate and regulated response of ERβ to cellular pathways involving MAPK activation. 

In an attempt to partly elucidate such mechanism, the E6-AP ubiquitin ligase was found to 

be favorably recruited to ERβ in response to signals that promote ERβ phosphorylation. 

Notably, this interaction was strongly dependent upon the presence of Ser-94 and -106, 

which resulted in a more rapid degradation of ERβ in response to Erk activation. This 

suggests that phosphorylation at these sites regulates ERβ turnover through the functional 

recruitment of components of the proteasome degradation pathway. Many studies, mostly 

involving ERα, have depicted a role for estrogen to modulate ER cellular levels through the 

ubiquitin-proteasome pathway, thereby providing a functional link between receptor 

turnover and activity. As such, several proteins that exhibit E3 ubiquitin-protein ligase 

activity, such as Mdm2 (18, 50), CHIP (carboxyl terminus of Hsc70-interacting protein) 

(51, 52), BRCA1 (breast cancer gene 1) (53) and E6-AP (19), have been shown to modulate 

the hormonal response of ERα. In that respect, E6-AP was described as a dual-function 

protein that associates with ERα to promote its degradation and coactivation by estrogen 

(19, 35, 36). This study extends the role of E6-AP to regulate ERβ degradation through the 

proteasome pathway and, with the increased ability of ERβ to recruit E6-AP compared with 
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the S94,106A mutant in response to Erk activation, it further identifies a novel function for 

serines 94 and 106 in maintaining suboptimal ERβ levels. These observations support the 

model shown in Fig. 9 in which the AF-1 domain provides the necessary signals through 

phosphorylation of critical residues that serve to recruit E6-AP to dictate ERβ turnover 

under ligand-independent mechanisms. The requirement of estrogen to achieve such ERβ 

regulation to kinase activation by E6-AP is not necessary because it was also the case for 

the recruitment of coactivators SRC-1 and CBP in response to MAPK activation (Refs. 25 

and 26 and Fig. 9). However, we found that in contrast to ERα, the response of ERβ to 

estrogen was reduced by E6-AP (Picard, N., and A. Tremblay, unpublished observations), 

indicating that the potential of E6-AP to regulate the response to hormone differs for each 

ER. This raises the interesting possibility that a selective recruitment and use of specific E3 

ligases may depend on how ERα and ERβ integrate various cellular signals to regulate their 

turnover and activity. Consistent with this, the recruitment of Mdm2 and E6-AP to ERα-

responsive genes in response to estrogen was recently shown to be dependent on the 

presence of Ser-118, a phosphorylation site within ERα AF-1 (39). With the increasing 

number of E3 ligases reported in ER degradation by estrogen, it is likely that the cellular 

context and/or activation signals, whether it is hormonal or kinase-derived, might dictate 

selectivity of each ER in recruiting and use components of the proteasome pathway. Our 

studies demonstrate the ability of AF-1 domain to provide signals in regulating receptor 

mobility, ubiquitination, and turnover and to add to the intricate regulatory mechanisms 

involved in the control of nuclear receptor function by kinase signaling pathways.  
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Materials and Methods 

Plasmids. Expression pCMX plasmids coding for mouse ERα, mouse ERβ, and related 

truncated (ABC, CDEF, and chimeric constructs) and serine (positions 106 and 124) 

mutants have been described previously (25,26,28). Other ERβ serine to alanine mutants 

(positions 69 and 94) were generated by PCR mutagenesis using Pfu polymerase 

(Stratagene) and confirmed by automated sequencing. Plasmids coding for constitutively 

active Mek1 and Erk2 (28), and HA-tagged ubiquitin (54) have been described. The coding 

region of E6-AP has been inserted into pCMX-HA to produce a N-terminal tagged protein 

and the C833A ligase-deficient mutant was generated by mutagenesis as above. 

Cell culture, transfection and luciferase assay. Human embryonic kidney 293 cells were 

routinely maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma) 

supplemented with 5% fetal bovine serum, in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37C. 

For transient transfection, cells were seeded in phenol red-free DMEM supplemented with 

charcoal dextrantreated serum and plasmid constructs were introduced into cells using the 

calcium phosphate precipitation method as described (28). Typically, for luciferase assay, 

cells were transfected with 500ng EREtkLuc reporter construct, 100ng ER expression 

plasmids, 50ng each of Mek1 and Erk2 expression plasmids, and 250ng pCMX-βgal in a 

total of 1.5μg DNA per well. After 5- 6 h, the medium was changed and cells were treated 

for 16hrs with 10nM 17β-estradiol (E2) and/or 1μM proteasome inhibitor MG132 (Sigma) 

or clasto-lactacystin β-lactone (BioMol), unless otherwise stated. Cells were then harvested 

in potassium phosphate buffer containing 1% Triton X-100 and lysates analyzed for 

luciferase activity using a luminometer (Wallac). Luciferase values were normalized for 

transfection efficiency to β-galactosidase activity and expressed as relative fold response 

compared to controls. Luciferase assays are performed in duplicates from at least three 

independent experiments. 
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Cell lysates, immunoprecipitation and immunoblotting. Determination of ERα and ERβ 

cellular content by Western analysis has been described (28). Briefly, transfected cells were 

treated with 10nM E2 or 1μM MG132 for 16 hrs, washed with ice cold PBS and lysed in 

PBS containing 1% Triton X-100, 0.5% deoxycholate acid, 0.1% SDS, 1mM sodium 

orthovanadate, 1mM sodium fluoride, 1mM PMSF, and protease inhibitor cocktail (Roche). 

Cell lysates were then subjected to SDS-PAGE and proteins transferred to nitrocellulose for 

immunoblotting. Membranes were incubated at 4°C with blocking reagent (Roche) in TBS, 

probed with antibodies against ERα or ERβ, and signals revealed by ECL using appropriate 

HRPconjuguated secondary antibodies. For cells transfected with HA-tagged ERβ 

constructs (truncated forms and serine mutants), an anti-HA antibody (12CA5) was used 

for immunoblotting. In each experiment, total protein content was normalized using an anti-

β-actin antibody (Abcam). To detect ubiquitinated forms of ERβ, cells were transfected 

with ERβ (wt or mutated) in the presence or absence (control) of HA-tagged ubiquitin 

plasmid. Cells were treated with vehicle or 1μM MG132 for 16hrs, washed with ice cold 

PBS and lysed with 1% NP-40, 0.5% deoxycholate acid, 0.1% SDS, 1mM sodium 

orthovanadate, 1mM sodium fluoride, 1mM PMSF, and protease inhibitors in PBS. Cell 

lysates were pre-cleared before incubation with 1-2μg of anti ERβ antibody (Santa Cruz 

Biotech) overnight at 4°C with gentle agitation. Immune complexes were recovered with 

protein A/G-PLUS agarose, washed three times in lysis buffer and subjected to SDS-PAGE 

and immunoblotting as described above using anti-HA antibody. Co-immunoprecipitation 

analysis was performed to detect ERβ/E6-AP interaction in cells transfected with wt or 

mutated ERβ (myc-tagged) in the presence of HA-tagged E6-AP. Immunoprecipitation of 

ERβ was performed as above with an anti-myc antibody (9E10), except that salt 

concentration was raised to 0.7M and no SDS was added in the lysis buffer. The anti-HA 

antibody (12CA5) was used for immunoblotting. 

Cycloheximide chase. 293 cells were transiently transfected with plasmids expressing 

HAtagged wild-type or S94,106AERβ in absence or presence of E6-AP or Mek1/Erk2 

plasmids. At 12 hours after transfection, cycloheximide (Sigma) was added at a 



 

 

 

114 

concentration of 50μM 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 β-actin 

levels. 

Preparation of nuclear and cytoplasmic extracts. To prepare nuclear and cytoplasmic 

extracts, cells were pelleted by centrifugation, resuspended in hypotonic buffer containing 

10mM Hepes, pH7.9, 1.5mM MgCl2, 10mM KCl, 0.5mM DTT, 1mM sodium 

orthovanadate, 1mM sodium fluoride, 0.5mM PMSF and protease inhibitors, and lysed by 

three freeze-thaw cycles. Nuclei were separated from the cytosolic fraction by 

centrifugation at 12000g for 5min at 4°C. The nuclear pellet was resuspended in the same 

hypotonic buffer except that salt concentration was raised to 420mM KCl and 25% (v/v) 

glycerol was added. The matrix fraction was isolated from total nuclear extracts by 

centrifugation and supernatants corresponded to the soluble nuclear fractions. Equivalent 

amounts of cytoplasmic and nuclear fractions were then subjected to SDSPAGE for 

Western analysis. The content of selective markers for nuclear (anti-PARP; Santa Cruz 

Biotech) and cytoplasmic (anti-GAPDH; Santa Cruz Biotech) compartments was tested by 

immunoblotting to ensure for the qualitative purity of the prepared fractions. 

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP). FRAP analysis was carried out on 

live 293 cells transfected with YFP fusions of wild-type or S94,106A mutant of ERβ. Cells 

were grown on chambered slides (LabTek) in phenol red-free DMEM containing 5% 

charcoal dextran-treated serum, and transfected by the calcium-phosphate procedure as 

descrived above. FRAP experiments were performed on a Zeiss LSM510 confocal 

microscope equipped with an Argon 514nm laser and a 530nm LP filter. A single z-section 

image of whole cell nuclei was captured before the bleach and at the indicated time points 

after. The bleached regions correspond to <10% of total nucleus using 100% laser intensity 

while scanned images were taken at 0.1% with an open pinhole and a numerical aperture of 
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0.8 to ensure that diffusion in the z dimension is avoided. Fluorescence intensities were 

analyzed using Zeiss Physiology software 3.2 and averaged from at least 10 nuclei. 
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Figure legends 

Figure 1. Transactivation by ERα and ERβ is variably dependent upon proteasome 

function. A- Human 293 cells were transfected with an EREbLuc reporter gene and ERα or 

ERβ expression plasmid, and treated with vehicle, 10nM 17β-estradiol (E2), and 

proteasome inhibitors MG132 (1μM) or clasto-lactacystin (1μM) for 16hrs. Cells were then 

harvested for luciferase activity measurements, and results normalized to β-galactosidase 

activity are expressed as relative luciferase units (RLU). B- 293 cells were transfected with 

EREbLuc reporter with ERα or ERβ expression plasmid and treated with increasing 

amounts of MG132 for 16hrs. Values are expressed as % change in activity compared to 

untreated cells set at 100%. C- 293 cells were transfected with ERα or ERβ constructs and 

treated with 10nM E2 or 1μM MG132 for 16hrs. Whole cell extracts were analysed by 

Western blot using ER specific antibodies. Sample loading was normalized with β-actin 

content for each sample. 

Figure 2. Contribution of the AF-1 region to the proteasome-dependent activity of 

ERα and ERβ. A- The transcriptional activities of full-length versions or truncated forms 

lacking the N-terminal (CDEF constructs) or the C-terminal region (ABC constructs) of 

ERα or ERβ were determined on an EREbLuc in 293 cells, in response to 1μM MG132 or 

1μM clasto-lactacystin. Also tested were chimeric forms of ERα and ERβ in which the AB 

regions were swapped between each ER isoform. Values are expressed as fold response in 

luciferase activity compared to untreated cells set at 1.0 for each ER construct used in 

transfection. B- HA-tagged forms of Cterminal (ABC) or N-terminal (CDEF) truncated 

forms of ERα and ERβ were expressed in 293 cells and analyzed by Western blot using an 

anti-HA antibody. Cells were treated with 10nM E2 or 1μM MG132 for 16hrs prior to 

harvest. Protein amounts were normalized to β-actin content. 

Figure 3. MAPK consensus sites within the AF-1 modulate ERβ activity upon 

proteasome inhibition. A- 293 cells were transfected with an EREbLuc reporter in the 
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presence of wild-type ERβ or various serine to alanine substituted mutants at the indicated 

positions within the AF-1 region of ERβ. After transfection, cells were treated with 1μM 

MG132 for 16hrs and harvested for luciferase assay. Values are expressed as fold response 

compared to untreated cells set at 1.0 for each ERβ construct used in transfection. B- 

Similar experiment as in (A) except that wt and serine mutants of ERβ C-terminal truncated 

ABC constructs were used in transfection. C- Western analysis of wt and serine mutated 

ERβ expressed in cells treated with vehicle or 1μM MG132 for 16 hrs. Protein amounts 

were normalized to β-actin content. D- Similar as in (C) except that ABC truncated forms 

of ERβ were expressed and analyzed by Western blot. 

Figure 4. Serines 94 and 106 regulate ERβ stability and ubiquitination. A- 

Cycloheximide chase experiment using 293 cells expressing ERβ or the S94,106A mutant. 

Transfected cells were treated with 50μM cycloheximide and lysed at the indicated time 

points for Western analysis. β-actin was used as a loading control. B- The S94,106A 

mutation confers an increased stability to ERβ. Quantitation of signal intensity of ERβ and 

S94,106A mutant derived from two separate experiments of cycloheximide chase described 

in (A). Results are normalized to β-actin content and expressed as the % change of time 

zero which was set at 100%. C- 293 cells were transfected with either wt or the S94,106A 

mutant of ERβ in the presence of a HA-ubiquitin plasmid. Cells were treated with vehicle 

or 1μM MG132 for 16hrs, and harvested for immunoprecipitation using an anti ERβ 

antibody. Immunoprecipitates were analyzed by Western blot with an anti-HA antibody. 

Figure 5. Proteasome function and serine modifications affect the nuclear localization 

of ERβ. A- Validation of the separation into cytoplasmic (C) and nuclear (N) protein 

extracts by Western analysis using antibodies against respectively PARP and GAPDH 

markers. B- 293 cells were transfected with HA-tagged wild-type or the S94,106A ERβ 

construct, and treated with vehicle or 1μM MG132 for 16hrs. Both cytoplasmic (C) and 

nuclear (N) fractions were isolated and analyzed by Western blot using an anti-HA 
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antibody. C- Cells were transfected as in (B) and nuclear extracts were separated into 

insoluble matrix fractions (M) and soluble nuclear fractions (S) for Western analysis. 

Figure 6. Serines 94 and 106 regulate ERβ nuclear mobility. A- Untreated and MG132- 

treated 293 cells transfected with wild-type or S94,106A mutant of YFP–ERβ were 

subjected to fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) analysis. Images show 

single z-sections of whole cell nuclei obtained before and at the indicated time points after 

bleaching. Bleached images were obtained ~0.5 sec after the actual bleach corresponding to 

the rectangular box which represents 10-15% of the total cell volume. Scanned images were 

taken at 0.1-0.5% laser intensity, while bleach was at 100%. After bleach, total nuclear 

fluorescence reaches equilibrium faster for untreated compared to MG132 treated cells, 

indicating a restrained mobility of ERβ during proteasome inhibition. Scale bar represents 

10 μm. B- Recovery curves from cells treated with vehicle (open squares) or 1μM MG132 

(filled squares). Fluorescence intensity values were averaged (n=10 nuclei) and plotted over 

time. Values before bleach are shown to control for fluctuations of fluorescent signals. 

Figure 7. The E6-AP ubiquitin ligase regulates ERβ degradation and activity. A- 

Western analysis of wt and S94,106A mutated ERβ in response to E6-AP expression. After 

transfection, cells were treated with vehicle or 1μM MG132 for 16 hrs and analyzed for 

ERβ content. Protein amounts were normalized relative to β-actin. B- The S94,106A 

mutation impairs the E6-AP dependent decrease of ERβ levels in Erk-activated cells. Cells 

were transfected with ERβ or S94,106A mutant in the presence of increasing amounts of 

E6-AP construct, and analyzed by Western. Erk was activated by coexpressing constitutive 

Mek1 and Erk plasmids. Cells were also transfected with the C833A ubiquitin ligase-

deficient form of E6-AP. C- The S94,106A ERβ mutant is less prone to degradation by E6-

AP and Erk activation. Cells were transfected with the respective constructs as in (B) and 

subjected to a cycloheximide chase. Representative blots are shown for ERβ and S94,106A 

mutant in cells expressing E6-AP (left panel) or Mek1 and Erk (right panel). Corresponding 

quantitation of signal intensity of ERβ and S94,106A mutant derived from two separate 
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experiments of cycloheximide chase is also shown. Results are normalized to β-actin 

content and expressed as the % change of time zero which was set at 100%. D- E6-AP 

reduces ERβ transcriptional activity. Cells were transfected as in (B) in the presence of an 

EREbLuc reporter gene for luciferase assay. Erk was activated by coexpressing constitutive 

Mek1 and Erk plasmids and the C833A mutant of E6-AP was also tested. Values are 

expressed as fold response in luciferase activity relative to cells expressing ERβ which was 

set at 1.0. 

Figure 8. Phosphorylation-dependent recruitment of E6-AP to ERβ through serines 94 

and 106. A- E6-AP coimmunoprecipitates with ERβ. 293 cells were tranfected with myc-

tagged ERβ or S94,106A mutant in absence or presence of HA-E6-AP, and then treated 

with 1μM MG132 for 16hrs. Immunoprecipitation was carried out with an anti myc 

antibody, and E6-AP was detected by Western analysis using an anti HA antibody. ERβ 

was also monitored in each sample using an ERβ antibody. B- E6-AP is recruited in a 

phosphorylation-dependent manner involving Ser-94 and -106. Coimmunoprecipitation 

assay as described in (A) except that Mek1/Erk plasmids were used in transfection to 

promote Erk activation and no MG132 was added to cells. 

Figure 9. A proposed model for the role of AF-1 in the response of ERβ to Erk 

activation. Activation of Erk in cells promotes ERβ phosphorylation at the AF-1 domain 

which mediates a favored recruitment of transcriptional coactivators SRC-1 and CBP, and 

subsequent transactivation (25,26). The phosphorylation of AF-1 also promotes the 

recruitment of the E3 ubiquitin ligase E6-AP to ERβ which results in receptor 

ubiquitination, transcriptional repression, clustering into inactive nuclear compartments, 

and degradation by the ubiquitin-proteasome system. This activation-degradation pathway 

is highly dependent upon the phosphorylation of the AF-1 domain of ERβ at distinct sites 

and does not require the presence of hormone, thereby providing an exclusive and 

functional role for the AF-1 to integrate receptor activity and turnover to kinase signaling 

pathways. 
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Highlights 
 

�A novel non-consensus phosphorylation-dependent sumoylation motif termed pSuM is 
identified 
 

�SUMO1 addition at the pSuM of ER��reduces its DNA binding, activity and turnover 
 

�SUMO1 and ubiquitin compete at the same acceptor site of the pSuM 
 

�The pSuM is connected to a GSK3�-activated extension that functions as a SUMO 
enhancer 
 
Abbreviations: AF, activation function; CBP, CREB-binding protein; Dtl/RAMP, 
denticleless homolog/retinoic acid-regulated nuclear matrix-associated protein; E2-
25K/Hip2, ubiquitinconjugating enzyme E2K/huntingtin interacting protein 2; E6-AP, 
papilloma virus E6-associated protein; Eaf2, ELL-associated factor 2; ERE, estrogen 
response element; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GATA, GATA-
binding protein; GFP, green fluorescent protein; I�B�, NF-kappa-B inhibitor alpha; LXR, 
liver X receptor; NACA, nascent polypeptide-associated complex subunit alpha; NDSM, 
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interleukin-3 regulated protein; Pc2, polycomb 2 protein; PCNA, proliferating cell nuclear 
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(also known as SUMO)-specific protease; SRC-1, steroid receptor coactivator 1; SREBP, 
sterol regulatory element-binding transcription factor; Ubc9, Ubiquitin-conjugating enzyme 
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2.1 – Mise en contexte  

Depuis sa découverte inattendue il y a environ vingt ans, la sumoylation a soulevé 

un engouement scientifique qui a permis l’identification de nombreuses protéines cibles 

entrainant rapidement une meilleure compréhension de son mode d’action. Ayant de 

nombreuses conséquences au point de vue moléculaire, la sumoylation s’est révélée comme 

un important régulateur de la fonctionnalité de plusieurs protéines, incluant les récepteurs 

nucléaires. Dans la majorité des cas, la sumoylation de ces récepteurs est associée à une 

répression transcriptionnelle (434). ER� fait partie des exceptions et la conjugaison ligand-

dépendante de SUMO-1 induit son activation (173). L’effet atténuateur ou activateur de la 

sumoylation peut être un effet direct de la sumoylation du récepteur et/ou provenir de 

l’effet indirect des corégulateurs transcriptionnels. De nombreux cofacteurs pouvant 

interagir avec les ERs sont régulés par la sumoylation (voir section 5.3.4) et devant tous ces 

faits, nous avons évalué, par la publication qui suit, l’effet encore inexploré de la 

sumoylation sur l’activité de ER�. Nos résultats démontrent qu’à l’inverse de ER�, 

SUMO-1 réprime l’activité estrogénique de ER�
 identifiant ainsi la sumoylation comme 

une MPT importante pour discriminer l’action des deux isoformes. L’effet inhibiteur résulte 

de la conjugaison de SUMO-1 sur ER� qui affecte négativement son interaction avec 

l’ADN. Nous avons identifié le site d’attache de SUMO-1 sur ER� et contre toute attente, 

nous avons découvert qu’il faisait parti d’un motif de sumoylation dépendant de la 

phosphorylation jusqu’alors inconnu que nous avons nommé pSuM. Nous démontrons 

aussi qu’aux abords de ce site ce trouve un regroupement de sérines qui favorisent la liaison 

de SUMO-1 sur pSuM et qui sont régulées entre autres par la kinase GSK3. Cette étude 

nous a également permis de mettre en évidence une compétition entre SUMO-1 et 

l’ubiquitination au niveau du pSuM augmentant ainsi notre compréhension des mécanismes 

impliqués dans la régulation de la stabilité de ER��  
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SUMMARY 

 
SUMO conjugation has emerged as a dynamic process in regulating protein function. Here 

we identify the estrogen receptor ER��as a new target of SUMO-1. ER��SUMO-1 

modification occurs on a unique non-consensus sumoylation motif, which becomes fully 

competent upon phosphorylation of its contained serine residue that provides the essential 

negative charge for sumoylation. This process is further regulated by phosphorylation of 

additional adjacent serine residues by GSK3�, which maximizes ER��sumoylation in 

response to hormone. SUMO-1 attachment prevents ER��degradation by competing with 

ubiquitin at the same acceptor site, and dictates ER��transcriptional inhibition by altering 

estrogen-responsive target promoter occupancy and gene expression in breast cancer cells. 

These findings uncovered a novel phosphorylated sumoylation motif �KxS or pSuM that is 

connected to a GSK3-activated extension that functions as a SUMO enhancer. This 

extended pSuM offers a valuable signature to predict novel SUMO substrates under protein 

kinase regulation. 
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INTRODUCTION 
 

SUMOylation is a highly dynamic post-translational process that consists of 

conjugating the small ubiquitin-like modifier SUMO on target proteins (Hay, 2005). 

SUMO modification is involved in diverse aspects of protein function which are often 

linked to nuclear activities, such as DNA replication, genome stability, nuclear transport 

and gene transcription (Seeler and Dejean, 2003). Despite a low and transient 

stoichiometric proportion of SUMO-modified proteins, an increasing number of substrates 

have been characterized mostly based on the presence of a predicted minimal core SUMO 

consensus motif �KxE/D (where ��represents a large hydrophobic residue), in which the 

lysine serves as the acceptor site to covalently link SUMO (Rodriguez et al., 2001). The 

sequential enzymatic events leading to protein sumoylation closely resemble those of 

ubiquitination (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). The core SUMO motif is 

recognized by the unique E2-conjugating enzyme Ubc9, which upon transfer from the E1 

activating enzyme SAE1/SAE2, conjugates SUMO onto a specific lysine residue. Although 

Ubc9 is sufficient to promote sumoylation, three classes of E3 ligases that consist of the 

nucleoporin RanBP2, the Polycomb repressor Pc2, and the PIAS ligase family members 

have been described to facilitate the conjugation process. Sumoylation is reversible as the 

SUMO tags can rapidly be cleaved from target proteins by the SENP family of Sentrin-

specific isopeptidases, which ensure a dynamic and appropriate maintenance of SUMO 

substrates (Kim and Baek, 2009). Recently, two different extensions following the �KxE/D 

motif have been found to enhance substrate sumoylation for some targets: the 

phosphorylation-dependent sumoylation motif (PDSM) which consists of the sequence 

�KxExxpSP (Hietakangas et al., 2006); and the negatively charged amino acid-dependent 

sumoylation motif (NDSM), which is characterized by a cluster of acidic residues (Yang et 

al., 2006). As both motifs share a common feature of negatively-charged residues to 

participate in SUMO modification, an important role for specific kinase signalling 

pathways becomes an attractive regulatory mechanism for sumoylation. 
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Estrogens play a pivotal role in reproductive physiology through direct interaction 

with the estrogen receptors ER��and ER�, which belong to the nuclear hormone receptor 

family of ligand-activated transcription factors. However, disruption of ER transcriptional 

regulation is also associated with pathological events such as breast and endometrium 

cancers. While ER��is considered as a strong predictive factor in endocrine therapy of 

reproductive cancers, the clinical value of ER��is still debated, although recent evidence 

has associated ER��with anti-tumorigenic properties and a favorable outcome in specific 

context (Lazennec et al., 2001; Sanchez and Tremblay, 2005; Fox et al., 2008; Hartman et 

al., 2009). Whereas the two receptors share obvious similarities in terms of structure, 

response to hormone and overlapping target gene sets, subtype specific effects on gene 

transcription, cell-based response, dimeric context and kinase-dependent regulation have 

revealed that ER��and ER��can exert distinct functions as well. 

 
Transcriptional activation of ER��and ER��by estrogen involves a multistep process 

consisting of ligand binding, dimerization, interaction with their cognate DNA estrogen 

response element, and combinatory recruitment of transcriptional coregulators. Such 

complex assembly is achieved in part by numerous posttranslational modifications that 

have been ascribed to the various components, providing extensive layers of specificity. For 

ERs, both ligand-induced and ligand-independent activation can be modulated by 

phosphorylation, in support of a significant role of kinase transduction pathways to 

differently signal ER��and ER��(Sanchez and Tremblay, 2005; Ward and Weigel, 2009; 

Maggi, 2011). More precisely, a cluster of phosphorylation sites has been identified to 

regulate AF-1 activity of ER��and specific recruitment of coactivators SRC-1 and CBP, and 

of ubiquitin ligase E6-AP, highlighting the key role of this modification to regulate receptor 

activity and degradation (Picard et al., 2008; Sanchez et al., 2010; Tremblay et al., 1999a). 

Sumoylation has recently been added as a new regulator in the fine-tuning of nuclear 

receptors and associated coregulators activities (Treuter and Venteclef, 2010). Most nuclear 
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receptors that have been reported to undergo sumoylation were shown to be inhibited by 

this process, through either an active repression such as for AR, PgR and ERR�/��(Poukka 

et al., 2000; Abdel-Hafiz et al., 2002; Vu et al., 2007; Tremblay et al., 2008), or a signal- 

and promoter specific transrepression as for PPAR��and LXR�/��(Ghisletti et al., 2007). 

SUMO modification was also reported for ER��in response to hormone, but was linked to 

transcriptional activation of the receptor (Sentis et al., 2005), providing a potential 

therapeutic perspective in ER-regulated breast carcinogenesis (Karamouzis et al., 2008). 

 

This study identifies ER��as a target of sumoylation through an unexpected SUMO-

1 conjugation to a non-consensus SUMO accepting motif in which the usual aspartic 

residue flanking the acceptor lysine is replaced by a phosphorylated serine. This novel 

motif of SUMO target recognition that we termed pSuM for phosphorylated sumoylation 

motif regulates various aspects of ER��function, including receptor stability, hormonal 

transcriptional control and chromatin binding.   
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RESULTS 
 
ER��is modified by SUMO1 
 

To first determine whether ER��is a potential substrate for SUMO, in vitro 

sumoylation was carried out on ER��in the presence of ATP and purified components of 

the SUMO pathway, such as the SUMO E1 activating (SAE1/2) and E2 conjugating (Ubc9) 

enzymes. As shown in Figure 1A, addition of all constituents revealed a specific higher 

molecular weight form, indicating that ER��was sumoylated. We then tested the 

sumoylation of ER��in cells by transfecting human embryonic kidney 293 cells with 

ER��and GFP-tagged SUMO1 plasmids. Western analysis of immunoprecipitated 

ER��using anti-ER��and anti-GFP antibodies, respectively, revealed a single higher 

molecular weight band whose intensity was clearly enhanced by the presence of estrogen 

(Figure 1B). The molecular weight of this band corresponds to the predicted shift induced 

by the covalent linkage of GFP-SUMO1 to ER�. These results suggest that ER��is 

sumoylated at a unique site and in a hormone-dependent manner. To further address the 

specificity of ER��sumoylation, addition of the E2 SUMO conjugase Ubc9 potently 

enhanced the sumoylation of ER��in cells, as opposed to its catalytically inactive C93S 

mutant (Figure 1C). Conversely, nuclear desumoylase SENP1 strongly abolished 

ER��sumoylation, whereas the inactive SENP1 C603S mutant was inefficient (Figure 1D). 

These results establish ER��as a specific SUMO1 substrate.  

 

A novel non-consensus SUMO recognition motif dictates ER��sumoylation at Lys-4 
 

We next wanted to identify the exact sumoylation site on ER��but inspection of 

ER��sequence from mouse or human has not revealed any site corresponding to the core 

SUMO consensus �KxE/D motif. In order to determine which region confers sumoylation 

potential, we thus performed sumoylation assay in cells expressing N-terminal truncated 

forms of ER��(Figure 2A). While mouse full-length ER��was efficiently sumoylated in 
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presence of estrogen (Figure 2B), removal of the entire N-terminal AF-1 region 

(CDEF��construct) completely abolished ER��sumoylation (Figure 2C), a result also 

observed with the human CDEF��construct (Figure 2D). This indicates that the AF-1 

containing region is required for ER��sumoylation. Removal of the first 64 amino acids of 

mouse ER��(Δ1-64 construct) further established the proximal N-terminal region as being 

targeted by SUMO1 in presence of estrogen (Figure 2E).  

 

When comparing the sequence alignment of ER��isoforms in this region (Figure 

2F), we found a putative non-consensus SUMO attachment site corresponding to sequence 

IKNS which bears a serine residue instead of the usual glutamic acid residue of the SUMO 

�KxE consensus motif. This raises the striking possibility that phosphorylation of Ser-6 

could confer the necessary negative charge for SUMO modification to occur. If true, then 

Lys-4 (Lys-23 in mouse ER�) in the IKNS sequence would serve as a SUMO attachment 

site. To test this hypothesis, a K4R mutant in which Lys-4 was mutated to arginine in 

human ER��was assessed for sumoylation. As predicted, we found that the estrogen-

dependent sumoylation signal obtained for wild-type ER��was lost when using the K4R 

mutant (Figure 2G, lanes 3 and 4), indicating that Lys-4 is the SUMO accepting site in 

ER�.  

 

Interestingly, mutation of Ser-6 to alanine (S6A) without affecting Lys-4, also 

prevented ER��sumoylation (Figure 2G, lane 5), indicating that Ser-6 is essential for 

ER��sumoylation and further suggesting that phosphorylation of this residue is required. 

This hypothesis was supported by adding a negative charge at this position with the 

substitution of Ser-6 with aspartic acid (S6D) or glutamic acid (S6E) residue, which 

contributed to strongly enhance SUMO1 attachment compared to wild-type ER��(Figure 

2G, lanes 7 and 9). The S6E mutant was shown to be more effective since this modification 

creates a perfect SUMO �KxE motif. While sumoylation of S6E was enhanced by 
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estrogen, it was also observed in absence of hormone, suggesting that besides estrogen, 

other recruiting signals might promote ER��sumoylation (Figure 2H). When Lys-4 was 

mutated in the context of Ser-6 substitution to acidic residues (K4R,S6D and K4R,S6E 

double mutants), the ER��sumoylation signal was lost, indicating again the essential role of 

Lys-4 as a SUMO acceptor site (Figure 2E, lanes 8 and 10). Furthermore, the S6D and S6E 

mutations did not promote sumoylation to other sites since no additional SUMO-modified 

signals were observed in these conditions. These results reveal the IKNS sequence as the 

unique sumoylation motif for SUMO1 attachment on ER�. Therefore, this SUMO1 

recruiting sequence represents a novel non-consensus SUMO site that appears to function 

through phosphorylation to then mimic a classic consensus SUMO motif. In that respect, 

this site is different from the reported phosphorylation-dependent SUMO motif PDSM and 

from the negatively-charged amino acid dependent SUMO motif NDSM (Figure 2F) 

(Hietakangas et al., 2006; Yang et al., 2006). We therefore termed this newly identified 

sumoylation site pSuM for phosphorylated Sumoylation Motif. 

 

Sumoylation of pSuM represses ER��transcriptional activity 
 

We next investigated whether ER��transcriptional potential was modulated by 

SUMO modification. Using reporter assays with a luciferase gene under the control of an 

estrogen responsive element (EREbLuc), we observed that sumoylation-deficient K4R (26-

fold) and S6A (13-fold) ER��mutants displayed a greater transcriptional response to 

estrogen when compared to wild-type receptor (8.5-fold), suggesting that SUMO inhibits 

ER��activity in the context of hormone (Figure 3A). In line with such interpretation, the 

SUMO-enhancing S6E mutation clearly impaired ER��response to estrogen (2.5 fold), 

while that of the S6D mutant (7.5-fold) was less affected compared to wild-type 

ER��(Figure 3A), consistent with their respective levels of sumoylation (Figure 2G). Thus, 

the extent to which these mutants respond to estrogen inversely correlates with their ability 

to undergo sumoylation. This is especially emphasized with the SUMO-defective K4R 
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mutant, in whom the inhibitory potential of the S6E mutation could not abrogate its 

increased capacity to respond to estrogen (Figure 3B). These results strongly indicate that 

SUMO conjugation to Lys-4 is a crucial determinant to achieve ER��repression. 

 

The inhibitory role of SUMO on ER��activity was further determined in cells 

transfected with increasing amounts of SUMO1, which caused a dose-dependent reduction 

in ER��response to estrogen of near 3-fold, compared to cells not transfected with SUMO1 

(Figure 3A). Such inhibitory role of SUMO1 on ER��activity was severely impaired using 

the SUMO-defective K4R and S6A mutants, which showed a weak but not significant 

reduction in activity. In the same line, the SUMO-competent S6D and S6E mutants still 

retained the inhibitory response to SUMO1 expression (Figure 3A). This is consistent with 

a selective role of the pSuM to promote inhibition of ER��by SUMO1. 

 

To establish whether the integrity of ER��pSuM has an impact on estrogen-

responsive gene expression, we performed qRT-PCR analysis on human breast carcinoma 

Hs578t cells expressing ER��wild-type or SUMO-related mutants. Stable expression of 

ER��in Hs578t cells conferred estrogen responsiveness of known ER target genes such as 

progesterone receptor (PgR), trefoil factor TFF1 and cytochrome c oxidase Cox7A2L 

(Sanchez et al., 2007). Indeed, expression of wild-type ER��contributed to enhance the 

expression of these target genes with values ranging from 2 to 2.5-fold in response to 

estrogen, as opposed to parental ER�-negative Hs578t cells which remained unresponsive 

(Figure 3C and Figure S1). Interestingly, greater responses to estrogen were achieved in the 

SUMO-defective K4R expressing cells, supporting the negative role of sumoylation on 

ER��activity. Consistent with this, while addition of SUMO1 strongly abolished wild-type 

ER��regulation of PgR, TFF1, and Cox7A2L genes by estrogen, it had no significant effect 

on ER��K4R activation (Figure 3C and Figure S1). In addition, SUMOcompetent 
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S6E expression cells exhibited an impaired gene response to estrogen when compared to 

wild-type ER�, consistent with the poor activity of the S6E mutant (Figure 3A). These 

results establish a functional role of pSuM sumoylation in downregulating 

ER��transcriptional activity and hormone responsive gene expression. 

 

Modification of Lys-4 by SUMO regulates ER��degradation 
 

We recently reported that ER��transcriptional competence was closely associated 

with its proteasome-directed degradation, supporting a means by which target cells can 

limit their response to hormonal activating signals (Picard et al., 2008). Given the extent to 

which SUMO1 regulates ER��activity, we thus addressed the role of sumoylation on 

ER��stability. Figure 4A shows that the steady-state levels of ER��in presence of hormone 

were increased with the SUMO-inducing S6D and S6E mutations, whereas S6A mutation 

had no significant effect, suggesting that ER��stability is enhanced by sumoylation. 

However, disruption of the SUMO Lys-4 acceptor site alone (K4R) or in combination with 

S6D and S6E mutations contributed to further increase ER��accumulation, as if the absence 

of SUMO1 was also stabilizing ER�. In an attempt to better understand this intriguing 

relationship, increasing amounts of SUMO1 were added in transfection, which caused the 

accumulation of wild-type ER�, an effect not observed with the K4R mutant (Figure 4B). 

Similarly, the SUMO-competent S6D and S6E forms of ER��also accumulated in response 

to SUMO1 expression as opposed to S6A mutant, again indicating that sumoylation of 

ER��has a stabilizing effect. The fact that K4R levels remained unresponsive to SUMO1 

also agrees with such interpretation, but its enhanced accumulation over wild-type as seen 

in absence of exogenous SUMO1 (Figure 4B) might refer to a different mechanism 

possibly related to receptor degradation. Consistent with this, cycloheximide chase 

experiments revealed that disruption of Lys-4 almost completely abrogated 

ER��degradation in absence of estrogen when compared to wild-type (half-life of �9 hr; 

Figure 4C). However, as with wild-type ER��(t½ = 6 hr), the addition of estrogen increased 
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ER��K4R turnover rate (t½ > 10 hr), indicating that this mutant still exhibited hormonal-

dependent degradation. These results imply that while sumoylation of Lys-4 appears to 

protect ER��from degradation, it might not represent the unique mechanism involved in the 

regulation of ER��degradation by hormone. 

 

SUMO1 competes with ubiquitin at Lys-4 of the core pSuM sequence of ER��
�

Based on the inherent ability of sumoylation to regulate ER��stability through 

modification of the pSuM IKNS sequence and on the known role of ubiquitin chain 

addition on lysine residues to direct protein degradation by the 26S proteasome, we next 

tested the interesting possibility that Lys-4 might also serve as a target for 

ER��ubiquitination. As expected, an increase in ER��ubiquitination signals was observed in 

cells co-transfected with ubiquitin and treated with estrogen and MG132, a commonly used 

26S proteasome inhibitor (Figure 5A). However, substitution of Lys-4 under these 

conditions markedly reduced the ubiquitination of ER�, revealing Lys-4 as a target site for 

ubiquitination and possibly explaining why the K4R mutant exhibits such an enhanced 

stability. We then evaluated the possibility that ubiquitin and SUMO might compete for 

access to ER��Lys-4 and found that addition of SUMO1 induced a marked decrease in 

ER��ubiquitination levels, an effect that was dependent on SUMO1 attachment since a 

conjugatable-defective SUMO1ΔGG mutant had no effect (Figure 5B). In addition, 

SUMO1 contributed to decrease the poly-ubiquitination of the SUMO-responsive S6D and 

S6E mutants, whilst no significant effects were observed for the SUMO-deficient S6A 

(Figure 5C). These results identify the pSuM sequence as a tightly regulated convergent 

target motif for sumoylation and ubiquitination dynamic processes. 

 

Sumoylation alters ER��interaction with chromatin 
 

In view that SUMO1 was shown to repress ER��transcriptional activity by hormone 

and that it promoted receptor accumulation by competing with ubiquitin, therefore affecting 
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its recognition by the 26S proteasome, our results suggest that the pSuM might serve as a 

regulatory module linking ER��degradation with its transcriptional competence. Whereas 

the contribution of Lys-4 in that process is clearly implicated, it remains unknown why 

substitution of Lys-4 to render ER��non-permissive to SUMO1 and ubiquitin binding still 

conferred enhanced stability and estrogenic responsiveness of ER��(Figs. 3B and 4C). To 

further address the role of Lys-4 in ER��response to hormone and on the inhibition of the 

transcriptional activity of ER��when sumoylated, we evaluated how sumoylation 

influenced ER��sensitivity to hormone. Transcriptional activities of wild-type ER��and 

SUMO-deficient K4R and S6A mutants were obtained using luciferase assay in response to 

increasing concentrations of estrogen, which indicated that the SUMO-deficient mutants 

were more responsive to hormone than wild-type receptor, with a greater response for the 

K4R mutant (expressed in RLU; Figure 6A). When these data were plotted using a non-

linear regression transformation method to ensure/measure estrogen sensitivity, we 

observed that disruption of Lys-4 or Ser-6 had no effect on ER��interaction with hormone 

with EC50 values of �0.05nM in each case (Figure 6B), indicating that sumoylation does not 

alter ER��sensitivity to estrogen. 

 

We then evaluated whether ER��sub-cellular localisation was affected by 

sumoylation. Using fluorescence microscopy, ER��was found mostly nuclear in cells and 

no obvious relocalisation of ER��to the cytoplasm was observed in response to SUMO1 

addition (Figure S2). In Western analysis in which the cytosolic (C) and nuclear (N) 

fractions of transfected 293 cells expressing wild-type ER��were prepared (Figure 6C), a 

greater proportion of ER��to the nuclear compartment was observed in response to SUMO1 

expression (Figure 6D), consistent with its reduced degradation. In absence of SUMO1 

addition, the SUMO-competent S6E mutant already exhibited an enriched nuclear 

localisation when compared to wild-type, indicating a favoured clustering of sumoylated 

ER��to the nucleus and no transition to the cytoplasm. To better define the intra-nuclear 
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localisation, nuclear extracts were separated into soluble (S), chromatin-bound nucleoplasm 

(CB) and insoluble matrix (M) fractions (Figure 6E). When compared in terms of relative 

proportion, SUMO1 appears to release ER��from the CB fraction (from 17.1% of total 

amount to 3.6% in absence vs presence of SUMO1, respectively), as opposed to the 

SUMOdeficient K4R (18.7 vs 15.3%) and S6A (14.3 vs 14.8%) mutants, which tend to 

accumulate in the S fraction (Figure 6F). The SUMO-competent S6D (19.0 vs 5.9%) and 

S6E (5.8 vs 2.7%) behaved as the wild-type receptor in response to SUMO1 expression, 

with the S6E already exhibiting a weak occupation in the CB fraction in absence of 

SUMO1 addition. These results emphasize the role of sumoylation and of Lys-4 to regulate 

ER��intra-nuclear movement and transcriptional competence in a SUMO-dependent 

context. 

 

To relate the specific role of ER��sumoylation to a transcriptionally-related 

chromatin context, we performed ChIP experiments on the estrogen response regions 

(ERE) of ERregulated promoters in human Hs578t breast cancer cells. As these cells are 

ER-negative, it allowed us to determine the promoter occupancy of the various SUMO 

ER��mutants. We found that expression of SUMO1 provoked a decrease in wild-type 

ER��association with the proximal ERE region of the TFF1, PgR and Cox7A2L genes, 

ranging from 17 to 71% reduction compared to control (Figure 6G). This effect of SUMO 

was also observed on ER��recruitment to more distal estrogen-regulated binding regions as 

shown for the PgR gene (Sauvé et al., 2009), suggesting a similar cis-regulated role of 

SUMO on proximal and distal binding of ER�. A decrease in ER��recruitment to promoter 

regions was also evidenced with the K4R and S6A mutants when compared to wild-type 

receptor, whereas the SUMO-competent S6D and S6E variants were more prone to 

associate to these regions (Figure 6G). These results are consistent with a negative effect of 

sumoylation at Lys-4 and on the importance of pSuM integrity in altering ER��interaction 

with cis-binding elements, thereby supporting the inhibitory outcome of SUMO1 on 

estrogen-dependent gene regulation by ER�. 
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SUMO modification at the pSuM site of ER��is enhanced by GSK3, defining an 
extended regulatory SUMO motif 
 

In an attempt to characterize the incoming phosphorylation signal that functions to 

enhance pSuM sumoylation, we tested the impact of several kinase inhibitors on 

ER��sumoylation in presence of hormone. A profound decrease in ER��SUMO1 

conjugation was observed with the inhibition of GSK3�/��isoforms, whereas the inhibition 

of other prolinedirected kinases such as MAPK family members Erk1/2, p38 and Jnk had 

no or very weak effect (Figure 7A). Of other kinases tested, Src tyrosine kinase and PKA 

did not seem to be involved as well. These results suggest a selective targeting of proline-

directed site phosphorylation by GSK3. As the phosphorylated Ser-6 included within the 

pSuM is itself contained within a Ser-Pro sequence and therefore could translate GSK3 

regulation, the two SUMO-competent S6D and S6A mutants were tested under the same 

conditions. Surprisingly, GSK3 inhibition still led to a significant decrease of SUMO1 

conjugation for both mutants (Figure 7B), indicating that Ser-6 might not be a strong 

determinant required for GSK3-dependent enhancement of ER��sumoylation. 

 

Interestingly, a highly conserved GSK3�/��recognition motif corresponding to the 

consensus S/TxxxS/TP was found immediately adjacent to the pSuM sequence, in which 

Ser-8 and Ser-12 of human ER��are included (Figure 7C). We thus tested the hypothesis 

that these sites might confer responsiveness to GSK3 to regulate ER��sumoylation. Indeed, 

while still able to mediate ER��SUMO1 conjugation possibly through their intact pSuM, 

the S8A and S12A ER��mutants exhibited a reduced sumoylation compared to wild-type, 

with a more pronounced decrease when both residues were mutated (Figure 7D). In 

addition, substitution of Ser-8, Ser-12 or both rendered ER��sumoylation unresponsive to 

GSK3 inhibition. These results indicate that the increase in ER��sumoylation by GSK3 and 

in presence of hormone is dependent on the phosphorylation of Ser-8 and -12 immediately 

flanking the pSuM of ER�, therefore defining an extended regulatory motif for SUMO1 
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conjugation. The fact that both Ser-8 and Ser-12 are indispensable to achieve maximal 

sumoylation in response to hormone is in line with the model described for most GSK3 

substrates (Cohen and Frame, 2001), in which Ser-12 of ER��would serve as the priming 

phosphorylation site to conduct the subsequent phosphorylation of Ser-8 by GSK3. The 

importance of these two serine residues is also emphasized with their highly conserved 

status along with the pSuM sequence, among mammals and other vertebrae expressing 

ER��(Figure 7C). 

 

With our observation that GSK3 enables ER��sumoylation in presence of estrogen, 

we next explore the possibility that GSK3 activity might be itself modulated by estrogen. 

GSK3��and GSK3��function as constitutive enzymes in resting cells and it is upon Akt-

dependent phosphorylation of their respective Ser-21 and Ser-9 residue that they become 

inactivated (Cohen and Frame, 2001). Thus, by probing Ser-9 phosphorylation in Western 

analysis, we found that estrogen reduces the phosphorylation of GSK3��in a time-

dependent manner (Figure 7E). Such response was mediated through ER�, suggesting an 

activation of GSK3��by a non-genomic action of ER�. Interestingly, SUMO1 expression 

also increases GSK3��activity by reducing Ser-9 phosphorylation in absence or presence of 

estrogen (Figure 7F). This effect was further alleviated with serum addition in an Akt-

dependent manner, consistent with the role of Akt as a negative regulator of GSK3 activity. 

Such decrease in GSK3��activity by serum led to a reduction in ER��SUMO1 conjugation, 

which was then relieved with Akt inhibition (Figure 7G). Altogether, these results establish 

a major role of GSK3��to stimulate the sumoylation process in the context of hormone, and 

identify a novel non-consensus extended SUMO recruiting motif that functions in a 

phosphorylation-dependent manner. 
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DISCUSSION 
 
In this study, we identify the nuclear receptor ER��as a novel sumoylated target that 

enables conjugation of SUMO-1 to the accepting lysine 4 embedded into a �KxS motif that 

diverges from the core consensus �KxE. This atypical SUMO recognition motif that we 

termed pSuM is located in the unstructured AF-1 domain of ER��and is made competent 

for proper SUMO modification through the negatively charged environment provided by 

the phosphorylation of Ser-6, which seems sufficient to recreate a genuine SUMO 

consensus motif. The initial determination of the classic �KxE SUMO conjugation motif 

was made possible after comparing the sequence flanking the acceptor lysine residues 

located within the various SUMO targets originally identified, such as RanGAP1, PML, 

I�B, and p53 among others (Rodriguez et al., 2001; Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). 

Structural studies have revealed that the bulky aliphatic and acidic side chains of the �KxE 

motif are both needed to interact with Ubc9 in order to protrude the lysine into the catalytic 

pocket of the E2 enzyme (Bernier-Villamor et al., 2002). Whether phosphorylation of the 

pSuM confers a stable recognized structure similar to those proposed for yeast PCNA 

(Hoege et al., 2002) and human E2-25K/Hip2 (Pichler et al., 2005), or might represent a 

different mechanism in recruiting and positioning Ubc9 remains to be clarified, but the 

negative charge provided by addition of phosphate seems indispensable and certainly 

represents an attractive mechanism in regulating SUMO modification at the level of the 

target itself. 

 

Sumoylation has been shown to be enhanced by phosphorylation, such as in HSF-1 

and -4 (Hietakangas et al., 2006), GATA1 (Collavin et al., 2004), ERR��and 

��(Hietakangas et al., 2006; Vu et al., 2007; Tremblay et al., 2008), and MEF2 (Gregoire et 

al., 2006). In most cases, such regulation occurs through a PDSM motif, which differs from 

the pSuM by its phosphorylated serine that is not located directly within the core 

sumoylation motif but in the downstream extension (Hietakangas et al., 2006). Similarly, a 
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cluster of acidic residues flanking the �KxE site was shown to facilitate sumoylation of 

Elk-1, PML and LRH-1/NR5A2 (Yang et al., 2006). The proposed mechanism to enhance 

sumoylation through these two extended motifs has referred to their common property of 

adding a negatively-charged environment to promote substrate recognition with Ubc9 basic 

patch (Mohideen et al., 2009). Here, we have characterized a regulatory extension to the 

pSuM which is under the control of GSK3 as depicted in Figure 7H. In this model, we 

define an extended pSuM corresponding to the sequence �KxSPS(S)xxSP, in which the 

phosphorylation of adjacent serine residues at position 8 and 12 of ER��brings additional 

negative charges to potentiate the sumoylation process. Interestingly, the extended pSuM is 

highly conserved between ER��species (Figure 7C), which suggests GSK3��as an essential 

regulator of pSuM targeted sumoylation of ER��across vertebrates. Based on the known 

preference of GSK3 for phosphorylation-primed substrates, it is expected that 

phosphorylation of Ser-12, and possibly also Ser-6 within the pSuM itself, might be 

mediated by another kinase that first targets ER�. With these two residues being part of a 

Ser-Pro motif, many proline-directed kinases can be considered, but the interesting 

possibility that MAPK/Erk family members might participate is highly expected, especially 

based on their prominent role to regulate the AF-1 activity of ER��(Sanchez et al., 2010). 

Moreover, we do not know if Ser-9, which is also highly conserved in the pSuM extension 

of ER�-expressing species (Figure 7C), participates as well in such build up of negative 

charge addition under GSK3��action. Clearly, further investigation is needed to clarify such 

role. 

 

While investigating more closely the role of GSK3��in ER��sumoylation, we 

observed that GSK3��was rapidly activated by estrogen and that ER��itself can translate 

these effects, providing a mechanism by which ER��SUMO addition is under hormonal 

regulation. These findings also suggest that GSK3 activity is regulated by non-genomic 

actions of ER��in response 
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to estrogen. Initially confined to glycogen metabolism, GSK3 has turned out to have a key 

role in many cellular signalling pathways, including responses to insulin, Wnt, growth 

factors and nutrients among others, which confers GSK3 a multi-tasking role and 

implication in various pathologies (Cohen and Frame, 2001; Doble and Woodgett, 2003). 

GSK3��is active in resting cells through constitutive Tyr-216 phosphorylation and stimuli 

such as insulin cause phosphorylation at Ser-9 and inactivation of GSK3��through the PI3-

kinase/Akt pathway (Cross et al., 1995). The mechanism by which non-genomic activation 

of ER��contributes to Ser-9 dephosphorylaton and GSK3��activation in our study is still 

uncertain, but recent findings in rodent brain capillaries and breast cancer cells have shown 

that sustained ER��activation by extended exposure to estradiol resulted in PTEN activation 

and decreased Akt activity and GSK3 phosphorylation (Lindberg et al., 2011; Hartz et al., 

2010). Interestingly, part of the mechanism involved might also refer to ER��response to 

Akt activation, as we demonstrated that Akt signalling downregulates ER��degradation and 

activity in breast cancer cells (Sanchez et al., 2007). This indicates that ER��might play an 

important role in regulating GSK3��activity in estrogen-responsive cells. 

 

Sumoylation of transcription factors has mainly been associated with their 

transcriptional attenuation or repression (Gill, 2005), and our results support such 

mechanism for ER�. Interestingly, ER��is one of few examples for which sumoylation was 

shown to exert transcriptional activation (Chauchereau et al., 2003; Sentis et al., 2005). 

This uncovers sumoylation as a key regulator for both isoforms, but with such apparently 

opposite effect between each subtype, it might have clear implications on ER-regulated 

gene expression, especially in the context of breast cancer cells that express both forms. For 

example, it has been proposed that ER��can interfere with ER�-mediated oncogenic 

proliferation of breast cancer cells, therefore providing a tumor suppressor-like activity of 

ER��dependent on cellular context (Lazennec et al., 2001; Hartman et al., 2009; Fox et al., 

2008). Whether sumoylation of ER��might affect such activity remains an interesting issue 
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to resolve, but with the prominent role of ER��AF-1 activity to modulate ER�-mediated 

transcription (Tremblay et al., 1999b; Gougelet et al., 2007), and given that 

ER��sumoylation appears to be restricted to the AF-1 domain, these findings supports an 

important role for sumoylation in regulating ER hormonal actions and biological functions. 

 

Our results revealed that SUMO-1 conjugation affected ER��protein turnover by 

competing with ubiquitin addition on Lys-4, protecting ER��against proteasomal 

degradation. This identifies Lys-4 as a common and shared accepting residue for both 

modifications and suggests a mutually exclusive site that determines ER��response to 

incoming signals. Since phosphorylation of the pSuM is a required determinant for 

ER��sumoylation, it is interesting to note that ubiquitination of ER��was also shown to be 

induced by kinase-dependent signals targeting the AF-1 domain (Picard et al., 2008). This 

implies that ER��sumoylation and ubiquitination are regulated in a dynamic and 

competitive fashion, depending on different overlapping recruiting signals and/or by the 

modified target itself. Consistent with this, our observations indicate that as long as the 

pSuM integrity is intact and functional, ER��remains more competent for sumoylation 

between the two reversible processes, suggesting a shift in the equilibrium on the side of 

the SUMO-ER��pool. For this 

reason, we believe that sumoylation constitutes a protective step for ER��degradation by 

the proteasome, possibly similar to what has been described for I�B��(Desterro et al., 

1998), but that does not exclude that each modification can label ER��for different 

functions, as it was reported for PCNA which also exhibits sumoylation and ubiquitination 

on the same site (Hoege et al., 2002). Our results however clearly demonstrate that this 

shared occupency of Lys-4 constitutes an important feature in ER��turnover and regulation 

of transcription. 
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Our attempt to search other potential targets that contain the minimal �KxS pSuM 

sequence has identified several proteins involved in a vast area of functions and therefore 

might not be stringent enough to predict for phosphorylation-dependent sumoylated 

substrates. However, homology search for pSuM with the GSK3 extension conferred more 

specificity as it selected a restricted number of proteins, which interestingly were mostly 

associated with gene transcription, including GATA-4, SREBP-2, NF-IL3, and also Nor-1 

which belongs to the nuclear receptor superfamily (Figure 7C), suggesting a shared 

mechanism to coordinate various gene expression programs. Of interest among others is the 

identification of SREBP-1 and -2 as targets of GSK3 with several sites involved, some of 

which remain to be identified, which mediate SREBP ubiquitin-dependent turnover (Kim et 

al., 2004; Sundqvist et al., 2005), and also the identification of Ser-183, contained in the 

predicted pSuM of NF-IL3 (Figure 7C), as a phosphorylation site involved in NF-IL3 

degradation (Doi et al., 2004). Although the functionality of the predicted extended pSuM 

in these targets and others has yet to be determined, our findings uncovered a novel and 

highly regulated SUMO motif, which expands the dynamic nature of the sumoylation 

process and adds to the intricate mechanisms used by incoming signals to regulate gene 

transcription. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Plasmids 
 
pCMX expression plasmids coding for mouse and human full-length ER�, �1-64 and 

CDEF (aa 215-530) ER��constructs, and for HA-tagged ubiquitin have been described 

(Tremblay et al., 1999a; Sanchez et al., 2007; Picard et al., 2008). The human ER��Lys-4 to 

arginine, Ser-6 to alanine, aspartic acid or glutamic acid, Ser-8 and Ser-12 to alanine, and 

the corresponding double mutants were all obtained by PCR mutagenesis using Pwo DNA 

polymerase (Roche), and verified by automated sequencing. Plasmids for GFP-tagged 

SUMO1 (Mascle et al., 2007), wildtype and catalytically inactive C603S SENP1 (Bailey 

and O'Hare, 2004) and Ubc9 and its inactive C93S mutant (Tremblay et al., 2008) have 

been described. Untagged SUMO1 construct was obtained by removing the GFP-tag in 

pcDNA3.1 (Invitrogen). 

 

Cell culture and transfection 
 
Human embryonic kidney 293 cells were routinely maintained in Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM; Sigma) supplemented with 5 % fetal bovine serum, respectively. 

Human breast cancer Hs578t cells were cultured in DMEM containing 10 % FBS. For 

transient transfection, cells were seeded 16-20 hours prior transfection in phenol red-free 

DMEM supplemented with charcoal dextran-treated serum. Plasmids constructs were 

introduced into cells using the calcium phosphate precipitation method as described (Picard 

et al., 2008; St Laurent et al., 2005). Treatments were added in fresh phenol red-free 

medium in absence serum for the indicated time and concentration unless otherwise stated. 

 

Luciferase assay 
 
Luciferase assays were done as described using an EREbLuc reporter (Picard et al., 2008). 

Cells were treated for 18-20 hr with vehicle or 10 nM 17β-estradiol (E2), except for the 

dose response curve in which increasing concentrations (10-16 to 10-5 M) were used. Data 
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were statistically analyzed with GraphPad Prism v4. Values are normalized to the �-

galactosidase activity and expressed as relative luciferase units (RLU) or fold-response 

derived from at least three independent experiments performed in triplicate. 

 

Cell lysates and immunoblotting 
 
Determination of ER��cellular content was done by Western analysis essentially as 

described (Picard et al., 2008). Cells were lysed in PBS containing 1 % Triton X-100, 0.5 

% deoxycholate acid, 0.1% SDS, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM sodium fluoride, 1 

mM PMSF, and protease inhibitor cocktail (Roche), and subjected to Western analysis 

using an anti-ERβ antibody (Santa Cruz). Total protein loading was normalized using an 

anti-β-actin antibody (Abcam). Total endogenous GSK3��and phosphorylated GSK3��were 

determined with anti-GSK3��and antiphospho-GSK3��(Ser-9) antibodies (Cell Signalling), 

respectively. 

 

In Vitro Sumoylation Assay 
 
[35S]-Met-labeled ER��wild-type and K4R were produced using the TNT T7-coupled 

reticulocyte lysate system (Promega) and subjected to in vitro sumoylation reaction. 

Typically, ER��proteins are incubated at 37�C for 1 hr with 150 ng of E1 enzyme 

(SAE1/SAE2), 1 μg of E2 enzyme (UbcH9) and 1 μg of SUMO1 (Boston Biochem) in 50 

mM Tris pH 7.5, containing 5 mM MgCl2 and 2.5 mM ATP. The reactions were stopped by 

adding an equal volume of Laemmli buffer and boiled. Samples were separated by SDS-

PAGE and analyzed by fluorography. 

 

Cellular Sumoylation Assay 
 
293 cells were transfected with the specified ER��constructs along with GFP-SUMO1 in 

the presence of Ubc9 when indicated. Dominant-negative variants of SUMO1 

(SUMO1�GG) and Ubc9 (C93S) were also used to inhibit sumoylation, as well as SENP1 
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and its inactive C603S mutated form. At 24 hr after transfection, cells were treated with 

vehicle or 10 nM estradiol for 5- 18 hr in fresh medium and then harvested in 50 mM Tris 

pH 7.5, containing 100 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 0.8 % SDS, 5 mM EDTA, 20 mM N-

ethylmaleimide, and protease/phosphatase inhibitors (Roche). Extracts were 

immunoprecipitated with an anti-ER��antibody (Santa Cruz Biotech), and Western analysis 

was performed using antibodies against either GFP (Roche) or ER�. Cells were also treated 

with protein kinase inhibitors for Mek (50 μM PD98059; BioMol), p38 (10 μM SB203580; 

BioMol), Jnk (10 μM SP600125; BioMol), Src (1 μM PP2; Calbiochem), PKA (100 μM 

H89; Calbiochem), PI3-K (10 nM LY294002; Alexis Biochemicals), and GSK3 (4 μM 

6BIO (2'Z,3'E)-6-Bromoindirubin-3'-oxime; Alexis Biochemicals) to address their 

respective role on ER��sumoylation. 

 

Ubiquitination assay 
 
The detection of ubiquinated forms of ERβ was performed essentially as described (Picard 

et al., 2008). 293 cells were transfected with wild-type or ER��mutants along with HA-

tagged ubiquitin with or without SUMO1 plasmids. Cells were then treated with vehicle, 1 

μM MG132 (Sigma) and/or 10 nM 17β-estradiol for 16 hr, and harvested for 

immunoprecipitation using an anti-ER��antibody (Santa Cruz). Extracts were analyzed with 

an anti-HA antibody (12CA5) and input levels of ER��normalized. 

 

Cycloheximide Chase 
 
293 cells were transfected with wild-type and mutated ER�. At 24 hr after transfection, 50 

μM cycloheximide (Sigma) was added in fresh medium and cells were treated with or 

without 10 nM 17�-estradiol. Cells were then harvested at the indicated time points and 

ER��steady-state levels were analyzed as previously described (Picard et al., 2008). Each 

result was derived from at least three separate experiments and expressed relative to �-actin 

levels. 
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Preparation of sub-cellular fractions 
 
293 cells were transfected with ER��wild-type or site-specific mutants as specified, and 24 

hr after transfection, cells were treated with 10 nM 17β-estradiol for 16 hr in the presence 

of 1 �M MG132. Cells were washed in ice-cold PBS and the cytoplasmic fraction (C) was 

obtained by repeated freeze-thaw cycles in 10 mM Hepes pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 10 mM 

KCl, 0.5 mM DTT, 20 mM N-ethylmaleimide, 20 U/ml RNasin, in the presence of protease 

and phosphatase inhibitors (Roche). The nucleoplasmic fraction (N) was obtained by 

centrifugation and nuclei resuspended in 10 mM Pipes, pH 6.8, containing 100 mM NaCl, 

300 mM sucrose, 3 mM MgCl2, 0.5 % Triton, 20 mM N-Ethylmaleimide, 20 U/ml RNasin 

and protease/phosphatase inhibitors. The soluble fraction (S) was obtained after 

centrifugation, and the chromatin bound (CB) proteins were removed by extraction in 

freshly prepared digestion buffer containing 10 mM Pipes, pH 6.8, 1 mM CaCl2, 50 mM 

NaCl, 300 mM sucrose, 3 mM MgCl2, 0.5 % Triton, 20 mM NEthylmaleimide, 20 U/ml 

RNasin, in the presence of 200 U/ml DNase1 (Ambion). DNA digestion was terminated by 

adding 250 mM ammonium sulphate. The matrix fraction (M) was obtained by 

resuspending the final pellet in Laemmli buffer. Proteins of each fraction were resolved by 

SDS-PAGE and analyzed by Western using an anti-ER��antibody (Santa Cruz Biotech). 

The following antibodies of selective markers of each sub-cellular compartment were used 

to ensure the purity of the prepared fractions: anti-GAPDH (Santa Cruz Biotech), anti-

Lamin A/C (Cell Signaling), anti-Nucleolin (Enzo Life Sciences), anti-DNA PolII (Santa 

Cruz Biotech), and anti-cytokeratin 5/8 (Santa Cruz Biotech). 

 

RNA isolation and real-time PCR 
 
ER-negative Hs578t cells were transfected with ER��wild-type or variants as specified, in 

presence or absence of pcDNA-SUMO1. After 36 hr of transfection, cells were treated with 
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vehicle or 10 nM 17β-estradiol for 6 hr in fresh medium. Complementary DNA was 

prepared as described (Rodrigue-Way et al., 2007) and PCR amplification was done in a 

volume of 20 μl with 0.5 to 1 μl of reverse transcription reaction for 25 to 35 cycles 

(Fermentas). PCR products were analyzed on a StepOnePlus cycler (Applied Biosystems) 

and on gel (Alpha Innotech). Sequences of PCR primers are available on request. Values 

are derived from triplicate from at least two separate experiments and normalized to RPLP0 

expression. 

 

Chromatin immunoprecipitation assay 
 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were done as previously described 

(Avallone et al., 2006; Sauvé et al., 2009). Hs578t cells were transfected with wild-type and 

mutants of ER�, in absence or presence of SUMO1, and compared to mock-transfected 

cells. At 24 hr after transfection, cells were treated with 10 nM 17β-estradiol for 40 min 

and then harvested. Primer pairs were designed to encompass proximal and distal ERE sites 

of estrogen-responsive promoters (Sauvé et al., 2009). 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1. ER��is SUMO1-modified 
 
(A) In vitro sumoylation of ER�. [35S]-Methionine labeled ER��was incubated in the 

presence or absence of purified human SAE1/2 and SUMO1 proteins, and subjected to in 

vitro sumoylation with Ubc9. Sumoylation was analyzed by SDS-PAGE and fluorography. 

(B) In vivo sumoylation of ER�. 293 cells were transfected with ER��and GFP-SUMO1 

expression plasmids as indicated and then treated with 10nM estradiol or left untreated for 

18 hr. Immunoprecipitation (IP) was carried out with an anti-ER��antibody, and bound 

proteins analyzed by Western immunoblot (IB) using a second anti-ER��(top) or an anti-

GFP (bottom) antibody. (C and D) Immunoprecipitation assays as described in panel B 

except that plasmids for wild-type Ubc9 or ligase-deficient Ubc9 C93S mutant (C) or for 

wild-type SENP1 or catalytically-inactive SENP1 C603A mutant (D) were added in 

transfection. In each case, cells were treated with 10 nM estradiol for 18h prior to Western 

analysis with an anti-ER��antibody. Asterisks denote non specific signals. 

 

Figure 2. Identification of a novel non-consensus SUMO conjugation motif in ER��
�
(A) Schematic representation of full-length (549 aa) and N-terminal truncated Δ1-64 aa and 

CDEF (aa 164-549) forms of mouse ER�. Also shown are transcriptional activation 

functions AF-1 and AF-2. (B and C) 293 cells were transfected with plasmids coding for 

HA-tagged mouse full length ER��(B) or CDEF��(C) in presence or absence of GFP-

SUMO1 plasmid. Cells were treated with 10nM estradiol for 18 hr and harvested for 

immunoprecipitation with an anti-ER��antibody. Extracts were analyzed for sumoylation 

by Western immunoblot using an anti-HA antibody. (D) Similar as in panel B, except that a 

plasmid coding for human CDEF��(aa 145-530) was used and immunoprecipitation was 

carried out with an anti-ER��antibody. (E) Similar as in panel D, except that mouse full-

length and Δ1-64 aa ER��were assayed for sumoylation. (F) Sequence alignment for 
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predicted SUMO motif located near the N-terminal end of mouse and human ER�. The 

predicted SUMO site differs from the consensus SUMO motif and from the extended 

phosphorylation-dependent SUMO motif (PDSM) and the negatively-charged amino acid 

dependent SUMO motif (NDSM) with the replacement of the conserved aspartic acid 

residue by a serine residue (Ser-6 in human ER�). (G) Estrogen promotes SUMO1 

attachment to Lys-4 of human ER��which involves Ser-6. ER��sumoylation performed 

with wild-type or various point mutants of human ER��expressed in 293 cells. 

Immunoprecipitation and Western analysis were done as in panel D. (H) Basal and 

estrogen-elicited sumoylation of ER��S6E mutant. Sumoylation was carried out as in panel 

G. Asterisks denote non specific signals. 

 

Figure 3. ER��transcriptional potential is reduced by sumoylation 
 
(A) Transcriptional activity of wild-type and site-specific mutants of ER��in response to 

estrogen and SUMO1. 293 cells were transfected with an EREbLuc reporter gene along 

with each ER��construct (100ng) and increasing amounts of SUMO-1 (0, 25, 50, 100 and 

200 ng). Cells were then treated with 10nM estradiol for 18 hr and harvested for luciferase 

activity measurement. (B) Reporter gene assay performed as in panel A for the indicated 

ER��point mutants, except that SUMO1 was omitted. Luciferase values were normalized to 

�-galactosidase activity and expressed as percentage of estradiol response of wild-type 

receptor which was set at 100 %. (C) ER�-specific inhibition of progesterone receptor 

(PgR) target gene expression by SUMO1 requires Lys-4. Real-time PCR analysis of PgR 

expression in ER-negative breast cancer Hs578t cells expressing ER��wild-type or site-

specific mutants. Cells were transfected or not with SUMO1 construct and treated with 10 

nM estradiol for 6 hr. Results were normalized to RPLP0 expression. 
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Figure 4. SUMO1 modulates ER��stability 
 
(A) Steady-state levels of wild-type and site-specific pSuM mutants of ER�. Extracts of 

293 cells transfected with the various ER��constructs and treated with 10nM estradiol for 

18 hr were subjected to Western analysis with an anti-ER��antibody. Protein loading was 

monitored with �-actin content. (B) Western analysis as in panel A except that increasing 

amounts of SUMO1 (0, 0.5, 1.0, and 2.0-fold relative to each ER��construct) were added in 

transfection. �-actin was used as a loading control. (C) The K4R mutation confers stability 

to ER�. (Top) Cycloheximide chase experiment using 293 cells expressing ER��wild-type 

or K4R mutant. Cells were treated with 50 μM cycloheximide and lysed at the indicated 

time points for Western analysis using anti-ER��antibody. �-actin was used as a loading 

control. (Bottom) Quantification of signal intensity derived from three separate chase 

experiments. Results are normalized to �-actin content and expressed as the percentage of 

change of time zero, which was set at 100 %. 

 

Figure 5. SUMO1 competes with ubiquitin at Lys-4 of ER��pSuM 
 
(A) ER��Lys-4 is a target of ubiquitin. Ubiquitination assay of 293 cells transfected with 

ER��wild-type or K4R mutant in absence or presence of ubiquitin. Cells were treated with 

1 μM MG132 for 16 hr and extracts subjected to immunoprecipitation with anti-

ER��antibody. Western analysis was performed using a different anti-ER��antibody. (B and 

C) SUMO1 competes with ubiquitin at Lys-4 of ER�. Cells were transfected with wild-type 

(B) or pSuM mutants (C) of ER��in the presence or absence of ubiquitin and SUMO1 

constructs. A non-conjugatable SUMO1ΔGG mutant was also used to inhibit sumoylation. 

Cell extracts were processed as in panel A. 

 

Figure 6. Sumoylation modulates ER��chromatin interaction without altering 
hormone sensitivity 
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(Panels A and B) ER��pSuM regulates the capacity to respond to hormone but not 

sensitivity. 293 cells expressing ER��wild-type or pSuM mutants K4R and S6A were co-

transfected with an ERE-bLuc reporter gene, and treated with increasing concentrations of 

estradiol for 18 hr. Cells were then harvested for luciferase activity measurement and 

results normalized to �-galactosidase activity. Average values derived from at least three 

separate experiments are indicated as relative luciferase units (RLU) for each 

ER��construct (panel A) and as a percentage of maximal response of each variant to 

estrogen (panel B) using a non-linear regression curve fitting transformation. (Panels C and 

D) SUMO1 affects nuclear ER��content. Cells were transfected with the various 

ER��constructs with or without SUMO1 and protein extracts were separated into 

cytoplasmic (C) and nuclear (N) fractions and validated by Western analysis for respective 

GAPDH and Lamin A/C markers (panel C). Both C and N fractions were also analyzed by 

Western with anti-ER��antibody (panel D). Prior to harvest, cells were treated with 1 μM 

MG132 and 10 nM estradiol for 16 hr. (Panels E and F) SUMO1 decreases chromatin-

bound ER�. Nuclear extracts of cells transfected as in panel D were separated into soluble 

(S), chromatin-bound (CB) and matrix (M) fractions validated by Western for their 

respective markers (panel E). Nuclear fractions were also analyzed with anti-ER��antibody 

(panel F). (Panel G) SUMO1 reduced ER��promoter occupancy through the pSuM. ChIP 

analysis on Hs578t cells expressing ER��wild-type or pSuM sitespecific mutants and 

transfected or not with SUMO1 construct. Cells were treated with 10 nM estradiol for 40 

min prior to harvest. Fold changes of ChIP signals are expressed relative to wildtype ER�-

expressing cells. 

 

Figure 7. GSK3 enhances estrogen-dependent sumoylation of ER��through an 
extended pSuM 
 
(A) GSK3 regulates ER��sumoylation. The effect of various kinase inhibitors (see Methods 

for specification) was assessed on ER��sumoylation in 293 cells transfected with wild-type 
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ER��and GFP-SUMO1. Cells were left untreated or treated with inhibitors and 10 nM 

estradiol for 6 hr and 5 hr, respectively. (B) The effect of GSK3 inhibition on ER��SUMO-

competent S6D and S6E mutants. Cells were treated as in (A). (C) Conserved homology 

sequence alignment of the pSuM with the GSK3 extension among ER��species (h, human; 

m, mouse; r, rat; rh, rhesus monkey; ov, ovis aries; bi, sturnus vulgaris; x, xenopus) and 

other transcription regulators. Highly conserved residues are shaded. Also shown are 

putative phosphorylated residues (Ser-8 and Ser-12 in human ER�) contained in the GSK3 

consensus motif. (D) Ser-8 and Ser-12 participate in ER��sumoylation. Sumoylation assay 

similar as to panel B with cells transfected with ER��wild-type or S8A, S12A and S8,12A 

mutants. Asterisks denote non-specific signals. (E) GSK3��activity is modulated by ER�. 

293 cells were transfected with ER��and treated with 10 nM estradiol for the indicated time 

points. Endogenous phosphorylated GSK3��levels were determined by Western analysis 

using a phospho-specific antibody against the inhibitory Ser-9 phosphorylation site of 

GSK3�. Extracts were also analyzed for total GSK3��content. (F) Repression of 

GSK3��activity by Akt. Western analysis performed as in panel E with cells transfected 

with ER��and SUMO1 constructs and then treated in serum-depleted medium with vehicle, 

10 nM estrogen, 5 % fetal bovine serum (FBS), and 10 nM Akt inhibitor LY294002 for 5h. 

(G) Sumoylation of ER��in response to FBS and Akt inhibition. Cells were treated as in 

panel F and sumoylated ER��was detected as in panel D. (H) Proposed model for 

ER��regulation by SUMO1. ER��is SUMO-1 modified on Lys-4 of the pSuM sequence 

located at the N-terminal end of the AF-1 domain. This sumoylation can occur in a ligand-

independent manner but is highly favoured by hormone which facilitates optimal Ser-6 

phosphorylation, providing the necessary negative charge in pSuM for Ubc9 recognition 

and attachment of SUMO1. This whole process is further enhanced through non-genomic 

effects of ER��activation resulting in GSK3��activation and phosphorylation of specific 

serine residues including Ser-8, immediately flanking the pSuM. It is not known whether 

Ser-12 is phosphorylated by GSK3��but likely serves as a priming site. Modification of 
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ER��by SUMO regulates diverse aspects of ER��functions, including receptor stability 

through competition with ubiquitin on the same accepting site, intranuclear localization, 

and transcriptional repression by disrupting ER��interaction with active chromatin. 
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Fig.S1 

 
 

Figure S1. ER��-specific inhibition of target gene expression by SUMO1 requires    
Lys-4. 
 
Real-time PCR analysis of estrogen-responsive trefoil factor TFF1 and cytochrome c 

oxidase Cox7A2L gene expression in human breast cancer Hs578t cells expressing ER� 

wild-type or site-specific mutants. Cells were transfected or not with pcDNA-SUMO1 

construct and then treated with vehicle or 10 nM 17β-estradiol for 6 hr. Results were 

normalized to RPLP0 expression. Values are derived from triplicate from at least two 

separate experiments and normalized to RPLP0 expression.  
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Fig.S2 
 

 
 

Figure S2. Analysis of ERβ nuclear localization by fluorescence. 
 
ERβ remains mostly nuclear in response to SUMO-1 expression. Human 293 cells were 

transfected with CFP-ERβ in absence or presence of SUMO-1. Cells were then fixed and 

analyzed by fluorescence using filters for CFP and DAPI shown alone and merged. 
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Supplemental Experimental Procedures Real-time PCR 
 
Human breast cancer Hs578t cells expressing ERβ wild-type or SUMO variants as 

indicated were transfected with or without pcDNA-SUMO1, and then treated with vehicle 

or 10 nM 17β-estradiol for 6 hr in fresh medium. Complementary DNA was prepared as 

described (Rodrigue-Way et al., 2007) and PCR was performed and analyzed on a 

StepOnePlus cycler (Applied Biosystems) and on gel (Alpha Innotech). Sequences of PCR 

primers are available on request. Values are derived from triplicate from at least two 

separate experiments and normalized to RPLP0 expression. 

 
Fluorescent microscopy 
 
293 cells were seeded on coverslips in a 6-well plate overnight prior to transfection in 

phenol red-free DMEM supplemented with 5% charcoal dextrantreated FBS. Transient 

transfections were carried with a CFP-tagged ER plasmid in absence or presence of 

SUMO-1. 20 hr after transfection, cells were washed twice with cold PBS and fixed in 4% 

formaldehyde. The coverslips were mounted on microscope slides and examined in 

fluorescence with excitation/emission filters of 435/470 nm (CFP) using a Nikon TE-2000 

inverted microscope as previously described (Sanchez et al. 2007). Cell nuclei were also 

stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). 

 
Supplemental References 
 
Rodrigue-Way, A, Demers, A, Ong, H, and Tremblay, A (2007). A Growth Hormone-
Releasing Peptide Promotes Mitochondrial Biogenesis And A Fat Burning-like Phenotype 
Through Scavenger Receptor CD36 in White Adipocytes. Endocrinology 148, 1009-1018. 
 
Sanchez, M, Sauvé, K, Picard, N, and Tremblay, A (2007). The hormonal response of 
estrogen receptor beta is decreased by the PI3K/Akt pathway via a phosphorylation-
dependent release of CREB-binding protein. J Biol Chem 282, 4830-4840. 
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Chapitre 3 : Discussion générale, perspectives, conclusion 

Discussion  

1 – Régulation dynamique de ER�� par les modifications post-

traductionnelles 

Les modifications post-traductionnelles (MPTs) sont de puissants modulateurs de 

l’activité de ERs. Hautement dynamiques et réversibles, elles fournissent une connexion 

constante entre les ERs et leur environnement, assurant ainsi une réponse adéquate des ERs 

en fonction des différents signaux intra ou extracellulaires. L’activité transcriptionnelle des 

ERs sera donc le reflet de cet environnement et le résultat d’une combinaison de plusieurs 

MPTs puisque celles-ci peuvent modifier simultanément ou consécutivement les ERs et 

même coopérer ou entrer en compétition l’une contre l’autre. On comprend alors aisément 

comment la dérégulation d’une seule voie de signalisation peut avoir des répercussions 

majeures sur l’intégrité et le fonctionnement des ERs pouvant même mener jusqu’au 

développement de cancers et/ou une résistance aux traitements, d’où l’importance de bien 

comprendre leurs conséquences sur l’action des ERs.  

La principale contribution de mes travaux de doctorat est l’apport d’une meilleure 

compréhension de la régulation encore méconnue de ER� en réponse à différentes MPTs. 

Plus précisément, la phosphorylation, l’ubiquitination et la sumoylation coopèrent afin de 

réguler l’activité transcriptionnelle ligand-dépendante et indépendante de ER�. Fait 

intéressant à souligner, tous les sites nouvellement identifiés se situent dans le domaine AF-

1 de ER� (Figure 21). Or, les études s’accordent de plus en plus pour affirmer que l’AF-1 

est le principal domaine impliqué dans l’action différentielle des ERs observée dans 

différents contextes (voir capitre 1 section 4.3.1). Par contre, malgré son importance, nous 

savons encore peu de choses concernant la régulation du domaine AF-1 de ER� et mes 

recherches ont permis d’y associer de nouvelles fonctions et/ou mécanismes d’actions.  
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Figure 21 : Résumé des MPTs associées au domaine AF-1 de ER�� 

Schématisation résumant les sites des modifications post-traductionnelles connues (grises) et nouvellement découvertes 
(noires) par mes études au niveau de l’AF-1 de ER�.  

En effet, ma première étude (figure 21-haut) a permis d’identifier le domaine AF-1 

comme étant un important régulateur, voir exclusif, de la stabilité de ER� par la voie 

ubiquitine-protéasome��Nous démontrons que la phosphorylation des sérines 94 et 106 au 

niveau de l’AF-1 permet de cibler ER� vers la dégradation par le protéasome 26S en 

favorisant le recrutement de l’E3-ligase E6-AP et son ubiquitination subséquente. Elles 
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permettent également de cibler ER� vers la matrice nucléaire, un complexe 

transcriptionnellement inactif. Ainsi, ces sérines participent à l’atténuation de l’activité de 

ER� en absence de ligand et permettent d’apporter une explication à l’absence d’activité 

constitutive de l’AF-1 de ER�
 contrairement à ER�
 identifiant du coup un des 

mécanismes impliqué dans la régulation différentielle AF-1-dépendante de ER� et ER�. 

Cette étude nous permet également de proposer un modèle où ces sérines viennent réguler 

le cycle transcriptionnelle ligand-indépendant de ER� en permettant l’arrêt du processus 

transcriptionnel.  

Ma deuxième étude (figure 21-bas) a permis l’identification de ER� comme étant 

une nouvelle cible de la sumoylation. La conjugaison de SUMO-1 sur le domaine AF-1 de 

ER� réprime l’activité estrogénique de ER�
�identifiant du coup un mécanisme 

potentiellement impliqué dans la régulation différentielle AF-1-dépendante de ER� et ER�. 

Cette sumoylation est dépendante de la phosphorylation et presqu’exclusivement observée 

en présence d’estrogène identifiant du coup, pour la première fois, l’induction d’une 

phosphorylation en réponse à l’estrogène sur ce récepteur. Également, nous démontrons 

que la sumoylation compétitionne avec l’ubiquitination et stabilise le récepteur. Combinés, 

ces résultats permettent de proposer une explication à l’effet atténuateur connu de l’AF-1 

sur l’activité estrogénique de ER���Également, cette étude à permis l’identification d’un 

nouveau site sumoylation dépendant de la phosphorylation, que nous avons nommé pSuM, 

et permet d’apporter une nouveauté à notre compréhension des mécanismes impliqués dans 

la sumoylation du récepteur. 

Dans les sections qui suivent, l’ordre dans laquelle je viens de vous présenter mes 

résultats/constatations ne sera pas conservé puisque plusieurs mécanismes se recoupent 

entre mes découvertes. L’accent sera mis principalement sur l’identification du nouveau 

site de sumoylation et les rôles de l’AF-1 que mes études ont permis d’identifier et/ou 

d’expliquer.  
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2 – Ajout d’un nouveau chapitre à la sumoylation 

phosphorylation-dépendante 

Classiquement, la conjugaison des protéines SUMO survient sur une lysine située 

au coeur d’un motif consensus de sumoylation �Kx(D/E), où � représente un large a.a. 

hydrophobe, X n’importe quel a.a. et D/E l’acide glutamique et aspartique, respectivement 

(403). L’analyse de la structure de Ubc9 en interaction avec ce motif a permis de démontrer 

que les chaînes latérales aliphatiques, des a.a. hydrophobes, et acides, des acides aminés 

D/E (qui confèrent une charge négative), sont nécessaires afin de permettre l’interaction de 

Ubc9 et de bien positionner la lysine dans le domaine catalytique de l’enzyme (590). Mes 

recherches démontrent que la conjugaison de SUMO-1 sur ER� survient sur la lysine 4 

(K4) et que cette lysine fait partie d’un motif de sumoylation qui diffère du site consensus 

par le fait qu’une sérine (S6) se trouve à la traditionnelle position de l’acide aminé acide. 

Ce site atypique �KxS, que nous avons nommé pSuM pour phosphorylated sumoylation 

motif, devient fonctionnel grâce à la charge négative générée par la phosphorylation de S6 

qui recrée l’environnement essentiel à la conjugaison de SUMO. La régulation de la 

sumoylation par la phosphorylation a également été observée chez certaines protéines, 

incluant HSF-1 et 4, GATA1, MEF2 et ERR� et �. Par contre, le motif couramment utilisé, 

soit le PDSM (phosphorylation-dependent sumoylation motif), diffère du pSuM par le fait 

que la sérine cible n’est pas située directement au cœur du motif de sumoylation, mais 

située trois a.a. en aval de ce dernier (409). Le motif pSuM, hautement conservé sur ER� 

entre les différentes espèces, représente donc un attrayant nouveau mode de régulation de la 

sumoylation par la phosphorylation et pourrait éventuellement servir pour l’identification 

de d’autres cibles.    

2.1 – Un peu d’aide de GSK-3 : régulation de l’extension du pSuM 

Le PDSM, tout comme le NDSM (negatively charge-dependent sumoylation motif) 

constitué d’un regroupement de résidus acides D et E (410), sont des extensions au motif 

SUMO qui permettent d’accentuer la sumoylation du substrat. L’effet catalyseur de ces 
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extensions provient du fait qu’elles créent un environnement négativement chargé qui est 

favorablement reconnu par la poche basique d’Ubc9, accentuant ainsi l’interaction entre 

cette dernière et sa protéine cible (410,591). Nous avons identifié une extension similaire à 

la suite du pSuM, soit �KxSPS(S)xxSP, dans laquelle la phosphorylation des résidus 

sérines en position 8 et 12 apporte une charge négative additionnelle qui vient potentialiser 

le processus de sumoylation sur ER�. Ces sérines font partie du site consensus de 

phosphorylation reconnu par GSK-3 (S/TxxxS/TP). Leur mutation en alanine ou 

l’inhibition de GSK-3 diminue considérablement le niveau de sumoylation de ER� 

démontrant l’importance de cette extension dans la régulation de ce processus. 

L’observation que cette extension est hautement conservée entre les ER� des différentes 

espèces vient renforcer cette affirmation. Également, il est important de souligner que nous 

sommes les premiers à démontrer une régulation de ER� par GSK-3�.    

Selon le mode d’action classique de GSK-3, cette kinase reconnaît son site lorsque 

ce dernier est préalablement phosphorylé au niveau de la sérine en Cterm du motif 

(équivalent à S12 sur ER�) et induit la phosphorylation séquentielle des sites situés à 

chaque quatre a.a. en amont (Nterm) (592). Ainsi, S8 est la cible directe de GSK-3�, mais il 

est plus probable que la phosphorylation de S6 et S12 soit médiée par d’autres kinases 

puisque l’inhibition de GSK-3 n’abolit pas complètement la sumoylation de ER� 

contrairement à la mutation de S6. Ces sérines sont potentiellement la cible d’une et/ou des 

« proline-directed kinase » comme les MAPKs, puisqu’elles sont suivies d’une proline (P). 

On remarque également que la sérine 9 (S9) est hautement conservée au niveau de 

l’extension du pSuM, suggérant qu’elle puisse jouer un rôle dans la création de la charge 

négative de l’extension du pSuM par GSK-3� et/ou indépendamment de son action. 

Clairement, il reste beaucoup à faire afin de bien comprendre la régulation de ces sérines et 

d’identifier les kinases impliquées. Par contre, il se peut que cela représente un défi de 

taille, car comme nous le démontre si bien l’exemple de la sérine 118 de ER�, une sérine 

peut être la cible de plusieurs kinases en réponse à un même signal et/ou être la cible de la 

même kinase en réponse à différents stimuli (voir chapitre 1 section 5.1.3.1). De plus, 

devant l’inéficacité de tous les inhibiteurs des kinases testés à diminuer de façon 
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considérable la sumoylation de ER� (Fig 7A, papier2), excluant l’inhibiteur de GSK-3, on 

ne peut qu’émettre l’hypothèse que ces sérines soient la cible de plus d’une kinase et que 

l’inhibition d’une kinase puisse être compensée par l’action d’une autre.  

2.2 – ER�� potentialise l’action de GSK-3�  

Contrairement à la majorité des kinases, GSK-3� est constitutivement active dans 

les cellules et son activité est négativement régulée par la phosphorylation de sa sérine 9 

par différentes kinases notamment Akt et ce, en réponse à divers stimuli, incluant les 

facteurs de croissance (592). En étudiant plus précisément l’action de GSK-3 sur la 

sumoylation de ER�, nous avons observé que la sérine 9 de GSK-3� est rapidement 

déphosphorylée par l’estrogène et que cet effet est médié par ER� lui-même. Cette 

observation permet d’expliquer en partie l’augmentation de la sumoylation observée en 

réponse à l’estrogène. En effet, nos résultats suggèrent que lié à l’estrogène, ER�, par son 

action non-génomique, va potentialiser l’activité constitutive de GSK-3� qui, à son tour, va 

favoriser la sumoylation de ER�� Nous ne savons pas comment l’action non-génomique de 

ER� contribue à la déphosphorylation de S9. Par contre, la phosphatase PTEN semble une 

cible de choix puisque ER� n’interagit pas avec PI3K, suggérant que l’action non-

génomique de ER� en faveur de GSK-3� provient de la régulation de protéines en amont 

de cette voie (81). De plus, combiné avec des études récentes (237,593), nos résultats 

suggèrent que ER� agirait comme régulateur négatif de la voie PI3K/Akt, effet totalement 

opposé à ce qui a été décrit pour ER�, et permettrait d’expliquer en partie le rôle anti-

prolifératif de ER� dans certains cancers. Clairement, l’effet de ER� sur GSK-3� mériterait 

une évaluation plus approfondie et cette hypothèse sera développée dans la section 

perspective. 

2.3 – Prédiction de nouvelles cibles du pSuM  

Finalement, tel que mentionné tout au long de cette section, la découverte du pSuM 

pourrait servir à l’identification de nouvelles cibles de la sumoylation. Nous avons observé 
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la présence du motif minimal du pSuM �KxS chez plusieurs protéines impliquées dans 

différentes fonctions, suggérant que ce site puisse effectivement être ciblé par la 

sumoylation chez d’autres protéines que ER�. De plus, lorsque nous avons fait des 

recherches d’homologie de séquences en y incluant l’extension du pSuM, nous avons 

également observé la présence de cette séquence chez plusieurs protéines mais un fait 

intéressant en ressort. En effet, la majorité d’entres elles sont impliquées dans la régulation 

de l’expression génique, notamment GATA-3, SREBP-2, NF-IL3 et aussi Nor-1 qui fait 

partie de la grande famille des récepteurs nucléaires (Fig 7C, chapitre 2 section 2), 

suggérant que l’extension GSK-3 puisse être un mécanisme communément utilisé pour 

coordonner l’expression des gènes. Quoique la fonctionnalité des potentiels pSuM 

retrouvés chez ces protéines reste à déterminer, il est clair que l’identification de ce 

nouveau, et hautement régulé, motif de sumoylation ajoute une nouvelle page aux 

mécanismes entourant la sumoylation ainsi qu’aux rôles joués par les différents signaux sur 

la régulation de la transcription génique.     

3 – SUMO-1 : régulateur négatif de l’activité de ER��  

La sumoylation des facteurs de transcription est principalement associée avec 

l’atténuation ou la répression de leur activité transcriptionnelle et nous démontrons que 

ER� fait partie du lot. En effet, la conjugaison de SUMO-1 altère l’interaction de ER� avec 

la chromatine et favorise son accumulation dans la matrice, un domaine nucléaire connu 

pour être transcriptionnellement inactif.  

Ce résultat contraste avec ER� pour qui la liaison de SUMO-1 augmente son 

activité transcriptionnelle (173,452) et suggère fortement que la sumoylation soit une 

modification clé de l’action différentielle des ERs observée dans plusieurs contextes en 

présence d’estrogène. Une telle régulation différentielle pourrait avoir un impact majeur sur 

la régulation des gènes ER-dépendants et pourrait s’avérer particulièrement importante dans 

les cancers du sein. En effet, plusieurs études démontrent que ER� peut interférer avec 

l’action oncogénique proliférative de ER� dans les cancers gynécologiques (voir  chapitre 
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1 section 6.1). Sachant que l’AF-1 de ER� semble jouer un rôle prédominant dans la 

régulation de la transcription ER�-dépendante (162) et que ce domaine est le siège de la 

sumoylation, il serait hautement probable que la sumoylation de ER� soit impliqué dans 

l’atténuation de l’action proliférative de ER�. L’étude d’une telle éventualité sera discutée 

dans la section perspective.  

Également, puisque nous démontrons que la sumoylation de ER� est positivement 

régulée par l’action de GSK-3�
 ce résultat suggère que la présence de GSK-3� active 

induirait l’inhibition de l’activité ligand-dépendante du récepteur. Nous serions encore en 

présence d’une régulation inverse puisqu’une étude a démontré que GSK-3� régule 

positivement la stabilité et l’activité de ER� en induisant la phosphorylation des sérines 

102, 104, 106 et 118 (247). 

3.1 – Compétition entre SUMO-1 et Ubi au niveau de la lysine 4     

  Fait intéressant, nous démontrons que la lysine 4 (K4) du pSuM ER� est également 

un site d’attache pour l’ubiquitine. Nous observons que la conjugaison de SUMO-1 régule 

la stabilité de ER� en compétionnant avec cette modification, protégeant ainsi ER� de la 

dégradation par le protéasome 26S. Connaissant la corrélation positive entre le pouvoir 

d’activation des récepteurs nucléaires et la dégradation par le protéasome, nous pouvions 

supposer que l’effet atténuateur de la sumoylation l’activité de ER� puisse également 

provenir du fait qu’en entrant en compétition avec l’ubiquitination, SUMO-1 inhiberait la 

transactivation protéasome-dépendante du récepteur. Or nos résultats, ainsi que ceux 

publiés par Tateishi et al. (161), démontrent clairement que K4 n’est pas impliquée dans un 

tel processus. Malgré ce fait, nous démontrons que l’ubiquitination de K4 joue un rôle 

majeur dans la régulation de la stabilité de ER� puisque sa mutation induit une forte 

accumulation protéique.  Pour cette raison, nous pensons que la sumoylation est une étape 

qui permet de protéger ER� de l’action du protéasome, possiblement de façon similaire à ce 

qui a été décrit pour I�B� (392). Cela n’exclut pas le fait que chaque modification semble 

cibler ER� pour des fonctions différentes et exclusives, tel qu’il a été rapporté pour la 
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protéine PCNA (604). Ceci implique que la sumoylation de ER� et l’ubiquitination sont 

régulées de façon dynamique et compétitive, possiblement en s’empêchant mutuellement, 

permettant ainsi à la cellule de réguler différemment ER� en fonction des signaux.  

Justement, nos observations nous indiquent que tant que l’intégrité du pSuM est 

intacte et fonctionnelle, donc que la S6 est phosphorylable, ER� reste plus compétant pour 

la sumoylation en réponse à l’estrogène. De plus, il est intéressant de faire le parallèle avec 

ma première publication qui démontre que la phosphorylation des sérines 94 et 106 de 

l’AF-1 de ER�, en réponse aux kinases Erk1/2, induit l’ubiquitination et la dégradation du 

récepteur. Est-ce que nous serions en face d’un mécanisme impliquant K4 ? Plus 

précisément, est-ce la E3 ligase E6-AP recrutée par la phosphorylation de ses sérines utilise 

la K4 comme site d’ubiquitination ? Cette question mériterait d’être approfondie. 

Néanmoins, nos résultats démontrent clairement que le partage de l’attachement de ses 

deux modifications sur K4 constitue une facette importante de la régulation de la stabilité et 

du potentiel transcriptionnel de ER�
 et nous permettent de souligner l’importance du rôle 

l’AF-1 dans ces processus. 

 

4 – Rôles du domaine AF-1 de ER���

Le domaine AF-1 a une haute influence sur l’activité des récepteurs nucléaires. 

Finement régulé par les modifications post-traductionnelles, il permet aux récepteurs 

d’adapter leur activité ligand-dépendante et indépendante en fonction du contexte 

cellulaire. Par contre, contrairement à ER�, les mécanismes entourant la régulation de 

l’AF-1 de ER� ont très peu été étudiés. Tous les sites que nous avons nouvellement 

identifiées se situent dans l’AF-1 de ER� et nous permettent d’y associer des rôles encore 

inconnus et/ou d’apporter des explications aux rôles déjà connus.   
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4.1 – L’AF-1 : principal régulateur de l’action du protéasome sur ER�� 

La transcription est un processus cyclique et sa régulation implique une 

synchronisation entre le recrutement de corégulateurs, l’interaction et ultimement le retrait 

de plusieurs protéines et complexes sur l’ADN. La voie ubiquitine-protéasome joue un rôle 

clé dans la régulation de l’activité des récepteurs nucléaires, et ce à plusieurs niveaux : 1- 

en régulant la quantité initiale des facteurs de transcription et/ou de leurs corégulateurs, 2- 

en permettant l’arrêt du cycle transcriptionnel en induisant la dégradation des récepteurs et 

des corégulateurs, 3- en assurant une activité optimale en réponse au ligand, processus 

connu sous le nom de transactivation protéasome-dépendante (voir chapitre 1 section 

5.2.4). Ce dernier point a été prouvé grâce à l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome 26S. 

En effet, les études ont démontré que l’activation hormonale de la majorité des récepteurs 

nucléaires, incluant ER�, est dépendante de la voie ubiquitine-protéasome, puisque malgré 

une augmentation de la quantité protéique des récepteurs, l’inhibition du protéasome induit 

une inhibition de leur activité.  

En combinant tous les résultats de nos recherches, nous avons fait l’observation des 

trois rôles susmentionnés et nous avons identifié des mécanismes impliqués dans deux 

d’entre eux (1 et 2). En effet, nous démontrons que l’activité estrogénique ER�
��de façon 

similaire à ER�, est dépendante de la dégradation puisque nous observons l’inhibition de 

son activité en présence de l’inhibiteur du protéasome. Cet effet a également été observé 

dans l’étude de Tateishi et al (161). Ce même groupe rapporte que les 37 premiers a.a. de 

l’AF-1 de ER� sont nécessaires à cette transactivation protéasome-dépendante et tout 

comme nous, démontrent que la lysine 4 n’est pas impliquée. Par contre, nous démontrons 

que l’ubiquitination de la lysine 4 régule négativement l’activité ligand-dépendante et 

indépendante en diminuant le niveau d’expression du récepteur. Également, nous observons 

qu’en absence d’estrogène, la voie ubiquitine-protéasome régule différemment ER� et 

ER�. En effet, en présence de l’inhibiteur du protéasome, bien que les deux isoformes 

accumulent dans la cellule, ER� n’est pas actif contrairement à ER���L’inactivité de ER� 

est AF-1-dépendante car en absence de ce domaine, ER� devient transcriptionnellement 
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actif lorsque le protéasome est inhibé. Ce résultat concorde avec les résultats de la 

littérature qui démontrent que contrairement à son homologue, l’AF-1 de ER� ne possèdent 

pas d’activité constitutive et souligne l’importance de l’AF-1 dans l’action différentielle des 

ERs. Nous démontrons que l’ubiquitination dépendante des sérines 94 et 106 est impliqué 

dans cette atténuation AF-1 dépendante en régulant négativement le niveau d’expression de 

ER� et sa dynamique intranucléaire.  

Ainsi, toutes nos observations soulignent l’importance de l’AF-1 dans la régulation 

de l’activité ligand-dépendante et indépendante ER� par la voie ubiquitine-protéasome. 

Cependant, le fait marquant de nos découvertes est que nous démontrons que la régulation 

de ER� par la voie ubiquitine-protéasome est hautement, si ce n’est pas exclusivement, 

dépendante de l’AF-1. En effet, en absence de ce domaine, ER� n’accumule pas dans la 

cellule lors de l’inhibition du protéasome, un effet également observé par Tateishi et al 

(161). Ainsi, en démontrant que l’AF-1 est la principale région ciblée par l’action de la voie 

ubiquitine-protéasome, il est facile de prédire que nous ne sommes qu’au commencement 

de la compréhension du rôle de l’AF-1 dans la régulation de l’activité ER� par le 

protéasome.   

4.2 – AF-1 : régule la dynamique intranucléaire de ER���

� L’utilisation de technique de fluorescence telle que le FRAP (fluorescence recovery 

after photobleaching) nous permet d’étudier l’état transcriptionnel des récepteurs en temps 

réel dans les cellules vivantes. En effet, les études ont révélé que la dynamique du 

mouvement intranucléaire permettait de refléter l’état transcriptionnel des récepteurs. Par 

exemple, une très haute mobilité est associée au fait que les récepteurs ne sont pas actifs et 

qu’ils sont en attente de signaux activateurs. Activés, les récepteurs ont une mobilité 

partielle, reflet de leur association transitoire avec la chromatine active. Finalement, une 

immobilisation complète, observée lors de l’inhibition du protéasome, est signe que les 

récepteurs se retrouvent dans la matrice nucléaire, un complexe transcriptionnellement 
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inactif possiblement en attente de dégradation. Nos résultats démontrent que l’AF-1 permet 

de réguler cette dynamique.  

4.2.1 – Les sérines 94-106 : immobilise ER�� dans la matrice nucléaire 

 Nous démontrons que les sérines 94 et 106 permettent de cibler ER� dans la matrice 

nucléaire. En effet, ER� de type sauvage est complètement immobile dans le noyau suite à 

l’inhibition du protéasome, signe qu’il est prisonnier dans la matrice nucléaire. Dans ces 

mêmes conditions, le retrait des sérines 94 et 106 rend le récepteur modérément mobile, 

signe que l’absence de phosphorylation au niveau de ses sérines permet à ER� d’échapper 

partiellement à son association avec la matrice nucléaire, lui permettant alors d’aller 

interagir avec l’ADN et d’enclencher la transcription. En accord avec cette observation, nos 

résultats démontrent qu’en absence de ses sérines, ER� est moins ubiquitinylé, qu’il 

accumule moins dans la matrice suite à l’inhibition du protéasome et qu’il est 

transcriptionnellement actif. Ainsi, les sérines 94 -106 permettent à ER� de transiter de la 

chromatine active à la matrice nucléaire, inactive, ce qui explique en partie l’absence 

d’activité constitutive du récepteur observée lors de l’inhibition du protéasome. 

4.2.2 – ER� sumoylé accumule dans la matrice nucléaire 

 Bien que nous n’ayons pas étudié l’effet de la sumoylation sur ER� par la technique 

de FRAP, nos observations démontrent que la sumoylation régule la dynamique 

intranucléaire de ER� puisque qu’en plus d’induire une perte de l’interaction entre ER� et 

l’ADN, nous observons une accumulation de ER� sumoylé dans la matrice. Ce résultat 

permet d’apporter une explication supplémentaire à l’effet atténuateur de la sumoylation 

sur ER� car ainsi immobilisé dans la matrice, ER� ne peut plus aller induire la 

transcription. Par contre, puisque la sumoylation protège ER� de la dégradation, cette 

observation laisse présager que la sumoylation n’envoie pas ER� vers la matrice dans le but 

de le dégrader, mais plutôt l’entreposer transitoirement. Cette hypothèse sera discutée plus 

en détails dans la section perspective.  
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4.3 – AF-1 : atténuateur de l’activité transcriptionnelle de ER���

 L’AF-1 de ER� ne possède pas d’activité constitutive et les études démontrent que 

la présence de l’AF-1 a un effet négatif sur la réponse estrogénique de ER� (158-160). Par 

contre, les mécanismes derrière ces fonctions de l’AF-1 étaient pour ainsi dire presque 

entièrement inconnus avant mes recherches. Les résultats de mes deux publications 

permettent d’apporter une explication à l’absence d’activité constitutive de l’AF-1 ainsi que 

de proposer des explications à l’effet atténuateur de l’AF-1 sur l’activité estrogénique de 

ER�� Plus précisément, les deux rôles que nous avons nouvellement associés à l’AF-1 et 

qui sont décrits ci-haut, ainsi que les interrelations entre les différentes MPTs nouvellement 

identifiées, y jouent un rôle clé.   

4.3.1 – S94 et S106 : signaux atténuateurs de l’activité constitutive de l’AF-1  

 Contrairement à ER�, les études démontrent que l’AF-1 de ER� ne possède pas 

d’activité constitutive (158-160). Nos résultats montrent que les sérines 94 et 106 sont 

impliquées dans le processus. En effet, en les rendant inaptes à la phosphorylation par leur 

mutation en alanine, nous observons que l’activité basale de ER� en absence d’estrogène 

est augmentée (Fig 7D, chapitre 2 section 2, comparer la colonne 1 et 8). Puisque nous 

avons prouvé que la phosphorylation de S94 et S106 favorise l’ubiquitination, la 

dégradation du récepteur et son immobilisation dans la matrice nucléaire, nous expliquons 

l’augmentation de l’activité constitutive de l’AF-1 par le fait que, dans ces conditions, le 

niveau d’expression de ER� est augmenté et que le récepteur est plus 

transcriptionnellement activable, tel que le reflète l’augmentation de sa mobilité 

intranucléaire. De plus, l’activité constitutive de l’AF-1 induite par la mutation des sérines 

94 et 106 est également observée lors de l’inhibition du protéasome, démontrant que ces 

sérines sont effectivement d’important régulateur de l’activité constitutive de l’AF-1. Par 

contre, dans ces conditions, l’activité transcriptionnelle observée est fortement accentuée 

(près de 6 fois). Ce résultat est possiblement le reflet de l’augmentation de la quantité 
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protéique de ER� causé par l’inhibition de la dégradation mais souligne également le fait 

que la phosphorylation de S94 et 106 n’est pas le seul signal impliqué dans la régulation de 

la stabilité/activité de ER���De plus, ayant identifié la lysine 4 comme site d’ubiquitination, 

il serait intéressant de vérifier si elle est impliquée dans un tel mécanisme.   

4.3.2 – S94 et S106 : signaux atténuateurs de l’activité ligand-indépendante de 

ER�� 

 En réponse aux kinases Erks, l’activité ligand-indépendante de ER� est augmentée. 

Nous démontrons que les sérines 94 et 106 sont des signaux atténuateur de cette activation. 

En effet, la phosphorylation de ces sérines par les Erks régule négativement l’activité du 

récepteur en favorisant le recrutement de l’E3-ligase E6-AP, l’ubiquitination du récepteur 

et sa dégradation par le protéasome. En absence de ces sérines, E6-AP n’est plus en mesure 

de réprimer l’activation Erk-dépendante de ER�. Ainsi, en combinaison avec les résultats 

du Dr. André Tremblay qui démontrent que la phosphorylation des sérines 106 et 124 par 

les Erks permet l’activation ligand-indépendante de ERβ en induisant le recrutement de 

SRC-1 et CBP (51,118), nos résultats nous ont permis de proposer un modèle cyclique 

d’activation-dégradation de ERβ où l’arrêt de la transcription serait médiée par le 

recrutement phospho-dépendant de E6-AP. Bien que ce modèle reste à être confirmer nous 

pouvons conclure que nous avons identifié une région de l’AF-1 hautement importante à 

l’activité ligand-indépendante de ER�� De plus, connaissant la synergie d’action entre les 

domaines d’activation des ERs (AF-1 et AF-2), il ne serait pas impossible que ce trio de 

sérines aient un impact sur l’activité ligand-dépendante de ER� et cette hypothèse 

mériterait d’être étudiée.  

4.3.3 – S6 et K4 : signaux atténuateurs de l’activité estrogénique de ER� 

 Quoique ER� et ER� lient de façon équivalente l’estrogène, ER� est moins 

fortement activé que son homologue (158-160). Les études, et nos observations en 

laboratoire, démontrent que l’atténuation observée provient du domaine AF-1 de ER� 
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puisque le retrait de ce dernier permet à ER� d’avoir une activité comparable à ER�. 

Également, par une interprétation personnelle des résultats présentés par Tateishi et al 

(161), nous constatons que cet effet est essentiellement dépendant des 20 premiers a.a. de 

l’AF-1 de ER�. En effet, l’activité estrogénique de ER� suite au retrait de ces a.a est 

comparable celle observé en absence de son domaine AF-1. Nous démontrons que la 

sumoylation de ER� est justement comprise dans cette région suggérant fortement que nous 

ayons identifié un signal atténuateur clé de la réponse estrogénique de ER�. En effet, en 

empêchant la sumoylation par la mutation de la sérine du pSuM (S6) on observe une 

suractivation de ER� en réponse à l’estrogène. 

Par contre, la sumoylation ne semble pas être le seul joueur impliqué puisque nous 

observons que la mutation de la lysine acceptrice de SUMO-1 (K4) augmente encore plus 

l’activité estrogénique de ER� que la simple mutation de la S6. Puisque nous avons 

démontré que cette lysine est également le siège de l’ubiquitination, qu’elle est impliquée 

dans la régulation de la stabilité du récepteur et que sa mutation, contrairement à S6, induit 

une forte accumulation de ER� dans la cellule, nous pouvons en déduire que cette 

différence d’activation est le résultat de l’augmentation de la quantité protéique de ER�. En 

fait, la mutation de K4 induit une activation qui est comparable à celle induite par l’absence 

des 20 premiers a.a. de l’AF-1 ou l’absence complète de l’AF-1 (161). Tous ces résultats 

suggèrent donc que l’ubiquitination de la lysine 4 de ER�, en plus de sa sumoylation, sert 

également comme signal atténuateur en réprimant le niveau d’expression du récepteur. Ils 

démontrent aussi que bien que ces deux MPTs semblent mutuellement exclusives, et que 

nous soyons vraisemblablement en face de deux mécanismes distincts, elles coordonnent 

leurs efforts dans un but commun : réprimer l’activité de ER�. 

 

4.4 – K4 : « LE » site clé de l’effet atténuateur général de l’AF-1 ? 

Suite à de telles observations, nous ne pouvons passer sous silence le fait que la 

lysine 4 semble être le site clé impliqué dans l’effet atténuateur de l’AF-1 et ce, autant en 
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présence d’estrogène qu’en absence, puisque nous observons que l’activité basale de ER� 

en absence de ligand est également augmentée suite à la mutation de la lysine 4 (résultat 

non publié). L’étude de son impact s’avère une avenue hautement intéressante mais 

inévitablement complexe, puisque que face à une telle prépondérance d’action, il ne serait 

pas surprenant que l’ubiquitination et la sumoylation de K4 soient régulées par plusieurs 

mécanismes et/ou signaux cellulaires.   

En résumé, grâce à tous ces résultats, nous avons maintenant un portrait plus 

complet des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de ER� et une meilleure 

compréhension du rôle joué par le domaine AF-1. Ces connaissances nous permettent de 

mieux interpréter et/ou prédire l’action de ER� dans différents contextes cellulaires et 

donnent lieu à de nombreuses perspectives.     
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Perspectives  
Tel que mentionné précédemment, mes résultats donnent lieu à de nombreuses 

perspectives. Je vais me limiter à trois qui, selon moi, méritent d’être plus particulièrement 

étudiées soit :  

 

1- Étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans l’effet atténuateur de la lysine 

4 :  

a. Par la sumoylation  

b. Par l’ubiquitination  

 

2- Étudier le rôle anti-prolifératif de ER��� 

a. Évaluer l’hypothèse que le rôle anti-prolifératif de ER� est AF-1-dépendant 

b. Évaluer l’effet de l’action non-génomique de ER� 

 

3- Étudier l’impact de l’AF-1 et des MPTs dans l’amélioration de la réponse cellulaire 

au tamoxifène induite par ER� 
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1 – Mécanismes moléculaires régulant l’effet atténuateur de K4 

Dans le but de mieux comprendre et/ou expliquer les mécanismes impliqués dans la 

régulation et/ou l’effet atténuateur de la lysine 4 sur ER�, plusieurs avenues s’offrent à 

nous. Dans cette section, je me limiterai à seulement quelques propositions pour la 

sumoylation et l’ubiquitination. 

1.1 – La sumoylation 

1.1.1 – La sérine 6 du pSuM: cible potentielle de la kinase CK2 ? 

 Tel que mentionné dans la section discussion, les sérines 6, 8, 12 et possiblement la 

sérine 9, régulent positivement la sumoylation de ER�. Nous avons identifié la sérine 8 de 

ER� comme étant une cible de GSK-3�, mais malgré nos efforts nous n’avons pu identifier 

la ou les kinases impliquées dans la phosphorylation des autres sérines. Fait intéressant, en 

analysant la séquence impliquée dans la sumoylation du récepteur, on remarque que la 

phosphorylation de S12 permettrait la création d’un site consensus pour la caséine kinase 2 

(CK2) soit S/TxxD/E où S9 devient le site de phosphorylation potentiel. Une fois 

phosphorylé, S9 créerait alors un nouveau site consensus CK2 dont la sérine cible serait S6. 

CK2 représente donc une kinase potentielle pour cibler les sérines 6 et 9. Nos résultats 

préliminaires suggèrent fortement qu’une telle hypothèse puisse s’avérer exacte puisque 

nous observons une diminution considérable de la sumoylation de ER� lors de l’ajout d’un 

inhibiteur chimique de CK2 (résultat non publié). Afin de confirmer son implication, nous 

pourrions vérifier si l’inhibition de la sumoylation induite par l’inhibiteur est perdue 

lorsque S6 et/ou S9 sont mutées. Il faudrait également tester l’effet de la présence ou 

l’inhibition de CK2, ainsi que l’impact de la mutation de S9, sur l’activité transcriptionnelle 

de ER�.  

Jusqu’à présent, trois sérines sur ER� ont été identifiées comme cible de CK2 soit 

les sérines 167, 282 et 559. La phosphorylation des sérines 282 et 559 par CK2 a un impact 

légèrement négatif sur l’activation ligand-dépendante de ER� (594). À l’inverse la 

phosphorylation de S167 augmente l’activité du récepteur en favorisant l’interaction de 
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ER� avec l’ADN (595,596). Malgré ces discordances et le fait que l’axe de régulation entre 

CK2 et ER� a encore besoin d’être plus profondément étudié, CK2 semble avoir 

majoritairement un effet positif sur l’activité de ER� puisque l’inhibition de CK2 par un 

agent chimique inhibe l’activité du récepteur (594). Donc, dans l’éventualité où CK2 serait 

impliquée dans la sumoylation, elle induirait vraisemblablement l’atténuation de l’activité 

de ER� et nous aurions peut-être encore droit à un exemple d’une régulation inverse entre 

les ERs.  

1.1.2 – Les E3 ligases PIAS, impliquées dans la sumoylation de ER�� ? 

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la répression 

transcriptionnelle de ER� par SUMO-1, il serait intéressant d’évaluer le rôle des différentes 

E3 ligase, notamment les PIAS (protein inhibitor of activated STATs). En effet, les études 

démontrent que dans la majorité de cas où les facteurs de transcription sont sumoylés au 

niveau de leur domaine d’inhibition et/ou dans une région régulant négativement leur 

activité, les protéines PIAS ont été identifiées comme étant impliquées dans le processus 

(597). Si on repart du fait que l’AF-1 est atténuateur de l’activité estrogénique de ER�, que 

cet effet semble être compris dans les 20 premiers a.a., que c’est justement la région où 

ER� est sumoylé et que la sumoylation réprime l’activité de ER�, il est fort probable que 

les PIAS soient de la partie. Également, bien que la fonction biologique des corps de PML, 

domaines associés à la matrice nucléaire, reste encore énigmatique, plusieurs évidences 

démontrent qu’ils sont transcriptionnellement inactifs et impliqués dans l’atténuation de la 

répression transcriptionnelle en servant de lieu d’entreposage et/ou d’assemblage des 

corégulateurs sur les facteurs de transcription (598). Or, selon le modèle proposé pour 

l’action des PIAS, ces protéines joueraient un double rôle dans l’atténuation des facteurs de 

transcription par la sumoylation en agissant comme E3-ligase et en ciblant ces protéines 

vers les corps de PML (597). Dans l’éventualité où une ou des PIAS seraient impliquées 

dans la sumoylation de ER� et l’atténuation de son activité, ce double rôle des PIAS 

permettrait d’expliquer le mécanisme derrière le ciblage de ER� vers la matrice nucléaire 
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que nous avons observé. Également, leur action permettrait d’apporter une explication au 

rôle antagoniste de la sumoylation sur ER�.  

En effet, l’observation que la sumoylation protège ER� de la dégradation par le 

protéasome en compétitionnant, au niveau de la lysine 4, avec l’ubiquitination, soulève un 

questionnement des plus intéressants. Pourquoi est-ce que la cellule fait en sorte d’inhiber 

la transcription de ER� tout en le protégeant de la dégradation ? Cette question anime 

l’hypothèse que le but de la sumoylation n’est pas d’induire un arrêt complet de la 

transcription mais plutôt de permettre seulement son atténuation en réduisant entre autres, 

tel que nos résultats le démontrent, la capacité du récepteur à reconnaître ses éléments de 

réponses. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse qu’ER� sumoylé n’est pas dirigé vers la 

matrice nucléaire en vue d’y être dégradé. Il y serait plutôt entreposé temporairement, 

probablement au niveau des corps de PML, en attente d’un prochain cycle transcriptionnel 

et en vue d’y être préparé via son assemblage avec les corégulateurs. Une telle éventualité 

éviterait à la cellule le besoin de resynthétiser de nouveaux récepteurs et lui permettrait 

d’être prête à agir rapidement. Clairement, il s’agit d’une avenue intéressante à évaluer.  

Une façon rapide et efficace d’évaluer si les PIAS sont impliqués dans la 

sumoylation ER� et dans la régulation de son activité, serait d’étudier l’effet de leur 

présence sur le niveau de sumoylation du récepteur (western blot) ainsi que sur son activité 

transcriptionnelle (essais luciférase). L’utilisation de dominants négatifs des PIAS et/ou de 

siRNA dirigés contre ceux-ci, seraient nécessaire en vue de confirmer leur rôle dans 

l’éventualité où les expériences précédentes ce seraient avérées positives. Également, grâce 

à la technique d’immunohistochimie par fluorescence, nous pourrions évaluer si ER� 

accumule dans les corps de PML en réponse à SUMO-1. De plus, cette technique pourrait 

également nous servir à affirmer, où infirmer, si les PIAS sont impliqués dans le ciblage de 

ER� vers les corps de PML et ce, en évaluent si leur présence module la localisation de 

ER� dans ces structures et/ou si elles colocalisent avec ER�. Par contre, afin de certifier 

nos observations, l’utilisation d’un anticorps spécifique dirigé contre la phosphorylation de 

la sérine 6, reflétant le niveau de sumoylation de ER�, s’avérerait fort utile. En effet, le 
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développement d’un tel anticorps nous serait hautement profitable, car il permettrait de voir 

où et quand ER� est sumoylé et ce, autant dans un contexte in vitro que in vivo.  

1.2 – L’ubiquitination 

1.2.1 – La lysine 4 : cible de quelle E3-ligase ? 

Devant l’évidence que la lysine 4 est hautement impliquée dans la régulation de la 

dégradation de ER��du récepteur et que cette conséquence à un effet majeur sur l’activité 

du récepteur, il serait intéressant d’identifier le ou les E3-ligases impliquées. Deux 

candidats potentiels s’offrent à nous. 

En effet, nous démontrons que E6-AP, en réponse à la phosphorylation des sérines 

94 et 106, favorise la dégradation du récepteur et qu’elle a un effet atténuateur sur l’activité 

ligand-indépendante de ER�. L’absence de la lysine 4 a le même effet, suggérant une 

interconnexion entre ces deux mécanismes et que la lysine soit une cible de E6-AP. Afin de 

tester cette hypothèse, la première étape serait de voir si l’inhibition transcriptionnelle de 

l’activité Erk-dépendante de ER� par E6-AP, ainsi que la dégradation induite, sont perdues 

en absence de la lysine 4. Plus précisément, si K4 est impliquée, nous observerions que le 

mutant ER�-K4R serait beaucoup moins sensible à l’action de cette E3-ligase. Également, 

nous pourrions faire un essai d’ubiquitination afin de confirmer son implication.  

De plus, connaissant la double fonction de E6-AP (E3-ligase et coactivateur 

transcriptionnel) et le fait que contrairement à la majorité des récepteurs nucléaires, 

incluant ER�, E6-AP n’agit pas ou que très faiblement comme protéine coactivatrice sur 

l’activité ligand-dépendante de ER� (résultats non-publiés), nous pouvons supposer que 

l’AF-1 contribue à contrebalancer l’action coactivatrice de E6-AP. En fait, la légère 

activation n’est observée que seulement en conditions de forte surexpression. Il suffirait de 

voir par essai luciférase si le mutant ER�-S94,106A devient actif en présence de E6-AP 

et/ou si l’activation des kinases Erk1/2 réprimerait la faible action coactivatrice de E6-AP 

sur ER�-wt. Également, en utilisant les mêmes conditions, nous pourrions voir par 
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immunobuvardage et immunoprécipitation si E6-AP interagit et favorise la dégradation de 

ER� en présence d’estrogène, effets qui seraient sensibles à la présence de l’AF-1 et/ou des 

sérines 94 et 106.  

Également, CHIP serait une E3-ligase potentielle puisque l’étude de Tateishi et al. 

démontre que cette ligase interagit avec ER� au niveau des 37 premier a.a de l’AF-1 du 

récepteur et régule négativement son activité estrogénique en induisant la dégradation du 

récepteur (161). Cette étude démontre aussi que CHIP interagit aussi fortement avec ER� 

en présence qu’en absence d’estrogène. Ainsi, la lysine 4 pourrait fort bien être utilisée par 

CHIP pour réguler négativement l’activité de ER� en modulant le niveau d’expression 

basal du récepteur� Ce fait concorde également avec nos observations que la lysine 4 

influence l’activité ligand-indépendant et dépendante du récepteur. Toutes les techniques et 

expériences susmentionnées pour l’étude de E6-AP, pourraient également servir à l’étude 

du rôle de CHIP sur la dégradation K4-dépendante de ER���   

 

2 – Évaluation du rôle anti-prolifératif de ER���

Des évidences récentes ont associées à ER� un pouvoir anti-tumorigénique. En 

effet, les études démontrent que sa présence est favorable à l’inhibition de la progression 

des cancers ER�-positifs (voir chapitre 1 section 6.1). L’inhibition de la progression de ces 

cancers vient du fait que ER� agit entre autre comme modulateur négatif de l’activité 

génomique de ER�. Or, les travaux de Gougelet et al. démontrent que l’AF-1 de ER� joue 

un rôle clé dans l’atténuation ER�-dépendante de l’activité transcriptionnelle de ER� 

(162). De plus, l’isoforme ER�2/cx, qui ne possède pas de domaine AF-2 fonctionnel, est 

capable d’antagoniser l’expression génique de ER� (531). Ces évidences suggèrent 

fortement que l’effet atténuateur de ER� sur l’action pro-proliférative de ER� soit AF-1-

dépendant. À ma connaissance, cette hypothèse n’a jamais été évaluée. Je propose d’étudier 

cette éventualité en y intégrant les nouvelles fonctions et/ou mécanismes d’actions que mes 
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recherches ont permis d’associer au domaine AF-1 de ER�, car il est fort probable que 

certains pourraient y être impliqués et justement expliquer les faits observés.  

De plus, certaines études suggèrent que l’action anti-proliférative de ER� dans les 

cancers est également médiée par son action non-génomique. Puisque je démontre que ER� 

régule par son action non-génomique l’activité de GSK-3�, probablement un signe que 

ER� régule négativement la voie PI3K/Akt, je propose d’étudier plus en profondeur le 

mécanisme. 

2.1 – Un rôle anti-prolifératif pour l’AF-1 de ER�� ? 

 Nous pourrions évaluer l’hypothèse que l’AF-1 soit responsable de l’effet 

atténuateur de ER� sur la prolifération estrogénique ER�-dépendante dans les cellules de 

cancer du sein MCF-7.  Ces cellules sont très sensibles à l’action proliférative de ER�, elles 

n’expriment que très faiblement ER� et l’effet anti-prolifératif de ER� y a déjà été 

démontré (151,501). En transfectant les MCF-7 avec ER� de type sauvage (ER��wt) ou 

une version tronquée de ER� n’ayant plus de domaine AF-1 (ER�ΔAF-1), nous pourrions 

comparer l’effet de leur présence sur la prolifération estrogène-dépendante par l’essai 

colorimétrique MTT. S’il s’avère que le domaine AF-1 est impliqué dans le processus, nous 

pourrions observer deux conséquences : 1- ER�ΔAF-1 ne réprime pas la prolifération, 

démontrant que l’AF-1 est le domaine clé ou 2- ER�ΔAF-1 réprime la prolifération mais 

moins efficacement que ER��wt, démontrant qu’il est impliqué mais que son action n’est 

pas exclusive.  

Également, puisque mes résultats démontrent que la sumoylation et l’ubiquitination 

(dégradation) de la lysine 4 sont hautement impliquées dans l’effet atténuateur de l’AF-1 

sur l’activité estrogénique de ER�, il serait intéressant d’évaluer dans les mêmes conditions 

l’impact des différents mutants de sumoylation. Si la sumoylation y joue un rôle, le mutant 

constitutivement sumoylé ER�-S6E induira une inhibition plus grande que ER�-wt. À 

l’inverse, les mutants non sumoylables, ER�-S6A et ER�-K4R, auront peu ou pas d’effet 
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sur la prolifération, respectivement. En effet, on s’attend à ce que ER�-K4R agissent 

comme le mutant ER�ΔAF-1 puisque mes résultats démontrent que, contrairement à 

l’impact de la mutation de la sérine 6 du pSuM, l’effet atténuateur de l’AF-1 est 

complètement perdu en absence d’une lysine 4 fonctionnelle. De plus, puisque nous 

démontrons que la sumoylation affecte négativement l’interaction de ER� avec l’ADN et 

que l’absence de la lysine 4 induit une forte accumulation protéique, nous pourrions 

expliquer en partie le mécanisme derrière cette inhibition. En effet, en dimérisant avec 

ER�, ER� viendrait entraver l’action génomique de ER� en réprimant l’interaction de 

l’hétérodimère au niveau de la chromatine et/ou en favorisant sa dégradation. Ces deux 

mécanismes d’action ont déjà été observés pour l’isoforme ER��/cx, augmentant ainsi la 

plausibilité de notre hypothèse. En effet, en hétérodimère avec ER�, ER�2/cx diminue 

l’interaction du dimère avec l’ADN et augmente la dégradation de ER� (530-532). Cette 

hypothèse pourrait être vérifiée en parallèle par des essais d’immunoprécipitation de la 

chromatine (ChIP) et en vérifiant le niveau d’expression protéique des isoformes.   

Si nos résultats démontrent qu’effectivement le domaine AF-1 et/ou la sumoylation 

sont impliqués dans l’atténuation de la prolifération ER�-dépendante, il serait vraiment 

intéressant d’étudier leur rôle dans un contexte in vivo. Nous pourrions implanter des 

tumeurs ER�-positive/ER�-négative (xénogreffe) chez des souris nues et, lorsque les 

tumeurs auront atteint un diamètre acceptable, injecter de vecteurs lentiviraux encodant 

pour le ou les mutants ci-haut mentionnés directement dans celles-ci. Nous devrions 

observer soit une régression des tumeurs et/ou une diminution de leur vitesse de 

développement en présence de ER�-wt et peu ou pas d’effet du mutant ER�ΔAF-1, 

démontrant le pouvoir anti-tumorigénique de ER� et le rôle de l’AF-1 dans ce processus. Si 

la sumoylation est impliquée, l’inhibition ER�-dépendante sera accentuée ou diminué en 

présence de ER�-S6E et ER�-S6A, respectivement, et cet effet devrait être plus marqué 

pour ER�-K4R.   
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2.2 – Action non-génomique de ER�� : régulateur négatif de la voie 

PI3K/Akt? 

Les études démontrent que l’activation constitutive de la voie PI3K/Akt dans les 

cancers du sein favorise la prolifération et elle a été associée avec l’induction d’une 

résistance aux traitements anti-estrogéniques (599,600). Akt régule négativement l’activité 

de GSK-3� en induisant la phosphorylation de sa sérine 9. Or, l’inactivation de GSK-3� est 

observée dans plus de 60% des tumeurs mammaires et est associée avec un mauvais 

pronostique (601). De plus, alors que les études démontrent que ER�, principalement par 

son action non-génomique, favorise l’activation de la voie PI3K/Akt et l’inactivation 

concomitante de GSK-3�
 des évidences récentes dans les capillaires cérébraux de rat et 

dans les cellules de cancer du sein suggèrent qu’à l’inverse de son homologue, ER� serait 

un régulateur négatif de la voie. En effet, les études démontrent que l’activation soutenue 

de ER� par l’estrogène augmente le niveau d’expression et l’activité de PTEN, résultant en 

une diminution de l’activité d’Akt et une diminution de la phosphorylation négative de 

GSK-3� (237,593). Ainsi, un ratio ER� supérieur à ER� serait favorable à l’inhibition de la 

progression des tumeurs et expliquerait en partie le rôle anti-prolifératif de ER�. Nos 

résultats suggèrent fortement que l’action non-génomique de ER� participe à la régulation 

négative de la voie PI3K/Akt, puisque nous avons observé que ER� induit rapidement la 

déphosphorylation de la sérine 9 de GSK-3� en réponse à l’estrogène. Par contre, nous 

n’avions pas évalué les mécanismes. 

Puisque contrairement à ER�, ER� cytoplasmique n’interagit pas avec PI3K, ce 

résultat suggère que l’inhibition de cette voie survient en amont d’Akt (511). Or, l’activité 

de cette dernière est principalement régulée par PTEN. Afin de déterminer d’où provient 

l’action de ER�, nous pourrions exprimer ER� dans les cellules HEK293 et traiter 

séquentiellement ces cellules à l’estrogène durant de très courtes périodes de temps (5, 10, 

15, 30min…). Puis, avec l’aide d’anticorps phospho-spécifique dirigés contre les protéines 

susmentionnées, incluant Akt et GSK-3�, nous pourrions évaluer quelle kinase est activée 
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et à quel moment. Ceci nous permettant de déduire l’origine de l’activation de ER�. Une 

fois la kinase identifiée, il nous faudrait faire une immunoprécipitation à partir d’un lysat 

cytoplasmique afin de confirmer l’interaction. Ll’utilisation d’estrogène couplé à la BSA, 

qui ne peut entrer dans la cellule, nous permettrait d’étudier les conséquences cellulaires, 

notamment sur la prolifération, qui découlent exclusivement de l’effet non-génomique de 

ER�� Par contre, puisque ER� est également capable d’induire rapidement l’activation de 

d’autres kinases, il faudrait dans un tel contexte utiliser des mutants, des inhibiteurs et/ou 

des siRNA avant d’affirmer que les effets non-génomique ER� sur la prolifération sont 

médiés par l’inactivation de la voie PI3K/Akt. Également, dans le but d’évaluer si l’action 

de ER� cytoplasmique joue un rôle dans l’inhibition de la prolifération estrogénique ER�-

dépendante, nous pourrions transfecter dans les MCF-7 un clone ER� dont le signal de 

localisation cellulaire serait muté.       

 

3 – Mécanisme entourant l’amélioration de la réponse cellulaire 

au tamoxifène par ER�� 

Contrairement à ER�, le tamoxifène agit exclusivement comme antagoniste pour 

ER�, sur un ERE, et les études démontrent que cet effet est dépendant de l’AF-1 (32). Mes 

études suggèrent que les sérines 94 et 106 répriment l’activité constitutive de ER� et que la 

sumoylation phosphorylation-dépendante de ER� réprime l’activité estrogénique du 

récepteur. Il serait intéressant d’évaluer si l’un et/ou l’autre de ces mécanismes sont 

impliqués dans l’action du tamoxifène. En effet, il a été démontré pour ER� que le 

tamoxifène pouvait induire la phosphorylation de sérines dans l’AF-1 et que ce mécanisme 

était impliqué dans l’action agoniste du tamoxifène puisqu’il permettait le recrutement de 

coactivateurs transcriptionnels, compensant ainsi l’action antagoniste de cet adjuvent 

(117,251). Le rôle des sérines 94 et 106, du moins celui de recruter E6-AP et d’induire la 

dégradation de ER�, serait peut probable puisque le tamoxifène n’induit pas la dégradation 

du récepteur. Par contre, l’éventualité que le tamoxifène induise la phosphorylation du 
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pSuM et favorise l’atténuation du récepteur en augmentant sa sumoylation semble 

prometteuse. Pour ce faire, la première étape serait de vérifier si le tamoxifène provoque la 

sumoylation de ER�. Dans l’affirmative, nous pourrions, par essai luciférase et MTT, 

vérifier si la mutation de la sérine 6 du pSuM vient contrecarrer l’effet antagoniste du 

tamoxifène sur l’activité estrogénique et la prolifération de ER�.  

Si cette hypothèse s’avère exacte, puisqu’il existe une corrélation positive entre la 

présence de ER� et l’augmentation de l’efficacité du tamoxifène a été démontrée et peut 

même inverser l’effet agoniste de cet adjuvant dans les cellules ER�-positives résistantes, 

nous pourrions évaluer si la sumoylation de ER� y est impliqué (379,500). Nous pourrions 

évaluer cette hypothèse en utilisant de cellules MCF-7 que nous aurions au préalable 

rendues résistantes en les traitants sur une longue période au tamoxifène. L’impact de la 

transfection des clones ER�-wt, ER�ΔAF-1, ainsi que celui des différents clones de sumo 

(ER�-S6A, S6E ou K4R) sur la prolifération des cellules résistantes serait, ici aussi, 

détectée par l’essai MTT. Dans l’éventualité où nous observons une atténuation plus 

marqué de la prolifération dans les cellules ER�-S6E et l’absence, ou très peu d’effet, dans 

les cellules ER�-S6A, K4R et ΔAF-1, en plus de démontrer que la sumoylation est 

impliqué dans les processus, nous serions les premiers à confirmer que la corrélation 

positive entre la présence de ER� et l’efficacité accrue du tamoxifène est bel et bien 

dépendante de l’AF-1.  
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Conclusion  

Pour l’instant, seulement ER� est utilisé comme marqueur pronostic des cancers 

gynécologiques afin d’évaluer si les patients seraient à même de bénéficier d’un traitement 

anti-estrogénique. Or, puisque les études démontrent qu’un meilleur ratio ER�/ER� est 

favorable à l’inhibition de la prolifération des tumeurs ER�-positives et l’action des anti-

estrogènes, nous croyons que le niveau d’expression de ER� devrait être évalué. De plus, 

puisque ces effets semblent être principalement dépendant des domaines AF-1 respectifs 

des ERs et que nos résultats démontrent que la phosphorylation des sérines 94 et 106, celles 

des sérines 6, 8 et 12 ainsi que l’ubiquitination et la sumoylation de la lysine 4 jouent un 

rôle prépondérant dans l’atténuation de l’activité de ER� et la régulation de sa stabilité 

protéique, nous croyons que l’évaluation de ces sites clés devrait également être considérée. 

En effet, nos résultats suggèrent fortement que ces sites nouvellement identifiés sur ER� 

pourraient avoir un impact majeur sur l’effet anti-tumorigénique et l’induction d’une 

meilleure réponse aux traitements par ER�. De plus, plusieurs sites de modifications post-

traductionnels sur ER� ont également été identifiés comme ayant un rôle majeur dans la 

tumorigénèse et le développement de résistance (voir section 5.1.3.1). En résumé, nous 

croyons que la voie du futur est de développer des tests diagnostiques qui combineraient 

l’analyse de tous ces biomarqueurs puisqu’ils nous permettraient de mieux anticiper la 

réussite des thérapies et proposer des traitements personnalisés.  
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