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Résumé 

La régulation de la transcription des gènes par les récepteurs des estrogènes ERα et ERβ joue 

un rôle important dans la croissance cellulaire et dans le développement du cancer du sein. 

Une augmentation de l’expression de CXCR4 et de son ligand SDF-1/CXCL12 corrèle avec 

un phénotype plus agressif du cancer du sein. Ici, nous démontrons un mécanisme de boucle 

de régulation positive entre la signalisation de CXCR4/SDF-1 et l’activité transcriptionnelle 

des ERs dans des cellules cancéreuses mammaires. L’activité transcriptionnelle de ER et 

l’expression de gènes cibles de ER, dont SDF-1 lui-même, sont augmentées dans la lignée 

cancéreuse mammaire MCF-7 en réponse à SDF-1. Ces effets sont bloqués par l’anti-

estrogène fulvestrant et par la délétion de CXCR4. Par ailleurs, l’expression des gènes et la 

prolifération des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 en réponse à l’estrogène sont 

altérées par l’inhibition de CXCR4. La signalisation par les facteurs de croissance joue un rôle 

important dans le cancer du sein. La surexpression et la dérégulation de la signalisation par le 

récepteur à activité tyrosine kinase ErbB2 corrèlent avec un phénotype tumoral mammaire 

plus agressif et un moins bon pronostic. Cependant, comment la signalisation de ErbB2 et de 

CXCR4 sont fonctionnellement reliées dans la régulation de la réponse de ER dans les cellules 

cancéreuses mammaires n’est pas connue. Nous démontrons ici que CXCR4 régule 

négativement l’expression protéique de ErbB2 et de son partenaire d’interaction ErbB3 ainsi 

que la phosphorylation de ErbB2. CXCR4 altère l’activation de la voie PI3-K/Akt par le 

dimère ErbB2/ErbB3 en réponse à héréguline alors qu’en présence de SDF-1, les niveaux 

d’activation sont récupérés. Nous avons trouvé que héréguline-β promouvoit la 

phosphorylation de la sérine 339 de CXCR4, un site important pour l’internalisation et la 

signalisation du récepteur. De plus, le recrutement de ErbB2 à CXCR4 est favorisé par ErbB3 

et héréguline-β. L’activité transcriptionnelle ainsi que l’expression des gènes cibles de ER en 

réponse à l’héréguline sont relevées avec l’expression de CXCR4 et partiellement récupérées 

avec l’addition de SDF-1. Ces résultats démontrent que le recrutement de CXCR4 à ErbB2 

altère la signalisation médiée par ErbB2/ErbB3 ainsi que l’activité hormonale de ER dans des 

cellules cancéreuses mammaires. Nous travaux ont permis d’identifier et de caractériser 

l’impact de la signalisation médiée par des récepteurs membranaires sur la réponse 

transcriptionnelle de ER dans des cellules cancéreuses mammaires. La signalisation 
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membranaire est un facteur pouvant contribuer à la résistance aux thérapies endocriniennes et 

donc cibler les récepteurs impliqués s’avèrerait utile pour améliorer les traitements existants et 

mettre au point de nouvelles approches. 

 

Mots-clés : ERα, ERβ, AF-1, AF-2, SDF-1, CXCR4, MAPK/ERK, MCF-7, BT-474, 

ErbB2/Her-2/Neu, ErbB3, Héréguline, PI3-K/Akt, cancer du sein.  
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Abstract 

Induction of estrogen-regulated gene transcription by estrogen receptors ERα and ERβ plays 

an important role in breast cancer development and growth. High expression of the chemokine 

receptor CXCR4 and its ligand CXCL12/SDF-1 has also been correlated with aggressive 

breast tumor phenotypes. Here, we describe a positive regulatory loop between CXCR4/SDF-

1 signaling pathway and ER transcriptional competence in human breast cancer cells. 

Treatment of breast carcinoma MCF-7 cells with SDF-1 increased ER transcriptional activity 

and expression of ER target genes, including SDF-1 itself. These effects were blocked by the 

antiestrogen ICI-182780 and by CXCR4 silencing, and conversely, estrogen-induced gene 

expression and growth of MCF-7 cells were impaired upon CXCR4 inhibition. Growth factor 

signaling also plays an important role in breast cancer. Overexpression and deregulated 

signaling of receptor tyrosine kinase ErbB2 correlate with aggressive breast tumor phenotype 

and poor outcomes. However, how ErbB2 and CXCR4 signaling is functionally related to 

regulate ER response in breast cancer cells is not known. Here we show that steady-state 

levels of ErbB2 and its dimeric partner ErbB3, as well as ErbB2 tyrosine phosphorylation 

were negatively regulated with the expression of CXCR4. CXCR4 downregulated 

ErbB2/ErbB3 dimer activation of the PI3-K/Akt pathway in response to ErbB3 ligand 

heregulin-β, whereas addition of SDF-1 restored activation levels. We found that heregulin-β 

promoted CXCR4 phosphorylation at serine 339, an important site for CXCR4 internalization 

and signaling. In addition, ErbB2 recruitment to CXCR4 was enhanced by ErbB3 and 

heregulin-β. Transcriptional activity and gene expression measurement showed that the 

hormonal repression of ER was relieved with the expression of CXCR4 and partially 

recuperated with the addition of SDF-1. Together, these results show that CXCR4 recruitment 

to ErbB2 alters ErbB2/ErbB3 signaling pathway and downstream regulation of ER hormonal 

activity in in breast cancer cells. Our work has enabled us to identify and characterize the 

impact of membrane receptors signaling on ER transcriptionnal response in breast cancer 

cells. Membrane signaling is one of the factors involved in endocrine therapy resistance and 

targeting the receptors implicated could be benificial to improve existing treatments and to 

work on the creation of new ones.  
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Chapitre 1-Introduction 

 

1 Les hormones stéroïdiennes 

 

Les hormones stéroïdiennes actives sont synthétisées à partir du cholestérol dans les 

gonades, les glandes surrénales et le placenta. Plusieurs enzymes interviennent dans la 

biosynthèse des hormones stéroïdiennes adrénales corticostérone, cortisol et aldostérone et des 

hormones stéroïdiennes gonadales  progestérone, estradiol et testostérone. Ces enzymes 

appartiennent à deux principales classes de protéines : les cytochromes P450 et les hydroxy 

stéroïdes déshydrogénases (Payne and Hales, 2004)(Fig.1).  

 

 

Figure 1 Biosynthèse des hormones stéroïdiennes (Adapté de Payne and Hales, 2004) 
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2 Identification des récepteurs stéroïdiens 

 

 

La recherche de récepteurs s’est déroulée en injectant des hormones marquées dans un 

animal, en préparant des extraits de tissus et en regardant la liaison de l’hormone marquée par 

autoradiographie ou fractionnement protéique radioactive après une ultracentrifugation sur 

gradient de sucrose. Par cette approche, les récepteurs de cinq classes d’hormones 

stéroïdiennes ont été identifiés par  I. Edelman et G. Sharp (minéralocorticoïdes), J. Gorski, R. 

King, E. Jensen et E. Baulieu (estrogènes), S. Liao et W. Mainwaring (androgènes), O’Malley 

(progestines) et C. Sekeris, A. Munck et G. Tomkins (glucocorticoïdes) (Rousseau, 2013). 

 

Les analyses ont confirmé que ces récepteurs appartiennent à une famille de protéines 

présentant des domaines impliqués dans la liaison du ligand et de Hsp90, la dimérisation du 

récepteur, la localisation nucléaire, la liaison à l’ADN (domaine de liaison à l’ADN) et la 

transactivation (Fig.2).   

 

Les récepteurs stéroïdiens appartiennent à la famille des récepteurs nucléaires. Ils 

forment la sous-famille 3 des récepteurs nucléaires (NR3), comprenant trois groupes : A, B et 

C. NR3 comprend deux récepteurs des estogènes (ER et ER ou NR3A1 et NR3A2), trois 

récepteurs nucléaires orphelins (ERR, ERRβ, et ERRγ, ou NR3B1, NR3B2 et NR3B3) et les 

autres récepteurs pour les classes d’hormones stéroïdiennes : glucocorticoïdes (GR ou 

NR3C1), minéralocorticoïdes (MR ou NR3C2), progestagènes (PR ou NR3C3) et androgènes 

(AR ou NR3C4).  
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Figure 2 Mode d’action des hormones stéroïdiennes 

 

3 Les estrogènes 

 

Dans les glandes surrénales et les gonades, l’hormone adrénocorticotrope (ACTH)  et 

l’hormone lutéinisante (LH) mobilisent le cholestérol dans la voie stéroïdogénèse. L’hormone 

folliculo-stimulante (FSH) promouvoit le développement des cellules granulaires et la 

synthèse d’estradiol durant l’ovulation. Dans le placenta, la production est moins pulsatile et 

dépend de l’hormone gonadotropine chorionique (hCG) au début de la gestation (Ghayee and 

Auchus, 2007).  

 

3.1 Les récepteurs des estrogènes 
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Le récepteur des estrogènes aujourd’hui nommé ER) a été originalement isolé et 

caractérisé à partir d’utérus de rat (Toft and Gorski, 1966). ER humain a été cloné à partir 

d’une librairie de cDNA de la lignée cancéreuse mammaire humaine MCF-7 (Walter et al., 

1985). Un deuxième récepteur des estrogènes, nommé ER, a été originalement identifié chez 

le rat (Kuiper et al., 1996). Par la suite. ER a été cloné chez l’humain (Mosselman et al., 

1996) et la souris (Tremblay et al., 1997).  Les deux récepteurs lient les ligands physiologiques 

estradiol, estriol et estrone.  

 

Chez l’humain, ERet ERsont encodés par deux gènes distincts (ESR1 et ESR2) 

situés sur le chromosome 6 et le chromosome 14 respectivement (Green et al., 1986, Enmark 

et al., 1997). Les gènes ESR1 et ESR2 sont formés de 8 exons qui encodent pour les 

différents domaines structuraux caractéristiques des récepteurs nucléaires, soient les domaines 

A à F (Aranda and Pascual, 2001). 

 

3.1.1 Structure  

 

Les ERs sont organisés en cinq domaines : La région N-terminale A/B possédant le 

domaine d’activation 1 (AF-1) et régulée de manière ligand-indépendante, un domaine de 

liaison à l’ADN (DBD), une région charnière, le domaine E comprenant le domaine de liaison 

au ligand (LBD) et le domaine d’activation 2 (AF-2) et finalement la région F, localisée dans 

la région C-terminale du récepteur.  

 

La région N-terminale possède plusieurs résidus principalement ciblés par la 

phosphorylation dans le domaine AF-1 qui contribue au recrutement de cofacteurs 

transcriptionnels et est responsable de l’activité ligand-indépendante du récepteur (Wärnmark 

et al., 2003, Kumar and Litwack, 2009).  Toutefois, l’activation optimale de ERet ER 

requiert une synergie fonctionnelle entre les domaines AF-1 et AF-2 (Kumar and Thompson, 

1999, Kumar and Thompson, 2003, Kumar et al., 2004). Le domaine AF-1 ne possède pas de 
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structure spécifique. Toutefois, il a la capacité à former des régions d’hélices alpha (Kumar 

and Thompson, 1999, Kumar and Thompson, 2003).  

 

Le domaine de liaison à l’ADN (DBD) de ER s’associe à un élément de réponse à 

l’estrogène (ERE) constitué de deux demi-sites répétés inversés séparés par trois 

nucléotides.  La séquence ERE consensus minimale est constituée ainsi : 

AGGTCAnnnTGACCT où n correspond à n’importe quel nucléotide. Chaque demi-site est 

reconnu par un récepteur monomère et l’homodimère ou l’hétérodimère lié est orienté de 

manière ‘tête-à-tête’  (Ascenzi et al., 2006).  Le DBD a une longueur d’environ 80 acides 

aminés qui comprend la région C plus 14 acides aminés de la région D. Le domaine C possède 

deux motifs à doigts de zinc de type Cys2-Cys2 coordonnés avec un atome de zinc ionisé 

(Kumar and Thompson, 1999). Seulement quelques acides aminés compris dans le premier 

doigt de zinc, appelé proximal box (P-box), sont responsables de la reconnaissance spécifique 

au ERE. Une deuxième série d’acides aminés comprise dans le deuxième doigt de zinc appelés 

distal box (D-box), forme l’interface de dimérisation du DBD (Schwabe et al., 1993, Ruff et 

al., 2000, Gearhart et al., 2003). 

 

La région charnière ou domaine D est une région flexible qui contient un signal de 

localisation nucléaire (NLS) et relie le domaine C au domaine C-terminal E/F  (Ascenzi et al., 

2006).  Cette région possède également des sites d’acétylation et de symoylation (McEwan, 

2004, Sentis et al., 2005). La région charnière de ER serait également impliquée dans la 

synergie entre l’AF-1 et l’AF-2 en réponse à l’estrogène (Zwart et al., 2010).  

 

La région C-terminale E/F de ERs comprend le domaine de liaison au ligand (LBD), le 

domaine AF-2, le domaine d’homo ou d’hétérodimérisation et une partie de la région de la 

localisation nucléaire. ER possède un signal de localisation au niveau des a.a. 256-303 entre le 

DBD et le LBD mais ne possède pas un deuxième signal de localisation membranaire dans le 
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LBD comme le récepteur aux glucoticoïdes (GR) (Picard et al., 1990). Cela fait en sorte que 

même en absence de ligand, ER est pricipalement nucléaire, contrairement à d’autres 

récepteurs stéroidïens comme GR (Picard et al., 1990). Pour ER, la structure 

tridimensionnelle de son domaine de liaison au ligand (ou domaine E) en présence d’estradiol 

ou de l’anti-estrogène raloxifène a été déterminée. Le LBD est structuré en sandwich 

comprenant trois couches d’hélices alpha antiparallèles, un centre de trois hélices alpha et 

finalement deux couches supplémentaires d’hélices alpha. Cet arrangement hélical crée une 

structure moléculaire qui maintient la cavité de liaison du ligand. Cette cavité est isolée de 

l’environnement externe et est fermée par l’hélice 12 du LBD suite à l’entrée de l’hormone 

dans la cavité. La fermeture de l’hélice 12 amphipathique sur la cavité génère une interface qui 

permet la liaison de co-facteurs au LBD, régulant ainsi l’activité du domaine AF-2 (Ascenzi et 

al., 2006).  

 

La région adjacente F, localisée dans la région C-terminale du récepteur, est un 

domaine variable dont la fonction n’a pas été complètement élucidée. Elle serait requise pour 

l’activité agoniste de l’anti-estrogène tamoxifène et régulerait l’interaction avec des 

corégulateurs tels que SRC-1 (Skafar and Zhao, 2008).  

 

3.1.2 Les isoformes ERet ER

 

L’isoforme ER (66 kDa) et l’isoforme ER (60 kDa) possèdent une forte homologie 

au niveau de leur domaine de liaison à l’ADN (95%) mais seulement 15 % d’homologie pour 

la région N-terminale (Marino et al., 2006), suggérant qu’ils doivent recruter des cofacteurs 

différents. Les domaines AF-1 de ER et ER diffèrent dans la longueur et la séquence en 

acides aminés (Nilsson et al., 2001). La séquence en acides aminés de la P-box est identique 

entre ER et ER ce qui fait en sorte que les deux récepteurs s’associent aux éléments de 

réponse à l’estrogène (ERE) avec une affinité similaire (Klinge, 2001) (Fig.3). 
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Figure 3 Schématisation de la structure des récepteurs des estrogènes (Adapté de Ascenzi et al., 2006) 

 

Même si les deux isoformes lient l’estrogène, l’activité transcriptionnelle de ER est 

plus faible que celle de ER en réponse à l’hormone (Nilsson et al., 2001). Les deux 

isoformes lient l’estradiol (E2) avec la même affinité mais présentent des différences d’affinité 

pour d’autres ligands naturels ou synthétiques (Fig.4). ER possède une plus forte affinité 

pour les phytoestrogènes tels que genistein, quercetin ou coumestrol que ER (Miodini et al., 

1999, Mageea and Rowlanda, 2004). La réponse des deux isoformes est également différente 

en réponse à des ligands synthétiques tels que tamoxifène, raloxifène et fulvestrant. Ces 

ligands sont des agonistes partiels pour ER mais des antagonistes pures pour ER.  

 

ER et ER régulent différemment certains gènes en réponse à l’estrogène et aux anti-

estrogènes (Kian Tee et al., 2004). Cette différence pourrait s’expliquer par des différences au 

niveau des domaines d’activation (AF) (Pettersson et al., 2000). L’activation optimale de ER 

est atteinte lors d’une synergie entre les domaines AF-1 et AF-2 (Mérot et al., 2004). L’AF-1 

et l’AF-2 de ER sont tous deux requis pour l’effet agoniste de E2 et partiellement agoniste 

du tamoxifène (McDonnell et al., 1995).  ER possède un domaine AF-1 plus faible que ER 
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et cette région de ER possède une activité répressive (Ogawa et al., 1998, St-Laurent et al., 

2005, Picard et al., 2008, Picard et al., 2012). La régulation des gènes par ER et ER est 

discutée plus en détail dans la section 9.  

 

 

Figure 4 Structure chimique de certains ligands des ERs  (Tiré de Ascenzi et al., 2006) 

 

3.1.3 Les variants de ER et ER

 

Des variants de ER ou ER résultant d’un épissage alternatif ou de l’utilisation de 

promoteurs alternatifs ont été décrits. ER pleine longueur est produit à partir de l’ARNm 

transcrit à partir du gène ER qui contient au moins sept promoteurs en amont (Koš et al., 

2001). Le variant ER46 ne possède pas de domaine AF-1 et a été identifié dans les cellules 

cancéreuses mammaires MCF-7 (Trivedi et al., 1996), les ostéoblastes (Denger et al., 2001), 
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les macrophages (Murphy et al., 2009) et les cellules endothéliales (Li et al., 2003). ER46 

réprime l’activité AF-1 de ER pleine longueur (Flouriot et al., 2000) et inhibe la transcription 

du gène pS2/Trefoil factor 1(TFF1) induite par l’estrogène en recrutant des co-répresseurs 

(Penot et al., 2005). Dans des lignées mammaires, ce variant inhibe l’action de ER type 

sauvage en affectant la liaison de l’estrogène (Garcia et al., 1988) et la réponse 

transcriptionnelle (McGuire et al., 1991, Fuqua et al., 1992). Le variant ER36 ne possède pas 

les domaines AF-1 et AF-2 et est présent dans des lignées cancéreuses mammaires (Wang et 

al., 2005). Cet isoforme initie l’activation de la voie MAPK à la membrane plasmique en 

réponse à l’estrogène (Wang et al., 2006, Zhang et al., 2011). Des mutations ponctuelles dans 

la séquence de ER ont été rapportées. Les mutations qui altèrent la séquence protéique de 

ER ont été détectées dans plusieurs tissus et pathologies, incluant le cancer du sein, le cancer 

de l’endomètre et des désordres physiologiques. Plusieurs de ces mutations ont été identifiées 

chez des patientes atteintes du cancer du sein dont le type de cancer avait été cliniquement 

classé comme ER négatif (Herynk and Fuqua, 2004). 

 

Des variants de ER ont été retrouvés dans divers tissus normaux et dans des 

pathologies. La première caractérisation du promoteur de ER a mené à l’identification d’une 

région nommée exon 0N (Li et al., 2000) et ensuite à l’identification d’une seconde région 

promotrice en amont nommée exon 0K (Hirata et al., 2001). Le projet du génome humain a 

mené à l’identification d’au moins 5 exons additionnels localisés entre les régions 0N et 0K, 

suggérant une régulation complexe comme ER (Matthews and Gustafsson, 2003). Divers 

variants d’épissage alternatif ont été rapportés, certains avec une extension de la portion N-

terminale et d’autres avec des délétions et/ou des insertions dans le LBD (Enmark et al., 1997, 

Maruyama et al., 1998). Le niveau d’expression de plusieurs de ces isoformes est plus élevé 

dans les tissus mammaires que ER type sauvage (Nilsson et al., 2001, Matthews and 

Gustafsson, 2003, Herynk and Fuqua, 2004). Des variants de ER ne possédant pas l’exon 5 

et/ou 6 ont été identifiés dans des cancers humains et dans diverse lignées cellulaires (Vladusic 

et al., 1998). La perte de l’exon 5 (ER5) produit un récepteur tronqué qui ne possède plus une 

bonne partie du LBD. La co-expression de cet isoforme avec ER ou ER type sauvage inhibe 
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l’activité E2-dépendante de gènes ERE-dépendant. Cet isoforme pourrait donc agir comme 

inhibiteur des ERs in vivo. Un autre isoforme de ER, ER2/cx, est similaire à ER type 

sauvage sauf que l’exon 9 remplace l’exon 8 (Ogawa et al., 1998). ER2/cx, tout comme 

ER5, ne possède pas la région F et manque une portion du domaine AF-2. ER2/cx ne lie pas 

E2 et n’active pas la transcription d’un gène rapporteur ERE. ER2/cx s’associe 

préférentiellement en hétérodimère avec ER que avec ER, ce qui entraîne une inhibition de 

la liaison de ER à l’ADN. ER2/cx exerce également un effet dominant négatif sur l’activité 

ligand-dépendante de ER sur un gène rapporteur (Ogawa et al., 1998). De plus, ER2/cx 

inhibe l’activité transcriptionnelle médié par le complexe raloxifène-ER sur le promoteur de 

transforming growth factor beta 3 (TGF-3) (Peng et al., 2003) (Fig.5).  

 

 

Figure 5 Représentation de quelques variants de ER et ER (Tiré de Le Romancer et al., 2011) 

 

3.1.4 Rôles physiologiques de ER et ER

 

 ER et ER sont exprimés dans les tissus reproducteurs mais également dans des sites 

périphériques. Certains tissus n’expriment qu’un isoforme ou l’autre alors que d’autres co-
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expriment les deux. Des études d’invalidation des gènes ER et ER ont permis d’évaluer les 

rôles de chaque isoforme. 

 

3.1.4.1 Distribution tissulaire 

 

Bien que les deux isoformes présentent une certaine redondance fonctionnelle, une 

différence dans leur distribution et leur abondance tissulaire suggère qu’ils doivent exercer des 

fonctions distinctes. 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 (Nilsson and Gustafsson, 2011) 

(Fig.6).  

 



12 
 

 

 

Figure 6 Distribution de ER et ER chez l’humain (Tiré de Nilsson and Gustafsson, 2011) 

 

3.1.4.2 Études de souris ‘knock-out’ 

 

Le développement de souris ‘knock-out’ (KO) a permis de comprendre les rôles relatifs 

et les fonctions biologiques de ERet ER. Ces modèles ont permis d’étudier l’impact de 

l’invalidation du gène ER seul (ERKO), de ER  seul (ERKO) ainsi que la délétion de 

ER et ER (DERKO) (Couse and Korach, 1999, Curtis et al., 2000).  

 

La délétion de ER et/ou ER n’engendre pas de mort embryonnaire et les souris 

peuvent survivre à l’âge adulte (Deroo and Korach, 2006). Toutefois, plusieurs défauts 

développementaux surviennent. Les souris ERKO présentent des défauts dans les tissus où 



13 
 

 

l’expression de ER prédomine tels que l’utérus et les glandes mammaires mais aussi au 

niveau des ovaires et présentent également un comportement sexuel anormal (Lubahn et al., 

1993). Les femelles adultes ERKO présentent une hypoplasie utérine et ne répondent pas à 

l’estrogène tel qu’observé par exemple par l’absence de l’augmentation du poids utérin. Les 

femelles ne présentent pas un comportement sexuel normal, ce qui indique une perte de 

réponse à l’estrogène dans le système nerveux central. Dus à ces phénotypes, la femelle 

ERKO est infertile (Lubahn et al., 1993).  

 

Les femelles ERKO présentent des problèmes au niveau de la maturation des 

follicules ovariens (Krege et al., 1998). Ces femelles, quoique ayant un comportement sexuel 

normal (Ogawa et al., 1999), ont moins de portées et moins de petits par portée. ER serait 

essentiel à la parturition (Wu et al., 2000) et à l’implantation du fœtus (Tessier et al., 2000). 

Les femelles ERKO sont donc moins fertiles (Pearce and Jordan, 2004, Imamov et al., 2005, 

Koehler et al., 2005). Les femelles ERKO présentent une structure des glandes mammaires 

normale (Ogawa et al., 1999). Les jeunes femelles DERKO présentent une différenciation 

normale de l’utérus, du vagin et du col de l’utérus. Toutefois avec l’âge, elles développent une 

hypoplasie utérine, le même phénomène observé chez les femelles ERKO (Pearce and 

Jordan, 2004). 

 

Les femelles adultes ERKO présentent une structure des glandes mammaires 

rudimentaire, indiquant que la différenciation des glandes requiert ER (Bocchinfuso and 

Korach, 1997). ER est plus abondant que ER dans le tissu mammaire normal et 

l’examination de l’épithélium canalaire chez les souris ERKO suggère que ER est un 

facteur pro-différenciation (Förster et al., 2002). ER est essentiel à la croissance des canaux 

mammaires puisque les souris ERKO présentent peu de canaux (Lubahn et al., 1993). 

 

Les mâles ERKO présentent une diminution de la mobilité des spermatozoïdes, un 

faible compte de spermatozoïdes et un faible poids des testicules, ce qui fait en sorte qu’ils 

sont moins fertiles (Lubahn et al., 1993). Leur comportement sexuel n’est également pas 

normal non plus (Ogawa et al., 1997), ce qui contribue également à la diminution de leur 
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fertilité. Les mâles ERKO sont fertiles et présentent un comportement sexuel normal (Ogawa 

et al., 1999). Toutefois il a été rapporté qu’ils peuvent développer une hyperplasie de la 

prostate avec l’âge (Weihua et al., 2001, Weihua et al., 2003). Les mâles DERKO sont 

infertiles (Couse and Korach, 1999). 

 

Les souris ERKO présentent des défauts au niveau du cerveau menant à une 

dégénération des neurones avec l’âge (Wang et al., 2001). Chez les souris ERKO, les 

neurones des nouveau-nés générés dans la zone ventriculaire ne peuvent pas se positionner 

correctement dans les couches du cortex et plusieurs neurones meurent durant le processus 

(Wang et al., 2003).  La survie neuronale est donc compromise chez les souris adultes ERKO 

et cela engendre une importante neurodégénérescence (Wang et al., 2003). ER exercerait 

également des effets importants au niveau de la prostate et du côlon.  Les souris ERKO 

développent des cancers du côlon et de la prostate (Harris, 2007).  

 

Les femelles et les mâles ERKO présentent une diminution de la longueur et du 

diamètre fémoral en plus d’une réduction de la densité osseuse (Curtis et al., 2000). Les souris 

ERKO présentent une longueur et une densité osseuse normale (Curtis et al., 2000). 

 

Tel que prédit au départ, la perte de ER a plus d’impact chez la femelle. Il a été 

rapporté que la différenciation précoce du tract reproductif est indépendante de ER et ER. 

Plus tard dans la vie, les deux récepteurs sont nécessaires à la fonction ovarienne alors que 

ER serait critique pour la physiologie utérine. ER mais pas ER est requis pour le 

développement des glandes mammaires et la fonction osseuse. Pour ce qui est de la fonction 

cardiovasculaire, ER et ER semblent jouer des rôles redondants dans la cardioprotection 

médiée par l’estrogène (Pearce and Jordan, 2004). 

 

Des comparaisons entre les phénotypes observés chez les souris KO et l’humain 

peuvent être faites. Un homme présentant une substitution cytosine en thymine à la position 

157 de ER, engendrant l’apparition d’un codon stop prématuré, exprime une protéine ER 

tronquée ne possédant pas de DBD ou de LBD. Cet homme souffre d’ostéoporose, ses 



15 
 

 

épiphyses ne sont pas fusionnées et il présente un taux élevé d’estrogène dans le sang. De plus, 

il présente une fonction cardiaque altérée puisque qu’il présente des signes d’athérosclérose 

(Sudhir et al., 1997) et une dilation des artères brachiales altérée (Sudhir et al., 1997). 

 

4 Les modifications post-traductionnelles des ERs 

 

 

Plusieurs types de modifications post-traductionnelles régulant les fonctions des ERs 

ont été rapportées.  

 

4.1 Acétylation 

 

L’acétylation est une modification importante dans la régulation de l’activité de 

facteurs de transcription. L’acétylation peut induire ou inhiber la transcription (Bannister and 

Miska, 2000). 

 

ER est acétylé par l’histone acétylase (HAT) cAMP responsive element binding 

protein (CREB)/p300. Les lysines (K) 266 et 268 sont ciblées par l’acétylation par p300. p300 

peut acétyler directement des résidus de ER, soit K266, 268, 299, 302 et 303 (Wang et al., 

2001, Kim et al., 2006). L’effet de l’acétylation sur l’activité de ER varie selon la lysine 

ciblée. L’acétylation de K299, K302 et K303 inhibe l’activité transcriptionnelle du récepteur 

(Wang et al., 2001) alors que l’acétylation de K266 et K268 favorise celle-ci (Kim et al., 

2006). La substitution de K266 et K268 par un résidu glutamine augmente la liaison de ER à 

l’ADN et l’activité E2-dépendente de ER (Wang et al., 2001, Kim et al., 2006). L’acétylation 

de K299, K302 et K303 est constitutive alors que celle de K266 et K268 est induite en réponse 

à E2. K266 et K268 peuvent également être sumoylées (Reid et al., 2002, Sentis et al., 2005).  

 

La protéine breast cancer 1 (BRCA1) pourrait inhiber l’activité de ER en interférant 

avec l’acétylation de ER médiée par p300 (Ma et al., 2010). Par ailleurs, l’exposition de 
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cellules cancéreuses mammaires ER positives à un inhibiteur d’histone déacetylase (HDAC) 

mène à la dégradation de ER de manière protéasome dépendante (Margueron et al., 2004, 

Urbinati et al., 2010). 

 

Pour ER, aucune acétylation a été décrite jusqu’à maintenant. Toutefois, des 

inhibiteurs des HDACs augmentent la stabilité protéique de ER (Duong et al., 2005). 

 

4.2 Glycosylation 

 

La glycosylation est une modification retrouvée au niveau des protéines nucléaires, 

cytoplasmiques et membranaires et dirige les protéines vers leur destination intracellulaire 

finale (Medzihradszky, 2005). ER possède plusieurs sites potentiels de N-glycosylation : 

Asn17, Asn55, Asn61 localisés dans la région A/B et Asn407 dans la région E (Nealen et al., 

2001).  

 

4.3 Méthylation  

 

ER est monométhylé sur la lysine 302, un processus médié par la lysine 

methyltransférase SET7. Cette modification agit sur la stabilité de ER et facilite le 

recrutement de ER à ses gènes cibles (Subramanian et al., 2008). Une étude a rapporté que 

ER est méthylé sur l’arginine 260 localisée dans le DBD par la protéine arginine N-

methyltransferase (PRMT1) (Le Romancer et al., 2008). Cette méthylation se passe 

exclusivement dans le cytoplasme de cellules épithéliales mammaires. Cette méthylation 

régule une fonction extranucléaire de ER en favorisant l’interaction du récepteur avec la 

sous-unité p85 de PI3-K, Src et la protéine d’adhésion focale (FAK), permettant ainsi 

l’activation en aval de voies de signalisation (Le Romancer et al., 2010).  

 

4.4 Myristoylation 
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L’attachement d’acides gras aux protéines influence leurs interactions avec les 

membranes et les microdomaines membranaires en plus de la transduction du signal. La 

modification la plus commune est la N-myristoylation qui cible les résidus glycines dans la 

région N-terminale des protéines (Resh, 1999, Resh, 2004). Trois sites potentiels ont été 

identifiés chez le variant ER36 (Acconcia et al., 2003, Acconcia and Marino, 2003, Acconcia 

et al., 2004, Acconcia et al., 2005). Cela suggère que ER36 localiserait à des sites de la 

membrane plasmique et pourrait initier une signalisation E2-dépendante à la membrane (Wang 

et al., 2005). 

 

4.5 Nitrosylation 

 

L’oxide nitrique (NO) exerce ses actions dans plusieurs processus physiologiques et 

pathologiques par l’interaction spécifique avec des molécules cibles telles que des 

métalloprotéines. La nitrosylation des résidus cystéines formant les deux doigts de zinc du 

DBD de ER induit la relâche du métal entraînant une perte de la capacité à lier l’ADN. La 

nitrosylation de ER altère donc son action génomique. ER est également nitrosylé, 

modulant ainsi son activité (Marino et al., 2006). 

 

4.6  Palmitoylation 

 

La palmitoylation est l’attachement d’acides gras saturés à des résidus cystéines sur 

une protéine. L’ajout de palmitate facilite les interactions protéine-membrane, le trafic des 

protéines et module les interactions protéine-protéine, ainsi que l’activité enzymatique. La 

palmitoylation est une modification réversible qui agit comme mécanisme de régulation de 

l’activité d’une protéine (Smotrys and Linder, 2004). 

 

ER est palmitoylé sur la cystéine 447 localisée dans le LBD par la palmitoyl 

acetyltransférase (PAT) (Acconcia et al., 2004). La palmitoylation de Cys447 de ER est 

catalysée par la palmitoyl acyl-transférase. La dé-palmitoylation est facilitée par la liaison de 
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plusieurs ligands tels que E2, des flavonoïdes et des modulateurs de l’activité des ERs 

(SERMs) (Acconcia et al., 2004, Acconcia et al., 2005, (Pietras et al., 2005) et régule la 

localisation de ER, sa dimérisation, son association avec d’autres protéines telle que 

cavéoline-1 et sa signalisation (Acconcia et al., 2004, Acconcia et al., 2005, Levin, 2005, 

Pietras et al., 2005, Marino et al., 2006). Par exemple, suite à la liaison de E2, ER est 

dépalmitoylé et se dissocie de caveoline-1, ce qui facilite l’association de ER aux molécules 

signalitiques Src et PI3-K. Un mutant de ER non-palmitoylable n’induit pas d’effets 

prolifératifs en réponse à E2 (Song et al., 2004, Acconcia et al., 2005). La cystéine 447 de 

ER présente une forte homologie avec la région entourant la cystéine 339 de ER (Acconcia 

et al., 2003).  

 

Une population de ER est également présente à la membrane plasmique où il est 

palmitoylé (Pedram et al., 2007). Contrairement à ER, la dépalmoylation de ER en réponse 

à E2 augmente l’association du récepteur avec cavéoline-1. La palmitoylation de ER est 

nécessaire à l’activation de cascades pro-apoptotiques via la voie p38 (Galluzzo et al., 2007). 

 

4.7 Phosphorylation 

 

La phosphorylation est une modification commune chez les protéines et représente un 

mécanisme important dans la régulation de leur activité. ER et ER sont tous deux 

phosphorylés. 

 

 La phosphorylation de ER est augmentée suite à sa liaison avec E2 mais peut être 

observée de manière ligand-indépendant. ER est phoshorylé sur les résidus serines (Ser) 104, 

106, 118, 137 et 167 tous localisés dans la région A/B, la serine 236 localisée dans le DBD et 

la tyrosine 537 localisée dans le LBD (Weigel and Zhang, 1998, Nilsson et al., 2001, Dutertre 

and Smith, 2003). En réponse à E2, la Ser118 de ER est phosphorylée de manière 

prédominante. La Ser118 est importante pour la dimérisation de ER et l’épissage de l’ARN 

médié par ER (Sheeler et al., 2003, Masuhiro et al., 2005). La phosphorylation de ce site est 

également importante pour la liaison aux promoteurs et la régulation de gènes cibles (Cheng et 
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al., 2007). La phosphorylation de la Ser118 facilite l’interaction avec des co-activateurs tels 

que CREB binding protein (CBP)/p300 (Dutertre and Smith, 2003) et SRC-1 (Shah and 

Rowan, 2005) et régule l’activité ligand-dépendante et ligand-indépendante du récepteur (Ali 

et al., 1993, Bunone et al., 1996). Les estrogènes et les facteurs de croissance tels que le 

facteur de croissance épidermique (EGF) et le facteur de croissance apparenté à l’insuline 

(IGF-1) induisent la phosphorylation de la Ser118 (Chen et al., 2002). Les facteurs de 

croissance régulent la phosphorylation de la Ser118 via la cascade Ras-Mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) (Kato et al., 1995). Plusieurs kinases seraient responsables pour la 

phosphorylation induite par l’estrogène : cycline dependent kinase 7 (Cdk7) (Chen et al., 

2002), IκB kinase  (IKK (Park et al., 2005) et glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) 

(Medunjanin et al., 2005). Cet effet est médié par la liaison de ER avec une composante du 

complexe spliceosome, le facteur SF3a, qui est dépendant de la phosphorylation de la Ser118 

de ER par MAPK (Masuhiro et al., 2005).  

 

Il avait été rapporté au départ que la phosphorylation des Ser104/106 était induite 

exclusivement par l’estrogène et que les kinases GSK-3 et Cdk2 (Rogatsky et al., 1999) sont 

impliquées dans la phosphorylation de ces sites. Toutefois, il a été rapporté que les Ser104/106 

peuvent être phosphorylées de manière ligand-indépendante par extracellular signal-regulated 

kinases 1/2 (ERK1/2) (Thomas et al., 2008). Les Ser104/106 sont requises pour l’activité 

agoniste du tamoxifène, suggérant que ces sites pourraient contribuer à la résistance au 

tamoxifène dans le cancer du sein (Thomas et al., 2008). Les Ser104/106 sont requises pour 

l’activité agoniste du tamoxifène, suggérant que ces sites pourraient contribuer à la résistance 

au tamoxifène dans le cancer du sein (Thomas et al., 2008).  

 

La Ser167 est également impliquée dans l’activité transcriptionnelle de ER (Joel et 

al., 1998). La combinaison de deux voies de signalisation contribue à la phosphorylation de ce 

site : MAPK/ribosomal S6 kinase (RSK) et mammalian target of rapamycin/S6 kinase 1 

(mTOR/S6K1) (Yamnik and Holz, 2010). La phosphorylation de la Ser167 régule l’activité 

transcriptionnelle de ER et la prolifération de cellules cancéreuses mammaires ER positives 

(Yamnik et al., 2009). La Ser236 de ERlocalisée dans le DBD, est phosphorylée in vitro par 
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la protéine kinase A (PKA). La phosphorylation de ce site inhibe la dimérisation de ER. La 

mutation de ce site réduit l’activité de ER en réponse à E2 et au tamoxifène (Chen et al., 

1999). La phosphorylation de la Ser236 protègerait ER contre la dégradation protéosomale 

(Tsai et al., 2004). La Ser305 est également phosphorylée par PKA in vitro (Michalides et al., 

2004). Le mutant S305E, qui mimique la phosphorylation, augmente la dimérisation et la 

liaison de ER aux promoteurs en présence d’estrogène (Tharakan et al., 2008). L’activation 

de ER par la phosphorylation de la Ser305 est suffisante pour induire l’expression de gènes 

cibles comme CCND1 (Balasenthil et al., 2004). Il a été démontré dans un modèle murin que 

p21-activated protein kinase 1 (PAK1) régule la phosphorylation de la Ser305. La 

phosphorylation de la Ser305 facilite l’interaction de ER avec steroid receptor coactivator 1 

(SRC-1) et l’activation de la transcription en réponse au tamoxifène (Zwart et al., 2007). La 

Ser305 serait aussi phosphorylée par Akt en réponse à IGF-1 (Barone et al., 2010).  

 

De nouveaux sites de phosphorylation de ERont été identifiés: Ser46/47, 282, 294 et 

559. La phosphorylation de ces sites a été détectée à l’aide d’anticorps phospho-spécifiques 

dans les cellules MCF-7, MCF-7-LCC2 et les cellules Ishikawa. La substitution des Ser282 et 

559 de ER en alanine augmente l’activité ligand-indépendante de ER en essai luciférase 

dans des cellules HeLa, suggérant que la phosphorylation de ces sites régule négativement 

l’activité de ER. La substitution des Ser46/47 et 294 en alanine réduit l’activité E2-

dépendante en essai luciférase, suggérant que ces sites régulent positivement l’activité de 

ER. La créatine kinase 2 (CK2) a été identifiée comme la kinase phosphorylant les Ser282 et 

559. La Ser559 est le premier site de phosphorylation identifié dans le domaine F d’un 

récepteur stéroïdien (Williams et al., 2009).   

 

ER peut également être phosphorylé sur un résidu tyrosine (Tyr). La phosphorylation 

de Tyr537 régule la liaison à E2 dans la lignée cancéreuse mammaire MCF-7 et l’interaction 

de ER avec des kinases possédant des domaines Src Homology 2 (SH2) (Migliaccio et al., 

1986, Pietras et al., 1995). Des expériences in vitro suggèrent que des tyrosines kinases Src 

seraient responsables de cette phosphorylation (Arnold et al., 1995). Une étude effectuée avec 

un peptide comprenant la Tyr537 phosphorylée a démontré que celui-ci inhibe la transition 
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G1/S en prévenant l’interaction entre ER et Src suite à la stimulation de cellules MCF-7 avec 

E2 (Auricchio et al., 2008). Ce peptide inhibe également la croissance de cellules cancéreuses 

mammaires dans un modèle animal de xénogreffe (Varricchio et al., 2007, Auricchio et al., 

2008). D’autres résidus tyrosines seraient également phosphorylés par Src (Likhite et al., 

2006).  

 

La phosphorylation de ER en réponse à E2 n’a pas été beaucoup examinée mais elle 

est augmentée suite à l’activation de la voie MAPK (Sanchez et al., 2010). La Ser80 chez le 

récepteur murin correspondant à la Ser60 chez l’humain a été identifiée comme site potentiel 

de phosphorylation et de O-GlcNAcylation. La Ser80 est localisée dans une région proline-

glutamine-asparagine-thréonine (PEST), responsable de la dégradation protéique, suggérant 

que la modification de ce site pourrait être impliquée dans la stabilité de ER (Cheng and 

Hart, 2001). Le mutant S80E qui mimique la phosphorylation induit rapidement la dégradation 

de ER (Cheng and Hart, 2001). La phosphorylation de la Ser94 chez le récepteur murin 

correspondant à la Ser75 chez l’humain régule la mobilité et l’activité transcriptionelle de ER 

de manière protéasome-dépendant (Picard et al., 2008). De plus, la phosphorylation des Ser94 

et 106, des sites consensus pour MAPK, recrute l’ubiquitine ligase ubiquitin ligase E6 

associated protein (E6-AP) et régule les niveaux cellulaires de ER (Picard et al., 2008). Ces 

résultats démontrent que des résidus situés dans le domaine AF-1 de ER régulent le cycle 

activation-dégradation du récepteur de manière ligand-indépendante. Les Ser106 et 124 chez 

le récepteur murin, correspondant aux Ser87 et 124 chez l’humain, sont ciblées directement 

par ERK/MAPK en réponse à EGF et à l’oncogène Ras. Cette modification favorise le 

recrutement de SRC-1 et de CBP au domaine AF-1 de ER (Tremblay et al., 1999, Tremblay 

and Giguère, 2001). De plus, ces deux sites sont partiellement responsables de la répression 

hormonale de ER par la signalisation par les récepteurs à activité tyrosine kinase 

ErbB2/ErbB3 (St-Laurent et al., 2005). La Ser87 de ER humain serait également 

phosphorylée en réponse à p38 (Lam et al., 2012). La Ser255 chez le récepteur murin est 

phosphorylée directement par Akt suite à l’activation des récepteurs ErbB2/ErbB3 (Sanchez et 

al., 2007). Cette phosphorylation engendre une répression de l’activité transcriptionelle 

hormonale de ER en réponse à l’activation du dimère ErbB2/ErbB3 via le recrutement de 



22 
 

 

CBP et de l’ubiquitine ligase mouse double minute 2 homologue (Mdm2) engendrant la 

dégradation de ER (Sanchez et al., 2013). La Tyr507 chez le récepteur murin est également 

impliquée dans l’activation transcriptionelle ligand-indépendante de ER (Tremblay et al., 

1998).  Récemment, deux nouveaux sites dans ER humain ont été identifiés comme étant 

ciblés par la phosphorylation par ERK 1/2 et p38, soient les Ser75 et 105 (Lam et al., 2012). 

La phosphorylation de la Ser105 a été détectée dans les cellules cancéreuses mammaires 

MDA-MB-231 et BT-474. Un mutant phospho-mimétique pour le site 105 présente une plus 

forte activité transcriptionnelle que ER de type sauvage. La surexpression de ce mutant 

inhibe la migration et l’invasion cellulaire mais n’affecte pas la croissance cellulaire des 

lignées MDA-MB-231 et BT-474 (Lam et al., 2012).  

 

4.8 Sumoylation 

 

La sumoylation mène à l’attachement d’une molécule Small Ubiquitin-like Modifier 

(SUMO) sur des résidus lysines spécifiques de protéines cibles (Hay, 2005). La sumoylation 

régule plusieurs processus cellulaire, incluant la transactivation hormone-dépendante de 

certains récepteurs nucléaires. 

 

ER et ER, contrairement à d’autres récepteurs stéroïdiens, ne possèdent pas de site 

accepteur consensus pour SUMO (Faus and Haendler, 2006). Malgré cela, ER a été décrit 

comme étant sumoylé par SUMO-1 (Sentis et al., 2005). Cette sumoylation est dépendante de 

la présence de ligands comme E2 ou tamoxifène et cible cinq lysines (K) dans la région 

charnière : K266, K268, K299, K302 et K303. De plus, la sumoylation de ER est stimulée 

par la présence de SUMO E3 ligases protein inhibitor of activated STAT 1 et 3 (PIAS1 et 3). 

La sumoylation de ER engendre une augmentation de l’activité transcriptionnelle du 

récepteur (Sentis et al., 2005). 

 

La lysine 4 de ER humain est sumoylée par SUMO-1 en présence d’estrogène (Picard 

et al., 2012). Cette sumoylation est maximisée par la phosphorylation d’une serine adjacente 

par la kinase GSK-3. Ainsi, notre laboratoire a identifié un nouveau site de reconnaissance 
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pour SUMO soit phosphorylated sumoylation motif (pSuM). La sumoylation de ER diminue 

l’occupation de ER aux promoteurs de gènes cibles et l’activité transcriptionnelle E2-

dépendante du récepteur dans des cellules cancéreuses mammaires (Picard et al., 2012).  

 

4.9 Ubiquitination 

 

L’ubiquitination est une modification qui implique l’attachement covalente de 

polypeptides ubiquitines aux protéines cibles. L’ubiquitine est un polypeptide de 76 acides 

aminés possédant un motif di-Glycine dans sa portion C-terminale et qui s’attache aux résidus 

lysines des protéines cibles. Cette modification cible les protéines pour la dégradation mais est 

également importante dans la régulation du trafic des protéines (Staub and Rotin, 2006). 

 

Les lysines présentent dans le LBD de ER sont ciblées par l’ubiquitination ce qui 

engendre la dégradation du récepteur en absence de ligand (Reid et al., 2003, Tateishi et al., 

2004). La dégradation de ER en réponse à E2 est inhibée par des inhibiteurs du protéasome 

MG132 et lactocystin, démontrant que le mécanisme d’atténuation de l’expression de ERen 

présence du ligand est médiée par la voie du protéasome (Alarid et al., 1999, El Khissiin and 

Leclercq, 1999, Nawaz et al., 1999). L’ubiquitination de ER affecte également sa 

compétence transcriptionnelle et sa mobilité (Stenoien et al., 2001). La dégradation de ER 

permet de libérer les promoteurs et de nouvelles rondes de transcription (Reid et al., 2003). 

L’inhibition de l’activité ubiquitine-protéasome bloque ce cycle et l’activation de l’expression 

des gènes (Stenoien et al., 2001). Une étude a rapporté que les étapes initiales de la 

transcription de ER sont liées à la monoubiquitination de ER lié à E2 et ce processus 

augmenterait l’interaction du récepteur avec l’ADN ou des co-activateurs (Métivier et al., 

2003). 

 

K302 et 303 de ER ont été identifiées comme régulant la stabilité du récepteur. Ces 

deux lysines protègent ER contre la dégradation basale et sont nécessaires pour le cycle de 

renouvellement (‘turnover’) du récepteur en réponse à E2 ou au fulvestrant dans des cellules 
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cancéreuses mammaires (Berry et al., 2008). Des essais d’ubiquitination in vitro ont démontré 

qu’en présence de E2, K302 et K303 sont monoubiquitinées  (Eakin et al., 2007, Ma et al., 

2010).  

 

Notre laboratoire a démontré que ER est ubiquitiné suite à la phosphorylation de ses 

résidus Ser94 et 106 par la voie ERK/MAPK et dégradé via la voie protéosomale (Picard et 

al., 2008).  La phosphorylation des Ser94 et 106 restreint ou maintient une réponse adéquate 

du récepteur en réponse à MAPK via l’ubiquitination et la dégradation du récepteur. Nous 

avons également démontré que la phosphorylation de la Ser255 de ER murin en réponse à 

Akt et en présence de CBP engendre une augmentation de l’ubiquitination et de la dégradation 

du récepteur. Cela a pour effet d’inhiber la réponse transcriptionnelle E2-dépendante de 

ER(Sanchez et al., 2013). 

 

5 Action génomique des ERs 

 

 Le groupe de O’Malley a démontré que ER agit comme facteur de transcription (revue 

dans O’Malley, 2005). Les effets biologiques des ERs sont régulés par des modifications du 

patron d’expression de gènes cibles spécifiques. La régulation transcriptionnelle des ER se fait 

par le recrutement de ER à une région promotrice d’un gène cible, soit par l’interaction directe 

avec une séquence d’ADN (ERE) ou par l’interaction protéine-protéine avec d’autres facteurs 

de transcription (Fig.7).  

 

5.1 Interaction ER-ADN directe (activation classique) 

 

  L’activité de ER est initiée par la liaison du récepteur lié à un ligand à un élément de 

réponse à l’estrogène (ERE) situé dans des régions régulatrices des gènes cibles (Beato, 1989). 

L’élément ERE consensus a été initialement basé sur la séquence ‘estrogen-responsive’ dans 

le promoteur du gène de la vitellogénine A2 (Klein-Hitpaß et al., 1986, Ponglikitmongkol et 



25 
 

 

al., 1990). Lorsque ER s’associe à un promoteur, la liaison à un ERE semble être le mode 

dominant d’interaction avec l’ADN.  

 

Il existe plusieurs exemples où ER s’associe à des demi-sites ERE également (Kato et 

al., 1992, Porter et al., 1996, Klinge et al., 1997, Porter et al., 1997). Seulement une fraction 

des éléments de liaison par ER chez les mammifères correspond aux ERE consensus. Plusieurs 

variations de cette séquence existent. Une étude portant sur 38 gènes régulés par l’estrogène a 

démontré que la majorité des EREs localisés dans le promoteur ou en 3’UTR ne correspondent 

pas à la séquence consensus traditionnelle (Klinge, 2001). L’introduction de variations 

nucléotidiques à l’intérieur des demi-sites de ERE a révélé que ER est en mesure de lier ces 

variants (Deegan et al., 2011). L’équipe de Bourdeau a criblé le génome humain et de la souris 

et a identifié 17 000 ERE, dont plus de 17 000 situés dans une région de 15 kb des sites 

d’initiation de la transcription des ARNm (Bourdeau et al., 2004). L’élimination de EREs qui 

ne sont pas conservés entre l’humain et la souris a réduit le nombre à environ 660 EREs. Un 

nombre de ces sites ont été validés comme étant des sites d’interaction pour ER (Carroll and 

Brown, 2006).  

 

Il a été démontré que la séquence de l’élément de réponse affecte l’affinité du récepteur 

au site d’ADN en question. ER lie avec une meilleure affinité la séquence ERE consensus du 

gène de la vitellogénine A2 que les EREs imparfaits trouvés dans les gènes vitellogénine B1, 

pS2/TFF1 et oxytocine (Loven et al., 2001). La séquence de l’élément de réponse peut donc 

influencer l’expression de gènes régulés par ER (Wood et al., 2001, Yi et al., 2002). De plus, 

la séquence des éléments de réponse peut également exercer des effets sur la conformation de 

ER et ER (Ikeda et al., 1996, Loven et al., 2001, Hall et al., 2002). Des EREs consensus ou 

imparfait peuvent influencer l’habilité des ERs à lier des co-activateurs. Par exemple, le co-

activateur SRC-2 interagit mieux avec ER lié aux EREs du gène vitellogénine A2 que 

vitellogénine B1 (Wood et al., 2001). 

 

5.2 Association ER-ADN indirecte (activation non-classique) 
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Il existe une autre catégorie d’élément de réponse au niveau de l’ADN régulée par 

l’estrogène mais qui n’a pas de similarité avec des ERE et ne fait pas intervenir la liaison 

directe avec ERs. Les promoteurs qui ne possèdent pas de séquence ‘ERE-like’ requiert la 

liaison à l’ADN d’un second facteur de transcription pour médié l’association de ER à l’ADN 

(O’Lone et al., 2004). Par exemple, ER s’associe à la sous-unité c-rel du complexe nuclear 

factor-kappa B (NF-B). Cette interaction prévient la liaison de NF-B au promoteur de 

l’interleukine-6, bloquant ainsi la stimulation de l’expression de l’interleukine 6 (IL-6) (Galien 

and Garcia, 1997). De cette manière, E2 inhibe l’expression de IL-6 (Ray et al., 1994). La 

régulation de gènes par l’interaction indirecte de ERs fait intervenir principalement specificity 

protein-1 (Sp1) (O’Lone et al., 2004). Sp1 s’associe à des régions ‘estrogen-reponsive’ et ER 

augmente la liaison de Sp1 à l’ADN et contribue au recrutement de co-activateurs (Batistuzzo 

de Medeiros et al., 1997, Porter et al., 1997, Qin et al., 1999, O’Lone et al., 2004). La 

transcription du récepteur à lipoprotéine de basse densité (LDL-R) (Li et al., 2001), de 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (Duan et al., 1998, Chambliss and Shaul, 2002), de 

c-fos (Duan et al., 1998), de cycline D1 (CCND1) (Castro-Rivera et al., 2001) et du récepteur 

de l’acide rétinoique 1 (RAR1) (Sun et al., 1998, Zhang et al., 1999) induite en réponse à 

E2 fait intervenir la formation d’un complexe ER-Sp1 sur des sites Sp1 riches en GC dans le 

promoteur du gène (Porter et al., 1997). Contrairement à ER, l’interaction ER-E2 ne génère 

pas de complexes actifs sur des éléments Sp1. D’autres facteurs intermédiaires contribuent à 

l’association de ER de manière indirect tels que activating transcription factor (ATF-1)/c-jun 

ou activating transcription factor (ATF-2)/CREB pour le gène codant pour CCND1, ATF-

1/CREB pour le gène codant pour Bcl-2 et le facteur de tanscription facteur Y pour le gène 

murin codant pour E2F transcription factor 1 (E2F1) (O’Lone et al., 2004). 

 

ER et ER peuvent interagir avec les facteurs de transcription fos/jun sur des sites 

activating protein 1 (AP-1) pour stimuler l’expression des gènes. En présence de ER, E2 agit 

comme agoniste dans la voie AP-1 alors que le raloxifène et le tamoxifène agissent comme 

agonistes partiels. En présence de ER, le raloxifène et le tamoxifène se comportent comme 

des agonistes pour la voie AP-1 alors que E2 seul n’agit pas sur ER dans un contexte AP-1 

mais antagonise l’activité du raloxifène et du tamoxifène (Paech et al., 1997). ER et ER 

http://www.annclinlabsci.org/content/31/2/179.abstract
http://en.wikipedia.org/wiki/Activating_transcription_factor_2
http://en.wikipedia.org/wiki/Activating_transcription_factor_2
http://www.google.ca/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CDkQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fgene%2F1869&ei=GTolUqe7J628sATnhoDwDg&usg=AFQjCNEWsXXnry9UEqic23nrT46uE5ucXQ
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exercent des effets opposés sur la régulation du promoteur de CCND1 (Liu et al., 2002). 

CCND1 est important pour la progression des cellules dans la phase G1 du cycle cellulaire et 

est une cible de ER dans les cellules cancéreuses mammaires en réponse à E2 (Altucci et al., 

1996, Staal et al., 1996, Prall et al., 1997) malgré l’absence de ERE parfait ou de séquences 

‘ERE-like’ dans le promoteur de CCND1 (Herber et al., 1994). La délétion des éléments AP-1 

et Sp1 dans le promoteur de CCND1 atténue la transcription du gène en réponse à E2 (Marino 

et al., 2002). Contrairement à ER, ER réprime l’expression de CCND1 en présence 

d’estrogène (Acconcia et al., 2005) et bloque l’induction par ER-E2 lorsque les deux 

récepteurs sont présents (Matthews and Gustafsson, 2003).  

 

La mutation du DBD de ER dans le but d’étudier la régulation de la liaison indirecte 

de ER dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-231 a mené à l’identification d’un 

enrichissement de motifs Runt-related transcription factor 1 (Runx1) aux régions liées par 

ER. ER interagit avec Runx1 et cette interaction est augmentée par E2. Ces résultats 

identifient Runx1 comme un médiateur de la régulation transcriptionnelle indirecte de ER 

(Stender et al., 2010).  
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Figure 7 Mode d’action génomique des ERs (Adapté de Ascenzi et al, 2006) 

 

6 Co-facteurs transcriptionnels des ERs 

 

Que ce soit dans le mode d’action direct ou indirecte, ER doit interagir avec des 

protéines co-régulatrices (co-activateurs ou co-répresseurs) pour former un complexe qui sert 

de plateforme pour l’assemblage de protéines additionnelles (McKenna and O'Malley, 2002). 

La majorité des facteurs interagissant avec les récepteurs nucléaires ont été identifiés en 

utilisant le LBD comme appât. C’est pourquoi le domaine AF-2 est considéré comme le 

domaine le plus important dans le recrutement de co-activateurs. 

 

Suite à la liaison d’agonistes ou d’antagonistes, ER subit des réarrangements 

structuraux. Ces réarrangements sont critiques pour la régulation de la transcription ligand-

dépendante puisqu’ils exposent une surface du récepteur qui recrute des co-activateurs ou 
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d’autres proteines co-régulatrices (Brzozowski et al., 1997, Zhou et al., 1998, Jordan, 2003, 

Jordan, 2003). L’hélice 12 joue un rôle critique dans la régulation des interactions entre les co-

activateurs et le LBD (Danielian et al., 1992, Henttu et al., 1997, Shiau et al., 1998). 

 

6.1 Co-activateurs  

 

Les membres de la famille steroid receptor coactivator (SRC) (SRC-1 à 3) ont été les 

premiers co-activateurs identifiés et caractérisés (McKenna et al., 1999). Les SRC possèdent 

un domaine d’interaction avec ER qui comprend trois motifs Leu-Xxx-Xxx-Leu-Leu aussi 

appelés nuclear box (NR-box) (NR-box 1 à 3) (Xu et al., 1999). Ces motifs représentent les 

sites d’attache au domaine AF-2 (Leers et al., 1998). Pour SRC-1 et SRC-2, c’est le NR-box 2 

qui présente le plus d’affinité pour l’AF-2 de ER alors que pour SRC-3, c’est le NR-box 1 

qui s’associe (Chen and Evans, 1995, Suen et al., 1998). Tous les co-activateurs SRC 

possèdent deux domaines d’activation de la transcription, AD-1 et AD-2. AD-1 est impliqué 

dans le recrutement des co-activateurs et acetyltransférases CBP/p300 et AD-2 dans le 

recrutement de coactivator-associated arginine methyltransferase 1 (CARM1) (Chen et al., 

1999). La méthylation de CBP par CARM1 le libère de son association avec CREB.  La région 

C-terminale de SRC-1 et SRC3 possède une activité lysine acetyltransférase intrinsèque. La 

fonction primaire des co-activateurs SRC-1 serait de recruter des protéines permettant le 

remodelage de la chromatine au site du récepteur nucléaire activé. L’acétylation de résidus 

lysines adjacents au centre de NR-box1 de SRC-3 abolit l’interaction avec l’AF-2 de ER ce 

qui représenterait un mécanisme d’atténuation de l’activité de ER (Chen et al., 1999). 

 

Les co-activateurs CPB/p300 sont des co-activateurs qui possèdent une activité 

acetyltransférase et des sites d’attache pour ERs via les NR-boxes. Les co-activateurs SRC 

seraient requis pour le recrutement de CBP/p300 aux récepteurs (Zhou et al., 1998). 

 

Un large complexe de co-activateurs, thyroid hormone receptor-associated protein 

220/: thyroid hormone receptor-associated protein 205 (TRAP220/DRIP205), ferait le lien 

direct entre ER et la machinerie transcriptionnelle de base. L’acétylation du motif NR-box de 
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SRC serait un mécanisme permettant la dissociation des co-activateurs SRC de ER, permettant 

ainsi la liaison de d’autres complexes tels que TRAP/DRIP (Chen et al., 1999, Ito et al., 1999, 

Smith and O’Malley, 2004). 

 

L’ARNm mature fonctionnel steroid receptor RNA activator (SRA), qui agit comme 

co-régulateur pour les récepteurs nucléaires, agit comme protéine d’échafaudage et s’associe à 

des complexes de co-activateurs (Colley et al., 2008). Il a la capacité de co-activer plusieurs 

récepteurs nucléaires incluant ERet ER, AR, GR, RAR, peroxisome proliferator-activated 

receptor delta (PPAR, le récepteur thyroïdien (TR) et le récepteur de la vitamine D (VDR) 

(Colley et al., 2008). La fonction co-activatrice de SRA ne requiert pas l’expression de la 

protéine SRA. D’autres facteurs, comme Med-20 et Brg1/Brm, composantes importantes du 

complexe de remodelage SWItch/Sucrose NonFermentable (SWI/SNF), servent de pont entre 

les récepteurs nucléaires activés et les complexes de co-activateurs (Acevedo and Kraus, 

2004).  

 

En plus du LDB, les co-activateurs peuvent s’associer à d’autres domaines structuraux 

des récepteurs stéroïdiens. Par exemple, les co-activateurs de la famille SRC et CBP/p300 

lient la région A/B de ER et ER de manière ligand-indépendante (Lavinsky et al., 1998, 

Webb et al., 1998, Tremblay et al., 1999, Tremblay and Giguère, 2001). De plus, notre 

laboratoire a démontré que l’AF-1 de ER recrute l’ubiquitine ligase E6-AP, qui régule 

l’activité de ligand-indépendante de ER (Picard et al., 2008) 

 

Il y aurait une régulation temporelle dans l’association de co-régulateurs aux 

promoteurs de gènes cibles (Métivier et al., 2003, Metivier et al., 2006). Des essais 

transcriptionnels in vitro ont indiqué que SRC-1 doit être recruté avant p300 pour permettre 

l’expression des gènes de manière efficace (Liu et al., 2001). De plus, il a été rapporté que 

SRC-1 et le complexe TRAP220/DRIP205 s’associent et se dissocient du promoteur pS2 de 

manière cyclique en réponse à E2. Lorsque SRC-1 est présent, TRAP220/DRIP205 est absent 

et vice versa (Burakov et al., 2002).  

 



31 
 

 

Une fois aux promoteurs, les co-activateurs recrutent des protéines possédant des 

activités enzymatiques cruciales pour l’expression des gènes comme le complexe de 

remodelage de la chromatine Brg-1/Baf57, homologue humain du complexe SWI/SNF 

identifié chez la levure, des acétyltransférases comme CBP/p300, SRCs, des 

méthyltransférases comme CARM-1 et des ubiquitine ligases comme E6-AP et Rsp-5 (Imhof 

and McDonnell, 1996, Chen et al., 1999, Nawaz et al., 1999, Chen et al., 2000). Une fois les 

récepteurs nucléaires activés par leur ligand associé à l’ADN, l’interaction avec le complexe 

Brg-1/Baf57 et des acétyltransférases engendrent une altération locale au niveau de la 

structure nucléosomale. Le complexe TRAP/DRIP recruté aux promoteurs de gènes cible 

s’associe directement avec des composantes de la machinerie transcritionnelle de base pour 

initier la transcription (Fig.8). Des molécules co-activatrices additionnelles régulent des 

processus durant la transcription comme l’épissage de l’ARN  (Monsalve et al., 2000, 

Auboeuf et al., 2002) et le cycle de renouvellement (‘turnover’) du complexe récepteur-co-

activateurs (Lonard et al., 2000).  

 

Plusieurs mécanismes existent pour atténuer la transcription des gènes régulés par ERs. 

Il a été rapporté que les protéines chaperones telles que p23 et Hsp90 promouvoient la 

dissociation de récepteurs nucléaires et de l’ARN polymérase II de l’ADN (Acevedo and 

Kraus, 2004). La terminaison de la transcription ferait également intervenir des modifications 

post-traductionnelles de ERs et des co-activateurs, qui peuvent réguler les interactions 

protéines-protéines. Par exemple, il a été démontré que l’acétylation de SRC-3 par p300 

perturbe les complexes récepteur-co-activateurs, ce qui engendre une diminution dans 

l’activation des gènes. ER est également un substrat pour p300. L’acétylation de ER 

modifie son association  avec d’autres co-activateurs et donc son activité (Acevedo and Kraus, 

2004, Smith and O’Malley, 2004). De plus, le cycle de renouvellement (‘turnover’) impliquant 

la voie ubiquitine-protéasome représente un mécanisme pour l’atténuation de la transcription 

ER-dépendente (Reid et al., 2003, Picard et al., 2008).  
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Figure 8 Co-facteurs impliqués dans l’initiation de la trancription par des récepteurs 

nucléaires (Tiré de Xu et al, 2009) 

 

6.2 Co-répresseurs 

 

Les co-répresseurs sont des protéines exerçant des rôles importants dans la régulation 

négative de l’expression de gènes. Les protéines receptor-interacting protein 140 (RIP-140) et 

small heterodimer partner (SHP), qui s’associent au domaine AF-1, possèdent des fonctions 

co-régulatrices négatives puisqu’elles antagonisent le co-activateur SRC-1 in vivo et 

compétionnent avec la liaison de l’AF-2 in vitro (Cavaillès et al., 1995, Treuter et al., 1998, 

Treuter et al., 1999, Johansson et al., 2000). SHP est un récepteur nucléaire orphelin qui 

possède un LBD mais pas de DBD (Seol et al., 1996, Johansson et al., 1999). SHP et la 

protéine apparentée dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on 

chromosome X, gene 1 (DAX-1) interagissent avec plusieurs récepteurs nucléaires et inhibent 

leur activité transcriptionnelle (Seol et al., 1996, Seol et al., 1997, Crawford et al., 1998). SHP 

interagit directement avec le domaine AF-2 de ER via deux motifs NR-box et fonctionne donc 

par le même mécanisme des co-facteurs AF-2 (Johansson et al., 1999, Johansson et al., 2000).  

 

Les co-répresseurs s’associeraient avec ERs seulement en présence de leurs 

antagonistes (Smith and O’Malley, 2004). Il a été démontré que le tamoxifène et le raloxifène 

recrutent nuclear receptor co-repressor 1 (NCoR) et silencing mediator of retinoic acid and 

http://en.wikipedia.org/wiki/Nuclear_receptor_co-repressor_1
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thyroid hormone receptor (SMRT) au niveau de certains promoteurs de gènes cibles (Shang et 

al., 2000, Shang and Brown, 2002). Un peptide de la NCoR box s’associerait à ER en présence 

de tamoxifène (Huang et al., 2002). Les co-répresseurs NCoR et SMRT peuvent réprimer de 

manière sélective l’activité agoniste du tamoxifène sur ER (Jackson et al., 1997, Smith et al., 

1997). Les co-répresseurs NCoR et SMRT recruteraient des complexes de co-répresseurs 

incluant le complexe Sin3/HDAC. Ce complexe possède une activité histone déacétylase et 

renverse l’action des complexes possédants des histones acétyltransférases (Glass and 

Rosenfeld, 2000).  

 

Il a été rapporté que les co-régulateurs DEAD box ARN helicase DP97 et ligand-

dependent nuclear receptor corepressor (LCoR) inhiberaient l’activité ligand-dépendante des 

récepteurs stéroïdiens et nucléaires (Fernandes et al., 2003, Rajendran et al., 2003). Le co-

répresseur SAP30 est important pour la répression antagoniste-dépendante de ER par NCoR. 

La protéine Sharp, quant à elle, réprimerait l’activité E2 dépendante de ER via ses effets sur 

le co-activateur SRA (Heinzel et al., 1997, Nagy et al., 1997, Laherty et al., 1998, Shi et al., 

2001). Le co-facteur repressor of ER activity (REA) présente une fonction co-répressive 

autant en présence d’estrogène que d’anti-estrogène. Le co-facteur RPF1 réprime 

spécifiquement l’activité agoniste du tamoxifène sur ER (Norris et al., 1999). La protéine 

metastasis associated 1 (MTA1) est une composante du complexe HDAC et du remodelage 

des nucléosomes. Elle agit comme co-répresseur en inhibant la transcription ERE dépendante 

en réponse à E2 en recrutant des HDACs au site de liaison (Mazumdar et al., 2001). 

 

6.3 ER et ER : Préférence et sélectivité pour le recrutement de co-

régulateurs 

 

La différence dans l’activité de ER et ER en réponse à E2 et aux SERMs pourrait 

être explicable par une interaction différentielle pour des protéines co-régulatrices. ER 

interagirait davantage avec TRAP220 que ER en présence d’estrogène (Wärnmark et al., 

2001). À l’opposé, le co-activateur PGC-1-related co-activator (PERC) co-active ER mais 

pas ER (Kressler et al., 2002). Il y a aussi des co-activateurs spécifiques pour le domaine AF-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12535528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12535528
http://www.google.ca/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&ved=0CDwQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fgene%2F9112&ei=dkAlUt78CJWpsQSKzYEQ&usg=AFQjCNF7-M1IU18bkVKULF-jxBZ9TiDKuA
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1 tels que p68/p72 et MMS19 qui augmentent l’activité transcriptionnelle de ER mais pas 

celle de ER (Endoh et al., 1999, Watanabe et al., 2001, Wu et al., 2001). Un co-activateur 

sélectif pour ER dans l’ovaire a été identifié, nommé GIOT-4. Son expression est induite par 

la FSH et il est impliqué dans le recrutement ligand indépendant du complexe SWI/SNF aux 

promoteurs de gènes cibles de ER dans des cellules ovariennes (Kouzu-Fujita et al., 2009). 

Une différence d’affinité est également observable entre ER et ER pour les co-activateurs 

de la famille SRC. En présence d’estrogène, ER interagit avec la région NR-box des 

membres SRC avec plus d’affinité que ER (Liu et al., 2001).  

 

7 Action non-génomique et rapide des ERs 

 

Un groupe a observé qu’une exposition de rates ovariectomisées à E2 augmente le niveau 

d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) à l’intérieur d’une fenêtre de 15 secondes, un 

effet trop rapide pour impliquer une action génomique (Szego and Davis, 1967). Seulement 

quelques secondes d’exposition à E2 sont requises pour induire une augmentation de calcium 

intracellulaire dans des cellules granulosa (Morley et al., 1992) et pour augmenter la 

production d’inositol triphosphate (IP3) dans le foie et la lignée cellulaire hépatique HepG2 

(Marino et al., 1998, Marino et al., 2001). Ces observations ont mis en lumière un mode 

d’action rapide de l’estrogène médié par une signalisation membranaire. 

 

L’activation rapide de la voie AMPc/PKA a été démontrée dans divers tissus. À 

l’intérieur d’une fenêtre de 5 minutes, E2 active eNOS et promouvoit la relâche d’oxide 

nitique (NO) dans les cellules endothéliales. E2 stimule rapidement la phospholipase C (PLC) 

et la production d’IP3, l’influx calcique et l’activation de la protéine kinase C alpha (PKC 

dans plusieurs cellules isolées. E2 stimule également la voie MAPK, en diminuant l’activité de 

la MAPK phosphatase-1, menant à une augmentation de l’activité de ERK (Razandi et al., 

2004). Toutefois, E2 coopère également avec la protéine suppresseur de tumeur BRCA1 dans 

la modulation de la production de la MAPK phosphatase-1 (Miki et al., 1994). E2 promouvoit 

aussi l’activation de MAPK/p38 ainsi que la voie PI3-K/Akt. 
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ER localisé à la membrane s’associe avec modulator of non-genomic activity of ER 

(MNAR), Src homology 2 domain-containing (Shc), les récepteurs à l’EGF (EGFR) et IGF-1 

(IGF-1R) et la striatine. Shc et la striatine interagissent avec le domaine A/B de ER (Lu et 

al., 2004) alors que MNAR sert d’adapteur pour permettre le couplage entre ER et la kinase 

Src (Greger et al., 2006). Des éléments du domaine D seraient requis pour l’activation de 

ERK, phosphoinositide 3-kinase (PI3-K) et eNOS dans des cellules COS transfectées 

(Chambliss et al., 2005). ER, suite à son activation par E2, interagit avec le récepteur à 

l’IGF-1 ce qui engendre l’activation de IGF-1R et accentue l’activation de la voie MAPK 

(Kahlert et al., 2000). ER interagit également directement avec ErbB2 (Chung et al., 2002, 

Shou et al., 2004). ER en réponse à E2 active également le récepteur à l’EGF par un 

mécanisme impliquant l’activation de protéines G, de la kinase Src et de métalloprotéinases 

matricielles, engendrant une augmentation de l’activité de MAPK et de Akt (Razandi et al., 

2003).  

 

La transfection de ER dans des cellules CHO induit la production de IP3 et la 

phosphorylation de ERK/MAPK et c-Jun N-terminal kinase (c-Jnk)(Razandi et al., 1999). 

Toutefois, la stimulation de ER par E2 dans des cellules musculaires lisses de porc réduit 

l’activité de ERK/MAPK (Geraldes et al., 2003). Il a été rapporté que ER-E2 active 

p38/MAPK dans des cellules cancéreuses du colon (Acconcia et al., 2005). ER interagirait 

avec p38/MAPK. Il a été rapporté que ER co-localise avec MNAR dans le carcinome des 

canaux salivaires (Vadlamudi et al., 2005) mais l’impact sur la signalisation de ER n’est pas 

connu. En plus de l’estrogène, d’autres ligands de ER peuvent induirent une cascade de 

signalisation rapide. Une étude a démontré que le tamoxifène et le raloxifène stimulent ERK 

de manière rapide et transitoire (Singleton et al., 2003).  

 

Les flavonoïdes quercetin et naringenin perturbent l’activation rapide des kinases 

MAPK/ERK et PI3-K/Akt dans des cellules Hela transfectées avec ER (Virgili et al., 2004). 

Dans le même système cellulaire, naringenin induit rapidement la phosphorylation de 

p38/MAPK et la cascade pro-apoptotique. Naringenin altère donc la prolifération cellulaire 

http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase
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médiée par ER et favorise une réponse apoptotique. Naringenin prévient la palmitoylation de 

ER et réduit l’association du récepteur avec cavéoline-1, perturbant ainsi la signalisation 

rapide de ER (Marino et al., 2006). Certains flavonoïdes mimiquent l’estrogène en présence 

de ER et induisent une activation rapide de p38/MAPK (Totta et al., 2004, Totta et al., 2005). 

Ces composés agiraient comme antagonistes sur la réponse rapide de ERet comme agoniste 

pour la signalisation pro-apoptotique médiée par la signalisation de ER.  

 

8 Signalisation par le récepteur couplé aux protéines G GPR30 

 

La signalisation de l’estrogène de manière protéines G-dépendante et la localisation de 

sites de liaison à E2 à la membrane ont mené à spéculer sur l’existence d’un ER 

transmembranaire, possiblement appartenant à la famille des récepteurs à sept passages 

transmembranaires couplés aux protéines G.  

 

GPR30 a été cloné la fin des années 90 (Owman et al., 1996, Carmeci et al., 1997, 

Takada et al., 1997, O'Dowd et al., 1998) et présente peu d’homologie avec d’autres RCPGs. 

L’ARNm de GPR30 a été détecté dans divers tissus tels que le placenta, les poumons, le foie, 

la prostate et les ovaires mais toutefois des contradictions dans le profil d’expression ont été 

rapportées (Owman et al., 1996, Carmeci et al., 1997, Takada et al., 1997, O'Dowd et al., 

1998). Puisque qu’aucun ligand n’était connu pour ce récepteur, il a été classé comme 

récepteur orphelin. Les études ne s’accordent pas sur la localisation cellulaire de GPR30. 

Alors que les résultats d’un groupe rapportent que GPR30 est exprimé au niveau du réticulum 

endoplasmique et n’est pas détecté à la membrane plasmique (Revankar et al., 2005), d’autres 

ont montrés l’expression de GPR30 à la surface cellulaire (Thomas et al., 2005, Funakoshi et 

al., 2006). Un groupe a testé la liaison de l’estrogène au récepteur GRP30 en synthétisant un 

derivé fluorescent de l’estradiol (Prossnitz et al., 2007). L’estrogène fluorescent colocalise 

avec ER dans le noyau et GPR30 dans le réticulum endoplasmique. La liaison serait spécifique 

puisque E2 compétionne avec celle-ci.  Un autre groupe a également rapporté la liaison de 

l’estradiol tritiée à des préparations de membranes plasmiques (Thomas et al., 2005). GPR30 

présente une faible affinité pour d’autres stéroïdes tels que l’estrone et l’estriol et aucune 
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liaison n’est observée avec la progestérone, la testostérone ou le cortisol (Thomas et al., 2005). 

Les anti-estrogènes tamoxifène et fulvestrant lient également GPR30 (Thomas et al., 2005).  

 

Une possible fonction pour ce récepteur a été établie en 2000 par des expériences 

démontrant l’activation de ERK1/2 en réponse à E2 mais aussi aux anti-estrogènes fulvestrant 

et tamoxifène. Ces réponses ont été observées dans des cellules cancéreuses mammaires 

exprimant GPR30 seulement (Filardo et al., 2000). La signalisation E2-dépendante est 

dépendante de l’activation de la protéine Gi et implique la transactivation du récepteur à 

activité tyrosine kinase EGFR via la relâche du ligand EGF. Une autre étude a rapporté une 

seconde phase de signalisation GPR30-dépendante qui engendre l’activation de l’adénylate 

cyclase (Filardo et al., 2002).  

 

Il a également été rapporté que GPR30 promouvoit l’inhibition E2-dépendante de 

l’apoptose induite par le stress oxidatif (Kanda and Watanabe, 2003, Kanda and Watanabe, 

2003) et stimule la croissance cellulaire des kératinocytes (Kanda and Watanabe, 2004).  

GPR30 augmente la production de nerve growth factor (NGF) dans les macrophages (Kanda 

and Watanabe, 2003, Kanda and Watanabe, 2003). Il a également été démontré que GPR30 

participe à la prolifération de cellules cancéreuses de l’endomètre en réponse à E2 et au 

tamoxifène (Vivacqua et al., 2006) et à celle des cellules cancéreuses de la thyroïde (Vivacqua 

et al., 2006). 

 

9 Régulation de l’expression des gènes par les ERs 

 

9.1 Régulation des gènes en réponse à l’hormone 

 

 

Les gènes ‘E2-responsive’ sont désignés comme gènes primaires ou secondaires. 

L’expression des gènes primaires est activée par la liaison directe/indirecte de ER à l’ADN. 

L’expression des gènes secondaires est dépendante d’un facteur de transcription activé par 

ERs. 
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Les gènes primaires ont été principalement identifiés dans des cellules cancéreuses 

mammaires et quelques études ont été effectuées à partir d’os, de cellules neuronales et de 

foie. ER et ER représentent eux-mêmes des gènes régulés par l’estrogène (Castles et al., 

1997, Denger et al., 2001, Matthews and Gustafsson, 2003). L’exposition à l’estrogène 

diminue l’expression du gène ER (Castles et al., 1997). Une exposition temps dépendant à 

l’estrogène augmente le niveau de l’ARNm de ER dans la lignée cancéreuse mammaire 

T47D et dans des cellules cancéreuses du colon (Vladusic et al., 1998). 

 

Environ 35% des gènes primaires chez l’humain sont transcrits via un mécanisme 

d’association indirecte de ER à l’ADN (O’Lone et al., 2004). Les gènes collagénase, IGF-1R, 

ovalbumine et CCND1 sont quelques exemples de gènes régulés par ER-E2 via un élément 

AP-1 (Marino et al., 2002, Fujimoto et al., 2004). Les protéines AP-1 seraient également 

impliquées dans la répression des gènes par ER. Suite à stimulation de 6 heures et 12 heures 

à l’estrogène, un groupe a observé que les gènes dont l’expression est augmentée par E2 

possèdent des sites EREs et les gènes dont l’expression est inhibée par E2 possèdent 

généralement des éléments AP-1. Cette même étude a rapporté que le co-répresseur nuclear 

receptor-interacting protein 1 (NRIP1) s’associe aux complexes ER-AP-1 (Carroll et al., 

2006). 

 

Il a été rapporté que la coopération entre des sites de liaison indirecte et directe est 

importante pour la régulation de certains gènes en réponse à E2. Par exemple, le gène VEGF 

possède un ERE qui lie ERs activés par E2 et des séquences riches en GC liant ER-Sp1 et ER-

Sp3 (Mueller et al., 2000, Stoner et al., 2000). Un certain nombre de gènes activés par E2 

possèdent des demi-sites ERE à proximité de sites Sp1 et l’occupation des deux types de sites 

est nécessaire pour l’expression optimale des gènes, tels que RAR (Rishi et al., 1995), TGF- 

(Vyhlidal et al., 2000) et PR (Petz and Nardulli, 2000). La coopération entre des sites AP-1 et 

ERE est importante dans la régulation des gènes par ER en réponse à E2 (Zhao et al., 2010.  

 

L’action des ERs est associée au développement de cancers gynécologiques hormono-

dépendants. Des analyses de puce à l’ADN (microarray) effectuées à partir de la lignée 
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cancéreuse mammaire MCF-7 traitée à l’estrogène ont permis d’identifier des gènes E2-

dépendant (Frasor et al., 2003, Terasaka et al., 2004). Parmi les gènes associés aux tumeurs, 

l’expression d’oncogènes et de promoteurs de tumeurs est généralement augmentée, alors que 

l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs est diminuée (Inoue et al., 2002). L’expression 

de régulateurs positifs de la prolifération tels que survivin, divers facteurs de croissance et des 

gènes impliqués dans le cycle cellulaire est augmentée alors que l’expression de répresseurs 

transcriptionnels tels que Mad4 et JunB et des gènes antiprolifératifs et pro-apoptotiques tels 

que B cell translocation gene-1 -2 (BTG1 et BTG2), cycline G2, B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) 

antagonist/killer 1, Bcl 2-interacting killer, caspase 9 et les facteurs de croissance de la 

famille TGF-β est diminuée (Frasor et al., 2003). L’expression de plusieurs transporteurs, 

synthétases, facteurs de transcription, gènes régulés par des facteurs de croissance et des gènes 

structuraux est augmentée favorisant ainsi la croissance cellulaire et la prolifération (Terasaka 

et al., 2004). De plus, l’estrogène modulerait sa propre production en augmentant l’expression 

de gènes impliqués dans la production et la signalisation de la prostaglandine E, ce qui 

pourrait induire l’expression de l’aromatase et la production de E2 (Frasor et al., 2003). Ces 

observations corrèlent avec la fonction de l’estrogène dans la promotion de la croissance 

(Castagnetta et al., 2004, Yager and Davidson, 2006). Par ailleurs, l’expression de gènes reliés 

à la différenciation cellulaire est généralement diminuée (Terasaka et al., 2004).   

 

E2F1 a été identifié comme un gène précoce en réponse à E2 et le site de liaison pour 

E2F est surexprimé dans les régions régulatrices de plusieurs gènes reliés au cycle cellulaire. 

E2F1 représente une composante importante dans la régulation de la prolifération des cellules 

cancéreuses mammaires (Stender et al., 2007). Il a aussi été rapporté que les facteurs membres 

des familles Forkhead box A (FOXA) et GATA sont cruciaux dans les cancers hormonaux-

dépendants. Dans le cancer du sein, GATA3 et FoxA1 sont requis pour la transcription et la 

croissance cellulaire médiée par ER (Perou et al., 2000). 

 

D’autres études ont identifié un médiateur important impliqué dans la prolifération E2-

dépendante. La variante d’histone H2A.Z est incorporée aux régions promotrices de gènes 
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cibles de ER suite à l’activation des gènes. Des membres du complexe de remodelage p400 

sont également recrutés aux promoteurs. La déplétion de H2A.Z ou p400 inhibe la 

prolifération E2-dépendante de cellules cancéreuses mammaires et altère l’expression de gènes 

cibles de ER (Gévry et al., 2009). La surexpression ectopique de H2A.Z dans les cellules 

MCF-7 augmente la prolifération dans des conditions où les niveaux d’estrogène sont bas. De 

plus, ERs’associe au promoteur de H2A.Z et module son expression (Svotelis et al., 2010). 

L’expression de la variante d’histone H2A.Z est induite par l’estrogène suite à la stimulation 

de c-Myc dans les cellules cancéreuses et est fortement exprimée dans des tumeurs primaires. 

H2A.Z est une nouvelle cible de l’action de E2 dans les cellules cancéreuses mammaires et 

corrèle avec l’agressivité de la tumeur. L’expression de H2A.Z corrèle avec une augmentation 

des probabilité de métastases et une diminution de la survie  (Hua et al., 2008).  

 

9.2 Cistrome : nouveau concept dans la régulation des gènes 

 

Dans les dernières années, les concepts entourant la régulation des gènes par des 

facteurs de transcription ont évolué. De nouvelles approches expérimentales ont permis 

d’évaluer la régulation de la transcription à plus grande échelle et ainsi d’étendre l’étude des 

mécanismes de la régulation des gènes au-delà des régions promotrices et proximales. Des 

distances importantes peuvent séparer des facteurs de transcription de la machinerie 

transcriptionnelle et une conformation spatiale flexible de l’ADN permet de rapprocher des 

éléments régulateurs en cis (cistrome) à proximité des promoteurs des gènes (Pan et al., 2008) 

(Fig.9). Environ un tiers des gènes induit par E2 possèdent des éléments de liaison situé à 50 

kb du site d’initiation de la transcription. Les autres gènes régulés par l’estrogène qui ne 

possèdent pas un site de liaison à 50 kb utilisent des sites plus loin que 50 kb du gène dits 

‘enhancers’. Des études ont démontré que ER occupe des éléments de liaisons distaux 

(enhancers) requis pour l’expression de gènes cibles (Carroll et al., 2005, Lin et al., 2007, 

Welboren et al., 2009).  
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Figure 9 Le repliement de la chromatine met à proximité des régions régulatrices distales avec 

le site d’initiation de la transcription (Tiré de Carroll and Brown, 2006) 

 

L’autorégulation du gène ER serait médiée par des sites de liaison situés 150 à 192 kb 

en amont du gène. Le gène codant pour le récepteur de la progestérone, possède deux sites 

EREs situés 168 à 206 kb en amont du gène. Environ la moitié des gènes induit par l’estrogène 

possède des sites ERE situés dans une région de 100 kb en amont des gènes. Par exemple, le 

gène growth regulation by estrogen in breast cancer 1 (GREB1) possède un ‘cluster’ de cinq 

éléments de liaison à ER en amont du gène, et GATA2 possède un élément de liaison à ER 

près de la région 3’ du gène. Il a également été démontré que le gène Myc, dont la région 

proximal du promoteur ne présente pas de ERE, possède un ERE situé 67 kb en amont du gène 

(Carroll et al., 2006). Une autre étude a mis en évidence l’implication d’un élément distal dans 

la régulation du gène c-Myc par l’estrogène. L’estrogène augmente l’activité d’un rapporteur 

luciférase comprenant un enhancer situé à 67 kb en amont du gène de c-Myc. L’induction de 
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l’activité luciférase de ce rapporteur dépend d’un demi-site ERE et d’un site AP-1 situés à 

l’intérieur de l’enhancer.  

 

9.3 ER : quel rôle joue-t-il dans la régulation des gènes? 

 

Lorsque co-exprimé avec ER, ER cause une diminution de l’activation 

transcriptionnelle de ER de manière dose-dépendante (Pettersson et al., 2000). Il a été 

rapporté que ER serait un régulateur négatif de l’activité de ER et de la prolifération 

cellulaire de cellules cancéreuses en réponse à E2 (Hall and McDonnell, 1999, Pettersson et 

al., 2000, Liu et al., 2002, Paruthiyil et al., 2004, Ström et al., 2004, Gougelet et al., 2007). 

ER est essentiel à la prolifération cellulaire alors que ER au contraire aurait un rôle anti-

prolifératif  (Krege et al., 1998, Monroe et al., 2003, Shim et al., 2003, Kian Tee et al., 2004). 

 

Des études effectuées à partir de cellules cancéreuses mammaires MCF-7 ER 

positives surexprimant ER ont démontré que ER interfère avec l’expression de gènes 

régulés par ER en réponse à E2. ER inhibe la prolifération des cellules MCF-7 en réponse à 

E2 en réprimant la transcription des gènes c-myc, CCND1 et cycline A et en induisant 

l’expression des gènes p21
Cip1

 et p27
Kip1

 menant ainsi à un arrêt du cycle cellulaire en G2 

(Paruthiyil et al., 2004). La surexpression de ER dans les cellules cancéreuses mammaires 

T47D ER+ inhibe également la régulation de gènes médiés par ER(Williams et al., 2008) 

ER exercerait un effet répressif sur l’expression des gènes régulés par ER en s’associant 

avec des facteurs de transcription  (AP-1 et Sp1), prenant ainsi la place de ER sur ces sites de 

liaison et perturbant ainsi la transcription indirecte de ER (Matthews et Gustafsson 2003). La 

surexpression ER présentant une mutation dans le DBD dans les cellules T47D peut encore 

antagoniser certains gènes régulés par ER, appuyant le mécanisme par lequel ER altère la 

transcription indirecte de ER (Williams et al., 2008). 

 

Tel que décrit plus haut, les études sur l’impact de ER sur la régulation des gènes ont 

principalement été effectuées à partir de modèles de surexpression de ER dans des cellules 
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co-exprimant les deux isoformes (i.e. MCF-7 et T47D). Ces études ont pour la plupart 

concluent que ER agit comme régulateur négatif ou comme récepteur secondaire en réponse 

à E2. Toutefois, ER est associé à la régulation de la transcription spécifique de gènes. Les 

gènes régulés par ER sont impliqués dans le contrôle de la prolifération cellulaire, la survie et 

la différenciation et la motilité, la migration et l’adhésion cellulaire (Grober et al., 2011). 

L’introduction de ER ou ER dans des cellules ER négatives a permis d’évaluer séparément 

le comportement de chaque isoforme et de distinguer le profil des gènes pour ces deux 

récepteurs.  

 

Une régulation différentielle des gènes par ER et ER est également observable. ER 

induit alors que ER réprime des gènes impliqués dans la prolifération, le métabolisme des 

stéroïdes/xénobiotiques et dans le transport ionique (Williams et al., 2008). L’expression de 

CCND1, une cible bien connue de l’estrogène et impliquée dans la prolifération induite par 

E2, est positivement régulée par ER-E2 alors que ER-E2 réprime l’expression de ce gène 

(Liu et al., 2002, Acconcia et al., 2005). Dans la lignée d’ostéosarcome U2OS transfecté avec 

ER ou ERil a été démontré que ERpeut réguler des gènes en absence de E2, 

contrairement à ER (Vivar et al., 2010). ER et ER régulent également des gènes distincts 

en réponse à E2 dans les lignées cancéreuse mammaire Hs578T et MDA-MB-231 exprimant 

stablement ER ou ER(Secreto et al., 2007). Dans des cellules d’ostéosarcome exprimant 

stablement ER ou ER plusieurs gènes associés à la motilité cellulaire sont régulés de 

manière ER spécifique (Vivar et al., 2010). 

 

9.4 Régulation par l’hétérodimère ER/ER

 

ER activé s’associe en dimère sur un élément de liaison ERE. Plusieurs groupes ont 

montrés que ER et ER forment des hétérodimères fonctionnels in vitro et in vivo et que 

lorsque les deux isoformes sont présents, l’hétérodimère prédomine (Pettersson 1997, 

Matthews and Gustafsson 2003). E2 et tamoxifène régulent un groupe de gènes uniques dans 

les cellules U2OS-ER/ER comparativement aux cellules U2OS exprimant seulement ER 

ou ER. Une centaine de gènes ont été identifiés comme étant régulés uniquement par 
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l’hétérodimère ER/ER. Deux nouveaux gènes régulés par E2 ont été identifiés soient 

retinoblastoma binding protein 1 (RBP1) et 7-dehydrocholesterol reductase (DHCR7). Ces 

gènes possèdent des séquences EREs qui lient des hétérodimères ER/ER(Monroe et al., 

2005). La liaison de l’hétérodimère a été détectée sur une région promotrice du gène 

pS2/TFF1 ainsi que douze autres gènes dans la lignée cancéreuse mammaire MCF-7 (Papoutsi 

et al., 2009).  

 

Une autre étude rapporte que la co-expression de ER et ER cause une compétition 

pour les mêmes sites et que ER a un effet dominant et déplace ER. La liaison d’un isoforme 

restreint l’occupation de l’autre isoforme et ER semble avoir un effet dominant. Les sites de 

liaison de ER et ER sont enrichis en ERE mais lorsque ER est surexprimé, ER déplace 

ER et ER est relocalisé vers d’autres sites moins riches en ERE en présence de E2.  

L’utilisation de ligands sélectifs a déterminé que c’est la liaison de l’isoforme lié à son ligand 

respectif qui prédomine sur la chromatine (Charn et al., 2010).  

 

10  Convergence entre la signalisation membranaire et la réponse 

génomique des ERs 

 

La signalisation induite par l’activation de certains récepteurs membranaires affecte  

l’activité transcriptionnelle des ERs (Fig.10). 

 

10.1 Signalisation membranaire de l’estrogène 

 

L’activation de ERK en réponse à E2 augmente l’expression de gènes sous le contrôle 

d’un élément AP-1 (Lopez et al., 2001, Yamakawa and Arita, 2004) via la translocation  

nucléaire de Elk-1 (Levin, 2005). De plus, l’activation d’éléments SRE en réponse à E2 qui est 

dépendante de ER requiert l’activité MAPK (de Jager et al., 2001, Duan et al., 2001, Song et 

al., 2002, Kousteni et al., 2003). L’activité transcriptionnelle du complexe ER-AP-1 est 

également régulée par l’activité MAPK (Karin, 1995). L’activation de la voie MAPK par E2 
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augmente la liaison du facteur AP-1 à l’ADN et l’activité transcriptionnelle de ER-E2 

(Garcia Dos Santos et al., 2002, Marino et al., 2002, Bjornstrom and Sjoberg, 2004). 

 

10.2 Phosphorylation des ERs et impact génomique 

 

Tel que décrit précédemment, la phosphorylation des ERs régule leur activité  

transcriptionnelle, leur liaison à l’ADN, leur dimérisation, leur cyle de renouvellement (‘turn-

over’), etc. Des études ont permis de déterminer l’implication de la signalisation intracellulaire 

sur la régulation des gènes cibles des ERs.  

 

La phosphorylation de la serine 118 de ER en réponse aux facteurs de croissance 

EGF ou IGF permet à ER d’activer la transcription des gènes même en absence de E2 (Kato 

et al., 1995, Kato, 2001). L’utilisation de 8-bromo-cAMP, un activateur de protéine kinase, 

augmente la phosphorylation de ER et l’expression du gène PR (Denner et al., 1990). IGF-1 

augmente également l’expression du gène PR dans des cellules utérines de rate, qui est médiée 

par l’augmentation de la phosphorylation de ER (Aronica and Katzenellenbogen, 1993). La 

phosphorylation de la serine 118 de ER est importante dans la régulation des gènes qui sont 

réprimés en réponse à E2 et au tamoxifène (Cheng et al., 2007). 

 

La phosphorylation de la serine 167 de ER semble jouer un rôle dans la liaison 

optimale de ER aux promoteurs endogènes de gènes cibles (Shah and Rowan, 2005, Likhite 

et al., 2006). L’expression de gènes cibles de ER ou de gènes régulés par la signalisation de 

ER est altéré dans les cellules exprimant ERS118A et ERS167A, ce qui démontre que la 

phosphorylation de ER est importante dans le régulation de l’expression des gènes dans des 

cellules cancéreuses mammaires (Huderson et al., 2012). 

 

Les serines 282 et 559 de ER ont été identifiées comme des nouveaux sites de 

phosphorylation de ER et seraient ciblées par la kinase CK2. L’expression des mutants 

ERS282A et ERS559A dans les cellules HeLa augmente l’expression du gène pS2 en 

absence de ligand (Williams et al., 2009).   



46 
 

 

L’expression du gène TGF-beta-inducible early-response gene (TIEG) en réponse à E2 

est régulée par ER de manière AF-1 dépendante (Hawse et al., 2008). 15d-PGJ2 

(prostaglandine J2) induit l’apoptose dans des cellules cancéreuses pancréatiques en diminuant 

l’expression du gène human telomerase reverse transcriptase (hTERT) médiée par ER via 

une diminution de la phosphorylation de ER (Kondoh et al., 2007). L’inhibition de MEK 

réduit la phosphorylation de ER ainsi que sa liaison au promoteur du gène hTERT et 

l’expression de la protéine hTERT suggérant que 15d-PGJ2 altère la phosphorylation de ERK 

1/2 affectant ainsi la transcription par ER.  

 

L’activation de la voie p38 par l’hétérodimère ErbB2/ErbB3 en réponse au facteur de 

croissance héréguline-1 réprime l’activité E2-dépendante de ER dans des cellules 

cancéreuses mammaires (St-Laurent et al., 2005). La répression de ER est dépendante du 

domaine AF-1 qui incluent les sérines 106 et 124, des sites ciblés par ERK et impliqués dans 

le recrutement du co-activateur SRC-1. Héréguline-1 altère la liaison de ER au  promoteur 

du gène EB1 en présence d’estrogène et cet effet est renversé par l’inhibition de ERK ou p38 

(St-Laurent et al., 2005). La signalisation par hérégulin-1 altère également l’activité 

hormone-dépendante de ER (Pietras et al., 1995, Tang et al., 1996) et sa liaison au promoteur 

du gène EB1 (St-Laurent et al., 2005). Cependant pour ER, le mécanisme ne fait ni intervenir 

la voie p38 ni la région N-terminale du récepteur (St-Laurent et al., 2005). 

 

L’activation de la voie PI3-K/Akt par l’hétérodimère ErbB2/ErbB3 réprime l’activité 

hormone-dépendante de ER via la phosphorylation de la serine 255 localisée dans la région 

charnière de ER murin (Sanchez et al., 2007). Héréguline-1 réprime l’activation de 

l’expression des gènes PR et CCND1 en réponse à E2 dans les cellules cancéreuses 

mammaires Hs578T exprimant stablement ER. De plus, héréguline-1 atténue la liaison de 

ER aux promoteurs des gènes pS2/TFF1, PR, fos et CCND1 en présence d’estrogène dans 

des cellules cancéreuses mammaires Hs578T où ER a été introduit (Sanchez et al., 2013). 

 

La phosphorylation des ERs en réponse à signalisation intracellulaire affecte leur 

activité transcriptionnelle en modulant leur interaction avec des co-régulateurs. Dans les 
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cellules cancéreuses mammaires, la phosphorylation de la serine 118 de ER engendre une 

diminution de l’interaction avec le co-répresseur SMRT (Lavinsky et al., 1998). Cette 

modification post-traductionnelle est également requise pour l’interaction de la région N-

terminale de ER avec le co-activateur p68 (Endoh et al., 1999). La phosphorylation des 

serines 104, 106 et 118 de ERs régule positivement l’interaction du récepteur avec les co-

activateurs SRC et CBP/p300 (Dutertre and Smith, 2003). La phosphorylation de résidus 

situés dans la région N-terminale de ER augmente également l’interaction de ce récepteur 

avec SRC-1 et CBP (Tremblay et al., 1999).  De plus, notre laboratoire a démontré que la 

phosphorylation de résidus de l’AF-1 de ER engendre le recrutement de l’ubiquitine ligase 

E6-AP (Picard et al., 2008). Par ailleurs, nous avons également démontré que la 

phosphorylation d’un résidu situé dans la région charnière de ER par la kinase Akt entraîne 

le recrutement du co-activateur CBP (Sanchez et al., 2013).  

 

10.3 Signalisation par des récepteurs couplés aux protéines G 
 

Un régulateur négatif des petites protéines G de la famille Rho, RhoGDI, peut réguler 

l’activité de ER. La déplétion de RhoGDI augmente l’expression de l’ARNm de PR et 

pS2/TFF1 dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 en réponse à E2, indiquant que 

RhoGDI régule négativement la transcription médié par ER (El Marzouk et al., 2007) 

 

Le récepteur de la mélatonine peut inhiber la prolifération des cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 (Hill et al., 1992, Kiefer et al., 2005) en réprimant l’expression de  

l’ARNm et de la protéine ER (Molis et al., 1994). La mélatonine diminue spécifiquement 

l’activité transcriptionnelle de ER sur des éléments ERE et AP-1. La réponse à la mélatonine 

semble dépendre du ratio ER/ER puisque les cellules MCF-7 surexprimant ER sont 

insensibles à la mélatonine (del Río et al., 2004). 
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Figure 10 La signalisation membranaire converge vers les ERs dans le noyau (Adapté de 

Sanchez et al., 2010) 

 

11 ER et le cancer  

 

L’estrogène est associé avec des complications pathologiques gynécologiques incluant 

le cancer du sein et le cancer de l’endomètre. L’estrogène est considéré comme un facteur 

classique étiologique pour ces cancers. En 2002, le ‘US National Toxicology Program’ a 

ajouté l’estrogène à sa liste de carcinogènes. La thérapie de substitution hormonale est 

associée à une augmentation du risque et de l’incidence du cancer de l’endomètre en plus 

d’une augmentation, toutefois moindre, du risque de cancer du sein. Les ERs sont également 
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impliqués dans le développement et la progression du cancer de l’ovaire, du colon et de la 

prostate (Shang, 2007).  

 

11.1 ERs et le cancer du sein 

 

Des études cliniques et à partir de modèles animaux ont démontré que les estrogènes 

sont impliqués dans le développement du cancer du sein suite à une exposition cumulative de 

l’épithélium mammaire à E2 (Henderson and Feigelson, 2000, McEwan, 2004). La liaison de 

l’estrogène à ER stimule la prolifération des cellules mammaires. L’augmentation de la 

division cellulaire et de la synthèse d’ADN augmente les risques d’erreurs de réplication ce 

qui peut engendrer des mutations qui perturbent des processus cellulaires comme l’apoptose, 

la prolifération cellulaire ou la réparation de l’ADN. De plus, le métabolisme de l’estrogène 

engendre la production de sous-produits  génotoxiques qui pourraient induire des dommages à 

l’ADN et ainsi causer des mutations.  

 

ER est responsable de l’initiation et du développement du cancer du sein E2-

dépendant (Castoria et al., 2001). Il est souvent sur-exprimé lors du premier stade de la 

maladie et stimule la prolifération, la motilité ainsi que l’invasion des cellules cancéreuses en 

réponse à E2. D’ailleurs, ER est un marqueur pronostique dans le cancer du sein.   

 

L’association entre ER et le cancer du sein est toutefois beaucoup moins claire. Le 

tissu mammaire normal exprime un niveau plus élevé de ER que dans les premiers stades du 

cancer du sein, suggérant que la perte de ER pourrait contribuer au développement du cancer 

(Leygue et al., 1998, Iwao et al., 2000, Roger et al., 2001). D’ailleurs, une diminution 

progressive de l’expression de ER a été observée au cours de l’avancement des stades de la 

carcinogénèse mammaire (Roger et al., 2001). La prolifération de cellules mammaires est 

observable en absence de l’expression de ER, ce qui suggère que ER ne serait pas essentiel 

à la prolifération. Toutefois, la prolifération des cellules mammaires en réponse à E2 serait 

déterminée par le ratio ER/ER (Matthews and Gustafsson, 2003). Notre laboratoire a 

démontré que le traitement des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 au facteur de 
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croissance héréguline-1 engendre une diminution de l’expression de ER dans ces cellules. 

Cette diminution de ER engendre une augmentation de la prolifération des cellules MCF-7 

en réponse à héréguline-1, ce qui suggère que le ratio ER/ER affecte la prolifération des 

cellules cancéreuses mammaires en réponse à un facteur de croissance (Sanchez et al., 2013).   

 

ER semble agir comme régulateur de la signalisation de l’estrogène (Koehler et al., 

2005) et lorsque co-exprimé avec ER, réduit l’activation de la transcription de manière dose-

dépendante (Matthews and Gustafsson, 2003). Des études ont démontré que ER atténue 

l’activité de ER (Korach 2003, Koehler 2005). Les effets répressifs de ER sur ER se 

reflètent sur la prolifération cellulaire (Weihua et al., 2003, Ström et al., 2004, Koehler et al., 

2005). Des études ont démontré que l’introduction de ER dans des lignées cancéreuses 

mammaires ER négatives affecte la prolifération cellulaire. Il a été rapporté qu’en réponse à 

E2, la lignée Hs578T exprimant ERdiminue la prolifération cellulaire(Secreto et al., 2007). 

Nous avons observé au laboratoire que l’introduction de ER dans les cellules cancéreuses 

mammaires Hs578T diminue le prolifération basale (Sanchez et al., 2013). Toutefois, 

contrairement à Secreto et al., nous avons observé que les cellules Hs578T exprimant 

stablement ER prolifèrent en réponse à E2 (Sanchez et al., 2013). Il a été rapporté que la 

surexpression de ER dans les cellules MCF-7 entraîne une diminution de la prolifération 

cellulaire en réponse à E2 (Paruthiyil et al., 2004, Grober et al., 2011). De plus, l’introduction 

de ER dans les cellules MCF-7 prévient la formation de tumeurs dans un modèle murin de 

xénogreffe en réponse à E2 (Paruthiyil et al., 2004). La surexpression de ER inhibe 

également la prolifération des cellules T47D en réponse à E2 (Williams et al., 2008). À 

l’opposé, la déplétion de ER dans des cellules épithéliales mammaires et dans des lignées 

cancéreuses mammaires engendre une augmentation de la croissance cellulaire accompagnée 

d’une augmentation de l’expression de cycline A2 et une diminution de l’expression de 

p21/WAF, un régulateur négatif de la croissance cellulaire (Treeck et al., 2010). Des résultats 

similaires ont été observés avec la lignée épithéliale mammaire murine HC11, qui exprime 

ER et ER. E2 stimule la prolifération et la croissance sur gélose suite à la déplétion de ER. 
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Inversement, la déplétion de ER engendre une mort cellulaire E2-dépendante via la 

stimulation de voies apoptotiques par ER.  

 

Par ailleurs, ER agirait sur la prolifération cellulaire, non seulement en agissant 

comme régulateur négatif de ER mais également en induisant des signaux pro-apoptotiques 

(Acconcia et al., 2005). L’activation de ER par l’agoniste de ERle PPT, induit une 

réponse proliférative alors que le traitement avec l’agoniste de ER diminue le nombre de 

cellules due à l’apoptose (Helguero et al., 2005). 

 

En plus d’agir sur la prolifération cellulaire, ER agit également sur l’adhésion et la 

migration cellulaire. L’analyse de souris ERKO a révélé une réduction de l’expression de 

protéines impliquées dans l’adhésion cellulaire. À l’opposé, la surexpression de ER induit 

l’expression de l’ARNm et de la protéine intégrine 1. L’expression de ER augmente la 

formation de complexes focaux et de filaments d’actine. Des essais d’adhésion cellulaire ont 

confirmé que ER augmente l’adhésion à plusieurs protéines de la matrice extracellulaire. De 

plus, l’expression de ER est associée avec une diminution de la migration cellulaire 

(Lindberg et al., 2010). Un modèle murin de xénogreffe a démontré que l’introduction de ER 

dans les cellules T47D réduit la croissance tumorale et le nombre de vaisseaux sanguins dans 

les tumeurs (Hartman et al., 2009). La surexpression de ER dans les cellules cancéreuses 

mammaires T47D réduit également la croissance tumorale et l’angiogénèse dans un modèle 

murin de xénogreffe (Williams et al., 2008). De plus, l’introduction de ER dans la lignée ER 

négative MDA-MB-231 diminue la motilité et l’invasion cellulaire (Lazennec et al., 2001). 

Ces résultats ont suggéré que ER agirait comme inhibiteur dans la progression du cancer du 

sein. 

 

Environ 58% des tumeurs mammaires co-expriment ER et ER et environ 18% 

n’expriment que ER seul (Murphy et al., 2003). Le patron d’expression de ER et de ses 

variants est différent entre les tumeurs ER positives et les tumeurs ER négatives et ces 
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différences pourraient être associées avec des rôles différents des protéines ER lorsque 

exprimé seul ou co-exprimé avec ER dans les tumeurs mammaires (Murphy and Watson, 

2006, Skliris et al., 2006, Skliris et al., 2007). Une étude a suggéré que l’expression de ER 

est associée avec une plus grande fraction de cellules en phase S seulement chez les patientes 

dont les tumeurs sont ER négatives (Gruvberger-Saal et al., 2007). L’expression de ER1 

serait associée au marqueur de prolifération Ki-67 mais seulement en absence de l’expression 

de ER2/cx (Skliris et al., 2006). Ces observations ont été confirmées par une autre étude 

démontrant que la plus forte expression de Ki-67 ou cycline A se trouve dans les tumeurs qui 

expriment seulement ER (Jensen et al., 2001). Ces résultats suggèrent que ER serait relié à 

la prolifération dans le cancer du sein.  

 

Une étude a démontré que les tumeurs mammaires exprimant seulement ER serait 

associé à un phénotype plus agressif que des tumeurs ER-/ER- (Fuqua et al., 2003). 

L’expression de ER seul serait associée à des marqueurs suggérant une progression plus 

agressive de la maladie. Comme mentionné auparavant, l’expression de ER seul serait 

associée à une plus grande fraction de cellules en phase S mais serait également associée avec 

une plus longue période d’absence de la maladie lorsque les patientes sont traitées au 

tamoxifène (Gruvberger-Saal et al., 2007). Ces résultats supportent la relation entre ER et la 

prolifération faisant en sorte que l’inhibition de la signalisation par ER inhiberait la 

croissance des cellules tumorales. Une altération de la balance des isoformes ER ou le profil 

d’expression de co-régulateurs pourrait avoir un impact sur l’activité de ER1, qui passerait 

d’inhibiteur de la croissance à promoteur de la croissance (Osborne et al., 2003, Peng et al., 

2003). De plus, le profil de p53 influencerait l’activité de ER (Skliris et al., 2006).  

 

12 Approches pour antagoniser les ERs 

 

Dans le contexte du cancer du sein, il existe des approches thérapeutiques déjà mises 

en place et d’autres qui ne sont pas encore utilisées mais pourraient s’avérer prometteuses.  
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12.1 Thérapies endocriniennes 

 

Environ 70% des tous les cancers du sein sont dépendants de l’estrogène et d’un ER 

fonctionnel pour la croissance. Les cancers du sein ER-positifs sont généralement traités 

avec des anti-estrogènes (Ali and Coombes, 2002). Les approches incluent l’inhibition de 

l’activité de ER par des modulateurs sélectifs de l’activité de ER (SERMs) comme le 

tamoxifène (Macgregor and Jordan, 1998) ou par la déstabilisation et la dégradation de ER par 

des ‘down-regulators’ sélectifs de l’activité des ERs (SERDs) comme le fulvestrant (Nawaz et 

al., 1999, Lonard et al., 2000, Wijayaratne and McDonnell, 2001, Marsaud et al., 2003). 

L’effet des thérapies endocrines est largement médié par l’inhibition de la transcription par 

ER. Les SERMs comme le tamoxifène lie et antagonise ER mais ne bloque que la 

transcription médiée par le domaine AF-2 et donc inhibe que partiellement la transcription 

régulée par ER (Tzukerman et al., 1994, McDonnell et al., 1995). Le fulvestrant au contraire 

bloque l’AF-1 et l’AF-2 et donc engendre une inhibition complète de la transcription de ER 

(Wakeling et al., 1991, Dowsett et al., 2005). Depuis plus de 20 ans, le tamoxifène est le 

composé le plus largement utilisé comme thérapie endocrine pour les cancers du sein au stade 

précoce et avancé et a contribué à diminuer la mortalité des patientes atteintes (Jensen and 

Jordan, 2003). Toutefois, environ la moitié des patientes présentant un cancer à un stade 

avancé ne répondent pas au tamoxifène et presque toutes les patientes avec des métastases 

rechutent ou meurent (Ali and Coombes, 2002).  

 

Deux classes de SERMs sont présentement utilisées en clinique soit des dérivés 

triphényléthylène, comme le tamoxifène, qui est utilisé pour la prévention et le traitement du 

cancer du sein et des dérivés benxothiophène comme le raloxifène qui est utilisé pour le 

traitement et la prévention d’ostéroporose et la prévention du cancer du sein aux États-Unis. 

Les deux classes de SERMs augmentent le risque de thromboembolie veineuse et de bouffées 

de chaleur. De plus, le tamoxifène augmente le risque de cancer de l’endomètre. Le 

développement de d’autres SERMs n’engendrant pas d’effets secondaires s’avère très 

important (Palacios, 2010).  
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Une deuxième approche consiste à réduire la production d’estrogène dans les tissus 

périphériques et dans la tumeur par l’utilisation d’inhibiteurs d’aromatase (IA) comme 

anastrozole, letrozole ou exemestane (Johnston and Dowsett, 2003, Jordan, 2004). Les IA 

inhibent la croissance tumorale et présentent une efficacité supérieure au tamoxifène chez 

certains sous-groupes de patientes (Goss et al., 2005). 

 

12.2 Autres approaches envisageables 

 

ER dans le cancer du sein est exprimé dans les lymphocytes infiltrant, les fibroblastes 

et les cellules endothéliales, tous des types cellulaires qui influencent la croissance tumorale. 

Les phytoestrogènes ont une préférence pour ER et plusieurs études épidémiologiques 

indiquent que ces composés auraient un effet préventif du cancer du sein. Des études 

expérimentales, épidémiologiques et de diagnostique pointent ER comme représentant un 

facteur important dans le cancer du sein, ouvrant la possibilité de développer des thérapies 

ER-sélectives pour le traitement du cancer du sein (Hartman et al., 2009).   

 

Il a été démontré que le traitement de deux lignées cancéreuses mammaires ER 

positives MCF-7 et ZR-75 avec des ligands synthétiques ou naturels du récepteur nucléaire 

PPAR inhibent la signalisation de ERen induisant sa dégradation protéosomale.  La 

prolifération des cellules MCF-7 et ZR-75 est inhibée après 24 h suite à ces traitements. La 

dégradation de ER a lieu malgré la déplétion de PPAR, démontrant que le mécanisme est 

PPAR-indépendant (Lecomte et al., 2008). L’utilisation de dérivés de thiazolidinedione 

capable d’induire la dégradation de ER de manière PPAR indépendante pourrait représenter 

un outil intéressant dans le traitement du cancer du sein. De plus, une autre étude a démontré 

que le ligand synthétique de PPAR, troglitazone, augmente l’inhibition de la croissance des 

cellules cancéreuses mammaires induite par l’anti-estrogène tamoxifène (Yu et al., 2008). 

 

Le facteur de transcription Forkhead box O3 (FOXO3a) interagit avec ER et ER et 

inhibe leurs activités transcriptionnelles hormone-dépendante. À partir de cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 surexprimant FOXO3a, il a été démontré que ce facteur engendre une 
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diminution de l’expression de divers gènes régulés par ER, certains ayant des rôles dans la 

prolifération cellulaire. FOXO3a augmente l’expression d’inhibiteurs de Cdk p21
Cip1

, p27
Kip1

 

et p57
Kip2

. FOXO3a réprime la croissance et la survie des cellules MCF-7. Dans un modèle 

murin de xénogreffe, la surexpression de FOXO3a dans les MCF-7 supprime la tumorigénèse 

induite par E2 (Zou et al., 2008). L’utilisation d’agents pouvant activer FOXO3a pourrait 

représenter une nouvelle approche thérapeutique pour le cancer du sein.  

 

 

Plusieurs inhibiteurs des HDACs comme le trichostatin A (TSA) modifient de manière 

réversible ou irréversible la balance entre l’activité des HAT et des HDACs (Marks et al., 

2000). Les inhibiteurs des HDACs induisent l’arrêt de la croissance, la différenciation et/ou 

l’apoptose de diverses lignées cellulaires transformées et inhibent le développement de 

tumeurs chez des rongeurs (Cohen et al., 1999, Margueron et al., 2004). Plusieurs études dans 

des modèles animaux ont rapporté que ces inhibiteurs bloquent la croissance tumorale (Marks 

et al., 2000), particulièrement celle des tumeurs mammaires (Vigushin et al., 2001). Une étude 

a démontré que le traitement de plusieurs cellules cancéreuses avec de l’inhibiteur de HDAC 

TSA augmente l’activité ligand-dépendante de ER de manière plus prononcée que ER. Le 

TSA augmente l’expression de l’ARNm de ER alors qu’il diminue l’expression de l’ARNm 

de ER. L’expression de ER module les effets transcriptionnels de TSA sur plusieurs gènes 

impliqués dans le contrôle de la prolifération cellulaire. La combinaison de l’expression de 

ER et de TSA améliore l’inhibition de la prolifération cellulaire dans des cellules HeLa 

infectées avec ER. En présence de TSA, les cellules HeLa ER induisent l’expression de 

p21WAF1/CIP1 plus efficacement que les cellules HeLa ER. Ces résultats suggèrent que 

l’amélioration de l’effet anti-prolifératif médié par la combinaison de ER et TSA pourrait 

être attribuable au fait que ER affecte la régulation des gènes impliqués dans le prolifération 

cellulaire médiée par TSA (Duong et al., 2005). 

 

13 Les chimiokines et leurs récepteurs 
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13.1 Les chimiokines 

 

Les chimiokines sont une famille de protéines de 8-12 kDa qui possèdent entre 1 à 3 

ponts disulfures. L’homologie entre les chimiokines est très variable allant de 20 à 90%, mais 

elles partagent une structure tertiaire très semblable (Allen et al., 2007). Elles sont définies par 

quatre cystéines et catégorisées selon la séquence des deux premières cystéines et divisées en 

quatre classes : CXCL, CCL, CL et CX3CL où X désigne n’importe quel acide aminé et L 

‘ligand’ (Murphy et al., 2000) (Fig.11).  De plus, la classe CXC a été divisée en deux groupes 

selon la présence du motif ELR précédent la première cystéine (Rossi and Zlotnik, 2000). Les 

chimiokines CXC possédant ce motif sont des facteurs angiogéniques, alors que celles ne 

présentant pas ce motif agissent comme facteurs angiostatiques. La portion N-terminale avant 

la première cystéine est peu structurée. La portion C-terminale après la dernière cystéine 

forme une hélice alpha. Le reste de la molécule est stabilisée par des ponts disulfures entre la 

première et la troisième cystéine et la deuxième et quatrième cystéine et contient 3 feuillets 

beta séparés par une longue boucle nommée ‘boucle N’ (Fernandez and Lolis, 2002). Les 

chimiokines sont produites comme pro-peptides débutants avec un signal peptide d’environ 20 

acides aminés qui se fait cliver pour obtenir la forme mature et active. Après synthèse, la 

majorité des chimiokines matures sont sécrétées hors de la cellule (Allen et al., 2007).   
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Figure 11 Représentation schématique de la structure des chimiokines (Tiré de Kohidai, 1999) 

 

Les chimiokines sont des cytokines chiomiotactiques qui sont impliquées dans plusieurs 

processus biologiques : hématopoïèse, angiogénèse/angiostatisme, trafic des lymphocytes et 

infiltration des tissus par des leucocytes en réponses à des agents inflammatoires, dommages 

tissulaires ou infection bactérienne ou virale (Fernandez and Lolis, 2002). Les chimiokines 

doivent former un gradient de concentration pour permettre une migration cellulaire 

directionnelle. Ce processus semble faire intervenir la liaison des chimiokines à des 

glycosaminoglycans (GAGs) exprimés à la surface de cellules endothéliales pour permettre 

leurs rétentions à un site précis (Proudfoot et al., 2003). L’action des chimiokines peut mener à 

d’autres effets incluant l’exocytose granulaire, l’initiation de la transcription génique, la 

prolifération et l’apoptose (Thelen, 2001).  

 

Les chimiokines exercent leurs effets en se liant à des récepteurs à sept passages 

transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). Il a été démontré que la liaison des 
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chimiokines à leurs récepteurs implique la boucle N et pour certaines chimiokines le segment 

N-terminal serait aussi impliqué (Wells et al., 1995, Pakianathan et al., 1997, Blanpain et al., 

2001, Laurence et al., 2001, Mayer and Stone, 2001, Bondue et al., 2002, Blanpain et al., 

2003). La délétion du domaine N-terminal non-structuré des chimiokines génère dans la 

majorité des cas des antagonistes ou des agonistes partiels démontrant ainsi le rôle de ce 

domaine dans l’activation du récepteur (Gong and Clark-Lewis, 1995, Wells et al., 1995, 

Gong et al., 1996, Clark-Lewis et al., 2003).  

 

13.2 Les récepteurs à chimiokines 

 

Les chimiokines exercent leurs effets en se liant à des récepteurs à sept passages 

transmembranaires couplés aux protéines G hétérotrimériques et possèdent des 

caractérististiques de la famille des RCPG ‘rhodopsin-like’ (Murphy et al., 2000).  Les 

récepteurs à chimiokines possèdent un court domaine N-terminal extracellulaire plutôt 

acidique qui peut être sulfaté sur des résidus tyrosines et qui contient des sites de 

glycosylation. La queue C-terminale possède des résidus serines et thréonines qui servent de 

sites de phosphorylation pour la régulation du récepteur. Le récepteur est composé de sept 

passages transmembranaires de type hélices alpha avec trois boucles intracellulaires et trois 

boucles extracellulaires possédant des résidus hydrophyliques et sont orientés 

perpendiculairement à la membrane plasmique. Comme la plupart des récepteurs de la famille 

rhodopsin-like, un pont disulfure relie les cystéines entre les boucles extracellulaires 1 et 2. 

Toutefois, les récepteurs à chimiokines présenteraient la caractéristique de posséder un 

deuxième pont disulfure entre la troisième boucle extracellulaire et la partie N-terminale du 

récepteur (Springael et al., 2005). Ces ponts disulfures sont importants pour l’interaction avec 

le ligand, la structure et la signalisation du récepteur (Tournamille et al., 1997, Blanpain et al., 

1999, Ai and Liao, 2002). Les protéines G sont couplées à la queue C-terminale et 

possiblement à la troisième boucle extracellulaire (Murdoch and Finn, 2000). Une autre 

caractéristique propre aux récepteurs à chimiokine est le motif TXP (Thréonine-X-Proline) 
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présent dans le deuxième passage transmembranaire qui semble important pour la structure du 

récepteur. La mutation de la proline chez le récepteur CCR5 diminue la liaison au ligand et 

abolie pratiquement toute réponse fonctionnelle du récepteur (Govaerts et al., 2001). La 

majorité des récepteurs des chimiokines possèdent le motif DRYLAIV situé dans la deuxième 

boucle intracellulaire, hautement conservé parmi les RCPGs (Murphy et al., 2000).  

 

Les récepteurs à chimiokines sont classés en 4 classes selon le ligand qu’il lient : CCR, 

CXCR, CX3CR et XCR , R désignant ‘receptor’ (Horuk, 2001). Plusieurs ligands lient le 

même récepteur et un récepteur peut lier plusieurs ligands (Allen et al., 2007) (Tableau 1). Les 

conséquences fonctionnelles d’une telle redondance sont peu comprises. Cette redondance 

permettrait une fine régulation des réponses immunitaires (Devalaraja and Richmond, 1999, 

Mantovani, 1999). Des études effectuées à partir de modèles de souris invalidées pour des 

récepteurs à chimiokines ont démontré que la délétion d’un seul récepteur engendre une 

léthalité embryonnaire (Power, 2003). Ceci suggère qu’une compensation doit avoir lieu pour 

la perte d’un récepteur et que l’embryogénèse est due à la redondance des ligands et de leurs 

récepteurs. Toutefois, des résultats basés sur des modèles pathologiques ont fait émerger des 

rôles spécifiques pour certains récepteurs (Horuk, 2001, Power, 2003).   
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Tableau 1 Les récepteurs à chimiokines et leurs ligands (Tiré de Allen et al., 2007) 

 

 

14 Le récepteur à chimiokine CXCR4 

 

14.1 Identification 

 

CXCR4 a été cloné à partir d’une librairie d’ADNc de monocytes humains. Le clone 

d’une longueur de 352 acides aminés a été nommé leukocyte-derived seven-transmembrane 

domain  receptor (LESTR).  Une grande homologie entre cette protéine et le récepteur de l’IL-

8 a été trouvée. Malgré le fait qu’aucun ligand pour LESTR n’avait été identifié à ce moment, 

sa forte expression dans les globules blancs et la similitude de sa séquence avec IL-8R1 et IL-

8 suggéra qu’il devait avoir un rôle dans l’activation des cellules inflammatoires (Loetscher 
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et al., 1994). Plus tard, une protéine codant pour un récepteur à sept passages 

transmembranaires et agissant comme cofacteur pour la fusion et l’entrée du virus de 

l’immunodéficience humain (VIH) a été identifiée et le récepteur a été renommé fusin (Feng et 

al., 1996). Par la suite, SDF-1 a été identifié comme ligand pour le récepteur LESTR/fusin et 

le récepteur a été classé parmi la famille des récepteurs à chimiokines et renommé CXCR4 en 

suivant la nomenclature des chimiokines (Bleul et al., 1996). 

 

14.2 Sructure  

 

Le récepteur CXCR4 présente une structure telle que décrite pour les autres récepteurs 

à chimiokines (Fig.12). Plus spécifiquement, il a été démontré que la queue C-terminale du 

récepteur, qui possède la majorité des sites de phosphorylation par les GRKs, est essentielle à 

l’endocytose du récepteur (Roland et al., 2003). Le résidu arginine du motif DRY situé dans la 

deuxième boucle intracellulaire, hautement conservé parmi les RCPG, est important pour 

l’activation des protéines G (Berchiche et al., 2007).  Le résidu asparagine à la position 119 

situé dans le troisième domaine transmembranaire est également important pour l’activation 

de la sous-unité Gi ((Zhang et al., 2002). Les signaux transmis par la sous-unité Gi 

nécessitent une troisième boucle intracellulaire intacte (Roland et al., 2003). Cette boucle 

contient le motif BBXXB où B est un acide aminé basique et X n’importe quel acide aminé, 

qui est le déterminant structural pour la fonction de stimulation par la protéine Gi (Okamoto 

et al., 1990). Toutes les boucles intracellulaires de CXCR4 à l’exception de la première 

s’avèrent importantes pour la migration cellulaire (Roland et al., 2003). 
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Figure 12  Représentation shématique de CXCR4 (Tiré de De Clerq, 2003) 

 

14.3 Expression 

 

CXCR4 est exprimé de manière ubiquitaire sur plusieurs types cellulaires incluant la 

majorité des cellules hématopoïétiques  (Bleul et al., 1997). Il est aussi fortement exprimé sur 

les cellules endothéliales vasculaires (Gupta et al., 1998), les neurones (Hesselgesser et al., 

1997), les microglies et les astrocytes (He et al., 1997). CXCR4 est également exprimé dans 

plusieurs tissus et organes tels que le tissu neural, le muscle squelettique, le cœur, le foie, 

l’endothélium, le tubule rénal et l’épithélium pigmentaire rétinien.  

 

14.3.1 Régulation de l’expression de CXCR4 

 

La transcription basale est principalement contrôlée par l’action de deux régulateurs 

transcriptionnels. La caractérisation du promoteur de CXCR4 a révélé que nuclear respiratory 

factor-1 (NRF-1) est le facteur de transcription qui régule positivement la transcription de 
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CXCR4 (Moriuchi et al., 1997, Wegner et al., 1998). Le facteur de transcription Sp1 semble 

également réguler CXCR4 (Wegner et al., 1998). Il existe également un élément de régulation 

négative en amont (environ – 300) qui serait modulé par le facteur Ying Yang 1 (YY1) 

(Moriuchi et al., 1999).  

 

L’expression de CXCR4 peut également être induite par des seconds messagers tels 

que le calcium (Moriuchi et al., 1997), l’AMPc (Cristillo et al., 2002), des cytokines 

interleukines (Moriuchi et al., 1997, (Jourdan et al., 2000, Wang et al., 2001), TGF-1, la 

stimulation simultanée de CD3 et CD28 (Moriuchi et al., 1997) et par des facteurs de 

croissance tels que basic fibroblast growth factor (bFGF) (Feil and Augustin, 1998, Salcedo et 

al., 1999), vascular endothelial growth factor (VEGF) (Salcedo et al., 1999,(Hong et al., 2006) 

et EGF (Phillips et al., 2005). À l’opposé, les cytokines inflammatoires telles que tumor 

necrosis factor alpha (TNF-, l’interféron gamma (INF- et IL-1 diminuent l’expression de 

CXCR4 (Feil and Augustin, 1998, (Gupta et al., 1998, Han et al., 2001). 

 

L’expression de CXCR4 est également régulée par des stress cellulaires tels que 

l’hypoxie, des dommages tissulaires et une réponse inflammatoire. Le promoteur de CXCR4 

possède des éléments de liaison pour hypoxia-inducible factor 1 alpha HIF-1) qui régulent 

positivement la transcription de CXCR4 (Schioppa et al., 2003, Ceradini et al., 2004). La 

transcription de CXCR4 est également positivement régulée par le facteur nucléaire NF-B 

impliqué dans la réponse immunitaire et inflammatoire. Les sous-unités p65 et p50 de NF-B 

lient directement des régions promotrices de CXCR4 (Helbig et al., 2003). De plus, il a été 

rapporté que l’inhibition de NF-B réduit l’expression de l’ARNm de CXCR4 dans la lignée 

cancéreuse de la prostate PC-3 (Kukreja et al., 2005). 

 

L’expression de CXCR4 et de d’autres récepteurs à chimiokines est régulée de manière 

hormone-dépendante durant les divers stades de cycle menstruel et dans le développement 

embryonnaire. L’expression de CXCR4 est détectable tout au long du cycle menstruel mais est 

plus prononcée à la moitié de la phase lutéale. Cela signifie que CXCR4, qui est localisé dans 



64 
 

 

l’épithélium endométrial, est spécifiquement induit lors de la fenêtre d’implantation. 

(Dominguez, 2003, Dominguez et al., 2003). L’expression de CXCR4 dans les cellules 

cancéreuses mammaires serait également régulée par les ERs. Il a été rapporté que le 

tamoxifène diminue l’expression de CXCR4 au niveau transcriptionnel et protéique dans la 

lignée cancéreuse mammaire MCF-7  (Kubarek et al., 2009). Un autre étude a rapporté que les 

ERs semblent réguler positivement l’expression de CXCR4 en induisant des modifications 

post-traductionnelles du récepteur et en induisant la transcription de celui-ci dans des cellules 

cancéreuses mammaires (Boudot et al., 2011).  

 

15 La chimiokine SDF-1 

 

15.1 Identification 

 

Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1 et l’isoforme SDF-1 dérivé par épissage 

alternatif ont été originalement clonés dans une lignée murine de cellules stromales de la 

moelle osseuse (Tashiro et al., 1993). Basé sur l’homologie de séquence avec les cytokines IL-

8 et macrophage inflammatory protein 1  (MIP-1 et la présence de quatre résidus 

cystéines, SDF-1 a été classé parmi les chimiokines CXC (Oppenheim et al., 1991). Les 

séquences d’ADNc de SDF-1/ présentent une forte homologie entre la souris et l’humain et 

proviennent du même gène (Jiang et al., 1994). SDF-1 est constitué de 89 acides aminés 

incluant un peptide signal de 19 acides aminés (Tashiro et al., 1993 (Jiang et al., 1994, 

Nagasawa et al., 1994). L’épissage alternatif de l’exon suivant le codon 89 de SDF-1 produit 

l’isoforme qui possède quatre acides aminés de plus dans sa portion C-terminale (Tashiro et 

al., 1993 (Shirozu et al., 1995). Il ne semble pas y avoir une différence au niveau de la 

fonction et de la régulation de ces deux isoformes (Shirozu et al., 1995). Un troisième 

isoforme de SDF-1, SDF-1, a été cloné à partir d’une librairie d’ADNc de nerf sciatique de 

rats adultes (Gleichmann et al., 2000). L’ADNc de SDF-1 représente la séquence complète en 

nucléotide de SDF-1 plus une insertion dans le cadre de lecture de 2572 nucléotides en aval 
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du codon 89, ce qui mène à une extension de 30 acides aminés dans la portion C-terminale 

(Gleichmann et al., 2000).  

 

15.2 Expression 

 

SDF-1 est exprimé dans les cellules stromales et endothéliales. L’ARNm de SDF-1/ 

est fortement détecté dans les nodules lymphatiques, la rate, le moelle osseuse, les ovaires, les 

intestins, le thymus, les reins, les poumons, le cœur, l’estomac et le foie (Shirozu et al., 1995). 

L’ARNm de SDF-1 a été détecté dans le cœur, les poumons, le cerveau et le nerf 

périphérique (Gleichmann et al., 2000). L’expression de SDF-1 a également été retrouvée en 

grande quantité dans le système nerveux central du rat en développement et à l’âge adulte, 

plus précisément dans le cortex, l’hypothalamus et l’hippocampe (Tham et al., 2001). SDF-

1est l’isoforme prédominant dans le tissu nerveux lors du développement embryonnaire et 

dans les premiers stades de vie alors que SDF-1 est hautement exprimé dans ce tissu à l’âge 

adulte. Les neurones et les cellules Schwann seraient les principales sources de SDF-1 et 

SDF-1 dans le système nerveux (Gleichmann et al., 2000). 

 

15.2.1 Régulation de l’expression de SDF-1 

 

La chimiokine SDF-1 est constitutivement exprimée dans divers tissus et organes 

contrairement aux autres chimiokines qui sont produites en réponses à des signaux 

inflammatoires ou qui ont une distribution restreinte (Shirozu et al., 1995). L’activité basale du 

promoteur est régulée par le facteur de transcription Sp1.  

 

Malgré une activité constitutive, l’expression de SDF-1 peut être induite. Lors de 

dommages tissulaires ou à des organes, l’expression de SDF-1 est fortement induite pour 

diriger les cellules souches neurales CXCR4 positives vers les lésions pour la régénération des 

organes et des tissus (Kucia et al., 2005). 
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L’expression de SDF-1 peut également être induite suite à un stress cellulaire tel que 

l’hypoxie. L’expression de SDF-1 est augmentée dans les cellules endothéliales par le facteur 

HIF-1HIF-1 lie des sites dans le promoteur de SDF-1 (Ceradini et al., 2004). Des stress 

cellulaires induits par des agents antimitotiques comme l’irradiation  et le 5-Fluorouracile (5-

FU) mènent à une augmentation de la production de SDF-1 dans les cellules de la moelle 

osseuse (Ponomaryov et al., 2000).  Lors d’irradiation, les principaux facteurs de transcription 

qui semblent être associer avec une réponse transcriptionnelle sont Sp1, AP-1 et PR (García-

Moruja et al., 2005). 

 

Des agents mitogènes tels que le phorbol myristate acetate (PMA), l’ionomycine, 

l’interféron , les interleukines 1, 6 et 7, bFGF et TNF  ont un impact sur l’expression de 

SDF-1. Toutefois, la régulation de l’activité du promoteur SDF-1 dans ces conditions semble 

être dépendante du type cellulaire.  Deux sites de liaison de Sp1 seraient essentiels pour 

l’induction de l’activité du promoteur en réponse à des agents mitogéniques. D’autres facteurs 

de transcription tels que nuclear factor of activated T cells (NFAT), AP-1, AP-2 et EGR-2 sont 

associés à une augmentation de la protection ou de l’hypersensibilité suite à une stimulation 

mitogénique (García-Moruja et al., 2005). Le facteur de croissance VEGF augmente la 

transcription de SDF-1 dans des cellules gliales humaines (Hong et al., 2006).  

 

L’expression de SDF-1 est aussi régulée négativement par la protéine suppresseur de 

tumeurs von Hippel-Lindau (VHL). La perte de fonction de VHL dans les 

hémantogioblastomes et le cancer du rein mène à une augmentation de l’expression de SDF-1. 

L’expression de SDF-1 est également régulée négativement par des stéroïdes, la cytokine 

granulocyte colonony-stimulating factor (G-CSF) et le facteur de croissance TGF-1. 

 

16 Liaison de SDF-1 à CXCR4 

 

La région RFFESH de la chimiokine SDF-1 (résidus 12-17) interagit avec la région N-

terminale du récepteur CXCR4 (résidus 2-36), ce qui constitue une étape d’ancrage (Huang et 
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al., 2003). Cette étape entraînerait un changement conformationnel des deux molécules 

permettant ainsi la liaison des huit premiers résidus de la région N-terminale du SDF-1 à une 

poche de CXCR4 qui implique la deuxième (Asp187) et la troisième (Glu268) boucle 

extracellulaire (Brelot et al., 2000, Zhou et al., 2001). Un autre changement de conformation 

aurait lieu par la suite permettant la signalisation intra-cellulaire du récepteur (Crump et al., 

1997). Des résidus glutamine et tyrosine de la région N-terminale de CXCR4 sont requis pour 

la liaison de SDF-1 mais pas pour son activation. De plus, des résidus acides dans la deuxième 

boucle extracellulaire et dans les domaines transmembranaires 2 et 7 sont impliqués dans la 

liaison de SDF-1 et l’activation du récepteur (Brelot et al., 2000). 

 

17 Rôles physiologiques de l’axe SDF-1/CXCR4 

 

L’axe SDF-1/CXCR4 est primordial pour un développement normal. Des souris 

invalidées pour le gène CXCR4 subissent une mort embryonnaire avec de sévères altérations 

au niveau du système hématopoiétique, cardiaque, vasculaire et nerveux (Tachibana et al., 

1998, Zou et al., 1998). Des études de délétion du gène SDF-1 ont permis de déterminer que 

celui-ci joue également un rôle important dans le développement embryonnaire.  La délétion 

de SDF-1 dans les souris mène à une mort embryonnaire avec de sévères malformations 

cardiaques et une diminution du nombre de lymphocytes B (Nagasawa et al., 1996). L’absence 

de l’axe SDF-1/CXCR4 lors du développement embryonnaire mène à des défauts dans la 

formation de cellules souches myéloïdes, des dysfonctions cardiaques dues à une altération de 

la formation du septum ventriculaire et des défauts au niveau du cervelet et de la vasculature 

du tractus intestinal (Nagasawa et al., 1996, Tachibana et al., 1998, Zou et al., 1998). La 

délétion de CXCR4 ou SDF-1 présente donc des phénotypes semblables ce qui a longtemps 

mener au concept que SDF-1 et CXCR4 forment une paire ligand-récepteur spécifique et 

mutuellement exclusive. Cependant, des résultats récents indiquent que SDF-1 sert aussi de 

ligand pour le récepteur CXCR7 (Balabanian et al., 2005, Burns et al., 2006). 

 

Chez l’adulte, SDF-1 et CXCR4 sont impliqués dans le homing et la rétention de 

cellules souches hématopoiétques et progénitrices dans des niches de la moelle osseuse. Ces 

cellules expriment fortement CXCR4 et sont attirées par le SDF-1 produit par les cellules 
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stromales dans des niches de la moelle osseuse (Aiuti et al., 1997). De plus, SDF-1 permet 

également la rétention des cellules B précurseurs en proximité des cellules stromales dans le 

microenvironnement hématopoiétique. Son expression est essentielle au développement 

normal des cellules B (Ma et al., 1999, Egawa et al., 2001). SDF-1 agit aussi comme 

chimioattractant pour les cellules souches et pour certaines cellules différenciées dans un 

contexte pathologique d’inflammation ou de régénération/réparation tissulaire (Imitola et al., 

2004, Kucia et al., 2005, Gao and Li, 2007, Kajiyama et al., 2007, Moyer et al., 2007). 

 

En plus de son rôle important dans le chimiotactisme, l’activation de CXCR4 par SDF-

1 régule également d’autres réponses comme l’invasion cellulaire.  L’exposition des cellules à 

SDF-1 induit l’expression de métalloprotéinases matricielles (MMPs) telles que MMP-2 et 

MMP-9 (Bartolomé et al., 2004, Hao et al., 2007). De plus, SDF-1 augmente l’adhésion à des 

composantes de la matrice extracellulaire telles que la fibronectine, la laminine et le collagène 

de types I/II ou à d’autres types cellulaires, comme les cellules endothéliales ou les cellules 

stromales de la moelle osseuse (Libura et al., 2002, Cardones et al., 2003, Hartmann et al., 

2005). Ces changements sont régulés en grande partie par la signalisation par les intégrines. 

 

 Plusieurs études supportent la fonction de SDF-1 dans la survie et la prolifération 

cellulaire dans plusieurs types cellulaires normaux et malins, incluant les cellules progénitrices 

hématopoiétiques (Lataillade et al., 2002), les cellules germinales (Molyneaux et al., 2003), les 

cellules B leucémiques (Burger et al., 2000) et les cellules de carcinome mammaire (Orimo et 

al., 2005). À l’opposé, SDF-1 peut également entraîner la mort de certains types cellulaires 

comme les neurones (Hesselgesser et al., 1998). L’activation simultanée de voies anti- et 

proapoptotique par SDF-1/CXCR4 assurerait une balance afin de bien contrôler la survie 

cellulaire. 

 

18 Signalisation du récepteur à chimiokine CXCR4  

 

18.1 Protéines G dépendante    
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Le récepteur CXCR4 est principalement couplé à la sous-unité Gi (Fig.13). La 

majorité de la signalisation et des réponses biologiques engendrées par CXCR4 en réponse à 

SDF-1 sont sensibles à l’inhibiteur de la protéine Gi (Di Salvo et al., 2000). Toutefois, des 

études récentes ont démontré que CXCR4 peut s’associer aux autres sous-unités G soit Gs, 

Gq et G12 (Rubin, 2009). L’activation du récepteur CXCR4 par son ligand engendre 

l’activation de plusieurs voies de signalisation qui mène ultérieurement à la régulation de 

processus tels que la transcription génique, la migration cellulaire et l’adhésion cellulaire.  

 

L’activation de Gi inhibe l’adénylate cyclase et active les tyrosines kinases de la 

famille Src (Busillo and Benovic, 2007). Src active la cascade MAPK ERK 1/2 en activant 

MEK. L’activation des kinases ERK 1/2 régule la migration et la prolifération de plusieurs 

types cellulaire en réponse à SDF-1. ERK 1/2 peut également transloquer dans le noyau et 

réguler la transcription. Quoique la phosphorylation de ERK 1/2 n’implique pas 

nécessairement sa translocation dans le noyau, il a été démontré que l’activation de CXCR4 

par SDF-1 induit la translocation nucléaire de ERK 1/2 dans le noyau et la phosphorylation du 

facteur de transcription Elk, qui régule des gènes impliqués dans la survie et la prolifération 

cellulaire (Zhao et al., 2006).  

 

La sous-unité Gs stimule l’adénylate cyclase et la production d’AMPc qui mène à 

l’activation de PKA et du facteur de transcription CREB. CREB transloque dans le noyau et 

régule la transcription de gènes cibles.  

 

Les sous-unités Gi et Gq activent PLC- qui par sa cascade de signalisation 

mobilise le calcium intracellulaire, produit du diacylglycérol (DAG) et induit l’activation de 

PKC. Cette voie de signalisation est impliquée dans la réponse chimiotactique et l’adhésion 

cellulaire (Wang et al., 2000, Palm et al., 2005).  

 

La sous-unité G12 active les guanine exchange factor (GEFs) pour la famille des 

guanosine triphosphatases (GTPases) de la famille Rho. Une cible en aval de Rho est Rho-
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dependent coiled-coil kinase (ROCK) qui active la myosine II non-musculaire stimulant ainsi 

la migration cellulaire (Bastian et al., 2005).  

 

L’activation de la sous-unité G libère le dimère GEn réponse à SDF-1, les sous-

unités G activent la voie PI3-K/Akt qui promouvoit la survie cellulaire. L’activation de 

PKC, indépendante du calcium et du DAG et activée par PI3-K, régule la motilité, l’adhésion 

et la prolifération cellulaire.  Elle est impliquée dans la polymérisation des filaments d’actine 

et la formation de pseudopodes (Petit et al., 2005) et dans la signalisation médiée par les 

intégrines et proline-rich tyrosine kinase 2 (Pyk2) (Mallat, 2008).  De plus, elle active ERK 

1/2 et augmente la sécrétion de la métalloprotéase matricielle MMP-9, une enzyme de 

dégradation de la matrice extracellulaire, favorisant ainsi la chimio-invasion cellulaire 

(Urtreger et al., 2005). L’activation de PI3-K est également impliquée dans le chimiotactisme, 

par l’activation de petites protéines G dont Rho, Rac et cell division control protein 42 

(Cdc42) qui sont importantes dans la modification du cytosquelette (Bug et al., 2002) et via 

l’activation de PKC (Mallat, 2008). De plus, l’activation de PI3-K engendre également 

l’activation de la cascade MAPK ERK 1/2. CXCR4 induit également l’activation des 

intégrines à la surface des cellules immunitaires (Ley et al., 2007). Les intégrines jouent un 

rôle important dans le chimiotactisme en favorisant le contact cellule-cellule (Ley et al., 2007). 

La stimulation de CXCR4 par SDF-1 augmente également la phosphorylation de la tyrosine 

kinase cytoplasmique Pyk2 qui régule les kinases d’adhésion focaux FAK, CT10 regulator of 

kinase (Crk) et paxilline (Ganju et al., 1998). Ces points d’adhésion focaux sont des points 

d’ancrage du cytosquelette avec la matrice cellulaire et permettent de réguler la migration 

cellulaire. SDF-1 induit également l’activation de NF-B via la voie PI3K/Akt (Ganju et al., 

1998). NF-kB est un facteur de transcription important pour l’expression de gène proviral du 

VIH (Nabel and Baltimore, 1987). Il régule la transcription des gènes, dont l’expression de 

plusieurs chimiokines en s’associant au promoteur de ceux-ci (Oliveira et al., 1994) et est 

associé à la survie cellulaire (Beg and Baltimore, 1996, Wang et al., 1996). L’activation de 

NF-B régule également l’expression des MMPs (Ganju et al., 1998). 
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SDF-1/CXCR4 activent également les tyrosines phosphatases CD45 (Okabe et al., 

2006) et SHP2 (Chernock et al., 2001). La phosphatase CD45 régule l’activité des protéines de 

la famille Cbl, qui servent de molécules adaptatrices et qui sont rapidement phosphorylées sur 

des résidus tyrosines par des membres de la famille Src suite à la stimulation de récepteurs 

membranaires. Ces protéines exercent un rôle fonctionnel dans la migration des cellules en 

réponse à SDF-1 (Okabe et al., 2006). En plus de son activité tyrosine phosphatase, la protéine 

SHP2 peut servir de molécule adaptatrice. Il a été démontré que small heterodimer partner 2 

(SHP2) s’associe avec SHIP, cbl et fyn suite à la stimulation par SDF-1. Ce complexe régule 

la réponse chimiotactique induit par SDF-1 (Chernock et al., 2001). 

 

La terminaison de la signalisation par les protéines G est régulée par la liaison de la -

arrestine au récepteur.  L’encombrement stérique apporté par la présence de la -arrestine 

empêcherait le couplage ultérieur des protéines G au récepteur.  
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Figure 13 Signalisation du récepteur CXCR4 (Adapté de Debnath et al, 2013 

 

18.2 Protéines G-indépendante 

 

18.2.1-arrestines 

 

Le récepteur internalisé, quoique découplé des protéines G, peut encore induire une 

signalisation. Les arrestines peuvent agir comme protéines adaptatrices pour plusieurs 

molécules signalétiques (Krupnick and Benovic, 1998). Il a été rapporté que -arrestine 1 et 2 

peuvent induire l’activation de ERK 1/2 médiée par CXCR4 (Cheng et al., 2000). La co-

expression du mutant dominant négatif de la -arrestine 2 2V54D avec CXCR4 dans les 
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cellules HEK 293 altère l’internalisation et mais également l’activation de ERK 1/2 (Cheng et 

al., 2000). Une étude récente a révélé la -arrestine 1 serait principalement impliquée, avec 

GRK3 et GRK6, dans la régulation positive de la voie ERK 1/2. À l’opposé, GRK2 régulerait 

négativement la voie ERK 1/2 (Busillo et al., 2010). La -arrestine 2 est également impliquée 

dans l’activation de MAPK p38 et la migration cellulaire suite à une stimulation par SDF-1 

(Sun et al., 2002). L’activation de la kinase p38 est également impliquée dans la régulation de 

la survie cellulaire en favorisant une réponse proapoptotique (Vlahakis et al., 2002). 

 

18.2.2 JAK/STATS 

 

L’activation de la voie Janus kinase/Signal Transducers and Activators of 

Transcription (JAK/STAT) par CXCR4 représente un mécanisme indépendant des protéines G 

(VILA-CORO et al., 1999). SDF-1 induit l’association transitoire de JAK2 et JAK3 avec 

CXCR4 menant à l’activation et la translocation nucléaire des protéines STAT. L’activation 

de la voie JAK/STAT est un processus protéine G indépendant mais le pré-traitement avec 

l’inhibiteur de la sous-unité Gi, PTX, prolonge l’association de JAK avec CXCR4 (VILA-

CORO et al., 1999). Cette observation suggère que le couplage du récepteur aux protéines G 

est impliqué dans le recyclage du complexe JAK/STAT-CXCR4.  

 

19 Modulation de l’activité de CXCR4 

 

19.1 Protéolyse du récepteur CXCR4 et de son ligand SDF-1 

 

Le récepteur CXCR4 est sujet à la dégradation protéolytique par diverses protéases 

exprimées dans le microenvironnement hematopoiétique et dans le sérum, telles que la 

cathepsine G, l’élastase et la dipeptidylpeptidase (Lapidot et al., 2005).  

 

Lors d’une réponse inflammatoire, la cathepsine G et l’élastase relâchées par les 

neutrophiles ont l’habilité de cliver des résidus de la portion N-terminale de SDF-1 nécessaires 
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à l’interaction avec CXCR4 (Delgado et al., 2001, Valenzuela-Fernández et al., 2002). De 

plus, la protéase CD26 (dipeptidase 26) exprimée à la surface cellulaire peut également cliver 

et inactiver SDF-1 (Christopherson et al., 2002). 

 

19.2 Modifications post-traductionnelles 

 

19.2.1 Glycosylation 

 

Plusieurs modifications apportées à CXCR4 régulent sa fonction. On retrouve  deux 

sites de N-glycosylation, Asn11 et Asn176, dans le domaine extracellulaire de CXCR4 

(Berson et al., 1996). Les deux sites sont glycosylés dans les cellules d’insectes Sf9 (Zhou and 

Tai, 1999) mais seulement le site Asn11 semble être glycosylé dans les cellules de 

mammifères (Chabot et al., 2000). La substitution de Asn11 en glutamine ou leucine altère la 

liaison de SDF-1 et diminue la transduction du signal (Zhou and Tai, 1999, Wang et al., 2004).  

 

19.2.2 Sulfatation 

 

CXCR4 possèdent trois résidus tyrosines extracellulaires, Tyr7, Tyr12 et Tyr21, qui 

représentent des sites de sulfatation. Cette modification est catalysée par la protéine tyrosyl 

sulfotransferase de la face trans du réseau de Golgi. Cette modification est importante pour la 

liaison de SDF-1 (Farzan et al., 2002). La tyrosine 21 sulfatée lie un site spécifique sur SDF-1 

(Veldkamp et al., 2006).  

 

19.2.3 Phosphorylation 

 

L’activation des RCPGs par leurs ligands initie la phosphorylation de résidus 

sérines/thréonines dans la troisième boucle intracellulaire ou dans la queue C-terminale par 

des GRKs (G-protein receptor kinase).  La phosphorylation par le ligand entraîne une 

désensibilisation homologue du récepteur.  Elle engendre la liaison de -arrestine 2 et/ou -

arrestine 3,  permet la terminaison de la signalisation protéines G-dépendante et mène souvent 
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à l’internalisation du récepteur (Krupnick and Benovic, 1998). Plusieurs RCPGs subissent 

également un processus appelé désensibilisation hétérologue, qui est régulée par l’activation 

de seconds messagers comme PKA et PKC.  

 

19.2.3.1 Phosphorylation ligand dépendante de CXCR4  

 

Suite à l’activation par SDF-1, CXCR4 est rapidement phosphorylé et internalisé 

(Haribabu et al., 1997, Signoret et al., 1997, (Signoret et al., 1998, Orsini et al., 1999). 

L’élimination de la queue C-terminale de CXCR4, qui contient 15 serines et 3 thréonines, 

empêche la phosphorylation induite par SDF-1, augmente l’activité du récepteur et atténue 

l’internalisation du récepteur (Haribabu et al., 1997, Signoret et al., 1997). La substitution des 

serines 338 et 339 en alanine ainsi que l’élimination de 7 acides aminés de la queue C-

terminale comprenant les serines 346, 347, 348, 351 et 352 réduisent la phosphorylation de 

CXCR4 par SDF-1 (Orsini et al., 1999). La mutation des serines 338 et 339 réduit également 

l’internalisation de CXCR4 en réponse à SDF-1. Un anticorps spécifique pour la phospho-

Ser339 de CXCR4 a révélé une augmentation de la phosphorylation de la serine 339 en 

réponse à SDF-1 (Woerner et al., 2005). La mutation de la serine 341 réduit également la 

phosphorylation et l’internalisation de CXCR4 en réponse à SDF-1 (Benovic, 2007, Busillo 

and Benovic, 2007).  

 

Jusqu’à tout récemment, les GRK responsables de la phosphorylation de CXCR4 en 

réponse à SDF-1 n’avaient pas été identifiées. Une étude a révélé l’identité des GRK 

impliquées dans la phosphorylation de résidus serines du domaine N-terminale de CXCR4 en 

réponse à son ligand. Les serines 324/325 sont rapidement phosphorylées par PKC et GRK6 

en réponse à SDF-1, alors que la serine 339 est spécifiquement phosphorylée par GRK6. La 

serine 330 serait aussi phosphorylée par GRK6 mais avec une cinétique plus lente (Busillo et 

al., 2010).  
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SDF-1 induit également la phosphorylation de CXCR4 sur des résidus tyrosines 

(VILA-CORO et al., 1999). La phosphorylation tyrosine servirait à promouvoir l’activation de 

la voie de signalisation JAK/STAT (VILA-CORO et al., 1999, Zhang et al., 2001(Zhang et al., 

2001) 

 

19.2.3.2 Phosphorylation ligand indépendant 

 

19.2.3.2.2 Phosphorylation par PKC  

 

L’analyse de la séquence de la portion C-terminale de CXCR4 suggère la présence de 

plusieurs sites potentiels de phosphorylation par PKC. L’activation directe de PKC par 

l’utilisation de PMA entraîne une phosphorylation (Haribabu et al., 1997) et une 

internalisation de CXCR4 (Signoret et al., 1997, Signoret et al., 1998, Orsini et al., 1999). Il a 

été démontré que le traitement par PMA augmente la phosphorylation de la serine 339 de 

CXCR4 (Woerner et al., 2005). 

 

19.2.3.2.3 Phosphorylation par des facteurs de croissance  

 

Des études ont démontré que certains facteurs de croissance induisent la 

phosphorylation de CXCR4 en absence de son ligand. Le traitement de la lignée de cellules de 

glioblastome LN428 GBM à l’EGF augmente la phosphorylation de la serine 339 (Woerner et 

al., 2005).  Le facteur de croissance héréguline, qui lie le récepteur à activité tyrosine kinase 

ErbB3, augmente la phosphorylation en tyrosine et des serines 324/325 ainsi que 330 de 

CXCR4 dans des lignées cancéreuses mammaires. Cette phosphorylation est dépendante de 

ErbB3 et de l’activité de EGFR (Sosa et al., 2010). Ces études suggèrent que la signalisation 

de CXCR4 peut être régulée de manière ligand-indépendante par un mécanisme de 

transphosphorylation par des récepteurs à activité tyrosine kinase. 

20 Internalisation et dégradation de CXCR4 



77 
 

 

Les arrestines non visuelles (arrestines 2 et 3 ou -arrestines 1 et 2) servent de molécules 

adaptatrices dans l’endocytose de RCPGs en interagissant avec la clathrine (Goodman et al., 

1996), AP2 (Laporte et al., 1999) et des phosphoinositides (Gaidarov et al., 1999), ce qui 

dirige le récepteur vers un puits de clathrine. Les RCPGs peuvent aussi être internalisés via 

des rafts lipidiques ou des cavéoles (Neel et al., 2005). 

 

Suite à son activation par SDF-1, CXCR4 est rapidement phosphorylé et endocyté dans 

un puits de clathrine (Neel et al., 2005). L’activation de PKC induit également l’internalisation 

de CXCR4 (Signoret et al., 1997, Signoret et al., 1998, Orsini et al., 1999). Le domaine C-

terminal de CXCR4 serait impliqué dans l’internalisation en réponse à SDF-1 (Signoret et al., 

1997) et à PMA, un activateur de PKC (Haribabu et al., 1997, Signoret et al., 1997). Les 

résidus requis pour l’internalisation en réponse au ligand seraient : Ser324, 325, 330, 338, 339, 

Ile328, Leu329 et Lys331 (Futahashi et al., 2007). La mutation de certains sites de 

phosphorylation dans la partie C-terminale du récepteur diminue l’internalisation de CXCR4 

en réponse à SDF-1 et PMA (Signoret et al., 1998, (Orsini et al., 1999). La substitution des 

serines 324/325 et 338/339 situées dans la queue C-terminale en alanine diminue 

l’internalisation de CXCR4 par SDF-1 et PMA (Signoret et al., 1998).  

 

La -arrestine joue un rôle important dans l’internalisation du récepteur CXCR4 (Cheng 

et al., 2000). La queue C-terminale de CXCR4 ne serait toutefois pas critique pour 

l’internalisation du récepteur médiée par -arrestine (Cheng et al., 2000).  Il a été démontré in 

vitro que la -arrestine interagit avec la portion C-terminale mais également avec la troisième 

boucle intracellulaire de CXCR4 (Cheng et al., 2000). Ce résultat  suggère que la -arrestine 

régule peut-être l’internalisation de CXCR4 via l’implication de plus d’un domaine.  

 

Malgré le fait que le ligand de CXCR4 et l’activation de PKC mènent à l’internalisation 

de CXCR4, des différences dans la régulation de l’endocytose dans ces deux conditions ont 

été observées. Il a été rapporté qu’un motif Ser/Ile/Leu serait requis l’internalisation du 
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récepteur par PMA mais pas par le ligand (Signoret et al., 1998). De plus, la -arrestine ne 

serait pas impliquée dans l’internalisation médiée par PKC, contrairement à SDF-1 (Orsini et 

al., 1999). Ensuite, le domaine C-terminal de CXCR4 serait critique pour l’internalisation en 

réponse à PMA alors qu’il semble jouer un rôle partiel pour l’internalisation par SDF-1 

(Haribabu et al., 1997).  

 

Le récepteur CXCR4 serait également constitutivement internalisé en absence de 

stimulation (Tarasova et al., 1998, Futahashi et al., 2007). Un motif déterminé soit Ser344-

Glu345-Ser346 et les 17 derniers acides aminés du domaine C-terminal seraient responsables 

de l’internalisation ligand-indépendante de CXCR4 (Futahashi et al., 2007).  

 

Suite à l’internalisation de CXCR4, la vésicule endocytée fusionne avec l’endosome 

précoce. À ce stade, un récepteur peut être recyclé à la membrane plasmique et être 

resensibilisé ou transporté dans les lysosomes et dégradé ce qui mène à une atténuation à long 

terme de la signalisation (Marchese et al., 2003).  Suite à l’activation par SDF-1, CXCR4 est 

rapidement ubiquitiné et dégradé en empruntant la voie lysosomale (Tarasova et al., 1998). 

L’ubiquitination de CXCR4 jouerait un rôle dans le transport endocytique vers la voie 

lysosomale.  Un motif de dégradation (SSLKILSKGK) a été identifié dans le domaine C-

terminal de CXCR4. La substitution des trois lysines présentes dans ce motif (K327/331/334) 

inhibe complètement la dégradation du récepteur. La E3 ubiquitine ligase atrophin-1-

interacting protein 4 (AIP4) a été identifiée comme étant impliquée dans l’ubiquitination de 

CXCR4 (Marchese et al., 2003). La mutation des serines 324-325 (Signoret et al., 1998) et 330 

(Marchese and Benovic, 2001) affecte également la dégradation de CXCR4 par le ligand. Le 

sort de CXCR4 en réponse à l’activation par PKC serait différent de celui réservé en réponse 

au ligand. Il a été démontré que CXCR4 est recyclé suite à son internalisation engendrée par 

PKC (Signoret et al., 1997). 

 

http://www.biomedcentral.com/1741-7007/8/72
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La dégradation de CXCR4 en réponse à son ligand peut être contrée dans certains 

contextes. Suite à forte stimulation de la voie PI3-K, la protéine kinase cytokine-independent 

survival kinase (CISK) est activée en aval de la protéine kinase PI3-K-dependent kinase 1 

(PDK1) à la surface de l’endosome et régule négativement la dégradation lysosomale de 

CXCR4. Suite à son activation, CISK interagit et inhibe la E3 ubiquitine ligase AIP4 à la 

surface de l’endosome et prévient la dégradation de CXCR4 en réponse à son ligand en 

inhibant le transit de l’endosome précoce aux lysosomes (Slagsvold et al., 2006). Par ailleurs, 

la surexpression du récepteur à activité tyrosine kinase ErbB2 dans des lignées cancéreuses 

mammaires favorise la réexpression de CXCR4 en réponse à SDF-1 (Li et al., 2004). La  

protéine sérine/thréonine kinase PIM1 agit également en favorisant le recyclage de CXCR4 

dans des blastes leucémiques primaires en réponse à SDF-1 (Grundler et al., 2009).  

 

21 Rôles de l’axe SDF-1/CXCR4 dans des pathologies 

 

21.1 Infection par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 

 

En 1996, le récepteur CXCR4 a été identifié comme second récepteur, après CD4, pour 

l’entrée du VIH-1 (Feng et al., 1996). Un an après, c’était au tour de CCR5 d’être identifié 

comme deuxième co-récepteur du VIH. La protéine virale gp120 interagit avec la 

glycoprotéine CD4 et un co-récepteur soit CXCR4 ou CCR5, ce qui permet à l’enveloppe 

virale de fusionner avec la membrane plasmique et permettre l’entrée du virus dans la cellule 

(Clapham, 1997, Kwong et al., 1998).  

 

La liaison entre le récepteur CXCR4 et son ligand SDF-1 inhibe l’entrée des souches 

T-tropique (Oberlin et al., 1996, Clapham, 1997). L’inhibition de l’entrée du VIH-1 par SDF-1 

est indépendante de la signalisation par les protéines G et est attribuable à l’occupation du 

récepteur et de son internalisation engendrées par le ligand (Amara et al., 1997, Haribabu et 

al., 1997, Signoret et al., 1997).  

 

21.2 Syndrome de WHIM 
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Le syndrome Warts, Hypogammaglobulinemia, Immunodeficiency, and Myelokathexis 

(WHIM) est un désordre hématologique où l’on observe une rétention des neutrophiles 

matures dans la moelle osseuse et où l’abondance ou la fonction des cellules T et B est 

déficiente (Kawai and Malech, 2009). En analysant le gène codant pour CXCR4, une mutation 

a été décelée. Une partie du domaine C-terminal (19 a.a) de CXCR4 est tronquée (Hernandez 

et al., 2003). Des cellules lymphoblastoides présentant cette mutation démontrent une 

mobilisation de calcium plus importante que les cellules contrôles en réponse à SDF-1. Cette 

mutation engendre donc une signalisation dérégulée du récepteur CXCR4 (Hernandez et al., 

2003). De plus, il a été démontré que le récepteur CXCR4 présentant cette mutation ne recrute 

pas efficacement GRK6 et la -arrestine 2 ce qui ralentit la désensibilisation et 

l’internalisation du récepteur (McCormick et al., 2009).  

 

21.3 Cancer du sein 

 

En 2001, une étude a démontré que les cellules tumorales ne font pas que se déplacer 

aléatoirement dans l’organisme mais sont influencées par des signaux qui déterminent leur 

comportement migratoire. Cette étude a mise en évidence l’implication des récepteurs à 

chimiokines dans la progression métastasique du cancer du sein. Plus spécifiquement, l’axe 

SDF-1/CXCR4 a été identifiée comme jouant un rôle important dans le processus 

métastasique du cancer du sein, particulièrement dans la formation de métastases au niveau 

des poumons (Muller et al., 2001). Le ligand de CXCR4, SDF-1, est exprimé à des niveaux 

élevés dans les sites secondaires métastasiques du cancer du sein, principalement les ganglions 

lymphatiques, les poumons, le foie et les os.  Il a été rapporté que le récepteur CXCR4 est 

fortement exprimé dans les cellules cancéreuses mammaires, les tumeurs mammaires malignes 

et les métastases (Muller et al., 2001). Le niveau d’expression de CXCR4 est très bas ou 

absent dans l’épithélium mammaire normal (Schmid et al., 2004). Toutefois, les niveaux de 

CXCR4 augmentent avec la progression du cancer passant de l’hyperplasie atypique au cancer 

invasif (Allinen et al., 2004). Dans les cellules cancéreuses mammaires, l’activation de 

CXCR4 par SDF-1 augmente la polymérisation d’actine et la formation de pseudopodes 

menant à la migration des cellules et ultérieurement à la formation de métastases dans les 
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environnements riches en SDF-1. Une étude a mis en évidence que l’inhibition de l’interaction 

entre CXCR4 et SDF-1 réduit considérablement la formation de métastases dans un modèle 

animal (Ji-Kun et al., 2008). La déplétion de CXCR4 par interférence à l’ARN altère 

sévèrement la formation de métastases dans un modèle animal de cancer du sein (Liang et al., 

2005).  

 

Plusieurs études ont confirmé que l’augmentation de l’expression de CXCR4 dans les 

cellules cancéreuses mammaires est associée avec une augmentation du potentiel 

métastasique. Toutefois, il a été rapporté que CXCR4 n’est pas seulement associé à la 

progression métastasique des cellules cancéreuses mammaires dans des sites secondaires, mais 

joue également un rôle dans les étapes initiales de l’intravasation de la cellule tumorale et la 

dissémination à partir du site primaire de la tumeur (Fig.14). L’activation de CXCR4 stimule 

la production de métalloprotéases matricielles qui favoriserait la chimio-invasion de la tumeur 

du site primaire à travers les cellules endothéliales vers la circulation sanguine (Fernandis et 

al., 2004, Samara et al., 2004). De plus, la signalisation par SDF-1 augmente l’activité des 

intégrines ce qui favoriserait l’adhésion des cellules tumorales à la vascularisation (Campbell 

et al., 1998). Plus récemment, une étude a démontré que CXCR4 est requis pour la migration 

des cellules cancéreuses mammaires du site primaire vers la membrane basale. Il est aussi 

impliqué dans la migration transendothéliale via l’activation de la petite GTPase Rho (Hiroshi 

et al., 2011). Les conditions hypoxiques augmentent l’expression de CXCR4 à la surface des 

tumeurs mais également l’expression de SDF-1 par les cellules endothéliales stimulant ainsi la 

migration transendothéliale vers un gradient de SDF-1 (Jin et al., 2012). Ces résultats 

démontrent que CXCR4 est impliqué dans les étapes initiales du processus métastasique.   

 

Une source de SDF-1 est retrouvée dans le microenvironnement du site primaire de la 

tumeur qui favorise le recrutement d’autres types cellulaires augmentant la formation des 

tumeurs. Les cellules stromales présentes dans la tumeur primaire sont une source importante 

de SDF-1. Les macrophages associés aux tumeurs activent un type cellulaire particulier, les 

myofibroblastes, qui sécrètent SDF-1. Les cellules endothéliales progénitrices (CEP) quant à 

elles expriment CXCR4. Le recrutement des CEPs à la tumeur primaire dû à la présence de 

SDF-1 au niveau du site primaire promouvoit l’angiogénèse et la croissance tumorale. Par 
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ailleurs, des études ont rapporté que l’estrogène augmente l’expression de SDF-1 dans des 

cellules cancéreuses mammaires et ovariennes ER positives (Hall and Korach, 2003) et dans 

une lignée endométriale ER positive (Kubarek and Jagodzinski, 2007), ce qui suggère qu’une 

cellule cancéreuse, en réponse à un stimulus,  peut produire par elle-même du SDF-1. MIS 

(Mullerian-inhibiting substance), un membre de la famille TGF-, induit également 

l'expression de SDF-1 dans des cellules cancéreuses mammaires (Gupta et al., 2007). Ces 

résultats démontrent que les cellules cancéreuses peuvent représenter une source de SDF-1. 

Les cellules cancéreuses CXCR4 positives peuvent donc répondre au SDF-1 qu’elles 

autoproduisent en plus du SDF-1 présent dans le microenvironnement de la tumeur et dans les 

sites secondaires.   

 

CXCR4 est également impliqué dans la prolifération et la survie de cellules 

cancéreuses mammaires. Dans un modèle animal où l’on a implanté des cellules cancéreuses 

mammaires murines dans le tissu adipeux mammaire, l’expression de CXCR4 s’est avérée 

essentielle pour la croissance des tumeurs. Les tumeurs issues de cellules dont l’expression de 

CXCR4 a été réduite par interférence à l’ARN avaient une croissance beaucoup plus lente que 

les tumeurs issues de cellules contrôles (Smith et al., 2004). L’expression stable de 

l’interférence à l’ARN dirigé contre CXCR4 a même mené à une régression complète des 

tumeurs. Des résultats similaires ont été observés avec la lignée cancéreuse mammaire 

humaine MDA-MB-231. La déplétion de CXCR4 à entraîner une division cellulaire plus lente 

comparativement à la lignée parentale en culture et n’a pas induit de tumeurs dans un modèle 

murin (Lapteva et al., 2004). L’impact de CXCR4 sur la croissance tumorale serait en partie 

dépendant de l’effet pro-angiogénique exercé par SDF-1/CXCR4. Bloquer l’interaction entre 

CXCR4 et SDF-1 à l’aide d’anticorps neutralisants diminue la croissance tumorale dans un 

modèle animal de xenogreffe en partie en réduisant le nombre de vaisseaux sanguins à 

l’intérieur de la tumeur (Darash-Yahana et al., 2004). La prolifération de cellules cancéreuses 

ovariennes et mammaires ER positive en réponse à l’estrogène est inhibée par la neutralisation 

du récepteur CXCR4, ce qui suggère que l’axe SDF-1/CXCR4 est impliqué dans la croissance 

hormonale des cellules cancéreuses mammaires (Hall and Korach, 2003). Ces résultats 

supportent l’implication de CXCR4 dans l’initiation du processus tumoral.  
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Il a aussi été rapporté que CXCR4 peut jouer un rôle dans les cellules cancéreuses 

mammaires indépendamment de son ligand SDF-1 en coopérant avec d’autres récepteurs. Il a 

été démontré que la surexpression du récepteur à activité tyrosine kinase ErbB2 dans des 

cellules cancéreuses mammaires augmente l’expression de CXCR4 en augmentant sa 

transcription et en réprimant sa dégradation en réponse au ligand (Li et al., 2004).  

L’augmentation de l’expression de CXCR4 s’est avérée importante dans la migration, 

l’invasion et l’adhésion de ces cellules surexprimant ErbB2 in vitro. De plus, l’augmentation 

de CXCR4 est requise pour la formation de métastases au niveau pulmonaire induite par des 

cellules tumorales mammaires exprimant des hauts niveaux de ErbB2 (Li et al., 2004). Une 

autre étude a démontré que l’activation de la GEF P-Rex1 et la migration de cellules 

cancéreuses mammaires en réponse au facteur de croissance héréguline, le ligand du récepteur 

à activité tyrosine kinase ErbB3, sont partiellement inhibées par la déplétion de CXCR4 (Sosa 

et al., 2010).  Il a également été rapporté que la migration de cellules cancéreuses mammaires 

en réponse à l’activation du récepteur IGF-1R par IGF-1 est partiellement inhibée par la 

déplétion de CXCR4 (Akekawatchai et al., 2005).  

 

D’autres cancers non-hématologiques ont été décrits comme exprimant CXCR4. 

L’activation de CXCR4 par SDF-1 induit la migration et/ou la survie de cellules néoplasiques 

incluant entre autre les cellules tumorales de néoplasie du cerveau (Zhou et al., 2002, Rubin et 

al., 2003), les cellules de neuroblastomes (Geminder et al., 2001), le cancer colorectal 

(Zeelenberg et al., 2003), le cancer de la prostate (Wang et al., 2005), le mélanome (Scala et 

al., 2005), le carcinome à cellules rénales et le cancer de l’ovaire (Scotton et al., 2002).  

 

Il s’avère important de trouver des alternatives pour inhiber la signalisation engendrée 

par l’axe CXCR4/SDF-1. Le composé le mieux étudié pour inhiber l’interaction CXCR4-SDF-

1 est l’antagoniste de CXCR4 AMD3100. Ce composé a déjà fait ses preuves en diminuant le 

potentiel métastasique dans un modèle animal (Ji-Kun et al., 2008). L’efficacité de 

l’AMD3100 et de d’autres antagonistes et inhibiteurs de CXCR4 dans la prévention du cancer 

sont présentement testés en essai clinique (ClinicalTrials. Gov identifier : NCT01120457).  
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Figure 14 Fonctions de CXCR4 et SDF-1 dans le cancer du sein (Tiré de Luker and Luker, 2006) 

 

22 CXCR7, un deuxième récepteur pour la chimiokine SDF-1 

 

22.1 Identification  

 

CXCR7 a été cloné à en 1989 à partir d’une librairie d’ADNc de chien, d’où son nom 

original Receptor Dog cDNA (RDC1) (Libert et al., 1989).  Les séquences chez l’humain et le 

chien présentent plus de 90% d’homologie.  L’analyse de la séquence a indiqué que RDC1 

appartient à la famille des récepteurs à sept passages transmembranaires (Libert et al., 1990). 

D’abord considéré comme un récepteur orphelin, des études ont plus tard démontré que la 

chimiokine SDF-1 sert de ligand au récepteur CXCR7 (Balabanian et al., 2005, Burns et al., 

2006). Le chimiokine Interferon inducible T-cell alpha chemoattractant (ITAC), un ligand 

naturel de CXCR3, est également un ligand pour CXCR7 (Burns et al., 2006). De plus, il a 
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également été rapporté que l’antagoniste de CXCR4, l’AMD3100, est aussi un ligand de 

CXCR7 (Kalatskaya et al., 2009).  

 

22.2 Expression 

 

CXCR7 est exprimé dans des tissus embryonnaires, juvéniles et adultes. Toutefois, 

l’expression de CXCR7 est plus abondante dans les cellules néoplasiques transformées et les 

cellules embryonnaires (Thelen and Thelen, 2008). On retrouve CXCR7 dans plusieurs types 

de cellules tumorales humaines et murines, cellules endothéliales activées et cellules du foie 

fœtal. À l’opposé, les cellules non-transformées expriment peu de la protéine CXCR7 à leurs 

surfaces (Burns et al., 2006). Contrairement à l’expression protéique, l’ARNm de CXCR7 est 

détectable dans des tissus sains comme le cœur, le cerveau, la rate, les reins, les poumons, la 

vessie, les muscles squelettiques, les îlot de Langerhans, le cartilage, la membrane synoviale, 

les testicules et les ovaires (Autelitano, 1998, Martínez et al., 2000, Jones et al., 2006, Gerrits 

et al., 2008). Dans le système hématopoïetique, CXCR7 est exprimé dans les neutrophiles, les 

monocytes et les cellules B (Balabanian et al., 2005, Infantino et al., 2006, Sierro et al., 2007). 

L’expression de CXCR7 dans les cellules B régule leurs différenciations en plasmocytes 

(Sierro et al., 2007). CXCR7 est également fortement exprimé dans le cerveau plus 

particulièrement dans les cellules neuronales, astrogliales et vasculaires (Schönemeier et al., 

2008). Une étude effectuée à partir de lymphocyte T a révélé que la majorité de CXCR7 est 

présent dans un compartiment intracellulaire (endosome) (Hartmann et al., 2008).          

 

22.3 Signalisation 

 

CXCR7 présente la caractéristique spéciale de ne pas engendrer de signalisation Gi 

dépendante, même s’il interagit de manière constitutive avec cette dernière (Levoye et al., 

2009). De plus, il ne possède pas la séquence DRYLAIV conservée chez la majorité des 

récepteurs aux chimiokines (Thelen and Thelen, 2008), qui est responsable du couplage à la 

protéine Gi et de l’induction du flux calcique.   
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Malgré le fait que CXCR7 ne semble pas signaler de manière classique comme les 

autres récepteurs à chimiokines, il a été rapporté que son interaction avec SDF-1 et ITAC 

induit son internalisation dans les lymphocytes T (Balabanian et al., 2005). Il a été démontré 

que l’activation  de CXCR7 entraîne le recrutement de -arrestine 2 (Kalatskaya et al., 2009, 

(Zabel et al., 2009). Le recrutement de -arrestine 2 à CXCR7 engendre l’activation de la voie 

MAPK ERK1/2 (Gravel et al., 2010) (refs Zabel 2009, Gravel 2010, (Rajagopal et al., 2010). 

L’activation de ERK1/2 mais également Akt par CXCR7 dans diverses cellules cancéreuses a 

été démontré par plusieurs études (Sierro et al., 2007, Wang et al., 2008, Grymula et al., 2010, 

Miekus et al., 2010). Toutefois, une étude a démontré que dans les lymphocytes T, l’activation 

de CXCR7 par SDF-1 et ITAC n’engendre pas la phosphorylation des kinases ERK 1/2 et Akt  

(Hartmann et al., 2008). 

 

Le récepteur CXCR7 régulerait également la signalisation de CXCR4. Puisque CXCR7 

lie SDF-1 avec dix fois plus d’affinité que CXCR4, il a initialement été décrit comme un 

récepteur ‘decoy’ (Haraldsen and Rot, 2006, Boldajipour et al., 2008). Cette possibilité a été 

postulée basée sur une étude portant sur la migration des cellules germinales primordiales 

(PGCs) dans le poisson zèbre. Les PGCs expriment CXCR4 et migrent vers les crêtes 

génitales en réponse à un gradient de SDF-1. L’expression de CXCR7 n’est pas détectée sur 

les PGCs mais plutôt sur les cellules environnantes (Boldajipour et al., 2008). Dans ce 

contexte, les cellules somatiques exprimant CXCR7 lient et séquestrent une partie du SDF-1, 

procurant un gradient optimal pour faciliter le chimiotactisme et guider les PGCs (Boldajipour 

et al., 2008). 

 

Une étude suggère que CXCR7 pourrait également agir comme protéine adaptatrice 

pour des molécules spécialisées dans l’activation rapide des intégrines par CXCR4 en réponse 

à SDF-1 (Hartmann et al., 2008). Cette hypothèse est basée sur l’observation que dans les 

lymphocytes T CD34+, qui expriment CXCR4 et CXCR7, la disponibilité de CXCR7 

augmente l’activation d’intégrines par SDF-1/CXCR4 (Hartmann et al., 2008).   

 

D’autres études ont affirmé que CXCR7 peut avoir un impact sur la signalisation de 

CXCR4 en potentialisant l’activation de certaines voies.  Des analyses par Förster resonance 
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energy transfer (FRET) ont révélé l’hétérodimérisation de CXCR7 et CXCR4 dans des 

cellules HEK 293 en réponse à SDF-1 (Sierro et al., 2007, Levoye et al., 2009). La présence 

de CXCR7 inhibe l’activation de la protéine Gi et la mobilisation de calcium intracellulaire 

induite par CXCR4 (Levoye et al., 2009). Un autre groupe a observé que la co-expression de 

CXCR7 et CXCR4 dans des cellules HEK 293 entraîne un plus fort flux calcique et une 

phosphorylation plus soutenue de MAPK ERK1/2 en réponse à SDF-1 comparativement aux 

cellules exprimant seulement CXCR4 (Sierro et al., 2007). Il a été démontré auparavant qu’un 

hétérodimère de récepteurs à chimiokine peut activer un plus large éventail de voies 

intracellulaires qu’un récepteur seul (Mellado et al., 2001, Décaillot et al., 2011). Les résultats 

décrits pour CXCR7 et CXCR4 suggèrent que l’hétérodimérisation permet une réponse plus 

soutenue d’une voie intracellulaire donnée. Finalement, une autre étude sur la co-expression 

de CXCR7 et CXCR4 a révélé que l’hétérodimérisation de CXCR7 avec CXCR4 altère 

effectivement la signalisation médiée par l’activité de Gi mais engendre un recrutement 

constitutif de la -arrestine. La co-expression de CXCR7 et CXCR4 potentialise l’activation 

de la signalisation -arrestine dépendante comme ERK1/2 et p38 (Décaillot et al., 2011).  

 

22.4 Rôles physiologiques 

 

L’invalidation du gène CXCR7 chez la souris mène à une mort peu après la naissance 

due à une malformation cardiaque (Sierro et al., 2007, Gerrits et al., 2008). CXCR7 s’avère 

important dans le développement cardiaque embryonnaire mais ne semble pas être impliqué 

dans le développement du système hématopoïétique ou du système nerveux comme CXCR4 

(Sierro et al., 2007). L’implication de CXCR7 dans le développement cardiovasculaire a été 

supportée par l’observation de défauts cardiaques et vasculaires chez le poisson zèbre invalidé 

pour le gène CXCR7 à l’aide de morpholinos (Boldajipour et al., 2008).  

 

Il y a des résultats contradictoires concernant l’implication de CXCR7 dans le 

chimiotactisme. Des études ont rapporté que l’activation de CXCR7 SDF-1 induit la migration 

des lymphocytes T en réponse à SDF-1 (Balabanian et al., 2005) et des cellules du muscle 

vasculaire lisse de rat en réponse à ITAC (Rajagopal et al., 2010). Par contre, un autre groupe 
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effectuant une étude à partir de lymphocytes T n’a pas observé de réponse chimiotactique suite 

à l’activation de CXCR7 par SDF-1 ou ITAC (Hartmann et al., 2008). De plus, une autre étude 

fait mention que CXCR7, contrairement à CXCR4, n’est pas impliqué dans la mobilisation de 

calcium intracellulaire et la migration cellulaire (Burns et al., 2006).    

 

CXCR7 augmente la prolifération de cellules tumorales sur des fibroblastes, 

promouvoit la croissance tumorale dans un  modèle murin (Raggo et al., 2005) et exerce des 

effets pro-survie (Mazzinghi et al., 2008) et anti-apoptotiques (Infantino et al., 2006). Il a été 

rapporté que l’expression de CXCR7 dans des cellules cancéreuses mammaires et de poumons 

corrèle positivement avec leurs proliférations, vascularisations et leurs potentiel métastasiques 

(Miao et al., 2007). L’expression de CXCR7 est également élevée dans les cellules 

cancéreuses de la prostate (Wang et al., 2008). CXCR7 régule la prolifération de ces cellules 

en augmentant la survie cellulaire, l’adhésion et le chimiotactisme tout en augmentant 

l’expression de facteurs pro-angiopoiétiques (Wang et al., 2008). Un rôle pour CXCR7 a aussi 

été décrit dans les cellules de rhabdomyosarcome (RMS) (Grymula et al., 2010). L’activation 

de CXCR7 par SDF-1 et ITAC augmente le chimiotactisme, le mobilité et l’adhésion de 

cellules (Grymula et al., 2010).  

 

La signalisation de CXCR7 serait également impliquée dans l’invasion tumorale en 

régulant l’expression de diverses molécules comme CD44, cadherin-11, IL-8, VEGF et TGF-

(Wang et al., 2008. Il est possible que l’expression de CXCR7 soit induite dans les cellules 

endothéliales en condition hypoxique (Bosco et al., 2006, Costello et al., 2008). De plus, 

CXCR7 est fortement exprimé dans la vascularisation associée à la tumeur (Madden et al., 

2004). Ces observations supportent l’implication de CXCR7 dans l’angiogénèse et la 

formation de la vascularisation de la tumeur.       

 

CXCR7 peut également agir comme co-récepteur pour plusieurs souches du VIH-1, 

VIH-2 et du virus de l’immunodéficience simienne (VIS), qui infectent les lymphocytes et les 

cellules du cerveau (Shimizu et al., 2000).  
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23 Les récepteurs à activité tyrosine kinase ErbBs 

 

 Les ErbBs font partie de la famille des récepteurs à activité tyrosine kinase qui ont 

comme ligands divers facteurs de croissance de la famille EGF. 

 

23.1 Ligands 

 

Tous les ligands des récepteurs ErbBs présentent un motif EGF-like de 45-55 acides 

aminés et possèdent six résidus cystéines qui interagissent de manière covalente pour former 

trois ponts disulfures. Ces ligands sont divisés en trois principaux groupes. Le groupe 1 inclut 

EGF, amphiréguline, épigènes et TGF-, tous des ligands du récepteur à l’EGF (EGFR); le 

groupe 2 inclut betacelluline, épiréguline et heparin-binding epidermal growth factor (HB-

EGF), des ligands de ErbB4 et EGFR et finalement le groupe 3 inclut neurégulines (NRG) (ou 

hérégulines-HRG) qui sont sous-divisés en deux sous-groupes selon leur capacité à lier ErbB3 

et ErbB4 (NRG-1 et NRG-2) ou seulement ErbB4 (NRG-3 et NRG-4) (Casalini et al., 2004, 

Hubert, 2006). Les ligands sont des protéines solubles qui dérivent de la protéolyse de 

précurseurs membranaires. Le clivage des précurseurs est dû à l’activation de 

métalloprotéinases en réponse à divers stimuli (Hubert, 2006). Les facteurs EGF-like et NRGs 

sont principalement exprimés dans les organes parenchymateux. Les NRGs sont également 

exprimés dans le système nerveux central et périphérique embryonnaire. Les différents 

isoformes de NRGs sont des produits de l’épissage alternatif d’un seul gène (Marchionni et al., 

1993).  

 

23.2 Structure des récepteurs 

 

Les ErbBs partagent une forte homologie de structure primaire (Fig.15). La région 

extracellulaire est composée des domaines 1 à IV. Les domaines 1 et III sont très semblables 

et analogues à un domaine du récepteur à l’IGF-1. Les domaines II et IV présentent une 

abondance en résidus cystéines. La région extracellulaire est suivie du domaine 

transmembranaire, une courte séquence de 23-24 acides aminés hydrophobes. Cette séquence 
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d’ancrage est suivie du côté cytoplasmique par un domaine juxtamembranaire et d’un domaine 

à activité tyrosine kinase très conservé parmis les protéines tyrosine kinase. Enfin, s’en suit la 

queue C-terminale riche en sites de phosphorylation, très important pour la transduction du 

signal (Holbro et al., 2003, Holbro and Hynes, 2004).  

 

Les structures crystallographiques de EGFR lié à EGF ou TNF- ont démontré 

l’implication des domaines I et III dans la fixation du ligand. Elles ont également révélées 

l’existence d’interactions directes entre les domaines II de chaque monomère, au niveau de ce 

qui a été nommé le bras d’interaction. En absence de ligand, les structures cristallographiques 

de EGFR et ErbB3 ont démontré que ce bras de dimérisation est bloqué par des interactions 

entre les domaines II et IV. C’est la liaison du ligand aux domaines I et II qui libérerait le bras 

de dimérisation à la suite d’un réarrangement structural (Ferguson, 2004).  

 

La structure de la région extracellulaire de ErbB2 présente des différences. La structure 

crystallographique révèle l’existence de monomère dont la configuration ressemble à celle de 

l’état activé de EGFR. Il n’y a pas d’interaction entre les domaines II et IV et le bras de 

dimérisation du domaine II est exposé (Hubert, 2006). Cette structure pourrait expliquer 

pourquoi ErbB2 est le partenaire privilégié des hétérodimères, puisque sa structure serait 

toujours apte a interagir avec un autre récepteur. De plus, la structure de ErbB2 est 

incompatible avec la liaison d’un ligand due à l’éloignement des domaines I et III (Hubert, 

2006). 

 

La structure du domaine tyrosine kinase de EGFR a été déterminée en absence ou 

présence d’un inhibiteur. Le domaine kinase a une structure comparable à celle des autres 

kinases crystallisées. Il est constitué de deux lobes, un du côté N-terminal qui comprend des 

feuillets bêta et une héline alpha et un autre du côté C-terminal qui possède surtout des hélices 

alpha. Les lobes sont séparés par un sillon où se fixe l’ATP. Le lobe C-terminal comprend la 

boucle activatrice qui contrairement à la plupart des RTKs n’est pas phosphorylé et ne semble 

pas participer au mécanisme d’activation (Hubbard and Till, 2000).  La structure 

crystallographiée indique que la boucle de EGFR adopte une conformation similaire à la 

boucle activatrice phosphorylée du récepteur à l’insuline (Jorissen et al., 2003).  
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Figure 15 Schématisation de la structure des récepteurs de la famille ErbB (Tiré de Hubert, 2006) 

 

24 Identification et caractérisation des ErbBs 

 

24.1 EGFR 

 

Cohen et Cerpenter ont identifié le récepteur à l’EGF (Carpenter and Cohen, 1976). À 

partir d’extraits membranaires isolés de cellules de carcinome épidermoïde A431, ils ont mis 

en évidences deux caractéristiques du récepteur : celle de pouvoir lier un ligand et l’autre de 

présenter une activité kinase intrinsèque, qui s’autophosphoryle suite à la liaison de EGF 
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(Cohen et al., 1982). Par la suite, Tony Hunter et Jonathan Cooper ont démontré que le 

traitement des cellules A431 à l’EGF entraîne la phosphorylation de plusieurs protéines sur 

des résidus tyrosines (Hunter and Cooper, 1981). D’autres recherches ont mené à 

l’identification d’autres facteurs de croissance de la famille EGF, qui est passée de deux à 

onze membres. L’autosécrétion de ces facteurs est un mécanisme qui supporte la progression 

de tumeurs et la surexpression de EGFR est fréquemment observée dans les tumeurs de 

cerveau et épithéliales (Yarden and Pines, 2012). 

 

24.2 ErbB2/Her2/Neu 

 

L’ADNc de Neu a été isolé à partir de tumeurs au cerveau de ratons induites suite à 

l’exposition de rates en gestation au carcinogène N-nitroso-N-éthylurée. La séquence du clone 

d’ADNc isolé a prédite une protéine transmembranaire avec des similitudes structurales au 

récepteur EGFR (Schechter et al., 1984). L’élaboration de recombinants entre l’ADNc normal 

et transformé a mené à l’identification d’une mutation dans l’ADNc transformé : un résidu 

valine dans le domaine transmembranaire substitué en acide glutamique (Bargmann et al., 

1986). L’orthologue humain de Neu, nommé ErbB2 ou Her2, a été cloné par la suite 

(Coussens et al., 1985, Schechter et al., 1985, Bargmann et al., 1986, Yamamoto et al., 1986, 

Kraus et al., 1987). La surexpression de ErbB2 dans des fibroblastes engendre la 

transformation de ces cellules (Di Fiore et al., 1987, Di Fiore et al., 1987, Hudziak et al., 

1987). L’amplification de ErbB2 est observée dans le cancer du sein, du poumon, du pancréas, 

du colon et de l’œsophage (Ross and Fletcher, 1998). En plus de favoriser la prolifération des 

cellules cancéreuses, la surexpression de ErbB2 affecte la différenciation cellulaire et 

augmente le potentiel de migration et d’invasion cellulaire (Beerli et al., 1995, Spencer et al., 

2000). 

 

Le laboratoire de Weinberg a identifié un facteur à partir de cellules transformées 

capable de stimuler la phosphorylation de ErbB2 (Yarden and Weinberg, 1989). Toutefois, le 

facteur en question, nommé neuréguline 1 (NRG1), induit la phosphorylation de ErbB2 sans le 

lier directement (Peles et al., 1993). Depuis, la famille NRG ou héréguline (HRG) a pris de 
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l’expansion et inclut quatre membres (Yarden and Pines, 2012). ErbB2 demeure à ce jour un 

récepteur orphelin (Yarden and Pines, 2012). Malgré le fait que ErbB2 ne possède pas de 

ligand, il peut spontanément d’homodimériser lorsqu’il est surexprimé. L’activité constitutive 

de ErbB2 dans plusieurs cancers s’explique par son amplification et sa surexpression mais 

également par des altérations moléculaires au niveau du récepteur (Herter-Sprie et al., 2013).  

 

24.3 ErbB3/ErbB4 

 

Les troisième et quatrième membres de la famille de ErbBs, ErbB3 et ErbB4, ont été 

identifiés par Greg Plowman et Matthias Kraus par homologies avec EGFR (Yarden and 

Ullrich, 1988, Plowman et al., 1990, Plowman et al., 1993). Ils représentaient alors des cibles 

potentiels pour la liaison de NRGs, ce qui a été confirmé par plusieurs laboratoires.  ErbB3 

présente des altérations au niveau de trois motifs du domaine catalytique ce qui fait en sorte 

qu’il présente peu ou pas d’activité kinase (Knighton et al., 1993). Il doit donc 

s’hétérodimériser avec un autre membre de la famille des ErbBs. ErbB3 est exprimé dans 

plusieurs carcinomes tels que le cancer du sein, du colon, gastrique et de la prostate. Toutefois, 

on ne retrouve pas d’expression aberrante de ce récepteur dans ces cancers comme c’est le cas 

pour ErbB2. Sa coexpression avec ErbB2 ou ErbB1 améliore le pouvoir prédictif (Lyne et al., 

1997, Xia et al., 1999). ErbB3 est toutefois surexprimé dans le carcimome à cellules 

squameuses oral (OSCC) et corrèle avec l’étendue du cancer dans les ganglions lymphatiques 

(Shintani et al., 1995).  L’expression de ErbB4 est réduite dans le cancer du sein et de la 

prostate et corrèle avec un phénotype différencié (Kew et al., 2000). ErbB4 est exprimé dans 

le méningo-blastome chez l’enfant et sa coexpression avec ErbB2 apporte une valeur 

prognostive (Gilbertson et al., 1997).  
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Figure 16 Membres de la famille des ErbB, leurs ligands et leurs effecteurs 

 

25 Rôles physiologiques dans le développement 

 

Les récepteurs de la famille ErbB jouent un rôle crucial dans le développement du 

système cardiavasculaire, du système nerveux et des glandes mammaires.  

 

25.1 Système cardiovasculaire 

 

Une souris invalidée pour les gènes ErbB2, ErbB4 et NRG meurt à l’état embryonnaire 

due à une absence du développement du myocarde ventriculaire (Gassmann et al., 1995, Lee 
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et al., 1995). Des souris invalidées pour le gène ErbB3 sont non-viables et présentent une 

malformation des valves cardiaques (Casalini et al., 2004). La signalisation de ErbB2, qui est 

importante dans les tubules T de cardiomyocytes, est cruciale pour la fonction cardiaque chez 

l’adulte (Özcelik et al., 2002). 

 

25.2 Système nerveux 

 

ErbB3, NRG-1 et ErbB2 sont impliqués dans la maturité des jonctions neuro-

musculaires et des neurones moteurs périphériques (Meyer et al., 1997, Riethmacher et al., 

1997, Garratt et al., 2000, Wolpowitz et al., 2000). ErbB4 est impliqué dans l’architecture 

nerveux crânien (Casalini et al., 2004). La signalisation de NRG-1 et ErbB2/ErbB3 est 

importante dans le développement des cellules de Schwann (Garratt et al., 2000, Woldeyesus 

et al., 1999, Wolpowitz et al., 2000). Des souris homozygotes pour ErbB2, ErbB3 ou NRG  

présentent une altération au niveau de la migration des progéniteurs neureux à partir de la 

crête neurale (Britsch et al., 1998). La crête neural se définit comme un groupe de cellules 

embryonnaires qui se sépare de la plaque neurale et qui migre à des endroits précis pour 

donner naissance aux nerfs crâniens et rachidiens, aux ganglions associés à ces nerfs, aux 

ganglions de la chaîne sympathique latéro-vertébrale, à la médulla des glandes surrénales ainsi 

qu’à une partie de certains tissus conjonctifs. Des études ont démontré que NRG facilite la 

différenciation des progéniteurs de la crête neurale en cellules gliales. ErbB2 est important 

pour la différenciation des oligodendrocytes et la formation de myéline dans le système 

nerveux central et périphérique (Park et al., 2001).  

 

25.3 Développement épithélial 

 

Des souris invalidées pour le gène EGFR sont viables mais présentent un retard dans le 

développement des épithéliums (yeux, poumons,…). L’inactivation du gène TGF- ne 

perturbe pas le développement normal de la souris, mais des anomalies au niveau de la peau et 

de la fourrure sont observables. L’inactivation du gène EGF entraîne un phénotype normal 

(Hubert, 2006). 



96 
 

 

25.4 Glande mammaire 

 

Les quatres récepteurs sont exprimés dans la glande mammaire. EGFR et ErbB2 

colocalisent dans tous les principaux types cellulaires durant la morphogénèse des canaux 

mais sont différemment exprimés dans la glande mature. EGFR et ErbB2 sont davantage 

exprimés dans les canaux de lactation et les alvéoles alors que l’expression de ErbB3 et ErbB4 

est plus prononcée dans les alvéoles (Schroeder and Lee, 1998). Les récepteurs EGFR et 

ErbB2 activés sont principalement détectés dans les glandes mammaires à la puberté et moins 

à la fin de la grossesse et durant la lactation (Sebastian et al., 1998). ErbB3 et ErbB4 quant à 

eux sont principalemnt actifs durant la grossesse et la lactation (Yang et al., 1995). Des souris 

invalidées pour le gène EGFR présentent de sévères altérations au niveau du développement 

des canaux (Miettinen et al., 1995). Des souris invalidées pour le gène ErbB4 présentent une 

différenciation lobulo-alvéolaire anormale et un défaut au niveau de la lactation (Tidcombe et 

al., 2003).  Des animaux transgéniques exprimant un mutant ErbB2 tronqué présentent des 

altérations au niveau du développement mammaire en fin de gestation et en début postpartum 

avec une absence d’expansion alvéolaire (Jones and Stern, 1999). Le développment des 

canaux est normal mais ces animaux présentent des problèmes de lactation (Tidcombe et al., 

2003). ErbB4 est un médiateur essentiel de la signalisation du facteur de différenciation 

mammanaire Stat5 (Liu et al., 1997, Teglund et al., 1998, Jones et al., 1999). L’inactivation de 

ErbB4 dans la glande mammaire empêche l’accumulation d’alvéoles lobulaires ou 

l’engagement de la lactation (Long et al., 2003).  

 

26 Signalisation 

 

L’activation de l’activité tyrosine kinase induite par la dimérisation en réponse au 

ligand ve se traduire par la phosphorylation de résidus tyrosine présents sur les récepteurs 

(autophosphorylation), puis par le recrutement de protéines possédant des motifs de 

reconnaissance pour ces phosphotyrosines : domaines Src homology domain (SH2) et 

phosphotyrosine binding (PTB) (Hubert, 2006). Ces évènements vont entraîner l’activation de 

diverses cascades de signalisation. Les récepteurs ErbB possèdent des sites de phosphorylation 
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sur plusieurs résidus tyrosines, ce qui explique la diversité des voies de signalisation activées 

en fonction des ligands et des partenaires associés dans les dimères (Holbro et al., 2003, 

Holbro and Hynes, 2004).  

 

26.1 Voies de signalisation 

 

L’identité du ligand de même que les partenaires du dimère dictent quels sites sont 

autophosphorylés et par le fait même quelles protéines signalitiques sont recrutées. Les trois 

voies de signalisation induites par les ErbBs les mieux caractérisés sont Ras-MAPK, PI3-K-

Akt et PLC-PKC (Schlessinger, 2000, Blume-Jensen and Hunter, 2001, Prenzel et al., 2001). 

Tous les ligands et récepteurs engendrent l’activation de la voie Ras-MAPK soit directement 

via le recrutement de Grb2 (SH2) ou indirectment via le recrutement de la protéine adaptatrice 

Shc (PTB). La protéine GEF Sos s’associe à Grb2 et active Ras. Ras s’associe et active Raf, 

initiant une cascade impliquant la phosphorylation de MEK1/2 et ultimement de ERK1/2. 

ERK phosphoryle plusieurs protéines cytoplasmiques et du cytosquelette. ERK transloque 

également rapidement dans le noyau où il phosphoryle et active une variété de facteurs de 

transcription tels que Sp1, E2F , Elk-1 et AP-1 (Marmor et al., 2004).  

 

Les ErbBs permettent l’activation de PI3-K via la liaison de GTP-Ras à la sous-unité 

catalytique p110 de PI3-K. De plus, le recrutement de la sous-unité régulatrice p85 de PI3-K 

via son domaine SH2 aux récepteurs activés entraîne une activation allostérique de la kinase. 

Quoique tous les ErbBs activent PI3-K, la magnitude et la cinétique de l’activation de cette 

kinase varient entre les récepteurs, puisque PI3-K s’associe directement à ErbB3 et ErbB4 qui 

possèdent six et un site(s) pour p85 respectivement, mais indirectement à ErbB1 et ErbB2 

(Soltoff and Cantley, 1996). La kinase Akt est un effecteur de PI3-K, qui est recrutée à la 

membrane via son domaine PH (Pleckstrin Homology) et est activée suite à la phosphorylation 

de PDK1 (Meier and Hemmings, 1999). Akt a plusieurs cibles cytoplasmiques mais peut 

transloquer dans le noyau et possède des cibles nucléaires. La phosphorylation de Bad par Akt 

promouvoit la survie cllulaire en bloquant l’interaction entre Bcl-2 et Blc-X (Danielsen and 

Maihle, 2002). Akt régule négativement les kinases Raf et GSK-3 et le facteur de transcription 



98 
 

 

impliqué dans la régulation du cycle cellulaire FOXO1a. À l’opposé, il promouvoit l’initiation 

de la transcription via mTOR, eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E) et p70S6K. 

De plus, Akt favorise la progression du cycle cellulaire en régulant négativement l’inhibiteur 

de Cdk p27
KIP1

. PI3-K régule plusieurs signaux de prolifération et de survie cellulaire. 

L’activité de PI3-K est négativement régulée par la phosphatase PTEN, qui est fréquemment 

mutée et inactivée dans des cancers (Cantley and Neel, 1999). 

 

La phospholypase C(PLC) est recrutée à la membrane via son domaine SH2 aux 

récepteurs EGFR et ErbB2 activés et également via la liaison de son domaine PH aux produits 

de PI3-K. PLC phosphorylée et activée hydrolyse phosphatidylinositol 4’, 5’ biphosphate 

(PIP2) pour générer les seconds messagers diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate 

(IP3). La liaison de IP3 au réticulum endoplasmique entraîne une relâche calcique et une 

augmentation de la concentration calcique intracellulaire qui mènent à l’activation de 

protéines kinases calcium/calmoduline dépendantes et de phosphatases, incluant Pyk2 et 

calcineurine. Par ailleurs, le calcium et DAG activent PKC qui elle phosphoryle un large 

éventail de substrats (Marmor et al., 2004). 

 

D’autres voies de signalisation sont activées par les RTK ErbBs. c-Src est activée en 

réponse à EGF et phosphoryle des résidus tyrosines présent sur le récepteur EGFR en plus de 

phosphoryler et activer des protéines du cytosquelette et endocytiques  (Biscardi et al., 1999, 

Abram and Courtneidge, 2000). Les facteurs de transcription STAT1, STAT3 et STAT5 sont 

directement phosphorylés par EGFR, menant à leurs dimérisations et leurs translocations dans 

le noyau où ils régulent des gènes prolifératifs. La protéine GEF Ras régule l’activation des 

petites GTPases Rho, Rac et Cdc42, qui contrôlent le réarrangement du cytosquelette. La 

translocation nucléaire de fragments protéolytiques de EGFR, ErbB3 et ErbB4 a été observée, 

suggérant que ces récepteurs pourraient agir comme facteurs de transcription (Wells and 

Marti, 2002).  

 

26.2 Transactivation par des RCPGs 



99 
 

 

La transduction des signaux médiés par certains RCPGs en réponse à leurs ligands 

semble dépendre de la signalisation médiée par certains RTK, dont les ErbBs.  Cet effet est 

médié par la phosphorylation et l’activation des ErbBs en absence de leur ligand. La 

stimulation ligand-dépendante des RCPGs Lysophosphatidic acid receptor (LPA) et -

adrénergique fait intervenir l’action de EGFR pour l’activation de MAPK (Daub et al., 1997). 

La transactivation (phosphorylation) de EGFR implique les membres de la famille Src, qui 

sont recrutés par Pyk2 ou GRK et une protéine adaptatrice telle que -arrestine (Dikic et al., 

1996, Luttrell et al., 1997, Luttrell et al., 1999). Jak2 représente une autre kinase pouvant 

phosphoryler EGFR. La stimulation d’adipocytes par l’hormone de croissance (GH) engendre 

la phosphorylation de EGFR par Jak2, permettant ainsi la phosphorylation de MAPK (Wong 

et al., 1992, Yamauchi et al., 1997). Par ailleurs, le ligand de CXCR4, la chimiokine SDF-1, 

induit la phosphorylation de EGFR également, favorisant l’activation de Akt et ERK 1/2 et 

stimulant la croissance cellulaire de cellules cancéreuses ovariennes (Porcile et al., 2005). De 

plus, SDF-1 transactive également ErbB2 via l’activation de Src dans des cellules cancéreuses 

mammaires (Cabioglu et al., 2005) et de la prostate (Chinni et al., 2008). Il a été démontré 

dans des cellules cancéreuses de la prostate que CXCR4 et ErbB2 co-existent dans des rafts 

membranaires et que la perturbation de ceux-ci inhibe la transactivation de ErbB2 et l’invasion 

cellulaire (Chinni et al., 2008). Par ailleurs, la transactivation de ErbB2 dans des 

cardiomyocytes par les ligands angiotensine II, isoprotérénol, phenyléphrine, Urocortin 2 

(Ucn2), glucagon et le peptide vasoactif intestinal est nécessaire à l’activation de ERK 1/2 

(Negro et al., 2006).  

 

Un mécanisme de rétroaction négative serait médié par l’action de ligands de RCPGs 

couplés à Gq dans le but de réguler l’intensité et/ou la durée de la transactivation de EGFR. 

La transactivation de EGFR suite à la stimulation de cellules épithéliales intestinales et de 

fibroblastes par les ligands angiotensine II, vassopressine, carbachol et bombesin est 

augmentée par l’inhibition de PKC (Santiskulvong and Rozengurt, 2007). 
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L’activation des RCPGs serait également impliquée dans l’activation directe des ErbBs 

par leur ligand en  régulant l’expression de métalloprotéinases matricielles générant le clivage 

des ligands présurseurs des ErbBs (Gschwind et al., 2001).  

 

26.3 Terminaision de la signalisation 

 

 L’internalisation et la dégradation des ErbBs mettent fin à la signalisation 

intracellulaire de ces récepteurs. Pour EGFR, l’internalisation dans des vésicules de clathrine 

et la voie endosomale semblent être les principaux moyens d’interrompre le signal (Peschard 

and Park, 2003). L’étape initiale implique l’interaction de EGFR avec la clathrine via les 

adapteurs AP2 et est médiée par epidermal growth factor receptor substrate 15 (EPS15) et 

epsin (Warren and Landgraf, 2006). Suite à l’endocytose du récepteur, EGFR est dirigé vers 

des endosomes précoces jusqu’au endosomes tardifs pour être dégradé ou vers des endosomes 

de recyclage (Warren and Landgraf, 2006). L’ubiquitination de EGFR, médiée par l’ubiquitine 

ligase Cbl, permet de diriger le récepteur vers la voie de dégradation lysosomale menant ainsi 

à sa dégradation (Haglund et al., 2003, Marmor and Yarden, 2004).  L’interaction avec Cbl, 

mais pas l’ubiquitination, semble nécessaire pour l’internalisation de EGFR (Jiang and Sorkin, 

2003). Les cavéoles représenteraient une route alternative pour l’internalisation de EGFR qui 

serait activée par de fortes concentrations de EGF (Sigismund et al., 2005). Une modification 

du récepteur  régulerait également la terminaison de la signalisation. Il a été rapporté que la 

phosphorylation de la thréonine 654 par PKC entraînerait la désensibilisation du récepteur 

(Lin et al., 1986, Decker et al., 1990, Lund et al., 1990).  

 

À l’exception de EGFR, les autres ErbBs ne subiraient pas d’atténuation significative 

de leurs signalisations en réponse à leur ligands.  Particulièrement, la formation 

d’hétérodimères avec ErbB2 entraîne une ubiquitination réduite et ces hétérodimères sont 

internalisés et dégradés plus lentement, potentialisant ainsi les effets prolifératifs (Yarden and 

Sliwkowski, 2001, Hubert, 2006). Une étude a démontré que ErbB2 est associé à des 

protrusions membranaires ce qui fait en sorte qu’il est exclut des puits de clathrine, le rendant 

résistant à l’internalisation (Hommelgaard et al., 2004). De plus, l’association de la protéine 
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chaperone Hsp90 à ErbB2 (Lerdrup et al., 2007) et l’expression de la propyl isomérase 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 (Pin1) dans des cancers mammaires 

ErbB2 positif (Lam et al., 2008) protègent ErbB2 contre la dégradation. Toutefois, un 

mécanisme pour l’atténuation de la signalisation a toutefois été décrit pour ErbB2. La 

phosphorylation de la thréonine 686 de ErB2 par PKC favorise l’internalisation du récepteur 

(Ouyang and Gulliford, 2013). 

 

Même en absence de liaison du ligand, les récepteurs des facteurs de croissance sont 

constamment internalisés et dirigés vers les endosomes. La majorité des récepteurs internalisés 

retournent à la surface, une petite fraction étant dégradée (Wiley, 2003). Dans une cellule 

épithéliale normale, un récepteur de facteur de croissance peut être recyclé plusieurs fois avant 

d’être dégradé et présente un temps de demie-vie de 12 heures. Toutefois, dans une cellule 

transformée, une plus petite proportion des récepteurs est dégradée, ce qui prolonge le temps 

de demie-vie du récepteur et augmente les niveaux du récepteur à la surface (Sweeney and 

Carraway, 2004). Deux études ont caractérisé une E3 ubiquitine ligase dans le contrôle des 

niveaux celulaires de ErbB3 et ErbB4 (Diamonti et al., 2002, Qiu and Goldberg, 2002). Nrdp1 

a originallement été identifiée comme une protéine possédant un domaine ‘RING finger’ 

interagissant avec ErbB3 de manière ligand-indépendante. Nrdp1 interagit spécifiquement 

avec ErbB3 et ErbB4 mais pas avec EGFR ou ErbB2. Contrairement à Cbl, Nrdp1 agit autant 

avec des récepteurs stimulés que non-stimulés et diminue la demie-vie de ceux-ci. ErbB3 

ubiquitinylé par Nrdp1 est relocalisé dans des compartiements intracellulaires suggérant que 

Nrdp1 dirigerait les récepteurs ErbB3 et ErbB4 vers un voie de dégradation. Pour ce qui est de 

ErbB2, deux groupes ont démontré que la E3 ubiquitine ligase CHIP s’associe à ErbB2 et 

entraîne sa dégradation et ce indépendemment de l’activité kinase du récepteur (Xu et al., 

2002, Zhou et al., 2003) 

 

27 Les fonctions cellulaires des ErbBs 

27.1 ErbBs, régulateurs du cycle cellulaire et des voies de survie 

cellulaire 
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Les voies de signalisation induites par les ErbBs convergent vers la machinerie du 

cycle cellulaire pour promouvoir la prolifération (Harari and Yarden, 2000, Hynes et al., 

2001). Un régulateur clé en aval des ErbBs est CCND1, qui active Cdk4 et Cdk6 pour 

promouvoir la progression du cycle cellulaire en G1/S. L’activation de MAPK augmente la 

transcription de CCND1 via les facteurs de transcription Sp1 et E2F transcription factor 1 

(E2F) (Lee et al., 2000). La stabilité protéique de CCND1 est également augmentée via la 

phosphorytion par Akt (Diehl et al., 1998). De plus, la signalisation par Akt et Ras-MAPK 

régule négativement les régulateurs négatifs du cycle cellulaire p27
KIP1

 et p21
Waf1

 (Lane et al., 

2000, Neve et al., 2000, Zhou et al., 2001) en plus de promouvoir l’ubiquitination de p53 par 

la E3 ubiquitine ligase Mdm2 (Zhou et al., 2001). Une dérégulation au niveau des régulateurs 

du cycle cellulaire suite à une signalisation aberrante des ErbBs peut contribuer à la 

transformation oncogénique. De plus, la signalisation des ErbBs antagonise des régulateurs de 

l’apoptose (Danielsen and Maihle, 2002). PI3-K, MAPK et STAT3 sont impliqués dans la 

régulation du cycle cellulaire par les ErbBs et induisent également la transcription de protéines 

antiapoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-x en plus d’inhibiteurs de l’apoptose qui inactivent les 

caspases.  Les ErbBs engendrent une diminution de l’expression de la protéine pro-

apoptotique Bax et l’inactivation de Bad. Il a été démontré que les récepteurs ErbBs et leurs 

ligands préviennent l’apoptose des cellules cancéreuses et tumorales via l’activation de la voie 

PI3-K/Akt (Wen et al., 2000). De plus, l’hyperactivation de EGFR et ErbB2 engendre une 

résistance à l’apoptose en réponse à des agents chimiothérapeutiques. Cet effet qui semble être 

médié par l’augmentation de l’expression de p21
Waf1

 (Nagane et al., 1998, Yu et al., 1998, Yu 

et al., 1998).  

 

27.2 Autres fonctions cellulaires des ErbBs 

 

27.2.1 Motilité cellulaire 

 

Les récepteurs ErbBs régulent également la motilité de cellules cancéreuses. ErbB2 

régule la migration de cellules cancéreuses mammaires in vitro (Spencer et al., 2000). La 

motilité cellulaire fait intervenir une séquence de processus nécessitant d'importantes 

http://www.google.ca/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CDkQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fgene%2F1869&ei=GTolUqe7J628sATnhoDwDg&usg=AFQjCNEWsXXnry9UEqic23nrT46uE5ucXQ
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modifications de la morphologie et de l’adhésion cellulaire (Ridley et al., 2003). La 

signalisation des ErbBs peut influencer ces évènements. PI3-K active Rac1 et Cdc42 alors que 

PLC médie l’activation de protéines de nucléation calcium-dépendant (Feldner and Brandt, 

2002). Il a été démontré que ces composantes du complexe actin-related protein 2/3 (Arp2/3) 

s’associent à EGFR (Blagoev et al., 2004).  Le recrutement des molécules signalétiques Shc, 

PLC et Crk à ErbB2 est lié au remodelage du cytosquelette et à la formation de lamellipodes.  

Il a été démontré qu’un effecteur de ErbB2, mediator of ErbB2-driven motility (Memo), est 

impliqué dans la migration ErbB2-dépendante de cellules tumorales mammaires (Marone et 

al., 2004). ErbB2 contrôle également la migration indirectement en régulant l’expression de 

protéines (Li et al., 2004, Tan et al., 2005) ou de gènes motogéniques (Jauliac et al., 2002, 

Vial et al., 2003).  

                                                                                                

27.2.2 Progression métastasique 

 

Il a été démontré que ErbB2 régule le processus métastasique dans plusieurs modèles 

animaux (Guy et al., 1992, Minn et al., 2005). ErbB2 coopère avec d’autres facteurs tels que 

hepatocyte growth factor (HGF) (Khoury et al., 2005) et TGF-(Muraoka et al., 2003, Siegel 

et al., 2003) pour promouvoir l’invasion. ErbB2 promouvoit l’expression de protéases pro-

invasives (Xu et al., 1997, Mazumdar et al., 2001) et de facteurs pro-angiogéniques (Kumar 

and Yarmand-Bagheri, 2001). Il contrôle également l’expression de protéines pro-

oncogéniques (Badache and Gonçalves, 2006). Les cellules cancéreuses mammaires ErbB2 

positives présentent un fort potentiel métastasique et une augmentation de l’activité de la 

tyrosine kinase cytoplasmique Src. L’augmentation de l’activité de Src contribue à 

promouvoir le potentiel métastasique induit par ErbB2. ErbB2 promouvoit la synthèse et la 

stabilité de Src (Tan et al., 2005). Il contrôle également l’expression du récepteur à chimiokine 

CXCR4, qui joue un rôle critique dans la migration des cellules tumorales mammaires vers 

des organes métastasiques produisant du SDF-1 (Li et al., 2004). CXCR4 semble jouer un rôle 

critique dans la formation de métastases aux poumons induites par ErbB2. La régulation 

transcriptionnel de Src et CXCR4 implique la voie PI3-K/Akt/mTOR.  
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28 L’hétérodimérisation 

 

En absence de ligand, les récepteurs ErbBs existent majoritairement sous forme de 

monomères inactifs. La liaison du ligand va entraîner l’association de deux monomères pour 

former un dimère actif (Hubert, 2006). Il peut y avoir formation d’homodimères ou 

d’hétérodimères.  Les homodimères EGFR et ErbB4 sont actifs alors que l’homodimère 

ErbB3 n’engendre pas de signalisation (Yarden and Sliwkowski, 2001). La surexpression de 

ErbB2 dans certains cancers peut entraîner la formation d’homodimères (Yarden and 

Sliwkowski, 2001). Toutefois, en présence de d’autres membres ErbB, ErbB2 va 

spontanément s’hétérodimériser. La formation d’hétérodimère diversifie la signalisation 

intracellulaire puisque que la queue C-terminale de chaque récepteur recrute différentes 

protéines effectrices via les résidus phospho-tyrosines (Yarden and Pines, 2012).  

 

28.1 L’hétérodimère ErbB2/ErbB3 

 

Des études ont déterminé que ErbB2 est le partenaire favorisé d’hétérodimères induits 

en présence de ligands (Riese et al., 1995, Karunagaran et al., 1996, Tzahar et al., 1996, 

Graus-Porta et al., 1997, Pinkas-Kramarski et al., 1997, Holbro et al., 2003). La combinaison 

la plus favorisée est ErbB3 avec ErbB2, qui génère le complexe présentant le plus fort 

potentiel mitogénique (Pinkas-Kramarski et al., 1996) et de transformation cellulaire 

(Alimandi et al., 1995, Wallasch et al., 1995). Il a été démontré que la co-expression de ces 

deux récepteurs augmente l’affinité pour NRGs (Sliwkowski et al., 1994) (Fig.17).  
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Figure 17 Signalisation de l’hétérodimère ErbB2/ErbB3 

 

28.2 Coopération entre ErbB2 et ErbB3 dans le cancer du sein  

 

Une collection de tissus de cancer du sein primaire a mis en évidence que ErbB2 est 

amplifié dans 30% des tumeurs mammaires (Slamon et al., 1987, Slamon et al., 1989). La 

surexpression de ErbB2 corrèle avec plusieurs facteurs reliés au cancer du sein comme la taille 

de la tumeur, la migration de la tumeur vers les ganglions lymphatiques, un grade élevé de 

malignité, une augmentation des cellules en phase S, une aneuploidie ainsi qu’une absence de 

l’expression de récepteurs stéroïdiens (Ross and Fletcher, 1998). L’expression de ErbB3 

accompagne souvent la surexpression de ErbB2 dans le cancer du sein (Lemoine et al., 1992, 

Bodey et al., 1997, Siegel et al., 1999).  De plus, les tumeurs qui surexpriment ErbB2 

montrent une augmentation de la phosphorylation des résidus tyrosines sur ErbB3 (Alimandi 

et al., 1995). La surexpression de ErbB2 promouvoit la prolifération et la transformation 

cellulaire mais ces effets sont favorisés par une étroite collaboration entre ErbB2 et ErbB3 

(Holbro et al., 2003, Lee-Hoeflich et al., 2008). 
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L’amplification de ErbB2 dans les tumeurs engendre une activité constitutive de 

ErbB2. Des cellules cancéreuses mammaires surexprimant ErbB2 dépendent de l’activité de ce 

récepteur pour leurs proliférations, car l’inhibition de celui-ci bloque les cellules tumorales 

dans la phase G1 du cycle cellulaire (Lane et al., 2000, Holbro et al., 2003). L’inhibition de la 

signalisation de ErbB2 est accompagnée d’une diminution de la phosphorylation en tyrosine 

de ErbB3 (Holbro et al., 2003). Cette observation a suggéré que ErbB3 pourrait être un 

partenaire pour ErbB2 dans la transformation cellulaire. L’ablation de l’expression de ErbB3 

dans des cellules cancéreuses mammaires surexprimant ErbB2 a mis en évidence l’implication 

de ErbB3 dans le processus de transformation. La perte de ErbB2 ou ErbB3 fonctionnel 

engendre les mêmes effets sur la prolifération cellulaire et les régulateurs du cycle cellulaire 

(Holbro et al., 2003). Ces résultats démontrent que la surexpression de ErbB2 seule est 

insuffisante pour promouvoir la division de cellules tumorales mammaires. L’inhibition de la 

prolifération cellulaire induite par la perte de signalisation de ErbB2 ou ErbB3 est renversée 

par l’expression d’un mutant de Akt constitutivement actif. ErbB3 coopère donc avec ErbB2 

pour induire la prolifération cellulaire en se couplant à la voie PI3-K/Akt (Holbro et al., 2003). 

De son côté, ErbB2 amplifie la signalisation de la voie ERK/MAPK. La combinaison de la 

signalisation PI3-K et ERK accentue fortement la prolifération cellulaire et l’évasion de 

l’apoptose. ErbB2 et ErbB3 agissent ensemble pour stimuler la signalisation mitogénique, par 

exemple par un mécanisme visant la séquestration Akt et c-Myc dépendante de p27
KIP1

, ce qui 

mène à une dérégulation de la transition G1/S du cycle cellulaire dans des cellules cancéreuses 

mammaires surexprimant ErbB2 (Neve et al., 2000). D’autres résultats ont démontré la 

coopération de ErbB2 et ErbB3 dans la transformation néoplasique des cellules. À partir de la 

lignée cellulaire NIH3T3, il a été démontré que chaque gène séparemment n’induit pas alors 

que la co-expression des deux induit la transformation de ces cellules (Alimandi et al., 1995). 

L’importance de la signalisation de l’hétérodimère ErbB2/ErbB3 dans la transformation 

néoplasique a aussi été mise en évidence dans quatre lignées tumorales mammaires différentes 

(Alimandi et al., 1995). La coopération requiert l’hétérodimérisation de ErbB2 et ErbB3 et la 

phosphorylation de ErbB3.  

 

ErbB2 peut également coopérer avec ErbB3 pour promouvoir la migration cellulaire. 

L’activation de ErbB2 en réponse à héréguline favorise la migration des cellules cancéreuses 
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mammaires via la stimulation des kinases PI3-K et p21-activated protein kinase (PAK) et par 

la formation du cytosquelette d’actine (Adam et al., 1998).  De plus, la signalisation médiée 

par l’hétérodimère ErbB2/ErbB3 induit la phosphorylation et l’activation de FAK, essentielle 

à la transformation oncogénique et à l’invasion cellulaire. (Benlimame et al., 2005).  

 

29 Approches thérapeutiques ciblant les ErbBs 

 

Étant donné l’implication de EGFR et ErbB2 dans la progression de plusieurs cancers, 

des approches thérapeutiques ont été élaborées pour antagoniser la signalisation de ces 

récepteurs. Un anticorps monoclonal dirigé contre EGFR et agissant comme antagoniste, 

cetuximab, restreint la prolifération et engendre un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Peng 

et al., 1996). Le cetiximab est utilisé en combinaison avec la chimiothérapie chez des patients 

atteints de carcinome à cellules squameuses de la tête et du cou (HNSCC) ou du cancer du 

colorectal (Cunningham et al., 2004, Bonner et al., 2006). L’anticorps monoclonal dirigé 

contre ErbB2, trastuzumab, induit la régression de tumeurs mammaires qui présentent une 

amplification du gène ErbB2 (Baselga et al., 1996). Le trastuzumab entraîne l’internalisation 

et la dégradation de ErbB2 (Austin et al., 2004). Il a été approuvé en 1998 par la Food and 

Drug Administration (FDA) pour le traitement de patientes atteintes de cancer du sein 

métastasique surexprimant ErbB2 (Yarden and Pines, 2012). Il est également efficace et utilisé 

pour le traitement du cancer gastrique (Bang et al.). Toutefois, des études ont montré une 

faible efficacité du trastuzumab pour le cancer du poumon non à petites cellules (NSCLC) 

(Gatzemeier et al., 2004) et le cancer de la prostate (Ziada et al., 2004). Un autre anticorps 

monoclonal dirigé contre ErbB2, pertuzumab, est maintenant utilisé en combinaison avec 

trastuzumab et prolonge la survie de patientes atteintes du cancer du sein. Le pertuzumab lie le 

domaine II de ErbB2, nommé le ‘bras de dimérisation’ et bloque l’interaction entre ErbB2 et 

ErbB3 (Franklin et al., 2004), ce que ne fait pas le trastuzumab, qui s’associe au domaine IV 

(Cho et al., 2003). 

 

Il existe également de petites molécules inhibitrices de l’activité kinase (TKI) qui 

compétionnent pour la liaison de l’ATP.  Deux groupes de ces molécules existent : des 

inhibiteurs réversibles comme erlotinib, gefitinib et lapatinib, qui peuvent se dissocier des 
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récepteurs et des inhibiteurs irréversibles tels que afatinib, neratinib, pelitinib et dacomitinib 

qui se lient de manière covalente aux récepteurs (Herter-Sprie et al., 2013). La majorité cible à 

la fois EGFR et ErbB2.  

 

Une troisième classe de composés, les inhibiteurs de Hsp90, ciblent également ErbB2. 

La protéine Hsp90 est une chaperone impliquée dans la maturation et le bon repliement de 

ErbB2. Le composé geldanamycin ou ses dérivés entraînent l’internalisation et la dégradation 

de ErbB2 (Austin et al., 2004, Lerdrup et al., 2006, Pedersen et al., 2008). Toutefois, ces 

inhibiteurs n’ont pas été approuvés à ce jour par la FDA. Une étude a rapporté qu’un 

inhibiteur approuvé du protéasome 20S, le bortezomib (PS341), entraîne la dégradation de 

ErbB2 lysosomale de ErbB2 dans des cellules cancéreuses mammaires en perturbant 

l’interaction entre ErbB2 et Hsp90 (Marx et al., 2007).  

 

30 Relation entre ErbB2/ErbB3/héréguline et les récepteurs des 

estrogènes  

 

Plusieurs études montrent que la surexpression de ErbB2 est associée à une résistance 

aux thérapies anti-estrogènes dans les cancers du sein ER positifs. Les patientes atteintes d’un 

cancer du sein qui surexprime ErbB2 répondent moins bien au traitement tamoxifène 

(Carlomagno et al., 1996). Les tumeurs développées dans des souris à partir de MCF-7 

surexprimant ErbB2 développent rapidement une résistance au tamoxifène (Benz et al., 1992). 

Dans les cellules cancéreuses mammaires BT474 qui surexpriment ErbB2, la signalisation par 

ErbB2 induit une résistance au tamoxifène en inhibant les effets apoptotiques de ce composé 

(Chung et al., 2002). Dans un environnement faible en estrogène, le tamoxifène agit comme 

agoniste et induit la croissance tumorale à partir de cellules MCF-7 où ErbB2 a été surexprimé 

(Shou et al., 2004). Ce phénomène s’explique par le fait que le complexe tamoxifène-ER 

recrute des co-activateurs aux promoteurs de gènes cibles. 

 

 Lorsqu’il y a une résistance hormonale, la surexpression de ErbB2 engendre une 

prolifération cellulaire indépendante des estrogènes (Pietras et al., 1995). Ce phénomène a 
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aussi été observé dans le cas de la surexpression d’héréguline (Tang et al., 1996). Une 

corrélation inverse existe entre la surexpression de ErbB2 et l’expression de ER. Une 

surexpression de ErbB2 dans la lignée cancéreuse mammaire ER positive MCF-7 provoque 

une diminution de l’expression de ER et diminue l’activité ERE-dépendante (Pietras et al., 

1995). La surexpression de ErbB2 induit l’expression du co-répresseur MTA1, qui entraîne la 

séquestration cytoplasmique de ER et empêche ainsi la translocation nucléaire ligand-

dépendante du récepteur (Kumar et al., 2002). Inversement, l’activation de ER par l’estrogène 

s’oppose à la surexpression de ErbB2 en supprimant la transcription du gène ErbB2 (Russell 

and Hung, 1992, Antoniotti et al., 1994), inhibant ainsi la croissance des cellules cancéreuses 

surexprimant ErbB2 (Giani et al., 1998).  

 

L’activité des ERs n’est pas seulement régulée par la surexpression de ErbB2 mais 

également par le ligand héréguline, un ligand de ErbB3 et ErbB4. Une étude a montré que 

héréguline diminue la transcription ligand-dépendante de ER (Tang et al., 1996). Héréguline 

induit l’expression du co-répresseur MTA1 ce qui a pour conséquence de diminuer la 

transcription ERE-dépendante de ER via le recrutement de HDACs (Kumar et al., 2002). Il a 

été démontré que héréguline inhibe la prolifération estrogène-dépendante des cellules co-

exprimant ErbB2 et ER (Grunt et al., 1995). Notre laboratoire a démontré que l’activation du 

dimère ErbB2/ErbB3 par l’héréguline- ou l’expression d’un mutant constitutivement actif de 

ErbB2 diminue l’activité estrogène-dépendante de ER et ER dans les cellules HEK-293T et 

dans la lignée cancéreuse mammaire MCF-7 (St-Laurent et al., 2005). Cependant la répression 

de ER contrairement à celle de ER est dépendante de la MAP kinase p38 et du domaine 

AF-1 et est relevée par la surexpression du co-activateur SRC-1. De plus, comme 

précédemment rapporté, nous avons observé que l’héréguline- inhibe la prolifération  

estrogène-dépendante de la lignée MCF-7 (St-Laurent et al., 2005).  D’autres études effectuées 

dans notre laboratoire ont démontré que l’activation du dimère ErbB2/ErbB3 inhibe l’activité 

transcriptionnelle estrogène-dépendante de ER malgré la présence du co-activateur CBP. 

L’inhibition de ER est attribuable à un résidu situé dans la région charnière du récepteur 

murin, la sérine 255(Sanchez et al., 2007). L’activation de la voie PI3-K/Akt par le dimère 

ErbB2/ErbB3 phosphoryle la sérine 255 ce induit l’ubiquitination et la dégradation de ER en 
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présence de CBP, mais pas celle de ER. La E3 ubiquitine ligase Mdm2, activée par Akt et 

relocalisée dans le noyau, participe à la dégradation de ERSanchez et al., . La 

dégradation de ER humain est également observable par l’activation de ErbB2/ErbB3 et la 

présence de CBP et Mdm2. Dans la lignée cancéreuse mammaire MCF-7 qui exprime les deux 

isoformes de ER, la stimulation par héréguline- engendre une diminution de l’expression de 

ER qui est relevée par la déplétion de CBP Sanchez et al., . La prolifération des 

cellules MCF-7 en réponse à héréguline-est diminuée suite à la déplétion de Mdm2, une 

condition où l’expression de ER est récupérée Sanchez et al., . Ce résultat suggére que 

le ratio ER/ER influence la prolifération de cellules cancéreuses mammaires en réponse à 

héréguline-.  
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31 Hypothèses et objectifs  

 

Les récepteurs des estrogènes sont importants dans le développement, la croissance et 

le maintien des fonctions des tissus gynécologiques et périphériques. Toutefois, par l’action 

mitogénique de l’estrogène, une dérégulation de l’activité des ERs engendre l’initiation et la 

progression de cancers, dont le cancer du sein. En plus de répondre à l’estrogène, les ERs 

répondent également à des stimuli qui engendrent une cascade de signalisation intracellulaire. 

Les facteurs de croissance représentent les stimuli les mieux étudiés sur l’impact de l’activité 

transcriptionnelle des ERs. L’activation aberrante de voies de signalisation via les facteurs de 

croissance représente un des mécanismes responsable d’une résistance à l’anti-estrogène 

tamoxifène, une approche thérapeutique pour le cancer du sein. Par ailleurs, une dérégulation 

de la signalisation des récepteurs CXCR4 et ErbB2 est associée à une progression vers un 

phénotype plus agressif de cancer du sein.  

 

L’hypothèse générale de mes études doctorales était la suivante : La signalisation médiée par 

les récepteurs membranaires CXCR4 et ErbB2/ErbB3 régule l’action de ER et ER dans les 

cellules cancéreuses mammaires. 

 

Une partie de mes travaux a porté sur l’impact de la signalisation intracellulaire médiée 

par le récepteur couplé aux protéines G CXCR4 et de son ligand, la chimiokine SDF-1, sur 

l’activité transcriptionnelle des ERs et sur la prolifération de cellules cancéreuses mammaires. 

Je me suis ensuite penchée sur l’impact d’un couplage entre la signalisation de CXCR4/SDF-1 

et de ErbB2 sur la régulation de l’activité des ERs. 

 

Les objectifs de mes études doctorales étaient : 

 

I)  Déterminer l’impact de l’axe CXCR4/SDF-1 sur l’activité transcriptionnelle des ERs (1
er

 

article) en : 
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a) Évaluant l’effet de l’activation du récepteur à chimiokine CXCR4 par son ligand SDF-

1 sur l’activité transcriptionnelle de ER et ER 

b) Évaluant l’implication de l’activation du récepteur à chimiokine CXCR4 sur la 

régulation de gènes cibles des ERs dans des cellules cancéreuses mammaires. 

c) Identifiant par quel mécanisme l’axe CXCR4/SDF-1 affecte ERs. 

d) Examinant l’impact de l’axe CXCR4/SDF-1 sur la prolifération de cellules cancéreuses 

ER positives. 

 

II) Déterminer l’impact de CXCR4 sur la signalisation du dimère ErbB2/ErbB3 et la 

régulation de l’activité transcriptionnelle des ERs par ce dimère (2
ième

 article) en :  

 

a) Évaluant l’effet de CXCR4 et de son ligand sur l’expression et l’activité kinase 

(phosphorylation) de ErbB2 et ErbB3. 

b) Évaluant l’effet de la signalisation de ErbB2/ErbB3 sur la phosphorylation de CXCR4 

dans des cellules HEK293T et dans des cellules cancéreuses mammaires. 

c) Étudiant l’effet de CXCR4 et de son ligand sur l’activation des voies de signalisation 

ciblés par ErbB2/ErbB3. 

d) Évaluant l’effet de CXCR4 et son ligand sur l’activité transcriptionnelle  ligand-

dépendante de ER et ER en réponse à ErbB2/ErbB3. 

e) Examinant l’impact de la modulation de l’expression de CXCR4 sur l’expression et 

l’activité de ErbB2 et ErbB3 ainsi que la signalisation et la régulation estrogène-

dépendante de gènes cibles de ER en réponse à l’héréguline-1. 
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Mise en contexte 

 

L’estrogène et les facteurs de croissance induisent la croissance des cellules 

cancéreuses mammaires ER positives en régulant l’expression de gènes cibles impliqués dans 

la prolifération cellulaire. SDF-1/CXCL12 a été identifié comme un nouveau gène cible de 

ER dans des cellules cancéreuses mammaires et ovariennes (Hall and Korach, 2003). 

L’expression du récepteur pour la chimiokine SDF-1, CXCR4, est induite dans le processus de 

tumorigénèse mammaire. De plus, l’axe CXCR4/SDF-1 est associé à la progression vers un 

stade plus agressif du cancer du sein (Zlotnik, 2004). Il a aussi été démontré que SDF-1 

participe à la prolifération E2-dépendante de cellules cancéreuses mammaires et ovariennes et 

que SDF-1 seul promouvoit également la prolifération cellulaire (Hall and Korach, 2003). Ces 

résultats suggèrent que ER coopère avec CXCR4/SDF-1 pour initier la croissance cellulaire. 

Par ailleurs, l’activité des ERs peut être modulée de manière ligand-indépendante via leur 

domaine AF-1 (Sanchez et al., 2010). La stimulation de CXCR4 par SDF-1 entraîne 

l’activation de plusieurs voies de signalisation qui pourraient moduler l’activité ligand-

indépendante des ERs, ce qui engendrait ainsi une boucle de régulation entre le récepteur 

CXCR4 et les ERs. Nous avons mis en évidence une boucle de régulation positive entre 

CXCR4 et ERs, ce qui favorise la prolifération de cellules cancéreuses mammaires ER 

positive. Nous avons démontré que CXCR4/SDF-1 augmente l’activité transcriptionnelle de 

ER et ER en absence et en présence d’estrogène. Dans la littérature, l’association entre E2 

et SDF-1/CXCR4 était attribuable à ER. De plus, il existe beaucoup moins de données sur la 

régulation de ER et l’impact de ER sur le comportement des cellules cancéreuses 

mammaires. C’est en autre pour ces raisons que nous avons décidé d’étudier l’impact de 

CXCR4/SDF-1 sur l’activité de ER. L’axe CXCR4/SDF-1, via la voie ERK/MAPK, induit la 

phosphorylation de la serine 87 de ER, augmente l’occupation de ER sur des sites ERE et 

AP-1 situés dans des promoteurs de gènes cibles et augmente l’activité transcriptionnelle de 

ER.     

 

 

 



115 
 

 

Contributions des auteurs: 

 

Karine Sauvé: À titre de premier auteur, en me basant sur les résultats préalables de Julie 

Lepage, j’ai mis au point les conditions expérimentales et j’ai réalisé et analysé la majorité des 

expériences présentés dans le papier.  

 

Julie Lepage: Cette étudiante à la maîtrise a entamé le projet avant mon arrivé au laboratoire. 

Elle a généré les résultats des figures 1A,B; 2A,B; 3B,C; 4C,D et S2.        Elle  a travaillé à la 

mise en place de certaines conditions expérimentales. 

 

Mélanie Sanchez: Cette étudiante au doctorat a généré une partie des résultats des figures 5D, 

E. 

 

Nikolaus Heveker: Directeur d’un laboratoire au CHU Ste-Justine. A collaboré avec Dr. 

Tremblay et Julie Lepage lorsque Julie Lepage était au laboratoire. A été mon co-directeur lors 

de mes études à la maîtrise au laboratoire de Dr.Tremblay lorsque j’ai continué mon projet et à 

continuer de collaborer avec Dr.Tremblay et moi-même lors de mes études doctorales. A 

fourni les plasmides de CXCR4 wt et les mutants ainsi que le SDF-1 recombinant et les 

inhibiteurs TC140 et AMD3100. A participé à des discussions actives et a apporté son 

expertise dans le domaine de CXCR4/RCPG.  

 

André Tremblay: En tant que mon directeur de laboratoire, Dr. Tremblay a supervisé et 

participé à la conception du projet. Il a écrit et corrigé l’article.  

 

 

 

 

 

 

 

 



116 
 

 

Abstract 

 

Induction of estrogen-regulated gene transcription by estrogen receptors ER and ER 

plays an important role in breast cancer development and growth. High expression of the 

chemokine receptor CXCR4 and its ligand CXCL12/SDF-1 has also been correlated with 

aggressive breast tumor phenotypes. Here, we describe a positive regulatory loop between 

CXCR4/SDF-1 signaling pathway and ER transcriptional competence in human breast cancer 

cells. Treatment of breast carcinoma MCF-7 cells with SDF-1 increased ER transcriptional 

activity and expression of ER target genes, including SDF-1 itself. These effects were blocked 

by the antiestrogen ICI-182780 and by CXCR4 silencing, and conversely, estrogen-induced 

gene expression and growth of MCF-7 cells were impaired upon CXCR4 inhibition. Both 

ER and ER were activated by SDF-1 in the presence of CXCR4, and by overexpression of a 

constitutively active CXCR4, indicating that CXCR4 signals to both receptors. In particular, 

ER was able to translate the effects of SDF-1 on its own expression, as well as enhancing 

AP-1 containing genes cyclin D1 and c-Myc in the presence of tamoxifen. This correlated 

with an increased ER occupancy of responsive promoters at both ERE and AP-1 elements. 

Ser-87, a conserved MAP kinase site in ER, was highly phosphorylated by SDF-1, revealing 

an essential role of the AF-1 domain in response to CXCR4 activation. These results identify a 

complete autocrine loop between CXCR4/SDF-1 and ER/ER signaling pathways that 

dictates ER-dependent gene expression and growth of breast cancer cells. 
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Introduction 

Estrogens play a pivotal role in reproductive physiology but are also oncogenic in 

breast cancers. Regulation of target gene expression by estrogens is mediated through direct 

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

receptor family of ligand-activated transcription factors (1). Transcription by ERs involves 

interaction with their cognate estrogen response element (ERE) within target promoters, but 

also through tethered interactions with AP-1 transcription factors (2). The activation function 

AF-2 located in the C-terminal region of ERs responds to hormone to initiate a combinatorial 

recruitment of coactivators that facilitate chromatin remodeling and transcription (3, 4). 

However, the cellular mechanisms involved in ER AF-1 activation are poorly understood. It is 

known that in response to many growth factors, such as EGF, IGF-1, and heregulins, the 

activation of ERs is associated with phosphorylation of the AF-1 domain (5-7).   

 CXCR4 is a G-protein coupled seven-transmembrane domain receptor (GPCR), which is 

activated by the chemokine stromal cell-derived factor SDF-1 (also referred to as CXCL12). 

The receptor is widely expressed in different tissues, and is a prominent chemokine receptor 

on cancer cells. The chemotactic properties of SDF-1 have been widely associated with 

metastasis of several epithelial and hematopoietic cancers, including breast, prostate, ovary 

and lung cancer (8, 9). Initial findings that breast cancer cells, as opposed to surrounding 

healthy tissue, express CXCR4, have revealed that CXCR4-mediated chemotaxis of cancer 

cells was mainly involved in the dissemination of metastases to SDF-1 producing target 

tissues, such as lung, liver, and bone marrow (10). However, although these studies clearly 

demonstrated the deleterious consequences of CXCR4 expression by cancer cells, it does not 

explain by which process the expression of CXCR4 is selected before metastasis. It was 
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generally believed that CXCR4 signaling does not promote cell growth. Nonetheless, several 

findings suggest that CXCR4 confers tumor growth advantages prior to metastasis 

dissemination, namely as a survival factor, by inducing the expression of integrins and matrix 

metalloproteases associated with invasive phenotypes (11, 12), and neovascularization (13).  

Studies of hormone action in human breast cancer cells have widely been informative on 

the mitogenic actions of estrogens in ER-positive tumors. The identification of several 

estrogen-induced genes from ER-positive tumor cells have provided valuable prognostic 

tools for predicting ER responsiveness to endocrine treatment (14). SDF-1 has been identified 

as an estrogen-regulated gene in ER positive ovarian and breast cancer cells, suggesting a 

direct pathway by which estrogen may induce SDF-1 production through ER (15).  

Here we demonstrate an autologous regulation of SDF-1 through increased ER and ER 

transcriptional activity in response to SDF-1, which confers growth potential of breast cancer 

cells. We further demonstrate that the CXCR4/SDF-1 pathway promotes ER AF-1 

phosphorylation at Ser-87, and enables ER responsiveness at AP-1 sites despite the presence 

of tamoxifen. Our findings provide a mechanism by which the CXCR4/SDF-1 and the ER 

signaling pathways mutually contribute to a positive autocrine/paracrine feedback loop in 

breast cancer.  
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Materials and Methods 

Plasmids. Expression pCMX plasmids coding for human and mouse ER and ER, and ER 

serine to alanine mutants have been described (16-18). The estrogen-responsive EREtkLuc 

reporter (18), and the AP-1coll luciferase reporter (19), which contains a fragment (pos. –73 to 

+63) of the collagenase promoter with an AP-1 element, were described. Plasmids coding for 

CXCL12/SDF-1 (Invivogen), and for human CXCR4 and its constitutive D132N (NRY) and 

defective D84N and N119K mutant forms were described (20, 21).  

 

Cell culture. Human breast cancer MCF-7 and human embryonic kidney 293 cells were 

routinely maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma) supplemented 

with 10% and 5% fetal bovine serum respectively. MCF-7 cells which stably express a ERE- 

luciferase reporter (17) were grown in the same conditions as parental MCF-7 cells. ER-

expressing stable Hs578t breast cancer cells (Hs-ER) have been described (22).  

 

Transfection and Luciferase assay. Cells were seeded in phenol red-free DMEM 

supplemented with charcoal dextran-treated serum, prior to transfections and luciferase assays 

performed as described (17, 18). Cells were treated for 16hrs with 10nM 17-estradiol (E2), 

2.5-25nM recombinant SDF-1, 10nM ICI-182780, 5M 4-hydroxytamoxifen (OHT), 50M 

PD98059 inhibitor (BioMOL Research Labs), and CXCR4 antagonists AMD3100 and T140 

(also known as 4F-benzoyl-TN14003). Luciferase values were determined from at least three 

independent experiments performed in duplicates.  

 

RNA isolation and qPCR. Complementary DNA was prepared from MCF-7 cells and Hs578t 

stable clones as described (23), and PCR amplification was performed in a volume of 20 l 

with 0.5-1 l of reverse transcription reaction for 25-35 cycles. PCR products were analyzed 

on a MX3000P (Stratagene, La Jolla,CA) and on gel (Alpha Innotech, San Leandro, CA). 

Sequences of PCR primers are available upon request. Values are derived from three to five 

separate experiments, and normalized to GAPDH expression. 
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Cell proliferation assay. Cell proliferation was measured by using the [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl] tetrazolium bromide (MTT) assay essentially as described 

(17). MCF-7 cells were seeded at low density in phenol red free DMEM supplemented with 

dextran charcoal-treated serum. Treatments with 10nM E2 in presence or absence of 1M 

AMD3100 inhibitor were started the following day and maintained in fresh medium every 

subsequent day. All samples were assayed in triplicate from 3-4 independent experiments. 

 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay. ChIP assays were performed as previously 

described (17, 24). MCF-7 cells were treated with estradiol, tamoxifen, and SDF-1 for 40min. 

Primer pairs were designed to encompass proximal/distal ERE and AP-1 sites of estrogen-

responsive promoters (17, 25, 26). 

 

Cell lysates, immunoprecipitation and immunoblotting. Site-specific phosphorylation of 

ER was determined by immunoprecipitation and Western analysis. MCF-7 cells were serum-

depleted for 24h and treated with 25nM SDF-1 before lysis in TBS containing 0.1% Triton X-

100, 1mM sodium orthovanadate, 1mM sodium fluoride, 0.1mM PMSF, and protease inhibitor 

cocktail (Roche). Immunoprecipitation was done using an anti-ER antibody (Santa Cruz) and 

Western analysis was performed using a phospho-specific Ser-87 ER antibody (Santa-Cruz). 

Phosphorylated Erk was determined by Western analysis using an anti-phospho Erk1/2 

antibody (Cell Signaling).  

 

RNA interference. To silence CXCR4 expression, small hairpin RNA duplexes targeting the 

sequence TGGAGGGGATCAGTATATACA of human CXCR4 (shCXCR4) were inserted 

into the pLVTH lentiviral vector for small interfering RNA production. Viral particles were 

produced in 293T cells as described (27), and used to infect MCF-7 cells. CXCR4 efficient 

knockdown was monitored by Western analysis (data not shown). 
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Results 

CXCR4 is required for estrogen-dependent gene expression and growth of human breast 

cancer cells. 

To assess the role of the CXCR4/SDF-1 axis on ER-mediated transcription, ER and ER-

positive human breast cancer MCF-7 cells, stably transfected with a ERE-luciferase reporter 

(17), were used. We observed that the increase in ER activity following estradiol treatment 

was further augmented by exogenous addition of SDF-1 to cells, suggesting that SDF-1 can 

potentiate the ER response to estrogen (Fig.1A). The role of CXCR4 in these effects was 

supported by addition of T140 and AMD3100, two antagonists of CXCR4, which both 

reduced in a dose-dependent manner ER activation by estradiol (Fig.1B). Similarly, MCF-7 

cells transfected with an inactive D84N CXCR4 mutant also exhibited a decrease in ER 

activity. These findings indicate that estrogen-dependent ER response can be positively 

modulated through CXCR4 activation by SDF-1.  

In line with a previous report that the SDF-1 gene is regulated by estrogen (15), we found 

a 5.5-fold increase in SDF-1 expression in response to estradiol compared to untreated cells, as 

determined by real-time PCR (Fig.1C). Interestingly, the increase in SDF-1 expression was 

reduced by 55% in the presence of the T140 antagonist (Fig.1C), which suggests that CXCR4 

is involved in the regulation of SDF-1 gene. Other known ER-regulated genes, such as 

progesterone receptor (PR), pS2/TFF1, and EB-1, as well as cyclin D1 and c-Myc, which 

contain AP-1 sites that can mediate estrogen responsiveness, were all regulated similarly 

(Fig.1C). The contribution of CXCR4 was further assessed using the MTT proliferation assay, 

in which the growth dependency of MCF-7 cells to prolonged treatment with estradiol was 

significantly reduced with the use of AMD3100 (Fig. 1D). Taken together, these results point 
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towards an important role of CXCR4/SDF-1 to participate in the estrogenic response of MCF-

7 cells, and on the ability of SDF-1 to potentiate these effects.  

 

SDF-1 upregulates ER activity and target gene expression in absence of estrogen. 

In order to further substantiate that SDF-1 can promote ER function, we observed that ER 

activity was increased by SDF-1 independently of estrogen in MCF-7 cells (Fig.2A). 

Overexpression of wild type CXCR4 or the constitutively active D132N mutant also increased 

basal ER activity in MCF-7 cells (Fig.2B), suggesting a CXCR4-ER regulatory pathway. In 

line with our results on the requirement of CXCR4 in maintaining estrogen-induced SDF-1 

expression (Fig. 1C), a 2-fold increase in SDF-1 expression was observed in MCF-7 cells 

treated with SDF-1, supporting the autologous regulation of SDF-1 gene (Fig.2C). Such effect 

was abrogated by the antiestrogen ICI-182780, further establishing an essential role of ER in 

mediating the response to SDF-1. Other ER target genes were similarly upregulated by SDF-1 

(Fig.2C), which also enhanced MCF-7 cell growth in absence of estrogen (Supplementary 

Fig.S1). Silencing CXCR4 expression in MCF-7 cells strongly impaired the reponse of EB-1 

and PR gene expression to SDF-1 (Fig.2D), in line with an essential role of CXCR4 in 

mediating reponsiveness to SDF-1 in MCF-7 cells. 

 

Activation of ER and ER by the SDF-1/CXCR4 axis. 

As MCF-7 cells express both ER isoforms, therefore precluding the exact role of each 

receptor in the cellular response to SDF-1, we performed ERE-driven luciferase assays using 

human 293 cells transfected with either receptor. In such condition, both ER and ER were 

activated by SDF-1 with or without estrogen, and these responses were dependent upon the 
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presence and the integrity of CXCR4, as demonstrated with the use of CXCR4 antagonist and 

mutant forms (Fig. 3). We also determined that SDF-1 produced by cells can signal ER and 

ER in a paracrine fashion, using a co-culture system in which CXCR4- and ER or ER-

expressing ERE-Luc reporter 293 cells were incubated with cells transfected with a SDF-1 

encoding plasmid (Supplementary Fig.S2). These results indicate that CXCR4 can promote 

the activity of ER and ER isoforms.   

 

SDF-1 induces ER-dependent gene expression in breast cancer cells. 

To further address the ability of ER to transduce the effects of SDF-1 in a breast cancer 

cell context, we used Hs-578t cells stably expressing ER (22) and which are CXCR4 positive 

(data not shown). As shown in Fig.4A, stable expression of ER conferred estrogen 

responsiveness in terms of target gene expression, as opposed to stable mock control cells (Hs-

empty). Addition of SDF-1 to Hs-ER cells also increased expression of PR, EB-1 and SDF-1, 

providing additional evidence that SDF-1 can positively modulate its own expression through 

ER in breast cancer cells.  

 

SDF-1 promotes ER assembly to proximal and distal estrogen responsive promoters  

To address the specific role of endogenously expressed ER in the response to SDF-1, we 

performed chromatin immunoprecipitation on the estrogen response regions of ER-regulated 

promoters. In parallel with estradiol, treatment of MCF-7 cells with increasing doses of SDF-1 

induced a strong association of ER with the proximal ERE region of the SDF-1, PR, and pS2 

genes (Fig.4B). Interestingly, such increased occupancy of the SDF-1 promoter is consistent 
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with the autologous regulation of the SDF-1 gene and further demonstrates that the SDF-1 

gene is a target of ER. Recent genome-wide location analyses of ER binding sites based on 

ChIP-on-chip approaches, have identified along with proximal EREs more distal cis-

regulatory enhancer elements that for certain genes were reported to confer estrogen 

responsiveness (26, 28). Given the strong incidence of ER to upregulate PR in response to 

SDF-1 (Fig.4A), we then tested whether ER could associate with the distal enhancer region 

located ~100kb downstream of the transcriptional start site of the PR gene (28, 29). Indeed, we 

found that ER was even more recruited to the distal PR enhancer region in response to 

estradiol and to SDF-1, compared to the proximal promoter (Fig.4B). These findings provide 

evidence that ER can share the use of proximal and distal promoter elements originally 

identified with ER, and that ER activating signals, such as with SDF-1, facilitates such 

recruitment in order to upregulate estrogen-responsive genes in breast cancer cells. 

 

SDF-1 enhances tamoxifen-induced transcription of AP-1 site by ER. 
 

Whereas antiestrogens, including tamoxifen, are known to efficiently inhibit the 

expression of ERE-regulated genes, transcription via an AP-1 element by ER and ER can 

be enhanced by tamoxifen, possibly explaining how certain antiestrogens exhibit estrogen-like 

effects on cell growth (2, 30). We then tested whether SDF-1 could modulate ER activity on 

a AP-1 luciferase reporter. As expected, and also observed by others (2), estradiol alone had 

minimal effect on AP-1 response to ER, whereas tamoxifen lead to a 4.5 fold increase in AP-

1 transcription (Fig.4C). However, a near 2-fold increase in AP-1 activity was observed in 

both cases following SDF-1 treatment, suggesting that SDF-1 is by itself able to regulate ER 
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activity on an AP-1 site. These results were correlated in Hs-ER cells regardless of the 

presence of tamoxifen, with a 2.1- and 2.0-fold increase in the expression of Cyclin D1 and c-

Myc, respectively (Fig.4D), two estrogen-regulated genes that contain AP-1 sites (30, 31). To 

ensure a potential role of AP-1 site, we performed ChIP on the AP-1 site located in the 

proximal promoter of CcnD1 reported to tether ER in response to estradiol (25). This region 

was found potent in recruiting ER in response to tamoxifen, which was further increased by 

addition of SDF-1 (Fig.4E). These data suggest that SDF-1 can transduce a promiscuous 

ER/AP-1 relationship at the CcnD1 promoter in MCF-7 cells. 

 

The CXCR4-mediated activation of ER at ERE and AP-1 sites is AF-1 dependent. 

 

Given the ability of the CXCR4/SDF-1 pathway to exert activation of ER at both ERE 

and AP-1 sites regardless of the presence of ER ligands, we evaluated the role of ER AF-1, 

and in particular serines 106 and 124, identified to mediate mouse ER activation in response 

to ras and growth factors (5, 7, 16). We observed that disruption of Ser-106, either alone or in 

combination with Ser-94 and/or Ser-124, abolished the activation of ER by SDF-1 on an 

ERE reporter, identifying Ser-106 as critical for ER modulation by CXCR4/SDF-1 (Fig.5A). 

Similarly, when tested on an AP-1 reporter, the S106A mutant was unable to respond to 

CXCR4/SDF-1 modulation in the presence of tamoxifen (Fig.5B). These results highlight the 

role of Ser-106 in mediating ER responsiveness to CXCR4 signaling at both ERE and AP-1 

sites.  
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SDF-1 induces phosphorylation of ER at Ser-87 in MCF-7 cells.  

Mouse ER Ser-106 is part of a consensus site for MAPK-mediated phosphorylation 

highly conserved among vertebrates and which perfectly matches with Ser-87 of the human 

ER, the difference in numbering being attributable to a 19aa shorter form of the human vs 

mouse isoform. As previously reported (32), we found that CXCR4 activation by SDF-1 

efficiently promoted Erk activation in transfected 293 cells, and this effect was severely 

impaired by addition of the CXCR4 antagonists T140 and AMD3100 (Supplementary Fig. 

S3B). Such activation of Erk through CXCR4 was found essential in providing transcriptional 

response of ER to SDF-1 (Fig.5C), and correlated with an increased phosphorylation of 

mouse ER at Ser-106 (Supplementary Fig. S3C), and an accelerated ER degradation 

through this site (Supplementary Fig. S4). This identifies Ser-106 as a crucial determinant that 

couples ER transcriptional competence and turnover in response to the CXCR4/SDF-1 

pathway. 

In order to confirm these observations in human breast cancer cells, we observed increased 

Erk activation levels in MCF-7 cells treated with SDF-1 (Fig.5D), paralleled with an increased 

human ER phosphorylation at Ser-87 (Fig.5E). Silencing CXCR4 contributed to severely 

impaired Erk activation and ER Ser-87 phosphorylation by SDF-1 (Fig.5D and E). These 

findings identify ER Ser-87 as a regulatory site targeted by the SDF-1/CXCR4 pathway in 

human breast cancer cells.  
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Discussion 

Both ERs and CXCR4/SDF-1 play pivotal roles in breast cancer. Previous data showing 

that estrogen promoted expression of the CXCR4 ligand SDF-1 have linked the two pathways. 

In the current study, we show that not only do ERs activate the CXCR4/SDF-1 pathway but, 

conversely, CXCR4 signaling promotes ER transcriptional activation, thereby establishing a 

complete autocrine loop for breast cancer cell growth. Our conclusions are supported by 

results showing that CXCR4 activation, by either the agonist SDF-1 or activating mutations in 

the CXCR4 receptor, increase ER-dependent transcription of either ERE or AP-1 driven 

reporters and target genes in cancer cells. CXCR4-mediated ER transcriptional activation 

occurred both in the presence and absence of ER ligands (estradiol or tamoxifen) and affected 

both ER and ER. The ability of SDF-1 to signal the recruitment of ER to the estrogen 

responsive promoter region of the SDF-1 gene with subsequent SDF-1 expression emphasizes 

an autologous positive feedback regulation of SDF-1 in ER-positive breast cancer cells. The 

phosphorylation of ER at Ser-87 by SDF-1, correlated with receptor transcriptional activation 

and increased turnover, provides a mechanism by which the AF-1 mediates ER responsiveness 

to CXCR4/SDF-1 and the Erk1/2 pathway in cancer cells.  

While the role of the SDF-1/CXCR4 axis in metastasis is well documented (8-10, 33), its 

potential implication in tumorigenic steps prior to metastasis remains less clear. Recent reports 

showing that SDF-1 expression was increased by estradiol resulting in mitogenic effects in 

ER-positive ovarian and breast cancer cells (15), and on the requirement of steroid receptor 

coactivator SRC-1 (34), suggested that such early steps of tumorigenesis may involve estrogen 

receptors. In the current study, we show a correlation between estrogen-dependent 

proliferating gene activation by CXCR4, and SDF-1-promoted growth of ER-positive MCF-7 
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breast cancer cells. Our observations that transcription of ER-regulated genes was induced by 

SDF-1 but abrogated by antiestrogen ICI-182780, suggest that the mitogenic effect of SDF-1 

in these cells requires functional estrogen receptors. We show that by targeting both ER and 

ER, transduction of CXCR4 signaling by SDF-1 allows a direct regulation of ER-responsive 

genes, including the SDF-1 gene, independently of estrogen stimulation. This interplay 

between the CXCR4/SDF-1 pathway and ER-mediated transcription defines an 

autocrine/paracrine feed-forward loop (Fig.6), providing a possible explanation of how 

CXCR4 activation participates in the maintenance of continuous cancer cell proliferation. 

Whether this phenomenon occurs prior to CXCR4-mediated metastatic dissemination is 

uncertain, but it raises the intriguing possibility that autologous and continuous CXCR4 

activity maintained through ER activation by hormone and/or enhanced Erk signaling, may 

participate in priming metastasis.  

 Our observation that regulation of ER and ER activity by SDF-1 occurs in the 

presence, but also in absence of hormone, points towards an important contribution of the AF-

1 function in conferring ER responsiveness to SDF-1 signaling. Such active role of AF-1 was 

further substantiated by the demonstration that SDF-1 leads to AF-1 phosphorylation at Ser-

106 of mouse ER, and the corresponding Ser-87 of human ER. Indeed, the AF-1 domain of 

ER contains many putative phosphorylation sites of which Ser-106 and -124 were described 

to be directly phosphorylated by Erk1/2, resulting in receptor AF-1 activation in response to 

EGF or ras, and subsequent recruitment of transcriptional coactivators SRC-1 and CREB 

binding protein (7, 16, 35). The critical role of Ser-106 was also important to mediate ER 

response to CXCR4/SDF-1 axis at both ERE and AP-1 sites. Altogether, our results emphasize 

a prominent role for the CXCR4/SDF-1 axis to impact ER activity through AF-1 
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phosphorylation, in order to achieve distinct transcriptional events as well as concerted actions 

with the AF-2.  

It has previously been reported that ER is able to regulate the activity of the AP-1 

transcription factor (2). We here show that the CXCR4/SDF-1 axis increases ER recruitment 

and subsequent transcriptional potential on ERE and AP-1 regulated genes in the context of 

breast cancer cells. Importantly, we found an increased expression of two AP-1 regulated 

genes, cyclin D1 and c-Myc, which are commonly overexpressed in primary breast tumors and 

recognized markers of early steps in breast tumorigenesis (36). Our findings that the 

CXCR4/SDF-1 axis stimulates ER assembly and activity at AP-1 sites brought potential 

implications for resistance of cancer cells to antiestrogen treatment. Resistance to prolonged 

tamoxifen exposure is a major clinical problem which develops in two-thirds of women 

treated for breast cancer, such that aggressive metastatic dissemination of tumor cells 

eventually ensues with a poor prognosis (14). The cellular mechanisms by which ER-positive 

tumor cells overcome antiestrogen effects and exhibit excessive proliferation remain uncertain 

at present. Our results are consistent with the possibility that the autocrine regulation and 

coupling between ER-regulated pathways and the CXCR4/SDF-1 axis may function despite 

the presence of tamoxifen. Indeed, the capacity of ER to enhance AP-1 activity and gene 

expression by SDF-1, and its promiscuity with the AP-1 region of cyclin D1 promoter, were 

both maintained in the presence of tamoxifen, in line with previous reports that AP-1 regulates 

transcription of cyclin D1 in the presence of antiestrogens (30). Our observations that this 

process may require Erk activation to phosphorylate ER Ser-87 are consistent with altered 

MAPK transduction pathways and  enhanced AP-1 signaling associated with tamoxifen 

resistance (37). Elevated MAPK activity produced a mitogenic phenotype in MCF-7 cells (38) 
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and enhanced Erk1/2 activity was measured in tumors from ER-positive breast cancer patients 

maintained on tamoxifen (39). Although tamoxifen efficiently uncouples coactivator SRC-1 

potentiation from ER AF-2 function, no such effect was observed on AF-1 activity upon 

Erk1/2 activation (16, 35). It is therefore tempting to speculate that the ability of CXCR4 

signaling to target and upregulate AF-1 activity during tamoxifen exposure might supplant 

AF-2 as the primary route of ER activation in tamoxifen-resistant breast cancer cells. 

Our data demonstrate that not only does ER upregulate the expression of SDF-1, as also 

observed for ER (15), but that SDF-1 increases ER and ER activity, thereby extending the 

role of CXCR4 to ER signaling in breast cancer cells (Fig.6). Although not referred as a 

perfect ERE (15, 40), the estrogen response region of the SDF-1 gene was highly potent in 

recruiting ER in response to SDF-1, which identifies the SDF-1 gene as a target of ER, and 

further provides a mechanism by which the autologous regulation of the SDF-1 gene can occur 

in breast cancer cells. Similarly, recruitment of ER to other estrogen-responsive promoters, 

such as PR and pS2, supports the ability of ER to increase gene expression in a context of 

enhanced SDF-1 production. In the case of PR, the apparent propensity of ER to bind distal 

as well as proximal EREs points towards a complex interplay that likely involves cooperating 

factors to facilitate gene transcription (41). CXCR4 was also reported to be enhanced by 

estradiol in endometrial adenocarcinoma (42) and breast tumor xenografts (43). Altogether, 

these data suggest that both components of the CXCR4/SDF-1 axis, the receptor and the 

ligand, are likely to be regulated in an ER-dependent fashion.  

Recent reports have identified the chemokine receptor CXCR7 as an additional receptor 

for SDF-1, with potential implication in tumor development (44, 45). Our findings do not rule 

out the implication of CXCR7 in the effect of SDF-1 in MCF-7 cells. However, our 



131 
 

 

observation that CXCR4 silencing impairs the modulation of ER dependent gene expression 

and Erk-mediated ER phosphorylation, suggests that functional CXCR4 is required for 

transducing these effects by SDF-1 in MCF7 cells. Notwithstanding its implication in 

sustaining growth of breast cancer cells and its potential to affect CXCR4 function (46), the 

role of CXCR7 in regulating estrogen-dependent functions remains as yet uncharacterized and 

deserves further investigation. 
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Figure legends 

Figure 1. The SDF-1-CXCR4 pathway stimulates ER-dependent response in breast 

cancer cells. A- Luciferase activity of stable ERE-reporter expressing MCF-7 cells treated 

with 10nM 17-estradiol (E2) and SDF-1 for 16h. Results are normalized to -galactosidase 

activity and expressed as fold response compared to vehicle-treated cells. B- MCF-7 cells 

were treated with 10nM E2 with or without 0.2 and 1g/ml CXCR4 antagonists T140 or 

AMD3100 for 16h. Cells were also transfected with increasing amounts of an inactive D84N 

CXCR4 plasmid. Luciferase activity is expressed as in (A). C- Real-time RT-PCR analysis on 

MCF-7 cells treated with 10nM E2 with or without 1g/ml T140 for 16h. D- MTT 

proliferation assay on MCF-7 cells treated with 10nM E2 in absence or presence of 1g/ml 

AMD3100. Results are expressed as % change from untreated cells set at 100%. 

 

Figure 2. SDF-1 promotes ligand-independent ER activation and target gene expression. 

A- Luciferase activity of stably ERE-reporter expressing MCF-7 cells treated with 25nM SDF-

1 or 1g/ml T140 for 16h. B- MCF-7 cells were transfected with a plasmid encoding CXCR4 

or its constitutively active D132N mutant, and harvested for luciferase activity as in (A). C- 

MCF-7 cells were treated for 16h with 25nM SDF-1 in absence or presence of 10nM ICI-

182780, prior to real-time RT-PCR analysis. D- RT-PCR analysis in MCF-7 cells treated with 

10nM E2 or 25nM SDF-1 for 16h. CXCR4 expression was silenced by infecting cells with a 

lentiviral-carrying shCXCR4 compared to a negative control shRNA.  

 

Figure 3. The SDF-1-CXCR4 axis activates ER and ER. A- Luciferase activity of 293 

cells transfected with ER or ER construct in the presence or wt CXCR4 or its inactive 
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N119K mutant. Cells were then treated with 10nM E2 with or without 25nM SDF-1 or 1g/ml 

T140. B- 293 cells were transfected with ER or ER in the presence of CXCR4 plasmid, and 

then treated as in (A) but in absence of E2. C- Similar to (B) except that CXCR4 D132N 

active mutant or D84N inactive mutant were tested. 

 

Figure 4. SDF-1 induces ER occupancy and transcription of ERE and AP-1 genes in 

breast cancer cells. A- Hs578t cells stably expressing ER (Hs-ER) and their corresponding 

negative clones (Hs-empty) were treated with 10nM E2 or 25nM SDF-1 for 16h, and 

subjected to gene expression analysis. B- ChIP analysis on MCF-7 cells treated with 10nM E2, 

5nM or 25nM SDF-1 for 40 minutes. Fold changes of ChIP signals are expressed relative to 

untreated cells. C- 293 cells were transfected with the AP-1coll-Luc reporter and ER 

plasmid, followed by treatments with 10nM E2, 5M tamoxifen (OHT), and/or 25nM SDF-1 

for 16h. D- Hs-ER cells were treated with 5M OHT in absence or presence of 25nM SDF-1 

for 16h prior to gene expression analysis. E- ChIP analysis on MCF-7 cells treated with 5µM 

OHT in absence or presence of 5nM or 25nM SDF-1 for 40 minutes. Fold changes are 

expressed as in (B).  

 

Figure 5. Role of the conserved AF-1 Ser-87 of ER in mediating responsiveness to the 

CXCR4/SDF-1 pathway. A- Luciferase activity of 293 cells transfected with EREtkLuc in 

the presence of CXCR4 and serine to alanine mutants of mouse ER (schematically 

represented), and treated with 10nM E2 with or without 25nM SDF-1 for 16h. B- 293 cells 

were transfected with the AP-1coll-Luc reporter and wt or S106A ER, followed by treatment 
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with 5M tamoxifen (OHT) and 25nM SDF-1 for 16h. C- 293 cells were transfected as in (A) 

and luciferase activity was determined in response to 25nM SDF-1 with or without 50µM 

PD98059. D- Western analysis of MCF-7 cells treated with 25nM SDF-1 for the indicated 

time periods. CXCR4 expression was silenced using shRNA-carrying lentiviral infection. E- 

MCF-7 cells were treated as in (D) prior to immunoprecipitation of ER. Western analysis 

was performed using the anti phospho-Ser-87 ER antibody. The effect of CXCR4 silencing 

on ER phosphorylation is also shown.  

 

Figure 6. A proposed model for the positive autocrine loop between ERs and the 

CXCR4/SDF-1 pathway. Activation of ER or ER by estrogen induces SDF-1 gene 

expression which in turn triggers Erk1/2 activation through interaction with its cognate 

CXCR4 receptor. For ER, the enhanced Erk activity results in the phosphorylation of Ser-87 

in the AF-1 domain and subsequent receptor transcriptional activation. Such feed forward 

mechanism between ERs and CXCR4 is proposed to promote growth potential to breast 

cancer cells.  
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Mise en contexte 

L’action de certains RTK peut dépendre de la signalisation médiée par certains 

RCPGs. La migration, l’invasion et l’adhésion cellulaire des cellules cancéreuses mammaires 

surexprimant ErbB2 dépendent de l’expression de CXCR4 (Li et al., 2004). Il a été démontré 

que la surexpression de ErbB2 induit l’expression de CXCR4 et réduit la dégradation de 

CXCR4 en réponse à son ligand SDF-1, prolongeant ainsi sa signalisation. De plus, plusieurs 

études ont rapporté la transactivation de ErbB2 par le ligand de CXCR4, SDF-1 (Cabioglu et 

al., 2005, Chinni et al., 2008, Pattarozzi et al., 2008). Par ailleurs, il a également été rapporté 

que CXCR4 participe à l’activation de la Rac-GEF P-Rex1 par le récepteur ErbB3 (Sosa et al., 

2010) Ces résultats suggèrent un couplage entre des membres de la famille ErbB et CXCR4. 

Nous avons démontré au laboratoire que l’activation de CXCR4 augmente l’activité 

transcriptionelle des ERs (Sauvé et al., 2009). Nous avons également démontré que 

l’activation du dimère ErbB2/ErbB3 par le facteur de croissance héréguline- régule 

négativement l’activité transcriptionnelle E2-dépendante des ERs (St-Laurent et al., 2005, 

Sanchez et al., 2007, Sanchez et al., 2013).  Nous nous sommes intéressés à l’impact de 

CXCR4 et de SDF-1 sur la signalisation de ErbB2/ErbB3/Hrg-. Nous avons démontré que 

CXCR4 régule négativement la stabilité protéique de ErbB2 et ErbB2 ainsi que la 

phosphorylation de ErbB2 et altère l’activation de la voie PI3-K/Akt en réponse à 

ErbB2/ErbB3. Par ailleurs, héréguline- induit la phosphorylation d’un résidu dans la queue 

C-terminale de CXCR4 régulant l’internalisation et le recyclage du récepteur et favorise 

l’assemblage d’un complexe ErbB2/ErbB3-CXCR4. Le couplage entre ErbB2/ErbB3 et 

CXCR4 ainsi décrit affecte l’activité des ERs en relevant la répression hormonale des ERs 

médiée par ErbB2/ErbB3. Par ailleurs, le ligand de CXCR4, SDF-1, permet de récupérer 

l’activation de la voie PI3-K/Akt et la répression hormonale des ERs en réponse à 

ErbB2/ErbB3.  
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Abstract 

Overexpression and deregulated signaling of receptor tyrosine kinase ErbB2 correlate with 

aggressive breast tumor phenotype and poor outcomes. Enhanced expression of chemokine 

receptor CXCR4 and its ligand CXCL12/SDF-1 is also associated with aggressive disease and 

dissemination. Both of these oncogenic pathways are described to impact estrogen receptors 

ER and ER but how ErbB2 and CXCR4 signaling is functionally related to regulate ER 

response in breast cancer cells is not known. Here we show that steady-state levels of ErbB2 

and its dimeric partner ErbB3, as well as ErbB2 tyrosine phosphorylation are negatively 

regulated with the expression of CXCR4. CXCR4 downregulates ErbB2/ErbB3 dimer 

activation of the PI3-K/Akt pathway in response to ErbB3 ligand heregulin-, whereas 

addition of SDF-1 restored activation levels. These effects were not observed using a 

dominant negative CXCR4 N119K mutant, suggesting a role for CXCR4 signaling. We found 

that heregulin- promoted CXCR4 phosphorylation at serine 339, a site important for CXCR4 

internalization and signaling. In addition, ErbB2 recruitment to CXCR4 was enhanced by 

ErbB3 and heregulin-, and also increased with a constitutive active form of ErbB2. Gene 

expression analysis and knockdown experiment showed that the hormonal repression of ER 

and ER target genes in ErbB2 activated breast cancer cells was relieved with the expression 

of CXCR4 and partially recuperated with the addition of SDF-1. These effects appeared 

selective for genes regulated by estrogen-response elements in contrast to AP-1 binding sites. 

Together, these results show that CXCR4 recruitment to ErbB2 alters ErbB2/ErbB3 signaling 

pathway and downstream regulation of ER hormonal activity in in breast cancer cells. 
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Introduction 

ErbB2 (also known as HER-2 and Neu) is a receptor tyrosine kinase that has oncogenic 

activity in many cancers. In particular, ErbB2 overexpression and/or gene amplification is 

found in 25 to 30 % of breast cancers and is associated with aggressive tumor phenotype and 

poor outcomes (Slamon et al., 1987, Slamon et al., 1989). ErbB2 is one of the four members 

of the epidermal growth factor receptor family which also includes ErbB1 (EGFR), ErbB3 

(HER-3) and ErbB4. With the exception of ErbB2, other ErbB receptors mediate downstream 

signaling following activation with growth factor ligands such as EGF and TGF (ErbB1 

ligands) and heregulins/neuregulins (ErbB3/ErbB4 ligands) (Todaro et al., 1980, Chang et al., 

1997). However, despite the presence of an extracellular ligand binding-like structure, ErbB2 

remains an orphan receptor (Cho et al., 2003, Garrett et al., 2003). ErbB2 overexpression is 

sufficient to promote cell growth and transformation but dimerization with other liganded 

ErbB receptors confer also oncogenic potential. Cell surface ErbB2 expression is very stable 

as the receptor does not internalize properly and is rapidly recycled back to the membrane, 

contributing to prolonged and enhanced signaling of ErbB2-containing heterodimers 

(Lenferink et al., 1998, Muthuswamy et al., 1999, Yarden and Sliwkowski, 2001). In 

particular, ErbB2 dimerization with ErbB3 represents a strong signaling complex that 

promotes high transforming and mitogenic activities (Holbro et al., 2003) (Alimandi et al., 

1995, Wallaschl et al., 1995, Pinkas-Kramarski et al., 1996). However, ErbB3 does not 

possess a functional catalytic tyrosine kinase domain and hence requires to heterodimerize 

upon activation with its ligand heregulin (Carraway et al., 1994, Guy et al., 1994, Berger et al., 

2004). The combinatorial dimerization of ErbB receptors and their distinct coupling to 

signaling adaptors and effectors create a complex network of signaling events that, when 
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deregulated, leads to uncontrolled growth and transformation. Dissecting the cellular 

mechanisms leading to deregulation of ErbB2-controlled pathways in breast cancers is 

therefore essential.  

CXCR4 is a Gi-protein coupled receptor that is activated by the chemokine stromal 

cell-derived factor 1 (SDF-1; also referred to as CXCL12). CXCR4-SDF-1 interaction plays a 

role in primary and metastatic breast cancers by enhancing tumor cell proliferation, 

angiogenesis, and invasion to SDF-1 producing tissues such as bone, lung and  (Smith et al., 

2004, Mukherjee and Zhao, 2013). In addition to its direct role in the progression of breast 

cancer, CXCR4 has been linked with ErbB2 expression in breast cancer. In ErbB2-

overexpressed breast cancer cells, CXCR4 ligand-induced degradation was inhibited, 

contributing to enhance CXCR4 protein levels and cell invasion (Li et al., 2004). ErbB2 

phosphorylation and activation was also enhanced in overexpressing breast cancer cells treated 

with SDF-1 (Cabioglu et al., 2005). Other ErbB receptors were also shown to be modulated by 

CXCR4. ErbB3 activation of the exchange factor Rac-GEF P-Rex1 required CXCR4 

transactivation by ErbB1/EGFR, resulting in enhanced migration of breast cancer cells, 

although these effects were independent of the presence of SDF-1 (Sosa et al., 2010). These 

observations suggest a regulatory interplay between CXCR4 and ErbB-induced signaling 

pathways in breast cancer. 

Estrogens exert potent mitogenic actions in hormone-sensitive breast cancers through 

their interaction with estrogen receptors ER and ER, which belong to the nuclear hormone 

receptor family of ligand-activated transcription factors (Mangelsdorf et al., 1995). Regulation 

of estrogen-responsive gene expression by estrogen receptors involves binding to estrogen 

response elements (ERE) within target promoters and recruitment of coactivators to facilitate 
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chromatin remodeling and transcription (Paech et al., 1997, Glass et al., 2000, McKenna and 

O'Malley, 2002). In addition to hormone, ER and ER activity is also regulated by growth 

factor signaling pathways, primarily involving phosphorylation of the N-terminal activation 

function AF-1. For instance, phosphorylation of ER AF-1 by MAPK/Erk and Akt induced 

ER activity (Kato et al., 1995, Bunone et al., 1996, Campbell et al., 2001, Thomas et al., 

2008), whereas ER AF-1 phosphorylation resulted in the recruitment of transcriptional 

coactivators and transactivation in response to EGF and oncogene Ras (Tremblay et al., 1999, 

Tremblay and Giguère, 2001). Conversely, heregulin treatment of breast cancer cells resulted 

in impaired activation of ER by estrogenPietras et al.Kumar et al., 1996, Tang et al., 

1996)and also of ER involving ErbB2/ErbB3 activation of the p38 and Akt pathways (St-

Laurent et al., 2005, Sanchez et al., 2007, Sanchez et al., 2013). Increasing evidence associates 

these effects on the deregulation of ERs by ErbB receptors to hormone resistance, which 

develops in most treated patient with selective estrogen receptor modulators (SERMs), such as 

tamoxifen (Clarke et al., 2003). ErbB2 overexpression has been correlated with hormone 

resistance in breast cancers (Yu and Hung, 2000) and increased heregulin- expression has led 

to loss of E2 dependence and acquisition of tamoxifen resistance (Tang et al., 1996).   

The CXCR4/SDF-1 chemokine axis also contributes in the regulation of estrogen 

receptors. We have recently reported that SDF-1 activation of CXCR4 induced ERand ER 

activity in absence or presence of estrogen, resulting in enhanced target gene expression and  

growth of breast cancer cells (Sauvé et al., 2009). Interestingly, the CXCL12 gene which codes 

for chemokine SDF-1 was identified as a direct target of ER (Hall and Korach, 2003), a 

finding also reported for ER (Sauvé et al., 2009), and as such, both ERs were shown to be 
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part of an autocrine positive feedback loop with the CXCR4/SDF-1 axis, contributing to 

proliferation of breast cancer cells (Sanchez et al., 2010).  

Here, we describe an intricate interplay between CXCR4 and ErbB2 receptors in breast 

cancer cells, affecting protein levels, phosphorylation and signaling of each component. We 

found that ErbB2 and ErbB3 are present in a complex with CXCR4, resulting in cross-

regulation by their respective ligands and downstream and selective modulation of the PI3-

K/Akt pathway. This convergence of ErbB2/ErbB3 and CXCR4 signaling pathways directly 

impacts ER and ER-mediated gene expression, thus underscoring the potential of pro-

oncogenic signals to alter each other with consequences on ER functions in breast cancer cells. 
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Materials and Methods 

Plasmids 

Expression plasmids coding for mouse and human ER and ERβ, human ErbB2 wild-type, 

V659E constitutive variant, and K753A kinase deficient mutant, and human ErbB3 have been 

described previously (St-Laurent et al., 2005, Sanchez et al., 2007). Plasmids coding for 

human YFP-tagged CXCR4 and the N119K defective mutant were described (Percherancier et 

al., 2005, Berchiche et al., 2007, Sauvé et al., 2009). 

 

Cell Culture, Transfection, and Treatments 

Human embryonic kidney 293-T and human breast cancer MCF-7 and BT-474 cells were 

cultured in DMEM (Sigma, St-Louis, MO) supplemented with 5% and 10% fetal bovine 

serum, respectively. Cells were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO2. 

Prior to transfection, cells were seeded in phenol red-free DMEM supplemented with charcoal 

dextran-treated serum. 293 cells were transfected using calcium phosphate as described 

(Picard et al., 2012). MCF-7 and BT-474 cells were transfected using polyethylenimine in 

serum-free medium and 10% FBS was added to cells for 4-6 hrs. Cells were serum-starved in 

phenol red-free medium supplemented with 0.5% BSA prior to treatments. Cells were treated 

with 10 nM estradiol (Sigma, St-Louis, MO), 25 nM SDF-1 (Cell Sciences, Canton, MA), 

and/or 50 ng/ml heregulin- (R&D Systems, Minneapolis, MN) for 16-20 hrs or left untreated 

(control). When indicated, cells were also treated with 1 μM proteasome inhibitor MG-132 

(Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY), 200 M lysosome inhibitor chloroquine (Sigma, St-

Louis, MO), 1µM PKC inhibitor Gö 6850 (Calbiochem, Billerica, MA), or 5µM ErbB2 

inhibitor AG825 (Enzo Life Sciences Farmingdale, NY). 

 

Luciferase Assay 
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Luciferase assays were performed essentially as described (Sauvé et al., 2009, Picard et al., 

2012, Sanchez et al., 2013). Cells were transfected with respective expression plasmids in the 

presence of a luciferase reporter gene under the control of the estrogen response element of the 

vitellogenin gene (vitA2-ERE-tkLuc). After transfection, the medium was changed, and cells 

were treated and lysed in potassium phosphate buffer containing 1% Triton X-100, and 

luciferase activity was measured by luminescence (Wallac, Turku, Finland). Luciferase assays 

were performed in triplicates from at least three independent experiments, and values were 

expressed as relative light units normalized to the -galactosidase activity of each sample. 

 

Western blotting and Immunoprecipitation Assay 

Western blot analysis of ErbB2 and ErbB3, and of ErbB2 phosphorylation was performed 

essentially as described (St-Laurent et al., 2005), using anti-ErbB2 and anti-ErbB3 antibodies 

(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) and an anti-phospho-ErbB2 Tyr-1248 antibody 

(NeoMarkers, Fremont, CA). Total protein loading was normalized using an anti--actin 

antibody (Abcam, Cambridge, MA). Transfected YFP-CXCR4 levels were determined using 

an anti-GFP antibody (Roche, Laval, QC). Phosphorylation of CXCR4 was analyzed either 

directly from cell extracts or following immunoprecipitation of CXCR4 using an anti-

phospho-CXCR4 Ser-339 antibody (kind gift from J.B. Rubin). For immunoprecipitation of 

endogenous p85, ErbB3 and ErbB2, cells were lysed in phosphate-buffered saline (PBS) 

containing 1% Triton X-100, 0.5% deoxycholate acid, 0.1% SDS, 1 mM sodium 

orthovanadate, 1 mM sodium fluoride, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and protease 

inhibitor cocktail (Roche), and immunoprecipitation was carried out using anti-p85, anti-

ErbB3 and anti-ErbB2 antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX ) Western analysis 
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was performed as described above. Phosphorylated PI3-K p85 subunit was analyzed using an 

anti-phospho-p85 Tyr-467 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). Western analysis of 

phosphorylated and non-phosphorylated forms of Akt, Erk1/2 and p38 was performed as 

described (St-Laurent et al., 2005, Sanchez et al., 2007, Sauvé et al., 2009). Co-

immunoprecipitation assays were performed in lysis buffer with 0.7 M NaCl and no SDS. 

 

Cycloheximide Chase 

293 cells were transfected with ErbB2 and ErbB3 in the absence or presence of CXCR4 

plasmid as described above. At 12 h post transfection, cycloheximide (Sigma, St-Louis, MO) 

was added at a concentration of 50 μM and cells were harvested at each indicated time points 

and lysed for Western analysis of ErbB2. Each signal intensity, derived from three separate 

experiments, was quantified using an image analyzer (Alpha Innotech, San Leandro, CA, 

USA) and expressed relative to β-actin levels. 

 

RNA Interference 

Lentiviral knockdown of CXCR4 was performed essentially as described (Sauvé et al., 2009).  

Small hairpin RNA (shRNA) duplexes targeting the sequence 

TGGAGGGGATCAGTATATACA of human CXCR4 (shCXCR4) were inserted in pLenti 

vector. Viral particles were produced in HEK 293-T cells and used to infect MCF-7 cells. 

CXCR4 knockdown was monitored by Western analysis and real-time PCR.  

RNA isolation and Real-time PCR 
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RNA was prepared using Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) and reverse transcription was 

performed as described (Rodrigue-Way et al., 2007). PCR products were analyzed on a 

StepOnePlus cycler (Applied Biosystems). Values are derived from at least two separate 

experiments performed in triplicate and normalized to ribosomal protein RPLP0/36B4 

expression. 
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Results 

ErbB2 tyrosine phosphorylation is regulated by chemokine receptor CXCR4  

We addressed the role of CXCR4 on the regulation of ErbB2 by transfecting human 

embryonic kidney 293 cells with ErbB2 expressing construct in the presence of ErbB3, which 

allowed to activate ErbB2/ErbB3 dimer using heregulin-1, a ligand of ErbB3. As seen in Fig. 

1A, protein levels of ErbB2 greatly decreased in response to CXCR4 expression as determined 

by Western blot analysis. The decrease was independent of the addition of heregulin-1, 

which cannot restore receptor levels despite ErbB2 activation as monitored using an anti-

ErbB2 phospho-tyrosine (Tyr-1248) antibody. Phosphorylated ErbB2 was also diminished by 

CXCR4, consistent with the decrease in ErbB2 protein levels (Fig.1A). Similar to ErbB2, 

ErbB3 levels were also reduced by CXCR4 and were not modulated by heregulin-1 or with 

addition of CXCR4 ligand SDF-1 (Fig. 1B). The decrease in ErbB2 was dependent on CXCR4 

activity, as a CXCR4 inactive N119K mutant had no effect on ErbB2 steady-state levels (Fig. 

1C). In order to directly address the effect on ErbB2 without the context of ErbB3 

dimerization, we used a V659E ErbB2 variant which exhibits homodimer constitutive active 

(Sanchez et al., 2007). Expression of wild-type CXCR4, but not the inactive mutant N119K, 

was shown to decrease total and phosphorylated ErbB2 V659E variant levels (Fig. 1D). These 

results suggest that CXCR4 can affect ErbB2/ErbB3 dimer activity through modulation of 

ErbB2 levels and phosphorylation. 

We next addressed the impact of CXCR4 on endogenously expressed ErbB2 in the 

context of human breast cancer cells. Transient expression of CXCR4 in MCF-7 cells 

dramatically decreased ErbB2 steady-state levels (Fig. 2A), a finding also observed in human 

breast cancer BT-474 cells, which express higher levels of ErbB2 compared to MCF-7 cells 
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(Fig. 2B). The active form of ErbB2 measured by Tyr-1248 phosphorylation was also 

downregulated by CXCR4 despite the presence of heregulin-1 (Fig. 2B). In addition, 

knockdown of CXCR4 using lentiviral shRNA abolished the decrease in ErbB2 in MCF-7 

cells and even led to an increase similar to the one observed with ErbB3 (Fig. 2C). These 

findings suggest that CXCR4 can regulate ErbB2/ErbB3 receptor levels in breast cancer cells. 

 

CXCR4 induces ErbB2 and ErbB3 degradation 

To determine whether CXCR4 affects ErbB2 turnover, we performed cycloheximide 

chase experiments in cells expressing ErbB2 and ErbB3 in the presence or absence of CXCR4. 

We found that over a period of 24 h, ErbB2 protein levels remained very stable (Fig. 2D), 

similar to what was reported in other cell systems (Austin et al., 2004, Hong et al., 2012). 

However, ErbB2 levels markedly decreased in the presence of CXCR4 (t½=17.92 ± 2.56), 

indicating that CXCR4 increases ErbB2 degradation rate (Fig. 2D). Such enhanced 

degradation of ErbB2 was not dependent on the 26S proteasome-ubiquitin pathway, since 

addition of MG-132 inhibitor did not restore ErbB2 decreased levels in the presence of 

CXCR4 (Fig. 2E). However, under the same conditions, the decrease in ErbB3 in the presence 

of CXCR4 was relieved by MG-132 with the augmentation of ErbB3 signal but also of a 

faster-migrating band likely corresponding to a non-glycosylated form of the receptor (Fig. 

2E). Consistent with this, both glycosylated and non-glycosylated forms of ErbB3 were 

reported to accumulate in cells treated with MG-132 inhibitor (Qiu and Goldberg, 2002).. 

Given that the 26S proteasome system was not involved in ErbB2 downregulation by CXCR4, 

we next addressed the role of the lysosomal degradation pathway which has also been 

implicated in ErbB2 degradation (Marx et al., 2007, Pedersen et al., 2008). Interestingly, 



164 
 

 

ErbB2 decreased levels in the presence of CXCR4 were restored, although partially, in cells 

treated with the lysosomal inhibitor chloroquine (Fig. 2F). Altogether, these findings suggest a 

role of both the 26S proteasome and the lysosomal degradation pathways in the regulation of 

ErbB2 and ErbB3 receptor turnover by CXCR4.  

 

Activation of ErbB2 induces CXCR4 Ser-339 phosphorylation by protein kinase C 

Increased phosphorylation at the C-terminal tail of CXCR4 has been reported upon 

binding to its ligand SDF-1, resulting in receptor signaling and trafficking (Busillo et al., 

2010). I order to determine the impact of ErbB2 signaling on CXCR4 phosphorylation, we 

analyzed the phosphorylation status of CXCR4 serine 339 based on previous findings that this 

site was reported as a target in response to the growth factor EGF (Woerner et al., 2005). 

Using a phospho-specific antibody for CXCR4 Ser-339, we found that ErbB2/ErbB3 dimer 

activation by heregulin-1 resulted in an increase in CXCR4 phosphorylation (Fig. 3A). As a 

control, co-expression of ErbB3 with a kinase-dead K753A mutant of ErbB2 abolished the 

effect of heregulin-1 on CXCR4 Ser-339 phosphorylation, indicating that ErbB2 signaling is 

required (Fig. 3A). In an attempt to identify the required protein kinase involved in the 

response to heregulin-1, we tested the role of protein kinase C (PKC) based on reports 

implicating PKC in SDF-1 induced CXCR4 phosphorylation (Haribabu et al., 1997, Signoret 

et al., 1997, Orsini et al., 2000). We found that PKC inhibitor Gö-6850 greatly impaired the 

effect of heregulin-1 on CXCR4 Ser-339 phosphorylation (Fig. 3B). Interestingly, addition of 

CXCR4 ligand SDF-1 did not further increase Ser-339 phosphorylation levels by heregulin-

1, indicating that no additive effects were achieved, despite an increased phosphorylation of 

this site by either treatment alone (Figs. 3B and S1A). Similarly, constitutively active V659E 
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variant of ErbB2 promoted CXCR4 Ser-339 phosphorylation, which was not further enhanced 

by SDF-1 (Fig. S2B), but was abolished by the PKC inhibitor (Fig. S2C). Treatment of breast 

cancer MCF-7 cells with Gö-6850 also strongly impaired CXCR4 Ser-339 phosphorylation 

induced by heregulin-1 (Fig. 3C). These results indicate that activation of ErbB2 signaling 

targets CXCR4 specific phosphorylation involving PKC activity. 

 

Formation of a CXCR4-ErbB2/ErbB3 complex 

In view that both CXCR4 and ErbB2 activation can regulate the phosphorylation of 

each other and therefore their respective signaling, we determined whether ErbB2 and CXCR4 

could interact together in a same complex. Using co-immunoprecipitation assay performed in 

transfected 293 cells, CXCR4 was detected following ErbB2 immunoprecipitation in untreated 

cells but stronger signals were obtained in response to heregulin-1, suggesting an increased 

CXCR4-ErbB2 interaction (Fig. 4A). Addition of the ErbB2 inhibitor AG825 impaired this 

interaction following heregulin- treatment, indicating that ErbB2 activation is important in 

recruiting CXCR4. In addition, ErbB3 recruitment to CXCR4 was also increased in response 

to heregulin- (Fig. 4B). Consistent with the requirement of ErbB2 activation, recruitment of 

ErbB2 K753A kinase dead mutant to CXCR4 was observed but not modulated by heregulin- 

or SDF-1 treatment (Fig. 4C). In addition, a strong recruitment of CXCR4 was observed with 

the constitutive ErbB2 V659E variant ErbB2 in absence of heregulin- and SDF-1 (Fig. 4D). 

However, treatment of cells with SDF-1 further increased the CXCR4 recruitment (Fig. 4D), 

as opposed to the ligand non-responsive N119K CXCR4 mutant, which interacted with the 

ErbB2 V659E variant, but the complex formation was not modulated by SDF-1 (Fig. 4E). The 

stimulating effect of SDF-1 on ErbB2-CXCR4 interaction seems to occur only in the context 
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of the constitutive ErbB2 variant, as treatment with SDF-1 did not further promote CXCR4 

recruitment in the context of ErbB2 and ErbB3 dimer (Fig. 4A and B)..These differences 

might relate to the distinct conformation adopted in ErbB2/ErbB3 dimer formation as opposed 

to ErbB2 V659E homodimers. Co-immunoprecipitation assay performed in MCF-7 cells 

transfected or not with CXCR4 also demonstrates the recruitment of endogenous ErbB2 by 

CXCR4. These results suggest that ErbB2 and ErbB3 receptors are assembled in a complex 

with CXCR4 and that ErbB2/ErbB3 signaling promotes complex stability.  

  

CXCR4 impairs the activation of PI3-K/Akt kinase pathway by ErbB2 signaling 

Activation of ErbB2 signals to a variety of protein kinase pathways, including PI3-

K/Akt and MAPK/ERK (Yarden and Sliwkowski, 2001). To determine the impact of CXCR4 

on ErbB2 signaling, we performed Western analysis on Akt, MAPK p38 and Erk1/2 protein 

kinases in response to ErbB2 activation using respective phospho-specific antibodies. 

Transient expression of constitutively active V659E ErbB2 variant resulted in marked 

activation of Akt, p38 and Erk1/2 kinases (Fig. 5A). However, addition of CXCR4 strongly 

impaired the activation of Akt, whereas p38 and Erk1/2 phosphorylation remained unchanged. 

Interestingly, SDF-1 partially restored the CXCR4 reduction in phosphorylated levels of Akt 

(Fig. 5A). A similar effect of CXCR4 and SDF-1 was also obtained in the context of 

ErbB2/ErbB3 dimer activation by heregulin-, whereas expression of the CXCR4 inactive 

mutant N119K had no effect on Akt phosphorylation in absence or presence of SDF-1 (Fig. 

5B). These results indicate that CXCR4 activity disrupts in a selective manner activation of 

the Akt pathway triggered by ErbB2 signaling. 



167 
 

 

Since PI3-K is an upstream mediator of Akt activity, we next monitored PI3-K p85 

subunit recruitment and activation in the context of CXCR4/ErbB2 complex. PI3-K is known 

be recruited to ErbB2/ErbB3 dimers through adapter proteins Shc and Grb2 (Radhakrishnan et 

al., 2008, Ursini-Siegel et al., 2012) and also through direct contact with ErbB3 (Hellyer et al., 

1998) in order to achieve Akt activation. A strong recruitment of p85 to ErbB3 was observed 

upon ErbB2 V659E expression, which is clearly reduced in the presence of CXCR4 (Fig. 5C). 

However, addition of SDF-1 partially restored the reduction of p85 recuitment by CXCR4, 

correlating with Akt activation (Fig. 5A). In a similar fashion, recruitment of the Tyr-467 

phosphorylated and activated form of p85 was enhanced to ErbB3 in the context of 

ErbB2/ErbB3 activation by heregulin- (Fig. 5D). Again, expression of CXCR4 altered such 

recruitment which was then partially restored in presence of SDF-1. These results suggest that 

impaired Akt signaling provoked by CXCR4 is dependent on an altered recruitment of PI3-K 

active regulatory p85 subunit to ErbB2/ErbB3 dimer.  

To correlate with endogenous ErbB2/ErbB3 activation of Akt, treatment of MCF-7 

cells with heregulin- induced Akt activation, which was impaired upon CXCR4 expression 

(Fig. 5E). Similar results were also obtained in BT-474 cells (Fig. 5F). In addition, knockdown 

of CXCR4 expression in MCF-7 cells increased Akt phosphorylation in response to heregulin-

 compared to control shRNA infected cells (Fig. 5G), suggesting that CXCR4 affects 

heregulin- signaling in breast cancer cells. 

 

CXCR4 alters the hormonal response of estrogen receptors  and  to ErbB2 signaling 

Given the effect of CXCR4 to efficiently recruit and regulate ErbB2, we next 

addressed whether this interaction could modulate downstream regulation of estrogen receptor 
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ER and ER activity and target gene expression. Activated ErbB2/ErbB3 signaling has been 

reported to impair the transcriptional activation of ER and ER in breast cancer cells (St-

Laurent et al., 2005, Sanchez et al., 2007, Sanchez et al., 2013). Using luciferase reporter 

assay in 293 cells transfected with a luciferase reporter under the control of an estrogen 

response element (EREtkLuc), we have observed that the decreased estrogenic activity of ER 

and ER in response to constitutively active ErbB2 or to ErbB2/ErbB3 activation by 

heregulin- was restored by CXCR4 (Fig. 6A and B). However, addition of CXCR4 ligand 

SDF-1 partially relieved such effect, whereas the dominant negative CXCR4 N119K mutant 

remained ineffective in regulating ER and ER in response to ErbB2 activation. These 

results indicate that both estrogen receptors are regulated in a similar manner to the context of 

CXCR4-ErbB2 signaling. Treatment of MCF-7 cells with heregulin- also decreased the 

hormonal response of ERE-controlled genes, such as GREB1, PgR and CXCL12/SDF-1, which 

was partially relieved upon CXCR4 expression (Fig. 6C). Consistent with such effect of 

CXCR4, shRNA-mediated knockdown of CXCR4 enhanced the estrogen-mediated reduction 

in expression of ER-target genes by heregulin- in MCF-7 cells (Fig. 6D). Interestingly, 

expression of CcnD1 gene, which is also regulated by estrogen but through tethered 

interaction of ERs to an AP-1 responsive element (Albanese et al., 1995, Shen et al., 2007), 

was not regulated in a similar manner as ERE-containing genes. Expression levels of Ccnd1 

were upregulated by heregulin and estrogen, and further increased by CXCR4 knockdown in 

MCF-7 cells (Fig. 6D). These results suggest a selective regulation of ERE-controlled genes in 

response to the context of ErbB2-CXCR4 signaling pathway in breast cancer cells.   
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Discussion 

In human breast carcinoma cells, ErbB2 is found to undergo basal endocytosis 

combined with rapid recycling. A previous study has looked at ErbB2 degradation by 

performing a cycloheximide chase experiment with a human esophageal adenocarcinoma cell 

line and found that ErbB2 expression is very stable, with a half-life time exceeding 24 hours 

(Hong et al., 2012). The lysosomal degradation pathway has been shown to contribute to 

ErbB2 downregulation (Marx et al., 2007, Pedersen et al., 2008). As for ErbB3, a previous 

study has showed that its expression in transfected HEK 293-T cells is greatly increased by the 

proteasome inhibitor MG132 (Qiu and Goldberg, 2002). In our study we have found that in 

293 cells, CXCR4 expression alone downregulated ErbB2 expression and phosphorylation and 

ErbB3 was found to be downregulated by CXCR4 as well. ErbB2 downregulation by CXCR4 

was a result of ErbB2 degradation implicating the lysosomal degradation pathway, but was 

insensitive to the proteasome inhibitor MG-132. On the other hand, ErbB3 dowregulation was 

sensitive to MG-132.  

It is known that many GPCRs display constitutive activity (Milligan, 2003). It has been 

shown that overexpression of CXCR4 enables functional autonomous signaling without SDF-

1 (Kahn et al., 2004). It is not surprising that in our study, CXCR4 displayed an effect by its 

own. As for an activation of CXCR4 through an autocrine regulation of its ligand SDF-1, it is 

not expected to be the case for 293 cells.  Expression of the CXCR4 dominant mutant N119K 

that present a loss of Gi activation did not alter ErbB2 expression or phosphorylation. This 

suggests that activated G proteins may participate in ErbB2 downregulation. It has been 

demonstrated in the literature that overexpression of Gs subunit promotes degradation of  

EGFR in 293 cells by interacting with the hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase 
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substrate (Hrs), a component implicated in the endosomal machinery (Zheng et al., 2004).  

Although CXCR4 primarily couples to Gi, it has been shown to couple to other subtypes of 

G (Rubin, 2009). It is possible that CXCR4 mediated degradation of ErbB2 and ErbB3 may 

be regulated by G subunit. We also observed in breast cancer cell lines MCF-7 and BT-474 

that overexpression of CXCR4 led to a downregulation of endogenous ErbB2 expression and 

phosphorylation. On the other hand, knocking down CXCR4 increased ErbB2 and ErbB3 

expression in MCF-7 cells. Another group has made the observation that suppression of 

CXCR4 expression in an EGFRvII stable MDA-MB-361 cell line increased ErbB2 expression 

and phosphorylation (Rahimi et al., 2010).  Therefore CXCR4 levels influence ErbB2 

expression and phosphorylation in breast cancer cell lines. 

In has been reported that ErbB2 and CXCR4 coexist in lipid rafts in prostate cancer 

cells, but no demonstration of a physical interaction between these two receptors has ever been 

reported (Chinni et al.). We have shown by co-immunoprecipitation assay from transfected 

293 cells that the heterodimer ErbB2/ErbB3 and ErbB2KD/ErbB3 are constitutively co-

present in a complex with CXCR4. A constitutive interaction between V659E ErbB2 and 

wild-type CXCR4 and N119K CXCR4 was also observed. We have also observed in CXCR4 

transfected breast cancer cells MCF-7 that ErbB2 was found in a complex with CXCR4. 

Heregulin accentuated the interaction between CXCR4 and ErbB2/ErbB3 but not with 

ErbB2KD/ErbB3. SDF-1 increased interaction between constitutive ErbB2 and wild-type 

CXCR4 but not N119K CXCR4. These results suggest that the kinase activity of ErbB2 and 

SDF-1-induced functional signaling seems to be required to improve ErbB2-CXCR4 

interaction. Also, it demonstrates that although ErbB3 is not required for the formation of a 

complex between CXCR4 and ErbB2, it contributes to the stabilization of the complex in the 
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presence of its ligand. Finally, the interaction interfaces between CXCR4 and ErbB2 must be 

different in the case of an ErbB2 homodimer and ErbB2/ErbB3 heterodimer since SDF-1 only 

affects V659E ErbB2-CXCR4 interaction.  

After binding of its ligand SDF-1, CXCR4 becomes phosphorylated on residues within 

the C-terminal tail, which regulate CXCR4 signaling and trafficking (Busillo et al., 2010). 

Evidences have shown that GPCR can also be phosphorylated in a ligand-independent manner 

by kinases tyrosine kinases (Wang et al., 2000, Waters et al., 2004, Sun et al., 2007). There are 

several examples of cross-talk between RTK and GPCR which can lead to GPCR 

phosphorylation (Vazquezprado, 2003, Waters et al., 2004, Delcourt et al., 2007). We looked 

at the phosphorylation of serine 339 of CXCR4 that represent one of the residues targeted 

upon receptor activation by its ligand SDF-1 and is important in CXCR4 trafficking and 

signaling (Busillo et al., 2010). We have found an increased CXCR4 phosphorylation of serine 

residue 339 in 293 cells in response to ErbB2/ErbB3 dimer and the ErbB2 constitutively active 

mutant signaling as well as in heregulin-treated breast cancer cells MCF-7. Another group has 

previously shown that other residues (324/325 and 330) within the C-terminal tail of CXCR4 

are phosphorylated in response to heregulin in breast cancer cell lines through EGFR and 

ErbB3 signaling (Sosa et al., 2010). Our data provides evidence that CXCR4 is modified by 

ErbB2 signaling and identifies serine 339 of CXCR4 as being a target of such signaling.  

It has been reported that the PKC kinase participates in the phosphorylation of CXCR4 

(Haribabu et al., 1997, Signoret et al., 1997, Orsini et al., 2000). We found that CXCR4 

phosphorylation of serine 339 by ErbB2 signaling was completely abolished by a PKC 

inhibitor.  It has been shown that CXCR4 is recycled back to the plasma following PKC-

mediated internalization (Signoret et al., 1997). It has been reported that high expression of 
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PIM1, a kinase found to specifically target residue 339 of CXCR4, correlates with elevated 

CXCR4 surface expression. Recently, the surface expression of CXCR4 S339E, a mutant that 

mimics Ser339 phosphorylation, has been shown to be increased compared to wild-type 

CXCR4 (Brault et al., 2013). Our results suggest that heregulin-mediated increase of Ser339 

phosphorylation might increase CXCR4 recycling and surface expression and therefore lead to 

prolonged CXCR4 signaling.   

ErbB2/ErbB3 signaling leads to the activation of a variety of kinase pathways, such as 

Akt and MAPKs (Yarden and Sliwkowski, 2001). The downregulation of ErbB2 expression 

and phosphorylation following CXCR4 overexpression correlated with an alteration in ErbB2 

mediating Akt signaling in 293 cells and heregulin stimulated breast cancer cell lines MCF-7 

and BT-474. We observed no significant changes in ErbB2-mediated activation of the Erk and 

p38 pathways by CXCR4. We also found that p85 association to ErbB2/ErbB3 dimer was 

altered by CXCR4. It has been shown that inactivation of ErbB2 leads to a decreased ErbB3 

tyrosine phosphorylation (Motoyama et al., 2002). Since ErbB3 contains six docking sites for 

p85 it efficiently couples to the PI3-K/Akt pathway (Hellyer et al., 1998). Therefore it has 

been reported that the major consequence of targeting ErbB2 is decreased PI3-K/Akt activity 

(Lane et al., 2000, Basso et al., 2002). We have seen that CXCR4 overexpression leads to a 

downregulation of ErbB3 expression in 293 cells which might explain why activation of the 

PI3-K/Akt pathway by ErbB2/ErbB3 dimer in response to heregulin is majorly affected by 

CXCR4. When we knockdowned CXCR4 in breast cancer cells MCF-7, we observed an 

improvement in Akt activation in response to heregulin that correlated with an increase in 

ErbB2 and ErbB3 expression.  
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We have observed that CXCR4 alteration of ErbB2 PI3-K/Akt signaling was 

recuperated with CXCR4 ligand SDF-1. In the present study, our observation  in 293 cells was 

that addition of CXCR4 ligand SDF-1 restored Akt signaling while ErbB2 expression levels 

and phosphorylation remained downregulated. These results suggest that the recuperation of 

Akt signaling with SDF-1 is attributed to CXCR4 signaling that does not involve ErbB2 

transactivation. However, we cannot rule out the possibility that SDF-1 induces transactivation 

of ErbB2 in breast cancer cells, like it has been shown for ErbB2-overexpressing breast cancer 

cell (Cabioglu et al., 2005). We have observed following co-immunoprecipitation assay that in 

response to SDF-1, p85 was found in a complex with ErbB2/ErbB3 dimer. CXCR4 activation 

by SDF-1 has been shown to activate both class IA and IB PI3-Ks (Curnock and Ward, 2003). 

Although CXCR4 does not possess p85 binding sites, it has been reported that p85 associates 

with CXCR4 in human peripheral blood T lymphocytes after SDF-1 stimulation (Vicente-

Manzanares et al., 1999). Thus the recuperation of Akt signaling in the presence of CXCR4 

ligand could implicate PI3-K class 1A activation trough recruitment of p85 to CXCR4 and 

activation of PI3-Ktrough G proteins.  

We have previously reported that ErbB2/ErbB3 activation by the growth factor 

heregulin leads to a decreased transcriptional activity of ER and ER in presence of estrogen 

(St-Laurent et al., 2005, Sanchez et al., 2007, Sanchez et al., 2013). We have also 

demonstrated that the chemokine receptor CXCR4 signaling leads to ER and ER 

transcriptional activation (Sauvé et al., 2009). We were interested in looking at the effect of 

ErbB2-CXCR4 cross-talk on the activity of estrogen receptors. We have observed that wild-

type CXCR4 overexpression overcame ErbB2-mediating repression of ER and ER activity 

in response to estrogen in 293 cells, while CXCR4 dominant negative mutant N119K did not 
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disrupt ERs responses. Hormonal repression of ER and ER was recuperated with CXCR4 

ligand SDF-1. We sought to determine the impact of ErbB2-CXCR4 cross-talk on estrogen 

responsive genes in MCF-7 breast cancer cells that co-expressed both isoforms of ERs. We 

found that overexpression of CXCR4 in MCF-7 partially prevented the heregulin-mediated 

repression of GREB1, PgR and SDF-1/CXCL12 gene expression in response to estrogen. 

Conversely, CXCR4 knockdown enhanced the hormonal repression by heregulin of these 

genes GREB1, PgR and SDF-1/CXCL12 gene expression. Interestingly, we found that CcnD1 

gene expression was upregulated by heregulin in response to estrogen. This suggests that 

heregulin may not repress the hormonal transcription of AP-1-regulated ER genes. 

Nevertheless, CXCR4 overexpression overcame while CXCR4 knockdown accentuated the 

upregulation of CcnD1 gene expression by heregulin.  CXCR4 impact on ERs activity in 293 

cells and on ERE-regulated genes in MCF-7 correlates with an alteration of ErbB2/ErbB3 

expression and heregulin-mediated Akt signaling. This suggests that CXCR4 alteration of 

signaling upstream of ERs would be responsible for the effects observed on ER transcriptional 

activity.  

We showed in this study that: 1- CXCR4 regulates ErbB2 protein stability and 

phosphorylation and ErbB2 signaling affects CXCR4 phosphorylation and perhaps its 

stability; 2- CXCR4 and ErbB2 form a complex which is regulated by ErbB3 and CXCR4 

ligand; 3 -CXCR4 specifically regulates PI3-K/Akt signaling in response to 

ErbB2/ErbB3/heregulin; and 4- CXCR4 expression modulates ER hormonal response of genes 

in response to heregulin in breast cancer cells and therefore may impact tamoxifen response in 

ER and ErbB2 positive breast cancers.  In conclusion we found an interplay between CXCR4 

and ErbB2/ErbB3 signaling that impact ER hormonal activity in response to heregulin.  
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Figure legends 

Figure 1. ErbB2/ErbB3 receptor levels and activation are decreased by CXCR4. (A) 

Human embryonic kidney 293 cells were transfected with expression plasmids encoding 

ErbB2 and ErbB3 in absence or presence of CXCR4 construct. Mock-transfected cells were 

used as control. Cells were treated with 50 ng/mL heregulin- (Hrg-) with or without 25nM 

SDF-1 for 18h, and extracts were analyzed by Western blot using anti-ErbB2 and anti-

phospho-Tyr-1248 ErbB2 antibodies. -actin was monitored for control loading. (B) 293 cells 

were transfected as in (A), and ErbB3 was analyzed by Western blot. (C) Similar as in (A), 

except that cells were also transfected with a dominant negative N119K CXCR4 mutant. 

ErbB2 and CXCR4 were monitored by Western analysis, and -actin was used for control 

loading. (D) 293 cells were transfected with a constitutively active V659E ErbB2 mutant in 

presence or absence of wild-type or N119K-mutated CXCR4, and analyzed as in (A).   

 

Figure 2. CXCR4 downregulates ErbB2 and ErbB3 receptors in breast cancer cells. (A) 

Human breast cancer MCF-7 cells were transfected or not with a YFP-tagged CXCR4 

encoding plasmid, and then treated with 50 ng/mL heregulin- for 16 hrs. Western blot 

analysis was performed using an anti-ErbB2 antibody. CXCR4 was also monitored and -

actin was used for control loading. (B) Human breast cancer BT-474 cells were transfected as 

in (A) and analyzed by Western blot using anti-ErbB2 and anti-phospho-ErbB2 antibodies. 

CXCR4 was also analyzed and -actin was used for control loading (C) MCF-7 cells were 

infected with lentivirus encoding an shLuciferase RNA as a control or shCXCR4 RNA to 

knockdown CXCR4 expression. Cells were then treated with 50 ng/mL heregulin- and 

harvested for Western analysis of endogenous ErbB2, ErbB3 and CXCR4 content. -actin was 
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also monitored for control loading. (D) CXCR4 increases ErbB2 turnover rate. Cycloheximide 

chase experiment in 293 cells expressing ErbB2 and ErbB3 in absence or presence of CXCR4. 

Cells were treated with 50mM cycloheximide and lysed at the indicated time points for 

Western analysis of ErbB2 expression. Results are normalized to -actin content and 

expressed as a percentage of change of time zero, which was set at 100 %. (E) Proteasome-

dependent degradation of ErbB2 is increased by CXCR4. 293 cells were transfected as in (A) 

and treated or not with 1 µM proteasome inhibitor MG132 and 50 ng/mL Heregulin- for 18 

hrs. Western analysis was performed using anti-Erbb2 and anti-ErbB3 antibodies. -actin was 

monitored for control loading (F) Lysosomal degradation of ErbB2 is also promoted by 

CXCR4. 293 cells were transfected as in (E) and treated or not with 200 M lysosomal 

inhibitor chloroquine for 5 hrs. Extracts were analyzed using an anti-ErbB2 antibody and 

normalized to -actin content.   

 

Figure 3. ErbB2/ErbB3 activation promotes CXCR4 phosphorylation in a PKC-

dependent manner. (A) 293 cells were transfected as indicated with ErbB2 wild-type or 

K753A kinase dead mutant in absence or presence of ErbB3 and CXCR4. Cells were then 

treated or not with 50 ng/mL heregulin- for 15 min, and lysed for immunoprecipitation (IP) 

of CXCR4. Western analysis (IB) was performed on immunoprecipitates using an anti-

phospho-CXCR4 (Ser-339) antibody. Total CXCR4 content was monitored in each sample for 

control loading. (B) 293 cells were transfected as in (A), and then pre-treated with 1 µM 

specific PKC inhibitor Gö 6850 for 1 h prior to addition of 50 ng/mL heregulin- with or 

without 25 nM SDF-1 for 15 min. Total cell extracts were subjected to Western blot analysis 

of total and Ser-339 phosphorylated CXCR4. (C) Phosphorylation of CXCR4 in increased by 
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heregulin- in MCF-7 cells. Cells  were transfected or not with CXCR4 and analyzed as in 

(B).  

 

Figure 4. Recruitment of CXCR4 to ErbB2/ErbB3 receptor dimer. (A) 293 cells were 

transfected with ErbB2, ErbB3 and CXCR4 as indicated, and then pre-treated or not with 5 

µM ErbB2 inhibitor AG825 for 1 h prior to treatment with 50 ng/mL heregulin- and 25 nM 

SDF-1 for 15 min. Cells were lysed and immunoprecipitation (IP) of ErbB2 and immunoblot 

analysis (IB) of CXCR4 were carried out. ErbB2 was monitored in each immunoprecipitate. 

Western analysis of CXCR4 in whole cell extracts is also shown. (B) Recruitment of CXCR4 

to ErbB3. Cells were analyzed as in (A) except that ErbB3 was immunoprecipitated. (C) 

ErbB2 activity is required to induce CXCR4 recruitment. Cells were analyzed as in (A) except 

that the K753A kinase dead ErbB2 mutant was used. (D) Similar as in (C), except that the 

constitutively active V659E ErbB2 mutant was used in absence of ErbB3. (E) Cells were 

analyzed as in (D), except that the dominant negative N119K CXCR4 mutant was tested. (F) 

ErbB2 and CXCR4 coimmunoprecipitate in MCF-7 cells. Cells were transfected or not with 

YFP-tagged CXCR4 and immunoprecipitation of endogenous ErbB2 and detection of CXCR4 

was carried out as described in (A).  

 

Figure 5. ErbB2 activation of the PI3-K/Akt pathway is selectively impaired by CXCR4. 

(A) Cells were transfected with constitutively active V659E ErbB2 mutant in absence or 

presence of CXCR4 and treated or not with 25 nM SDF-1 for 15 min.  Total cell lysates were 

subjected to Western blot analysis of phosphorylated forms of Akt, p38 and Erk1/2. Total 

levels were also analyzed. (B) 293 cells were transfected with ErbB2 and ErbB3 plasmids in 
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absence or presence of wild-type CXCR4 or dominant negative N119K CXCR4 mutant, and 

then treated with 50 ng/mL heregulin- and 25 nM SDF-1 for 15 min. Phosphorylation of Akt 

was monitored as in (A). (C) Recruitment of PI3-K p85 subunit to ErbB3 is impaired by 

CXCR4. Western analysis of ErbB3 following immunoprecipitation with anti-p85 antibody in 

response to expression of constitutively active V659E ErbB2 mutant and CXCR4. Cells were 

also treated with 25 nM SDF-1 for 15 min. Loading was normalized to p85 content. (D) SDF-

1 is required to maintain phosphorylated p85 recruitment to ErbB3 in presence of CXCR4. 

Cells were transfected as in (B) and treated with 50 ng/mL heregulin- and 25 nM SDF-1. 

Western analysis was performed using an anti-phospho Tyr-467 p85 antibody following 

immunoprecipitation of ErbB3. (E and F) CXCR4 impairs Akt activation in breast cancer 

cells. Western analysis of phosphorylated Akt performed as in (A) in MCF-7 (E) and BT-474 

(F) cells transfected with CXCR4 plasmid and treated or not with 50 ng/mL heregulin- for 15 

min. Mock-transfected cells are used as controls and -actin was monitored for control 

loading. (G) Knockdown of CXCR4 increased Akt activation by heregulin-. CXCR4 

expression was knockdown in MCF-7 cells using shCXCR4 RNA and Western analysis of 

phosphorylated Akt was carried out on cells treated with 50 ng/mL heregulin- for 15 min 

compared to untreated cells. Endogenous CXCR4 content was also monitored.  

 

Figure 6. The hormonal response of estrogen receptors is disrupted by ErbB2/ErbB3 and 

CXCR4 activity. (A) Luciferase assay in 293 cells transfected with plasmids encoding ER 

(left) or ER (right) in the presence of an ERE3tkLuc reporter. Plasmids for constitutively 

active V659E ErbB2 mutant and CXCR4 wild-type and N119K dominant negative CXCR4 

mutant were also used in transfection. Cells were treated with 10 nM of estradiol (E2) alone or 
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with 25 nM SDF-1 for 20 hrs and harvested for measurement of transcriptional activity. 

Luciferase values were normalized to -galactosidase activity and expressed as fold activation 

compared with untreated cells set at 1.0. (B)  Similar as in (A), except that cells were also 

treated with 50 ng/mL heregulin-. (C) Real-time RT-PCR analysis performed on MCF-7 

cells treated with 10 nM E2 alone or with 50 ng/mL heregulin- for 20 h. Cells were also 

transfected with CXCR4 when indicated. Results are expressed as fold changes of mRNA 

levels relative to untreated cells which was set at 1.0 for each target. (D) Real-time RT-PCR 

analysis performed as in (C), except that MCF-7 cells were infected with lentiviral shCXCR4 

RNA compared to control cells. Results are expressed as fold changes of mRNA levels 

relative to E2 response set at 100% for each target. Student's t-test was performed to determine 

statistical significance (*P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001). 

 

Figure 7. A proposed model for CXCR4 and ErbB2/ErbB3 signaling complex and 

downstream regulation of estrogen receptors. Activation of ErbB2/ErbB3 receptor dimer 

by heregulin- leads to recruitment of PI3-K and Akt phosphorylation (left), resulting in low 

estrogenic activity of ER and ER Recruitment of chemokine receptor CXCR4 to 

ErbB2/ErbB3 receptors (middle) promotes their degradation, resulting in PI3-K release, 

reduced Akt activation and enhanced ER and ER activity and gene expression. In that 

context,  phosphorylation of CXCR4 at serine 339 is increased in a PKC dependent manner. 

Addition of CXCR4 ligand SDF-1 (right) restored PI3-K recruitment to the complex and Akt 

phosphorylation, leading to impaired ER and ER hormone response similar to as with 

heregulin-, despite a sustained ErbB2 and ErbB3 downregulation. 
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Supplementary Figure 1. ErbB2 activation increases phosphorylation of CXCR4 Ser-339 

(A) Phosphorylation of CXCR4 Ser-339 by SDF-1. Western blot analysis of 293 cells 

transfected with CXCR4 and treated with 25 nM SDF-1 for 15 min. Total cell extracts were 

analyzed using an anti-phospho-CXCR4 (Ser-339) antibody. (B) Similar as in (A), except that 

cells were also transfected with constitutively active V659E ErbB2 mutant, and CXCR4 was 

immunoprecipitated prior to analysis with anti-phospho-CXCR4 (Ser-339) antibody. (C) Cells 

were analyzed as in (B), except that cells were treated with 1 µM of PKC inhibitor Gö 6850 

for 1 h. 
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Supplementary Figure 1 
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Chapitre 3 : Discussion générale, perspectives et conclusion 

 

Discussion 

 

 La coopération de divers facteurs et plusieurs voies de signalisation intracellulaires 

dérégulées participent à l’initiation et la progression du cancer du sein. Les ERs, via l’action 

mitogénique de E2, favorise l’initition du cancer du sein hormono-dépendant. L’anti-estrogène 

tamoxifène est utilisé depuis plus de vingt ans comme approche thérapeutique dans le 

traitement du cancer du sein hormono-dépendant. Toutefois, un phénomène de résistance est 

malheureusement observé dans certains cas. Par ailleurs, l’activité des ERs n’est pas 

seulement régulée par E2 mais également de manière ligand indépendante via le domaine AF-

1, une région n’étant pas ciblée par le tamoxifène. Il s’avère donc important d’identifier et de 

caractériser de nouveaux mécanismes de régulation de l’activité des ERs dans le but 

d’apporter des données pouvant servir à l’amélioration d’approches thérapeutiques existantes 

ou à la conception de nouveaux traitements.  

 

CXCR4/SDF-1 et ErbB2/ErbB3/Hrg représentent des signaux pro-oncogéniques qui 

favorisent la progression du cancer du sein. Mes recherches ont permis d’identifier l’axe 

CXCR4/SDF-1 comme un nouvel élément de régulation de l’activité E2-indépendante des 

ERs. L’activation de CXCR4 par SDF-1 favorise l’expression de gènes cibles et la 

prolifération de cellules cancéreuses mammaires. Par ailleurs, il avait précédemment été 

démontré au laboratoire que la signalisation par le dimère ErbB2/ErbB3 en réponse au facteur 

de croissance héréguline inhibe la réponse estrogénique de ER et ER. Mes travaux ont 

permis dans un deuxième temps d’identifier un couplage entre ErbB2/ErbB3 et CXCR4 qui 

affecte la signalisation PI3-K/Akt médiée par ErbB2/ErbB3 et comme cibles en aval les ERs 

dans des cellules cancéreuses mammaires. Ce qui suit est une analyse des points importants de 

mes travaux de recherche. 
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1 Boucle de rétroaction positive entre la réponse transcriptionnelle 

des ERs et  l’axe SDF/CXCR4 

 

 

1.1 L’expression du gène SDF-1 est régulée par ER et CXCR4 

L’action de SDF-1 est impliquée dans la progression du cancer du sein (voir section 

21.3). Il avait été rapporté avant mes travaux que le traitement des cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 et ovariennes et BG-1 ER positives avec E2 induit l’expression de 

l’ARNm de la chimiokine SDF-1 (Hall and Korach, 2003). L’étude de Kishimito a déterminé 

que les co-activateurs de la famille SRC régulent l’expression du gène SDF-1. La délétion de 

SRC-1 altère l’expression du gène SDF-1 en réponse à E2. L’introduction de SRC-1, SRC-2 et 

SRC-3 dans les cellules déplétées en SRC-1 augmente l’expression basale de SDF-1 

(Kishimoto et al., 2005). Nous avons nous aussi observé au laboratoire que le traitement des 

cellules cancéreuses mammaires MCF-7, qui expriment ER, ER et CXCR4, à E2, augmente 

l’expression du gène SDF-1. L’inhibition de l’activité de CXCR4 altère l’induction de 

l’expression du gène SDF-1 par E2 mais de plus, nous avons démontré que SDF-1 augmente 

l’expression du gène SDF-1, ce qui n’avait pas été rapporté auparavant. Cela indique que la 

signalisation du récepteur CXCR4 participe à la régulation de son propre ligand. Nous avons 

montré que l’induction de l’expression du gène SDF-1 par SDF-1 est régulée par l’activité 

transcriptionnelle des ERs, puisque l’anti-estrogène fulvestrant abolit l’effet de SDF-1. Il a 

aussi été rapporté que E2 augmente l’expression de SDF-1 dans les cellules cancéreuses 

mammaires MDA-MB-231 (Rhodes et al., 2011) ainsi que dans une lignée cellulaire dérivée 

de tissu utérin de rat (ELT-3) (Glace et al., 2009). Le raloxifène réprime l’expression de SDF-

1 dans la lignée ELT-3 et dans des kystes utérins en réponse à E2. Toutefois, il n’y a pas de 

répression complète même à plus forte doses de raloxifène, ce qui suggère une régulation qui 

n’est pas complètement AF-2 dépendante de ER (Glace et al., 2009). 

 

Nous ne pouvons pas écarter la possibilité que la signalisation des ERs membranaires 

ou du récepteur GPR30 membranaire puisse contribuer à la régulation de l’expression de SDF-

1 en réponse à E2. La signalisation membranaire et intracellulaire peut directement ou 
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indirectement réguler l’activité génomique des ERs.  D’ailleurs, il a été démontré que 

l’estrogène promouvoit l’association entre ER membranaire et ErbB4. L’estrogène induit la 

translocation  nucléaire du domaine intracellulaire de ErbB4 (4ICID) et son association à ER. 

Le complexe ER/4ICID est recruté au promoteur du gène SDF-1 et 4ICID co-active la 

transcription de ER (Zhu et al., 2006). 

 

Dans la littérature, la régulation positive de gènes impliqués dans le développement et 

la progression du cancer en réponse à E2, dont SDF-1, est associée à ER. Nous avons 

observé que le gène SDF-1 est également positivement régulé par E2 et SDF-1 dans des 

cellules cancéreuses mammaires Hs578T exprimant stablement ER. Le promoteur de SDF-1 

ne possède pas un site ERE parfait (Hall and Korach, 2003, Zhu et al., 2006) mais nous avons 

démontré que l’exposition des cellules MCF-7 à E2 ou à SDF-1 augmente le recrutement de 

ER endogène au promoteur du gène SDF-1. ER est considéré comme un régulateur négatif 

dans le cancer du sein. Cependant, en régulant positivement l’expression de SDF-1, il pourrait 

contribuer à promouvoir la progression du cancer tout comme ER  

 

Une étude a démontré que le phytoestrogène genistein ou des dérégulateurs 

endocriniens comme le bisphénol A ou le 1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-Hydroxyphenyl)éthane 

(HPTE) augmentent l’expression du gène SDF-1 dans les cellules cancéreuses ovariennes BG-

1 ER positives (Hall and Korach, 2012). Ces résultats appuient l’implication de ER dans la 

régulation de SDF-1 dans des cellules cancéreuses ER positives. Le phytoestrogène genistein 

augmente également l’expression du gène SDF-1 toutefois à des fortes doses dans les cellules 

MCF-7 qui co-expriment ER et ER (Boudot et al., 2011). Plusieurs études ont démontré 

que le genistein a un effet agoniste plus marqué pour ER que ER (Miodini et al., 1999, 

Mageea and Rowlanda, 2004), suggérant que l’activation de l’activité transcriptionnelle de 

ER serait impliquée dans la régulation de SDF-1, appuyant ainsi nos résultats.  

 

Plusieurs études suggèrent que ER régule négativement l’activité transcriptionnelle 

E2-dépendante de ER (voir section 5.4). Une étude a rapporté que l’augmentation de 

l’expression du gène SDF-1 dans une lignée cellulaire dérivée de tissu utérin de rat, en réponse 
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à E2, n’est pas inhibée par un agoniste sélectif de ER, le ERB-041 (Glace et al., 2009). Cela 

suggère que ER n’agirait donc pas comme régulateur négatif dans la régulation du gène SDF-

1 par ER. 

 

Le récepteur pour le ligand SDF-1, CXCR4, serait également régulé par les ERs. Une 

étude a rapporté que E2 augmente l’expression de CXCR4 dans les cellules cancéreuses 

mammaires ER positives MCF-7 et ZR-75 (Boudot et al., 2011). De faibles doses de genistein 

stimule également efficacement l’expression du gène CXCR4 dans les cellules MCF-7, ce qui 

suggère que ER régulerait CXCR4 (Boudot et al., 2011).  

 

1.2 La signalisation de CXCR4 régule l’activité ligand-dépendante des 

ERs 

Nous avons démontré que l’inhibition de CXCR4 altère l’augmentation de l’activité 

transcriptionnelle E2-dépendante dans les cellules MCF-7 en réponse à E2 sur un gène 

rapporteur ERE. De plus, l’inhibition de l’activité de CXCR4 altère l’expression de gènes 

cibles régulés par les ERs en présence de E2 dans les cellules MCF-7. Par ailleurs, nous avons 

observé que SDF-1 améliore l’activité transcriptionnelle E2-dépendante dans les cellules 

MCF-7 sur un gène rapporteur ERE. Dans des cellules HEK 293T transfectées, nous avons 

observé que SDF-1 améliore la réponse hormonale de ER et ER. Cet effet n’est pas observé 

avec un mutant de CXCR4 dominant négatif N119K, qui n’engendre pas de signalisation 

protéines G-dépendante en réponse à SDF-1, ce qui suggère un mécanisme protéines G 

dépendant.  

 

L’activité transcriptionnelle de ER et ER peut être induite par le tamoxifène sur un 

élément AP-1. Nous avons observé que SDF-1 améliore l’activité de ER en présence de 

tamoxifène dans un contexte de gène rapporteur AP-1-collagénase. De plus,  SDF-1 améliore 

l’expression de gènes régulés par des sites AP-1 en réponse au tamoxifène. Finalement, SDF-1 

améliore le recrutement de ER au promoteur du gène CCND1 en réponse au tamoxifène dans 

les cellules MCF-7. Nous avons démontré que SDF-1 est impliqué dans l’optimisation de la 
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réponse ligand-dépendante des ERs, autant dans un contexte de liaison directe que indirecte à 

l’ADN. 

 

1.3 La chimiokine SDF-1 régule l’activité ligand-indépendante des ERs  

Nous avions émis l’hypothèse que la signalisation de CXCR4 induit l’activité des ERs 

en ciblant potentiellement la portion N-terminale des ERs. Les ERs peuvent être activés en 

absence ou en présence de E2 mais les domaines AF-1 et AF-2 peuvent agir de manière 

synergique et ainsi optimiser la réponse transcriptionnelle des ERs. Nos résultats indiquent 

que la chimiokine SDF-1 améliore la réponse hormonale médiée par ER. L’amélioration de la 

réponse pourrait être attribuable à une augmentation de l’activité ligand-indépendante des ERs 

qui s’additionne à l’activation par E2 ou/et pourrait être explicable par le fait que SDF-1 

favorise le recrutement de co-activateurs en réponse à E2. Pour répondre à cela, nous avons 

évalué la capacité de la chimiokine SDF-1 à réguler l’activité ligand-indépendante des ERs. 

Nous avons observé que SDF-1 augmente l’activité transcriptionnelle d’un gène rapporteur 

ERE mais également l’expression de gènes cible régulés par les ERs dans les cellules MCF-7.  

Comme c’est le cas pour la régulation du gène SDF-1 par SDF-1, l’augmentation de 

l’expression des gènes en réponse à SDF-1 est régulée par l’activité des ERs. Nous avons 

également observé que SDF-1 active l’activité transcriptionnelle de ER et ER dans des 

cellules HEK 293T transfectées. De plus, SDF-1 augmente le recrutement de ER aux régions 

promotrices/enhancers de gènes cibles dans les cellules MCF-7. Par ailleurs, la chimiokine 

SDF-1 augmente également l’activité de ER sur un gène rapporteur AP-1 collagénase, 

élargissant le contexte dans lequel SDF-1 peut réguler l’activité de ER de manière ligand-

indépendante. Nous avons donc démontré que l’activité transcriptionnelle des ERs peut être 

régulée de manière ligand-indépendante par la chimiokine SDF-1. Jusqu’à maintenant, 

l’activité ligand-indépendante était beaucoup attribuée aux facteurs de croissance. Nous 

identifions l’axe CXCR4/SDF-1 comme étant un nouveau mécanisme dans la régulation de la 

transcription par les ERs.  

 

Nous avons démontré au laboratoire que le turn-over de ER est important dans la 

régulation de l’activité transcriptionnelle ligand-indépendante du récepteur (Picard et al., 
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2008). ER doit être dégradé puis re-synthétisé pour permettre une activité transcriptionnelle 

optimale du récepteur. Nous avons observé suite à l’utilisation de l’inhibiteur de la synthèse 

protéique cycloheximide, que la stimulation de CXCR4 par SDF-1 induit la dégradation de 

ER. 

 

Nous avons déterminé que l’estrogène et SDF-1 régulent positivement la production de 

la chimiokine SDF-1. Le SDF-1 ainsi produit se lie à son récepteur CXCR4 et l’activation du 

récepteur CXCR4 augmente l’activité transcriptionnelle de ER et ER en absence de E2 

mais améliore également la réponse hormonale. L’activation des ERs par SDF-1 seul ou SDF-

1+E2 induit l’expression de gènes cibles, dont SDF-1, permettant ainsi de poursuivre 

l’activation de CXCR4 et ER de manière cyclique. Nos résultats démontrent une 

interdépendance entre ER et CXCR4 et valide notre hypothèse portant sur le concept d’une 

boucle de régulation positive dans des cellules cancéreuses mammaires ER positives. Nous 

avons montré par des essais de co-culture que la production de SDF-1 par une cellule affecte 

l’activité transcriptionnelle de ER des cellules avoisinantes, démontrant ainsi que la régulation 

peut de faire de manière paracrine.  

 

1.4  SDF-1, via la voie ERK 1/2/MAPK, cible la portion N-terminale de 

ER 

L’activité transcriptionnelle des ERs peut être régulée de manière ligand-indépendante, 

principalement via la phosphorylation de résidus situés dans le domaine N-terminal du 

récepteur en réponse à des facteurs de croissance. L’activité transcriptionnelle des ERs est 

aussi dépendante de la présence de co-régulateurs. La phosphorylation de résidus dans la 

région AF-1 de ER améliore le recrutement des co-régulateurs SRC-1 et CBP (Tremblay et 

al., 1999, Tremblay and Giguère, 2001) et la phosphorylation de certains co-activateurs 

améliorent l’interaction avec ER. La liaison de SDF-1 à CXCR4 active plusieurs voies de 

signalisation, dont la voie MAPK, connue pour cibler les ERs mais également certains co-

activateurs.  
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Nous avons observé que l’activation de CXCR4 par SDF-1 induit efficacement la 

phosphorylation de ERK 1/2 dans les cellules MCF-7 ainsi que dans les cellules HEK 293T 

transfectées. L’inhibition de ERK 1/2 abolit également l’amélioration de la réponse hormonale 

de ER en réponse à SDF-1. Ces résultats ne nous indiquent pas si l’effet de SDF-1 sur la 

régulation de l’activité de ER est engendré par une signalisation ‘rectiligne’ engendrée par 

SDF-1 ou si un couplage entre CXCR4 et un autre récepteur est impliqué par exemple. Il a été 

rapporté que le ligand de CXCR4, SDF-1, transactive les récepteurs à activité tyrosine kinase 

EGFR et ErbB2 dans certaines lignées cancéreuses (Cabioglu et al., 2005, Pattarozzi et al., 

2008). Toutefois, il a été rapporté que SDF-1 ne transactive pas ErbB2 dans les cellules MCF-

7 (Cabioglu et al., 2005).  Lors de mes travaux au laboratoire, je n’ai pas observé de 

transphosphorylation de ErbB2 en réponse à SDF-1. Toutefois il est possible que le traitement 

des cellules MCF-7 avec du SDF-1 ectopique engendre la transactivation de EGFR ou d’un 

autre récepteur dont la signalisation affecte l’activité transcriptionnelle ligand-indépendante de 

ER. De plus, EGFR et ErbB2 stabilisent l’expression de CXCR4, pouvant ainsi favoriser la 

signalisation de celui-ci (Li et al., 2004, Guo et al., 2007). Il serait possible également que 

l’activation de CXCR4 par SDF-1 active ER situé à la membrane plasmique dont la 

signalisation MAPK peut réguler l’activité des ERs nucléaires.  

 

La délétion des domaines AB de ER abolit l’amélioration de l’activité 

transcriptionnelle hormono-dépendante du récepteur en présence de SDF-1. La portion N-

terminale de ER possède plusieurs résidus ciblés par la voie MAPK. Nous avons voulu 

évaluer si la chimiokine affecte directement ER.  Nous avons observé que la substitution de 

la serine 106 de ER en alanine inhibe complètement l’amélioration de la réponse hormonale 

de ER par SDF-1. Nous avons démontré que SDF-1 induit la phosphorylation de la serine 

106 de ER murin dans des cellules HEK 293T transfectées mais également de la serine 87 de 

ER endogène dans les cellules humaines MCF-7. La serine 106 de ER est un site ciblé par 

ERK 1/2. L’activation de CXCR4 par SDF-1 active la voie ERK 1/2/MAPK qui induit la 

phosphorylation de la serine 106/87 de ER, augmentant ainsi l’activité transcriptionnelle de 

ER. La serine 106 de ER régule également l’activité de ER en réponse à SDF-1 dans un 

contexte AP-1. Nous démontrons que l’axe CXCR4/SDF-1 affecte directement l’activité de 
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ER. Il se peut également que la phosphorylation de la serine 106 favorise le recrutement de 

co-activateurs et que la phosphorylation de co-activateurs par ERK 1/2 augmente la fonction 

co-activatrice de ceux-ci.  

 

2 CXCR4/SDF-1 régule la prolifération des cellules MCF-7 

L’effet mitogénique de l’estrogène dans les cancers hormono-dépendant est bien 

connu. SDF-1 a été largement caractérisé dans le développement de tumeurs métastasiques. 

Les organes ciblés par les métastases dans le cancer du sein expriment de haut niveau de SDF-

1 et les tumeurs primaires exprimant CXCR4 migrent vers ces sites (Luker and Luker, 2006). 

CXCR4/SDF-1 participent à tous les stades impliqués dans le développement des métastases 

en régulant la migration cellulaire, l’adhésion cellulaire, la dégradation de la matrice 

extracellulaire, l’invasion cellulaire et l’angiogenèse. Moins d’études ont porté sur l’impact de 

SDF-1 sur l’initiation du cancer. La prolifération des cellules cancéreuses représente une des 

premières étapes dans le développement du cancer. Il a été rapporté que SDF-1 induit la 

prolifération de cellules cancéreuses mammaires (voir section 21.3). Une étude a également 

démontré que la prolifération de cellules cancéreuses mammaires et ovariennes en réponse à 

E2 est inhibée par l’utilisation d’un anticorps neutralisant pour SDF-1 (Hall and Korach, 

2003). De notre côté, nous avons observé que l’augmentation de la prolifération des MCF-7 en 

réponse à E2 est bloquée par l’antagoniste de CXCR4, l’AMD 3100, validant ainsi la 

participation du récepteur CXCR4 dans l’effet mitogénique de l’estrogène. Par ailleurs, un 

groupe a démontré que la déplétion du co-activateur SRC-1 dans les cellules MCF-7 altère 

l’induction de l’expression du gène SDF-1 par E2. La déplétion de SRC-1 altère également la 

prolifération des cellules MCF-7 en réponse à E2 (Kishimoto et al., 2005). Nos résultats et 

ceux de cette étude indiquent que l’activité de CXCR4 et l’expression de SDF-1 sont 

impliquées dans la prolifération de cellules cancéreuses ER positives en réponse à l’estrogène.  

 

Comme mentionné auparavant, il est bien connu que l’estrogène induit la prolifération 

de cellules cancéreuses ER positives. Les mécanismes régulant l’effet prolifératif de E2 sont 

toutefois encore à l’étude. D’autres groupes et nous-même avons déterminé que 

l’augmentation de l’expression de SDF-1 par E2 est un mécanisme contribuant à la 
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prolifération des cellules cancéreuses ER positives par E2. Par ailleurs, comme démontré par 

Hall, nous avons démontré que le traitement des cellules MCF-7 avec du SDF-1 ectopique 

induit la prolifération de ces cellules, indiquant que la chimiokine SDF-1 contribuerait au 

développement des tumeurs primaires mammaires en absence de E2.  L’effet prolifératif du 

SDF-1 pourrait être explicable par l’activation ligand-indépendante des ERs ou/et par un 

mécanisme ER indépendant, ce qui suggèrerait que SDF-1 pourrait induire la prolifération de 

cellules cancéreuses mammaires ER négatives. D’ailleurs, une étude a démontré que SDF-1 

induit la prolifération des cellules cancéreuses mammaires T47D par un mécanisme de 

transactivation du récepteur EGFR. SDF-1 transactive EGFR via l’activation de la kinase c-src 

et l’inhibiteur de EGFR, gefitinib, inhibe la prolifération de ces cellules en réponse à SDF-1 

(Pattarozzi et al., 2008). De plus, l’inhibition de CXCR4 inhibe la prolifération des cellules 

cancéreuses mammaires ER négatives SKBr3 dont le récepteur EGFR est constitutivement 

actif en réduisant la phosphorylation de EGFR (Pattarozzi et al., 2008). Cela démontre que la 

fonction proliférative de SDF-1 peut être indépendante de l’activité des ERs. 

 

Quant est-il du rôle de ER dans la régulation de la prolifération de cellules 

cancéreuses mammaires? Plusieurs études attribuent un rôle anti-prolifératif à ERvoir 

section 11.1). SDF-1 augmente la prolifération des cellules MCF-7, où ER et ERsont co-

exprimés. D’un autre côté, des cellules Hs578T stablement transfectées avec ER induisent 

l’expression de SDF-1 en réponse à E2 et à SDF-1. Le tamoxifène agit comme agoniste pour 

l’expression de CCND1. CCND1 est un gène important dans la régulation de la prolifération 

des cellules cancéreuses mammaires. SDF-1 améliore le recrutement de ER au promoteur du 

gène CCND1 en réponse au tamoxifène. En réponse à SDF-1, ER pourrait contribuer à 

augmenter la prolifération cellulaire en réponse au tamoxifène. On peut penser que ER 

contribuerait au phénomène de résistance au tamoxifène en améliorant la réponse agoniste du 

tamoxifène.  L’impact de ER sur la prolifération des cellules cancéreuses mammaires en 

réponse à SDF-1 dépend peut-être de sa co-expression ou non avec ER. Des cellules 

tumorales qui expriment seulement ER semblent se comporter différemment des cellules co-

exprimant ER et ER (voir section 11.1).  
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3 Le récepteur CXCR4 régule l’activité des ERs en absence de 

SDF-1 

 

3.1 CXCR4 augmente l’activité basale et hormonale des ERs 

Il a été rapporté que CXCR4 type sauvage présente une certaine activité constitutive en 

absence de ligand (Kahn et al., 2004). De plus, une mutation dans le motif DRY de CXCR4, 

soit la substitution de l’acide aspartique pour un résidu asparagine, rend le récepteur 

constitutivement actif en absence de ligand. La surexpression de CXCR4 type-sauvage ou du 

mutant constitutivement actif  NRY dans les cellules MCF-7 ou HEK 293T augmente 

l’activité E2-dépendante d’un gène rapporteur ERE et l’activité basale de ER et ER, 

respectivement. L’activité transcriptionnelle basale d’un gène rapporteur ERE dans les cellules 

MCF-7 et dans les cellules HEK 293T transfectées est partiellement inhibée par l’agoniste 

inverse T140, démontrant ainsi qu’une activité basale de CXCR4 en absence de SDF-1 régule 

l’activité des ERs. Toutefois, pour ce qui est des cellules MCF-7, il se peut que la production 

basale de SDF-1 endogène contribue à l’effet de CXCR4 en absence de SDF-1 ectopique. Cela 

serait vérifiable en testant l’antagoniste AMD 3100 sur l’activité basale ER dépendante. Nos 

résultats démontrent qu’une activité fonctionnelle basale de CXCR4, même en absence du 

ligand SDF-1, augmente l’activité transcriptionnelle ER-dépendante.  

 

3.2 CXCR4 relève la répression hormonale des ERs en réponse à 

ErbB2/ErbB3 

Nous avons précédemment publié que la signalisation du dimère ErbB2/ErbB3 réprime 

l’activité transcriptionnelle hormono-dépendante de ER et ER (St-Laurent et al., 2005, 

Sanchez et al., 2007, Sanchez et al., 2013). Par ailleurs, il existe une corrélation positive entre 

l’expression de ErbB2 et CXCR4 dans les tumeurs mammaires (Muller et al., 2001, Li et al., 

2004). Lors de mes travaux de doctorat, nous avons démontré que la co-expression de CXCR4 

avec ErbB2/ErbB3 relève la répression transcriptionnelle de ER et ER en réponse à 

ErbB2/ErbB3. De plus, la surexpression de CXCR4 relève partiellement alors que la déplétion 

de CXCR4 accentue la répression E2-dépendante de gènes cibles de ER en réponse au facteur 
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de croissance héréguline, qui favorise la dimérisation ErbB2/ErbB3. Fait intéressant, SDF-1 

fait partie des gènes dont l’induction en réponse à E2 est inhibée par héréguline, ce qui 

suggère que héréguline contribuerait à atténuer la signalisation de CXCR4 en réponse à SDF-1 

en plus d’altérer la réponse hormonale des ERs.  

 

CXCR4 relève que partiellement l’expression des gènes dont la transcription en 

réponse à E2 est inhibée par héréguline. Cela pourrait être attribuable à la production de SDF-

1 par les cellules MCF-7 faisant en sorte que nous n’observons pas que l’effet de la 

surexpression de CXCR4 seul mais également l’effet de la signalisation de CXCR4/SDF-1. 

Même si l’expression de SDF-1 en réponse à E2 est altérée par héréguline, elle n’est pas 

complètement inhibée.  Nous avons démontré dans les cellules HEK 293T que l’expression de 

CXCR4 en absence ou en présence de SDF-1 régule différemment la signalisation de 

ErbB2/ErbB3 et l’activité des ERs en réponse à ErbB2/ErbB3. Dans le cas de la déplétion de 

CXCR4, l’expression restante de CXCR4 peut répondre au SDF-1 et ainsi atténuer 

l’amélioration de la répression hormonale médiée par héréguline.  

 

Par ailleurs, les cellules MCF-7 expriment également ErbB1/EGFR et ErbB4. Malgré 

que celui-ci soit favorisé, le traitement à l’héréguline n’engendre pas que la formation du 

dimère ErbB2/ErbB3. La signalisation par d’autres dimères en réponse à héréguline pourrait 

peut-être expliquer l’effet partiel de CXCR4 sur l’expression des gènes en réponse à E2+Hrg.  

 

Les cellules MCF-7 expriment également le récepteur CXCR7. Il est possible que 

CXCR7 affecte le couplage entre CXCR4 et ErbB2/ErbB3 et ainsi la réponse 

transcriptionnelle des ERs. La co-expression de CXCR7 pourrait être un autre facteur 

contribuant à l’effet partiel de la surexpression ou de la déplétion de CXCR4 sur la 

transcription des gènes.  

 

Le mutant dominant négatif de CXCR4, N119K, qui ne possède pas d’activité 

protéines G dépendante n’a pas d’effet sur l’activité des ERs en réponse à ErbB2/ErbB3. Ces 

résultats suggèrent que CXCR4 possède une activité basale que ne possèderait pas le mutant 

N119K et que cette activité basale est suffisante pour exercer un effet sur la transcription E2-
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dépendante en réponse à ErbB2/ErbB3. Nos résultats indiquent que CXCR4, en absence de 

SDF- 1, a pour effet d’améliorer la réponse hormonale des ERs. Toutefois, nous avons observé 

que la présence de SDF-1 permet de récupérer la répression hormonale de ER et ER en 

réponse au mutant ErbB2 constitutif ou à héréguline. Contrairement aux résultats obtenus dans 

le contexte de mon premier article, SDF-1 n’améliore pas l’effet basal de CXCR4 dans un 

contexte d’activation de la signalisation par ErbB2 

 

3.2.1 La phosphorylation de CXCR4 est régulée par la signalisation de 

ErbB2  

Le récepteur CXCR4, en plus de posséder une activité basale, peut être régulé de 

manière ligand-indépendante. Une étude a démontré que le traitement de cellules cancéreuses 

mammaires avec le facteur de croissance IGF-1 entraîne le couplage de CXCR4 aux protéines 

G en absence de ligand (Akekawatchai et al., 2005). Par ailleurs, la sous-unité Gi peut être 

phosphorylée en réponse au facteur de croissance platelet-derived growth factor (PDGF) 

(Alderton et al., 2001). La phosphorylation de Gi inhiberait son association avec les sous-

unités G et prolongerait ainsi la signalisation protéines G dépendante. De plus, CXCR4 peut 

être transphosphorylé de manière ligand-indépendante en réponse à la signalisation par des 

facteurs de croissance (voir section 19.2.3.2.3).  

 

Nous avons démontré que le facteur de croissance héréguline augmente la 

phosphorylation de CXCR4 sur la serine 339 de manière ErbB2 et PKC dépendante. Il a été 

rapporté que la phosphorylation de CXCR4 par PKC régule l’internalisation et le recyclage de 

CXCR4. Un autre groupe a observé une augmentation de la phosphorylation des serines 324-

325 et 330 de CXCR4 en réponse à héréguline, dépendante de ErbB3 et EGFR. Nous ne 

pouvons pas exclure la possibilité que la phosphorylation de la serine 339 en réponse à 

héréguline fasse intervenir la transactivation de EGFR, puisque EGFR est exprimé dans les 

cellules HEK 293T et MCF-7. Les investigateurs de l’étude dont je fais mention ont suggéré 

que la phosphorylation de CXCR4 par héréguline engendrerait le couplage de CXCR4 aux 

protéines G. Il a été rapporté que la phosphorylation de CXCR4 par héréguline induit le 

recrutement de -arrestine, ce qui se produit à la suite de l’activation des protéines G par 
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CXCR4 et de la phosphorylation de CXCR4 par des GRKs. Nous avons démontré que la 

phosphorylation de la serine 339 de CXCR4 est dépendante de la kinase PKC. Or, il a été 

démontré que la phosphorylation de CXCR4 médiée par PKC n’induit pas le recrutement de 

la-arrestine (Orsini et al., 1999). Il se peut toutefois que PKC ne phosphoryle pas 

directement CXCR4. Il a été rapporté que PKC active rapidement GRK2. Le recrutement de 

-arrestine à CXCR4 met fin à la signalisation protéines G dépendante mais engendre une 

signalisation -arrestine dépendante qui pourrait réguler l’activité des ERs. De plus, il a été 

rapporté que la kinase PIM1 phosphorylerait spécifiquement la serine 339 de CXCR4 

(Grundler et al., 2009). La kinase PIM1 est constitutivement active et son expression est 

induite par PKC (Wingett et al., 1996). Il se pourrait aussi que la phosphorylation de la serine 

339 ne soit pas un signal de recrutement de la -arrestine. CXCR4, en réponse à PKC, est 

recyclé après son internalisation (Signoret et al., 1997). Une expression élevée de la PIM1, qui 

phosphoryle spécifiquement la sérine 339 de CXCR4, corrèle avec une augmentation de 

l’expression de CXCR4 à la surface (Grundler et al., 2009). De plus, il a été démontré que 

l’expression d’un mutant de CXCR4 S339E, qui mimique la phosphorylation, est davantage 

recyclé et exprimé à la surface que CXCR4 type sauvage (Brault et al., 2013). Ces résultats 

suggèrent que la phosphorylation de la serine 339 de CXCR4 par héréguline augmenterait le 

recyclage du récepteur ayant pour conséquence l’augmentation de l’expression en surface de 

CXCR4. Par ailleurs, nous avons observé que le contenu en phospho-serine total de CXCR4 

en réponse à héréguline n’est pas complètement inhibé par l’inhibiteur de PKC contrairement 

à la phosphorylation de la Ser339 (résultat non-inclus dans le manuscrit). Ce résultat suggère 

que  d’autres serines sont ciblées et d’autres kinases sont impliquées la phosphorylation de 

CXCR4 par la signalisation de ErbB2. 

   

Il a été démontré que la surexpression de ErbB2 dans des cellules cancéreuses 

mammaires augmente la stabilité de CXCR4, ce qui appuie l’implication de ErbB2 sur la 

stabilisation de CXCR4 (Li et al., 2004). De plus, la signalisation par des facteurs de 

croissance augmente le recyclage de CXCR4 en réponse à SDF-1 (Slagsvold et al., 2006). 

L’augmentation de l’expression de CXCR4 à la surface augmenterait ainsi la signalisation de 

CXCR4. En plus de phosphorylé CXCR4, héréguline-1 induit peut-être la phosphorylation 
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de la sous-unité Gi comme il a été démontré avec PDGF, ce qui accentuerait la signalisation 

protéines G dépendante.  

 

Nous avons observé que le mutant N119K, même s’il n’altère pas la stabilité et la 

signalisation de ErbB2/ErbB3, est tout de même phosphorylé à la serine 339 en réponse à 

ErbB2 alors qu’il ne l’est pas en réponse à SDF-1 (résultat pas inclus dans le manuscrit). Ce 

résultat suggère que l’augmentation de la phosphorylation de la serine 339 du mutant N119K 

doit favoriser son recyclage et son expression en  surface. Toutefois, comme il ne présente pas 

d’activité fonctionnelle, l’augmentation de sa stabilité n’aurait pas d’impact sur la 

signalisation de ErbB2 et sur l’activité transcriptionnelle E2-dépendante de ER et ER en 

réponse à la signalisation de ErbB2.  

 

Nos résultats démontrent que CXCR4 possède une activité basale qui régule l’activité 

transcriptionnelle des ERs en absence et en présence de ErbB2/ErbB3. De plus, nous avons 

identifié la signalisation de ErbB2 comme représentant un nouveau mécanisme ciblant la 

phosphorylation de la serine 339 de CXCR4 de manière SDF-1-indépendante. Une étude 

antérieure et nos données démontrent que l’héréguline phosphoryle CXCR4 sur des résidus 

localisés dans la queue C-terminale qui régulent le recrutement de la -arrestine et 

possiblement le recyclage du récepteur.  

 

3.2.2 CXCR4 régule la signalisation de ErbB2/ErbB3 

Le dimère ErbB2/ErbB3 en réponse à héréguline-1 et le mutant ErbB2 

constitutivement actif activent plusieurs voies de signalisation intracellulaires. L’expression de 

CXCR4 atténue la phosphorylation de Akt en réponse au mutant ErbB2 ou au dimère 

ErbB2/ErbB3 activé par héréguline-1 dans les cellules HEK 293T, mais n’affecte pas la 

phosphorylation de ERK 1/2 ou p38. La phosphorylation de Akt est récupérée en présence de 

SDF-1 dans les cellules HEK 293T. Le mutant dominant négatif de CXCR4, N119K, n’altère 

pas l’activation de la kinase Akt en réponse à ErbB2/ErbB3/Hrg-1. La surexpression de 

CXCR4 dans les cellules MCF-7 et BT474 atténue la phosphorylation de Akt alors que la 

déplétion de CXCR4 dans les cellules MCF-7 améliore la phosphorylation de Akt en réponse à 



210 
 

 

héréguline-1. Ces résultats corrèlent avec la réponse transcriptionnelle de ER et ER dans 

les cellules HEK 293T et la régulation des gènes suite à la surexpression ou la déplétion de 

CXCR4 dans les cellules MCF-7 en réponse à E2 et héréguline. Ces résultats suggèrent que 

l’altération de la voie PI3-K/Akt serait responsable de la modulation de l’activité 

transcriptionnelle des ERs en réponse à héréguline-1 par CXCR4.  

 

Plusieurs mécanismes pourraient être impliqués dans la régulation de la kinase Akt par 

CXCR4 en réponse à ErbB2/ErbB3. Nous avons décidé de regarder du côté du recrutement de 

PI3-K à ErbB3 en présence de ErbB2. Nous avons observé que la co-expression de CXCR4 

altère le recrutement de la sous-unité régulatrice de PI3-K à ErbB2/ErbB3 en réponse à 

héréguline1, qui est retrouvé en présence de SDF-1. En plus d’affecter le recrutement de PI3-

K à ErbB2/ErbB3, CXCR4 affecte peut-être l’activation de PI3-K. Nous avons observé une 

diminution de la présence de la forme phosphorylée de p85 avec le complexe 

ErbB2V659E/ErbB3 en présence de CXCR4. Par ailleurs, il a été rapporté que -arrestine 2 

inhibe la sous-unité catalytique de PI3-K (p110) (Wang et al., 2007). Comme il a été rapporté 

que héréguline induit le recrutement de -arrestine 2 à CXCR4, cela pourrait représenter un 

mécanisme par lequel CXCR4 altère l’activation de Akt. Toutefois, il a été démontré que 

l’inhibition de p110 par -arrestine 2 cela requiert un niveau d’expression élevé de -arrestine 

2 dans la cellule (Wang et al., 2007). De plus, pour que cette hypothèse soit valable, cela 

devrait impliquer que le mutant N119K CXCR4, contrairement à CXCR4 type-sauvage, ne 

recrute pas -arrestine 2 en réponse à héréguline.  

 

Il a été rapporté que l’inhibition de l’activité de Gi accentue la phosphorylation de 

ERK 5 en réponse à EGF. La surexpression des sous-unités G inhibe la phosphorylation de 

ERK 5 en réponse à EGF (Obara et al., 2008). L’activité protéines G dépendante régule peut-

être négativement la signalisation de d’autres kinases médiée par d’autres facteurs de 

croissance. L’activité protéine G constitutive de CXCR4 ou améliorée par héréguline 

contribue peut-être  à l’altération de l’activation de PI3-K et/ou Akt en réponse à la 

signalisation par ErbB2.  
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Nous avons observé une diminution de l’activation de Akt en présence du mutant 

ErbB2 constitutivement actif exprimé seul, malgré le fait que ErbB2 ne possède pas de site de 

liaison pour PI3-K. ErbB2 possède plusieurs sites de liaison pour ShcA, ce qui lui permet de 

recruter PI3-K indirectement via la cascade ShcA (Lahlou et al., 2012). De plus, ErbB2 

possède plusieurs sites pour la protéine Grb2 et il a été démontré que Grb2 module l’activité 

de Akt. La déplétion de Grb2 inhibe Akt mais n’affecte pas ERK 1/2 dans des cellules 

cancéreuses mammaires en réponse à héréguline ou surexprimant ErbB2 (Lim et al., 2000). 

Par ailleurs, il a été démontré pour le récepteur à l’IGF que la sous-unité régulatrice de PI3-K, 

p85, s’associe avec Grb2 et que cette association est dépendante de l’interaction entre Shc et 

Grb2. Cela dit, CXCR4 altère peut-être le recrutement de ShcA et/ou Grb2 à ErbB2, ce qui 

mènerait à une altération de l’activité de Akt.  

 

Nous avons publié que l’AF-1 de ER participe à la répression E2-dépendante de ER 

en réponse à héréguline. L’activation de l’AF-1 de ER relève cette répression 

transcriptionnelle (St-Laurent et al., 2005). De plus, nous avons démontré que la signalisation 

par SDF-1 augmente l’activité de l’AF-1 de ER. Basé sur ce résultat, nous pourrions 

supposer que la signalisation CXCR4/SDF-1 ciblerait l’AF-1 de ER et ainsi relèverait la 

répression en réponse à héréguline. Pourtant, la répression de l’activité hormonale de ER par 

héréguline est maintenue en présence SDF-1. Cela indique que CXCR4/SDF-1 ne doit pas 

influencer la réponse de ER à héréguline via l’AF-1 de ER. 

 

Nous avons démontré précédemment au laboratoire que la région charnière de ER 

participe également à la répression hormonale de ER en réponse à héréguline. Cette région, 

en réponse à PI3-K/Akt, recrute le co-activateur CBP et la E3 ubiquitine ligase Mdm2 ce qui 

engendre la dégradation protéosomale et la répression transcriptionnelle de ER en réponse à 

héréguline (Sanchez et al., 2013). Nous avons démontré que CXCR4 et SDF-1 module la 

signalisation de PI3-K/Akt ErbB2 dépendante d’une manière qui corrèle avec la réponse 

transcriptionnelle de ER. CXCR4 pourrait donc affecter la réponse transcriptionnelle de ER 

par un mécanisme Akt/CBP/Mdm2- dépendant. 
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D’autres et nous-même avons observé une répression de l’activité transcriptionnelle 

E2-dépendante de ER en réponse à héréguline (voir section 30). Toutefois, contrairement à 

ER, nous avons démontré que l’AF-1 de ER et Akt/CBP/Mdm2 ne participent pas à la 

répression hormonale de ER en réponse à héréguline (St-Laurent et al., 2005, Sanchez et al., 

2007, Sanchez et al., 2013). La voie PI3-K/Akt cible directement ER et augmente l’activité 

transcriptionnelle basale et hormone-dépendante (Campbell et al., 2001, Shin and Arteaga, 

2006). L’expression génique du co-répresseur MTA1 est augmentée dans les cellules 

cancéreuses mammaires MCF-7 en réponse à héréguline (Mazumdar et al., 2001). L’activité 

transcriptionnelle E2-dépendante de ER est inhibée par MTA1 (Mazumdar et al., 2001). Il a 

été rapporté que la répression hormonale de ER en réponse à héréguline est partiellement 

relevée par la déplétion de MTA1 (Khaleque et al., 2007).  CXCR4 pourrait altérer le 

recrutement de MTA1 à ER en réponse à héréguline et ainsi relever la répression hormonale 

de ER. 

 

3.2.3 CXCR4 régule la stabilité de ErbB2 et ErbB3 et la phosphorylation de 

ErbB2. 

 Nous avons démontré que la co-expression de CXCR4 avec ErbB2 et ErbB3 dans les 

cellules HEK 293T ou la surexpression de CXCR4 dans les cellules cancéreuses mammaires 

MCF-7 et BT474 diminue l’expression protéique de ErbB2, ErbB3 et la phosphorylation de 

ErbB2. Une augmentation de l’expression de ErbB2 et ErbB3 dans les cellules MCF-7 est 

observée suite à la déplétion de CXCR4. Un autre groupe a observé une augmentation de 

l’expression et de la phosphorylation de ErbB2 dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-

MB-361 exprimant stablement un mutant constitutivement actif de EGFR suite à la déplétion 

de CXCR4 (Rahimi et al., 2010). 

 

La dégradation de ErbB2 a été rapportée avec un inhibiteur de Hsp90, geldanamycine 

(Lerdrup et al., 2007, Pedersen et al., 2008) et avec l’inhibiteur du protéasome 20S bortezomib 

(P341) (Marx et al., 2007). Les deux composés engendrent la déstabilisation de l’interaction 

entre ErbB2 et la protéine chaperone Hsp90, ce qui induit la dégradation de ErbB2. Basé sur 
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ces études et ce que nous avons observé, il est possible que CXCR4 affecte l’association de 

Hsp90 à ErbB2 ce qui représenterait un mécanisme par lequel CXCR4 dérégule l’expression 

protéique de ErbB2. 

 

Étant donné que la dégradation de ErbB2 est observée avec CXCR4 type-sauvage mais 

pas avec le mutant N119K, cela suggère fortement un mécanisme protéine G dépendant. 

CXCR4 a été rapporté comme étant couplé à la protéine Gi mais également à Gq et à Gs  

(Rubin, 2009). Une étude a démontré que la surexpression de la protéine Gs engendre la 

dégradation du récepteur EGFR en absence et en présence de EGF (Zheng et al., 2004). La 

sous-unité Gs et la protéine GAP RGS-PX1 interagissent avec Hrs, une composante de la 

machinerie endosomale. La déplétion de Gs et Hrs inhibe la dégradation de EGFR (Zheng et 

al., 2004). Il se pourrait qu’une sous-unité G couplé à CXCR4 puisse engendrer la 

dégradation de ErbB2.  

 

CXCR4 est constitutivement internalisé en absence de ligand. De plus, nous avons 

démontré une interaction constitutive entre CXCR4 et ErbB2/ErbB3. Il se peut que le 

complexe CXCR4-ErbB2/ErbB3 soit constitutivement internalisé.  Il a été rapporté que le 

RCPG-adrénergique et le RTK EGFR forment un complexe constitutif. Les deux récepteurs 

sont internalisés en absence de ligand. Nous avons démontré que CXCR4 induit la dégradation 

de ErbB2 via la voie lysosomale. Toutefois, nous avons observé que le niveau d’expression 

protéique de CXCR4 n’est pas affecté par la co-expression de ErbB2/ErbB3. L’internalisation 

de CXCR4 en réponse à SDF-1 induit la dégradation lysosomale du récepteur. Notre 

hypothèse est que le complexe ErbB2-CXCR4 est internalisé.  Lors de l’internalisation, une 

vésicule endocytée fusionne avec l’endosome précoce. À ce stade, des protéines peuvent 

retourner à la membrane ou transiter vers les lysosomes pour être dégradées. ErbB2 

cheminerait vers les lysosomes alors que CXCR4, parce qu’il n’est pas lié à son ligand, serait 

recyclé à la membrane.  

 

La diminution de l’expression de ErbB2 et ErbB3 et de la phosphorylation de ErbB2 

corrèle avec une diminution de l’activité de Akt. Nous avons été surpris de constater que 
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malgré l’altération de l’expression et de la phosphorylation de ErbB2, seul l’activité de la 

kinase Akt est significativement affectée. De plus, une certaine activité fonctionnelle est 

maintenue puisque ErbB2/ErbB3 est en mesure de stimuler la phosphorylation de CXCR4 sur 

la serine 339. Un autre groupe a observé que le composé bortezomib, quoique entraînant une 

diminution de la phosphorylation de ErbB2, n’altère que la phosphorylation de la kinase Akt, 

avec aucun effet sur l’activité de ERK 1/2 (Marx et al., 2007). Il a été rapporté que la 

déstabilisation de ErbB2 mène à la déstabilisation de ErbB3 (Motoyama et al., 2002). Étant 

donné que ErbB3 recrute très efficacement PI3-K, la déstabilisation de ErbB3 entraîne une 

altération de l’activation de la voie PI3-K/Akt (Lane et al., 2000, Basso et al., 2002). La 

régulation de l’expression de ErbB2 et ErbB3 et la phosphorylation de ErbB2 par CXCR4 

représentent des mécanismes par lesquels CXCR4 module l’activation de la voie PI3-K/Akt en 

réponse à ErbB2/ErbB3. Comme mentionné auparavant, CXCR4 affecte peut-être l’activité de 

PI3-K/Akt par un ou des mécanisme(s) indépendant(s) de la régulation de la stabilité de 

ErbB2/ErbB3.  Le recrutement de PI3-K et la phosphorylation de Akt en présence de 

ErbB2/ErbB3 et de CXCR4 est récupéré en réponse à SDF-1 malgré le fait que les niveaux 

d’expression de ErbB2 et ErbB3 et la phosphorylation de ErbB2 demeurent diminués. Les 

RCPG activent généralement PI3-K alors que les RTK activent PI3-K. Toutefois, il a été 

démontré que CXCR4 en réponse à SDF-1 active les deux classes de PI3-K (Curnock and 

Ward, 2003). De plus, un groupe a démontré que CXCR4 co-précipite avec la sous-unité 

régulatrice p85 en réponse à SDF-1  (Vicente-Manzanares et al., 1999). La récupération de 

l’activation de la kinase Akt par SDF-1 en présence de ErbB2/ErbB3 et CXCR4 serait 

attribuable au recrutement de PI3-K et à l’activation PI3-K via les protéines G.   

 

3.2.4 CXCR4 et ErbB2/ErbB3 forment un complexe 

Les effets observés suggèrent que CXCR4 doit être à proximité de ErbB2 et ErbB3. Il a 

été démontré que CXCR4 et ErbB2 co-localisent dans des rafts lipidiques dans des cellules 

cancéreuses de la prostate (Chinni et al., 2008). Cependant, aucune évidence d’une interaction 

entre CXCR4 et ErbB2 n’avait été démontrée jusqu’à maintenant.  
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Même si l’expression de ErbB2 et ErbB3 est diminuée en présence de CXCR4, nous 

avons observé que CXCR4 et ErbB2 forment un complexe constitutif. ErbB2 constitutivement 

actif interagit avec CXCR4, ce qui démontre que la présence de ErbB3 n’est pas essentielle. 

Toutefois, CXCR4 interagit davantage avec ErbB2 et ErbB3 en présence d’héréguline, et cet 

effet est dépendant de l’activité kinase de ErbB2. L’amélioration du complexe en réponse à 

héréguline pourrait être attribuable à la phosphorylation de ErbB2, même si elle est diminuée 

avec CXCR4 ou/et due à une augmentation de la phosphorylation de CXCR4 sur la serine 339. 

Étant donné que ce site est impliqué dans le recyclage du récepteur, sa phosphorylation par 

héréguline augmenterait l’expression CXCR4 à la membrane et favoriserait donc l’interaction 

avec ErbB2. Héréguline pourrait également favoriser le recrutement d’une protéine qui 

stabilise le complexe. La combinaison de SDF-1 avec héréguline ne favorise pas davantage le 

complexe entre CXCR4 et ErbB2/ErbB3. Toutefois, SDF-1 améliore l’interaction entre le 

mutant ErbB2 constitutivement actif et CXCR4 type-sauvage mais pas avec le mutant N119K. 

Le mutant N119K n’engendre pas de signalisation protéines G dépendante en réponse à SDF-1 

et n’adopte pas la même conformation que CXCR4 type-sauvage suite à la liaison de SDF-1 

(Berchiche et al., 2007). Ces résultats suggèrent que l’hétérodimère ErbB2/ErbB3 versus 

l’homodimère ErbB2 interagit différemment avec CXCR4 et que la signalisation ou/et la 

conformation de CXCR4 régule l’interaction avec l’homodimère ErbB2 en réponse à SDF-1.  

 

4 La chimiokine SDF-1 : Ligand pour les récepteurs CXCR4 et 

CXCR7  

Lorsque j’ai entamé mes travaux de recherche au laboratoire, SDF-1 et CXCR4 étaient 

considérés comme étant exclusivement lié l’un à l’autre dans la littérature. Toutefois, au cours 

de nos travaux, des études ont montré que la chimiokine SDF-1 est également un ligand pour 

le récepteur CXCR7 (voir section 22.1). Nous avons donc due valider l’implication de CXCR4 

dans la réponse SDF-1 dans les cellules MCF-7. La déplétion de CXCR4 diminue l’expression 

des gènes EB1 et PR en réponse à SDF-1, altère la phosphorylation de ERK 1/2 et la 

phosphorylation de la serine 87 de ER en réponse à SDF-1 dans les cellules MCF-7. Par 

ailleurs, une étude a démontré que l’antagoniste de CXCR4, l’AMD3100, est un agoniste pour 

le récepteur CXCR7 (Kalatskaya et al., 2009). Nous avons démontré que l’AMD 3100 
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antagonise l’activité transcriptionnelle en réponse à E2 dans les cellules MCF-7, ce qui, basé 

sur l’étude sur CXCR7 et AMD 3100, démontrerait la contribution de CXCR4 dans la 

régulation de l’activité des ERs. De plus, l’AMD 3100 empêche l’augmentation de la 

prolifération des cellules MCF-7 en réponse à E2. Finalement, nous avons également 

démontré que la surexpression d’un mutant de CXCR4 dominant négatif atténue l’activité 

transcriptionnelle E2-dépendante dans les cellules MCF-7. Par diverses approches, nous avons 

validé l’implication de CXCR4 dans les effets médiés par SDF-1 dans les cellules MCF-7.  

 

Nous ne pouvons toutefois pas exclure l’implication de CXCR7 puisque ce récepteur 

est exprimé dans les cellules MCF-7 et dans plusieurs lignées cancéreuses mammaires. Malgré 

le fait que le récepteur CXCR7 ne soit pas couplé aux protéines G, des études ont rapporté que 

c’est un récepteur fonctionnel pouvant engendrer l’activation de voies de signalisation (voir 

section 22.3). CXCR7, via le recrutement de -arrestine, peut engendrer l’activation de ERK  

1/2. Toutefois, contrairement à l’activation de ERK 1/2 de manière protéines G dépendante, 

l’activation par -arrestine restreint généralement ERK 1/2 activé dans le cytoplasme 

(Lefkowitz and Shenoy 2005). Comme ER est localisé majoritairement dans le noyau (Picard 

et al., 1990), cela implique que l’activation de ERK 1/2 par CXCR7 ne pourrait 

vraisemblablement pas cibler les ERs dans le noyau. De plus, nous avons observé que le 

mutant de CXCR4 N119K qui ne peut se coupler aux protéines G, n’exerce aucun effet sur 

l’activité des ERs en réponse à SDF-1, ce qui suggère fortement l’implication d’une 

signalisation protéines G dépendante. Par ailleurs, il a été rapporté que lorsque co-exprimés, 

CXCR4 et CXCR7 peuvent former des hétérodimères et que la présence de CXCR7 influence 

la signalisation de CXCR4 (voir section 22.3). L’hétérodimère CXCR4/CXCR7 recrute 

constitutivement -arrestine. La présence de CXCR7 favorise donc une signalisation -

arrestine dépendante. L’hétérodimère CXCR4/CXCR7 régule peut-être l’activité 

transcriptionnelle des ERs en réponse à SDF-1 en affectant la signalisation protéines G 

dépendante de CXCR4. 

 

Une étude a démontré que la déplétion de CXCR7, contrairement à CXCR4, n’altère 

pas la prolifération de cellules cancéreuses mammaires ER positives MCF-7 et ZR-75. La 
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surexpression de CXCR7 dans les cellules MCF-7 augmente la croissance basale des cellules 

mais inhibe la croissance induite par E2 (Boudot et al., 2011). De plus, la régulation 

différentielle de l’expression des récepteurs CXCR4 et CXCR7 a été observée. E2 augmente 

l’expression de SDF-1 et CXCR4 mais diminue l’expression de CXCR7 dans les cellules 

cancéreuses mammaires ER positives MCF-7 et ZR-75 (Boudot et al., 2011). De plus, le 

phytoestrogène genistein qui présente une plus forte activité agoniste pour ER, diminue 

l’expression de l’ARNm de CXCR7 mais toutefois à de fortes doses. De faibles doses de 

genistein sont suffisantes pour stimuler efficacement l’expression du gène CXCR4 dans les 

cellules MCF-7 (Boudot et al., 2011).  

 

5 Comment l’axe CXCR4/SDF-1 est couplé à d’autres récepteurs 

stéroïdiens 

L’expression de CXCR4 serait régulée par le récepteur à l’androgène (AR). L’ARNm 

de CXCR4 dans les cellules cancéreuses de la prostate LnCaP est augmenté en réponse au 

ligand synthétique de AR, le R1881. Toutefois, l’induction de l’expression de CXCR4 n’est 

pas inhibée de manière significative par l’anti-androgène bicalutamide (Kasina and Macoska, 

2012). Comme le bicalutamide est un modulateur de l’activité de AR (SARM) et qu’il inhibe 

seulement l’AF-2 de AR, il est possible que l’effet du ligand R1881 sur l’expression de 

CXCR4 fasse intervenir l’AF-1 de AR. D’un autre côté, une autre étude a rapporté que AR 

régule négativement l’expression de CXCR4. En comparant des cellules cancéreuses de la 

prostate DU-145 parentales AR négatives aux cellules DU-145 exprimant stablement AR, un 

groupe a observé une diminution de l’expression de CXCR4 dans les cellules exprimant AR 

(Akashi et al., 2006). Cela affecte le potentiel migratoire des cellules en réponse à SDF-1. Il 

est possible que les cellules cancéreuses de la prostate co-exprimant AR et CXCR4 expriment 

moins de CXCR4 comparativement aux cellules AR négatives mais que l’activation de AR par 

son ligand puisse réguler l’expression de CXCR4.  

 

Il a été démontré que la chimiokine SDF-1 régule positivement l’expression de  

CXCR4 dans les cellules cancéreuses de la prostate LnCaP de manière AR-dépendante 

(Kasina and Macoska, 2012). Nous avons montré que CXCR4 régule positivement 
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l’expression de son ligand dans des cellules cancéreuses mammaires. D’après ce qui a été 

décrit pour des cellules de la prostate, il se pourrait également que SDF-1 régule positivement 

l’expression de CXCR4 dans des cellules cancéreuses mammaires.  

 

La serine 106/87 de ER est conservée parmi les récepteurs stéroïdiens, suggérant que 

SDF-1 pourrait réguler l’activité de d’autres récepteurs par un mécanisme similaire à ER.  

Pour ER, le site équivalent correspond à la serine 118. Dans la littérature, la phosphorylation 

de la serine 118 est surtout attribuée à la signalisation par l’estrogène. Une étude a toutefois 

révélé que la chimiokine SDF-1 augmente la phosphorylation de la serine 118 de ER dans les 

cellules MDA-MB-361 et dans les cellules MCF-7 surexprimant CXCR4. De plus, la 

phosphorylation de la serine 167 de ER est également augmenter en réponse à SDF-1 

(Rhodes et al., 2011). Plusieurs kinases ont été attribuées à la phosphorylation de la serine 118 

de ERdont MAPK/ERK.  La serine 167 de ER est ciblée par la voie MAPK et la kinase 

Akt. Il reste à déterminer si ces sites sont impliqués dans la régulation transcriptionnelle de 

ER en réponse à SDF-1. Si c’est le cas, l’activité de ER en réponse à SDF-1 pourrait être 

régulée par la voie MAPK comme ER mais peut-être aussi par la voie PI3-K/Akt.   

 

Il a été rapporté que la signalisation engendrée par SDF-1 augmente l’activité 

transcriptionnelle d’un autre récepteur stéroïdien. SDF-1 augmente l’activité transcriptionnelle 

du récepteur de l’androgène  (AR) de manière ligand-indépendante sur un gène rapporteur et 

promouvoit la transcription de gènes cibles de AR dans les cellules cancéreuses de la prostate 

LnCaP. SDF-1 induit la translocation nucléaire du co-activateur SRC-1 et promouvoit 

l’association entre AR et le co-activateur SRC-1 (Kasina and Macoska, 2012). SDF-1 induit la 

phosphorylation des serines 210/213 de AR dans les cellules LNCaP.  La phosphorylation de 

AR est inhibée par inhibiteur de PI3-K (Kasina and Macoska, 2012). Cela indique que la 

portion N-terminale de AR est ciblée par l’axe CXCR4/SDF-1 via la voie PI3-K/Akt. La voie 

MAPK serait également indirectement impliquée dans le régulation de l’activité 

transcriptionnelle de AR en réponse à SDF-1 puisque la phosphorylation en thréonine de SRC-

1 par SDF-1 est inhibée par un inhibiteur de MEK (Kasina and Macoska, 2012).  
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SDF-1 induit également la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate LnCaP. 

Cette prolifération est inhibée par AMD et par l’anti-androgène bicalutamide. Toutefois, SDF-

1 n’induit pas la prolifération de cellules cancéreuses de la prostate 22Rv1 qui sont insensibles 

à l’androgène (Kasina and Macoska, 2012). Alors que SDF-1 peut induire la prolifération de 

cellules cancéreuses mammaires ER négatives, ces résultats indiquent que la prolifération de 

cellules de la prostate en réponse à SDF-1 est hormono-dépendante.  

 

Dans une lignée cellulaire dérivée de tissu utérin de rat (ELT-3), l’induction de 

l’expression de SDF-1 par E2 est inhibée par la progestérone.  Le modulateur de l’activité de 

PR (SPRM), asoprisnil, relève partiellement la répression de l’expression du gène SDF-1 par 

la progestérone. La progestérone inhibe la prolifération des cellules ELT-3 induite par E2 et 

diminue le volume de kystes utérins dans un modèle animal (Glace et al., 2009). PR est un 

gène cible de ER et est induit en réponse à l’estrogène. Les résultats décrits ci-dessus 

suggèrent un mécanisme de rétroaction négative par PR sur l’expression de SDF-1 en réponse 

à E2.  
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Perspectives 

1 Implication de la sérine 87 de ER dans la régulation des gènes 

Nous avons démontré que la serine 87 de ER est ciblée par la signalisation de 

CXCR4/SDF-1 et est essentielle dans la réponse à SDF-1. Nous avons également démontré 

que ER régule positivement la transcription du gène SDF-1 en réponse à E2 et à SDF-1. 

Beaucoup d’études ont porté sur le patron de liaison à la chromatine et la  régulation des gènes 

par ER et ER en réponse à E2. Aucune étude à grande échelle sur l’implication de la 

phosphorylation de l’AF-1 de ER sur la liaison à la chromatine et sur l’expression de certains 

gènes n’a été réalisée. Il serait intéressant de déterminer l’impact de la serine 87 de ER sur la 

régulation de l’expression des gènes réponse à E2 et à SDF-1 dans des cellules cancéreuses 

mammaires. Une analyse par puce à l’ADN (microarray) permettrait d’établir un plus grand 

portrait de l’expression des gènes médiée par la serine 87 de ER. Il permettrait également 

d’analyser le profil des gènes selon leur fonction. Étant donné que nous savons maintenant que 

des sites de liaison de ER à des régions distales peuvent réguler la transcription des gènes, 

l’analyse des régions de liaison de ER à la chromatine en réponse à SDF-1 par la technique 

de ChIP-Sequence s’avèrerait très utile. Toujours dans un contexte de la serine 87, il 

permettrait l’identification et la caractérisation de nouveaux sites de liaisons.  

 

L’analyse des régions permettrait d’évaluer s’il y a un patron d’enrichissement 

particulier des sites ER en réponse à SDF-1 : Liaison directe via ERE ou de liaison indirecte 

via l’association de AP-1 aux sites ER par exemple. De plus, la coopération de facteurs de 

transcription est importante pour la transcription de ER. L’analyse de la présence de motifs 

pour certains facteurs de transcription aux sites de liaisons nous permettrait également 

d’évaluer s’il y a un patron d’enrichissement de motifs pour un ou plusieurs facteurs de 

transcription.  

 

Comme une étude a démontré que SDF-1 induit la phosphorylation des serines 118 et 

167 de ER, il serait intéressant de valider si ces sites sont nécessaires à la réponse à SDF-1. 
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Si tel est le cas, l’évaluation de l’impact de ces sites sur la liaison à la chromatine et la 

régulation des gènes en réponse à SDF-1 serait pertinente également.  

 

2 ER et plus particulièrement la serine 87 de ER modulent-ils la 

prolifération de cellules cancéreuses mammaires et la 

tumorigénèse? 

Nous avons démontré que la prolifération E2-dépendante de cellules cancéreuses co-

exprimant ER et ER est dépendante de CXCR4/SDF-1 et que SDF-1 seul induit également 

la prolifération des cellules. Toutefois, nous n’avons pas validé l’implication de ER dans la 

régulation de la prolifération de cellules cancéreuses mammaires médiée par l’axe 

CXCR4/SDF-1. Nous avons démontré que ER peut induire l’expression de SDF-1, et comme 

nous avons observé que SDF-1 induit la prolifération, cela laisse croire que ER pourrait être 

impliqué dans la prolifération des cellules en réponse à SDF-1. Est-ce que l’induction du gène 

SDF-1 par ER serait suffisante pour induire la prolifération de cellules cancéreuses? Les 

études jusqu’à maintenant attribue à ER un rôle antiprolifératif, quoique certains groupes 

tentent de démontrer que l’effet de ER est dépendante de sa co-expression ou non avec ER.  

 

Il y aurait l’approche d’évaluer la réponse proliférative de cellules exprimant 

stablement ER type sauvage ou ERS87A en réponse à E2 avec un antagoniste de CXCR4 et 

en réponse à SDF-1 seul. Cela nous donnerait une bonne indication si ER est en mesure 

d’induire la prolifération médiée par l’axe CXCR4/SDF-1. Toutefois, la majorité des cellules 

cancéreuses mammaires ER positives expriment également ER. Pour respecter la co-

expression de ER et ER, il faudrait dépléter ERpar interférence à l’ARN et mesurer la 

prolifération des cellules en réponse à E2 et à SDF-1. Il serait intéressant d’évaluer si ER, en 

condition de déplétion de ER, peut compenser et promouvoir la prolifération des cellules. 

L’effet de SDF-1 seul sur la prolifération cellulaire ne doit pas être entièrement ER dépendant. 

Il faudrait utiliser un anti-estrogène complet comme le fulvestrant pour s’assurer de 

l’implication de ER.   
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Dans le but d’évaluer l’implication de la serine 87 de ER dans un contexte de co-

expression ER/ER, nous pourrions déplété ER endogène et introduire un mutant S87A ou 

S87E dans les cellules. La prolifération de ces cellules serait comparée à des cellules 

parentales et  déplétées en ER ou ER. De plus, ces cellules pourraient être introduites dans 

le tissu adipeux mammaire (modèle orthotopique) d’une souris ‘severe combined 

immunodeficient’ (SCID) dans le but de regarder la formation et la progression de tumeurs 

mammaires en réponse à E2 et à SDF-1.  

 

3 Implication de CXCR4/SDF-1 dans la résistance acquise au 

tamoxifène 

Nous avons démontré dans un contexte de gène rapporteur AP-1 coll-Luc que 

CXCR4/SDF-1 améliore l’activité agoniste du tamoxifène via ER. Lors d’une résistance 

acquise au tamoxifène, les cellules cancéreuses mammaires prolifèrent en réponse au 

tamoxifène. Il serait intéressant d’évaluer l’implication de l’axe CXCR4/SDF-1 dans le 

mécanisme de résistance acquise au tamoxifène à partir de cellules cancéreuses mammaires 

soumises à une exposition prolongée au tamoxifène ou d’une lignée cellulaire résistance au 

tamoxifène (TAM-R). La prolifération de ces cellules devrait être augmentée 

comparativement aux cellules parentales. De plus, les cellules TAM-R devraient proliférer en 

réponse au tamoxifène. La phosphorylation des kinases et de ER est augmentée dans les 

cellules résistantes au tamoxifène. Il serait intéressant de mesurer l’expression du gène SDF-1 

dans un contexte où le tamoxifène exerce un effet agoniste comparativement au niveau 

d’expression de SDF-1 dans des cellules parentales.  Il faudrait évaluer si la déplétion de 

CXCR4 ou un anticorps dirigé contre CXCR4 ou SDF-1 atténue la prolifération des cellules 

résistantes au tamoxifène.  

 

Par ailleurs, il serait intéressant de mesurer l’expression des gènes des cellules TAM-R 

versus les cellules parentales en réponse à SDF-1 et dans un contexte de déplétion de CXCR4. 

Également, l’implication de la Ser-87 de ER dans la résistance au tamoxifène pourrait être 

évaluée en déplétant l’expression endogène de ER et en introduisant le mutant ERS87A. 
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4 CXCR7 peut-il influencer le couplage entre CXCR4 et ER? 

Nous avons démontré que l’activation de la voie ERK 1/2 par CXCR4/SDF-1 est 

responsable de l’activation de la transcription de ER en réponse à SDF-1. Étant donné que 

CXCR7 active la voie MAPK/ERK via -arrestine et que ERK activé par -arrestine demeure 

généralement dans le cytoplasme, il semblerait que la signalisation de CXCR7 serait moins 

efficace que CXCR4 pour cibler ER. Toutefois, il a été rapporté que la co-expression de 

CXCR7 avec CXCR4 module l’activité de CXCR4. CXCR7 est co-exprimé avec CXCR4 

dans les cellules MCF-7, le modèle cellulaire que nous avons utilisé. Il serait intéressant de 

faire moduler le ratio CXCR4/CXCR7 dans les cellules MCF-7 en déplétant ou en 

surexprimant CXCR7. La mesure de l’activation de ERK 1/2, la phosphorylation de la serine 

87 de ER, l’expression des gènes cibles dont SDF-1 et la prolifération des cellules en réponse 

à E2 et SDF-1 nous permettrait ainsi d’évaluer l’impact de CXCR7 sur la signalisation de 

CXCR4 et le couplage entre CXCR4 et ER. 

 

5 Analyse du profil des gènes cibles de ER modulé par CXCR4 en 

réponse à la signalisation de ErbB2/ErbB3. 

 

Nous avons observé que le facteur de croissance héréguline régule différemment la 

transcription E2-dépendante du gène CCND1 que celle des gènes ERE GREB1, PR et SDF-1. 

Toutefois, le nombre de gènes analysés ne nous permet pas de clairement valider un 

mécanisme différentiel. Dans un premier temps, il serait intéressant d’évaluer à plus grande 

échelle l’impact du traitement à l’héréguline sur l’expression de gènes cibles de ER régulés de 

manière classique ou non-classique en réponse à E2. Il faudrait également évaluer l’impact de 

la modulation de l’expression de CXCR4 sur l’expression de gènes variés ayant diverses 

fonctions cellulaire dans le but de tenter d’identifier un profil de gènes en particulier régulé 

par CXCR4.  
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Comme le couplage ErbB2/ErbB3-CXCR4 pourrait s’appliquer dans un contexte ER 

indépendant et que l’héréguline régule l’expression de gènes, il serait intéressant d’évaluer 

l’impact de CXCR4 sur l’expression de gènes ‘héréguline-dépendant’. 

 

6 Tenter de comprendre comment CXCR4 régule la transcription 

de ER et ER en réponse à la signalisation de ErbB2/ErbB3.  

Notre laboratoire a démontré que l’activité transcriptionnelle E2-dépendante de ER et 

ER est réprimée par la signalisation de ErbB2/ErbB3. Mes travaux nous ont permis de 

démontrer que l’expression de CXCR4 et SDF-1 régule l’activation de la voie PI3-K/Akt en 

réponse à ErbB2/ErbB3 et cette régulation corrèle avec la modulation de l’activité 

transcriptionnelle de ER et ER.  

 

Le co-activateur CBP et l’ubiquitine ligase Mdm2  engendrent la dégradation et la 

répression de ER via l’activation de la voie PI3-K/Akt par ErbB2/ErbB3. Le traitement des 

cellules MCF-7 avec héréguline stimule fortement la dégradation de ER. L’inhibition de la 

dégradation de ER par la déplétion de Mdm2 dans les cellules MCF-7 permet de récupérer 

partiellement la liaison E2-dépendante de ER aux promoteurs de gènes cibles en réponse à 

héréguline. La dégradation de ER contribue à la répression de la réponse hormonale des 

MCF-7 en réponse à héréguline. Il serait pertinent d’évaluer si l’expression de CXCR4 affecte 

l’expression protéique de ER dans les cellules MCF-7 en réponse à héréguline. De plus, il 

serait intéressant d’évaluer si CXCR4 régule l’interaction entre ER et CBP et ER et Mdm2 

soit en essai de co-immunoprécipitation ou par la méthode re-ChIP. 

 

Toutefois, pour ce qui est de ER, la kinase Akt ne réprime pas l’activité 

transcriptionnelle E2-dépendante de ER et CBP et Mdm2 ne dégradent pas ER. Le co-

répresseur MTA1 réprime l’activité E2-dépendante de ER et héréguline induit l’expression 

de MTA1. Il serait important d’évaluer si CXCR4 régule l’interaction entre ER et MTA1 par 

essai de co-immunoprécipitation ou par re-ChIP. Il a été rapporté que héréguline augmente le 
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niveau d’expression de MTA1. Il serait intéressant d’évaluer l’impact de la modulation de 

l’expression de CXCR4 sur les niveaux d’expression de MTA1.  

 

L’expression de CCND1 en réponse à E2, contrairement à celle des gènes ‘ERE’ que 

nous avons étudié, est augmentée par héréguline dans les cellules MCF-7 co-exprimant ER 

et ER. Nous avons précédemment démontré au laboratoire à partir  de la lignée cancéreuse 

mammaire Hs578T exprimant stablement ER, une diminution de l’occupation E2-dépendante 

de ER au promoteur de CCND1 en réponse à héréguline. Il serait pertinent d’évaluer le 

comportement de ER et ER sur des éléments AP-1 en réponse à E2 et héréguline en 

comparaison avec l’occupation sur des éléments ERE de promoteurs de gènes cibles par la 

méthode de ChIP dans les cellules MCF-7. 

 

Notre laboratoire a démontré que la stabilité protéique de ER est davantage 

compromise que celle de ER dans des cellules cancéreuses mammaires en réponse à 

héréguline. Il serait pertinent d’évaluer l’effet de la modulation de CXCR4 sur l’expression 

protéique de ER et ER en réponse à héréguline. De plus, la localisation cellulaire 

(cytoplasme/noyau/matrice) et la mobilité de ER nous donnent de bons indices sur l’état 

transcriptionnel. Ainsi, par fractionnement cellulaire et par la technique de FRAP, la 

localisation et la mobilité de ER et ER en réponse à héréguline et à CXCR4 pourraient être 

déterminées.  

 

Nous avons mesuré l’activité transcriptionnelle de ER et ER séparément en essai 

luciférase dans les cellules HEK 293T. La régulation de la transcription des gènes a été 

analysée à partir d’une lignée co-exprimant ER et ER. Il est possible qu’un isoforme versus 

un autre soit plus sensible à la répression hormonale par héréguline et que héréguline influence 

différemment la réponse du dimère ER/ER. Par ailleurs, il est possible que CXCR4 altère 

davantage la répression hormonale ER ou ER ou le dimère ER/ER en réponse à 

héréguline. Il serait donc intéressant d’évaluer l’impact de la déplétion de ER ou de ER sur 

la répression hormonale des gènes en réponse à héréguline et l’effet de la modulation de 

l’expression de CXCR4 dans ces conditions. L’occupation de ER, ER et le dimère 
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ER/ER sur la chromatine en réponse à E2 et E2+Hrg serait évaluer par les méthodes ChIP 

et re-ChIP. Il faudrait dans ce contexte évaluer l’impact de CXCR4 sur l’occupation de ER, 

ER et du dimère ER/ER sur la chromatine.  

 

7 Étudier les mécanismes derrière la régulation de l’expression de 

ErbB2 et ErbB3 par CXCR4. 

Nos résultats avec le mutant N119K CXCR4 nous suggèrent que CXCR4 type-sauvage 

pourrait réguler la dégradation de ErbB2 de manière protéines G dépendante. Pour vérifier 

cela, il s’agirait d’évaluer l’impact de l’inhibition des différentes protéines G et la 

surexpression des sous-unités G et de la portion C-terminale de GRK2 sur l’expression 

protéique de ErbB2.  

 

Il a été démontré que certains membres de la famille des ErbBs sont ubiquitinés, ce qui 

mène à leur dégradation (voir section 26.3). Il serait utile de mesurer le niveau 

d’ubiquitination de ErbB2 en présence de CXCR4. La dégradation de ErbB2 par la voie 

lysosomale implique son internalisation. L’internalisation de ErbB2 pourrait être évalué en 

mesurant l’expression en surface de ErbB2 par FACS, ELISA ou par analyse de type Western 

blot à partir de fractions membranaires. Si CXCR4 est internalisé également, ces mêmes 

approches nous permettraient de le déterminer. La formation de vésicule endocytée pourrait 

être visualisée par microscopie électronique. De plus, si le complexe ErbB2-CXCR4 est 

internalisé, la co-localisation de ErbB2 et de CXCR4 aux niveaux des vésicules pourrait être 

évaluée par immunofluorescence.  

 

L’inhibition de la chaperone Hsp90 ainsi que l’ubiquitine ligase CHIP induit la 

dégradation de ErbB2. Il serait intéressant d’évaluer si CXCR4 affecte l’interaction entre 

ErbB2 et Hsp90 et l’ubiquitine ligase CHIP par co-immunoprécipitation.  
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Finalement, nous avons démontré que CXCR4 régule l’expression protéique de ErbB2 

et ErbB3 mais il serait intéressant d’évaluer si CXCR4 affecte la transcription des gènes 

ErbB2 et ErbB3 également.  

 

8 Déterminer l’impact de la serine 339 de CXCR4 

Les données dans la littérature sur la stabilité de CXCR4 par PKC et la serine 339 de 

CXCR4 suggèrent que l’héréguline favoriserait le recyclage et l’expression en surface du 

récepteur. Pour valider cette hypothèse, il faudrait mesurer l’expression en surface de CXCR4 

en réponse à ErbB2/ErbB3/Hrg par FACS, ELISA ou par analyse de type Western blot de 

fractions membranaires.  

 

Il faudrait également évaluer l’impact de la serine 339 sur le couplage ErbB2-CXCR4 

en  déterminant l’impact des mutations S339A et S339E de CXCR4 sur l’activation de la voie 

PI3-K /Akt et la répression hormonale des ERs en réponse à ErbB2/ErbB3/Hrg. De plus, nous 

avons observé une augmentation de l’interaction entre ErbB2/ErbB3 et CXCR4 en réponse à 

héréguline qui pourrait être attribuée à la phosphorylation de la serine 339. Il faudrait évaluer 

l’impact des mutations S339A et S339E sur le complexe ErbB2/ErbB3-CXCR4 en réponse à 

héréguline.  

 

La kinase PIM1 ciblerait spécifiquement la Ser-339 de CXCR4 et son expression est 

régulée par la kinase PKC. La déplétion de PIM1 ou l’utilisation de l’inhibiteur de PIM1 

permettrait d’évaluer si cette kinase est impliquée dans la phosphorylation de la Ser-339 de 

CXCR4 en réponse à héréguline.  

 

Il a été démontré que la phosphorylation de CXCR4 par héréguline induit le 

recrutement de -arrestine. L’implication de la serine 339 dans le recrutement de -arrestine 2 

en réponse à héréguline pourrait être vérifiée par l’utilisation des mutants S339A et S339E de 

CXCR4. 
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9 Régulation de la signalisation PI3-K/Akt -ErbB2/ErbB3 

dépendante par CXCR4 

Nous avons démontré que l’altération de l’activation de la voie PI3-K/Akt par 

ErbB2/ErbB3 corrèle avec une altération de l’expression de ErbB2 et ErbB3 et de la 

phosphorylation de ErbB2. Il est possible que CXCR4 régule négativement la signalisation 

PI3-K/Akt médiée par ErbB2/ErbB3 par un ou d’autre(s) mécanisme(s). 

 

Il a été rapporté que la phosphorylation de CXCR4 par héréguline induit le recrutement 

de -arrestine 2 (Sosa et al., 2010) et que -arrestine 2 peut inhiber la sous-unité catalytique de 

PI3-K (Wang et al., 2007). La déplétion de -arrestine2 permettrait d’évaluer si cette protéine 

est impliquée dans la diminution de l’activité de Akt. De plus, il serait intéressant d’évaluer si 

le mutant N119K est en mesure de recruter -arrestine en réponse à héréguline.  

 

L’activité de la protéine Gi peut altérer l’activation de kinases. L’utilisation d’un 

inhibiteur de la protéine Gi (pertussis toxin) ou la surexpression de G et de la portion C-

terminale de GRK2 dans le but d’altérer la signalisation G dépendante permettrait d’évaluer si 

l’activité Gi participe à l’altération de l’activation de Akt. Par ailleurs, s’il s’avère qu’il y a 

une implication protéine G dépendante, il serait intéressant d’évaluer si héréguline induit la 

phosphorylation en tyrosine de Gi. De plus, la mesure de liaison de GTP marqué permettrait 

de déterminer si l’héréguline engendre le couplage de CXCR4 aux protéines G.  

 

Finalement, le mécanisme de récupération de l’activation de PI3-K/Akt avec SDF-1 

pourrait être évalué en utilisant des inhibiteurs spécifiques de PI3-K et PI3-K. Par ailleurs, il 

faudrait évaluer la capacité de CXCR4 à recruter p85 en réponse à SDF-1.  

 

 Nous avons observé que SDF-1 affecte différemment le complexe formé de CXCR4 

avec un homodimère ErbB2 ou un hétérodimère ErbB2/ErbB3. Il serait intéressant de faire 

appel à un groupe travaillant sur la cristallographie de complexe protéique dans le but 

d’apporter une compréhension au niveau des bases structurales du complexe.  
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10 Évaluer l’impact de CXCR4 sur la prolifération des cellules en 

réponse à la signalisation de ErbB2/ErbB3.  

Nous avons précédemment démontré au laboratoire que la prolifération E2-dépendante 

des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 est inhibée par héréguline, ce qui corrèle avec 

une diminution de l’activité transcriptionnelle des ERs et de l’expression des gènes. Comme la 

modulation de l’expression de CXCR4 régule la transcription de certains gènes en réponse à 

héréguline, CXCR4 pourrait affecter la prolifération E2-dépendante en réponse à héréguline. 

Par ailleurs, la voie de signalisation PI3-K/Akt régule la croissance cellulaire en favorisant la 

survie cellulaire et en inhibant l’apoptose. De plus, CXCR4 module la voie PI3-K/Akt en 

réponse à ErbB2/ErbB3. Finalement, CXCR4 régule l’expression de ErbB2. Une étude a 

démontré que  l’inhibiteur du protéasome 20S bortezomib induit la dégradation de ErbB2, 

altère la phosphorylation de Akt et inhibe la croissance de cellules cancéreuses mammaires 

(Marx et al., 2007). Une autre étude rapporte que la surexpression de EBP1, une protéine 

associée à ErbB3, diminue l’expression de ErbB2, l’activation de Akt, l’expression de 

CCND1, cycline E, et c-myc et la croissance de cellules cancéreuses mammaires co-exprimant 

ErbB2 et ErbB3 (Lessor et al., 2000, Lu et al., 2011). Ces résultats suggèrent que CXCR4 

pourrait réguler la prolifération des cellules cancéreuses mammaires en réponse à héréguline.  

Dans cet ordre d’idées, des essais de prolifération cellulaire effectués à partir des cellules 

cancéreuses mammaires surexprimant CXCR4 ou déplétées en CXCR4 permettraient 

facilement de répondre à cette question. 

 

Il serait également intéressant d’évaluer l’impact de la modulation de l’expression de 

CXCR4 sur la tumorigénèse induite par héréguline. Des cellules cancéreuses mammaires 

surexprimant CXCR4 ou déplétées en CXCR4 versus des cellules parentales pourraient être 

introduites dans le tissu adipeux mammaire d’une souris SCID. L’administration d’estrogène 

seul ou  en combinaison avec héréguline aux souris permettrait d’évaluer si la modulation de 

l’expression de CXCR4 influence la formation de tumeurs dans ces conditions. Par ailleurs, 

une souris transgénique Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV)-Hrg pourrait servir de 

modèle de tumeurs mammaires induites par héréguline. La livraison d’un vecteur exprimant 

un plasmide codant pour CXCR4 ou d’un vecteur exprimant un shRNA dirigé contre CXCR4 
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au niveau des tumeurs permettrait d’évaluer l’impact de CXCR4 sur la progression des 

tumeurs.  
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Conclusion 

 

Les mécanismes responsables de l’initiation et de la progression du cancer du sein sont 

multiples et complexes. Nous avons identifié un nouveau mécanisme oncogénique exercé par 

l’axe CXCR4/SDF-1 et par les ERs, qui fait intervenir une boucle de régulation positive entre 

CXCR4 et ER et qui promouvoit la prolifération des cellules cancéreuses. La surexpression de 

ErbB2 et le facteur de croissance héréguline représentent également des facteurs pro-

oncogéniques. Nous avons déterminé qu’en plus d’agir sur l’activité des ERs via leur 

signalisation respective, CXCR4 et ErbB2/ErbB3 s’influencent l’un et l’autre, augmentant 

ainsi le degré de complexité de la signalisation des récepteurs membranaires.   L’étude de  

couplage entre récepteurs représente un domaine de recherche en pleine expansion qui nous 

permet d’élargir notre compréhension sur la complexité de la signalisation des cellules 

cancéreuses.  
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