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RESUME

Les récepteurs des estrogénes o et B sont des facteurs de transcription
hormone-dépendants faisant partie de la grande famille des récepteurs nucléaires
hormonaux. IIs contiennent une fonction d’activation 1 (AF-1) qui est régulée par
phosphorylation et une AF-2 modulée par la présence de ligand. Certains activateurs
de la voie des MAP kinases tels que I'EGF (epidermal growth factor) augmentent
Pactivité de ERo et ERP par phosphorylation de I’AF-1. Les quatre membres de la
famille des récepteurs de I’EGF sont ErbB1/EGFR, ErbB2/HER2, ErbB3 et ErbB4.
La surexpression de ErbB2 est associée a une prolifération cellulaire accrue. Les
ligands de ErbB3 et ErbB4, tels que 1’héréguline, permettent la transactivation de
ErbB2. Nous étudions l’effet de la signalisation de ErbB2 et ErbB3 sur I’activité
transcriptionnelle de ERP et sur la prolifération cellulaire. Nous démontrons que
I’activation du dimére ErbB2/ErbB3 par 1’héréguline B1 ou par I’expression d’un
mutant constitutif de ErbB2 diminue I’activité ligand-dépendante de ERa et ERp
dans les cellules MCF-7 et 293T. Cependant, la diminution observée de I’activité de
ERB, contrairement a celle de ERo, est dépendante de la MAP kinase p38. Cette
diminution de P’activité de ERP requiert une région de I’AF-1 qui comprend deux
sites de phosphorylation des MAP kinases soient les sérines 106 et 124 connues pour
leur fonction dans le recrutement du coactivateur SRC-1. L’inhibition de I’activité de
ERP est également relevée dans un contexte ot SRC-1 est surexprimé. "De plus,
I’héréguline B1 fait diminuer la prolifération cellulaire estrogéne-dépendante des
cellules MCF-7. Les résultats obtenus suggérent une modulation de 1’activité des ER
et de la prolifération cellulaire estrogéne-dépendante par la signalisation de ErbB2 et
de ErbB3. Ces travaux contribuent ainsi &2 une meilleure compréhension de
I’intégration des divers signaux hormonaux associés a la différenciation-prolifération

des tissus gynécologiques.

Mots clés : récepteur des estrogénes o et B, récepteurs ErbB, héréguline, fonction

d’activation AF-1, MAP kinase, SRC-1.
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ABSTRACT

Estrogen receptors o and [} are hormone-dependent transcriptional
factors that belong to the nuclear hormone receptor superfamily. These receptors
contain two activation functions (AF). The C-terminal AF-2 is modulated in a ligand-
dependent manner while the N-terminal AF-1 is known to be regulated by
phosphorylation. Inducers of mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling,
such as epidermal growth factor (EGF), increases the transcriptional activity of ERo
and ERf by AF-1 phosphorylation. There are four members of the EGF receptor
family known as ErbB1/EGFR, ErbB2/HER-2, ErbB3 and ErbB4. ErbB2
overexpression is associated with strong cell proliferation. Ligands of ErbB3 and
ErbB4 receptors, such as mesenchymal growth factor heregulin (HRG), were shown
to transactivate ErbB2 dimer partner. We initiated studies as to whether ER[}
transcriptional activity is modulated by ErbB2/ErbB3 signaling. As for ERa, we
observed a decrease of the estrogen-dependent transcription of ERP in transfected
293T cells and MCF-7 cells following treatment with HRGP and when a
constitutively active ErbB2 mutant is expressed. However, as opposed to ERq, the
HRG1-induced decrease in ERP activity was found to be dependent on p38 MAP
kinase pathway. This diminution of activity of ERP requires a region of the AF-1
domain containing two MAPK phosphorylation sites which are serines 106 and 124
known for their role in the recruitment of the coactivator SRC-1. Furthermore, the
HRG@1 transcriptional inhibition is relieved when SRC-1 is overexpressed. HRGP1
also decreases the estrogen-dependent proliferation of MCF-7 cells. Taken together,
these results support a role for the ErbB2 and ErbB3 signaling in the regulation of
ERf transcriptional activity and contribute to a better understanding of the integration
of the hormonal signals related to differentiation and proliferation of gynecological

tissues.

Keywords : estrogen receptors o and B, ErbB receptors, heregulin, activation

function 1, MAP kinase, SRC-1.
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I. INTRODUCTION

A. Les estrogenes
1. Généralités

Les estrogenes sont des hormones stéroidiennes qui exercent une panoplie
d’actions biologiques sur différents tissus de 1’organisme. Les principes généraux de
la synthése des estrogeénes, les différentes sources de ces hormones, le transport des
estrogenes ainsi que les niveaux de ce type de stéroides dans la circulation chez la

femme sont décrits dans la présente section.

Les trois types d’estrogénes naturels sont 1’estrone (E,), le 17B-estradiol (Ey)
et ’estriol (E3). Ce sont des molécules dérivées du cholestérol et qui sont composées
de 18 atomes de carbone. Par conséquent, comme pour 1’ensemble des composés
stéroidiens, la synthése des estrogénes est dépendante de la quantité de cholestérol
disponible ainsi que du transport du cholestérol du cytosol a la membrane interne de
la mitochondrie. La membrane mitochondriale posseéde des enzymes de la famille
P450 notamment la P450scc (P450 side-chain cleavage) qui a pour fonction de cliver
le cholestérol et de contribuer ainsi & la formation de stéroides (1) et la P450
(11)B qui agit plutét au niveau de la biosynthése des minéralocorticoides et des
corticostéroides (2). Toutefois, 1’étape limitante de synthése des ligands stéroidiens
est catalysée par la P450scc. Le cholestérol est converti en pregnenolone par la
P450scc. La pregnenolone subit 1’action de la 3B-hydroxy-stéroide déhydrogénase
pour ensuite devenir de la progestérone (3,4). Dans les gonades et dans la zone
réticulée de la glande surrénale, une autre enzyme, la P450c17, posséde une activité
hydroxylase et une activité lyase pouvant servir a former les précurseurs des stéroides
sexuels (5). En effet, la P450c17 convertit la pregnenolone et la progestérone en
androgenes soient en déhydroépiandrostérone (DHEA), en androsténedione et en
testostérone (6,7). Trois réactions consécutives d’hydroxylation, effectuées par le

complexe P450 aromatase monooxygénase qui est situé dans le réticulum
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endoplasmique, permettent la formation de 1’estrone et de I’estradiol a partir de
I’androsténedione et de la testostérone respectivement (8). Ainsi, les estrogénes
peuvent €galement €tre synthétisés a partir de précurseurs androgéniques présents
dans la circulation sanguine. La majorité des estrogénes (environ 97%) circulent
dans le sérum en étant liée de facon réversible a une protéine. Les protéines liant les
estrogeénes sont la B-globuline, une protéine liant les hormones sexuelles, ainsi que
I’albumine (9). Les 2-3% des estrogénes circulant sous forme libre constituent la

forme capable d’interagir avec les récepteurs des estrogénes (8).

Autant chez 'homme que chez la femme, les gonades sont principalement
responsables de la synthése des estrogénes. Les sources prédominantes d’estradiol
sont les cellules de la théque et les cellules granuleuses contenues dans le follicule
ovarien ainsi que les cellules lutéinisées qui en dérivent. Une hypothése selon
laquelle les cellules de la theque secrétent des androgénes qui sont ensuite diffusés
aux cellules granuleuses a été proposée (10). Les cellules granuleuses, qui
contiennent une P450 aromatase monooxygénase, compléte ainsi la synthése des
estrogenes (10). Quant a I’estrone et 1’estriol, ils sont formés majoritairement dans le
foie (8). L’activité aromatase a également été détectée dans les muscles (11), le tissu
adipeux (12), les cellules nerveuses (13) et dans les cellules de Leydig des testicules
(14). Bien que les estrogénes soient synthétisés chez les deux sexes, les fonctions
Biologiques de cette catégorie d’hormones sont plutdt associées a 1’organisme

féminin.

Les niveaux d’estrogénes circulants chez la femme varie selon plusieurs
facteurs notamment 1’4ge et le cycle menstruel. La puberté chez les jeunes filles
arrive lorsque les hormones gonadotrophines, qui sont produites par
I’adénohypophyse et qui régissent le fonctionnement des gonades, provoquent une
hausse des taux d’estradiol dans le sérum. La sécrétion des gonadotrophines est
influencée par la présence de peptides hypothalamiques tel que la GnRH
(gonadotropin releasing hormone) et les neurotransmetteurs. Ce phénomeéne par

lequel les hormones hypothalamiques et hypophysaires viennent moduler la



production d’hormones stéroidiennes au niveau de I’ovaire se décrit comme étant
I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien. La LH (luteinizing hormone) et la FSH
(follicule-stimulating hormone) sont les gonadotrophines qui sont principalement
impliquées dans I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien. Ainsi, chez la jeune fille en
pubert€, les niveaux d’estradiol peuvent augmenter de 15 pg/mL a 35 pg/ mL suite a
P’action des gonadotrophines (15). Apres la puberté, durant la période reproductive,
la production d’estradiol est & son maximum dans la phase préovulatoire du cycle
menstruel et rejoint son plus bas niveau en fin de cycle (8,16). Les gonadotrophines
contrdlent la régulation de la production d’estrogénes durant la vie reproductive. Les
effets des gonadotrophines peuvent néanmoins &tre modulés par plusieurs facteurs
paracrines tels que I'IGF (insulin-like growth factor) (17), les facteurs de croissance
provenant de la theque ou encore les androgénes (8). Durant la ménopause, une perte
de follicules ovariens s’amorce entrainant un déclin de la production ovarienne
d’estradiol. La majorité de ’estradiol sérique est alors issue de la transformation de
la testostérone et ce, dans les sites autres que les gonades. L’estrone devient la forme

d’estrogene prédominante chez les femmes ménopausées (8,18).
2. Effets physiologiques des estrogénes

Les effets physiologiques exercés par les estrogenes sont vari€s. Bien que les
estrogenes soient plutdt connus pour cibler plus particulierement certains tissus et
organes tels que les tissus associés aux organes génitaux féminins, la glande
mammaire, le systtme nerveux central, le systtme vasculaire et les os, ils affectent
€galement d’autres systemes. Par exemple, certaines études montrent que les
estrogénes augmentent 1’expression des récepteurs de lipoprotéines dans le foie
jouant ainsi un role cardioprotecteur en favorisant une baisse des concentrations
sériques de cholestérol associés au LDL (low-density lipoprotein) (19). De plus, ils

auraient une action protectrice contre le cancer du cdlon (20).

Les différents tissus composant la glande mammaire et les organes génitaux
féminins sont principalement ciblés par les estrogénes. Les lobules des canaux

terminaux de la glande mammaire de la jeune femme sont trés sensibles aux



estrogenes. En effet, les estrogénes stimulent la croissance et la différenciation de
I’épithélium du canal, induisent 1’activité mitotique des cellules cylindriques du canal
en plus de favoriser la croissance du tissu conjonctif présent dans la glande
mammaire (21). La densité des récepteurs des estrogénes dans les tissus composant
la glande mammaire est maximale durant la phase folliculaire du cycle menstruel et
chute apres I’ovulation (22). Les estrogénes favorisent également la prolifération et
la différenciation des cellules somatiques présentes dans les follicules ovariens (23).
Elles sont par contre considérées mitogénes dans plusieurs formes de cancer du sein

et de I’endomeétre en favorisant la croissance des cellules cancéreuses (8).

Les estrogénes jouent également un role au niveau du systéme nerveux
central. Il y a effectivement une production locale d’estrogénes faite a partir de
I’aromatisation d’androgenes au niveau du cerveau (24). Certaines études montrent
une action synergique des estrogenes avec les neurotrophines (25). Dans les cellules
de neuroblastomes humaines en culture, les estrogénes montrent un effet
neuroprotecteur (26) et réduisent la génération de peptides B-amyloides (27) pouvant

diminuer ainsi les risques de développer la maladie d’ Alzheimer.

Il a également été proposé que les estrogeénes soient des agents naturellement
vasoprotecteurs. Les récepteurs des estrogeénes ont été détectés dans les cellules
musculaires lisses des artéres coronariennes (28) et dans les cellules éndothéliales de
différents éléments du systeme vasculaire (29). Certaines études montrent que les
estrogénes inhibent 1’apoptose, la mort cellulaire programmée, des -cellules
endothéliales (30) et promouvoient I’activité angiogénique de ces cellules in vitro

(31).



II a été montré que les ostéoclastes et les ostéoblastes expriment les récepteurs
des estrogenes (32,33). Les estrogénes inhibent la fonction de résorption osseuse des
ostéoclastes. De plus, la déficience en estrogénes accélére la perte osseuse et
augmente la susceptibilité aux fractures (8). Somme toute, les estrogénes jouent un

role important au niveau de plusieurs systémes et fonctions biologiques.
3. Les récepteurs nucléaires

Les estrogénes manifestent leurs effets par I’entremise de récepteurs membres
de la superfamille des récepteurs nucléaires. Les membres de cette famille de
récepteurs non-membranaires sont localisés au niveau du cytoplasme et a I’intérieur
du noyau de la cellule. Ce sont des facteurs de transcription qui sont les médiateurs
des effets d’un ligand. Par contre, certains récepteurs nucléaires ne sont associés a
aucun ligand connu. Cette derniére catégorie de récepteurs est qualifiée d’orphelin.
Etant donné que les ligands hormonaux des récepteurs nucléaires sont généralement
des stéroides, la nature lipophile des ligands leur permet de traverser la membrane
plasmique. Ils peuvent ainsi interagir avec leur récepteur nucléaire respectif et
manifester leurs effets sur la cellule. Les glucocorticoides, les minéralocorticoides,
les stéroides sexuels dont font partie les androgenes, les estrogenes et la progestérone,
les hormones thyroidiennes, 1’acide rétinoique et la vitamine D3 sont tous des ligands

des récepteurs nucléaires (34,35).

Les récepteurs nucléaires contiennent 6 domaines, appelés A, B, C, D, Eet F
(voir Figure 1). Ces domaines ont été déterminés par homologie de séquence entre
les récepteurs nucléaires et ils ne sont pas délimités de fagon précise. Il est en effet
possible que les limites d’un domaine empiétent sur un autre domaine. Le domaine C
est central et correspond au domaine de liaison 8 I’ADN (DBD) qui est responsable
de la liaison du récepteur a une séquence spécifique sur I’ADN (36). Le domaine de
liaison au ligand (LBD) est situé dans le domaine E. Les régions A et B situées en N-
terminal ainsi que le domaine F localisé en C-terminal sont de longueurs variables
selon le type de récepteur. Le domaine D, situé entre les domaines C et E, constitue

la région charniére du récepteur (37). Ce domaine varie en longueur €galement.



L’activité des récepteurs nucléaires est gouvernée par des domaines d’activation
spécifiques soient les fonctions d’activation 1 et 2 (AF-1 et AF-2). Ces domaines
permettent le recrutement de coactivateurs et par conséquent I’activation
transcriptionnelle du récepteur au niveau du promoteur des génes cibles. La fonction
d’activation 1 (AF-1) est située dans le domaine A/B tandis que la fonction
d’activation 2 (AF-2) est localisée dans la portion C-terminale du domaine de liaison
au ligand (voir Figure 1) (38-40). L’AF-2 consiste en une courte séquence
hélicoidale (36) et est impliquée dans ’activité ligand-dépendante (41) tandis que
I’AF-1 est plutdt associée a 1’activité ligand-indépendante. Par exemple, chez le
récepteur des estrogeénes, I’AF-1 confére une activité constitutive et peut fonctionner
de maniére ligand-indépendante (42). De plus, Dactivité ligand-indépendante de
plusieurs récepteurs nucléaires est modulée par des mécanismes de
phosphorylation/déphosphorylation (43). 1l est important de mentionner que le r6le
joué par les deux fonctions d’activation dans I’activité transcriptionnelle des

récepteurs nucléaires varient selon le contexte cellulaire et le type de récepteur (44).

LBD

AF-1 DBD

AF-2
I | | M
A/B C D E l

Figure 1 : Structure générale des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires peuvent former des homodimeéres et/ou des
hétérodimeéres. Chaque partenaire du dimére se lie & un demi-site correspondant a
une séquence spécifique d’éléments de réponse sur ’ADN. Les demi-sites sont
séparés par un nombre variable de nucléotides et sont organisés sous forme de
palindrome inversé ou sous forme de séquences répétées (37). Quatre classes de

récepteurs nucléaires ont été proposées. Les récepteurs de classe I, dont font partie



les récepteurs des hormones stéroidiennes, fonctionnent généralement en
homodimeres et se lient a des séquences palindromiques inversées. Les récepteurs de
classe II s’hétérodimérisent avec le partenaire RXR (retinoid X receptor) et se lient a
des éléments de réponse constitués de séquences répétées directes. Cette classe de
récepteurs possédent également des ligands non-stéroidiens. Les récepteurs de la
classe III et IV sont des récepteurs orphelins. Les membres de la classe III
s’homodimérisent et se lient & des séquences répétées directes tandis que ceux de la
classe IV comprennent les récepteurs monomériques qui se lient a un site unique
d’éléments de réponse (35,37,45). Etant donné la quantité grandissante de récepteurs
nucléaires, une nouvelle forme de classification a été proposée par un comité de
nomenclature des récepteurs nucléaires composé de Vincent Laudet, Johan Auwerx,
Jan-Ake Gustafsson et Walter Wahli en 1999 (46). Cette nouvelle nomenclature est
basée sur les séquences génétiques de tous les récepteurs nucléaires plutdt que sur
leur fonctionnement et donne lieu a six regroupements au lieu de quatre comme il a
été présenté ci-dessus. La nouvelle nomenclature est représentée par un arbre
phylogénétique complexe et comprend les récepteurs nucléaires des vertébrés, des
arthropodes et des nématodes. Selon cet arbre, le récepteur des estrogenes faii’partie
du méme regroupement que ERR (estrogen-related receptor), GR (glucocorticoid
receptor), MR (mineralocorticoid receptor), PR (progesterone receptor) et AR

(androgen receptor)

4. Régulation transcriptionnelle par les récepteurs nucléaires

hormonaux

Suite a leur interaction avec I’ADN, les récepteurs nucléaires initient une série
d’événements afin d’activer la transcription des genes cibles. Pour ce faire, il faut
d’une part permettre le recrutement de la machinerie de transcription de base ainsi
que ’assemblage des coactivateurs mais aussi le remodelage de la chromatine. En
effet, si la chromatine est sous sa forme comprimée, la transcription génique est
impossible. Deux complexes de facteurs permettant 1’ouverture de la chromatine par
les récepteurs nucléaires ont été identifiés. Ce sont les complexes ATP-dépendants

remodelant les nucléosomes tels que les homologues de SWI/SNF identifiés chez la

é._—



levure ainsi que les facteurs comprenant une activité histone acétyltransférase comme
p/CAF (p300- and CBP-associated factor), CBP (CREB-binding protein), p300 et
TAFy250 (TBP-associated factor). L’acétylation des histones permet d’ouvrir la
chromatine et d’activer la transcription. Il semble que ces acétyltransférases ne soient
pas directement recrutés aux récepteurs nucléaires mais qu’ils s’associent plutét avec
d’autres coactivateurs montrant une meilleure affinité pour le récepteur lié a son
ligand (47). En fait, deux modeles d’assemblage de coactivateurs ont été proposés
soient le modele séquentiel et le modeéle combinatoire. De facon générale, la
transcription pourrait étre considérée comme un processus qui commence par une
décompression de la chromatine suivie de [’assemblage de la machinerie
transcriptionnelle afin de permettre I’initiation de la transcription (48). Dans le
modele séquentiel, un complexe protéique contenant des facteurs pouvant remodeler
la chromatine (homologue de SWI/SNF) ou possédant une activité acétyltransférase
comme par exemple un complexe composé de CBP, p/CAF et de membres de la
famille p160, serait recruté en premier. Une fois que 1’ouverture de la chromatine est
exécutée, le complexe est remplacé par un autre complexe protéique, comme le
complexe formé de TRAP (thyroid receptor associated protein), DRIP (vitamin D
receptor interacting protein) et de ARC (activator-recruited cofactor), qui possede
d’autres fonctions telles que la capacité de recruter des facteurs de transcription de la
machinerie transcriptionnelle et d’activer la transcription des génes. D’autre part, le
modéle combinatoire se décrit par I'utilisation combinée de plusieurs complexes de
coactivation dont les fonctions se complémentent pour activer la transcription et ce,
sur des promoteurs spécifiques (48). Par exemple, les complexes CBP/SRC-1(steroid
receptor coactivator 1)/[p/CAF et TRAP/DRIP/ARC fonctionneraient de fagon

synergique sur certains promoteurs.

Parmi les coactivateurs interagissant avec les récepteurs nucléaires, la famille
de coactivateurs p160 a été largement étudiée. Les membres de cette famille sont
SRC-1/NCoA1l (nuclear coactivator 1), SRC-2/TIF2 (transcription intermediary
factor 2)IGRIP1 (glucocorticoid receptor interacting protein) et SRC-3/p/CIP
(cointegrator-associated protein)/AIB1 (amplified in breast cancer 1)/ACTR



(activator  for thyroid and retinoid receptor))RAC (receptor-associated
coactivator)[ TRAM-1 (thyroid hormone receptor activator). SRC-1 et SRC-2 ont été
identifiés grace a leur interaction avec les récepteurs nucléaires en présence de ligand
(35) tandis que SRC-3 a été découvert suite a la recherche de génes qui sont
surexprimés dans le cancer du sein (49). 1l a été montré que les membres de cette
famille agissent généralement de fagon ligand-dépendante (35). Bien que SRC-1 et
SRC-3 posseédent une activité acétyltransférase (35), ils fonctionnent avec d’autres
coactivateurs possédant une activité acétyltransférase, comme ceux mentionnés dans
le paragraphe précédent, de sorte a réorganiser la chromatine, modifier et recruter a la

fois des facteurs de transcription généraux et I’ ARN polymérase II (50).

La région des coactivateurs de la famille SRC qui interagit avec les récepteurs
nucléaires posseédent 3 ou 4 motifs LXXIL, ou L représente un résidu leucine et X
correspond a n’importe quel acide aminé (51). 1l a été démontré que ce motif est
nécessaire et suffisant pour l’interaction ligand-dépendante avec le domaine de
liaison au ligand des récepteurs nucléaires (51,52). Des études structurales réalisées
sur les domaines de liaison des récepteurs nucléaires PPARY (peroxisome
proliferator-activated receptor), ER (estrogen receptor) et TR (thyroid receptor)
complexés a des fragments de coactivateurs p160 montrent que les motifs LXXLL
forment de courtes hélices o. L’hélice LXXI L. est placée de telle sorte que les
résidus leucines internes forment une poché hydrophobe ol le ligand peut venir se

lier (52-54).

En plus de leur fonction d’activation de la transcription des genes, les
récepteurs nucléaires peuvent €galement exercer un rdle physiologique important en
réprimant la transcription de certains génes. Des recherches ont montré que certaines
protéines interagissant avec les récepteurs nucléaires sont responsables de cet effet de
répression (55,56). En effet, ces protéines appelées corépresseurs peuvent recruter des
histones désacétylases (HDAC) qui agissent de fagon opposée aux histones acétylases
soit en réprimant la transcription (57). Plusieurs corépresseurs des récepteurs

nucléaires ont été identifi€s jusqu’a présent. Parmi ceux qui peuvent interagir avec
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les récepteurs des estrogenes, il y a NCoR (nuclear receptor corepressor) et SMRT
(silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) qui sont recrutés
par ERa en présence de I’anti-estrogéne tamoxiféne (58), le cofacteur RIP 140
(retinoic acid receptor interacting protein) (59) ainsi que MTAI1 (metastasis-
associated protein 1) (60). D’autres facteurs permettant la répression du récepteur
des estrogenes ont été identifiés dont le mode d’action est d’entrer en compétition
avec les coactivateurs pour la liaison avec le récepteur. Le facteur REA (repressor of
estrogen receptor activity) (61) ainsi que les récepteurs orphelins SHP (short
heterodimer partner) (62) et DAX-1 (dosage-sensitive sex reversal adrenal
hypoplasia congenita critical region on the X chromosome gene 1) (63) utilisent ce
type de mécanisme pour inhiber I’activité transcriptionnelle des récepteurs des
estrogeénes. Une liste des coactivateurs et les corépresseurs des récepteurs nucléaires

est présentée dans le tableau suivant (Tableau 1).

Coactivateurs Corépresseurs
ARC DAX-1

CBP MTA1

DRIP NCoR

p300 REA

p/CAF RIP 140
SRC-1/NCoAl SHP
SRC-2/TIF2/GRIP1 SMRT
SRC-3/p/CIP/AIB1/ACTR/RAC/TRAM-1

TRAP

Tableau 1 : Liste des coactivateurs et corépresseurs
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5. Les isoformes des récepteurs des estrogénes

Pendant longtemps, la littérature indiquait que la signalisation des estrogénes
passait par un seul récepteur appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires.
Ce récepteur a été cloné et caractérisé en 1986 par I’équipe de Pierre Chambon (64).
Plus récemment, la recherche de nouveaux membres de la superfamille de récepteurs
nucléaires a entrainé la découverte d’un deuxiéme récepteur des estrogénes qui a été
identifié comme étant le récepteur des estrogénes B (ERPB) (65,66). Ainsi, le premier
récepteur découvert est devenu le récepteur des estrogénes o (ERa). Les deux
récepteurs sont encodés a partir de genes distincts situ€s sur des chromosomes
différents soient le chromosome 6 pour le géne de ERa et le chromosome 14 pour le
géne de ERP (67). Certains domaines fonctionnels des deux isoformes partagent un
niveau d’homologie €levé tels que le domaine de liaison a I’ADN (97% d’homologie)
et le domaine de liaison au ligand (60%). Les domaines A et B situés dans la portion
N-terminale divergent considérablement d’une isoforme a I’autre avec environ 18%
d’homologie (voir Figure 1). ERa et ERf interagissent avec les mémes éléments de
réponse et montrent une affinité similaire pour la liaison de plusieurs estrogénes

d’origine naturelle et synthétique in vitro (68-70).

Bien que ERa et ERP soient colocalisés dans certains tissus (71), des études
montrent un patron d’expression différent pour chaque isoforme de récepteur des
estrogénes dans divers tissus. Ces observations suggerent qu’il n’y aurait pas de
redondance au niveau de ces récepteurs dans la signalisation des estrogénes. ERa est
I’isoforme prédominant dans la glande mammaire, I’utérus, le col de I'utérus, le
vagin. Quant & ERp, il serait exprimé de facon plus importante dans 1’ovaire, la
prostate, les testicules, la rate, les poumons, 1’hypothalamus, le thymus (72) mais
aussi dans le systtme cardiovasculaire, le syst¢éme immunitaire et le tractus
gastrointestinal (67,71,73-75). De plus, les deux récepteurs sont exprimés de facon
distincte a différents endroits dans le cerveau (76). Par ailleurs, I'utilisation d’agents
thérapeutiques qui ciblent les récepteurs des estrogénes montrent des réponses

différentes selon le tissu.  Par exemple, une catégorie d’antiestrogenes appelée
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modulateurs sélectifs de récepteurs des estrogénes (SERM) et qui comprend le
tamoxiféne, provoque des effets estrogéniques dans certains tissus et
antiestrogéniques dans d’autres (voir section A.7 sur les antiestrogénes pour de plus
amples détails concernant le tamoxiféne) (77). En fait, les différences tissus-
spécifiques aux composés estrogéniques ne dépendent pas uniquement de
I’expression prédominante de ’'un ou I’autre des isoformes de ER mais aussi de
I’expression de corégulateurs dans les tissus. Par exemple, I’existence de plusieurs
isoformes des coactivateurs de la famille p160 peut diversifier les réponses aux

estrogenes (78).

Une meilleure compréhension des fonctions biologiques des deux isoformes a
€té possible suite aux observations des souris knockout tERKO et BERKO o le géne
codant pour ERo et ERP a été respectivement délété. Parmi les phénotypes observés,
la souris femelle cERKO posseéde un tractus reproductif insensible aux estrogénes,
montre un hypergonadisme hypergonadotrophique (état ot les glandes génitales ont
une sécrétion d’hormones sexuelles interne insuffisante), est déficiente au niveau du
développement de la glande mammaire a la puberté et accumule le tissu adipeux (79).
Il a ét€ observé chez la souris mile ERKO une dégénération testiculaire ainsi
qu’une dysfonction de I’épididyme (79). Une étude suggeére que le rdle protecteur
des estrogeénes contre les 1ésions vasculaires serait joué par ERP car cette protection
demeure en absence de ERa chez les souris ERKO (80). Les souris méiles BERKO,
quant a elles, sont fertiles et ne montrent aucun phénotype anormal de fagon évidente.
Une fonction ovarienne déficiente et une fertilit€ moindre (moins de portées et moins
de rejetons par portée) a été observée chez la souris femelle BERKO (79). Les souris
double knockout ofERKO montrent un phénotype qui ressemble considérablement
celui de la souris dERKO a I’exception du phénotype ovarien. En effet, chez la
souris OERKO, il y a perte progressive des cellules germinales et une
redifférenciation des cellules somatiques environnantes. Ces observations suggérent

que les deux isoformes de ER sont requis pour le bon fonctionnement du tissu ovarien

(81-83).
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Une étude a montré que I’hétérodimeére EROVERP est favorisé par rapport aux
homodimeéres lorsque les deux partenaires sont co-exprimés (84). Par conséquent, les
cellules qui possédent les deux types de récepteurs peuvent élargir leur répertoire
d’activité ER-dépendante en combinant les propriétés transcriptionnelles de chacun
des partenaires. Malgré le fait que les deux récepteurs possédent plusieurs
similarités, certaines différences dans le fonctionnement moléculaire des deux types
de récepteurs ont été rapportées. Il a été suggéré que ERP inhibe I'activité
transcriptionnelle de ERa au lieu d’agir de facon concertée (70). Les deux types de
récepteurs montrent des réponses transcriptionnelles opposées lorsqu’ils interagissent
avec les facteurs de transcription Fos et Jun sur un élément de réponse de type AP1
(activation protein 1) (85). 1l y a également des différences au niveau du recrutement
de coactivateurs lorsque I’'un ou l’autre des récepteurs est lié a un ligand (86). En
conclusion, la diversité des réponses aux estrogénes dépend d’une multitude de

facteurs.

6. Le mécanisme ligand-dépendant de 1’activation des récepteurs des

estrogenes

Les estrogénes, en se liant a leur récepteur, activent la transcription des génes
cibles. Les étapes de Dactivation transcriptionnelle ligand-dépendante sont
sensiblement les mémes pour ERo et ERP. En absence d’estrogénes, le récepteur est
maintenu dans un état inactif au sein d’un complexe protéique comprenant une Hsp90
(heat shock protein de 90 kDa) et une Hsp70 (heat shock protein de 70 kDa) (87) et
ce, a ’'intérieur du noyau cellulaire principalement. La liaison du ligand se fait au
niveau du domaine de liaison au ligand et induit un changement conformationnel de
sorte que le récepteur puisse se dissocier du complexe protéique qui le séquestre, se
dimériser et reconnaitre un élément de réponse aux estrogénes (ERE) sur 1’ADN.
I’AF-2 qui est situé dans le domaine de liaison au ligand comprend 1’hélice 12
(53,88,89). La liaison du ligand va permettre a 1’hélice 12 d’adopter une
conformation nécessaire au recrutement de coactivateurs (82) et ainsi permettre le

recrutement des facteurs généraux de transcription et I’ARN polymérase II et activer
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la transcription des génes cibles (35). En présence de ligand, les récepteurs des
estrogeénes peuvent interagir avec différents facteurs de transcription pour induire la
transcription a partir de séquence spécifiques sur I’ADN autres que ERE. En effet, il
a été montré que les ER dimérisés peuvent interagir avec les facteurs de transcription
Fos et Jun et induire la transcription de geénes en se liant & 1’élément de réponse AP1
(85). Une récente étude montre qu’en présence d’estrogénes, ERa interagit avec les
protéines et facteurs de transcriptions Spl et Sp3. Ce complexe initie la transcription
en se liant a des motifs riches en guanine et en cytosine sur les promoteurs de certains
genes dont celui du facteur de croissance VEGF (vasscular endothelial growth

factor) (90).
7. Les antiestrogenes

Les antiestrogénes inhibent le fonctionnement des récepteurs des estrogénes.
IIs sont utilisés fréquemment comme traitement hormonal des tumeurs mammaires
(91). L’antiestrogéne tamoxiféne (OHT) n’inhibe que I’AF-2 des récepteurs tandis
que les antiestrogenes purs tels que le ICI 164,384 et EM-800, inhibent I’AF-1 et
I’AF-2 (92,93). Le tamoxifene est considéré comme un antiestrogéne mixte car il
possede non seulement une activité antagoniste mais aussi une activité agoniste de
ERo dans certains tissus dont 'utérus. Ces effets indésirables limitent le potentiel
thérapeutique du tamoxiféne. Quant aux antiestrogénes purs, ils ont une activité
agoniste négligeable. En fait, le tamoxiféne, en se liant au récepteur, permet une
conformation intermédiaire de 1I’hélice 12 qui a pour conséquence de moduler les
interactions avec les coactivateurs et les corépresseurs et la transcription de génes de
facon tissu-spécifique (58,94,94). L’activité agoniste du tamoxiféne n’a pas été

observé avec ERJ (68).

8. La régulation de D’activité des récepteurs des estrogénes par la

phosphorylation.

L’activité transcriptionnelle de ER peut étre également modulée par la
signalisation de cascades de protéines kinases cellulaires En effet, ces cascades sont

enclenchées en réponse a certains facteurs de croissance, a des agents activant la PKA



15

(protéine kinase A) (95-97), a des neurotransmetteurs (98) et a des cyclines (99,100).
Etant donné que les cascades de signalisation sont principalement réalisées par des
kinases cellulaires, les signaux qui modulent I’activité des récepteurs sont associés a
la phosphorylation protéique. Ainsi, la phosphorylation des récepteurs et/ou des
protéines qui s’associent aux récepteurs est susceptible d’influencer 1’activité

transcriptionnelle de ER (43).

Plusieurs études ont montré que la phosphorylation directe de résidus situés
dans I’AF-1 (région A/B) des récepteurs des estrogénes suite a I’activation de la voie
des MAP kinases (mitogen-activated protein kinases) permet d’activer la
transcription ER-dépendante en absence de ligand (voir section B.1 sur les récepteurs
tyrosine kinase pour la description des voies de signalisation dont celle des MAP
kinases). Etant donné que la séquence des nucléotides comprise dans le domaine AF-
1 des deux isoformes des récepteurs varie considérablement, ceux-ci peuvent agir
différemment en réponse a I’activation de la voie des MAP kinases. En effet, la
phosphorylation de la sérine 118 de ERo. par les MAP kinases Erk1/2 est responsable
de I’activation de ERo par les facteurs de croissance comme EGF (epidermal growth
factor) (95,101). L’AF-1 de ERa phosphorylé par les MAP kinases permet aussi le
recrutement de protéines de la famille p68/72 qui agissent en tant que coactivateurs

(102).
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Figure 2 : Signalisation intracellulaire des facteurs de croissance sur I’activité des
récepteurs des estrogenes.

Pour ER, la phosphorylation des sérines 106 et 124 par ces MAP kinases permet le
recrutement des coactivateurs SRC-1 et CBP en absence de ligand (103,104). La
figure 2 illustre la signalisation des MAP kinases induite par les facteurs de

croissance sur I’activité des ER.

Il existe par ailleurs d’autres sites phosphorylables sur les deux formes de
récepteurs des estrogeénes suite a [’activation de diverses voies de signalisation
suggérant que différents stimuli peuvent moduler ’activité transcriptionnelle des
récepteurs. En effet, la kinase pp90rskl régule I’activité transcriptionnelle de ERa
par la phosphorylation de la sérine 167 (105). Les sérines 118 et 305 de ERa sont
phosphorylables respectivement par la kinase cycline-dépendante Cdk7 en présence

de 17B-estradiol et par PAK 1 (p21-activated kinase-1) (106). La protéine kinase A
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phophoryle la sérine 236 a I’intérieur du domaine de liaison 2 I’ADN de ERa et cette
phosphorylation influence la capacité de dimérisation du récepteur (107). ERa. fait
€galement partie des cibles d’Akt et son activité transcriptionnelle est augmentée
lorsque la sérine 167 est phosphorylée par Akt (108). La thréonine 311, située dans
I’hélice 1 du domaine de liaison au ligand de ERaq, est phosphorylable par la MAP
kinase p38 et cette modification permet 1’activation du récepteur. La liaison de
I’estrogeéne au récepteur n’est pas affectée lorsque la thréonine 311 est mutée mais
cela empéche le recrutement de coactivateurs. De plus, I’inhibition de I’activité de
p38 empéche la localisation nucléaire du récepteur et ce, méme en présence
d’estrogenes (109). Une étude suggere que ’activité transcriptionnelle de ER[} est
elle aussi augmentée par la MAP kinase p38 activée (110). Toutes ces observations
montrent qu’il est possible de moduler 1’activité transcriptionnelle des récepteurs des
estrogenes autrement que par la liaison au ligand. Il est toutefois important de noter
que les voies ligand-dépendante et ligand-indépendante ne sont pas mutuellement

exclusives.

9. Régulation des récepteurs des estrogeénes par la phosphorylation

des corégulateurs

La phosphorylation des corégulateurs qui interagissent avec les récepteurs des
estrogeénes joue €galement un rdle dans 1’activité transcriptionnelle des ER. Par
exemple, la voie des MAP kinases permet de phosphoryler le coactivateur SRC-
3/AIB1 favorisant ainsi le recrutement de p300 au récepteur des estrogénes et
accentue son activité transcriptionnelle (111). Le coactivateur SRC-1 est aussi une
cible de la phosphorylation par les MAP kinases et il a €été suggéré que cela

augmentait par conséquent son activité transcriptionnelle (112).
10. Les effets non-génomiques des récepteurs des estrogeénes

La réponse trés rapide aux estrogénes de plusieurs types cellulaires suggerent
que les récepteurs de ces hormones possédent également des actions non-
génomiques. Ainsi, les fonctions des récepteurs des estrogeénes ne sont pas restreintes

uniquement au noyau. Effectivement, certaines interactions directes entre les
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récepteurs des estrogénes et des composantes cytoplasmiques des voies de
signalisation ont été rapportées. 1l a ét€é démontré que ERo. lié 4 son ligand s’associe
a la sous-unité régulatrice p85 de la PI3-kinase (phosphatidylinositol 3 Kinase),
permettant ainsi ’activation d’Akt et d’une autre enzyme soit la synthase d’oxide
nitrique endothéliale (113). L’interaction du récepteur des estrogénes B et du
récepteur des androgenes, liés a leur ligand respectif, avec la protéine tyrosine kinase
Src permet de former un complexe qui promouvoit la prolifération cellulaire dans les
cellules cancéreuses de prostate (114). De plus, les récepteurs des androgénes et des
estrogeénes associés au complexe Src/Shc (SH2-containing o, collagen-related
proteins)/Erk (extracellular signal-regulated protein kinase) provoquent des effets

antiapoptotiques (115).

B. Les récepteurs tyrosine kinase de la famille ErbB
1. Les récepteurs tyrosine kinase

La réponse aux facteurs de croissance permet de moduler et de réguler une
variété de processus cellulaires incluant la division, 1’adhésion entre cellules, la
différenciation, la migration et 1’apoptose. Les voies de signalisation intracellulaires
responsables de ces différents effets sont déclenchées suite a 1’activation par les
hormones polypeptidiques qui se lient a leur récepteur a la surface cellulaire. Ces
récepteurs appartiennent a la famille des récepteurs tyrosine kinase (RTK) et jouent
un r6le essentiel dans le fonctionnement adéquat de multiples types cellulaires.
D’autre part, leur dérégulation est souvent associée a la progression incontr6lée des

cellules cancéreuses (116,117).

Pres de 20 sous-familles de RTK ont été identifiées dont la sous-famille ErbB.
Tous les récepteurs de la famille RTK possédent un région homologue correspondant
a un domaine catalytique tyrosine kinase (118). Les RTK ne possédent qu’un seul
domaine transmembranaire qui sépare la portion tyrosine kinase intracellulaire de la
région extracellulaire associée a la liaison du ligand (119). La portion extracellulaire

se caractérise par des domaines apparentés a I’immunoglobuline ou a I’'EGF, par des
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répétitions de fibronectines de type IIl ainsi que par une ou plusieurs région(s)
riche(s) en cystéine. Le nombre de ces domaines varie selon la famille de RTK
(117). Le domaine catalytique contient un site liant I’ATP et est capable de catalyser
1’autophosphorylation du récepteur ainsi que la phosphorylation des substrats de RTK
(120).

Ainsi, les RTK possédent un domaine cytoplasmique ayant une activité
catalytique intrinséque qui est activée lors de la liaison du facteur de croissance a son
récepteur. Cette liaison est suivie d’une dimérisation des récepteurs qui permet la
transphosphorylation mutuelle et I’activation des domaines catalytiques. 1l en résulte
I’autophosphorylation de résidus tyrosine au niveau de la portion intracellulaire des
RTK. Les protéines intracellulaires qui possédent soit un domaine appelé SH2 (Src-
homology domain 2) ou encore un domaine PTB (P-tyr binding domain)
reconnaissent spécifiquement les tyrosines phosphorylées du RTK activé. Les
protéines qui possédent des domaines SH2/PTB et qui interagissent avec le récepteur
via ces domaines peuvent €tre soient effectrices ou adaptatrices. La PI3-kinase
posséde un domaine SH2 ainsi qu’une activité enzymatique et se décrit ainsi comme
étant une protéine effectrice. Une fois liée au RTK, la PI3-kinase est phosphorylée et
transloquée a la membrane cellulaire oul se trouve son substrat, le phospholipide PIP,.
Ensuite, la PI3-kinase activée génére des phospholipides PIP3 & partir de PIP; qui
sont éventuellement li€s par les kinases intracellulaires PDK1 (3-phosphoinositide-
dependent kinase 1) et Akt. Ces kinases sont ensuite transloquées a la membrane
cellulaire et PDK1 peut de cette fagon activer Akt. Une fois activée, Akt cible une
foule de protéines dans le but de promouvoir la survie cellulaire (121,122). Ces
protéines cibles d’Akt, dont font partie BAD (Bcl-x;/Bcl-2 associated death
promoter), GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) et les facteurs de transcription de la
famille forkhead, sont considérées comme étant proapoptotiques et leurs fonctions
sont inhibées une fois qu’elles sont phosphorylées par Akt (123) (voir Figure 3 pour

une représentation graphique de la voie de signalisation de PI3-kinase).
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Les protéines liant les récepteurs de facteurs de croissance par I'entremise de
leur domaine SH2 ou PTB ne sont pas qu’effectrices mais peuvent aussi étre
adaptatrices comme c’est le cas de Shc, Grb2 (growth factor receptor-bound B2) et
SoS (Son of seven less). Grb2 est capable de lier la portion intracellulaire du
récepteur et par la méme occasion amener d’autres protéines effectrices 2 la
membrane plasmique lorsque le récepteur tyrosine kinase est activé. Grb2 est
associée a la protéine SoS par un domaine appelé SH3 (Src-homology domain 3).
SoS est un facteur d’échange de GTP pour une protéine appelée Ras. Ainsi, en
présence d’un récepteur de facteur de croissance activé, le complexe Grb2/SoS est
recruté€ par le RTK via le domaine SH2 de Grb2. SoS catalyse ensuite 1’échange de
GDP pour un GTP sur la protéine Ras qui se retrouve ainsi activée. Ras activée

interagit avec une série de protéines effectrices dont font partie la protéine sérine

Facteur de croissance

S

Facteurs de
transcription
forkhead

MAP kinases

Figure 3 : Voies de signalisation impliquant la PI3-kinase



21
kinase Raf et aussi la PI3-kinase. Raf permet I’activation de la voie des MAP kinases
par une série de cascades de phosphorylation. Les MAP kinases se divisent en 3
groupes soient Erk 1/2 (p42/p44), INKI1, 2 et 3 (c-Jun NH-terminal kinase) ainsi
que p38 (121) (voir Figure 2 pour visualiser les voies de signalisation des MAP
kinases). Les MAP kinases activées sont transloquées dans le noyau ou elles
phosphorylent des facteurs de transcription et permettent ainsi 1’activation de la
transcription de genes (123). Par exemple, la translocation des membres Erk dans le
noyau permet ’activation de la transcription du géne de la cycline D1 important dans
la progression du cycle cellulaire (124), ainsi que des protooncogenes c-fos et c-myc

(125,126). Suite a ces événements, il en résulte une division cellulaire accrue.
2. La sous-famille ErbB et leurs ligands

Les membres de la sous-famille ErtbB (ou EGFR pour récepteur a I’EGF)
possedent deux domaines riches en cystéines dans leur portion extracellulaire et
détiennent également une région intracellulaire (voir Figure 4). Les quatre membres
de la famille ErbB sont: EGFR/ErbB1l, HER2/Neu/ErbB2, HER3/ErbB3 et
HER4/ErbB4 élargissant ainsi les possibilités d’activation et de signalisation selon le
dimere formé (117,127,127). En effet, tous les récepteurs ErbB ont la capacité de
s’homodimériser et de s’hétérodimériser. Certains membres de la famille ont des
propriétés particulicres comme ErbB2 qui ne posséde pas de ligand connu (128) et
ErbB3 qui ne détient pas d’activité kinase intrinseéque (129). .L’absence d’activité
kinase oblige ErbB3 a se dimériser avec un autre membre de la famille pour pouvoir
déclencher une cascade de signalisation intracellulaire. Une récente étude rapporte
que la structure de la région extracellulaire de ErbB2 adopte une conformation
similaire a celle d’un récepteur activé par un ligand ce qui supporte une activité
ligand-indépendante pour ErbB2 (130). Malgré le fait que toutes les combinaisons
dimériques entre les ErbB soient possibles, il a été rapporté que ErbB2 est le
partenaire de dimérisation préférentiel des autres récepteurs (131). En effet, ErbB2
agit en tant que corécepteur qui augmente }’affinité du ligand pour le partenaire de

dimérisation (132,133).
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Figure 4 : Représentation graphique du récepteur tyrosine kinase de la famille des
ErbB.

Les ErbB sont exprimés majoritairement dans les cellules d’origine
mésodermale et ectodermale (116). Dans I’épithélium, les récepteurs ErbB sont
localisés au niveau basolatéral ce qui leur permet de jouer un rbéle médiateur des
signaux entre le mésenchyme et I’épithélium (134). Le mésenchyme, constitué de
tissu conjonctif immature ol les cellules sont incorporées dans de la matrice

extracellulaire, forme une source de nombreux ligands des ErbB (116).

Il existe une grande variété de ligands des ErbB. Ceux qui détiennent une
affinité élevée pour les récepteurs, comme I’EGF et I’héréguline 1 (HRGB1) par
exemple, possedent des domaines apparentés & ’EGF et 3 boucles contenant des
ponts disulfures. La portion du ligand interagissant avec le récepteur origine d’un
précurseur transmembranaire dont 1’expression et le clivage sont hautement régulés
(116). Le clivage du ligand a partir du précurseur se fait & I’aide d’une
métalloprotéase dont I’activité est stimulée suite a I’activation d’une autre catégorie
de récepteurs transmembranaires, les récepteurs couplés a une protéine G (GPCR)
(135). Ainsi, Pactivité des ErbB peut étre modulée par les récepteurs membranaires
GPCR. 1I a été proposé que les ligands des ErbB ont une nature bivalente. Ils
contiennent deux régions séparées dont une détient une grande affinité et une
spécificité étroite et est responsable de la liaison d’un premier récepteur ErbB alors
que la deuxiéme portion du ligand posséde une affinité moindre et une spécificité

plus large pour la liaison avec le partenaire de dimérisation (136).
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Une famille importante de ligands de ErbB comprend les hormones
polypeptidiques nommées neurégulines (NRG), hérégulines (HRG) ou neu
differentiation factor (NDF). Quatre génes ont été identifi€s pour les hérégulines
(HRG 1-4) et il existe des isoformes o et B pour HRG-1 et HRG-2 (137,138). Les
HRG-1 et HRG-2 lient les récepteurs ErbB3 et ErbB4 tandis que les HRG-3 et HRG-
4 lient seulement ErbB4 (127). Les motifs de HRG-1 servant a lier les récepteurs
ErbB3 ou ErbB4 se situent dans la région N-terminale du ligand tandis que la portion

C-terminale est responsable du recrutement du partenaire de dimérisation (136,139).

Les ligands permettent I’activation des récepteurs mais peuvent aussi étre
impliqués dans I’inhibition de I’activité du récepteur par un processus de dégradation.
La capacité de dégradation des ErbB varie selon le membre de la famille. Dans le cas
d’ErbB1, la liaison d’un ligand comme I’EGF provoque un regroupement des
récepteurs au niveau des puits a clathrine de la membrane plasmique. S’ensuit une
€tape d’invagination de la membrane pour former des vésicules endocytiques
comprenant le complexe récepteur/ligand. Les vésicules endocytiques maturent en
endosomes ou le pH interne est diminué et ol il y a accumulation d’enzymes
hydrolytiques qui dégradent les récepteurs. L’activation continue de Ia
phosphorylation des résidus tyrosines a 1’intérieur méme de 1’endosome mene au
recrutement d’une ubiquitine ligase appelée c-Cbl. Cette enzyme lie les
homodimeres ErbB1 de facon préférentielle (140). c-Cbl catalyse 1’apposition de
chaine de polyubiquitine sur le récepteur dirigeant celui-ci vers une dégradation
lysosomale (141). Pour les autres membres de la famille ErbB, le processus
d’endocytose est altéré de sorte que les trois autres récepteurs sont plutdt recyclés a la
surface (142). Lorsque ErbB2 est présent dans 1’hétérodimere, le niveau

d’endocytose diminue et le recyclage du partenaire de dimérisation est favorisé (143).
3. Signalisation intracellulaire engendrée par les ErbB

La signalisation engendrée par les ErbB est dépendante de plusieurs facteurs
tels que la nature du ligand, la composition du dimére et les déterminants structuraux

des récepteurs impliqués. Un ligand li€é a un dimére entraine un patron de
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phosphorylation particulier sur la portion intracellulaire du récepteur et par
conséquent, il y a recrutement des protéines de signalisation intracellulaire qui
correspondent a ce patron de phosphorylation (116,144). Ainsi, les différents patrons
de résidus tyrosine phosphorylés recrutent diverses molécules possédant des
domaines SH2 et/ou PTB amenant ainsi la signalisation & un niveau supérieur de

complexité (144).

Plusieurs voies de signalisation sont activées suite a la liaison du ligand au
récepteur ErbB. La voie des MAP kinases ainsi que celles impliquant PI3-
kinase/Akt, la PKC et p70S6K/p85S6K sont utilisées pour une majorité de diméres
ErbB (116). L’activation de ces voies de signalisation entrainent 1’activation de
facteurs de transcription tels que c-fos, c-jun, c-myc, Spl (specificity protein 1), Egrl
(early growth response 1) (116) et GABP (growth-associated binding protein) (145).
Les facteurs de transcription ainsi activés initient I’expression de génes cibles et par

conséquent modulent le comportement de la cellule suite a un stimulus externe.

La composition du dimére est déterminante pour la signalisation
intracellulaire résultante. Certains récepteurs peuvent s’associer a des molécules
adaptatrices particulicres tandis que d’autres n’en sont pas capables. Par exemple,
ErbB3 ne peut s’associer a 1’ubiquitine ligase c-Cbl, a Grb2, a la phospholipase Cy et
a la protéine GAP (protéine activant spécifiquement la GTPase Ras) mais peut se lier
aux protéines adaptatrices Shc et Grb7 (146). De plus, de tous les membres de la
famille ErbB, ErbB3 est le meilleur activateur de la voie PI3-kinase puisqu’il posséde
plusieurs sites de liaison pour la sous-unité régulatrice p85 de la PI3-kinase
contrairement a ErbB2 (147). La transduction du signal de ErbB2 par la voie PI3-

kinase passe préférentiellement par I’hétérodimérisation avec ErbB3 (148).

Les combinaisons homodimériques entre ErbB sont considérées moins
mitogéniques et moins transformantes que les hétérodimeéres. La présence de ErbB2
dans le complexe entraine une activation accrue des voies de signalisation comme

celle des MAP kinases (149-151) entre autre parce qu’il diminue le taux de
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dégradation des ErbB (132). De plus, les hétérodiméres peuvent acquérir de
nouvelles propriétés de signalisation que celles associées aux récepteurs individuels.
Par exemple, alors que les homodiméres ErbB2/ErbB2 et ErbB4/ErbB4 provoquent
une forte activité de la voie des MAP kinases, 1’hétérodimére ErbB2/ErbB4 est
capable également de stimuler I’activité du facteur de transcription Stat5 (un membre
de la famille Stat c’est-a-dire signal transducer and activator of transcription) (152).
Il a été rapporté que I’hétérodimére ErbB2/ErbB3 représente la forme la plus
transformante et la plus mitogénique en plus d’étre capable d’augmenter la mobilité

cellulaire (150,153-155).
4. Roles physiologiques des récepteurs ErbB et de leurs ligands

Les récepteurs ErbB et leurs ligands sont impliqués dans une panoplie de
phénomenes biologiques tels que le développement ainsi que la prolifération et la
différenciation cellulaires. Cette variété de phénomenes est causée par les différentes

fonctions des récepteurs et de leurs ligands.

Des études d’inactivation du géne ErbB1 chez la souris montrent une
déficience dans le développement épithélial de plusieurs organes et provoque
également un probléme au niveau de I’ouverture des yeux (156-158). La souris knock
out de ErbB1 montre une apoptose massive des régions corticales et thalamiques du
cerveau (158). Etrangement, la souris knock out de TGFo. (transforming growth
factor alpha), un ligand de ErbB1, ne montre pas d’anomalie évidente au cerveau
(159,160). Ces observations suggerent que chaque ligand a un réle fonctionnel
distinct et posseéde une action tissu-spécifique. Des études utilisant des souris
transgéniques et des expériences in vitro suggerent que ErbB1 est impliqué dans la
différenciation des composantes épithéliales de la peau, des poumons, du pancréas et
du tractus gastrointestinal (157,161). 11 a été proposé que ce processus de
différenciation est probablement régulé par des facteurs de croissance issus du

mésenchyme adjacent (116).
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Les hérégulines et leurs récepteurs correspondants soient ErbB3 et ErbB4 sont
impliqués dans l’interaction entre les nerfs et les cellules associées telles que les
cellules musculaires, les cellules gliales ainsi que les cellules de Schawnn (116). Iis
jouent €galement un role essentiel dans le développement cardiaque et neural. En
effet, I’ablation génétique de ErbB2, ErbB4 ou NRG-1 provoque une mort intra-
utérine suite a des défectuosités cardiaques et a une altération au niveau du
développement neural (162-165). HRG-1, ErbB2 et ErbB4 sont tous exprimés dans
les myocytes pour initier la formation de la trabeculae, une projection linéaire de
cellules musculaires cardiaques (166,167). La souris knock out de ErbB3 est
également non viable au stade embryonnaire et souffre elle aussi de malformations
cardiaques (168,169). Les souris homozygotes pour ErbB2, ErbB3 ou héréguline
sont sévérement atteintes au niveau de la chaine de ganglions sympathiques. 1l a été
suggéré que cette observation est causée par une altération de la migration des
progéniteurs neuraux a partir de la créte neurale (168). La créte neurale se définit
comme un groupe de cellules embryonnaires qui se séparent de la plaque neurale et
qui migrent a des endroits précis pour donner naissance aux nerfs, criniens et
rachidiens, aux ganglions associés a ces nerfs, aux ganglions de la chaine
sympathique latéro-vertébrale, a la médulla des glandes surrénales ainsi qu’a une
partie de certains tissus conjonctifs. Certaines études in vitro démontrent que
I’héréguline facilite la différenciation des progéniteurs de la créte neurale en cellules
gliales et il a été observé que les souris knock out de ErbB3 montrent une diminution
du nombre de cellules de Schwann autour des neurones périphériques et afférents
(169,170). De plus, il a ét€ démontré que I’héréguline régule I’expression de

plusieurs canaux ioniques impliqués dans les jonctions neuromusculaires (171).

En plus de jouer un r6le dans les étapes du développement intra-utérin, les
récepteurs ErbB sont également impliqués au niveau de I’évolution et la croissance de
la glande mammaire. En effet, les cellules de cet organe proliféerent et se
différencient également aprés la naissance. A la naissance, la glande mammaire
posseéde un systeme de canaux rudimentaire. Lors de la puberté, il y a développement

de la glande suite a 1’action d’hormones stéroidiennes et peptidiques. Durant la



27

grossesse, il y a prolifération des cellules au niveau des alvéoles lobulaires de la
glande. Lors de I’accouchement, le coussin adipeux mammaire est complétement
rempli d’unités d’alvéoles lobulaires productrices de lait (172,173). Dans la glande
mammaire, les quatre types de récepteurs ErbB sont exprimés selon le type cellulaire
et le stade de développement. Les souris déficientes en ErbB1 montrent une
croissance rudimentaire des canaux de la glande (174,175). ErbB2 est exprimé & tous
les stades de développement de la glande mammaire (173). L’expression d’un
dominant négatif de ErbB2 chez des souris transgéniques montre une formation
normale des canaux mais des alvéoles lobulaires défectueuses avec une diminution de
la sécrétion de protéines du lait (176). Tout comme ErbB2, I’expression d’une forme
dominante négative de ErbB4 meéne a un processus de lactation inapproprié (177).
Finalement, bien que ErbB3 soit exprimé a plusieurs étapes de développement de la

glande mammaire, ses fonctions biologiques ne sont pas encore élucidées.
5. La dérégulation pathologique des ErbB

La dérégulation dans 1’expression des ErbB est fortement associée a plusieurs
formes de cancer. En effet, les signaux prolifératifs produits par les ErbB sont
utilisés dans la prolifération incontr6lée des cellules cancéreuses. Généralement, les
ErbB sont hyperactivés dans un contexte cancéreux en raison d’une surproduction de
ligand, d’une surexpression du récepteur ou d’une activation constitutive du

récepteur.

Dans le cas du récepteur ErbBl, plusieurs phénoménes peuvent étre a
I’origine d’une surproduction de ligand de ErbB1. Par exemple, TGF-a, un ligand
de ErbB1, peut étre surexprimé suite a l’activation de 1’oncogéne K-ras (178).
Egalement, le stroma ainsi que la tumeur elle-méme constituent une source de ligand
de ErbBl. Le stroma se décrit comme un tissu conjonctif qui comprend un
épithélium glandulaire et dont la fonction est le support. Par ailleurs, la surexpression
de ErbB1 ainsi que des altérations du récepteur sont fréquemment rencontrées dans

les tumeurs malignes humaines (116). Une amplification du géne codant pour ErbB1

conduisant a la surexpression du récepteur, est présente dans 40% des gliomes (179).
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Une amplification génique constitue en une augmentation différentielle d’une portion
spécifique du génome qui est associée a une transformation néoplasique et a
I’acquisition d’une résistance aux médicaments. Les gliomes sont des tumeurs
primitives de I’encéphale et de la moelle épiniére, développées a partir d’une des
nombreuses lignées cellulaires formant le parenchyme du cerveau, de la moelle, de la
neurohypophyse, de 1'épiphyse et de la rétine. Le parenchyme se définit comme étant
I’ensemble des tissus fonctionnels d’un organe. 1l a été suggéré suite a des études in
vitro que la surexpression de ErbBl de type sauvage méne a la transformation
seulement si le ligand est présent (116). L’amplification génique de ErbB1 est
habituellement accompagnée de réarrangements génétiques. La mutation la plus
fréquemment rencontrée est celle ol le domaine extracellulaire est partiellement
tronqué ce qui a pour conséquence de former un récepteur constitutivement actif
(116,180). Cette altération a été retrouvée dans différents cancers dont ceux

atteignant les poumons, la prostate, les ovaires et le sein (181,182).

Certains virus oncogéniques ciblent les récepteurs ErbB, plus particuliérement
le récepteur ErbB1, afin de favoriser la progression des cellules saines en cellules
malignes.  Par exemple, le virus de I’hépatite B, associé au carcinome
hépatocellulaire, augmente la transcription de ErbBl (183). Le virus
d’érythroblastose aviaire, quant a lui, code une forme tronquée du récepteur ErbB1 ot
une grande partie du domaine extracellulaire est manquant. Le récepteur ainsi muté
forme des dimeéres liés de facon covalente a la surface cellulaire qui occasionnent une

signalisation intracellulaire ligand-indépendante (184).

La surexpression de ErbB2 est associée & plusieurs formes de cancers et il a
été rapporté que les tumeurs ErbB2 positives prédisposent & un mauvais pronostique
et ce, plus particulierement dans les cancers mammaires et ovariens (185,186). En
effet, il a été observé que 15-30% des cancers du sein canalaires invasifs montrent
une amplification du géne codant pour ErbB2 (187). La surexpression de ErbB2 a été
corrélée avec plusieurs facteurs biologiques et cellulaires reliés au cancer du sein

comme la taille de la tumeur, I’étendue du cancer aux ganglions lymphatiques, un
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grade élevé de malignité, une augmentation des cellules en phase S, une aneuploidie
c’est-a-dire un nombre anormal de chromosomes causé par une mauvaise ségrégation
lors de la division cellulaire ainsi qu’une faible expression des récepteurs stéroidiens.
Nombre de ces facteurs sont des conséquences de la rapidité de prolifération que la
surexpression de ErbB2 provoque chez les cellules cancéreuses. Cependant, il est
important de mentionner que 1’altération de ErbB2 seule est insuffisante pour que les
cellules saines deviennent malignes (185). Toutefois, il a été proposé que la
surexpression de ErbB2 entraine une activation ligand-indépendante du domaine
tyrosine kinase suite a une formation spontanée de dimeére (173). En plus de favoriser
la prolifération des cellules cancéreuses, la surexpression de ErbB2 affecte la
différenciation morphologique cellulaire et augmente le potentiel de migration et

d’invasion des cellules (188,189).

Outre I’amplification génique de ErbB2 dans le cancer, une variante
oncogénique a été identifiée a partir de tumeurs neuroectodermales du rat. Il s’agit
d’une mutation dans le domaine transmembranaire ol le résidu valine en position 664
est remplacé par 1’acide aminé acide glutamique. Cette mutation meéne a une
activation constitutive du récepteur (190,191). Une mutation similaire chez 1’humain

n’a pas été identifiée jusqu’a présent (192).

La signalisation intracellulaire occasionnée par la surexpression de ErbB2
cible plusieurs effecteurs nucléaires. En effet, 1’activation de ErbB2 entraine
I’expression de c-myc et des cyclines de type D, module 1’activité du complexe
cycline E/CDK2 et provoque la séquestration ainsi que la dégradation de I’inhibiteur
de kinase dépendante de cycline (CDK) p27"' (193-195). L’activation de la voie
PI3-kinase due a la signalisation accrue de ErbB2 permet la phosphorylation de
p27"! par Akt et entraine sa séquestration dans le cytoplasme, I’empéchant
d’exercer son rble d’inhibiteur du complexe cycline E/CDK2 et par conséquent,
d’inhiber la poursuite du cycle cellulaire (196-198). Somme toute, ’ensemble de ces
modifications a pour effet de promouvoir ’entrée et la progression du cycle

cellulaire.
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Plusieurs études montrent que la surexpression de ErbB2 est associée a une
résistance aux thérapies antiestrogéniques dans les cancers du seins ER positifs (199).
En effet, les patientes atteintes d’un cancer du sein qui surexprime ErbB2 répondent
moins bien au traitement au tamoxiféne (200). Certaines études rapportent qu’en plus
de conférer une résistance aux antiestrogénes, la surexpression de ErbB2 rend les
cellules cancéreuses insensibles aux estrogénes et confeére ainsi une prolifération
indépendante des estrogénes. Ce phénomeéne a aussi été observé dans les cas de
surexpression d’héréguline (201). De facon surprenante, le traitement aux estrogénes
s’oppose a la surexpression de ErbB2 en supprimant la transcription du géne codant
pour ErbB2 (202,203) et inhibe ainsi la croissance des cellules cancéreuses

surexprimant ErbB2 (204).

Contrairement a ErbB1 et ErbB2, aucune amplification génique de ErbB3 n’a
ét€é mise en évidence jusqu'a ce jour. La progression d’un cancer n’est
habituellement pas attribuée a 1’unique surexpression de ErbB3 (116,204). Certaines
études montrent une diminution de 1’expression du récepteur ErbB4 dans les cancers
du sein et de la prostate par opposition aux tissus sains correspondants (116,205).
L’expression de ErbB4 est associée a un phénotype histologique relativement

différenci€ (206).

Comme il a été mentionné précédemment, 1’hétérodimere ErbB2/ErbB3 est
celui qui montre le plus fort potentiel mitogénique. De plus, ’expression de ErbB3
accompagne souvent la surexpression de ErbB2 comme il a été montré pour le cancer
du sein et de la vessie ainsi que pour certains cas de mélanomes (207-210). Les
tumeurs qui surexpriment ErbB2 montrent une augmentation de la phosphorylation
des résidus tyrosine sur ErbB3 (153). Ainsi, il a été suggéré que dans un contexte ol
ErbB3 est exprimé et que ErbB2 est surexprimé, il y a une dimérisation spontanée
entre ces deux types de récepteurs. Il a également été rapporté que 1’héréguline et les
récepteurs ErbB2 et ErbB3 forment une boucle d’activation paracrine dans le cancer

de la prostate (211).



Au niveau moléculaire, certaines évidences permettent de suggérer que
I’activation de 1’hétérodimére ErbB2/ErbB3 contribue a la prolifération tumorale
incontrolée. Il a ét€ montré que ’activation de 1’hétérodimére ErbB2/ErbB3 dérégule
la transition des phases du cycle cellulaire G1/S en modulant P’activation du
complexe formé par Cycline E/CDK?2 qui permet 1’entrée en phase S de la cellule
(194). Par ailleurs, un récepteur ErbB?2 inactif dans les cellules cancéreuses provoque
une baisse de D’activation de la voie PI3-kinase/Akt et diminue la prolifération
cellulaire (194,212). Cependant, ErbB2 ne peut pas recruter la sous-unité régulatrice
p85 de la PI3-kinase alors il doit se dimériser avec un partenaire qui détient au moins
un site de liaison pour cette protéine (173). 1l a été démontré que ErbB3 posséde six
sites de liaisons de p85 (213) et que l’inactivation de ErbB2 fait diminuer la
phosphorylation des résidus tyrosine de ErbB3 (194,214-216). Lorsque ErbB3 est
inactivé, une inactivation de la voie de PI3-kinase et une baisse de 1’expression de la
cycline D sont observées (148). Ces observations suggérent que 1’hétérodimere
ErbB2/ErbB3 fonctionne comme unité oncogénique qui promouvoit la prolifération

de cellules tumorales de la glande mammaire (148).

D’autres pathologies que le cancer impliquent un role pour les ErbB. Par
exemple, la migration des cellules musculaires lisses vasculaires dans 1’intima
artérielle contribue 3 un mauvais fonctionnement cardiovasculaire. Pour que ce
phénomeéne se produise, il faut que le récepteur de la thrombine soit activé.
L’activation de ce récepteur couplé a une protéine G dépend de la transactivation de
ErbB1 (217). De plus, dans les cas de psoriasis, une surexpression de ErbB1 et d’un
de ses ligands, ’amphireguline, sont retrouvées dans les différentes couches de
I’épiderme contrairement a la peau normale ou ErbB1 est exprimé seulement dans la

couche basale (218).
6. Approches thérapeutiques ciblant les récepteurs ErbB

Plusieurs approches thérapeutiques sont développées afin d’enrayer

I’activation dérégulée des récepteurs ErbB dans les cancers. La majorité des
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stratégies ciblent les récepteurs ErbB1 et ErbB2 dont la surexpression est fortement

associée au potentiel oncogénique.

Une des approches est ’utilisation d’anticorps pour bloquer 1’activation des
ErbB. Un anticorps monoclonal dirigé contre ErbB1 appelé C225 entre en
compétition avec le ligand (219) en plus d’altérer la fonction du récepteur (220). 1l a
été montré que 1’anticorps anti-ErbB1 C225 provoque un arrét du cycle cellulaire en
phase G1 en raison d’une augmentation de I’inhibiteur de CDK p27**' (221). Parmi
les anticorps dirigés contre les récepteurs ErbB, le plus connu est sans doute
I’anticorps monoclonal dirigé contre ErbB2 ou herceptin® qui a été approuvé pour
utilisation en essai clinique. Au niveau moléculaire, il a été montré que 1’utilisation
de I’herceptin® faisait diminuer la quantit€¢ de récepteurs ErbB2 a la surface
cellulaire et qu’une augmentation de p27*"' ainsi que de p130, une protéine de la
famille pRb, étaient observées. Cela a pour effet de réduire le nombre de cellules en
phase S du cycle cellulaire et ainsi de diminuer la prolifération des cellules
cancéreuses (222). L’herceptin® permet le recrutement de cellules effectrices du
systtme immunitaire aux cellules cancéreuses (223). Parmi les autres approches
immunologiques, I’utilisation d’anticorps toxiques pour les cellules cancéreuses en
étant conjugués a des composés radioactifs, des toxines ou des prodrogues sont
considérées (116). Des protocoles d’immunisation contre certaines portions de ErbB2

sont aussi étudiés (224).

Des petites molécules inhibitrices sont €galement synthétisées afin de
contrevenir au bon fonctionnement des ErbB ou des voies de signalisation engendrées
par P’activation de ceux-ci. Parmi ces molécules, les inhibiteurs de tyrosine kinase
inhibent directement la phosphoryation des ErbB en interagissant directement avec le
site liant I’ATP et/ou empéche la tyrosine kinase d’effectuer sa réaction enzymatique
(225). Les inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant les ErbB et dont les études cliniques
sont les plus avancées sont le ZD1839 et le OSI-774 qui ciblent ErbB1 et qui sont
présentement en phase III. I y a aussi le CL-1033 qui cible I’ensemble des
récepteurs ErbB et qui fait I’objet d’études de phase 1. Le PKI-166 et le GW-2016



33

ciblent ErbB1 et ErbB2 et sont en phase I et finalement le EB-569 qui cible ErbB1 et
qui est également en phase I (226). D’autres molécules telles que la geldanamycine
inhibent les protéines chaperones, comme la Hsp90, qui, habituellement, conduisent

les nouveaux récepteurs ErbB du réticulum endoplasmique & la membrane plasmique

(227).

La thérapie génique est elle aussi considérée pour bloquer 1’activité des ErbB.
Le produit du gene E1A de I’adénovirus de type 5 peut bloquer la surexpression de
ErbB2 et supprimer son potentiel cancérigéne dans le cancer ovarien et mammaire
(228). Cependant, il semble que les résultats escomptés devront attendre encore car
peu d’études cliniques utilisent la thérapie génique (229). Par ailleurs, les approches
utilisant des antisens, des dominants négatifs des récepteurs ainsi que des ribozymes
spécifiques s’averent prometteuses pour bloquer I’expression et [activité des

récepteurs dans des cellules en culture (230-232).

Il est possible d’utiliser le réseau ErbB dans le but de remédier a
certains problémes cliniques. Par exemple, il a été montré que 1’héréguline est
mitogeéne pour les cellules de Schwann (233). Ainsi, I'utilisation de 1’héréguline

pourrait aider a guérir des blessures atteignant les circuits nerveux (234).

C. But et hypothése de recherche

Plusieurs évidences tendent a établir un lien entre les voies de signalisation
des estrogenes et celles des récepteurs de la famille des ErtbB. Dans un premier
temps, il a été démontré que les deux isoformes des récepteurs des estrogénes ERa et
ERP peuvent étre activés par un ligand de ErbB1, le facteur de croissance EGF, suite
a une cascade de phosphorylation ol les MAP kinases sont impliquées. Cette
phosphorylation a lieu dans le domaine d’activation AF-1 des récepteurs et elle est
responsable de I’activité ligand-indépendante des ER (68,95,101). Vu la faible
homologie de séquence au niveau de 1’AF-1 qui existe entre les deux récepteurs (15-

17%), il est fort probable que I’activité des deux isoformes soit régulée différemment
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suite a divers stimuli ciblant la fonction AF-1 des récepteurs. En effet, en plus d’une
redondance dans la réponse aux estrogenes, les deux types de récepteurs semblent
également avoir des roles physiologiques distincts et peuvent ainsi agir différemment
au niveau moléculaire selon la nature du ligand, les modifications post-
traductionnelles, les interactions avec les divers corégulateurs ainsi que le contexte
des promoteurs de genes cibles (37). Par exemple, la phosphorylation des résidus
sérines 106 et 124 présents dans 1I’AF-1 de ERP permet le recrutement des
coactivateurs SRC-1 et CBP (68,103). La sérine 118 de ERa, quant a elle, ne serait

pas impliquée dans le recrutement de ces coactivateurs (235).

D’autres éléments suggerent 1’existence d’une interrelation entre les voies des
récepteurs des estrogénes et celles des récepteurs ErbB. 1l a été rapporté qu’apres les
premiers stades de progression tumorale de la glande mammaire, une résistance aux
hormones stéroidiennes accompagnée d’une surexpression de récepteurs de facteurs
de croissance est observée (60). Une surexpression de ErbB2 dans la lignée cellulaire
cancéreuse mammaire appelée MCF-7 provoque une diminution de 1’expression de
ER et diminue l’activité transcriptionnelle ERE-dépendante (236). 1l a aussi été
montré que ER module I’expression de ErbB2 et que le promoteur du géne codant
pour ce dernier posséde un €lément de réponse aux estrogénes (201,237). De plus,
une surexpression de ErbB2 provoque une augmentation de I’expression de MTAls,
une variante du corépresseur MTA1, ce qui entraine une séquestration cytoplasmique
de ERa et empéche ainsi la translocation nucléaire ligand-dépendante du récepteur

(238).

La surexpression de ErbB2 n’est pas unique dans la régulation de I’activité
des récepteurs des estrogenes par les ErbB. Parmi tous les dimeéres de ErbB
possibles, I’hétérodimere constitué de ErbB2 et ErbB3 forme I’unité la plus
transformante et la plus mitogénique (153,154,239). Une étude menée par Tang et al.
en 1996 montre que I’héréguline, un ligand de ErbB3 et de ErbB4, posséde la
capacité de diminuer considérablement la transcription ligand-dépendante de ER

(236). Plus récemment, une autre équipe a proposé un mécanisme afin d’expliquer ce
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phénomeéne soit que I’héréguline induit 1’expression du corépresseur MTAL1 ce qui a
pour conséquence de diminuer la transcription ERE-dépendante de ERq, en recrutant
des HDAC (238). Concordant avec ces observations, il a été montré que la
prolifération estrogéne-dépendante des cellules exprimant ErbB2 et ER est diminuée

en présence d’héréguline (240).

La majorité des travaux concernant la relation entre les récepteurs des
estrogénes et les ErbB ont porté sur ERo. FEtant donné que les effets de la
signalisation des ErbB sur la réponse aux estrogénes de ERP sont moins caractérisés
que sur celle de ERa et que plusieurs différences entre les deux isoformes de
récepteurs sont répertoriées, le but principal du projet de recherche faisant 1’objet de
ce mémoire est d’étudier I’effet de la signalisation du dimére composé de ErbB2 et
ErbB3 sur I’activité transcriptionnelle du récepteur des estrogénes B. L’hypothése de
recherche est que I’activation du dimere ErbB2/ErbB3 module [D’activité

transcriptionnelle de ER} selon un mécanisme différent de celui observé chez ERo.

Pour atteindre cet objectif principal, il faut dans un premier temps établir
I’effet de I’héréguline, connu pour activer le dimére ErbB2/ErbB3, sur 1’activité
ligand-dépendante et indépendante de ERP ainsi que I’impact sur la prolifération
cellulaire. La ou les voie(s) de signalisation impliquée(s) dans ces effets doivent
également étre déterminées. Par la suite, il faut identifier quelle région de ERp est
concernée dans ’effet de I’héréguline et finalement évaluer le rble possible des

corégulateurs dans ce phénomeéne.
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N -,

Le projet de recherche vise donc & établir le rdle de la signalisation de
I’hétérodimeére ErbB2/ErbB3 sur I’activité transcriptionnelle de ERP. Ces études
nécessitent des modéles cellulaires ot ’expression de ErbB2, ErbB3, ERo et ER]
est absente, soit les cellules embryonnaires de rein humain appelées 293T, ou
présente de facon endogeéne comme les cellules MCF-7. Les MCF-7 sont des cellules
cancéreuses de la glande mammaire. Ces cellules ont été transfectées de facon
transitoire selon la méthode de précipitation au chlorure de calcium. La mesure de
I’activité transcriptionnelle de ER se fait par essai de cotransfection avec le géne
rapporteur de la luciférase sous controle d’un élément de réponse aux estrogenes ERE
ainsi qu’avec les plasmides d’expression des différents ErbB ou des récepteurs des
estrogénes selon le besoin. Des cellules MCF-7 dans lesquelles le vecteur contenant
le géne rapporteur de la luciférase sous le contrdle d’un ERE a été intégré de facon
stable, ont aussi été utilisées. Les cellules sont ensuite traitées avec diverses
hormones peptidiques appartenant & la famille des facteurs de croissance apparentés a
I’EGF et avec du 17B-estradiol afin d’activer respectivement le signal des ErbB et du
récepteur des estrogénes. La mesure de I’activité de la luciférase est analysée par
laminométrie sur les extraits cellulaires. L’efficacité de transfection est mesurée par
I’activité de la P-galactosidase dont le plasmide contenant le gene a aussi €té
transfecté. Les résultats sont ainsi normalisés et présentés en unités RLU (relative

luciferase units).

Afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans I’effet des
facteurs de croissance sur I’activité des récepteurs des estrogénes, divers inhibiteurs
synthétiques des différentes voies de signalisation des protéines kinases sont utilisés.
Pour appuyer les résultats obtenus avec ces inhibiteurs, des mutants dominants
négatifs et dominants positifs de certaines composantes des voies de signalisation
sont également inclus dans les essais d’activité transcriptionnelle. De plus, des

mutants de délétion et ponctuels des récepteurs des estrogénes ont également été



37

utilisés afin d’identifier la région de ER qui est responsable des effets de la

signalisation du dimére ErbB2/ErbB3 sur I’activité transcriptionnelle.

L’immunoprécipitation des récepteurs ErbB suivie de 1’immunobuvardage
montrant le niveau de phosphorylation de ceux-ci sont réalisés afin de mesurer les
niveaux d’activité des récepteurs suite aux différents traitements. De plus, des
immunobuvardages permettant d’évaluer 1’activité de certaines voies de signalisation

sont effectuées sur les extraits cellulaires préalablement traités.

Des essais de prolifération utilisant le MTT sont réalisées sur les cellules
MCEF-7 soumises a différentes combinaisons de traitements afin d’évaluer 1’impact de
I’héréguline et des voies des MAP kinases et de la PI3-kinase sur la prolifération

estrogene-dépendante.

Finalement, des essais d’immunoprécipitation de la chromatine (ChiP) sont
réalisés sur des extraits cellulaires de cellules MCF-7 afin d’évaluer 1’effet des divers
traitements sur I’occupation du promoteur d’un géne cible de ER, le géne ebl, par les

récepteurs ERa et ER.
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ABSTRACT

Deregulated signaling of ErbB2/HER-2 receptor tyrosine kinase activity is often
associated to hormone resistance in estrogen receptor (ER) alpha positive breast
cancers, therefore establishing a relationship between ErbB2 and ERo pathways.
Although ERP is expressed in many breast cancer cells, the response of ERP to
ErbB2 signaling is however less well defined. In the present study, we demonstrate
that ERP activity can be modulated by ErbB2 signaling in ER-expressing breast
cancer cells. The estrogen-dependent transcriptional activity of ER} was altered in a
manner similar to ERa by either activation of ErbB2/ErbB3 signaling by growth
factor heregulinf or expression of an activated tyrosine kinase mutant of ErbB2.
However, as opposed to ERo, the repression of liganded ERP activity by ErbB2
signaling was found to be dependent on the p38 MAPK pathway and, as determined
by ChIP assay, p38 activity was involved in regulating estrogen-responsive gene
promoter occupancy by ERP in heregulin-treated cells. In addition, the repression in
ERP response to hormone was dependent upon its AF-1 domain and was further
ascribed to a discrete region within AF-1 that we previously showed to contain
serines 106 and 124, two phosphorylation target sites for MAPK involved in
coactivator SRC-1 recruitment to ERf. Interestingly, substitution of these two serines
by aspartic acid residues abolished the repression of ERP by activated ErbB2/ErbB3,

while replacement with alanines did not result in significant changes. Likewise,
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expression of SRC-1 was preferentially relieving the inhibition of liganded ERP
compared to other coactivators in heregulin-treated cells. Our studies demonstrate a
functional coupling between ERP and ErbB receptors, and outline the differential role
for the AF-1 region to regulate estrogen-dependent cell growth and activity of both

estrogen receptors.
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INTRODUCTION

Growth and differentiation of both normal and malignant human breast cancer cells
are regulated by steroid hormone and peptide growth factor receptors. As such,
members of both receptor classes are considered as strong prognostic factors for a
subset of mammary tumors to predict for a beneficial response to therapy.

The expression of estrogen receptor (ER) is found in more than 60% of human breast
tumors and strongly correlates with a favorable response to hormone treatment.
Estrogen effects are known to be transduced by two forms of estrogen receptor, ERo
and ERJ, which belong to the nuclear receptor superfamily of ligand activated
transcription factors (45). Both forms are structurally related and act as homo- or
heterodimers to transduce estrogen-dependent target gene expression by binding to
specific response elements in promoter regions (84,241,242). Upon ligand binding,
transcriptional activation of ERa and ERP involves recruitment of coactivators such
as the SRC family members and CBP/p300 to activate the receptor activation
function AF-2 and initiate transcription (48,243). Both ERo and ERP are also
regulated by growth factors that target mostly the AF-1 domain to result in receptor
phosphorylation and subsequent transactivation (43,244). In particular, specific
residues within the AF-1 domain of both ERc. and ER[} have been identified as target
sites for protein kinase signaling cascade, such as the MAPK and the PI3K/Akt
pathways, thereby promoting AF-1 mediated activation (95,101,103,108). These

effects can either synergize with the AF-2 mediated response or act independently



44

from estradiol activation, depending on the promoter and cell type context. Despite an
initial benefit in breast cancer patients under hormonal therapy such as tamoxifen,
ER-positive tumors often develop a hormone resistance phenotype resulting in more
aggressive cancers (245). Signaling by growth factors such as EGF, IGF-1 and
heregulin was shown to promote estrogen-independent growth properties of ER-
positive breast cancer cells (95,246-249), thereby suggesting that deregulation in
receptor tyrosine kinase receptor signaling might affect ER activity.

The ErbB family of growth factor receptor tyrosine kinases includes ErbB1/EGFR,
ErbB2/HER-2/Neu, ErbB3 and ErbB4. ErbB receptors are essential mediators of cell
proliferation and differentiation in the developing embryo and in adult tissues, and
their inappropriate activation is associated with the development and severity of
many cancers (116,192). Overexpression of ErbB2, found in 20-30% of breast
cancers, is considered highly oncogenic and therapies directed against ErbB2 have
shown promising results (250-252). Additionnally, both clinical and laboratory data
suggested that ErbB2 overexpression may contribute to hormone resistance in breast
cancers, therefore establishing a relationship between ErbB2 and ER pathways.
Despite an inverse correlation between ErbB2 and ERa expression found in many
mammary tumors, loss of ER signaling is not always related to antiestrogen
resistance, as both tamoxifen-resistant tumors and breast cancer cell lines often
demonstrate sustained ER content and responsiveness to pure antiestrogens
(253,254). However, tumors that are ERo and ErbB2-positive respond less to
endocrine treatment (255), and overexpression of ErbB2 in estrogen-dependent tumor

cells was shown to promote ligand-independent downregulation of ERa (201).
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Hormone responsive breast cancer MCF-7 cells overexpressing ErbB2 were shown to
become resistant to tamoxifen (256) and exhibit estrogen-independent growth (257),
an effect abolished by the inhibition of MAPK (258). Increased MAPK activity has
been observed in estrogen-unresponsive and ErbB2 expressing cell lines (259,260).
These data thus suggest that ErbB2 signaling may regulate ERa activity in a
hormone-independent manner by kinase activation pathways. However, despite the
expression of ERP in most breast cancer cells, its involvement in breast cancer
remains uncertain and studies are still controversial on rather ER[J expression
correlates with a protective role or not (245,261). In that respect, the response of ER3
to ErbB2 signaling has not been clearly addressed.

Although no ligand has as yet been identified for ErbB2, ligand-dependent activation
of ErbB2 signaling can occur through dimerization with the other ErbB members. As
such, ErbB2 is the preferred dimeric partner of ErbB3 and ErbB4 which renders such
dimers responsive to mesenchymal growth factor heregulins. Heregulin family
members, also known as Neu differentiation factor neuregulins, by variously
interacting with ErbB receptors, can elicit a plethora of cellular responses which
includes proliferation, differentiation, apoptosis and survival (116). Isoform-specific
effects but also functional redundancy have been reported for heregulins/neuregulins
and shown to involve both temporal and differential regulation of signaling cascades
(137,262,263). In particular, heregulin § was shown to promote cell cycle progression
and mitogenic stimulation of breast cancer cells by triggering both the PI3K/Akt, the
Erk/MAPK, and the p38 pathways, while EGF stimulation of cells was more

dependent on the MAPK pathway (262,264). Interestingly, the same dimeric receptor
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pair, such as was demonstrated for ErbB2/ErbB3 in breast cancer cells, can lead to
various stimulation of MAPK and Akt pathways and regulate partially overlapping
but distinct sets of genes in response to neuregulin isoforms (265). Different usage of
the intracellular kinase pathways by activated ErbB receptors may therefore occur to
transduce a growth factor effect into a cellular response.

In the present study, we report that ERP activity can be modulated by ErbB2
signaling in ER-expressing breast cancer cells. We show that ErbB2/ErbB3 dimer
activation by heregulin repressed both the estrogen-dependent cell growth and
activity of ERo and ERP. However, as opposed to ERq, the transcriptional repression
of liganded ERP by heregulin was dependent upon ERP AF-1 function and involved
the p38 MAPK pathway, thereby supporting a repressive role for AF-1 on ERB AF-2

mediated functions that could be relieved by coactivator recruitment.
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RESULTS

Growth factors of the heregulin family decrease the response of ER to estrogen

in MCF-7 cells.

The effects of EGF related growth factors heregulins were assessed on the
transcriptional activity of ER in absence and in presence of estrogen. Using MCF-7
cells that were stably transfected to express a luciferase gene reporter under the
control of an estrogen response element (266), we observed that treatment of cells
with heregulin HRGo or HRGP resulted in a decrease of ER activity in response to
estradiol (Fig.1A). HRGPB was found more potent than HRGa in repressing ligand
dependent activity of ER and the effect was dose-dependent in MCF-7 cells (Fig.1B).
MCEF-7 cells have been extensively used as a hormone-dependent breast cancer cell
model known to express ERo but also ERf, and therefo.re are considered as ER-
positive cells. By overexpressing ERa and ERP in transient transfected MCF-7 cells,
we found a similar decrease in the hormone-dependent activity of ER in response to
HRGP compared to non transfected MCF-7 cells, suggesting that both ER isoforms

could be subjected to the same downregulation by HRGP (Fig.1C).

ErbB2-ErbB3 dimer activity modulates ER response to estrogen.

The heregulin members of EGF related growth factors are known to interact

preferentially with ErbB3 and ErbB4 receptors to elicit intracellular signals upon
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receptor dimer activation. Although ErbB3 and ErbB4 can functionally
heterodimerize, both receptors display a preference to ErbB2 as a sharing partner, of
which the ErbB2/ErbB3 combination was reported to be highly mitogenic (137,148).
To test whether ErbB receptor expression could modulate the response of ER to
estrogens, we transfected human embryonic kidney 293 cells, which express ErbB
receptor members at very low levels if not at all, with different combination of ErbB
receptors and measured the effects on estrogen-dependent ER activity (Fig.2A). By
transfecting ErbB2 and ErbB3 together, we could mimic the inhibitory effects of
heregulin on ERP response to estradiol seen in MCF7 cells. These effects were not
transduced using ErbB2 or ErbB3 alone, suggesting that ErbB2/ErbB3 dimer activity
was responsible for the decrease in ligand-dependent activity of ERB. We also found
that the combination of ErbB2/ErbB4 could as well mediate the repression effects of
heregulin on ERP activity, although the effects were not as strong as for
ErbB2/ErbB3 (data not shown). Heregulin had no effect on the estradiol-dependent
activation of ERP in cells not transfected with ErbBs or transfected with ErbB1. We
perforrr.led immunoprecipitation studies to ensure that transient transfection of ErbB2
and ErbB3 receptors in 293 cells could induce receptor activation upon heregulin
treatment. As expected, transient expression of ErbB2 and ErbB3 increased both
receptor tyrosine phosphorylation in response to heregulin, as opposed to mock-
transfected cells in which no increase in ErbB2 and ErbB3 phosphorylation could be
detected (Fig.2B and C). Aberrant signaling by ErbB2 overexpression has been
associated to tumorigenesis in a number of patients with invasive breast cancer (192).

Although not as yet found in humans, a point mutation replacing a valine residue to
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glutamic acid at position 664 was described for rat Neur, the oncogenic variant of the
rat ErbB2 equivalent, leading to constitutive receptor dimerization and activation
(267). In order to mimic such activation, we generated the corresponding mutation
(V659E) within human ErbB2 and tested the mutant for phosphotyrosine content.
Results showed that transient expression of ErbB2 V659E mutant receptor in 293
cells resulted in a stronger increase in ErbB2 tyrosine phosphorylation, compared to
wt ErbB2-expressing cells treated with heregulin (Fig.2B), indicating that the ErbB2
mutant behaves as a constitutively active receptor. When cells were cotransfected
with ErbB3 and V659E ErbB2, phosphotyrosine content of ErbB2 was slightly
decreased. Similarly, phospho-ErbB3 signal was also reduced by V659E expression
as compared with wt ErbB2-expressing cells treated with heregulin (Fig.2C),
suggesting that the V659E preferentially forms homodimers in transfected cells. In
addition, a dominant negative form of ErbB2 was also generated by disrupting the
tyrosine kinase activity with a K753A mutation. When expressed in 293 cells, the
K753A mutant abolished ErbB3 activation by heregulin (Fig.2C). We therefore tested
the effect of V659E expression on ER[3 aétivity and found that the activation of ERf
by estradiol was inhibited by 56% in V659E-expressing cells (Fig.2D). These effects
were similar to what we observed in heregulin-treated cells that expressed ErbB2 and
ErbB3 (Fig.2A). Such repression in ERP activity was relieved in cells expressing the
ErbB2 kinase dead K753A mutant, suggesting that ErtbB2 signaling contributed to
regulate ER} activity. We also found similar results for ERa for which the response

to estradiol was also impaired by V659E expression (data not shown, see also Fig.3).
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These results thus indicate that the ErbB2/ErbB3 dimer activity could modulate the

estrogen-dependent activation of ERa and ER.

ErbB2 V659E expression alters the ER-dependent activity to estrogen in MCF-7

cells.

In order to assess the role of ErbB2 activation on the estrogen response in ER positive
cells, MCF-7 cells were transfected with the ErbB2 V659E mutant and tested for ER
activity. V659E expression was found to decrease the effects of estradiol to levels
similar to heregulin treatment, in MCF-7 cells stably expressing an ERE-Luc reporter
(Fig.3A). Both ERa and ERP ligand-dependent activities were inhibited by V659E
expression as indicated by a mammalian one-hybrid luciferase assay in MCF-7 cells
expressing Gal4 fusion of each ER along with a UAStkLuc reporter (Fig.3B). The
repression effects by activated ErbB2 on both ER isoforms were not however as
strong as those observed in MCF-7 cells transfected with wt ErbB2/ErbB3 and treated
with heregulin (Fig.3C). These apparent differences may reflect for a reduced
efficacy of ErbB2 V659E to form homodimers in cells already expressing ErbB2 and
ErbB3 receptors, as suggested by comparable levels of ErbB2 activation in heregulin-
treated and in V659E expressing MCF-7 cells (Fig.3D). In addition, a role for ErtbB3
activation to modulate ER activity can not be excluded based on levels detected in

phospho-ErbB3 in heregulin-treated cells (Fig.3D).
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The decrease of estrogen response of ERp by ErbB2/ErbB3 is AF-1 dependent.

Given the role of AF-1 function to regulate ERal and ERP response to EGF mediated
signaling pathways (95,103), we next determined whether the AF-1 region was
involved in ERo and ERP mediated response to heregulin by using truncated CDEF
mutants. We found that removal of the N-terminal region of ERPB abolished the
inhibitory effect of heregulin observed on estradiol-mediated activation of full length
ERP (Fig.4A). On the other hand, the absence of the N-terminal region of ERa did
not affect the repression effect of heregulin. These results suggest an inhibitory role
for AF-1 of ERPB in modulating the response to hormone by heregulin which is
apparently not shared with ERa AF-1. To further ascertain this apparent difference,
we tested the response of Gal4 fusions of full length and truncated versions of ERo
and ERP in ErbB2 V659E transfected 293 cells and found a similar requirement for
ERP AF-1 in repressing ER[ response to ligand as opposed to ERa (Fig.4B). Under
conditions in which ERJ response to ligand was found impaired by ErbB2/ErbB3
signaling, removal of the N-terminal region of ERP abolished these effects (Fig.4C).
We next wanted to further delineate the region within the N-terminal domain of ER
responsible for the repressive effects of heregulin by measuring ligand-dependent
activity of various truncated mutants upon heregulin treatment of ErbB2/ErbB3
transfected cells. As indicated in Fig.4D, removal of the region corresponding to
positions 104 to 122 of ERP abolished the inhibitory effect of heregulin on ERP

response to ligand, suggesting that this region may negatively regulate the AF-2
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activity of ERP in these particular conditions. There is possibility that a AF-1 deletion
alters the receptor expression and impairs the ligand-dependent response of ERJ
activity in ErbB2/ErbB3 transfected cells treated with heregulin. However, the
region corresponding to positions 104 to 122 of ERP} was also described to mediate
activation of ERf} AF-1 by growth factors such as EGF (68,103). Thus it seems that a
shared region within ERB AF-1 can variously modulate receptor transactivation

depending on which ligands of the EGF family is involved.

ErbB2/ErbB3 mediated repressive effects on ERf involves p38 activation.

Signaling by ErbB receptors is known to trigger activation of several protein kinase
pathways, including the PI3K/Akt and ras/MAPK, to integrate growth factor
stimulation into a cell cycle response (262). These pathways are however variously
involved depending on the nature of the ligand and the receptor dimer formed. To
determine the role for protein kinase pathways that may participate in the regulation
of ERJ} activity by ErbB2/ErbB3 activation, we used various kinase inhibitors in our
cotransfection assays and measured ERP activity. The decrease in ligand-dependent
activity of ERf upon ErbB2/ErbB3 activation was partially relieved with MAPK
inhibitors, with a stronger effect when p38 was inhibited (Fig.5A). Inhibition of p38
restored to 90% the ERP response to estradiol compared to 70% with Erk inhibition,
while inhibiting Jnk had no significant effect. Inhibition of PI3K by wortmannin
could not also restored to significant levels the response of ERP to estradiol in the
presence of activated ErbB2/ErbB3. These results suggest that p38 activation is

importantly involved to inhibit ERJ} by heregulin. Similarly, by expressing increasing
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amounts of a K82R kinase inactivated form of MEKG6, the p38 upstream kinase, the
inhibitory effects of the constitutive ErbB2 V659E mutant on the response of ER to
estrogen was restored in MCF-7 cells, as also did the p38 inhibitor SB203580
(Fig.5B). Interestingly, no significant effects were noticed by inhibiting p38 or Erk on
ERa response to ligand in the presence of activated ErbB2/ErbB3 (Fig.5C). As the
estradiol-mediated activation of the truncated CDEFo form was also impaired by
heregulin (Fig.4), we also tested MAPK inhibition in cells transfected with CDEFa
and found comparable results to full length ERo (Fig.5D). These findings thus
suggest that inhibition of ERa and ERP by ErbB2/ErbB3 signaling might involve
different cellular pathways from which the p38 activation pathway seems to target
ERP but not ERo mediated transcriptional repression under ErbB regulation. To
further assess the role for p38 activation on ER mediated response to hormone, we
tested the expression of constitutive mutants specific for each MAPKs on ER driven
transcriptional activity. We found that the response to estradiol was partially inhibited
with the expression in MCF-7 cells of a MEK6glu constitutive mutant, described to
specifically activate p38 (268), as opposed to moderately increased with expression
of constitutive MEK], the upstream kinase of Erk and Jnk (Fig.6A). We then
transfected cells with ERo or ERP to test whether p38 activation could modulate
ligand-dependent activity of each ER isoforms and found that ERPB response to
hormone was more affected compared to ERa with the expression of MEK6glu
(Fig.6B and C). Under the same conditions, constitutive activation of Erk and Jnk by
MEK1 was increasing the estrogen-dependent activation of both ERo and ERp.

These results thus support a differential regulation of the estrogen responsiveness of
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ERa and ERP by the p38 MAPK pathway and therefore provide a mean by which
ErbB2/ErbB3 signaling might discriminate between both ER subtypes. Activation of
p38 by ErbB2/ErbB3 dimer activity was evidenced in immunoblotting experiments
using an anti-phospho-p38 antibody which could detect increased amount of activated
p38 upon heregulin treatment of ErbB2/ErbB3 transfected cells (Fig.6D).
Comparable amounts of activated p38 were also noticed between ErbB2 V659E and
MEKG6glu expressing cells, indicating that the constitutive mutant of ErbB2 was very
potent in activating p38. Expression of ErbB2 V659E mutant also increased activated

Erk and Akt content in transfected cells (data not shown).

Promoter occupancy by ER is variously regulated by p38

Having shown that ER-dependent hormone responsiveness was modulated by p38
activity through ErbB2/ErbB3 signaling in MCF-7 cells and that these effects were
more related to regulation of ERP activity than to ERa in transfected cells, we sought
to determine whether this apparent differential regulation would modulate target gene
control of expression driven by both receptor subtypes. In order to assess for
transcriptional control of ER-targeted genes, we analysed estrogen-responsive
promoter occupancy by ERo and ERP using chromatin immunoprecipitation (ChIP)
with antibodies against both forms of ER on MCF-7 cells. The presence of the
specific promoter region of EB1, a gene known to be regulated by estrogen (269), in
the immunoprecipitates was determined by semiquantitative PCR using a pair of
primers spanning the estrogen responsive region as indicated in Fig.7. Treatment of
MCF-7 cells with estradiol induced a dramatic increase in the occupancy by both

ERo and ERB of the EB-1 promoter compared to barely undetectable levels in
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untreated cells (Fig.7). Interestingly, ERa and ERP occupancies were also increased,
although significantly less than with estradiol, upon treatment of MCF-7 cells with
heregulin, suggesting that heregulin might regulate ligand-independent activity of
ER. As such, we noticed slight activation levels of ER-dependent transcriptional
activities in absence of hormone in cells in which ErbB2/ErbB3 signaling was
activated (see Fig 2 and data not shown). However, in the presence of estradiol,
heregulin induced a decreased EB1 promoter occupancy by both ER as expected from
results obtained in reporter assays. Interestingly, when we tested the effects of MAPK
inhibitors on promoter occupancy, we noticed that p38 inhibition abolished the
decrease in liganded ERP occupancy by heregulin resulting in levels comparable to
estradiol treatment alone. These effects were not seen for ERa for which EBI
promoter occupancy levels were not significantly modified by p38 inhibition in the
presence of estradiol and heregulin. These results indicate that p38 activity is
involved in the effects of heregulin to release liganded ERP from the estrogen
responsive EB-1 promoter thus mediating the repressive effects of activated
ErbB2/ErbB3 signaling. However, as suggested v;/ith the ChIP and also with our
luciferase reporter assays, such modulation by ErbB2/ErbB3 on estrogen-mediated
ERa activity is not p38 dependent. On the other hand, when the Erk inhibitor
PD98059 was added to MCF-7 cells, both ERo and ER occupancy levels to the EB-
1 promoter were restored compared to cells treated with estradiol and heregulin,
suggesting that Erk activity was involved in the effects of heregulin. We cannot
therefore exclude a possible role for Erk in mediating the effects of ErbB2/ErbB3 on

ER activity although such effects do not seem to be ER isoform-specific.
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p38 activity is required to inhibit estrogen-dependent proliferation of MCF-7

cells by heregulin

Our data show that ErbB2/ErbB3 dimer activation by heregulin contributes to down
regulate both ERo and ERP activity in the presence of hormone and that repression of
ER is relieved by p38 inhibition. This raises the question of whether such regulation
on ER responsiveness to heregulin might impact breast cancer cell proliferation. We
first examined the activity of p38 in response to heregulin in MCF-7 cells by Western
analysis of phosphorylated p38. Increasing doses of heregulin provoked a significant
augmentation in the content of activated p38 in non transfected MCF-7 as shown in
Fig.8A. Similar activation of p38 was also evidenced by transfecting MCF-7 with
ErbB2 and ErbB3 receptors. To address whether estrogen-dependent proliferation
status of MCF-7 could be modulated by heregulin and to demonstrate whether p38
activity was involved, we measured proliferation of MCF-7 cells by the MTT
procedure. As expected for MCF-7 cells, proliferation rates were potently induced
over a period of six days in the presence of estradiol (Fig.8B). Starting at day 4 after .
plating the cells but 24 hours after the initial treatments, addition of heregulin was
slowing the estrogen-dependent growth of MCF-7 to become significantly different at
day 5 and 6. This delayed proliferation by heregulin was however overcome by
addition of the p38 inhibitor, again suggesting that p38 activity is involved in the
control of the estrogen-dependent growth by ErbB2/ErbB3 activation. Using the same
conditions, we also tested the effects of other kinase inhibitors on estrogen-dependent
growth of MCF-7 cells. Inhibition of Erk and Jnk revealed a slight recuperation,

although not as significant as with p38 inhibition, in the heregulin mediated inhibition



57

of cell growth in the presence of estradiol, while cells treated with wortmannin were

not proliferating (Fig.8B, right panel).

SRC-1 expression restored the inhibitory effect of ErbB2/ErbB3 activation on

estrogen-dependent ERf activity

We showed by using truncated mutants within the AF-1 of ERP that the region
between amino acids 104 and 122 was found necessary to mediate the repressive
effects of heregulin on ERP activity (Fig.4D). Interestingly, this region contains
sequences that correspond to MAPK consensus sites for Ser-106 and Ser-124 that we
previously showed to be involved in SRC-1 recruitment upon phosphorylation by
MAPK signaling, thereby contributing to activate AF-1 function of ERP (103). Given
that this motif seems also to share a repressive role for AF-2 mediated ERP activity,
we address the role for specific MAPK consensus sites contained within the aal04-
122 region by testing the effects of substituting Ser-106 and Ser-124 by alanine
residus in ERP response to ErbB2/ErbB3 signaling. Either single point mutants or the
double S106,124A mutant did not show different responses to estradiol in activated
ErbB2/ErbB3 expressing cells, as compared to wild type ERP, suggesting that
removal of these potential phosphorylation sites did not contribute to modify the
repression levels of ERP (Fig. 9A). However, when we substituted Ser-106 and Ser-
124 by aspartic acid residues, thus adding a negative charge at these positions, the
inhibition in estrogen-dependent ER activity by heregulin was abolished, indicating

that by presumably mimicking phosphorylation at positions 106 and 124, the AF-1
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becomes activated thereby relieving its repressive effects to the AF-2 mediated
function by heregulin.

Given such role for Ser 106 and 124, we then address the question whether
expression of SRC-1 could overcome the inhibition of ER by ErbB2/ErbB3
activation. As we predict, SRC-1 expression restored the activation levels of ERB by
estradiol even in the presence of activated ErbB2/ErbB3 signaling, as shown in cells
transfected with increasing amounts of SRC-1 expression vector (Fig.9B). These
effects were however restricted to SRC-1 since expression of other members of the
SRC family such as GRIP1 and p/CIP could not alleviate the repression of liganded
ERP by heregulin. We also obtained no apparent recuperation in ERP response by
expressing coactivator CBP. Therefore, our results indicate that SRC-1 was
specifically able to block the inhibitory effect of ErbB2/ErbB3 signaling on ER[

activity by presumably relieving AF-1 mediated repression.
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DISCUSSION

Deregulated signaling by ErbB2 has been associated with strong mitogenic potential
in a number of human breast and ovarian cancers, and correlation between ErbB2 and
ERa status has served as a predicting factor in the response to endocrine treatment
such as tamoxifen (192). The response of ERP to ErbB2 signaling is however less
well defined. In the present study, we demonstrate that ERP activity can be
modulated by ErbB2 signaling. By using ER-expressing MCF-7 breast cancer cells or
ERp-transfected cells, we show that ErbB2/ErbB3 dimer activation by heregulin
could repress the ligand-dependent activity of ERP. As opposed to ERq, these effects

were dependent upon ERf AF-1 function and involved the p38 MAPK pathway.

Overexpression of ErbB2 is known to reduce the response of ERa to estrogen in ER-
positive cells (245,256,270). Similarly, heregulin activation in breast cancer cells also
promotes downregulation and inactivation of ER function, leading to a more
agressive phenotype (236,248,249). We show that not only ERoQ activity was
repressed by heregulin, but also the ER mediated response to ligand was impaired in
cells treated with heregulin. In MCF-7 cells stably expressing a luciferase gene
reporter under the control of an ERE (266), or in MCF-7 cells overexpressing each
isoforms of ER in a one hybrid assay, both ERo and ERP transcriptional activities
were altered by heregulin signaling. To further delineate the requirement for ErbB
family members in ER repression, we found that the ErbB2/ErbB3 dimer formation

in transfected 293 cells could mediate the heregulin induced repression of both ERa
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and ERP responses to hormone. Such effects were also reproduced using a
constitutive variant of human ErbB2 corresponding to the rat Neu oncogene (271) but
not by expression of wt ErbB2 alone, indicating that ErbB2 activated intracellular
signaling was involved to modulate ER dependent functions. In a recent study, by
causing selective ablation of ErbB3 expression in breast cancer cells, ErbB3 was
found essential to promote ErbB2-dependent cell proliferation thus suggesting that
the ErbB2/ErbB3 heterodimer functions as an oncogenic unit (148). These effects
were shown to be transduced by the PI3K/Akt dependent pathway, and despite the
recognized impaired tyrosine kinase activity of ErbB3, ErbB3 was described as the
preferred dimerization partner of ErbB2 in order to properly recruit the p85 subunit of
PI3BK and mediate PI3K/Akt activation by ErbB2 (173,213). Furthermore,
inactivation of ErbB2 leads to loss of ErbB3 phosphorylation (194). In this study, we
demonstrate that expression of both ErbB2 and ErbB3 preferentially modulates the

response of ERo and ERJ to hormone.

Signaling by ErbB receptor tyrosine kinases are known to trigger a number of
intracellular cascade to transduce the effects of growth factors of the EGF family into
a cellular response. Particularly, cellular pathways such as the MAPK, the p38 and
the PI3K/Akt have been shown to be activated by ErbB signaling and to participate in
many aspects in cell cycle regulation including proliferation, transformation,
differentiation and apoptosis (116). We have therefore tested various inhibitors of
kinases to determine by which pathway the repressive effects of ErbB2/ErbB3 signal
on ligand-activated ER functions might be transduced. As there was no doubt about

the role for the PI3K/Akt pathway in promoting heregulin-mediated growth of MCF-
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7 cells as demonstrated by our proliferation assays and by others (148,213), the
effects of heregulin on ER-dependent activity and on estrogen-dependent growth of
MCEF-7 cells were found to be more dependent on the p38 pathway. In transactivation
assays, the inhibition of ERP response to ligand by activated ErbB2/ErbB3 was
almost completely relieved by p38 inhibition, while blocking Akt activity did not
result in significant changes. Such role for p38 activity in ERP response to heregulin
signaling did not seem to occur for ERo for which no apparent effects of p38
inhibition was observed in the heregulin-mediated inhibition of liganded ERa,
suggesting a different requirement for p38 activity for each receptors in these
conditions. Likewise, when we used the constitutively active MEK6 mutant in an
attempt to mimic the heregulin activation of the p38 pathway, the response to
estrogen was more impaired for ERP compared to ERa. Interestingly, these effects
were restricted to p38 activation while co-expression of active MEK1 with Erk
contributed to induce ER-dependent activity in MCF-7 cells. A phosphorylation site
within the hormone binding domain of ERa, but that does qot seem to be present in
ERp, was identified as a target for p38 kinase that might participate in endogenous
gene expression and growth of endometrial cancer cells in response to hormone and
p38 activation (109). In that respect, our findings on the promoter occupancy of the
EB-1 gene, as determined by ChIP assay, also indicate that the p38 pathway might
regulate the estrogen-dependent gene expression in ER-expressing cells. However,
we found that such regulation variously affect the promoter occupancy by ERol or
ERp in heregulin-treated cells. Whether activated p38 by heregulin signaling may

affect differently ER homo and/or heterodimer activity cannot be clearly defined and
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demands further investigation. However, we previously showed that the AF-1 domain
can function in a dominant manner within both the homodimer and the ERo/ERJ
heterodimer in response to activated MAPK pathway (84). Our results thus suggest a
different mechanism by which activation of ErbB2/ErbB3 receptors might influence
the hormonal-dependent activity of ERo and ERp.

By using truncated forms for both ERa and ERP in our transfection studies, we have
determined that the inhibition of ligand-dependent activity of ER[P by activated
ErbB2/ErbB3 was dependent upon the presence of the AF-1 containing N-terminal
domain, whereas for ERa, no such requirement was evidenced. These results thus
suggest that signaling by ErbB2/ErbB3 would target either directly or indirectly ER[}
AF-1 mediated function, and that such effect would result in a negative modulation of
the receptor AF-2 activity. Interestingly, a repressive role of ERB AF-1 was proposed
to participate in EROVERP heterodimer activity in HepG2 cells in response to ligand
(272). By deleting specific regions within ER} AF-1 to better delineate the domain
responsible for the repressive effects of heregulin, we found that removal of amino
acids 104 to 122 restored a full response of ERP to estrogen in the presence of
activated ErbB2/ErbB3. Interestingly, this region was found to contain two consensus
motifs previously described to serve as targets for MAPK-directed phosphorylation of
ERf (68,103). Both ERa and ER3 were shown to be phosphorylated at specific sites
within their AF-1 domain upon growth factor stimulation such as EGF and IGF-1,
thus promoting both ligand-dependent and independent activation of receptors
(68,95,101). Respective phosphorylation of Ser-118 for human ERa, and of Ser-106

and 124 for mouse ERP} were shown to favor selective recruitment of coactivators to
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mediate activation of transcription (103,273). In the present study, we demonstrate
that AF-1 can also mediate repression effects on AF-2 regulated functions of ERP by
the aal06-122 region in response to activated ErbB2/ErbB3. Although synergistic
regulation and cooperation between AF-1 and AF-2 activities has been evidenced for
a number of nuclear receptors, interdomain repression of AF-2 functions by AF-1 has
also been reported and shown to be phosphorylation-dependent in some cases.
MAPK-directed phosphorylation of a single residue within the AF-1 domain of
orphan nuclear receptor SF-1 has been shown to promote in an AF-2 dependent
manner cofactor recruitment including corepressor SMRT that repressed SF-1
activity (274). Additionally, the ability of phosphorylated AF-1 domain of PPARY by
MAPK to negatively regulate the transcriptional and biological functions of PPARY
in adipogenesis (275,276) was shown to be mediated by reduced ligand binding of
PPARY (277). Also, phosphorylation of the AF-1 domain of AR (278), RARY (279)
and RXRo (280) was reported to negatively regulate ligand-dependent functions
depending on response gene context. Interestingly, a role for the phosphorylation of
specific residues within the AF-1 domains of nuclear receptors have also been
ascribed in the functional coupling between receptor degradation and transactivation
properties. Phosphorylation of a MAPK consensus site within the AF-1 of PR was
shown to increase progestin-dependent activation but also proteasome-mediated
receptor degradation (281). Similarly, Akt-mediated phosphorylation of AR was
reported to promote receptor ubiquitination and degradation by the proteasome (282).
Whether or not such functional coupling between activation and degradation of ER

would be regulated by ErbB2/ErbB3 signaling remains undetermined. Nevertheless,



our results on proteasome-regulated functions of ERP activity indicate that site-
specific phosphorylation within the AF-1 may participate in the degradation-

activation cycling of the receptor (C. Charbonneau et al. manuscript in preparation).

In order to test whether we could overcome the repression of liganded ERP by
heregulin with expression of coactivators, we found that selective expression of SRC-
1 restored the inhibition of estrogen-dependent activity of ERP by activated
ErbB2/ErbB3, as opposed to other SRC members such as GRIP-1 and p/CIP and to
CBP. Interestingly, our earlier findings have demonstrated that recruitment of SRC-1
by phosphorylated AF-1 was preferred to mediate ligand-independent activation of
ERP in response to growth factor signaling (103,104). Strikingly, the two sites
involved in such recruitment, Ser-106 and 124, are also contained within the region
we found essential in the repressive effects of heregulin signaling on ERP activity.
These two sites were shown to be targeted by MAPK which upon phosphorylation
triggered the receptor to be activated by coactivator recruitment (103). Although Ser-
106 and 124 could also be potentially phosphorylated by p38 kinase, it is however
unlikely that, in the current study, the phosphorylation of Ser-106 and 124 would
mediate the repressive effects of heregulin on ERP activity. Substitutions of both
serines by alanine residues in the S106,124A ER mutant did not produce significant
changes on the inhibition of estrogen-dependent response of ERP by activation of
ErbB2/ErbB3. On the other hand, in order to attempt mimicking phosphorylation by
adding a negative charge at these two positions, we found that the ligand-dependent

activity of the S106,124D ERP mutant was not impaired following heregulin
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stimulation compared to wt ERP, suggesting that such replacement at positions 106
and 124 may confer AF-1 constitutive activation properties that would overcome the
repressive effects of aal06-122 region in response to activation signaling by
ErbB2/ErbB3 dimer. Taken together, these findings further support a role for AF-1 in
promoting favorable recruitment of coactivators such as SRC-1 to facilitate receptor
activity. Such recruitment by the AF-1 region has been reported for both ERa and
ER and shown to promote maximal activation properties (103,235,283,284).

Based on our results demonstrating a role for a discrete region within AF-1 to
mediate the repressive effects of ErbB2/ErbB3 signaling on liganded ER activity but
which is apparently not involving direct p38-mediated phosphorylation, at least at
positions 106 and 124, we cannot exclude a possible role for heregulin-triggered p38
activation pathway to modulate intrinsic activity of other targets such as nuclear
receptor cofactors. In that respect, given the respective response of both receptor AF-
1 and AF-2 activity in certain cellular context under normal or pathological
conditions, variable uses in the array of transduction signals to target other
(;omponents involved in receptor coregulation are likely to occur. Accordingly, the
coactivation properties of SRC-1 and CBP were found to be enhanced upon kinase-
directed phosphorylation (96,285). MAPK-mediated phosphorylation of AIB1/SRC-3
was shown to stimulate the interaction with p300, thus resulting in enhanced ER-
mediated transcription (286). Activation of ERB by Brx, a proto-oncogene that
functions as a Rho-guanine exchange factor, was reported to be dependent upon
phosphorylation of ERPB and possible associated factors by p38 kinase (110). Kinase

transduction pathways were also shown to regulate corepressor recruitment to nuclear
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receptors. Tyrosine kinase signaling was reported to negatively regulates SMRT-TR
interaction (287) whereas increased recruitment of SMRT was favored by
phosphorylated PPARY (288). Direct phosphorylation of SMRT by MEKK1 was also

proposed to modulate its subcellular distribution and receptor recruitment (289).

We thus believe that such recruitment of a putative corepressor to ER} AF-1 by a p38
dependent manner may contribute to the inhibition of the liganded receptor in
response to activation of ErbB2/ErbB3 dimer. Such recruitment would therefore
impede the AF-1 function to fully participate in the hormonal response of ER. Either
expression of SRC-1 or constitutive activation of AF-1 by aspartic residues
replacement at positions 106 and 124 would relieve such repression by restoring
adequate AF-1 activity to ERP. Although a similar inhibition by heregulin signaling
was also observed for liganded ER«, our data does not support a common mechanism
responsible for the repression of both ERa and ER mediated response to estrogen.
In that respect, the metastatic-associated protein MTA-1, whose expression correlates
well with the metastatic potential of several human cancers including breast cancer,
was found to behave as a potent repressor of ERa function in response to activation
of ErbB2 signaling (60). MTA-1 was also found to recruit HDAC isoforms in
response to heregulin to mediate ERo transcriptional repression. Whether or not
MTA-1 could also function as an ERP repressor is not known, but MTA-1 was found

to interact with the ligand binding domain of ERa. for its repressive effects (60).

In summary, we have thus identified a region within the N-terminal region of ERP

that might promote AF-1 mediated repression of the hormonal response of ERp. This
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apparent interdomain relationship between AF-1 and AF-2 functions would be
involved to mediate the repressive effects of activated ErbB2/ErbB3 receptor dimer
on hormonal dependent ERP activity and cell proliferation through p38 dependent
activation. This mechanism of ERP repression is not shared by ERa which outlined
the differential requirement and activity of the AF-1 region for both estrogen

receptors.
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MATERIALS AND METHODS

Antibodies and reagents

Antibodies to ERa (H184), ER (H150), ErbB2 (C18), ErbB3 (C17), and phospho-
tyrosine (PY20) were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Anti-p38 and anti-phospho-p38 were purchased from Cell signaling (Beverley, MA).
Secondary horseradish peroxydase-conjuguated antibodies were obtained from
BioSource International (Camarillo, CA), and protein A/G-PLUS agarose from Santa

Cruz Biotechnology.

Recombinant human growth factors HRGo. and HRG were purchased from R&D
systems (Minneapolis, MN), and EGF from Roche Biochemicals (Laval, QC). 17p-
estradiol (E2) was obtained from Sigma (St-Louis, MO). SB203580 and AG1478
inhibitors are from Calbiochem (San Diego, CA), PD98059 and SP600125 from
BioMol Research Laboratories (Plymouth Meeting, PA), and Wortmannin from

Sigma.

Plasmids

Expression pCMX plasmids coding for mouse ERo, mouse ERp, and related mutants
were described previously (103,104). The constitutively active V659E and the kinase
deficient K753A forms of human ErbB2 were generated by PCR mutagenesis from
pSV2-ErbB2 (290) and the wt and mutated forms subcloned into pCMX. The
mutations were confirmed by automated sequencing. pcDNA-derived plasmids for

human ErbB1/EGFR (291) and ErbB3 (292) were described.
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Cell culture, transfection and luciferase assay

MCE-7 and 293T cells were routinely maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; Sigma) supplemented with antibiotics and respectively 10% and
5% fetal bovine serum, in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37C. The stable
transfectant MCF-7 cells expressing a luciferase reporter gene under the control of an
ERE (266) were grown in the same conditions as the parental MCF-7 cells. For
transient transfection, cells were seeded in phenol red-free DMEM supplemented
with charcoal dextran-treated serum and plasmid constructs were introduced into cells
using the calcium phosphate precipitation method. Typically, for luciferase assay,
cells were seeded into 24-well plates and transfected when indicated with 500ng
reporter construct, 50-100ng ER expression plasmid, 100ng each of ErbB receptor,
kinase and/or coactivator expression plasmids, and 500ng pCMX-f in a total of 2pug
DNA. After 5-8 h, medium was changed and cells were treated with 10nM E2 and/or
50ng/ml growth factors unless otherwise stated, for 16-20 h. Cells were then
harvested in potassium phosphate buffer containing 1% Triton X-100 and lysates
analysed for luciferase activity using a luminometer (Wallac). Luciferase values were
normalized for transfection efficiency to B-galactosidase activity and expressed as
relative fold response compared to controls. luciferase assays are usually performed

in duplicates repeated at least three times.
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Cell lysates, immunoprecipitation and immunoblotting

For the determination of phosphorylated ErbB receptors, cells were seeded in 100
mm dishes, washed twice with PBS and serum starved for approximatively 5 hours.
Cells were then treated with heregulin for 10 minutes when indicated, washed twice
with ice cold PBS and lysed in RIPA buffer consisting of 1% Triton X-100, 0.5%
deoxycholate acid, 0.1% SDS, 1mM sodium orthovanadate, ImM sodium fluoride,
ImM PMSF, and 1 pellet of protease inhibitor cocktail (Roche) in PBS. Cell lysates
were then collected, clarified by centrifugation, and incubated with 1-2ug of the
appropriate anti-ErbB overnight at 4C with gentle agitation. Immune complexes were
recovered with protein A/G-PLUS agarose, washed three times in lysis buffer and
subjected to SDS-PAGE. Proteins were then transferred to nitrocellulose and
immunoblotting was performed. Briefly, membranes were blocked at 4C with
blocking reagent (Roche) in TBS, probed with anti-phosphotyrosine antibody, and
signals revealed by ECL using a HRP-conjuguated secondary antibody. Total
amounts of ErbB receptors were determined by immunoblot using the appropriate
anti-ErbB antibodies on immunoprecipitates. For the determination of phosphorylated
and total p38, whole cell extracts were prepared and analysed by immunoblot as

described above.

Chromatin immunoprecipitation (ChiP) assay

ChIP assays were performed essentially as described (58) with minor modifications.

MCEF-7 cells were grown to 90% confluence and serum starved for 16h. Following
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treatment with E2 and/or HRGP for 30 minutes, cells were washed and cross-linked
with 1% formaldehyde for 10min at room temperature, rinsed twice in ice cold PBS
containing protease inhibitors (Roche) and harvested by centrifugation. Cells were
lysed in SDS lysis buffer (50mM Tris pH 8.0 containing 10 mM EDTA and 1% SDS)
for 10 minutes on ice, sonicated 6 times for 10s, and lysates were clarified by
centrifugation at 13K for 10min. Supernatants of sonicated lysates were diluted
tenfold with ChiP dilution buffer (16.7mM Tris pH 7.5 containing 167mM NaCl,
1.2mM EDTA, 1.1% Triton X-100, 0.01% SDS and protease inhibitor cocktail), and
5% of the chromatin solution was kept aside for input DNA before
immunoprecipitation. Samples were pre-cleared with 2ug salmon sperm DNA and
protein A/G-PLUS agarose beads for 30 minutes at 4°C with gentle agitation.
Immunoprecipitation was performed with 5 pg of anti-ERo or anti-ERB at 4C
overnight followed by addition of salmon sperm DNA-protein A/G agarose slurry for
1h at 4C with rotation. Beads were collected by centrifugation at 3K for 5min, and
the immune complexes were washed sequentially for 5Smin each with low salt wash
buffer (20@ Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1%
SDS), high salt wash buffer (same as low salt wash buffer except with 500mM NaCl),
LiCl wash buffer (10mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA, 1% deoxycholate acid, 1%
Nonidet P-40, 0.25M LiCl) and TE buffer (10mM Tris pH 8, 1mM EDTA). The
antibody-bound chromatin was eluted twice with 250pl of elution buffer (1% SDS,
0.1M NaHCOs) for 15 minutes at room temperature, and formaldehyde crosslink was
reversed by addition of 0.2M NaCl and heated to 65C for 4h. Samples were digested

with 50pg/ml proteinase K in 40mM Tris pH 6.5 and 10mM EDTA at 45C for lhr
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prior to DNA extraction by phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation.
For PCR, 2-5ul of DNA sample were used and PCR products were resolved by

agarose gel electrophoresis and visualised with ethidium bromide.

Cell proliferation assay

Cell proliferation was determined by using the [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl] tetrazolium bromide (MTT) assay. MCF-7 cells were seeded at low density
in phenol red free DMEM supplemented with dextran charcoal-treated serum in 48-
well plates. Treatments with hormone, heregulin and/or inhibitors were started at day
3 and added in fresh medium every subsequent days. For growth measurements,
0.5mg/ml MTT was added to cells for 2-4 h at 37C, followed by extraction with
0.04M HCI in 2-propanol to dissolve the formazan crystals, and reading by
spectrophotometry at 570 nM. All samples were assayed in triplicate from 3-4

independent experiments.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Decrease of the ER-dependent response to estrogen by growth factor
heregulins. A- Stable transfectants of MCF-7 cells expressing an EREtkLuc reporter
gene were treated with vehicle or 10nM 17f-estradiol (E2) and 50ng/mL of EGF,
heregulinat (HRGa), or heregulinB (HRGP) as indicated for 16hrs. Results are
expressed as fold response of luciferase activity values normalized to B-galactosidase
activity, compared to control set at 1.0. B- Transcriptional response to estrogen in
stably transfected MCF-7 cells with an EREtkLuc reporter treated with increasing
amounts of heregulinB. Concentrations are in ng/mL for HRG and 10nM for E2.
Values are expressed as in A. C- Stable MCF-7 transfectants were transfected with
expression plasmids encoding ERo or ERP and treated with 10nM E2 and 50ng/ml

HRGSp as indicated. Values are expressed as in (A).

Figure 2. ErbB2 receptor dimers regulate the response to estrogen. A- 293T cells
were transiently transfected with an ERP plasmid in the presence of EREtkLuc
reporter and expression constructs encoding ErbB1/EGFR, ErbB2/HER-2, and ErbB3
receptors. Cells were then treated with 10nM E2 and 50ng/ml HRGJ for 16hrs and
harvested for luciferase activity. Results are expressed as fold activation compared to
cells treated with vehicle alone. B- Whole cell lysates of 293T cells transiently
expressing ErbB2, ErbB3, and/or ErbB2 V659E mutant and treated with vehicle or
50ng/ml HRGP for 10min, were immunoprecipitated with an anti-ErbB2 antibody

and immunoprecipitates subjected to Western analysis using an anti-phosphotyrosine
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antibody. Expression of ErbB2 protein was monitored by Western analysis on whole
cell extracts of transfected cells. C- Similar experiments as in B except that an anti-
ErbB3 antibody was used for immunoprecipitation and Western analysis. Cells were
also transfected with the K753A kinase dead mutant form of ErbB2. D- Effects of
expression of a constitutively active (V659E) or a kinase dead (K753A) form of
ErbB2 in absence or presence of ErbB3 on E2-dependent activity of ERPB in 293T

cells transfected with ERE-tkLuc reporter.

Figure 3. Expression of ErbB2 V659E mutant alters the ER-dependent activity
to estrogen in MCF-7. A- EREtkLuc-expressing stable transfectants of MCF-7 cells
were transfected with the constitutively active form of ErbB2 (V659E) and treated
with 10nM E2 prior to luciferase activity measurement. Results are expressed as fold
activity compared to untreated mock transfected stable MCF-7 cells set arbitrarily at
1.0. B- MCF-7 cells were transiently transfected with Gal4 fusions of ERa or ERP in
the presence of a UAStkLuc reporter and with or without the ErbB2 constitutively
active V659E mutant. Cells were then treated with vehicle or 10nM E2 and harvested
for luciferase assay. C- MCF-7 cells were transfected with plasmids for ERa or ER,
and treated with 10nM E2 and the indicated amounts of HRG (ng/ml) prior to
luciferase activity measurement. D- Cellular extracts of MCF-7 or MCF-7 transiently
expressing ErbB2 or ErbB2 V659E receptors were immunoprecipitated with either an
anti-ErbB2 or an anti-ErbB3 antibody. Immunoprecipitates were analysed by Western

blot using an anti-phospho-tyrosine antibody. Lysates were also monitored for ErbB2
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and ErbB3 expression by Western analysis. Where indicated, cells were treated with

50ng/ml HRG@ for 10min.

Figure 4. ErbB-mediated decrease of estrogen response by ERp is AF-1
dependent. A- 293 cells were transiently transfected with expression vectors for full
length ERo. or ERP, or their respective truncated forms missing the AF-1 region
(CDEF mutants) in the presence of the EREtkLuc reporter. Cells were then treated
with 10nM E2 and 50ng/ml HRGJ for 16hrs and harvested for luciferase assay.
Results are expressed as % change of the E2 response set at 100%. B- 293 cells were
transfected as above except that a UAStkLuc reporter and plasmids encoding Gal4
fusions of wt and CDEF forms of ERa and ERP} were used. When indicated, cells
were also transfected with an ErbB2 V659E expression plasmid. Cells were treated
with 10nM E2 for 16hrs. Result are expressed as in (A). C- 293 cells were transiently
transfected with EREtkLuc reporter and ER} or CDEFJ in the presence of wt,
V659E, or K753A forms of ErbB2, and ErbB3 as indicated. Cells were treated with
10nM E2 and 50ng/ml HRGP for 16hrs. D- N-terminal truncated forms of ER} were
transiently expressed in 293 cells with ErbB2 and ErbB3 receptors, and their
transcriptional activity determined following treatment with 10nM E2 and 50ng/ml
HRGp. Numbers identifying the deleted constructs refer to the amino acid position of

ERJ. Results are compared to cells treated with E2 alone which was set at 100%.
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Figure 5. The effect of heregulin to decrease the estrogen response by ERf
involves p38 activation. A- 293 cells were transiently transfected with EREtkLuc
reporter and expression vectors for ERP and ErbB2/ErbB3 receptors. After
transfection, cells were treated with 10nM E2 and 50ng/ml HRGf and the following
inhibitors: Wortmannin (200 nM; W), SP600125 (1 mM ; SP), PD98059 (50 mM ;
PD), SB203580 (10 mM ; SB) and AG1478 (1 mM ; AG). B- EREtkLLuc stably
expressing MCF-7 cells were mock transfected or transfected with the ErbB2 V659E
mutant in absence or presence of increasing amounts of expression plasmid for kinase
dead mutant of MEK6 (K82R). After transfection, cells were treated with vehicle,
10nM E2 and 10 mM p38 inhibitor SB203580 as indicated. C- 293 cells were

transfected as in (A) except that an expression plasmid for ERo was used. D- Similar

to (C), except that an expression vector for CDEFo was used.

Figure 6. Activation of the p38 pathway contributes to decrease the estrogen
response of ERPB. A- MCF-7 stable cells for EREtkLuc were transfected with
expression vectors for constitutive mutants of MEK1 or MEK6 with or without
plasmids coding for Erk, Jnk or p38 MAP kinases. Cells were then treated with
vehicle or 10nM E2 for 16hrs and harvested for luciferase assay. B- 293 cells were
transfected with EREtkLuc reporter and expression vectors for ERB, and for MEK
constitutive mutants and MAPKSs as in (A). After transfection, cells were treated with
10nM E2. C- Similar as (B) except that an expression vector for ERa was used. D-
Western analysis of activated p38. 293 cells were transiently transfected with

expression plasmids for ErbB2, ErbB2 constitutive V659E mutant, ErbB3,
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constitutive MEK6glu mutant and/or MEK6 K82R kinase dead mutant. After
transfection, cells were treated with 50ng/ml HRGP for 10min and lysed for Western

analysis using an anti-phospho-p38 antibody. Whole cell lysates were also analysed

for p38 content using an anti-p38 antibody.

Figure 7. Promoter occupancy by ERa and ERJ is regulated by heregulin.
Soluble chromatin was prepared from MCF-7 cells treated with E2 and/or 50 ng/ml
HRGp for 45min and immunoprecipitated with antibodies against ERa. or ER.
When indicated, cells were also treated with 50mM PD98059 (PD) or 10mM
SB203580 (SB). DNA was then extracted and amplified using primers that cover the
promoter region of EB1 that contains the estrogen response element (ERE). The input

represents amplified signals for each conditions before immunoprecipitation.

Figure 8. Heregulin-mediated decrease in estrogen-induced cell proliferation is
p38 dependent. A- Western analysis for activated p38 upon heregulin treatment in
MCEF-7 cells. MCF-.7 or MCF-7 transfected with plasmids for ErbB2 and ErbB3 were
treated with HRGP for 10min and harvested for Western analysis using an anti
phospho-p38 antibody. Whole cell lysates were also analysed for p38 content using
an anti-p38 antibody. B- MTT proliferation assay on MCF-7 cells treated with 10nM
E2, 50ng/mL HRGJ, and/or 5mM of the MAP kinase p38 inhibitor SB203580. Cells
were treated every day and harvested for MTT reduction colorimetric assay. Results
are expressed as % change from untreated cells set at 100%, and represent mean

values of triplicate measurements from 3-4 independent experiments.
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Figure 9. The decrease in estrogen-dependent ERP activity by heregulin is
restored by SRC-1 expression. A- 293T cells were transfected with EREtkLuc
reporter and wtERP, or mutated S106,124A (AA) or S106,124D (DD) ER, in the
presence of ErbB2 and ErbB3 receptors. Cells were treated with 10nM E2 and
50ng/ml HRG and harvested for luciferase activity. B- 293T cells were transfected
with EREtkLuc reporter and ERP plasmids in the presence or absence of ErbB2 and
ErbB3. Increasing amounts (ng/well) of SRC coactivators and CBP were added to
transfections as indicated. Cells were then treated with E2 and HRG as in A. Results

are compared to untreated cells for each conditions.
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IV. DISCUSSION

L’article présenté porte principalement sur I’effet de la signalisation des
récepteurs ErbB2 et ErbB3 sur lactivité transcriptionnelle de ERB. Les résultats

obtenus sont résumés et font I’objet d’une discussion dans la présente section.

Une résistance aux hormones stéroidiennes, dont les estrogénes, accompagne
fréquemment la surexpression de récepteurs de facteurs de croissance aprés les
premiers stades de progression tumorale de la glande mammaire (60). Plusieurs
évidences indiquent que la signalisation des estrogeénes influence celle de I’héréguline
(HRG) et du dimere ErbB2/ErbB3 et vice versa. Cette influence réciproque aurait un
effet sur I’indépendance hormonale de certains types de cancer du sein (60). Etant
donné que les effets de la signalisation des ErbB sur la réponse aux estrogénes de
ER sont moins caractérisés que sur celle de ERal et que plusieurs différences entre
les deux isoformes de récepteurs ont été rapportées, le but principal du projet de
recherche est d’étudier I'effet de la signalisation du dimére ErbB2/ErbB3 sur
I’activité transcriptionnelle du récepteur des estrogénes . Dans notre étude, nous
avons montré que, comme pour ERa, ’activité de ERP peut étre modulée par la
signalisation de ErbB2. Nous démontrons également que 1’activation du dimeére
ErbB2/ErbB3 par ’'HRG diminue la réponse aux estrogénes de ER[ et que cet effet
implique un réle pour le domaine d’activation AF-1 de ERB. La région de ERp qui
est requise pour observer les effets de I’HRG est aussi requise pour le recrutement du
coactivateur SRC-1. Toutefois, les effets de I’HRG sur 1’activité ligand-dépendante
de ERal ne requiert pas le domaine AF-1. De plus, I’effet inhibiteur de la réponse
ligand-dépendante de ER} exercée par I’HRG dépend de I’activation de la voie de la
MAP kinase p38.

Dans un premier temps, nos résultats montrent que contrairement au facteur
de croissance EGF, les facteurs de croissance HRGo et HRGP entrainent une

diminution de l’activité transcriptionnelle estrogéne-dépendante dans les cellules
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MCEF-7, une lignée cellulaire cancéreuse mammaire qui exprime ErbB2, ErbB3, ERa
et ERPB (Figure 1A). L’HRGP provoque une diminution plus accrue que 'HRGa
(Figure 1A) en plus d’exercer un effet similaire sur I’activité transcriptionnelle
estrogéne-dépendante de ERa et aussi de ERP (Figure 1C). Ces résultats supportent
les observations rapportées par d’autres équipes selon lesquelles I’HRG provoque une
altération de I’activité transcriptionnelle de ER dans les cellules MCF-7 (60,236). De
plus, il est attendu que la baisse sur la réponse aux estrogénes causée par 'HRGP
soit plus forte que celle engendrée par HRGo étant donné que les isoformes P de
I’HRG auraient une meilleure affinité pour leur récepteur ErbB3 (293,294). D’autre
part, I’activation ligand-indépendante des ER suite a I’action de certains facteurs de
croissance, dont fait partie ’EGF, ainsi que l’augmentation de la réponse aux
estrogénes des ER en présence d’EGF est bien documentée (95,101,103,104). Par
conséquent, il aurait pu étre attendu que Dactivité transcriptionnelle ligand-
dépendante et ligand-indépendante des ER en présence d’EGF soit plus grande que
celle observée a la figure 1A. Cependant, une étude a déja rapporté une activation
minime de la transcription ERE-dépendante suite a un traitement a I’'EGF dans des
cellules COS-7 transfectées avec ErbB1 et ERa (295). Une autre étude montre une
absence d’activation H-Ras-dépendante de la transcription ERE-dépendante suite a
un traitement 3 I’EGF dans des cellules MCE-7 (296,297). Probablement que
I’amplitude de I’effet d’EGF sur ’activité transcriptionnelle ERE-dépendante est un
phénomeéne dont la variabilité est influencée par le type cellulaire et les conditions

expérimentales.

Le dimére ErbB2/ErbB3 est requis pour la manifestation de 1’effet de ’HRG
sur la réponse aux estrogénes de ERP dans les cellules 293T transfectées
transitoirement (Figure 2A). Ces cellules n’expriment pas sinon trés peu de
récepteurs ErbB de facon endogéne (Figure 2B et 2C). Tout comme I’activation de
ErbB2/ErbB3, le mutant constitutif ErbB2 V659E provoque une baisse de I’activité
transcriptionnelle ligand-dépendante de ER} (Figure 2D). Le variant ErbB2 V659E
est la forme humaine mutée homologue a celle identifiée chez le rat ol une valine en

position 664 est remplacée par un acide glutamique. ErbB2 atteint de cette mutation
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devient une variante oncogénique chez le rat et cela permet une dimérisation et une
activation constitutive du récepteur (191). 1l est intéressant de noter que selon nos
résultats la surexpression de ErbB2 n’est pas suffisante pour provoquer une baisse de
la transcription ERE-dépendante en présence d’estrogénes. D’apres nos observations,
ErbB2 doit étre activé soit par la dimérisation avec ErbB3 en présence d’HRG ou
encore par une mutation constitutive pour que 1’effet sur la réponse aux estrogénes se
manifeste. Mazumdar et al. montrent également une baisse de 1’activité ligand-
dépendante dans des cellules transfectées avec un mutant constitutif de ErbB2 (60).
Il a ét€ rapporté que la surexpression de ErbB2 provoque une activation de son
domaine kinase de facon ligand-indépendante par la formation spontanée de dimere
(173). Cependant, nos résultats suggerent que I’effet de la surexpression de ErbB2
sur la signalisation des estrogeénes est probablement causé par la coopération de
ErbB2 avec d’autres partenaires ErbB comme ErbB3. Dans ce sens, la surexpression
de ErbB2 dans plusieurs cancers est souvent accompagnée de 1’expression de ErbB3

(298,299).

L’utilisation d’un systeme de géne rapporteur répondant au ER fusionné au
domaine de liaison a2 ’ADN de Gal4 et dans un modele cellulaire physiologique
représenté par les cellules MCF-7 (Figure 3B) permet d’appuyer les résultats obtenus
dans les cellules 293T transfectées a la figure 2D. Le systeme de geéne rapporteur
Gal4 utilise une construction plasmidique du domaine de liaison & I’ADN du facteur
de levure Gal4 fusionnée au récepteur des estrogénes ainsi qu’un gene rapporteur
contenant les éléments de réponse & Gal4. ERa et ERP réagissent de facon similaire
au traitement 2 ’HRG ainsi qu’a I’expression du mutant constitutif ErtbB2 V659E
dans les cellules MCF-7 (Figure 1C , 3B et 3C). L’effet inhibiteur de ErbB2 activé
sur la réponse estrogéne-dépendante des deux isoformes de ER est ainsi démontré
avec deux systémes de géne rapporteur soient le systéme de géne rapporteur Gal4 et

le systéme de geéne rapporteur ERE-Tkluc dans les cellules MCF-7 (Figure 3A et 3B).

L’HRGP provoque la phosphorylation des résidus tyrosine des récepteurs
ErbB2 et ErbB3 tout comme le mutant constitutif de ErbB2 dans les cellules 293T
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transfectées transitoirement (Figure 2B et 2C). Ces résultats sont en accord avec la
littérature puisqu’il a été montré que 1’hétérodimere ErbB2/ErbB3 est activé par
I’HRG (153,154,201). Cependant, une légere diminution de la phosphorylation de
ErbB2 et de ErbB3 (en comparaison avec le niveau d’activation de ErbB3 suite a
I’action de HRG) est observée lorsque ErbB2 V659E et ErbB3 sont cotransfectés
dans les cellules 293T. La présence de ErbB3 semble altérer la formation de
I’homodimeére V659E résultant en une diminution de I’activation de ErbB2 mais aussi
une augmentation de ErB3 activé de facon ligand-indépendante. Le mutant ErbB2
K753A ne posséde pas de domaine kinase actif alors il ne peut activer ErbB3 en
présence d’HRG comme le montre la figure 2C. Etant donné que ErbB3 ne posséde
pas de domaine kinase intrinséque, il nécessite un partenaire de dimérisation pour étre
phosphorylé et acquérir un potentiel de signalisation (300). Une autre étude va dans
le sens de nos observations car elle montre qu’une inactivation de ErbB2 entraine une
baisse de phosphorylation des résidus tyrosine de ErbB3 (194). Dans les cellules
MCEF-7, I’expression de ErbB2 V659E n’entraine pas un niveau d’activation de
ErbB2 beaucoup plus élevé que lorsque ces cellules sont traitées avec de ’'HRG
(Figure 3D). Les cellules 293T cotransfectées avec ErbB2/ErbB3 et traitées avec de
I’HRG montrent quant 2 elles un niveau d’activation de ErbB2 plus faible que
lorsqu’elles sont transfectées avec le mutant constitutif ErbB2 V659E (Figure 2B).
Ces observations suggerent que le mutant constitutif de ErbB2 entre en compétition
avec les autres récepteurs ErbB dans les cellules MCF-7 qui expriment ErbB2 et
ErbB3 de facon endogeéne contrairement aux cellules 293T transfectées
transitoirement. En effet, il est probable que le mutant ErbB2 V659E puisse se
dimériser avec plus de récepteurs ErbB dans les cellules MCF-7 que dans les cellules
293T transfectées. Toutefois, le faible niveau d’activité de ErbB3 dans les cellules
MCF-7 qui expriment le mutant constitutif ErbB2 V659E (Figure 3D) suggere que
celui-ci préfere d’autres partenaires de dimérisation que ErbB3 soit probablement

ErbB2.

ERo et ERP réagissent de facon similaire au niveau de la réponse aux

estrogenes suite a une stimulation du dimeére ErbB2/ErbB3 par ’'HRG ou par un
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mutant ErbB2 constitutif. Cependant, les régions impliquées dans cet effet ne
semblent pas €tre les mémes pour les deux isoformes de récepteurs des estrogenes.
Le domaine d’activation AF-1 situé dans la portion N-terminale de ERJ est essentiel
pour I’observation des effets d’un ErbB2 activé sur la réponse aux estrogénes (Figure
4C). Plus précisément, la portion de I’AF-1 de ERP qui est responsable de I’effet de
ErbB2 activé sur la réponse aux estrogénes est localisée entre les résidus 104 et 122
(Figure 4D). L’AF-1 de ERo ne semble pas étre impliqué dans cet effet (Figure 4A
et 4B). Une récente étude montre que suite a un traitement 8 I’HRG, il y a une hausse
de I’expression d’un corépresseur appelé MTA1 (60). Au cours de cette méme étude,
il a été suggéré que ’'HRG promouvoit I’association entre le corépresseur et ERal et
qu’il y a ensuite recrutement de HDAC afin de compromettre 1’activité
transcriptionnelle du récepteur. Il a ét€ montré que cette interaction entre ERa et le
corépresseur MTA1 ne nécessite pas ’AF-1 de ERa (60). Les résultats que nous
avons obtenus selon lesquels contrairement a I’AF-2, I’AF-1 de ERo n’est pas
essentiel pour observer 'effet de ’HRG sur la réponse aux estrogenes, concordent

avec les observations réalisées par cette autre étude.

Etant donné la faible homologie de séquence au niveau de I’AF-1 des deux
isoformes de ER, il apparait probable que cette différence soit a I’origine de plusieurs
divergences dans le fonctionnement moléculaire de ERa et ERB. Par exemple, le
recrutement des coactivateurs peut se faire différemment selon l’isoforme du
récepteur des estrogenes (86,103,104). La phosphorylation des résidus sérines 106 et
124 de ERp suite a I’activation de la voie des MAP kinases permet un recrutement
des coactivateurs SRC-1 et CBP a ’AF-1 de fagon ligand-indépendante (103,104).
Par ailleurs, la région comprise entre les résidus 104 et 122 de ERP, qui contient les
sites consensus de phosphorylation par les MAP kinases (68,103) et dont la
phosphorylation favorise le recrutement des coactivateurs a I’AF-1 de ERp (103,104),
a été identifiée comme étant essentielle a l’effet de I'HRG sur Dactivité
transcriptionnelle ligand-dépendante de ERP. Ainsi, nos observations suggérent que

I’AF-1 posséde également une capacité de répression de I’AF-2. La signalisation de
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’HRG par [Dactivation du dimeére ErbB2/ErbB3 ciblerait directement ou
indirectement I’AF-1 de ERP et pourrait ainsi jouer un réle au niveau du recrutement
de coactivateurs a I’AF-1 de ERB. Ainsi, nos résultats suggérent qu’une méme région
de I’AF-1 peut moduler I’activité transcriptionnelle de ERP différemment selon le

type de ligand apparenté a I’EGF qui est utilisé.

L’utilisation de divers inhibiteurs synthétiques et de plasmides d’expression
de mutants dominants négatifs a permis de constater que 1’activation de la voie de la
MAP kinase p38 est impliquée dans la répression de ’activité transcriptionnelle
ligand-dépendante manifestée par 1’activation du dimére ErbB2/ErbB3 chez ERP
(Figures 5A et 5B). La voie des MAP kinases p42/p44 semble également jouer un
role dans I’effet inhibiteur de ’HRG mais dans une moindre mesure que celle de la
MAP kinase p38 (Figure 5A). L’inhibition p38-dépendante de la réponse aux
estrogénes de ERf est aussi présente dans les cellules MCF-7 qui coexpriment les
deux types de récepteurs (Figure 5B) mais n’est toutefois pas observable pour ERa
dans les cellules 293T transfectées (Figure 5C). Les travaux de Mazumdar et al.
portant sur I’effet modulateur de ’'HRG sur I’activité transcriptionnelle de ERo ne
traitent pas des voies de signalisation impliquées dans cet effet inhibiteur de ’HRG

(60). Ainsi, selon nos résultats, les effets inhibiteurs provoqués par 1’activation du

. dimére ErbB2/ErbB3 observés sur ERa ne seraient pas médiés par 1’activation HRG-

dépendante des voies des MAP kinases p42/44 et p38.

Une activation accrue de la voie de la MAP kinase p38, causée par
’utilisation d’un mutant constitutif de MEK6 dont le rdle est d’activer p38, entraine
une légere baisse de I’activité transcriptionnelle ligand-dépendante dans les cellules
MCF-7 (Figure 6A). L’activation des voies des MAP kinases p42/p44 (Erk1/2) et
JNK provoque plutdt une hausse de I’activité transcriptionnelle générale des
récepteurs des estrogénes chez ces mémes cellules. Il est en effet connu que
I’activation de la voie des MAP kinases p42/p44 augmentent 1’activité
transcriptionnelle des récepteur des estrogénes (95,101,104). Selon nos résultats,

I’activation de la MAP kinase p38 cause une diminution de I’activité
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transcriptionnelle de ERB mais pas de ERo. (Figure 6B et 6C). Une étude réalisée par
Driggers et al. montre que I’activation de la MAP kinase p38 par un mutant
constitutif de MEK6 entraine une augmentation de la transcription ligand-dépendante
de ERP, ce qui va a I’encontre de ce que nous avons observé. Cependant, cette
activation est observée dans un contexte cellulaire différent du ceux que nous avons
utilisé soit dans les cellules utérines Ishikawa transfectées transitoirement (110). Par
ailleurs, une récente étude montre une augmentation de 1’activité transcriptionnelle de
ERa par I’activation de la voie MEKK1/p38 dans des cellules d’adénocarcinomes
endométriales (109). Etant donné que nos observations ne montrent aucun effet de
I’activation de la MAP kinase p38 sur l’activité de ERa, il est possible que
’activation de la MAP kinase p38 par différentes kinases, en 1’occurrence MEK6 ou
MEKKI1, provoque des effets variables sur I’activité des ER. Le contexte cellulaire
dans lequel les effets de 1’activation de la voie de la MAP kinase p38 sur I’activité
des ER sont étudiés pourrait également présenter certaines différences au niveau des

résultats et des interprétations qui en découlent.

D’apreés nos résultats d’essais d’immunoprécipitation de la chromatine, 'HRG
entraine une diminution de 1’occupation au promoteur d’un gene cible des récepteurs
des estrogénes, EB1 (269), par ERa et ERP et ce, en présence d’estrogenes (Figure
7). L’HRG permet aussi le recrutement de ERa et de ERP au promoteur du géne ebl
ce qui suggére que I’HRG pourrait réguler I’activité ligand-indépendante des ER. La
présence de I’inhibiteur de MAP kinase p42/p44 PD98059 fait remonter la liaison des
deux types de récepteurs au promoteur (Figure 7). Cette derniére observation
concorde avec les résultats des essais d’activité transcriptionnelle ol la réponse aux
estrogénes en présence d’HRG est relevée légérement par I'inhibiteur de MAP
kinases p42/p44 chez ER[ (Figure 5A). La remontée occasionnée par le traitement
PD980509 sur I’activité ligand-dépendante de ERa en présence d’HRG observée a la
figure 7 n’a pas été observée dans les essais d’activité transcriptionnelle (Figure 5C).
Le role des MAP kinases p42/p44 dans I’effet HRG-dépendant sur I’activité de ERo

reste A étre caractérisé. Contrairement & ERa, I’inhibiteur de la MAP kinase p38,



107

SB203580, fait augmenter 1’occupation du promoteur du géne ebl par ERP en
présence d’estrogénes et d’HRG par rapport au traitement d’estrogénes et d’HRG
seuls. Ces observations concordent avec les résultats d’essais d’activité
transcriptionnelle obtenus aux figures 5A et 5C dans le sens ol 1’effet de ’'HRG fait
diminuer 1’activité transcriptionnelle ligand-dépendante de ERP selon un mécanisme
impliquant la MAP kinase p38. L’inhibition p38-dépendante de D’activité des

récepteurs des estrogeénes ne serait pas utilisé pour ERa.

Une étude réalisée sur les cellules T47D, une autre lignée cancéreuse
mammaire, a montré une activation de la MAP kinase p38 suite a un traitement avec
de ’HRG (262). Nos résultats montrent également une activation de la voie de la
MAP kinase p38 dans les cellules MCF-7 suite a un traitement 2 I’HRG (Figure 8A).
Comme I’HRG fait diminuer 1’activité ERE-dépendante en présence d’estrogéne dans
les essais d’activité transcriptionnelle, nous avons voulu évaluer I’impact de ’'HRG
sur la prolifération cellulaire estrogene-dépendante des MCF-7. Nous avons observé
que ’HRG fait diminuer la prolifération estrogéne-dépendante des cellules MCF-7
(Figure 8B). Ainsi, nos résultats des essais de prolifération concordent avec les
résultats des essais de géne rapporteur et aussi avec ceux d’une autre étude ou
I’auteur avait évalué I'impact de I’HRG sur la prolifération estrogéne-dépendante de
plusieurs lignées cancéreuses du sein (301). L’utilisation d’inhibit.eurs synthétiques
des voies des MAP kinase p42/p44, JNK et p38 ainsi que de la voie PI3-kinase dans
nos essais de prolifération montrent que I’HRG diminuerait la prolifération estrogéne-
dépendante des cellules MCF-7 selon un mécanisme principalement p38-dépendant.
Il a déja été proposé que la voie PI3-kinase est essentielle & la prolifération des
cellules cancéreuses mammaires exprimant le dimere ErbB2/ErbB3 (148) et nous
observons également une absence de prolifération chez les cellules traitées avec la
wortmannin, un inhibiteur de la voie PI3-kinase (Figure 8B). Etant donné que les
cellules MCF-7 coexpriment les deux isoformes de ER, il devient plus complexe de
déterminer si cet effet inhibiteur de ’HRG sur la prolifération estrogeéne-dépendante
est un effet manifesté par ERa ou ERB. Nos résultats d’essais transcriptionnels et

d’essais d’immunoprécipitation de la chromatine semblent indiquer qu’il s’agit d’un
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effet réalisé principalement par ERP étant donné que 1’activation de la MAP kinase
p38 n’a aucune incidence sur 1’activité transcriptionnelle de ERa (Figure 5C et 6C) et
que I’inhibiteur de 1a MAP kinase p38 ne module pas 1’occupation du promoteur du
gene ebl par ERa en présence d’estrogene et d’HRG (Figure 7). Ces observations
supportent I’idée que ’effet inhibiteur p38-dépendant de I’'HRG sur la prolifération
cellulaire estrogeéne-dépendante des cellules MCF-7 serait manifesté par ER et non

par ERo.

Nos résultats ont montré que I’effet de I’activation ErtbB2/ErbB3 sur ’activité
ligand-dépendante de ERP requiert la région comprise entre les résidus 104 et 122
(Figure 4D). Cette région contient les sites consensus de phosphorylation par les
MAP kinases soient les résidus sérines 106 et 124 qui, une fois phosphorylés
permettent le recrutement du coactivateur SRC-1 (103). La mutation de ces deux
résidus sérines qui les rend impossible a phosphoryler n’a pas d’effet sur I’inhibition
HRG-dépendante de I’activité transcriptionnelle de ER (Figure 9A). Cependant, si
les sérines 106 et 124 sont remplacées par des résidus d’acide aspartique, c’est-a-dire
qu’une charge négative leur est attribuée de sorte qu’ils imitent une phosphorylation,
Peffet inhibiteur de I’HRG sur I’activité ligand-dépendante est relevée (Figure 9A).
Ces résultats suggérent que la phosphorylation des sérines 106 et 124 provoque
I’activation de 1’AF-1 et par le fait méme empéche I’effet répressif exercé par 'HRG.
De plus, la surexpression de SRC-1, et non celle de p/CIP, GRIP et de CBP, permet
aussi de relever l’inhibition estrogéne-dépendante manifesté présumément par
I’activation du dimére ErbB2/ErbB3 (Figure 9B). Ces observations semblent
indiquer que SRC-1 est capable de bloquer I’effet répressif de ’HRG probablement

en relevant une répression exercée sur I’AF-1.

Dans notre étude, nous démontrons que 1’effet répressif de ’HRG nécessite
I’activation de la voie de la MAP kinase p38. Il est probable que les résidus sérines
106 et 124 soient phosphorylables par la MAP kinase p38 mais nos résultats semblent
indiquer que ce n’est pas une phosphorylation directe de ces résidus sur ERp qui est a

[N

I’origine de la répression de I’AF-2 suite a D’activation du dimére ErbB2/ErbB3.
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Premiérement, lorsque ces sites sont mutés de sorte qu’ils ne puissent pas étre
phosphorylés, I’effet répressif de ’'HRG a toujours lieu. Deuxiemement, lorsqu’une
mutation des résidus 106 et 124 imitent une phosphorylation, I’effet inhibiteur de
I’activation du dimere ErbB2/ErbB3 n’est pas accentué mais plut6t aboli. Ainsi,
I’activation constitutive de ’AF-1 contreviendrait aux effets répressifs de I’'HRG,
probablement en favorisant le recrutement de coactivateurs tels que SRC-1. Si la
MAP kinase p38 activée ne semble pas cibler ER} directement pour manifester son
effet inhibiteur sur la transcription ligand-dépendante, il est possible qu’elle régule
I’activité des cofacteurs associés aux ER. Dans la poursuite du projet, il serait
intéressant de déterminer si 1’activation de la MAP kinase p38 module I’activité des
coactivateurs et/ou des corépresseurs associés aux ER et aussi d’étudier I’interaction

entre les corégulateurs et ERP} dans ce contexte.

D’aprés I’ensemble de nos résultats, nous proposons que I’activation du
dimére ErbB2/ErbB3 par ’'HRG qui entraine 1’activation de la voie de la MAP kinase
p38 favorise le recrutement d’un corépresseur a I’AF-1 de ERfB. Cette corépression
empécherait I’AF-1 de participer pleinement a la réponse estrogéne-dépendante de
ERP. Ainsi, un tel corépresseur serait également recruté aux fusions de ERP et de
Gal4 empéchant la liaison de ceux-ci a leur €lément de réponse. Cependant, le
recrutement de coactivateurs par la surexpression d’un coactivateur tel que SRC-1 ou
par ’activation constitutive de I’AF-1 permettrait de libérer ERP du corépresseur. La
nature d’un tel corépresseur reste inconnue pour le moment. Le mécanisme qui régit
la répression ERE-dépendante de ERo. par I’activation du dimeére ErbB2/ErbB3 serait
différent de celui utilisé pour ERP. Par ailleurs, il a déja été rapporté que le
corépresseur MTA1 est surexprimé en réponse a ’HRG dans les cellules MCF-7 et
qu’il interagit avec le domaine de liaison au ligand de ERo afin d’inhiber son activité

transcriptionnelle (60).

En conclusion, nous avons déterminé que I’activation du dimere ErbB2/ErbB3
par ’HRG diminue I’activité transcriptionnelle ligand-dépendante des deux isoformes

de ER. Cependant, I’activité de ERa et ERP serait modulée de fagon différente dans
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un tel contexte. En effet, contrairement a ERq, l'inhibition de 1 activité
transcriptionnelle estrogéne-dépendante de ERJB par I’HRG requiert le domaine
d’activation AF-1 et I’activation de la voie de la MAP kinase p38. L’étude de
I’activation du dimére ErbB2/ErbB3 sur I’activité de ERP dresse un tableau plus
complet de la régulation transcriptionnelle des ER dans ce contexte en plus de
soulever des mécanismes de régulation différentiels au niveau du fonctionnement
moléculaire des deux isoformes de ER. Ainsi, nous croyons que nos travaux
contribuent a une meilleure compréhension de I’intégration des signaux hormonaux
impliqués dans les phénomeénes de prolifération et de différenciation des tissus

gynécologiques.
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