Université de Montréal

Transcription par les récepteurs des estrogeénes

Identification d’un géne cible et d’un nouveau corépresseur

Par Lydia Edjekouane

Département de biochimie et médecine moléculaire

Faculté de Médecine

These présentée
en vue de I’obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.)

En Biochimie

31 Décembre 2016

© Lydia Edjekouane, 2016



Université de Montréal

Faculté des études supérieures

Cette thése intitulée :

Transcription par les récepteurs des estrogeénes

Identification d’un géne cible et d’un nouveau corépresseur

Présentée par :

Lydia Edjekouane

Evaluée par un jury composé des personnes suivantes :

Alain Moreau, président-rapporteur
André Tremblay, directeur de recherche
Stéphane Roy, membre du jury
Eric Asselin, examinateur externe

Pierrette Gaudreau, représentante du doyen de la FES



Résumé

Malgré de nombreux progrés réalisés dans les traitements des cancers gynécologiques,
ceux-ci demeurent la principale cause de mortalité due au cancer chez la femme. Les instabilités
chromosomiques et génomiques au niveau du locus 3p21.3 sont des événements fréquents liés
a des cancers épithéliaux, notamment les cancers du sein et de I'ovaire. C’est dans cette région
que se trouvent les geénes hyaluronidases HYAL-1, HYAL-2 et HYAL-3. HYAL-1 est
particulierement surexprimé dans plusieurs cancers, notamment, le cancer de la prostate, la
vessie, le cou, la téte et le sein ou il est impliqué dans la progression tumorale et les métastases.
Nous avons démontré que dans le locus 3p21.3, HYAL-1 est un géne cible sélectivement
réprimé par ERa et I’estrogéne. L’analyse de la cohorte METABRIC a révélé une corrélation
inverse significative entre I’expression du géne HYAL-1 et ERa. Nous avons identifié des sites
de liaison pour ERa au niveau du locus 3p21.3, parmi eux, un ERE proximal était responsable
de la répression de HY AL-1 par ERa en plus d’un site Sp-1 requis pour atteindre une répression
optimale. Cette répression de HYAL-1 est accompagnée par un enrichissement de la marque

répressive H3K27me3 au niveau des deux sites ERE et Sp-1.

En plus de réguler I’expression de nombreux genes, 1’activité transcriptionnelle des ERs
est aussi régulée par les corégulateurs qui sont recrutés sur les ERs. Nous avons identifi¢ un
nouveau partenaire d’interaction inattendu pour les ERs, soit le facteur de transcription
hématopoiétique TAL1. Malgré sa réputation d’oncogene dans les leucémies lymphoblastiques
aigu€s des cellules T, ce facteur de transcription est un corépresseur d’ERa, di a son effet
répresseur direct sur 1’activité transcriptionnelle du récepteur en réponse a I’estrogéne et donc

sur I’expression de ces geénes cible dans le cancer du sein. De plus, TAL1 réprime aussi



I’activation d’ERa en réponse a la phosphorylation induite par la voie des MAPK/Erk. Cette
répression d’ERa par TAL1 résulte en une diminution de la prolifération et la migration des

cellules cancéreuses mammaires.

Mots-clés : récepteurs des estrogenes, ER, estrogéne, hyaluronidase-1, HYAL-1, géne
cible, répression, locus 3p21.3, TALI1, corépresseur, régulation transcriptionnelle, cancer du

sein.
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Abstract

Despite many advances in treatment of gynecological cancers, they remain the leading
cause of cancer death in women. Chromosomal and genome instabilities at the 3p21.3 locus are
frequent events related to epithelial cancers, including breast and ovarian cancers. It is in this
region that the hyaluronidase HYAL-1, HYAL-2 and HYAL-3 genes are found. HYAL-1 is
particularly overexpressed in several cancers, including prostate, bladder, neck, head and breast
cancers where it promotes tumor progression and metastasis. We demonstrate here, that in the
3p21.3 locus, HYAL-1 is a target gene selectively repressed by ERa and estrogen. Integrative
data mining using METABRIC dataset revealed a significant inverse correlation between ERa
and HYAL-1 gene expression in human breast tumors. We identified binding sites for ERa at
the 3p21.3 locus, among which a proximal ERE responsible for repression of HY AL-1 by ERa,
in addition to an Sp-1 site required to achieve optimal repression. This repression of HY AL-1
is accompanied by an enrichment of the repressive mark H3K27me3 at the two sites ERE and

Sp-1.

In addition to regulate the expression of many target genes, the transcriptional activity
of estrogen receptors is also regulated by coregulators who are recruited on ERs. We identified
a new unexpected interaction partner for ERs, the hematopoietic transcription factor TALI1.
Despite its reputation as an oncogene in T-cell acute lymphoblastic leukemia, this transcription
factor is an ERa-corepressor due to its direct repressive effect on the transcriptional activity of
the receptor in response to estrogen and thus to expression of its target genes in breast cancer.

Moreover, TALI1 also inhibits ERs activation in response to phosphorylation induced by the
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MAPK/Erk pathway. This repression of ERa by TALI results in decreased growth and

migration of mammary cancer cells.

Keywords: Estrogen receptors, ER, estrogen, hyaluronidase-1, HY AL-1, target gene,

repression, 3p21.3 locus, TAL1, corepressor, transcriptional regulation, breast cancer.
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Chapitre 1 Introduction

1. Le cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué, et la deuxi¢me
principale cause de mortalité par cancer chez la femme au Canada. C’est un grave probléme de
santé publique puisqu’il représente 25 % de tous les cancers diagnostiqués et provoque 13 % de
déces chaque année. En 2017, les estimations indiquent que 26300 nouveaux cas devraient étre
diagnostiqués, tant dis que 5 400 déces sont attendus. Une femme sur huit sera atteinte d’un
cancer du sein au cours de sa vie et parmi elles, une sur 31 en mourra (Canadian Cancer Society
: Canadian Cancer Statistics 2017). Méme si la chirurgie et les traitements adjuvants qui
I’accompagnent permettent de soigner les patientes, la bataille n’est pas encore gagnée, les
traitements étant lourds de conséquences a court et a long terme. Il s’agit d’une affection maligne
multifactorielle dont les mécanismes sont, dans 1I’ensemble, encore mal compris. Les hormones
stéroidiennes, notamment les estrogénes et leurs récepteurs, jouent un role fondamental dans la

gengse et la progression du cancer du sein.

1.1. Facteurs de risque du cancer du sein

Il y a d’abord les facteurs génétiques tels que les antécédents familiaux et la survenue
d’un premier cancer du sein, ils influencent relativement le risque de développer ce type de
cancer. En effet, chez une femme ayant un proche au ler degré atteint d’un cancer du sein, le
risque de développer la maladie est multiplié par un facteur de 1,2 a 3 (1). Il existe également

une forme de cancer du sein dite héréditaire, elle résulte de la mutation des génes suppresseurs



de tumeurs, BRCA 1 et 2 (Breast Cancer 1/2) dans 80 a 90 % des cas. La mutation de ces deux
genes représente 5-10 % des cancers du sein diagnostiqués chez la femme avant 1’age de 40 ans
(2).

Le mode de vie et les facteurs démographiques semblent aussi influencer le risque relatif
de développer un cancer du sein. Ainsi, les femmes nées en Amérique du Nord ou en Europe du
Nord et qui vivent en milieu urbain ou appartiennent a une classe socio-économique ¢élevée
auraient un risque accru de développer un cancer du sein (3, 4). Ceci est démontré par
I’augmentation du risque de développer un cancer du sein chez les femmes émigrant d’Asie ou
le risque de cancer du sein est normalement faible vers I’Amérique du Nord qui présente un
risque €levé de cancer du sein, et ce 10 an apres leur établissement (5). Ceci serait dQi en partie
aux modifications des habitudes alimentaires, qui elles-mémes constituent un facteur de risque,
par exemple, la consommation de viandes et d’alcool (6, 7).

Enfin, les facteurs hormonaux influencent grandement le risque qu’une femme soit
atteinte d’un cancer du sein. Ainsi, une premiere grossesse tardive aprés 35 ans ou I’absence de
grossesse (8), des menstruations précoces ou une ménopause tardive (9), I’hormonothérapie
substitutive ou encore les contraceptifs oraux (10), constituent tous des facteurs de risque. En
fait, c’est le temps d’exposition aux estrogenes endogénes ou exogenes qui est associé au risque
de développer un cancer du sein (11, 12). De la méme facon, 1’obésité est aussi considérée
comme ¢étant un facteur de risque en lien avec 1’estrogéne produit par les aromatases dans le
tissu adipeux mammaire apres la ménopause. Ceci s’explique par les propriétés mitotiques des
estrogenes sur les cellules épithéliales mammaires, qui en raison de leur fort pouvoir prolifératif

deviennent plus sensibles a la transformation par les carcinogénes (13).



2 Les estrogénes : synthese, physiologie et
physiopathologie

Le mot « estrogéne » dérive de la racine « cestrus » et géne, qui signifient : « qui provoque
I’cestrus ou le cycle menstruel chez les femelles des mammiferes ». Ce sont des hormones
stéroidiennes lipophiles dérivées du cholestérol. Il existe quatre estrogenes naturels, I’estrone
(E1), le 17B-estradiol (E2), I’estriole (E3) et I’estetrole (E4). La biosynthese de E1 et E2 a lieu
principalement dans les ovaires au niveau des follicules et du corps jaune ainsi que dans le
placenta chez les femmes. Les deux autres hormones E3 et E4 sont synthétisées dans des
conditions physiologiques particulieres. Ainsi 1’estriole n’est synthétisé qu’au cours de la
grossesse, tant dis que 1’estetrole est produit par les cellules du foie du feetus. 11 est a noter aussi
que E2 est I’estrogene le plus abondant et ayant une forte affinité avec les récepteurs hormonaux
en plus d’avoir un pouvoir estrogénique 10 a 80 fois plus €levé. L’estrone, I’estriole et I’estetrole
sont donc considérés comme étant secondaires par rapport a I’estradiol (14, 15). Tout au long
de cette thése, le terme « estrogeéne » désignera le 17B-estradiol ou (E2), qui est ’hormone

impliquée dans le développement de la glande mammaire et de la plupart des cancers du sein.

Avant la ménopause, la majeure partie des estrogénes est produite dans les ovaires. Leur
production est contrdlée par diverses enzymes, les cytochromes P450, les aromatases ainsi que
par les hormones hypophysaires LH (hormone lutéinisante) et FSH (hormone folliculo-
stimulante) au niveau de 1’axe hypothalamo-hypophysaire. La LH initie la synthése des
estrogénes a partir du cholestérol lors de la phase lutéale du cycle ovarien, en stimulant
I’expression des enzymes responsables de la conversion du cholestérol en progestérone et en

androsténedione. Tant dis que la FSH agit sur les cellules folliculaires granulaires en y



augmentant 1’aromatisation des androgénes en estrogénes (15-17) (Figure 1). Apres la
ménopause, il y a arrét de la production d’estrogeénes par les ovaires, qui sont alors produits par
les cellules mésenchymateuses des tissus gras, les cellules mammaires, les ostéoblastes et les
cellules endothéliales (18, 19). Chez les hommes, une faible production d’estrogenes est assurée

grace a I’aromatisation périphérique des androgénes surrénaliens et testiculaires (20).
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Figure 1. Biosynthése des hormones stéroidiennes a partir du cholestérol. Adaptée
de la référence (15).



2.1 Importance des estrogénes

Suite a leur synthése, les estrogeénes vont rejoindre leurs organes cibles pour y exercer
leurs effets. Les estrogenes sont des régulateurs importants de la croissance, de la différenciation
et des fonctions biologiques d’un large éventail de tissus, notamment l'appareil reproducteur
male et femelle, la glande mammaire, le systéme cardio-vasculaire et nerveux et le tissu osseux
(Figure 2).

Les estrogenes ne semblent pas influencer le développement feetal des glandes mammaires
puisqu’elles restent dans un état relativement indifférencié. Ce n’est qu’a la puberté ou la
production cyclique d’estrogenes et de progestérones par les ovaires stimule la croissance et la
différenciation de I'épithélium canalaire, la formation des bourgeons terminaux des conduits
mammaires, induit ’activité mitotique des cellules cylindriques canalaires, la prolifération de
I’épithélium et la formation des lobes alvéolaires durant la grossesse (21, 22).

Les estrogenes ont aussi un réle neuro-protecteur en lien avec le remodelage synaptique
et dendritique (23), et I’activation gliale dans les tissus cérébraux chez le rat (24). Dans les
neurones de I'hippocampe, une région impliquée dans la mémoire, les estrogénes augmentent la
densité des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (25). Les estrogénes auraient également des
fonctions neuro-protectrices face a des pathologies telles que I’Alzheimer en réduisant la
production de plaques B-amyloides qui s’accumulent dans les cerveaux des patients, et protégent
aussi contre la maladie de Parkinson (26, 27).

Les estrogeénes sont particulierement importants pour la croissance et le maintien du tissu
osseux (ostéoblastes et ostéoclastes) (28). Ceci a notamment été mis en évidence par le

développement de 1’ostéoporose chez la femme a la ménopause ou suite a une ovariectomie



(29). L’homéostasie osseuse repose sur la syntheése de la matrice osseuse par les ostéoblastes,
tant dis que les ostéoclastes la résorbent. L’ostéoporose se développe en raison de
l'augmentation de la résorption de I’0os. Concretement, les estrogénes induisent 1’apoptose des
ostéoclastes tant dis qu’ils ont un effet anti-apoptotique sur les ostéoblastes (30, 31).

Le fait que I’incidence des maladies cardio-vasculaires chez la femme soit inférieure a
celle des hommes et qu’elle soit la méme apres la ménopause suggere que 1’estrogene exerce
aussi un effet protecteur sur le ceeur (32). Ceci a été validé par des modeles animaux, chez la
souris notamment, ou 1'on a montré que I’estrogéne prévient I’apparition de I’athérosclérose. En
premier, les estrogenes exercent un effet vasodilatateur sur les cellules musculaires lisses et
I’épithélium des vaisseaux sanguins et ce en augmentant 1’expression de vasodilatateurs comme
I’oxyde nitrique ou en diminuant I’expression de vasoconstricteurs tel que 1’endothéline-1 (33).
Un autre mécanisme important par lequel les estrogenes protégent contre 1’athérosclérose est le
contrdle de I’hypercholestérolémie, en augmentant la concentration des lipoprotéines de haute
densité (HDL). On sait par exemple que la prise orale d’estrogéne chez la femme ménopausée
augmente de 10 a 15 fois les niveaux de HDLs (34). Les HDLs jouent un rdle essentiel dans le
processus du transport inverse des lipides et donc du cholestérol des tissus périphériques vers le
foie ou il sera éliminé. L’ estrogene augmente en fait ’expression de I’Apo A-1 qui est I’'une des
majeures apolipoprotéines constituants les HDLs (35).

Malgré tous ces rdles bénéfiques, 1'un des effets les plus importants et néfastes des
estrogenes est leur action mitogénique dans les tissus sensibles aux hormones telles que le sein,
I’ovaire et l'utérus. Comme mentionné précédemment, une exposition prolongée des tissus
cibles a I’estrogene a longtemps €té considérée comme un facteur étiologique important pour

l'induction de cancers hormono-dépendants (36-39).
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Figure 2. Effets positifs et négatifs des estrogénes sur leurs tissus cibles chez la
femme. Adaptée de la référence (40).



3 Les récepteurs des estrogenes : médiateurs de la
signalisation cellulaire

Les récepteurs des estrogenes (ERs) sont des facteurs de transcription appartenant a la
grande famille des récepteurs nucléaires activés par un ligand. Cette superfamille compte 48
récepteurs nucléaires. La comparaison de leurs séquences ainsi que les analyses phylogénétiques
ont permis de les regrouper dans six classes, dont les membres comprennent entre autres le
récepteur de la progestérone (PR), de 1’acide rétinoique (RAR), des glucocorticoides (GR), des
minéralocorticoides (MR) et de la vitamine D. D’autres récepteurs n’ont pas de ligands

endogenes et sont classés dans la catégorie des récepteurs orphelins.

3.1 Découverte des ERs

Bien que I’existence des estrogeénes soit connue depuis le début du 20° siecle, ce n’est
qu’en 1960 que I’existence des récepteurs des estrogenes fut mise en évidence pour la premicre
fois par Jensen et Jacobson (41). En utilisant de 1’estradiol marqué au tritium, ils ont remarqué
qu’il n’était retenu que dans les tissus cibles de cette hormone et émis I"’hypothéese de I’existence
d’un récepteur pour cette molécule. Isolé et caractérisé par Toft et Gorski en 1966 (42), le gene
codant le récepteur des estrogenes a été cloné pour la premicre fois en 1985, a partir d’une
librairie d’ADNc de la lignée cancéreuse mammaire humaine MCF-7 (43), puis séquencé en
1986 (44). Une dizaine d’années plus tard, un second récepteur fut découvert chez le rat (45),
I’homme (46) et la souris (47), et nommé ERP par opposition au premier récepteur séquencé qui

a été alors nommé ERa.



3.2 Les génes codants les ERs

ERa et ER sont codés par deux genes distincts appelés ESR1 et ESR2, localisés sur deux
chromosomes différents, 6q25.1 et 14q23-24.1, respectivement. ESR1 et ESR2 sont constitués
de 8 exons séparés par 7 introns. L’exon 1 code pour la région A/B, les exons 2 et 3 pour une
partie de la région C, toute la région D et une partie de la région E, les exons 3-4 pour le reste
de la région E et enfin le dernier exon pour la région F. Le produit étant une protéine de 595
acides aminés (aa) d’environ 66 kDa pour ERa et une protéine de 530 aa, de 60 kDa pour ERf}
(48). Une des caractéristiques communes aux récepteurs stéroidiens est que I’expression de leurs
genes serait sous le contréle de multiples promoteurs (49). La transcription du gene ESR1 est
sous le contrdle de 7 promoteurs. L’usage de ces différents promoteurs ainsi que 1’épissage
alternatif conduit a I’existence de plusieurs transcrits qui different du récepteur sauvage aussi
bien en structure au niveau de la région 5'non traduite, mais aussi en fonction (50). Ces
différents promoteurs sont utilisés en fonction du type cellulaire et sont donc impliqués dans le
contrdle de I’expression tissulaire d’ERa (51). Trois isoformes d’ERa ont été isolés (Figure 3),
un a 46 kDa, qui ne possede pas les premiers 173 aa du récepteur sauvage et il est connu pour
antagoniser ces effets prolifératifs dans la lignée cancéreuse MCF-7 (52, 53). Un autre a 36 kDa
qui différe beaucoup du récepteur sauvage car il ne posséde pas les domaines AF-1 et AF-2. On
le retrouve associé a la membrane plasmique et agit comme dominant négatif d’ERa sauvage et
est impliqué dans la résistance au tamoxiféne (54). Un troisiéme isoforme dont I’exon 3 a été
délété (ERa-A3) résultant en une partie du DBD manquante, il agit également comme un
dominant négatif du récepteur sauvage en formant un hétérodimere avec lui, étant donné qu’il
ne peut pas lier I’ADN (55). D’autres variants formés a partir de 1’épissage de ’ARNm ont été

décrit, mais a savoir s’ils sont exprimés en tant que protéines fonctionnelles n’est pas encore



claire (56). ERB quant a lui, possede 5 isoformes issus de 1’épissage alternatif du dernier exon
codant le récepteur sauvage, la plupart sont exprimés sous forme de protéines dans divers tissus
et lignées cellulaires, ils ne sont pas fonctionnels dans leur forme d’homodimeére, mais peuvent
s’hétérodimeriser avec ERP sauvage et moduler son activité transcriptionnelle (57). ERB2
(appelé aussi ERBcx) et ERBS5 sont tronqués au niveau de I’AF-2 et se comportent comme
dominants négatifs d’ERa (58, 59). ERB2 ne lie pas I’estrogene et exerce également un effet

dominant négatif sur ’activité ligand-dépendante d’ERp (60, 61).
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Figure 3. Représentation des différents isoformes d’ERa et ERP. Adaptée de la
référence (62).



3.3 Organisation structurale des ERs

Les ERs possédent une structure modulaire formée de 6 régions distinctes (A-F)
(Figure 4). Le domaine N-terminal est constitué par les régions A/B. Il présente une structure
désorganisée, c’est pour cette raison que la structure cristalline des ERs n’a pu étre réalisée en
entier, mais faite individuellement pour chaque domaine. C’est aussi un domaine tres variable
autant en taille qu’en séquence et trés peu conservé entre ERa et ERf avec seulement 15 %
d’homologie. C’est cette région A/B qui contient la fonction d’activation de la transcription qui
permet I’activation ligand-indépendante des récepteurs appelée AF-1 (activation function 1), via
le recrutement de cofacteurs transcriptionnels et dont I’activité est principalement modulée par

la phosphorylation (détaillée dans la section 3.4.4.1) (63, 64).

DBD LBD

AF-1 Charnieére AF-2

Figure 4. Domaines fonctionnels des récepteurs des estrogénes.

Le domaine de liaison a ’ADN (DBD) correspond a la région C. Comme son nom
I’indique, il permet la liaison du récepteur nucléaire a I’ADN au niveau d’une séquence
palindromique spécifique appelée ERE (élément de réponse a 1’estrogeéne) retrouvée sur le

promoteur des geénes cibles, en plus de jouer un rdle dans la dimérisation. Ce role bivalent est



rendu possible grace a sa structure contenant deux motifs a doigt de zinc qui vont s’intercaler
dans I’ADN pour permettre I’encrage du récepteur au niveau du ERE. C’est le domaine le plus
conservé entre tous les récepteurs nucléaires avec 90 % d’homologie entre ERa et ERP, ce qui

suggere que les deux récepteurs peuvent se fixer sur la méme séquence (65, 66).

Le domaine D est une région charniére qui confere une certaine flexibilité a la structure
des ERs, ce qui leur permet de bien positionner leurs domaines et de lier I’ADN. Il contient en
particulier des sites pour des modifications post-traductionnelles principalement 1’acétylation et

la sumoylation ainsi que des signaux de localisation nucléaire (67).

Le domaine de liaison du ligand (LBD) correspond aux régions E/F, c’est le domaine le
plus important, car de par son rdle évident dans la liaison du ligand, il joue également un role
dans la dimérisation et contient la fonction d’activation de la transcription (AF-2) dépendante
du ligand. Il est aussi impliqué dans la localisation nucléaire et I’association avec la protéine de
choc thermique Hsp90 (Heat shock protein). En reconnaissant ’hormone, il assure la spécificité
et la sélectivité¢ de la réponse physiologique (68, 69). La structure du domaine AF-2 est tres
ordonnée contrairement a celle du domaine N-terminal. Il contient les hélices 3, 4, 5 et 12, si les
trois premicres restent inchangées, la structure cristallographique aux rayons X de ce domaine
arévelé que I’hélice 12 va adopter différentes conformations selon que le ligand soit un agoniste
ou un antagoniste (70). Ainsi en présence de 1’agoniste, I’hélice 12 va se positionner sur la cavité
de liaison du ligand et la refermer comme un couvercle, pour générer une fonction AF-2
compétente tout en formant un sillon hydrophobe favorable au recrutement de coactivateurs

transcriptionnels, afin de faciliter I’activation de la transcription. En revanche, 1’antagoniste ne
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permet pas le bon positionnement de 1’hélice 12 au-dessus de la cavité et empéche 1’activation

du domaine AF-2 en favorisant I’interaction des ERs avec les corépresseurs (Figure 5) (71, 72).

Estrogene

Raloxifene

Figure 5. Structure du LBD d’ERa déterminée aux rayons X.

L’ hélice 12 dont la position varie en fonction du ligand est représentée par un cylindre bleu
dans le cas de la liaison avec I’estrogéne (a) et en vert en cas de liaison avec 1’anti-estrogéne
raloxifene (b). Adaptée de la référence (71).

3.4 Mécanismes d’action des ERs : dualité de fonction, récepteurs

et facteurs de transcriptions

3.4.1 Mécanisme d’action classique
Les ERs sont des facteurs de transcription activés par le ligand. Ils recoivent le signal
hormonal et le transmettent en agissant sur la transcription des génes cibles et induisent ainsi les

effets biologiques de I’estrogeéne sur I’organisme. Cette activité transcriptionnelle est médiée
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par les domaines de transactivation AF-1 et AF-2, accompagnée d’un recrutement des ERs sur

le promoteur des geénes cibles directement au niveau des EREs.

3.4.1.1 Activation des ERs : du ligand a la liaison a PADN

En I’absence d’estrogénes, les ERs sont majoritairement présents dans le noyau sous
forme de monomeres associés a un complexe de protéines chaperonnes comprenant les protéines
de choc thermique Hsp90 et les immunophilines. Les immunophilines sont des protéines
ubiquitaires et conservées qui lient les immunosuppresseurs tels que la rapamycine et la
cyclosporine A. Tous les membres de cette famille possedent une activité peptidyl prolyl
isomérase (PPlase) suggérant qu’ils jouent un role dans le repliement protéique. Grace a cette
propriété, les immunophilines forment avec les protéines de choc thermiques un complexe qui
permet le maintien des récepteurs des estrogenes dans un état inactif en absence d’hormone et
ce en masquant leur domaine de liaison a I’ADN (73, 74). La liaison de 1’estrogéne provoque
un changement de conformation des ERs qui induit leur dissociation des Hsps, leur dimérisation,
et par conséquent leur liaison a I’ADN au niveau des éléments de réponse aux estrogenes (EREs)
(Figure 8A). Plus précisément, c’est au niveau du LBD que se produit ce changement de
conformation, qui fait passer les ERs a une forme transcriptionnellement active grace a
I’activation du domaine AF-2. Ceci se traduit par un repositionnement de 1’hélice 12 qui en
absence du ligand pointe vers I’extérieur, va cette fois se replier sur elle-méme et former une
poche hydrophobe permettant le passage des ERs a une forme transcriptionnellement active, et
le complexe ER-E2 se lie au promoteur via son DBD. Enfin, ces modifications
conformationelles vont permettre aussi 1’exposition des sites de fixation sur les ERs pour les

coactivateurs ou les corépresseurs qui seront recrutés et qui vont induire une augmentation ou
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une diminution du niveau d’ARNm et des protéines associées, se traduisant finalement par une

réponse physiologique au niveau des tissus cibles (75, 76).

3.4.1.2 L’interaction directe ERs-ERE

Les récepteurs nucléaires sont subdivisés en trois classes en fonction de leurs propriétés
de liaison a ’ADN. Les récepteurs de classe I représentés par les récepteurs des hormones
stéroidiennes dont les ERs font partie et comprennent aussi le récepteur des androgenes (AR),
des minéralocorticoides (MR) de la progestérone (PR) et des glucocorticoides (GR). Ils se lient
a I’ADN sous forme d’homodimeére sur un élément de réponse organisé en deux séquences
inversement répétées. Les récepteurs de classe II comprennent le récepteur de la vitamine D
(RVD), le récepteur de 1’acide rétinoique (RAR), le récepteur X rétinoide (RXR), le récepteur
activé par les proliférateurs du peroxysome (PPAR), le récepteur X du foie (LXR) et le récepteur
thyroide (TR). IlIs se lient soit sous forme d’hétérodimere ou d’homodimere avec le RXR. La
troisiéme classe est représentée par les récepteurs orphelins reliés a 1’estrogéne (ERR) qui se

lient sous forme de monomeres (Figure 6) (77).

Les ERs appartiennent a classe I et se lient a la séquence ERE, interaction rendue possible
grace a leur domaine DBD. La séquence consensus de I’ERE a été décrite pour la premiére fois
a partir de celle retrouvée sur le promoteur vitellogenin A2 du Xenopus laevis (78, 79). La
comparaison de 23 éléments de réponse fonctionnels a permis de définir un ERE consensus. 11
s’agit d’une séquence palindromique parfaite et inversée de 13pb, organisée en deux hexameres,
séparés par trois nucléotides de séquence aléatoire : 5-GGTCAnnnTGACC-3"(80). Le génome
humain contient environs 60.000 EREs, 1 par 43Kb d’ADN, toutefois, seuls quelques genes

régulés par les ERs possedent un ERE parfait, pour la plupart ce sont des EREs imparfaits, non
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palindromiques tel que celui retrouvé sur le promoteur du géne pS2 (81), ou bien le demi-ERE
du promoteur de la cathepsine D (82). Les ERs se lient au ERE du vitellogenin A2 du Xenopus
laevis avec une grande affinité plus que sur n’importe quel autre ERE, sachant que plus ’ERE
est différent de la séquence consensus, plus faible sera sa liaison aux ERs et son activité
transcriptionnelle. Le ERE peut aussi bien se retrouver au niveau de la région promotrice
proximale, ou a 5Kb en amont du site d’initiation de la transcription ou encore sur des sites

régulateurs distaux (75, 83).

La spécificité de liaison a I’ADN est assurée par la séquence primaire d’acides aminés de
I’hélice de reconnaissance de I’ADN. En particulier, les trois acides aminés de la P-box sont
impliqués dans la spécificité de liaison des récepteurs nucléaires. Cette hélice de reconnaissance
de I’ADN comporte aussi une D-box, dont les acides aminés sont impliqués dans la dimérisation

des récepteurs stéroidiens (Figure 7) (84, 85).
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Figure 6. Les différents types d’éléments de réponse a I’estrogene reconnus par
les ERs.

Les rectangles en gris schématisent un demi-élément dont la séquence consensus est
indiquée (n étant le nombre de nucléotides séparant les deux répétitions). Les fleches
indiquent I’orientation de chaque demi-¢élément. Les récepteurs ER, GR, AR, MR et PR
se lient sous forme d’homodimeéres sur deux séquences inversement répétées. Les
récepteurs FXR, LXR, PPAR, et RAR s’heterodimerisent avec RXR qui peut également
former un homodimére et se lient sur deux séquences directement répétées. Les récepteurs
orphelins ERR se lient sous forme de monomeéres sur un demi-élément.
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Figure 7. Représentation schématique de la séquence du domaine de liaison a
I’ADN des ERs.

Le DBD est composé de deux doigts de zinc a quatre cystéines. Les acides aminés de
reconnaissance de I’ADN sont représentés en jaune, ceux de la P-box en rouge et la D-
box en bleu. Adaptée de la référence (76).

3.4.1.3 Modé¢le dynamique de la transcription des génes estrogenes-dépendants par ERa

Une fois activé par le ligand et li¢ a I’ADN au niveau des EREs, le récepteur commence
par recruter le complexe SWI-SNF, qui va remodeler la chromatine de fagon ATP-dépendante
(86, 87). Le recrutement d’ERa a I’ADN est suivi presque immédiatement par le recrutement
du complexe CBP/p160, induisant une augmentation de 1’acétylation des histones (88, 89). Le

complexe CBP/p160 participe a son tour au recrutement des méthyltranstérases, PRMT1/2 ou
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CARMI (90). Ces différents complexes recrutés ont tous pour but le remodelage de la
chromatine vers une conformation plus ouverte et faciliter ainsi le recrutement d’autres
cofacteurs. Le complexe médiateur est alors recruté, facilitant le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle basale, dont la RNA polymérase II (Pol II) (91-93). Il est par la suite remplacé
par le complexe ¢élongateur. Quarante minutes environ sont nécessaires au recrutement de tous
ces nombreux coactivateurs transcriptionnels. Néanmoins, les réponses estrogeniques doivent
étre limitées dans le temps, afin que les cellules puissent détecter I’estrogene, y répondre, puis
cesser la réponse. C’est pourquoi un complexe répresseur, formé par les protéines de choc
thermique ainsi que des sous-unités du protéasome, est recruté au niveau du promoteur actif. Le
récepteur des estrogenes est alors dégradé apres avoir activé la transcription de ses genes cibles.
Il a été déterminé que ces différentes protéines ne se retrouvent pas toutes en méme temps avec
le récepteur sur I’ADN, mais sont recrutées de fagon ordonnée. Deux équipes ont utilisé la
technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) pour déterminer la séquence des
événements qui menent a I’activation de la transcription du gene pS2 (TFF1) (94, 95) et du géne
de la cathepsine D (CATD) (95) par ERa dans les cellules MCF-7, et ont mis en évidence un
mode¢le de recrutement ordonné et cyclique de cofacteurs au niveau des promoteurs de ces deux
genes. Cet échange de cofacteurs meéne a la transcription et a la dégradation du récepteur des
estrogénes ERa et permet ainsi a la cellule d’adapter constamment le niveau de transcription

d’un geéne, en réponse aux différentes situations en limitant la durée de son activation.
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3.4.2 Mécanismes d’action non classiques

3.4.2.1 Meécanisme d’action ERE-indépendant : interaction indirecte ERs-ADN

Le fait que de nombreux genes soient régulés par les ERs sans pour autant posséder de
séquences EREs au niveau de leurs promoteurs a mis en évidence 1’existence d’un mécanisme
d’activation ERE-indépendant. Il a ainsi été démontré que les ERs peuvent également se lier
indirectement a I’ADN, a travers des interactions protéine-protéine, c’est-a-dire que le récepteur
va s’associer a un autre facteur de transcription qui lie I’ADN, ce qui contribue a augmenter la
multitude de geénes pouvant étre régulé par les ERs (Figure 8B). Les ERs sont connus pour
activer la transcription au niveau des sites de liaison AP1 (Activating Protein 1) qui lient les
facteurs de transcription Fos/Jun formant un complexe nommé AP-1 présent sur le promoteur
de genes impliqués dans la croissance, la différenciation et le développement (96, 97).
Cependant, méme si les ERs ne lient pas directement ’ADN, le DBD reste nécessaire pour
I’activation de la transcription via le complexe AP1, ce qui démontre I’importance du DBD dans
les interactions protéine-protéine. Spl (Specificity protein 1), est un autre facteur de
transcription avec lequel les ERs interagissent et qui lie ’ADN au niveau de séquences riches
en motifs GC, présents sur les promoteurs de nombreux genes qui répondent a 1’estrogene. Le
facteur de transcription Sp1 est connu pour son réle dans la prolifération, la différenciation et la
survie cellulaire (98, 99). NF-xB (Nuclear Factor kappa B), FoxA1, egr-1 (early growth reponse
1), GATA-3 (GATA binding protein 1), CREB (cAMP response element-binding protein) sont
d’autres facteurs de transcription connus et avec lesquels les ERs interagissent (100, 101). Ce
mécanisme fait aussi intervenir le recrutement de corégulateurs sur les ERs. De plus, les ERs
peuvent réguler la transcription au niveau d’un promoteur possédant a la fois des demi-EREs a

proximité de sites de liaisons pour d’autres facteurs de transcription tels que les Sp1 (102-104).
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3.4.2.2 Mécanisme d’action E2-indépendant

Il existe d’autres voies de signalisation pouvant activer les ERs mémes en absence
d'hormone, notamment la phosphorylation des ERs au niveau de leur AF-1, qui est un
mécanisme important, menant a 1’activation E2-indépendante. Ce concept a été découvert en
1990, lorsque I’administration d’EGF (Epidermal Growth Factor) a des souris adultes
ovariectomisées a induit des effets similaires a ceux observés en réponse a I’estrogene (105).
Ceci a révélé I'existence d’autres voies de transduction pouvant activer les ERs méme en
absence d’hormone, particulierement les facteurs de croissance tels que I’EGF, I'IGF-1 (insulin-
like growth factor-1) ou encore le TGF-f (Transforming Growth Factor beta). Ces voies de
signalisation sont induites par les récepteurs membranaires incluant la famille des récepteurs
tyrosine kinase (RTK) et certains récepteurs couplés aux protéines G, notamment le récepteur
des chimiokines CXCR4. Leur activation par les facteurs de croissance enclenche plusieurs
cascades signalétiques qui ménent a [D’activation de plusieurs kinases incluant les
MAPKSs Erk1/2, p38 et Jnk, PI3K/Akt et les protéines kinases (PKA et PKC), qui vont a leur
tour induire la phosphorylation des ERs au niveau de I’AF-1 et réguler leur activité
transcriptionnelle (Figure 8C) (106-109). 11 est a noter aussi que 1’activation E2-dépendante et
indépendante ne sont pas exclusives et peuvent exercer un effet synergique sur les deux

domaines d’activation AF-1 et AF-2 (110).

3.4.2.3 Mécanisme d’action non génomique : effets rapides des estrogénes

Le fait que certaines actions de 1’estrogene médiées par les ERs se produisent dans un laps
de temps tres court a révelé 1’existence d’une voie non génomique (non transcriptionnelle). Ceci
a notamment ¢té observé apres que le traitement de rates ovariectomisées avec I’estrogeéne ait

induit une augmentation du niveau de I’AMPc au bout de 15 min d’exposition (111). Il s’agit
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donc d’un effet trés rapide ne nécessitant que quelques secondes voire quelques minutes
contrairement a la voie génomique qui requiert quelques heures et n’est pas abolie par les
inhibiteurs de la transcription tels que 1’actinomycin D ou la cycloheximide (112). La voie non
génomique est médiée par une population de ERs cytoplasmiques ou présents dans et/ou proche
de la membrane plasmique. Ne contenant pas de domaine transmembranaire, la capacité des
ERs a s’associer a la membrane est due a des interactions protéines-protéines avec des protéines
membranaires spécifiques comme la calvéoline-1 (113) ou avec la protéine adaptatrice Src
homology 2 domain containing (Shc) (114) ou encore grace a une modification post-
traductionnelle soit la palmitoylation qui consiste en I’attachement d’une longue chaine d’acide
gras qui permet de cibler les protéines a la membrane plasmique en permettant leur interaction
avec les radeaux lipidiques (115). ERa membranaire est notamment connu pour étre palmitoylé
sur un résidu cystéine C447 par I’enzyme PAT (palmitoyl acyltranférase) (116, 117). Les
MAPKSs, les kinases Src (118-120), PI3K/Akt (121), caveoline-1 (122) , les récepteurs
membranaires : IGF-1R, EGFR, ErbB2(123, 124), la protéine adaptatrice Shc (125) et les
protéines G (126), font toutes partie des protéines pouvant étre activées en interagissant avec
ces ERs cytoplasmiques, elles vont a leur tour réguler I’expression des génes via 1’activation de
différents facteurs de transcription (Figure 8D) (118-121, 123). Ceci indique finalement la

convergence des deux voies génomiques et non génomiques (127, 128).
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Figure 8. Résumé des différents mécanismes d’action des ERs. Adaptée de la
référence (129).

3.4.3 Les corégulateurs transcriptionnels

Il est bien établi que les récepteurs des estrogeénes régulent 1’expression d’une multitude
de geénes, mais comment peuvent-il activer la transcription de certains génes et en réprimer
d’autres ? Le fait que leur action soit tissus spécifiques indique qu’ils ne fonctionnent pas de
maniere isolée. En effet, ce role bivalent est rendu possible grace a leur interaction avec deux

classes de corégulateurs : les coactivateurs et les corépresseurs qui sont recrutés sur les ERs

23



(Figure 9), mais pas seulement, car qui dit expression de génes, implique tout un vaste complexe
de facteurs a commencer par I’ARN polymérase II et les composants de la machinerie
transcriptionnelle de base, accompagnés d’un remodelage de la chromatine et de modifications
des histones. A ce jour prés de 300 corégulateurs ont été identifiés et leur nombre ne cesse

d’augmenter, attestant de leur réle omniprésent dans la régulation de la transcription.

3.4.3.1 Les coactivateurs

Ce sont les modulateurs positifs de ’activité transcriptionnelle des ERs. Chez les
eucaryotes, ’ADN est empaqueté sous forme de chromatine, le nucléosome étant son unité
fondamentale, formée d’un octamere de 4 cores d’histones autour desquels I’ADN est enroulé.
Ces nucléosomes sont ensuite compactés en une structure dense et trés organisée appelée
chromatine (130). Pour que la transcription soit initiée, il faut que le promoteur soit accessible
a la machinerie transcriptionnelle, ceci fait intervenir un groupe de coactivateurs formant un
complexe de remodelage de la chromatine ATP-dépendant qui vont changer 1’organisation des
nucléosomes, tels que la famille Swi/Snf (switching mating type/sucrose non fermenting). Il y
a aussi ceux qui vont induire des modifications covalentes des histones afin de décondenser la
chromatine tel que la famille PRMT1 (Protein Arginine Methyl Transferase 1) ou CARM1 (Co-
activator Associated arginine Methyl Transferase 1) et qui posseédent (ou recrutent) des activités
enzymatiques capables de modifier la chromatine tels que les acétylases et les méthylases (131-
133). Ces coactivateurs sont considérés comme étant secondaires puisqu’ils ne lient pas les ERs,
mais sont recrutés indirectement en s’associant aux coactivateurs principaux qui interagissent
directement avec les ERs et sont impliqués dans leur activité transcriptionnelle. Ils sont recrutés

soit au niveau de I’AF-1 et/ou de I’AF-2 (90).
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Les premiers partenaires des ERs ont ét¢ identifiés par Halachmi et ses collaborateurs, qui
ont utilisé le domaine LBD d’ERa 1i¢ a I’estrogéne, pour purifier deux protéines de 140 et
160 kDa appelées ERa Associatied Protein 140 et 160 (ERAP 140 et ERAP 160) et dont
I’interaction avec ERa requiert un domaine AF-2 intact (134). Ce n’est qu’apres le clonage et la
caractérisation du Steroid Receptor Coactivator 1 (SRC1), qu'un role spécifique pour cette
classe de protéine fut établi. SRC1 a d’abord été identifié par essai de double hybride en utilisant
le domaine LBD du récepteur des progestérones comme appat. Il a ensuite ét¢ démontré que
SRCI interagissait avec ERa et qu’il augmentait son activité transcriptionnelle de maniere
ligand dépendante (135). Le clonage de SRC1 a par la suite permis de découvrir une famille de
coactivateurs ayant des homologies structurelles et fonctionnelles avec SRCI et a été appelée
famille des p160, elle est composée de trois membres : SRC1 (ou NCoA1l), SRC2 (ou GRIP1,
TIF2, NCoA2) et SRC3 (ou AIB1, ACTR, p/CIP, RAC3, TRAM1, NCoA3). Ces coactivateurs
ont aussi des activités d’histone acétyltransférases (HAT) qui permet un remodelage plus aisé

de la chromatine au niveau des genes cibles (136).

En plus du motif LXXLL (L=Leucine et x étant n’importe quel aa) aussi appelé nuclear
box (NR-box) (NR-box 1 a 3) qui leurs permet de lier le domaine AF-2 des ERs en présence du
ligand (137), les SRCs sont dotés de domaines C-terminal d’activation de la transcription (AD1
et AD2) et d’un domaine N-terminal & motif bHLH/PAS (basic Helix Loop Helix/PAS). Ainsi
ADI1 va recruter d’autres coactivateurs a activité¢ histones acétyltransférases comme CBP
(CREB Binding Protein) et p300 dans le cas d’ERa tant dis queAD2 interagit avec des arginines
méthyltransférases PRMT ou CARMI. Tous ces cofacteurs travaillent de facon synergique afin

de potentialiser I’activit¢ des ERs (138-140).
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En plus d’interagir avec I’AF-2 des ERs, certains coactivateurs peuvent aussi s’associer a
la région AF-1. Par exemple, les coactivateurs de la famille SRC et CBP/p300 en plus de
s’associer a I’AF-2, lient aussi la région AF-1 d’ERa et ERB de fagon ligand-indépendante (141-
143). Steroid receptor RNA activator (SRA) est aussi recrutés sur I’AF-1, il augmente
I’activité AF-1 des ERs et autres récepteurs nucléaires (144). Plus récemment notre laboratoire
a démontré le recrutement de I’ubiquitine ligase E6-AP sur I’AF-1 d’ERP pour réguler son

activité ligand-indépendante (145).

3.4.3.2 Les corépresseurs

Le fait que tous les ligands naturels connus des ERs soient des agonistes suggere que le
role de ces facteurs de transcription est d’activer I’expression de leurs génes cibles. L existence
de coactivateurs qui amplifient leur activité est donc tout a fait justifiée. Toutefois, les taux
physiologiques d’estrogenes circulants dans le corps sont fluctuants, et élevés dans les tissus
comme I’ovaire ou ils peuvent conduire a une activation accrue des ERs. C’est pourquoi, comme
les coactivateurs augmentent I’activité des ERs, il a été identifi¢ des corépresseurs capables

d’atténuer leur activité transcriptionnelle et de limiter ainsi la réponse hormonale.

Les corépresseurs les plus étudiés et les mieux caractérisés sont SMRT (Silencing
Mediator of Retinoic and thyroid hormone Receptors) et NCoR (Nuclear Hormone
Corepressor). Ils ont été identifiés initialement comme étant recrutés au niveau des récepteurs
nucléaires non stéroidiens tels que le récepteur des hormones thyroides (thyroid hormone
receptor (TR)) et du récepteur de l'acide rétinoique (retinoid activated receptor (RAR)) en

absence d’hormone pour les maintenir dans un état inactif pour se dissocier suite a la liaison du
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ligand (146, 147). L’interaction de ces deux corépresseurs avec leurs récepteurs se fait au niveau
du LBD gréce a leurs deux motifs protéiques appelés boites CORNR (NR-interacting domains-
CoRNR boxes) dont le motif est proche des séquences LXXLL caractéristiques des
coactivateurs (148). Comme les coactivateurs, les corépresseurs NCoR et SMRT recrutent des
corépresseurs secondaires qui leur permettent d’exercer leur effet répressif en remodelant la

chromatine, tels que les HDACs (histones désacétylases) et mSin-3 (149).

Tant dis que NCoR et SMRT répriment I’activité de nombreux récepteurs nucléaires en
absence de ligand, leur interaction avec les ERs est purement pharmacologique. En effet, NCoR
et SMRT sont recrutés sur les ERs en présence des agonistes partiels, tamoxifene et le
raloxiféne, leurs permettant ainsi d’exercer leur réle d’antagoniste dans les cellules cancéreuses

mammaires (95, 150).

Des expériences de transfection transitoire de NCoR et de SMRT ont montré que ces
protéines étaient capables de supprimer I’activité agoniste du tamoxiféne (151). Inversement,
I’injection d’anticorps contre les protéines NCoR ou SMRT permet d’intensifier 1’activité
agoniste du tamoxiféne (152). De la méme maniére, le tamoxiféne devient un puissant agoniste
d’ERa dans des fibroblastes de souris KO pour NCoR (153). L’ensemble de ces résultats
démontrent que le NCoR et SMRT ont peu d’impact sur ERa li¢ a I’estradiol, en revanche ils
sont capables de réprimer D’activité agoniste des antagonistes partiels d’ERa tels que le

tamoxiféne et le raloxiféne.

Il existe cependant des corépresseurs physiologiques pour les ERs. Un corépresseur
récemment décrit nommé REA (Repressor of Estrogen Receptor Activity) a été identifi¢ par

essai de double hybride dans les MCF-7. C’est un corépresseur spécifique d’ERa puisqu’il n’a
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aucun effet sur les autres récepteurs nucléaires stéroidiens et non stéroidiens. Il est recruté au
niveau du LBD des ERs, par contre bien qu’il posséde le motif LXXLL, celui-ci n’est pas
impliqué dans I’interaction avec les ERs. Il inhibe la réponse d’ERa a I’estrogéne ainsi qu’a la
coactivation induite par SRCI en rentrant en compétition avec lui pour la liaison sur ERa. Cet
effet répresseur est observé aussi bien lorsqu’ERa est li¢ directement au promoteur au niveau
du ERE ou bien indirectement via un autre facteur de transcription. Enfin, le REA potentialise

aussi I’effet antagoniste de I'anti-estrogéne tamoxifeéne (154, 155).

Un autre corépresseur qui atténue 1’activation des ERs en réponse a I’estrogeéne, le RIP140
(Receptor-Interacting Protein 140). Ayant des motifs LXXLL, il s’associe a ERa li¢ a son ligand
I’estrogeéne, au niveau de la région AF-2 et empéches ainsi [’accés aux coactivateurs qui
interagissent avec cette région d’ERa. De plus, RIP140 peut réduire 1’activité transcriptionnelle
basale d’ERa en s’associant a des complexes de HDACs (156, 157). Il y a aussi le LCoR (ligand-
dependent corepressor) qui interagit également via son motif LXXLL et recrute les HDACs et

un autre corépressseur, CtBPs (C-terminal binding proteins) (158).

En résumé, 1’activité transcriptionnelle des ERs est régulée par toute une panoplie de
corégulateurs, coactivateurs comme corépresseurs (Figure 9), qui travaillent de concert et lui
permettent ainsi de jouer plusieurs rdles autant physiologiques que pathologiques qu’on leur
connait. Sans oublier aussi les modifications post-traductionnelle telles que la phosphorylation,
la méthylation, la sumoylation, 1’ubiquitination qui viennent ajouter un degré de complexité a
la régulation de la I’expression de génes par les ERs. La surexpression ou 1’absence d’un seul
de ces corégulateurs peut induire une variation de 1’expression du gene cible et entrainer le

développement de maladies telles que cancer du sein (110, 159) .
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Figure 9. Représentation des différents coactivateurs et corépresseurs impliqués
dans la régulation de ’activité transcriptionnelle des ERs. Vert : coactivateurs.
Rouge : corépresseurs. Adaptée de la référence (160).

3.4.4 Régulation de la Pactivité des ERs par les modifications post-

traductionnelles

Comme toute protéine, les ERs sont les cibles de nombreuses modifications post-
traductionnelles qui vont moduler leur activité transcriptionnelle. Les ERs peuvent ainsi étre
phosphorylés, acétylés, ubiquitinylés, sumoylés et palmitoylés (129). Ces modifications auront

un impact non seulement sur I’activité transcriptionnelle des ERs, mais aussi sur la stabilité de

29



la protéine, sa localisation cellulaire, sa dimérisation, sa liaison a I’ADN, la sensibilité au ligand

et ’interaction avec les corégulateurs transcriptionnels.

3.4.4.1 La phosphorylation des ERs

La phosphorylation est sans contredit la modification la plus étudiée sur les récepteurs
stéroidiens. C’est un processus enzymatique hautement dynamique et réversible qui consiste en
I’ajout covalent d’un groupement phosphate, provenant de L’ adénosine triphosphate (ATP), sur
un acide amine (serine, thréonine ou tyrosine) d’une protéine cible (161). Cette réaction est
catalysée par des kinases et la déphosphorylation implique 1’action de phosphatases (162). Elle
régule aussi bien 1’activation des ERs par les estrogénes au niveau de I’AF-2 que leur activation
ligand-indépendante sur I’AF-1. Ceci se produit en réponse a plusieurs kinases, incluant entre
autres les MAPKs (Erk1/2 et p38), PI3K/Akt, GSK-3, PKA et PKC. Ces kinases sont les
protéines effectrices de différentes voies de signalisation pouvant étre activées en réponse a

plusieurs stimuli intracellulaires et/ou molécules signalétiques.

Les facteurs de croissance EGF (epidermal growth factor), IGF (insulin-like growth
factor) et héreguline (HRG) induisent 1’activation de leur récepteur transmembranaire EGFR
(ErbB1), ErbB2/ErbB3 et IGF-1R, respectivement, qui font partie de la superfamille des
récepteurs tyrosines kinases. Ces protéines transmembranaires possedent un domaine
extracellulaire qui sert a la liaison du ligand et un domaine intracellulaire RTK (receptor tyrosine
kinase). Leur activation par les facteurs de croissance entrainera leur transphosphorylation, ce
qui induira toute une cascade de signalisation grace aux tyrosines phosphorylées qui vont servir

de site d’encrage pour des protéines signalétiques.
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Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) ont aussi été impliqués dans la régulation
de I’activité des ERs. Dépendamment des protéines G couplés aux GPCRs, différentes voies de
signalisation seront induites grice a 1’activation et/ou recrutement de protéines telles que
I’adenylate cyclase (AC), Src, PLCy et PI3K (163-165) . Dans notre laboratoire, il a notamment
été démontré que 1’activation du récepteur des chimiokines CXCR4 par la chimiokine SDF-
1/CXCL12, active la MAPK Erk1 qui a son tour phosphoryle et active les ERs (166).

La phosphorylation d’ERa est la plus ancienne des MPTs et la plus étudiée aussi.
Plusieurs sites, que ¢a soit au niveau de résidu serines, thréonines ou des tyrosines se trouvant
dans toutes les régions qui compose ERa ont ét¢ identifiés. La phosphorylation d’ERa peut se
produire en réponse a 1’estrogene et avoir un effet synergique sur I’activation transcriptionnelle

ou bien étre indépendante du ligand.

La phosphorylation des serines 104/106 est importante pour 1’activit¢ d’ERa. La
particularité de cette serine était de n’étre phosphorylée que par ’estrogéne sans impliquer les
facteurs de croissance. GSK3 et Cdk2 (cyclin-dependent kinase 2) sont responsable de la
phosphorylation de ces deux serines (167, 168). Plus récemment, la voie des MAPKs a aussi été
impliqué dans cette modification, ces serines sont phosphorylées par Erk1/2 en réponse a Ras,
a ’estrogéne et au tamoxiféne (169). Les Ser104/106 sont requises pour I’effet agoniste du
tamoxiféne, suggérant que ces sites pourraient contribuer a la résistance au tamoxifene dans le

cancer du sein (169).

Plusieurs voies sont connues pour réguler l'activation ligand-indépendante d’ERa. Parmi
elles, la mieux caractérisée implique l'activation d’ERa par I'EGF. La serine 118 présente au
niveau de I’AF-1 d’ERa a été décrite comme étant une cible de la phosphorylation en réponse

aux facteurs de croissance EGF et IGF via I’action de la voie Ras-MAPK (170). Ceci favorise
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I’interaction d’ERa avec les coactivateurs SRC-1 et CBP/p300 résultant en 1’activation ligand-
indépendante du récepteur, et permet ainsi I’activation de la transcription des génes cibles d’ERa
méme en absence d’estrogene (171). Cette serine 118 est aussi phosphorylée en réponse a
I’estrogene et plusieurs kinases en sont responsables, incluant MAPK (172) , Cdk7 (173) , IkB
kinase (IKKa) (174) , GSK-3 (167) et Erk7 (175). La phosphorylation de la ser-118 a aussi été
observé en réponse a la prolactine (176) et les ROS (Reactive oxygen species). Dans la plupart
des cas la phosphorylation de la serine 118 favorise I’activation d’ERa et est importante dans

la régulation des genes cibles qui sont réprimés en réponse a E2 et au tamoxiféne (177).

L’EGF est aussi responsable de la phosphorylation d’ERa au niveau de la serine 167
(S167) et de la tyrosine 537 (Y537). La phosphorylation de la S167 est dépendante de I’action
de la kinase p90RSK (p90 ribosomal S6 kinase) et module 1’activité du domaine AF-1 d’ERa
(178). AKT et S6K1 ont également été¢ impliqué dans la phosphorylation de la serine 167. 1l a
ainsi été démontré que la phosphorylation de la S167 par AKT active et stabilise ERa (107),
tant dis que la phosphorylation de S167 par S6K 1, une kinase effectrice de la voie mTOR, active
ERa et favorise la prolifération des cellules cancéreuses mammaires ER (+). De plus, les deux
voies EGF/ p90RSK et rapamycin 1/mTOR /S6K1 coopérent pour activer ERa et stimuler la
prolifération des cellules cancéreuses (179). Cette serine 167 a d’ailleurs été impliqué dans la
résistance au tamoxiféne et de son effet agoniste dans le cancer de I’endométre (180). Quant a
la phosphorylation de la tyrosine 537 (Y537), elle régule la liaison de I’estrogéne dans la lignée
cancéreuse mammaire MCF-7 ainsi que la capacité¢ d’ERa a interagir avec des kinases possédant
des domaines Src Homology 2 (SH2) (181, 182). Les résultats obtenus des études in vitro
suggere que des tyrosines kinases Src pourraient étre responsables de cette phosphorylation

(183). De plus, bloquer I’interaction entre ERa et Src aprés stimulation de cellules MCF-7 avec
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E2 en utilisant un peptide comprenant la Tyr 537 phosphorylée, inhibe la transition G1/S du
cycle cellulaire et inhibe aussi la croissance de cellules cancéreuses mammaires dans un modele
animal de xénogreffe (183, 184). Egalement, la mutation de la Tyr 537 en asparagine, conférant
une activation constitutive a ERa, a été observée dans les tumeurs mammaires chez certains

patients (185).

Le seul site phosphorylé sur le DBD est la serine S236, elle est phosphorylée par PKA, ce
qui régule la dimérisation du récepteur (90). Dans la région charniere, la serine 305 est
phosphorylée par deux kinases, p21-activated kinase-1 (Pakl) et PKA. La premiére augmente
I’activit¢ d’ERa tant dis quela deuxieme est impliqué dans la résistance au tamoxiféne (186,

187).
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Figure 10. Représentation schématique des sites de phosphorylation sur ERa.
Adaptée de la référence (188).

Bien que la phosphorylation soit aussi importante dans la régulation de 1’activité

transcriptionnelle d’ERp, trés peu est connu sur son impact. La plupart des résidus phosphorylés

33



sur ERf se trouve plus au niveau de son AF-1 et ont été identifiés en premier chez la souris,
mais puisqu’il existe une forte homologie entre 1’isoforme murin et humain, les effets devraient

étre conserves.

L’EGF et l’oncogéne Ras induisent I’activation ligand-indépendante d’ERP via
I’activation des MAPKs Erk1/2 qui phosphorylent les serines 106 et 124, favorisant ainsi le
recrutement de coactivateurs SRC-1 et CBP sur I’AF-1 d’ERf (142, 143).

Les sérines 106 et 124, sont aussi des cibles de la voie p38. Notre laboratoire a ainsi
démontré que I’activation de la voie p38 par I’hétérodimere ErbB2/ErbB3 réprime 1’activité
d’ERPB dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 en affectant le recrutement des
coactivateurs sur I’AF-1 (189). De la méme fagon, 1’activation de la voie PI3K/Akt par
I’hétérodimere ErbB2/ErbB3 réprime ’activité transcriptionnelle ligand-dépendante d’ERf en
phosphorylant la sérine 255 présente dans la région charniere d’ERp (190). Plus exactement,
I’activation de la voie PI3K/Akt par I’heréguline dirige ERP vers la dégradation par le
protéasome en favorisant la formation d’un complexe entre CBP et I’E3-ubiquitine ligase
Mdm2. Ce complexe interagit ensuite avec ERB au niveau de la serine 255, induisant ainsi
I’ubiquitination et la dégradation du récepteur. En réprimant 1’activit¢ d’ER[, héréguline-$1
réprime I’activation de I’expression des génes cible PR et CCND1 en réponse a E2 dans les
cellules cancéreuses mammaires Hs578T qui exprime stablement ERf, et ce en diminuant le
recrutement d’ERP sur le promoteur de ces genes (191). Notre laboratoire a aussi montré que la
serine 106 avec la serine 94, régule 1’activité, la stabilité et la mobilité intra-nucléaire d’ERp.
La phosphorylation de ces sérines par Erk1/2 favorise le recrutement de I’E3-ligase E6-AP, qui
en ubiquitinant le récepteur, induit sa translocation vers la matrice nucléaire et sa dégradation

par le protéasome (145).
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Finalement, une autre étudiante de notre laboratoire a démontré que la serine 87 (S106
chez la souris) est phosphorylé par Erk1/2 en réponse a la chimiokine SDF-1/CXCL12, le ligand
du récepteur CXCR4. La phosphorylation de cette serine augmente l’activité d’ERP et
I’expression de ces génes cibles dont SDF-1 et ce aussi bien en présence ou en absence

d’estrogene sur des ¢léments EREs ou AP-1 et méme en réponse au tamoxiféne (192).

S6 S94
$106/887

ERB

AKT

ND Recrute CBP, MDM2 Src

GSK3 MAPK/ERK
Recrute E6-AP

ND MAPK/ERK

Recrute SRC-1, CBP
OGIcNAc Recrute E6-AP
0-PO4 Répond a SDF-1

MAPK/ERK
Recrute E6-AP

Figure 11. Représentation schématique des sites de phosphorylation sur ERp.
Adaptée de la référence (188).

3.4.4.2 Autres modifications des ERs
La sumoylation consiste en I’ajout d’une molécule Small Ubiquitin -like Modifier
(SUMO) sur des résidus lysines spécifiques de protéines cibles (193). C’est une modification
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post-traductionnelle trés dynamique qui joue un role crucial dans plusieurs processus cellulaires
incluant la réplication de I’ADN, la stabilité génomique, le transport nucléaire et la régulation
de I’expression des génes (194). ERa et ERP ne posseédent pas de site accepteur consensus pour
SUMO (yKXE, small ubiquitin-related modifier) comme c’est le cas des autres récepteurs
stéroidiens (195). La sumoylation d’ERa augmente son activité transcriptionnelle et I’inhibition
de cette MPT affecte la liaison d’ERa a ’ADN (196). La sumoylation d’ER était jusqu’a tout
récemment inconnue. Notre laboratoire a démontré qu’ER est une nouvelle cible de SUMO-1.
Cette modification se produit en réponse a 1’estrogéne, sur la lysine 4 et est amplifiée par la
phosphorylation d’une serine adjacente par GSK-3f. Contrairement a ERa, la sumoylation a un
effet répressif sur ERf et inhibe son activité transcriptionnelle et la réponse a I’estrogene de ses

genes cibles (197).

L’ubiquitination (connue aussi sous le nom d’ubiquitinylation ou ubiquitylation) est une
modification post-traductionnelle qui consiste en I’attachement covalente d’une protéine,
’ubiquitine (Ubi), sur une ou plusieurs lysines acceptrices présentes sur la protéine cible (198).
Sa fonction principale est de marquer sélectivement les protéines pour les diriger vers la
dégradation par le protéasome (199). ERa est une cible de I’ubiquitination et plusieurs
ubiquitines ligases ont été¢ impliquées dans la régulation de la stabilité d’ERa. L ubiquitination
d’ERa est aussi responsable de sa dissociation du promoteur aprés chaque cycle de transcription
(200). Comme pour ERa, I’activation hormonale maximale d’ERP est aussi dépendante de
I’action du protéasome puisque son inhibition par le MGI32 réprime [’activité

transcriptionnelle E2-dépendante d’ERp (201).
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3.5 Roles biologiques des ERs

3.5.1 Distribution tissulaire

Les études d’immunohistochimie, de Northern blot, d’hybridation in situ et de q-RT-
PCR ont permis d’identifier ERa et ERB dans la plupart des types cellulaires dans le corps :
épithélium, endothélium, stroma, muscle lisse et squelettique, les os et le cartilage, les cellules
hématopoiétiques, les neurones et les cellules gliales. Dans certains organes, les deux isoformes
sont exprimés a des niveaux similaires et dans d’autres cas, 1’'un est prédominant sur I’autre.
Parfois, on les retrouve dans différents types de cellules au sein d’un méme organe. ERa est
majoritairement exprimé dans 1’utérus, la prostate (stroma), les ovaires (théque), les testicules
(cellules de Leydig), les os, le sein, le foie, les reins, les tissus adipeux, le cceur, la vessie, le
thymus et dans certaines régions du cerveau. Quant a ERP, on le retrouve principalement dans
les ovaires (granulosa), les poumons, 1’épididyme, la prostate (épithélium), le colon, la moelle
osseuse, les glandes salivaires, le cerveau, I’endothélium vasculaire, la vessie, la rate,
I’hypothalamus et le thymus (202-204). La grande distribution des récepteurs des estrogénes au
niveau de ces différents organes laisse présager d’importants roles dans de nombreux processus

biologiques.

3.5.2 Etudes de souris « knock-out » : Role des ERs dans I’appareil

reproducteur

Afin d’évaluer le role des ERs dans 1’organisme, des souris déficientes (Knock-Out, KO)
pour ERa (aERKO) ou ERPB (BERKO) ont été générées (205, 206). Ces études ont révélé que

d’une part I’invalidation des ERs n’est pas létale et ne cause pas d’anomalies phénotypiques
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externes. D’autre part, ERa et ER semblent avoir des fonctions biologiques distinctes et non
redondantes. Les souris tERKO males et femelles sont infertiles (207). Chez les femelles, on
peut noter en plus, une absence d’ovulation, une hypoplasie de I'utérus et des tissus mammaires
peu développés, ce qui démontre le role fondamental d’ERa dans la reproduction et le
développement des caracteres sexuels (208, 209). Les souris BERKO sont caractérisées par une
fonction ovarienne diminuée induisant une fertilité réduite chez la femelle, mais normale chez
le male, le développement et la lactation des glandes mammaires sont aussi normaux, de méme
que l'utérus, ce qui indique qu’ERP n’est pas requis pour le développement des caracteres
sexuels, mais plutot pour une ovulation optimale (210, 211). Des souris doubles déficientes pour
ERa et ERB (aERKO) furent également générées, elles sont viables, mais infertiles chez les
deux sexes comme les souris aERKO. Elles présentent un développement des caractéres
reproducteurs normal chez le male, mais déficient chez la femelle comme les souris tERKO, et
un phénotype ovarien qui ne ressemble ni au phénotype observé chez les souris tERKO ni chez
les souris BERKO, a savoir une transdifférenciation ovarienne vers des structures ressemblant
aux tubules séminiféres des testicules, ce qui suggere une redifférenciation (212). Les males
quant & eux présentent une diminution du nombre de spermatozoides et de leur mobilité ainsi

qu’une perte des comportements sexuels (212, 213).

3.6 Les ERs et le cancer

A P’inverse de leurs roles importants dans le développement et la différenciation des tissus
reproducteurs, en plus des roles protecteurs contre 1’ostéoporose ou les maladies

neurodégénératives et cardio-vasculaires, les ERs sont impliqués dans I’initiation et le
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développement de certains cancers, tels que le cancer du sein, de I’endométre, de 1’ovaire ou

encore de la prostate (12, 214).

3.6.1 Roles d’ERa

ERa est un marqueur pronostique dans le cancer du sein, les résultats obtenus a partir de
lignées cellulaires ou de modeles animaux ont révélé qu’ERa est impliqué dans le
développement des cancers du sein ER (+). ERa peut exercer son effet tumoral principalement
en régulant I’expression de génes cibles. Certains d’entre eux, sont d’importants régulateurs du
cycle cellulaire comme les kinases cycline-dépendantes et cycline D1 (215-217), stimulent la
prolifération tels que c-Myc (218) et XBP1 (X-Box Binding Protein 1) (219), la survie
cellulaire : Bcl-2 (B-cell lumphoma 2) (220) , la formation de métastases : SDF-1 (192),
I’invasion : LRH1 (Liver receptor homolog 1) (221) et I’angiogenése : VEGF (222). Le résultat
¢tant une augmentation de la prolifération des cellules cancéreuses mammaires et une croissance
cellulaire accrue, augmentation des divisions cellulaires, de la synthése de I’ADN et donc un
risque élevé d’erreurs et de mutations lors de la réplication (223) (Figure 10). En absence de
ligand, la stimulation des cellules avec I’EGF ou bien la surexpression de I’EGFR membre de
la famille ERBB2 augmente I'activité transcriptionnelle d’ERa via la phosphorylation par les
MAPK et PI3K et induit ainsi la prolifération des cellules cancéreuses mammaires (224, 225).
Un autre mécanisme serait dii aux métabolites de I’estrogéne qui auraient un effet génotoxique
direct en induisant des dommages a I’ADN, des mutations et transformations cellulaires (12, 13,

226).
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Figure 12.  Processus cellulaires impliqués dans la tumorigenése. Adaptée de la
référence (227).

3.6.2 Role ’ERp

ERp a été identifi¢ 10 ans apres ERa, son implication dans le cancer du sein est donc moins
bien établie. Les différences phénotypiques entre les modeles de souris BERKO qui ont été
développés dans divers laboratoires ont donné lieu a une controverse sur le role exact d’ER
dans la biologie du cancer du sein. En effet, une étude a rapporté que les tissus les plus affectés
sont I’ovaire, I’utérus et les reins alors que les effets sur la glande mammaire sont trés minimes
(210). Un autre groupe de chercheurs a montré que les souris déficientes pour ER} exhibent une

diminution de la différenciation, une augmentation de la prolifération au niveau des alvéoles en
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lactation et un développement de kystes dans les seins (228-231), phénotypes n’ayant pas été
observés chez les souris développés par d’autres groupes de recherche (232, 233). Cependant,
la plupart des études in vitro pencheraient plutdt pour un réle de suppresseur de tumeurs. Ainsi,
le tissu mammaire normal exprime un niveau plus élevé d’ERP que d’ERa, et a mesure que le
tissu devient tumorigénique, les niveaux de ’ARNm d’ERa augmentent et ceux d’ERf
diminuent, suggérant que la perte d’expression d’ER[ pourrait contribuer au développement du
cancer du sein (234, 235). De ce fait, 1'équilibre entre ERa et ER influencerait grandement le
développement des tumeurs. ERP agirait en fait comme un répresseur de 1 activité
transcriptionnelle d’ERa dans le cancer du sein (214, 236-238). En accord avec un effet
antiprolifératif, 1’activation d’ERp favorise 1’apoptose, supprime la transformation maligne, et
inhibe la croissance des cellules tumorales mammaires (191). La surexpression d’ER[} dans les
cellules cancéreuses mammaires ERa (+), diminue la prolifération cellulaire en réponse a E2 et
prévient aussi I’apparition et le développement du cancer du sein dans un modéle murin de
xénogreffe (239). Des groupes ont démontré que ER inhibe la croissance cellulaire en induisant
I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 et en inhibant I’expression de cycline A, D1, et E, c-Myc
et en augmentant I’expression de p53 et p21 (238, 240). Notre laboratoire a démontré que le
traitement des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 avec le facteur de croissance héréguline-
B1 induit une diminution de I’expression d’ERp et favorise la prolifération des cellules MCF-7
en réponse a héréguline-B1, ce qui suggere encore une fois que le ratio ERo/ERp affecte la

prolifération des cellules cancéreuses mammaires (191).
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3.7 Approches thérapeutiques pour antagoniser les ERs

Le traitement des cancers du sein repose principalement sur I’ablation des tumeurs. De
plus, suivant les cas, des traitements adjuvants sont administrés pour réduire la taille des
tumeurs, préalablement a la chirurgie, ou bien apres cette dernicre, afin de réduire le risque de
récidive. Les traitements adjuvants actuels comprennent la chimiothérapie, la radiothérapie et
I’hormonothérapie. Dans chaque cas, les bénéfices sont mis en balance avec le risque de
complications car ces thérapies ont des effets secondaires forts a court et a long terme. Aprés
que le role des estrogénes dans la genése et la prolifération tumorale dans le cancer du sein
notamment fut bien établi, I’idée d’utiliser des anti-estrogenes s’est imposée d’elle-méme. Ceci
peut se faire en bloquant I’interaction de 1’estrogéne avec son récepteur par des agonistes
partiels, ou bien c’est le récepteur lui-méme qui est ciblé par des antagonistes purs, ou encore
en bloquant carrément la production d’estrogénes par ovariectomie ou par I’inhibition de la

conversion du précurseur de I’estrogene pas des inhibiteurs d’aromatases.

3.7.1 L’hormonothérapie

2/3 des tumeurs mammaires expriment le récepteur des estrogénes ERa. La croissance et
la prolifération de ces tumeurs ERa (+) dépendent alors des estrogénes. Les traitements
hormonaux ont pour but de bloquer cette prolifération cellulaire estrogene-dépendante en : (i)
diminuant le taux d’estrogeéne circulant (par ovariectomie ou avec des anti-aromatases) ou en
(i1) inhibant I’activité d’ERa (avec les anti-estrogeénes, figure 11). L”hormonothérapie occupe la

premicre place dans les traitements adjuvants de la chirurgie, mais aussi dans le traitement
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palliatif du cancer du sein métastatique. Elle est également utilisée dans la prévention du cancer

du sein chez les femmes a haut risque.

3.7.1.1 Anti-estrogénes partiels

Plus connus sous le nom de SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators), car
pouvant a la fois agir en antagonistes des ERs au niveau des tumeurs mammaires tout en mimant
le role des estrogénes dans d’autres tissus ou les ERs ont des roles bénéfiques. Le premier a
avoir ét¢ développé est le tamoxiféne (ICI146 474 ; Nolvadex), c’est I’agent chimiothérapeutique
le plus couramment utilisé dans le traitement du cancer du sein. En tant que traitement adjuvant,
le tamoxiféne améliore la survie globale, et contribue significativement a la réduction de la
mortalité due au cancer du sein. Administré sous forme de citrate de tamoxiféne, il est converti
dans le foie principalement en 4 -hydroxy-tamoxiféne (OHT) qui a une forte affinité pour ERa.
Etant un agoniste partiel de I’estrogéne, il présente des effets bénéfiques dans le maintien de la
densité osseuse, mais augmente le risque des accidents cardio-vasculaires, en plus de stimuler
la croissance tumorale au niveau de I'utérus (241). Ceci a mener au développement d’une
nouvelle génération d’anti-estrogenes, le raloxiféne qui est un benzothiophéne non stéroide avec
une structure tridimensionnelle similaire a celle du tamoxiféne (242, 243). Initialement
développé pour traiter I’ostéoporose (244, 245) et ayant un rdle protecteur contre la maladie
d’ Alzheimer (246), il posséde les mémes effets protecteurs que le tamoxiféne au niveau des os,
mais contrairement a ce dernier, il agit également comme antagoniste au niveau de 1’utérus
(247). Le tamoxiféne et le raloxiféne compétitionnent avec 1’estrogene pour la liaison au LBD
au niveau des ERs, et bloquent de ce fait la liaison de I’estrogene (71). Les ERs sont toujours
capables de se dimériser, cependant la présence de ’OHT va affecter le positionnement de

I’hélice 12, de maniére a favoriser le recrutement des corépresseurs transcriptionnels a la place
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de coactivateurs, empéchant ainsi 1’activation du domaine AF-2 (248-250). Le niveau
d’expression des coactivateurs et des corépresseurs dans la cellule aura donc un impact
important sur la sensibilité des ERs a I’action antagoniste des SERMs (251, 252). Par exemple,
le tamoxifene agit comme agoniste dans les cellules de I’endomeétre ou SRC1 est fortement
exprimé alors qu’il a un effet antagoniste dans les lignées mammaires qui expriment peu de
SRCI (150, 253). De plus, tant dis que le tamoxiféne peut agir comme agoniste ou antagoniste
pour ERa sur un ERE, il agira exclusivement comme antagoniste pour ERp, en raison de leur
AF-1 différent (254). Alors que sur des genes cibles régulés via des sites Sp-1 et AP-1, ou
I’estrogeéne est un agoniste pour ERa et un antagoniste pour ERp, le tamoxiféne aura le méme
effet agoniste sur les deux récepteurs (96, 255, 256). Le raloxiféne est actuellement testé en essai
clinique, mais ne semble pas démontrer des effets supérieurs au tamoxiféne ni permettre le

traitement des tumeurs qui y sont résistantes.

En effet, malgré 1’effet bénéfique évident du tamoxifene, son utilisation est limitée par la
survenue du phénomeéne de résistance acquise avec le temps (257, 258). Par exemple, les cellules
cancéreuses mammaires ER (+) MCF-7 maintenues sous un traitement prolongé au tamoxifene
puis implantées dans des souris athymiques, proliférent de maniére tamoxiféne-dépendante
(259, 260). Diftérentes hypothéses ont été proposées pour expliquer ce phénomene et la réponse
se trouve en partie dans: (i) le récepteur lui-méme, a savoir qu’il peut subir une perte
d’expression. Etant donné que les effets du tamoxiféne sont principalement médiés & travers
ERa, le degré d’expression de ce dernier est un prédicteur de la réponse au tamoxifene. Cette
perte d’expression d’ERa a été observée chez 17 % des patientes ayant des tumeurs ER (+) au
début du traitement et qui sont devenues ER (-) avec le développement de la résistance (261).

(i1) Des mutations entrainant une perte de fonction/hypersensibilit¢ d’ERa sans pour autant
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affecter son expression. Une mutation substituant I’aspartate en tyrosine a la position 351 altére
I’effet antagoniste du tamoxiféne et le change en agoniste. De telles mutations pourraient se
produire dans les tumeurs et €tre responsables en partie de cette résistance au tamoxifene (262).
La mutation de la lysine 303 en asparagine a d’ailleurs été observée dans des lésions
prémalignes, et augmente la sensibilité d’ERa a 1’estrogene et le recrutement de coactivateurs

méme en présence d’une faible concentration d’estrogeéne (263).

Cependant, comme la plupart des tumeurs expriment un ERa fonctionnel, les pertes
d’expression ne sont observées que chez 15-20 % des cancers du sein et moins de 1 % des
tumeurs ER (+) ont des mutations d’ERa, ce qui n’est pas suffisant pour expliquer cette
résistance. Le probléme serait plutdt en grande partie di au : (iii) mécanisme d’action complexe
des ERs. En effet, d’'une part ERa peut étre activé indépendamment de 1’estrogeéne via la
phosphorylation induite par la signalisation des facteurs de croissance via la voie des MAPKs,
la voie PI3-K/AKT. D’autre part, une altération de 1’expression des cofacteurs pourrait aussi
étre impliquée. Sachant que l’effet antagoniste du tamoxiféne nécessite le recrutement de
corépresseurs sur les ERs, un déséquilibre entre l’expression des coactivateurs et des
corépresseurs pourrait affecter 1’effet antagoniste du tamoxiféne (264, 265). Une augmentation
de I’expression des coactivateurs SRC-1 et SRC-3 a été retrouvée dans le cancer du sein et de
I’ovaire (266-268). Inversement, une diminution des corépresseurs NCoR et SMRT est observée

dans le cancer du sein et correle avec la résistance au tamoxiféne (56, 75).

L’estrogene peut aussi initier la tumorigenése indépendamment d’ERa via les métabolites
génotoxiques de 1’estrogene, de ce fait, bloquer le récepteur avec un antagoniste ne servirait a
rien. Issus du métabolisme oxydatif de 1’estrogene par les cytochromes p450, ces métabolites,

en particulier les catéchols et leurs dérivés quinoliques forment des adduits a I’ADN qui a leur
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tour provoquent la dépurination de I’ADN, ce qui cause des mutations. La formation des
quinones peut aussi conduire a la formation de dérivés réactifs de l'oxygene (ROS). La
production excessive de tous ces dérives peut avoir des conséquences déléteres pour les cellules
car ces molécules endommagent ’ADN (12, 13). Pour contrer cette résistance, d’autres
traitements alternatifs ont été¢ développés, soit les anti-estrogénes purs qui dégradent ERa ou

bien bloquer carrément la production de ’estrogeéne par les inhibiteurs des aromatases.

3.7.1.2 Anti-estrogénes totaux

Les anti-estrogenes totaux appelés aussi SERDs pour selective estrogen receptor
downregulator, ont été congus a partir de la structure du 17B-estradiol comme point de départ,
afin de bloquer complétement ERa. L’ICI 164.384 (Imperial Chemical Industrie) est le premier
anti-estrogene total a avoir été développé. Ce composé ne présente aucun effet agoniste et inhibe
les effets agonistes de 1’estradiol aussi bien dans le sein que dans 1’utérus (269). D’autres anti-
estrogeénes totaux ont par la suite été développés dans le but d’augmenter la biodisponibilité et

I’affinité de I’ICI 164.384 : RU39416, RU48668, EM 139, EM800 et ICI 182, 780 (270, 271).

L’ICI 182,780, également connu sous le nom de Fulvestran ou Falsodex, ne fait pas que
se lier aux ERs pour inhiber leur liaison avec E2 comme c’est le cas des anti-estrogeénes partiels,
mais il entraine aussi la dégradation d’ERa, mais pas d’ERB. En effet, I'ICI empéche la
dimérisation du récepteur, sa translocation et bloque son recrutement au niveau des EREs. Le
complexe ERa-ICI est alors instable et inactif, car les domaines AF-1 et AF-2 sont désactivés,
il est rapidement polyubiquitiné induisant sa dégradation par le protéasome (272, 273). Etant
dépourvu d’activité agoniste, son utilisation pourrait étre combinée avec des médicaments

contre I’ostéoporose (274-276). Le blocage d’ERa et la diminution de ses niveaux cellulaires
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par I'ICI, inhibent la signalisation par les estrogénes, en bloquant les voies ERE-dépendante et
indépendante, mais aussi non-génomiques des estrogenes (127). L’ICI inhibe la croissance des
cellules cancéreuses mammaires ERa (+) MCF-7 plus efficacement que le tamoxiféne (277).
De plus, il a démontré des taux de bénéfice clinique de 69 % chez les femmes ménopausées
ayant une tumeur résistante au tamoxiféne et les essais cliniques ont montré qu’il est aussi

efficace que les inhibiteurs des aromatases (278).
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Figure 13. Structure chimique du 17f-estradiol et de quatre anti-estrogenes.
Adaptée de la référence (279).
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3.7.2 Anticorps monoclonaux

Etant donné I’implication des voies de signalisation intracellulaire dans la progression E2-
indépendante des cancers du sein et aussi dans le développement de la résistance aux
traitements, des approches thérapeutiques ont été élaborées pour antagoniser la signalisation de
ces voies. L’herceptin (trastuzumab) et le Perjeta (pertuzumab) sont des anticorps monoclonaux
permettant de bloquer le récepteur Her2 impliqué dans la prolifération estrogéne-indépendante
des cellules cancéreuses mammaires. L’herceptin est disponible sur le marché canadien depuis
1999 et a permis une meilleure prise en charge des patientes atteintes des cancers du sein HER2
(+). Ces cancers représentent 20 % des cancers du sein et étaient associés a un mauvais
pronostic. Administré en thérapie adjuvante pendant un an, ces anticorps permettent
d’augmenter grandement le temps de survie des patientes en plus de diminuer de moitié le risque
de rechute (280). Il existe également un anticorps monoclonal, géfitinib dirigé contre un autre
récepteur a activité tyrosine kinase, le récepteur EGFR.

Des inhibiteurs de la voie des chimiokines SDF-1/CXCR4 tel que les bicyclams
(analogues du SDF-1) ont aussi été développé et semblent prometteurs puisque les études

précliniques in vitro ou in vivo sur les souris démontrent qu’ils ont des effets anti-métastatiques

(281).

3.7.3 Inhibiteurs de ’aromatase

L’incidence du cancer du sein est plus élevée chez les femmes aprés la ménopause alors
que les ovaires ont cessé de fonctionner et de produire 1’estrogéne. De plus, chez ces femmes-
13, les niveaux d’estrogeéne sont 10 a 50 fois plus €élevés dans le tissu mammaire que dans le sang
(12). On sait aussi que les tumeurs expriment un niveau ¢levé d’aromatases leur permettant de

synthétiser I’estrogene localement, le résultat étant un niveau plus élevé d’estrogeéne dans la
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tumeur elle-méme que dans le tissu sain. De plus, ’inhibition des aromatases par siRNA
diminue la prolifération des cellules cancéreuses mammaires (13). Ces observations démontrent
bien que I’estrogeéne peut étre produit de novo dans différents organes par les aromatase,
enzymes responsables de la biosynthése d’estrogeéne a partir des androgenes, et favorise ainsi le
développement de tumeurs (282, 283). Ceci a mené au développement d’inhibiteurs de
I’aromatase tels que 1’anastrozole, le letrozole ou I’exemestane. Ils sont trés efficaces pour
inhiber la synthése des estrogénes d’origine périphérique, par contre, ils ne bloquent pas la
synthése des estrogeénes d’origine ovarienne, et ne peuvent donc étre utilisés que chez les
patientes ménopausées (284). Les essais cliniques ont aussi démontré que ces inhibiteurs
d’aromatases sont plus efficaces que le tamoxiféne chez les femmes ménopausées, car ils
permettent une réduction du risque de rechute, mais n’augmentent pas la survie des patientes
(285, 286). Ils ont également fait preuve de leur supériorité sur le tamoxiféne pour traiter les
cancers du sein métastatiques (287). A I’inverse, 1’ovariectomie permet de supprimer la
production des estrogenes par les ovaires chez les femmes non ménopausées, mais ne permet

pas d’inhiber leur production par les tissus périphériques.

3.7.4 Composés interférant avec la liaison des ERs a ’ADN ou aux

cofacteurs
Au lieu de cibler la liaison de I’estrogéne aux ERs avec les SERMs, une nouvelle approche
consiste a inhiber la liaison d’ERa a I’ADN grace a deux composés récemment identifiés, le
TPBM (theophylline, 8-[(benzyltiol)methyl]) et DIBA (dithiobisbenzamide). Tous les deux
inhibent ’expression des geénes cibles d’ERa et la croissance E2-dépendante des cellules
cancéreuses mammaires (288, 289). DIBA a la particularité d’interagir avec le motif a doigt de

zinc du DBD d’ERa, empéchant de ce fait I’interaction de ce dernier aux EREs et permet de
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restaurer 1’effet antagoniste du tamoxiféne dans des cellules du cancer du sein qui y sont

résistantes (290).

Suite a la liaison du ligand, le recrutement de coactivateurs est une autre étape cruciale
menant a l’activation des genes cibles des ERs. Une autre alternative consiste a inhiber
I’interaction des ERs avec leurs coactivateurs. Des peptides contenant les motifs LXXLL
caractéristiques des coactivateurs ont été¢ développés a cet effet (291, 292) et semblent avoir un
potentiel thérapeutique prometteur. Ils interférent notamment avec la liaison des ERs avec les

coactivateurs SRC-1 ou SRC-3 (293, 294).

4 Les hyaluronidases

4.1 Classification

Les hyaluronidases (Hyals) sont une famille d’enzymes largement distribuées au sein du
régne animal. Elles ont été initialement identifiées dans des extraits de testicules de mammiferes
qui contenaient des facteurs facilitant la diffusion de vaccins antiviraux injectés par voie sous-
cutanée. Le terme hyaluronidases leur a ensuite été attribué par Karl Meyer en 1952 (295) pour
désigner ces facteurs comme étant des enzymes qui dégradent le hyaluronan, appelé aussi acide
hyaluronique (HA). Les analyses biochimiques réalisées sur ces enzymes lui ont permis de les
classifier en trois groupes distincts en fonction de leurs différents mécanismes d’action et des
produits générés. Le premier groupe comprend les hyaluronidases mammiféres (E.C. 3.2.1.35),
ce sont des endo-B-N-acetyl-hexosaminidases qui clivent les liens 1,4 du HA et dans une

moindre mesure les sulfate de chondroitines (CS) pour générer principalement des
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oligosaccharides (tétrasaccharides et hexasaccharides). Les CS ressemblent au HA, la seule
différence entre les deux étant que le N-acetylglucosamine du HA est remplacé par un N-acetyl-
galactosamine dans les CS. Le deuxiéme groupe est représenté par les hyaluronate-3-
glycanohydrolases (E.C. 3.2.1.36), ce sont des endo-B-glucuronidases qui clivent les liens
glucuronate du HA pour générer des tétrasaccharides et des hexasaccharides comme produits
finaux, elles sont retrouvées dans la salive de la sangsue et de 1’ankylostome et autres parasites.
Enfin le troisiéme groupe fait référence aux hyaluronidases de type bactérien, ce sont des endo-

B-N-acetylhexoaminidases qui réduisent le HA et les CS en disaccharides (296, 297).

4.2 Organisation génomique

Le génome humain possede six séquences paralogues de types hyaluronidases, connues
aussi sous le nom de génes hyaluronoglucosaminidases (Figure 12). Ces 6 génes partagent
environ 40 % d’identité entre eux, mais ont une distribution tissulaire unique pour chaque gene.
Les hyaluronidases humaines sont organisées en groupe de trois sur deux chromosomes
distincts, sur le chromosome 3p21.3 sont retrouvés HYAL-1, HYAL-2 et HYAL-3, leur
organisation génomique est similaire avec quelques différences, par exemple HYAL-1 posséde
un intron supplémentaire dans I’exon 1 qui n’est pas présent dans les deux autres
séquences HYAL-2 et HYAL-3 (Figure 13). Sur le chromosome 7q31.3, on retrouve HYAL-4,
PH-20/SPAM1 et HYALPI qui est un pseudogene. Parallelement chez la souris, il y a sept genes
paralogues de type hyaluronidase regroupés sur deux chromosomes. Comme chez I’humain, on
retrouve Hyal-1, Hyal-2 et Hyal-3 sur le chromosome 9F1, tant dis que Hyal-4, Ph20/Spam1 et

HyalP1 sont localisés sur le chromosome 6A2 ou 1’on retrouve le 7¢ géne Hyal-5 qui n’est pas
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présent chez I’humain (Figure 12). La séquence est bien conservée entre les hyaluronidases
orthologues humaines et de souris avec un degré d’homologie plus élevé que celui observé entre

les six génes paralogues des hyaluronidases humaines (298, 299).

Chromosome 3 de I’humai_n HYAL2 HYAL1 HYAL3
Chromosome 9 de la souris
— — —

Chromosome 7 de ’humain

—— HYALP1 HYAL4 —— PH20/SPAM1 —

_ =

Chromosome 6 de la souris

—-— HYAL4 — PH20/SPAM1 — HYALS5 ——

_) @ = @ =

Figure 14. Arrangement chromosomique des différents genes hyaluronidases chez
I’humain et la souris.
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HYAL1 Exon 2 (2496-2585)

107 593 1516 + 2773
ntron 1 Exon 1b [Tnwonz [ [ Exon3 Js679
* Intron 3
Exon 1a
Exon 3 (3668-3757)
HYAL2
60 2178 3144 * 4174
1] | Exon2 | I |__Exon4 4902
Exon1
Exon 3 (5748-5837)
HYAL3
256 3852 4760 *5954
1 6638
Exon 1 Intron 3
HYAL4 Exon3 (23049-24059) Exon 4
Exon 2 (2922-2984) +
518 n 587*
Exon 1
PH-20 Intron 2 (4642-5113) Exon 4

Exon1 Exon3

HYALP1 (pseudogene) Exon 3 (14813-15255)
893 Exon 2 (5199-5288)

Figure 15. Les génes codant les hyaluronidases humaines.

Les exons sont indiqués par les rectangles jaunes et les introns par des rectangles verts.

Adaptée de la référence (299).
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4.3 Structures, distribution et roles physiologiques des

hyaluronidases mammiferes

Les hyaluronidases mammiféres ont toutes un peptide signal (SP) a D'extrémité N-
terminal, suivi d’un domaine catalytique pour hydrolyser le HA, et un domaine a I’extrémité C-
terminal. C’est ce domaine C-terminal qui est variable, il peut contenir soit des séquences EGF-
like pour HYAL-1 et HYAL-2 ou bien un domaine de liaison a la zone pellucide ZPB (Zona
pellucida binding) pour PH20 et Hyal-5. HY AL-2, PH20 posséde en plus un domaine d’ancrage
GPI (Glycosylphosphatidil-inositol) qui permet la liaison de I’enzyme a la surface externe de la

membrane plasmique (Figure 14) (300).

HYALI1 SP

HYAL2 Sp

HYAL3 SP

HYAL4 SP
HYALS SP

PH-20/SPAM | SP ZPB

HYALP1 P

i

Figure 16. Les différents domaines protéiques des hyaluronidases.
Les rectangles rouges représentent les résidus catalytiques (Glul45 et Asp147, chez
Hyal-1 de la souris) et les résidus importants pour la position du substrat (Tyr218,

Tyr263 et Trp339). SP= peptide signal, EGF= similaire a I’epidermal growth factor,
GPI= glycosylphosphatidil-inositol, ZPB= zona pellucida binding.

Les hyaluronidases ont une expression tissulaire spécifique reliée a leur localisation au

niveau chromosomique. Ainsi, HYAL-1, HYAL-2 et HY AL-3 situées sur le méme chromosome
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sont exprimées de fagon ubiquitaire. HY AL-1 et HY AL-2 sont les principales hyaluronidases
somatiques et sont connues tant pour leurs roles physiologiques que pathologiques, par exemple
dans la cicatrisation des blessures, I’inflammation et 1’ostéoarthrite. Tant dis que les 3-4 autres
hyaluronidases sont regroupées sur le méme chromosome et sont principalement retrouvées au

niveau du systéme reproducteur male.

HYAL-1 est la premicre hyaluronidase a avoir été purifiée a partir du plasma humain
(299), elle a ensuite été séquencée, clonée et exprimée en 1997 par Frost et a/ (301). Cette une
glycoprotéine de 57 kDa, composée d’une seule chaine polypeptidique de 49 kDa (435 aa) avec
8 kDa de modification post-traductionnelle, soit la glycosylation. HYAL-1 partage 40 %
d’homologie avec son homologue PH-20 présent au niveau du sperme. L’orthologue de la souris
qui fut également cloné la méme année, possede 73 % de similitude avec I’enzyme humaine
(302, 303). HYAL-1 est active a pH acide et est retrouvée en majorité dans le foie, la rate, le
ceeur, les reins et la peau. Les urines aussi contiennent une forte activité hyaluronidase, 100 fois
plus que la concentration présente dans le plasma (304). En plus de I’isoforme de haut poids
moléculaire, une deuxiéme protéine de 45 kDa a aussi été détectée dans I’urine, ayant la méme
séquence que HYAL-1, mais plus courte avec 100 acides aminés manquants au niveau C-
terminal (302). La structure cristalline de HYAL-1 a révélé deux domaines fonctionnels
distincts, un domaine catalytique principal et un domaine EGF-like du c6té C-terminal,
probablement impliqué dans les interactions protéine-protéine (305). L’implication des
hyaluronidases dans la dégradation de 1’acide hyaluronique fut confirmée par le fait que les
patients souffrant de mucopolysaccharidose IX, une pathologie de stockage lysosomal
présentent des Iésions articulaires et squelettiques caractéris€ées par une accumulation de

glycosaminoglycanes dans les lysosomes. Cette maladie est associée a une déficience de
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I’activité hyaluronidase et une augmentation significative de la concentration du HA sérique
(306). Plus tard, deux mutations identifiées sur le gene HYAL-1 ont révélé que c’est la
déficience en HY AL-1 qui est a I’origine de la mucopolysaccharidose IX chez ces patients (307,
308). Un modéle de mucopolysaccharidose fut généré chez les souris, elles ont un phénotype
similaire a celui observé chez I’humain, mais moins séveére, avec une perte précoce de
protéoglycanes dans le cartilage des articulations et une accumulation du HA dans les lysosomes
typique de 1’ostéoarthrite (309). Dans une récente étude ou je suis co-auteure, nous avons aussi
démontré que HYAL-1 est un important régulateur du développement folliculaire, et que la
déficience en HYAL-1 affecte la fertilit¢ chez les souris femelles en altérant la voie de

signalisation des follistatines/activines/Smad3 (310).

La deuxiéme hyaluronidase est HY AL-2, elle est également active a pH optimum acide et
est aussi tres leaue dans de nombreux tissus, on la retrouve ancrée a la membrane plasmique de
certaines cellules par des liaisons glycosylphosphatidyl-inositol (GPI) (311). L’ADNc
codant HYAL-2 a été isolé et caractérisé a partir de la souris et du Xenopus laevis. Comme
HYAL-1, HYAL-2 clive I’acide hyaluronique, mais ses produits de dégradation sont de haut
poids moléculaire (fragments d’environ 20 kDa), de plus son activité enzymatique est beaucoup
plus faible que celle de HYAL-1 et de PH20. Chez I’humain, elle sert aussi de récepteur pour le
rétrovirus de Jaagsiekte du mouton (312, 313). Il a aussi été¢ démontré que HYAL-1 et HYAL-
2 peuvent agir de concert pour dégrader le HA. Les produits de digestion de HYAL-2 sont

dégradés en oligosaccharides de tres faibles poids moléculaires par ’action de HY AL-1 (314).

Inversement, HY AL-3 ne semble pas avoir d’activité hyaluronidase puisque les souris qui
en sont déficientes ne montrent aucune accumulation de HA (315) et son rdle physiologique n’a

toujours pas été enticrement déterminé. HY AL-3 est exprimée dans de nombreux tissus comme
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les deux premicres hyaluronidases. Elle est notamment présente dans les chondrocytes, les
fibroblastes et dans les testicules sans pour autant qu’un rdle précis lui soit attribué¢ (316).
L’expression de HYAL-3 et HY AL-2 est régulée positivement par les cytokines inflammatoires
comme IL-1 (interleukine-1) et TNF-a (tumor necrosis factor-alpha), tant dis que HYAL-1 ne

I’est pas (317).

Parmi les hyaluronidases mammiferes, la hyaluronidase PH20 est la plus étudiée et la
mieux caractérisée en raison de son role nécessaire pour la fertilisation. C’est la hyaluronidase
du systéeme reproducteur male localisée sur le chromosome 7q31 chez I’humain et 6A2 chez la
souris (318). PH20 est aussi connue sous le nom de SPAM1 (Sperm Adhesion Molecule 1), elle
est retrouvée au niveau des spermatozoides plus exactement a leurs surfaces et aussi dans
I’acrosome liée a la membrane interne acrosomale grace a son ancrage GP1. PH20 facilite de ce
fait la pénétration des spermatozoides dans I’ovocyte en dispersant la couche cumulus qui
entoure 1’ovocyte par hydrolyse du HA, permettant ainsi la fécondation (319, 320). PH20 est
active aussi bien & pH acide qu’a pH neutre, ces activités font intervenir deux domaines

différents dans cette protéine (320-322).

Sur le méme regroupement de chromosome que PH20, on retrouve aussi HYAL-4 et
HYALPI1, qui sont également exprimées dans les testicules. Chez I’humain PH20 est la seule
hyaluronidase fonctionnelle dans cette région chromosomique puisque HYALPI est un
pseudogéne alors que HY AL-4 est une chondroitinase qui dégrade les sulfates de chondroitines.
Par contre, chez la souris Hyalpl code pour une protéine et le 7° gene, Hyal-5 pour une autre
protéine, les deux étant exprimées dans le sperme et ont un role similaire a celui de PH20 dans

la fécondation (323).
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Dans les fibroblastes de la peau chez I’humain, une nouvelle protéine a récemment été
identifiée, KIAA1199, elle se lie au HA et induit sa dégradation indépendamment de HY AL-1
et HYAL-2. Le knock-down de KIAA1199 altere la dégradation du HA dans ces fibroblastes

(324).

4.4 Les hyaluronidases et le cancer

L’implication des hyaluronidases dans le cancer a été beaucoup étudiée, mais reste
néanmoins controversée. Les premieres études leur ont d’abord attribué un réle de suppresseur
de tumeurs en raison de leur localisation sur le chromosome 3p21.3 connu pour étre une région
de génes suppresseurs de tumeurs. En effet, cette région du chromosome 3 est sujette a des
délétions fréquentes aussi bien dans les carcinomes du poumon, du rein, du cou et du sein (302,
325, 326). Dans le cancer épithélial de I'ovaire, des déséquilibres alléliques ont aussi été
observés au niveau des trois geénes hyaluronidases (327), en plus d’une diminution de
I’expression de I’ARNm et I’activité de HY AL-1 dans le cancer épithélial de 1’ovaire (CEO) de
type séreux comparativement aux ovaires normaux (328). En accord avec ces observations,
I’accumulation extracellulaire du HA est souvent retrouvée dans le stroma tumoral et de dans la
matrice péricellulaire de ’ovaire et est associée a un mauvais pronostique (329, 330), ce qui
confirme 1’hypothése d’un réle de géne suppresseur de tumeurs. D’autres études sont par contre
en faveur d’un réle de promoteur de tumeurs. Des niveaux élevés de HY AL-1 ont notamment
¢té observés dans divers cancers, tels que celui du cou, de la téte, du sein et dans les
glioblastomes, ou HYAL-1 favorise la progression tumorale et correle avec le caractére malin

de ces cancers (331-333). Cette expression ¢levée de HYAL-1 est considérée comme un
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marqueur pronostique potentiel pour prédire la progression tumorale et les métastases dans le

cancer de la vessie (334-337), de la prostate (338), du cou et de la téte (331).

En outre, dans le cancer de la prostate, de la vessie et du sein, il a été démontré que HY AL-
1 stimule la progression du cycle cellulaire via la transition G2/M par la surexpression de
régulateurs positifs tels que cdc25c, cycline B1 (334, 339, 340). De ce fait, I’inhibition de
I’expression de HYAL-1 par RNA interférence induit une diminution de la prolifération et de
I’invasion tumorales en induisant I’arrét du cycle cellulaire dans les lignées cellulaires de ces
mémes types cancéreux (341), tant dis quela surexpression de HY AL-1 dans le cancer du sein
a entrainé une augmentation de la croissance, la prolifération, I’invasion tumorale et de

I’angiogenese (332, 342).

4.5 L’acide hyaluronique

Le substrat des hyaluronidases est 1’acide hyaluronique (HA) ou hyaluronan. C’est un
polysaccharide de haut poids moléculaire appartenant a la famille des glycosaminoglycanes
(GAQG). 11 est formé par la répétition d’unités dissacharidiques d’acide glucoronique et de N-
acétylglycosamine [-D-acide glucuronique-f1, 3-Nacetyl-D-glucosamine-B1, 4-] n (Figure 15)

(343). Le HA est synthétisé par des enzymes appelées HA synthases (HAS ; EC 2.4.1.) (344).
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Figure 17. Représentation de la structure du HA. Adaptée de la référence (345).

Le HA est un composant majeur de la matrice extracellulaire (MEC), il est présent dans
la plupart des tissus chez les vertébrés. Malgré sa structure relativement simple, le HA est un
glycosaminoglycane extraordinairement polyvalent qui recoit actuellement I’attention d’un
grand nombre de domaines de recherche. En effet, différents réles physiologiques lui sont
associés, notamment dans le maintien I’intégrité structurale des tissus et des cellules grace a ses
propriétés hydrodynamiques. En particulier, grace a sa viscosité et a sa capacité a retenir I’eau,
il assure la lubrification, I’hydratation, I’homéostasie et le remodelage des tissus, il sert aussi de
filtre permettant le passage des petites molécules (346, 347). Le hyaluronan intervient aussi lors
de la cicatrisation des blessures et plus récemment, il est devenu populaire dans le domaine
cosmétique pour le comblement des rides (348-350). Cependant, le HA a aussi été impliqué
dans le cancer et son role a été largement étudié (331, 351). Indirectement, grace a ses
caractéristiques hydrodynamiques uniques, le HA confére une certaine malléabilité et porosité
ala MEC la rendant de ce fait permissive a la migration et a I’invasion tumorale. En plus d’avoir
un effet direct, en effet, il a ét¢ démontré que le HA, via sa liaison avec les récepteurs de surface :
le CD44 ou RHAMM (Receptor for Hyaluronan-Mediated Motility), est un point d’ancrage pour

les cellules tumorales favorisant I’invasion tumorale et les métastases (352). Dans le cancer de
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I’ovaire notamment, 1’adhésion des cellules tumorales a la couche de HA pericellulaire des
cellules mésothéliales est une étape déterminante dans la propagation des carcinomes ovariens
(353). En outre, la liaison du HA au domaine extracellulaire du CD44 promeut 1’association de
son domaine intracellulaire avec des protéines du cytosquelette, les ankirines et les rhoGTPases
entrainant a leurs tours 1’activation de cascades de signalisation impliquées dans la survie, la

migration et I’invasion (354, 355).

Bien que ces études aient impliqué le hyaluronan dans la tumorigenése, de nombreux
rapports ont démontré que le métabolisme/dégradation du HA est également essentiel a la
progression tumorale. En accord avec ces observations, des concentrations élevées du HA sont
retrouvées comme c’est le cas pour HYAL-1 dans différents cancers, de la vessie, du sein, la
prostate, le glioblastome, les cancers de la téte et du cou et le colon, et semblent influencer la
progression tumorale et les métastases (331, 356-359). Ce sont en fait les petits fragments de
HA de faible poids moléculaire générés suite a sa dégradation par la hyaluronidase HY AL-1 qui
seraient impliqués dans D’invasion tumorale en stimulant [’angiogenése (360, 361).
D’environs 10 a 15 disaccharides, ces petits fragments de HA favorisent la prolifération et la
migration des cellules endothéliales ainsi que la formation de capillaires, en induisant
I’expression de facteurs angiogéniques tels que FGF-2 (Fibroblast Growth Factor) et le VEGF
(vascular endothelial growth factor) (362). Ces mémes fragments de HA sont retrouvés dans les
urines de patients atteints de cancer de la vessie ou ils servent de marqueurs permettant la
détection des tumeurs de la vessie de haut grade (335, 337, 363), des cancers de la prostate (356)
et dans la salive de patients atteints des cancers de la téte et du cou (331). Il a ainsi été proposé
que ce sont les petits fragments de HA qui lient les récepteurs de surface CD44 et RHAMM,

pour ensuite activer la voie de signalisation PI3K/AKT, puisque I’inhibition de la génération de
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ces petits fragments, suffit a inhiber tous les processus induits par 1’activation de PI3K/AKT
(Figure 16) (364). L’activation d’AKT induit la croissance et la survie cellulaire, la motilité et
I’invasion, favorise la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et 1’activation de NFkB
ainsi que 1’expression de VEGF. L’activation d’AKT induit également 1’expression RHAMM

et CD44 créant ainsi une boucle de régulation positive (364).

HA pericellulaire
_—
sHA-F
AGF
CcD44 RHAMM
Boucle de l
Expression ‘WX AKT
de CD44 et 9 *+) * \X\A
RHAMM Activation
EMT d’"TKB
% VEGF
Mobilité Croissance Angiogenése
etinvasion et survie
cellulaire cellulaire

Figure 18. Mécanisme d’action de HYAL-1/HA dans la tumorigenése.

SHA-F : fragment d’acide hyaluronique sulfaté. AGF : fragments angiogéniques.
Adaptée de la référence (364).
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S5 Le facteur de transcription TAL1

5.1 Découverte du gene Scl/Tall

Le géne Tall a été initialement identifié chez un jeune patient atteint d’une leucémie
lymphoblastique aigu€ des cellules T (T-ALL). Lorsque les cellules tumorales du patient ont été
mises en culture, elles se sont différenciées en lignées myéloides et lymphoides indiquant que
le geéne réarrangé était impliqué dans la détermination des cellules souches hématopoiétiques.
Les cellules lymphoblastiques tumorales du patient présentaient une translocation entre les
chromosomes 1p32-33 et 14q11 au niveau du locus o du récepteur T (TCR). La région affectée
par la translocation a été clonée sur le locus non réarrangé et un nouveau geéne, Sc/ pour Stem
Cell Leukemia, a été identifié (365, 366). D’autres noms lui ont été attribués par la suite, tels
que Tall (T-cell acute lymphoblastic leukemia-1) (367) ou bien 7CL-5 (T-cell leukemia-5)
(368). En raison de ce réarrangement de la région p32-33 du chromosome 1 qui contient le
gene Tall, ce dernier devient surexprimé de fagon aberrante dans les T-ALL alors qu’il est
normalement inactif durant la lymphopoiese T normale (369). Différents mécanismes sont a
I’origine de I’activation du géne Tall dans les leucémies, le plus connu est la translocation t (1 ;
14), retrouvée chez un quart des patients et qui se produit lors de I’activation des enzymes
recombinases impliquées dans les réarrangements du TCR (366). En effet, les séquences d’ADN
spécifiques reconnues par les recombinases ressemblent a celles de 7all, ce qui les rend donc
potentiellement reconnaissables par les recombinases qui vont induire une cassure au niveau du
locus Scl/Tall et la translocation t (1 ; 14) (370). D’autres translocations se produisant sur les
chromosomes 3, 5 et 7 ont aussi été décrites (371). Un autre mécanisme par lequel 7al/l est

activé dans les T-ALL est une délétion d’un fragment d’ADN de 90 kb situé entre le geéne si/
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(sc! interrupting locus) et le géne 7Tall, ce dernier devient alors sous le controle des séquences
régulatrices du gene si/, ce mécanisme est retrouvé chez un quart des patients (372). Par contre
dans d’autres cas de T-ALL, on ne retrouve ni de translocations ni la délétion sil/Tall, ce qui

suggere que d’autres mécanismes seraient impliqués dans 1’activation de Tal/l (373).

5.2 Expression de TAL1

L’expression de ’ARNm de TAL1 a été mise en évidence grice a des analyses de
Northern blot, g-PCR et hybridation in situ dans différentes lignées cellulaires et tissus. TAL1
a d’abord été détecté au niveau du foie feetal, de la moelle osseuse, des lignées cellulaires
my¢loides ainsi que dans les lignées cellulaires T leucémiques. Chez I’homme et la souris adulte,
son expression se restreint aux progéniteurs hématopoiétiques immatures et aux lignées
érythrocytaires, mégacaryocytaires et mastocytaires (369, 374-376). Plus tard, des expériences
d’immunocytochimie ont permis de caractériser I’expression de TAL1 en utilisant des anticorps
monoclonaux dirigés contre la protéine TALI, mettant en évidence le taux d’expression et la
sublocalisation cellulaire de TAL1 (377). L’expression de TAL1 ne se limite cependant pas
qu’aux tissus hématopoiétiques, et a aussi été¢ détectée dans d’autres tissus. En premier, dans le
systéme nerveux, notamment au niveau du cerveau murin, dans les neurones post-mitotiques du
métencéphale (374, 378). Chez I’humain, TAL1 est présent au niveau du mésencéphale et du
rhombencéphale, et ce aussi bien dans le systéme nerveux central d’un adulte que dans celui
d’un embryon en développement (379). TAL1 est aussi exprimé dans le systéme musculaire et
squelettique, notamment dans les mélanocytes, les cellules du cartilage, les cellules osseuses et

dans le muscle lisse utérin (380), et enfin dans les cellules endothéliales au niveau des vaisseaux
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sanguins de la rate (381). Cette présence de TALI dans d’autres tissus porte a croire qu’il
pourrait avoir d’autres fonctions dans 1’organisme. Il est intéressant aussi de souligner que le
patron d’expression de TALT a été fortement conservé au cours de 1’évolution, puisqu’il est trés
semblable des poissons téléostéens aux mammiferes. De plus, la structure du géne est aussi tres
homologue a travers ces mémes especes, les fonctions physiologiques de TAL1 pourraient aussi

avoir été conservées au cours de 1I’évolution (382, 383).

5.3 Structure de TAL1

Le géne Tall est composé de huit exons distribués sur une séquence génomique de 16Kb
(384). Il permet la production d’un facteur de transcription TAL1 appartenant a la famille des
protéines a domaine « basique hélice boucle hélice » (bHLH) de classe IT (367, 385). Le
domaine HLH est composé de deux hélices (a) amphipathiques séparées par une boucle, il
permet 1’hétérodimerisation de TAL1 avec d’autres protéines bHLH de la classe I dont
I’expression est ubiquitaire, appelées les protéines E, cette classe comprend : les protéines E2A
(E12, E47), E2-2 et HEB (386). Ce domaine permet aussi [’association de TAL1 avec d’autres
facteurs de transcription hématopoiétiques tels que GATA-1/3, LMO2 (LIM domain only 2) et
LDBI1 (LIM domain binding protein 1) (387, 388). Le domaine basic (b) permet la liaison de la
protéine a I’ADN de fagon séquence-spécifique au niveau d’une boite-E (E-box) de séquence
consensus AACAGATGGT définie in vitro. La moitié de la séquence AACAG sert a la
récognition par les protéines bHLH de classe I et I’autre moiti¢ ATGGT par TAL1 (389, 390).
La protéine TAL1 contient également un domaine riche en proline en N-terminal, qui représente

un domaine de transactivation transcriptionnelle, et un domaine riche en glycine en C-terminal
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et dont I'impact sur la structure de TAL1 n’a pas encore été élucidé (370, 391). La
protéine TAL1 est une phosphoprotéine, TAL1 peut ainsi étre phosphorylé¢ par la MAP
kinase Erk1 sur un résidu sérine en position S122, cette modification augmente ’activité du
domaine de transactivation riche en proline (392-394). TAL1 est également phosphorylé sur son
résidu sérine S172 par PKA, cette modification n’a pas d’effet sur I’hétérodimérisation avec les
protéines E, mais peut affecter la liaison de TAL1 a I’ADN au niveau de la boite E et ce
dépendamment du gene cible (394, 395). Par exemple, la phosphorylation de TAL1 sur la
serine S172 n’altére pas sa capacité a se lier au promoteur du gene P4.2 (396). Enfin, la
phosphorylation de TALI1 sur un résidu thréonine 90, Thr90 par AKT, a pour effet d’inhiber

I’effet répresseur de TAL1 observé sur le promoteur du geéne P4.2 (397).

Le géne Tall code en fait pour deux phosphoprotéines (377) (Figure 17). La premiere est
un isoforme pleine longueur de 37- 42 kD (1-331 aa) appelé aussi pp42, la deuxieéme est une
forme tronquée de 22 kD appelée pp22 (176-331 aa) (398). Les deux protéines possédent le
domaine bHLH, mais différent au niveau du domaine N-terminal. La traduction de I’isoforme
long ou court dépend de I’épissage alternatif du gene 7all, qui est controlé par un cadre de

lecture ouvert situé¢ en amont du geéne (399).

Deux genes de structures similaires a 7all ont été identifiés, soit : Lyl-Iet Tal2. Ils codent
pour des facteurs de transcription dont le domaine bHLH est semblable a celui de TALI. Les
genes Lyl-1, Tal2 ont aussi été identifi¢ suite a des translocations chromosomiques dans les T-

ALL (400, 401).
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Figure 19. Schéma représentant les deux isoformes de la protéine TALI.

5.4 Role physiologique de TAL1 durant ’hématopoiése

L hématopoiese s’effectue en deux étapes successives appelées hématopoiese primitive et
définitive. C’est le processus par lequel sont générés tous les types de cellules sanguines via la
différenciation de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes et des progéniteurs oligo-
potents (402, 403). Plusieurs études de genes cibles chez la souris ou dans des cellules en culture
ont permis I’identification de plusieurs régulateurs de 1’hématopoiese, dont TAL1 (404).
L’inactivation du gene TAL1 dans des modéles murins a mis en évidence son rdle crucial dans
I’hématopoiése normale. En effet, les embryons des souris Ta/l”- meurent in utero au jour 9,5
de gestation et sont caractérisés par une profonde paleur, une absence totale d’érythropoiese
embryonnaire ainsi qu’un retard de croissance. De plus, les cellules provenant du sac vitellin
mise en culture ne se développent pas en cellules hématopoiétiques, montrant le role de TALI
dans I’hématopoicse primitive (405, 406). Tant dis que les cellules souches embryonnaires 7all
~ ne participent au développement d’aucun lignage hématopoiétique dans des souris

chimériques, mettant ainsi en évidence le réle important de TAL1 dans I’hématopoicse

définitive (407, 408). Ces études ne montrent pas par contre si TAL1 est aussi important lors de
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I’hématopoiese adulte ou il est normalement exprimé dans les cellules souches
hématopoiétiques et les progéniteurs immatures puis uniquement dans les lignées
érythrocytaires, mégacaryocytaires et mastocytaires. Pour savoir si TAL1 est aussi requis durant
I’hématopoiese adulte, des modeles murins de mutants conditionnels ont été produits. Dans ces
modeles, des séquences exoniques 7all ont été¢ encadrées par des séquences lox-P permettant
leurs délétions par la recombinase Cre. L’utilisation de la recombinase Cre inductible permet la
délétion des séquences Tall et donc la perte de fonction de la protéine TAL1 a un temps défini.
Les résultats obtenus a partir de ces modeles ont montré que chez 1’adulte, 1’absence de TAL1
n’affecte pas 1’autorenouvelement et la différenciation des cellules souches hématopoiétiques
en lignées my¢loides et lymphoides par contre les lignées érythrocytaires, mégacaryocytaires et
mastocytaires sont absentes. Autrement dit, durant 1’hématopoiese adulte, TAL1 n’est pas
nécessaire aux cellules souches hématopoiétiques, mais il est plutét requis pour le
développement des lignées érythrocytaires, mégacaryocytaires et mastocytaires (409, 410). En
plus du role dans I’hématopoicse, il a été démontré que TAL1 était aussi important dans les
cellules endothéliales. Une étude a révélé que la mortalité précoce des embryons Tall”" était
non seulement due a une hématopoiese défectueuse, mais également a une angiogenese altérée
avec une incapacité des cellules endothéliales Tall”~ A participer a la formation de larges

vaisseaux sanguins (411).

5.5 Mécanisme d’action de TAL1 dans les leucémies T-ALL

Le mode d’action exact de TAL1 a longtemps ¢ét¢ inconnu. Les premicres études ont

suggéré que TAL1 exercerait son effet par ’activation de nouveaux génes dans les leucémies
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(412, 413), mais comme ’hétérodimere TAL1/E47 a un faible pouvoir activateur comparé a
I’homodimére E47, TAL1 aurait plutét un effet répresseur (414, 415). Trois modeles ont été
proposés pour expliquer son action au niveau des T-ALL. Le premier est I’inhibition de ’activité
transcriptionnelle de facteurs nécessaires a la maturation des thymocytes. En effet, dans les
thymocytes normaux, I’homodimere E47 ou bien I’hétérodimere E47/HEB se lie aux boites E,
recrute les coactivateurs tels que P300 et P/CAF (p300/CBP-associated factor) et active ainsi
I’expression des genes cibles CD4 et le pré-TCRa qui sont important pour la maturation des
cellules doubles négatives (CD4~ CD8 7) en cellules doubles positives (CD4" CD8"). Une
expression aberrante de TAL1 dans les thymocytes immatures lors des T-ALL meéne a la
formation d’hétérodimeres E2A/TAL1 et HEB/TAL1 qui vont lier les boites E au niveau du
CD44 et du pré-TCRa. Ainsi en interférant avec la fonction des protéines E47 et HEB, TALI
réprime I’expression de leurs geénes cibles en recrutant les corépresseurs mSin3a et HDAC ce
qui perturbe la maturation des thymocytes (416, 417). De plus, il a été démontré que les
protéines E47 pouvaient aussi réguler la croissance cellulaire en activant des genes suppresseurs
de tumeurs dans les lymphocytes T, comme les genes suppresseurs de tumeurs p/6 et p21
(CIP1), deux inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines. En séquestrant E2A, TALI
inhibe l'expression de pl6 et p21 (418, 419). En accord avec ces résultats, les souris
transgéniques E247~ et HEB”~ développent des lymphomes a haut grade de malignité et sont
caractérisées par un arrét de la différenciation et une accélération de la maladie, mettant ainsi en
¢vidence le role important des protéines E2A et HEB dans les lymphocytes T (412, 418). Plus
récemment, une ¢tude visant a identifier de nouvelles cibles impliquées dans les T-ALL par
analyses d’expression de genes suite a la déplétion de TAL1 a démontré que 1’hypothese selon

laquelle TAL1 pourrait activer des oncogenes est toujours d’actualité. En effet, ils ont identifié
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le gene TRIB2 (Tribbles homolog 2), une pseudo-kinase déja impliquée dans les leucémies
my¢loides aigués, comme étant une cible de TALL, et est aussi requis pour la survie des T-ALL.
Dans les cellules hématopoiétiques normales, les auteurs suggerent que I’homodimere E47 ou
bien I’hétérodimere E47/HEB inhibe I’expression du gene TRIB2, par contre I’expression
aberrante de TAL1 va induire I’expression de TRIB2 en s’hétérodimerisant avec les
protéines E2A, s’opposant ainsi a leur effet répresseur sur TRIB2 (420). Finalement, d’autres
¢tudes ont attribué un role anti-apoptotique a TALI. En effet, ’activité anti-apoptotique de
TAL1 est observée dans les thymocytes des souris transgéniques Tall (421). Tant dis que
I’expression d’un dominant négatif de TAL1 dans la lignée lymphocytaire T Jurkat (422), de

méme que la restauration de 1’activité des protéines E2A induit I’apoptose de ces cellules (423).

5.6 Régulation transcriptionnelle par TAL1

Les fonctions de TAL1 sont assurées non seulement par sa propre liaison a I'ADN via son
domaine basic, mais aussi par les interactions que TAL1 établit directement ou indirectement
avec d'autres protéines nucléaires. En effet, dans les cellules érythroides, en plus des facteurs
bHLH de classe I, TAL1 s’associe a de nombreux partenaires tout aussi importants pour la
croissance, la différenciation et le développement normal des cellules hématopoiétiques.
Notamment, GATA-1/3, les protéines nucléaires a domaines LIM, en particulier LMO2, LDBI,
une protéine qui se lie aux protéines a domaine LIM (424) et ETO2 (387, 425-427). La
protéine LMO2 est une protéine a doigts de zinc, avec deux domaines LIM riches en cystéines,
elle est impliquée dans les interactions protéines/protéines et ne contient pas de domaine de
liaison a I'ADN. Les geénes Tall et Lmo2 sont co-exprimés au cours de I’hématopoicse primitive

et définitive et les souris LMO2 KO meurent aussi in utero en raison d’absence de cellules
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sanguines dans le sac vitellin (428). De plus tout comme TAL1, LMO?2 n’est pas exprimé dans
le thymus (429) et une expression aberrante de LMO2 est retrouvée dans 45 % de T-ALL suite
a des translocations chromosomiques (430). La protéine GATA-1 est une protéine a doigts de
zinc, aussi retrouvée dans les complexes protéiques contenant TALI. Tout comme TALI,
GATA-1 est exprimé dans les cellules érythrocytaires, mégacaryocytaires et mastocytaires. Les
souris GATA-1 KO présentent le méme phénotype que celui observé pour TALI et LMO2 (431,
432). Ceci suggere que ces trois protéines pourraient avoir des roles synergiques lors de la
différenciation érythroide. Il a été¢ démontré que le complexe formé par TAL1/E47/GATA-
1/LMO?2 et LDBI, reconnait une séquence bipartite composée d’une boite E de type CAGGTG
et d’un motif GATA séparé par 9 a 10 pb, avec LMO?2 jouant le role de pont entre TAL1 et
GATA-1(387). C’est en formant des complexes avec tous ces partenaires que TAL1 régule
I’expression de ces genes cibles. Plusieurs récentes études ont identifié des cibles potentielles
pour TAL1. Une premiere étude a identifié le gene c-kit codant pour le récepteur C-KIT et a
montré que le complexe pentamérique TAL1/E2A/GATA-1/LMO2/LDBI réprime le géne c-kit
en recrutant en plus la protéine Rb dans les érythroblastes matures (433). Cependant, il arrive
aussi que le geéne c-kit soit activé par TALI, dans ce cas-1a, la liaison a I’ADN se fait
indirectement sur un motif riche en GC a travers une liaison a la protéine Spl déja li¢ au
promoteur de c-kit, cette liaison ne nécessite donc pas de boite E, ni de motif GATA (388). Un
autre gene régulé positivement par TAL1 est RALDH?2 (Retinaldehyde Dehydrogenase 2), cette
fois-ci le complexe TAL1/LMO?2 s’associe avec GATA-3 sur un motif GATA (434). Il y a aussi
la protéine érythroide EPB 4.2 (P4.2), protéine importante du squelette membranaire des
cellules érythrocytaires (435). Dans les cellules érythroleucémiques murines différenciées, le

promoteur du géne codant pour la protéine 4.2 contient deux motifs bipartites (boite E-GATA),
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chacun est associé a un complexe transactivateur TAL1/GATA-1/E47/LMO2/LDBI. Les deux
complexes interagissent en se liant a un dimére LDB1 formant ainsi une boucle (426, 435). A
I’inverse, dans les cellules érythroleucémiques murines non différenciées, TAL1 recrute la
démethylase LSD-1 ( lysin specific demethylase 1) pour réprimer I’expression de P4.2 (436).
Plus récemment, une étude a mis en évidence I’existence d’un circuit de régulation
transcriptionnelle contr6lé par un complexe formé par TAL1, RUNX1 et GATA-3 dans les T-
ALL. TAL1 forme avec RUNXI et GATA-3 une boucle d’autorégulation positive et
interconnectée qui meéne a 1’activation de I’oncogéne MYB, qui a son tour régule 1’expression
des génes cibles de TALI1, permettant de ce fait de renforcer et de stabiliser 1’effet oncogénique

de TAL1 (437).

En plus de s’associer a ses partenaires hématopoiétiques habituels, TALI recrute des
coactivateurs et des corépresseurs qui posseédent des activités enzymatiques capables de
modifier les histones tels que les histones acétyltransferases et méthyltransferases. Ce sont ces
interactions qui vont déterminer si TAL1 agira comme répresseur ou activateur de 1I’expression
génique. TAL1 réprime la transcription en recrutant mSin3 (438) et HDAC1/2 (436), LSDI
(Lysine Specific Demethylase 1) (396) et ETO-2 (439). Pour activer la transcription TAL1
s’associe avec les coactivateurs P300 et P/CAF (440, 441). Certains comme PADI4
(peptidylarginine deiminase IV) agissent comme coactivateurs ou corépresseurs pour TALI1

dépendamment du contexte (442, 443).
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6 Hypotheéses et objectifs

Les anomalies chromosomiques et génomiques au niveau du locus 3p21.3 sont des événements
fréquents liés aux cancers épithéliaux, notamment les cancers de 'ovaire et du sein. C’est dans cette
région que se retrouvent les génes hyaluronidases HYAL-1, HYAL-2 et HYAL-3. HYAL-1 est
particulierement surexprimé dans plusieurs cancers, notamment celui de la prostate, la vessie, le cou,
la téte et le sein. Le premier article s’appuie sur des résultats obtenus précédemment ou nous avions
démontré que I’expression de I’ARNm de HYAL-1 était aussi ¢levée dans les lignées cellulaires et
chez les patientes ayant un cancer épithélial de I’ovaire (CEO) de type mucineux et a cellules claires,
mais pas dans les types endométrioides et séreux. Cette expression ¢élevée de HYAL-1 était
inversement corrélée avec celle d’ERa (444). De plus, il a été rapporté que les lignées du cancer du
sein ER (-) ont aussi un niveau ¢levé de HY AL-1 par apport aux lignées ER (+) (445). Malgré le fait
que le role de HYAL-1 et d'ERa soit bien établi dans les cancers gynécologiques, le mécanisme de
cette régulation est tout a fait inconnu. La régulation de I’expression du gene HY AL-1 était jusqu’a-
la inconnue et seule une étude s’y est intéress€¢ dans le cancer de prostate. Elle a mené a
I’identification du promoteur proximal de HYAL-1 (-93 +17) et a rév¢lé des sites consensus de
liaison pour certains facteurs de transcription tels que Spl, egr-1, AP-2 et NFkB (446). Dans cette
¢tude, notre hypothése était que HYAL-1 est un geéne cible d'ERa et que I’expression de HY AL-1
est négativement régulée par ERa. L’objectif est : d’investiguer le mécanisme de la répression

du géne HYAL-1 par le récepteur de I’estrogéne ERa dans le cancer du sein.

En plus de réguler I’expression de nombreux genes, les ERs sont eux-mémes régulés.
L’activité transcriptionnelle des récepteurs des estrogénes repose sur trois facteurs : la liaison du

ligand, estrogéne ou anti-estrogeéne, le recrutement de cofacteurs et les modifications post-
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traductionnelles notamment la phosphorylation due a la signalisation des facteurs de croissance sur
les voies des MAPKs et PI3-K. En effet, la phosphorylation des ERs en réponse a la signalisation
intracellulaire affecte leur activité transcriptionnelle en modulant leur interaction avec des cofacteurs. Le
deuxiéme article repose des résultats précédents dans notre laboratoire, qui ont démontré que
I'augmentation de la phosphorylation des ERs par la kinase Erk se traduit par des effets semblables a
ceux induit par I’estrogene dans les tissus sensibles aux hormones (143, 192, 447). Ceci met en évidence
un role important pour la phosphorylation de I’AF-1 du récepteur pour maintenir la capacité
transcriptionnelle des ERs conjointement ou non avec I'hormone et fournir ainsi une voie alternative pour
induire une croissance cellulaire indésirable dans les cancers gynécologiques méme en absence de
I’hormone. Dans le but d'identifier de nouveaux cofacteurs des ERs au niveau de I’AF-1, dépendants de
la phosphorylation et qui pourraient perturber la régulation des ERs, nous avons effectué des essais de
criblage d’interaction de type protéine-protéine, en utilisant la portion N-terminal d’ERf
phosphorylée par la MAPK/ Erkl1. A partir de cet essai, nous avions identifié une protéine appelée
TAL1 comme pouvant interagir avec ERP phosphorylé. Notre hypothése était que TAL1 est un
cofacteur des récepteurs des estrogenes et qu’il régule leur activité transcriptionnelle. Les objectifs
sont de :

1. Déterminer le mécanisme d’action de TAL1 sur la régulation transcriptionnelle

des ERs.

2. Caractériser le role de TAL1 dans la tumorigenése mammaire.
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Abstract

Chromosomal and genome abnormalities at the 3p21.3 locus are frequent events linked to
epithelial cancers, including ovarian and breast cancers. Genes encoded in the 3p21.3 cluster
include HYAL1, HYAL2 and HYAL3 members of hyaluronidases involved in the
breakdown of hyaluronan, an abundant component of the vertebrate extracellular matrix.
However, the transcriptional regulation of HYAL genes is poorly defined. Here, we
identified the estrogen receptor ERo as a negative regulator of HY AL1 expression in breast
cancer cells. Integrative data mining using METABRIC dataset revealed a significant
inverse correlation between ERa and HYAL1 gene expression in human breast tumors.
ChIP-Seq analysis identified several ERa binding sites within the 3p21.3 locus, supporting
the role of estrogen as an upstream signal that diversely regulates the expression of 3p21.3
genes at both proximal and distal locations. Of these, HYAL1 was repressed by estrogen
through ERo binding to a consensus estrogen response element (ERE) located in the
proximal promoter of HYALI and flanked by an Spl binding site, required to achieve
optimal estrogen repression. The repressive chromatin mark H3K27me3 was increased at
the proximal HYAL1 ERE but not at other EREs contained in the cluster, providing a
mechanism to selectively downregulate HYAL1. The HY AL1 repression was also specific
to ERa and not to ERf, whose expression did not correlate with HYAL!1 in human breast
tumors. This study identifies HYAL1 as an ERo target gene and provides a functional

framework for the direct effect of estrogen on 3p21.3 genes in breast cancer cells.
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Introduction

Mammalian hyaluronidases are involved in the hydrolysis of the glycosaminoglycan
hyaluronan, a critical component of the extracellular matrix that regulates cell growth,
migration, and differentiation, and other processes such as extracellular water and protein
homeostasis, cartilage and vascular integrity. Family members include HYAL1, HYAL?2,
and HYALD3, clustered in the 3p21.3 chromosomal region, and HYAL4, SPAMI (sperm
adhesion molecule 1; also known as PH-20/HYALS5) and HYALPI, encoded on
chromosome 7q31.3. Of these, only HYAL1, HYAL2 and SPAMI1 act as bona fide
hyaluronidases with genuine endo-N-acetylhexosaminidase activity, whereas HYAL3 is
considered inactive, HYAL4 possesses chondroitinase activity and HYALP1 is a
pseudogene [1, 2]. HYAL1 acts as the most potent hyaluronidase, being highly present in a
broad range of tissues and in plasma, and exhibiting wider substrate recognition, which
suggests a central role of HYALI in hyaluronan fragmentation and extracellular matrix
turnover [3, 4]. Mutations in human hyaluronidase-coding genes have as yet been identified

only in HYALI, resulting in lysosomal disorders and juvenile idiopathic arthritis [5, 6].

Increasing evidence supports a role of hyaluronidases in tumorigenesis and metastatic
potential mostly associated with changes in hyaluronan breakdown profile. Intriguingly,
expression levels of hyaluronidases are variable in a cancer type-dependent fashion,
providing them with either oncogenic or tumor suppressor activity. Increased HY AL1 levels
were found to correlate with tumor aggressiveness and poor survival in head and neck,

prostate and bladder cancer [7-9], whereas HYALI expression was decreased in advanced
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ovarian carcinomas and in endometrial cancer [10-12]. Chromosomal aberrations and
instability at the 3p21.3 locus and homozygous deletions targeting HY AL1/2/3 have been
frequently found in many epithelial cancers, suggesting a potential role of tumor suppressor
for the genes encoded at this locus [13-15]. In ovarian cancer, allelic imbalance of the
HYAL1/2/3 clustered genes was reported in tumor and stroma tissues, and in particular,
HYALI expression was significantly reduced in serous epithelial ovarian cancer compared
to normal ovaries or to other ovarian cancer subtypes [10, 16, 17]. Consistent with such
HYALI reduction, extracellular accumulation of hyaluronan is often observed in ovarian

tumor stroma and pericellular matrix with correlation to poor disease outcome [3, 18].

Aberrant expression of HYAL1, HYAL2 and SPAMI1 has also been reported in breast
cancer, and in particular upregulation of HY AL1 was observed in infiltrating invasive duct
cancer tissues and metastatic lymph nodes [19, 20]. Overexpression of HY AL1 also induced
migration of breast cancer cells and promoted xenograft tumor size and angiogenesis [21].
Therefore, the effect of HYAL1 appears to be highly context-dependent in terms of cancer
type and progression. Although aberrant HY AL1 expression often correlates with increased
tumor malignancy involving unstable 3p21.3 locus activity, the mechanism regulating

HYALT expression and other genes at this locus in cancer cells remains poorly understood.

Transcriptional regulation of estrogen target genes is mediated through direct interaction
with the estrogen receptors ERat (NR3A1) and ER (NR3A2), which belong to the nuclear
hormone receptor family of ligand activated transcription factors [22]. ERa and ER bind
to their cognate estrogen responsive element (ERE) in target promoters to mediate

transcriptional regulation of estrogen-responsive genes. Interestingly, ERo-negative breast
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cancer cells, which tend to be more aggressive, exhibit enhanced hyaluronidase secretion
when compared to ERa-positive cells [23]. We reported a similar inverse correlation for
epithelial ovarian cancers in which clear cell and mucinous subtypes showed strong
expression of HYALT but low levels of ERa [17]. In contrast, in serous and endometrioid
tumors expressing high levels of ERo, HYAL1 was weakly expressed. In addition, ectopic
expression of ERa in TOV21G ovarian cancer cells, which are derived from a clear cell
carcinoma, resulted in a significant decrease in HYAL1 expression [17]. These findings
support an inverse relationship between HYAL1 and ERo expression at least in ovarian and

breast cancer cells, but the exact reason for such correlation remains undetermined.

In the current study, we show that the HY AL1 gene is a target of ERo in breast cancer cells.
Analysis of the ERa cistrome identified several ERo binding sites within the 3p21.3 cluster,
including in the vicinity of the HYAL1 gene, which were associated with histone marks in
response to estrogen. Interestingly, among the 3p21.3 genes tested, only HYAL1 was found
repressed by estrogen, indicating a selective role of these specific ERa binding elements to

differentially support the estrogenic response of 3p21.3 genes in breast cancer cells.
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Results

HYALTI1 expression is down-regulated by estrogen in breast cancer cells

Our previous results have demonstrated an inverse correlation between HYAL1 and ERo
expression in epithelial ovarian cancer cells, suggesting an estrogenic regulation of the
HYALI gene in ERo positive cancer cells [17]. To investigate the possible regulation of
HYALI1 by estrogen, we used human breast cancer MCF-7 cells, which are positive for ER
and highly responsive to estrogen. When treated with 173-estradiol (E2), MCF-7 cells
exhibited a significant decrease in HY AL1 expression compared to control cells, whereas
TFF1/pS2 and GREBI1, two known estrogen inducible genes, were increased under the same
conditions (Fig. 1A, left panel). Such estrogenic decrease in HY AL1 expression was shown
to take place in a time- and dose-dependent manner (Fig. S1). Similarly, HYALI was
repressed in human breast cancer BT-474 cells, which also exhibit high expression of ERo
(Fig. 1A, right panel). Addition of the mixed antiestrogen tamoxifen also decreased HY AL1
expression in both cell lines, albeit to a lesser extent than with estrogen, whereas pure
antiestrogen ICI 182,780, also known as fulvestrant, had no effect. Corresponding changes
in protein levels were observed in MCF-7 and BT-474 cells with a stronger reduction of
HYALI protein in response to estrogen, compared to tamoxifen and ICI 182,780 (Fig. 1B).
Under these conditions, ERa. protein levels were moderately affected, except in presence of
ICI 182,780, in accordance with its reported effect on ERo degradation [24]. Consistent with
the inverse correlation of HYAL1 and estrogen, MCF-7 and BT-474 cells showed reduced

basal levels of HYALI1 protein when compared to ERa-negative breast cancer MDA-MB-
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231 and ovarian epithelial cancer TOV21G cells, which are both strongly positive for

HYALI (Fig. S2).

Regulation of the 3p21.3 cluster genes by estrogen in breast cancer cells

We next addressed whether such down-regulation of HY AL1 was also occurring on the other
closely located genes within the 3p21.3 locus as represented in Fig. 2A. We found that the
expression levels of SEMA3F, SEMA3B and RASSF1A genes were increased in MCF-7
cells in response to estrogen, whereas those of NAT6, TUSC2 and most notably HYAL?2
and HYAL3 were not significantly changed compared to control cells (Fig. 2B). This
indicates that among the genes studied in the 3p21.3 locus, HYAL1 gene exhibits a selective
response to estrogen, with a marked reduction in its expression. A similar expression profile
was also observed in cells treated for a shorter period of time (e.g. 6 hrs), indicating a rapid
response of 3p21.3 HYAL1, SEMA3B and SEMA3F genes to estrogen (Fig. S3). Treatment
with tamoxifen or ICI 182,780 had no significant effect on the expression of most of the
genes within the 3p21.3 cluster, except for SEMA3F and SEMA3B, which were increased

by tamoxifen (Fig. 2B).

Selective down-regulation of HYAL1 by ERa

Because MCF-7 cells are positive for both ERo. and ER[ isoforms, the respective

contribution of each isoform in down-regulating HYAL1 with estrogen is difficult to

85



ascertain. To address this, we treated MCF-7 cells with the selective agonist propylpyrazole-
triol (PPT) for ERa or diarylpropionitrile (DPN) for ER[3 and analyzed HY AL expression.
We found that PPT significantly decreased HY AL1 levels in contrast to DPN which had no
effect (Fig. 3A), suggesting a predominant role of ERa to down-regulate HY AL1. To further
define the respective role of ERo and ERf3 in HY AL1 regulation, we generated stable clonal
lines using ER-negative human breast cancer MDA-MB-231 cells, which are positive for
HYALL (Fig. S2), and in which ERo (231-ERa) or ERP (231-ER) was stably expressed
and functional (Fig. S4). HYALI gene expression was found significantly decreased in 231-
ERa cells treated with estrogen compared to untreated cells, whereas no changes were
observed in 231-ERJ cells (Fig. 3B). In addition, HYAL1 protein levels were lower in 231-
ERa cells compared to 231-mock or to 231-ERP cells, and were further reduced by the
addition of estrogen (Fig. 3C). These results suggest that HYAL1 down-regulation by

estrogen is mediated through ERo and not ER in the context of breast cancer cells.

Inverse correlation of HYAL1 and ESR1 in breast cancer clinical samples

To determine the clinical relevance of our findings, we interrogated the METABRIC gene
expression microarray dataset consisting of 1980 clinically annotated breast cancer
specimens [25-27]. Integrative data mining analysis was performed to plot the mean values
of mRNA expression for ESR1 (ERa gene) and HYALL in the whole cohort and in each of
the breast cancer subtypes, i.e. luminal A, luminal B, normal-like, basal-like and HER?2, as
classified by the PAMS50 assay [28, 29]. Our results show a striking inverse correlation
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between the expression levels of these two genes in all breast cancer subtypes (Fig. 4A). In
the whole cohort, values are close to zero because gene expression were normalized and
expressed as z-score values (see Methods for details). We further conducted a more specific
correlation study taking into account expression values in each patient. We thus performed
Pearson correlation analyses which revealed a significant negative correlation (Pearson r =
- 0.15, p < 0.0001, n=1980) between ESR1 and HYAL1 in the whole cohort, as well as in
luminal A (Pearson r =- 0.095, p = 0.011, n=781) and luminal B (Pearson r =- 0.094, p =
0.039, n=488) subtypes (Fig. 4B-D, Table 1), which are the two subtypes with positive ESR1
expression (Fig. 1A). An inverse correlation almost reaching significance was also observed
in the normal-like subtype (Pearson r = - 0.13, p = 0.059, n=199) (Fig. 4E), whereas no
significant correlation was measured for basal-like and HER2-enriched subtypes (Fig. 4F-
G). Furthermore, we found no significant correlation between gene expression of ESR1 and
HYAL2, between ESR1 and HY AL3, or between ESR2 (ERp gene) and HYAL1 (Table 1),
consistent with our results in cells (Figs. 2, 3, and S3). In addition, a significant positive
correlation was observed between ESR1 and SEMA3B gene expression and ESR1 and
SEMAS3F (Table 1), two genes that were upregulated by estrogen (Figs. 2 and S3). These

findings indicate that HY AL1 regulation by ERa is specific and clinically relevant.

ERa cistrome analysis of the 3p21.3 cluster

Given the prominent role of ERo in HYAL1 down-regulation, we then performed ERo

ChIP-seq data analysis in order to identify putative ERa binding sites in the vicinity of the
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HYALI gene and within the 3p21.3 cluster. Thus, we identified 69452 ERa binding sites in
MCEF-7 treated cells. Interestingly, our analysis revealed several binding sites occupied by
ERa in the 3p21.3 cluster in absence and in presence of estrogen (Fig. S5A). In particular,
several of the estrogen-induced ERo binding sites were located in the vicinity of SEMA3B,
SEMAJ3F, and RASSF1, three genes we found upregulated by E2 (Fig. 2B and Fig. S3),
suggesting that these sites are primarily used to confer estrogen activation. To delineate
whether enrichment of the identified ERa binding sites by estrogen were associated with
active transcription, we performed ChIP-Seq analysis under the same conditions to map the
acetylated form of lysine 27 of histone 3 (H3K27Ac), a histone mark associated with
transcriptional activation. As expected, ERa binding sites along the SEMA3B, SEMA3F
and RASSF1 genes correlated with H3K27Ac mark, indicating the potential role of these
sites in mediating estrogen-activation of these genes (Fig. SA). Similarly, enrichment of ERo
and H3K27Ac mark was also found around the HYAL3 gene (HYAL3 is encoded by the
bottom DNA strand), but this region does not seem to confer estrogen activation of HY AL3
since no significant regulation in expression was observed in treated MCF-7 cells (Fig. 2B
and Fig. S3) and ESR1 and HY AL3 gene expression did not correlate in breast tumors (Table
1). Interestingly, the genomic region (up to ~10kb) located 5' to the HYALT gene (reverse
orientation) did not display significant enrichment in H3K27Ac mark in presence of
estrogen, suggesting a weakly responsive state of chromatin near HYAL1 in these
conditions. However, our analysis has identified one ERo binding site located within the
proximal promoter of HYAL1 (i.e. ERE-900), along with other distal sites, such as ERE-

13500 and ERE-32250, located toward respectively HY AL2 and RASSF1.
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We thus performed ChIP-qPCR analysis to validate these ERo binding sites identified within
the 3p21.3 cluster near the HYAL1 gene. Control ChIP experiments showed a strong
recruitment of ERo at the TFF1 gene (Fig. S4). Under the same conditions, we found that
all the binding sites tested within the 3p21.3 locus identified from our ChIP-Seq analysis
were able to recruit ERot in MCF-7 cells treated with estrogen, whereas the antiestrogens did
not allow significant enrichment (Fig. 5B). Of interest, the ERE-900, ERE-13500, and to a
lesser extent ERE-32250 were found to be the most enriched ERa binding sites in response
to estrogen, when compared to other EREs of the cluster (e.g. ERE-42430 and ERE-50130).
To address whether these sites correlate with transcriptional repression in accordance with
the down regulation of HYALI by estrogen (Fig. 1A and Fig. 3), we performed ChIP assay
for the histone H3K27me3 repressive mark. The methylation of H3K27 is catalyzed by the
polycomb repressive complex 2 (PRC2) member enhancer of zeste homolog 2
(EZH2/KMT6A), which has been associated with repression of estrogen-responsive genes
and with the severity and progression of breast cancer [30, 31]. We found that the ERE-900
was strongly associated with the H3K27me3 mark in presence of estrogen, in contrast to
more distal sites (Fig. 5C), suggesting that the ERE-900 located in the proximal promoter of
HYALL is linked to estrogenic repression. Sequence analysis near the ERE-900 revealed the
presence of two putative Spl binding sites at positions -60 and -1020. Besides direct
interaction with EREs, estrogen regulation of ERa target genes can be mediated through
direct interactions with other transcription factors, such as Sp1 [32]. We found a significant
enrichment of ERa to the Sp1-1020 site compared to the Sp1-60 in response to estrogen

(Fig. 6A). This enrichment was accompanied by a strong increase in H3K27me3 mark at the
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Sp1-1020 site (Fig. 6B). These results suggest that the repressive action of estrogen on
HYALI implies ERa recruitment to the ERE-900, probably depending on the adjacent Spl
binding region, and that such recruitment might cooperate with the PRC2 complex to induce

H3K27me3 enrichment at the HY AL1 promoter.

Estrogen repression of the HYAL1 promoter requires ERE-900

We isolated a 1282 bp fragment of the proximal region immediately flanking the
transcription start site of HY AL1 and tested its response to estrogen using luciferase assay.
We found that in 293 cells transfected with ERa, the HYAL1 promoter region, containing
the ERE-900 and the Sp1-1020 sites, conferred transcriptional repression in response to
estrogen (Fig. 7A). In contrast to ERo,, ER expression was inefficient in promoting a similar
repression, in accordance with results obtained using selective agonists and stable 231 cell
lines (Fig. 3). 5’ deletions of the HYAL1 promoter showed that removal of the Sp1-1020
impaired the repressive action of estrogen and further removal of the ERE-900 completely
abolished both the effect of ERa. ectopic expression and estrogen treatment, compared to
full-length promoter (Fig. 7B). A disrupting site mutation of the ERE-900 also abolished
these effects, suggesting an indispensable role of the ERE-900 in mediating HYALI
promoter repression. Consistent with this, the ERE-900 was found essential for the
repressive action of estrogen in MCF-7 (Fig. 7C) and in BT-474 (Fig. S6) breast cancer cells,
while deletion of the Sp1-1020 site slightly diminished but did not abolish the down-

regulation by estrogen. Likewise, disruption of the ERE-900 completely impaired the
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repressive effect of ERa expression and activation on HY AL1 promoter in TOV21G ovarian
epithelial cancer cells (Fig. 7D), in which HY AL1 expression is known to inversely correlate
with ERo (Fig. S2 and ref. [17]). These results suggest a predominant role of ERE-900 in

ERa-mediated repression of HY AL1 in estrogen responsive cancer cells.
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Discussion

Increasing evidence supports a role of hyaluronidase family members in tumor progression
and metastasis, but the exact regulatory mechanisms underlying the highly variable and
context-dependent expression profiles of HY AL genes in terms of cancer type and severity
still remain poorly understood. Here, we report a distinct and selective response to estrogen
among the 3p21.3 locus genes in breast cancer cells, where the HY AL1 gene was repressed
as compared to HYAL2 and HYALZ3, and to other genes tested within the cluster. This
negative regulation of HYAL1 by ERa provides a mechanism supporting the specific
inverse correlation we found between ESR1 and HYAL1, but not with HYAL2 or HYAL3
in the METABRIC cohort consisting of 1980 cases of breast cancer. Despite the fact that
most of ERa binding sites present in the 3p21.3 locus were associated with active chromatin
marks in response to estrogen, HYAL1 expression was decreased by estrogen treatment,
accompanied by the enrichment of repressive H3K27me3 mark. These results identify
HYALL as an ERa target gene with clinical relevance and suggest a differential role of the
specific ERa binding elements in the selective regulation of the 3p21.3 genes in response to

estrogen.

Considerable work has been made to improve our understanding of hormone-dependent gene
activation by ERa, but relatively little is known about how estrogen represses gene
expression. Our results demonstrate that estrogen repression of HYAL1 involves direct
binding of ERa to the ERE-900 element located in the proximal HY AL1 promoter region,
accompanied with enrichment of the repressive H3K27 tri-methylation mark. Aberrant

epigenetic events, including histone modifications, are central to alter gene expression
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profiles, a hallmark of cancer development. In breast cancer, histone hypermethylated marks
are frequently associated to genes involved in cell-cycle regulation, apoptosis, tissue
invasion and metastasis [33, 34]. In particular, the methyltransferase EZH2/KMT6A and its
end-product H3K27me3 mark are found elevated in aggressive breast cancer subtypes,
including triple negative and ERo-positive tumors resistant to endocrine therapies,
suggesting inactivation of tumor suppressor genes [31, 35-38]. Our results demonstrate that
H3K27 methylation profile associated with the ERa binding sites identified throughout the
3p21.3 cluster is highly variable, suggesting the potential of estrogen to selectively up- or
down-regulate specific genes within this cluster. Accordingly, some of these ERE elements
were associated with the transcriptionally active H3K27 acetylation mark, probably
sustaining a positive response to estrogen for genes such as SEMA3B, SEMA3F and
RASSF1A. Class 3 semaphorins B and F are candidate tumor suppressors and their increased
response to estrogen has been reported in ovarian cancer cells, resulting in inhibition of cell
growth [39-41]. Whether these effects are translated through the same EREs identified in
this study is not known but our results indicate that a similar estrogen up-regulation of
SEMAZ3B and 3F expression is also taking place in breast cancer cells, and is consistent with
the positive correlation we found between ESR1 and SEMA3B or SEMA3F in human breast

tumors using METABRIC dataset.

For HY AL 1 repressive response, the exact mechanism as to how estrogen can induce H3K27
tri-methylation at the HYAL1 promoter is not clearly known. However, based on recent
evidence showing that EZH?2 can be transcriptionally induced by estrogen in breast cancer

cells [42], this might provide a mechanism by which the methylation of H3K27 can be

93



promoted by estrogen in conjunction with the direct recruitment of ERo at the HYAL1 ERE-
900. Consistent with this, ERo recruitment and H3K27me3 repressive mark enrichment at
HYALT1 promoter is strongly correlated since treatment with antiestrogen ICI-182,780 or
tamoxifen did not result in significant changes in ERo and H3K27me3 levels at the ERE-
900. Such requirement of specific epigenetic landmarks was found essential to provide
stringent response of ERa to estrogen [43], as exemplified for the estrogen-responsive BCL2
promoter [44], thereby supporting a role of the chromatin environment to impose ligand
dependency of ERa activity. Interestingly, estrogen was shown to promote interaction of
ERa but not ERP with EZH2 on target promoters of treated MCF-7 cells [45]. Such ER
isoform selective effect is consistent with our findings on the ability of ERa and not ER to
repress the HYAL1 gene. Whether the enrichment of the H3K27me3 mark at the HYALI
promoter requires prior ERot binding and/or specific EZH2 recruitment to estrogen-bound
ERa at the ERE-900 element is not known, but the repressive chromatin landscape triggered
by estrogen in the region of HY AL appears highly specific when compared to other distal
EREs located in the 3p21.3 cluster. Indeed, most of the validated EREs shown to recruit
ERa in response to estrogen were not enriched with H3K27me3 repressive mark, suggesting

that estrogen promotes a gene-specific chromatin remodelling at the 3p21.3 cluster.

We examined the involvement of Sp1 binding sites in translating estrogen responsiveness of
HYALT1 and found a contributing role of Sp1-1200 site located in the vicinity of ERE-900.
A functional Spl binding element has been correlated with low HYALI1 expression in
bladder and prostate cancer cells [46], suggesting that Sp1 might impair the promoter activity

of HYALI. However, this Sp1 element, which corresponds to Sp1-60 in this study, did not
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seem to promote the repressive action of estrogen in breast cancer cells. Sp1 is an interaction
partner of ERa, which in most cases confers estrogen responsiveness to its target genes
without the prior requirement of ERa binding to an ERE [32]. In the HYALI response to
estrogen, both the ERE-900 and the Sp1-1020 elements seem to be required, suggesting that
prior binding of ERa and Sp1 to their respective sites is needed to achieve optimal HYALI
repression. This appears not to be a common aspect of estrogen-responsive genes that are
regulated via Spl-ERa interaction, which in most cases do not require direct ERo binding
to DNA [32, 47-49]. For HYALL, both the ERE and Sp1 sites are required to confer optimal
estrogenic downregulation, adding to the possible actions of ERo-mediated repression.
Whole genome location analyses have depicted enrichment of Spl binding sites in close
proximity of EREs, which better predict functional ERo/Spl complex interaction and

response to estrogen [50-52].

In addition, our observation of enhanced estrogenic ERa recruitment around the HY ALL1
promoter is not always a shared feature for repressed genes. For example, estrogenic down-
regulation of BTG2 and E-Cadherin genes does not involve increased ERo occupancy at
their respective promoters [48, 53]. Such induced recruitment of ERo at the HYALI1
promoter might therefore promote appropriate changes in the chromatin environment
leading to histone modifications such as the H3K27me3 mark as suggested by our data.
Additional changes might as well implicate recruitment of transcriptional corepressors. For
example, nuclear receptor corepressors NCoR and SMRT have been shown to be recruited
at promoters of ERa/Sp1 repressed genes, such as VEFGR2 and CCNG2 [47, 54]. However,

we did not find any changes in NCoR/SMRT recruitment at the HYAL1 promoter in
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response to estrogen (data not shown), suggesting a possible involvement of other cofactors
yet to be identified. For instance, coregulators such as RIP140 and REA have been associated
to the repressive actions of estrogen on respectively PROS1 and BTG2 genes in the context
of ERa and Sp1 [48, 55]. Whether these or other coregulators are involved in ERa-mediated
HYALI repression remains to be investigated. However, our results outline a possible
mechanism that mediates estrogen-dependent down-regulation of HYALI, which
contributes to expand the diverse nature of processes used by ERa to regulate gene

repression.

Chromosomal instability at the 3p21.3 locus and aberrant expression of hyaluronidase family
members associated to deleterious effects of hyaluronan breakdown end-products have been
linked with poor prognosis and metastasis of many epithelial cancers [13-15]. However,
expression levels of HYAL1/2/3 isoforms were found to be highly variable depending of
cancer types, raising the complexity of regulatory mechanisms involved. Our identification
of ERo as a regulatory transcriptional component of the 3p21.3 genes, and in particular of
HYALI, reveals a probable link between breast cancer subtypes and metastatic potential.
Upregulation of HYALI has been observed in infiltrating invasive duct tumors and
metastatic lymph nodes and shown to promote migration potential [19-21]. Our data mining
analysis using the METABRIC dataset did reveal a significant negative correlation between
HYALI and ESRI1 genes in breast tumors, providing a clinical relevance to the direct down-
regulation of HYAL1 by estrogen. We have also reported such negative relationship in
ovarian tumors, in which poor prognosis morphological subtypes, such as clear cell and

mucinous tumors, exhibit high HYAL1 expression levels that are inversely correlated with
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ERa expression [17]. Such stratification based on HYALI expression in concordance with
ERa status in breast cancer subtypes is suggested with our results showing significant lower
expression of HYALI in breast tumors highly expressing ESR1, such as luminal A and
luminal B subtypes. Furthermore, we observed a reduction of HYALI1 expression in
response to estrogen in ERa-positive breast cancer cells and to ectopic expression of ERa
in ERo-negative cells. Interestingly, these effects solely relied on ERo and not ERJ3, which
has a limited clinical value [56, 57] and did not reach significance when compared to HY AL 1
expression in this study. In such context, it would be interesting to address the potential of
HYALL upregulation to associate with metastatic phenotype and/or tumor resistance
resulting in poor prognosis. Consistent with such HYALTI increase, low molecular weight
products of hyaluronan breakdown were enhanced in aggressive breast tumors and ERot-
negative cell lines, providing these fragments with a potential clinical value for breast cancer

metastasis [58].

In conclusion, the regulation of gene expression at the 3p21.3 locus is certainly complex and
diverse with a direct impact on tumorigenesis in cases of aberrant regulation. Our study
provides a functional framework for the direct action of ERa and hormonal regulation of
3p21.3 genes and on its repressive effect on HYAL1 gene with clinical relevance.
Understanding the mechanism of HY AL1 gene repression as part of the physiopathological
actions of estrogen should provide essential insights and reveal potential therapeutic

strategies.
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Materials and methods

Cell culture and treatments

Human breast cancer MCF-7 and BT-474 cells were routinely maintained in DMEM
supplemented with 10% FBS (Wisent Inc., St-Bruno, QC). ER-negative human MDA-MB-
231 breast cancer cells were transfected with expression vectors for ERo. and ERB and
resistant clones were selected with neomycin to generate 231-ERa and 231-ERJ cell lines,
respectively. Stable clones were functionally validated for their respective expression of
ERa and ERP by Western analysis and for their estrogenic response by luciferase assay.
Human epithelial ovarian cancer TOV21G cells were derived from clear cell carcinoma [17]
and cultured in OSE medium supplemented with 10% FBS (Wisent Inc.). Human embryonic
kidney 293 cells were maintained in DMEM and 5% FBS. Unless otherwise stated, cells
were treated with 10nM 173-estradiol (E2; Sigma), 100nM 4-hydroxy-tamoxifen (OHT) and
100nM ICI 182,780 and compared to vehicle-treated cells. Cells were also treated with
specific agonist propylpyrazole-triol (PPT) for ERa or diarylpropionitrile (DPN) for ER3

obtained from Tocris.

HYALT1 promoter constructs and mutagenesis

The HYAL1 proximal promoter fragments were amplified by PCR according to GenBank
sequence of the HYAL1 gene contig (NG_009295) and the UCSC hg19 genome assembly
(https://genome.ucsc.edu). Amplified fragments corresponding to 1282pb (P1), 1060bp
(P1A1020), and 746pb (P1A900) from HY AL1 transcriptional start site were inserted in front

of the luciferase coding region in pBLuc plasmid as described [59]. Site-directed
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mutagenesis of the ERE at position -900 was performed by PCR. All constructs were
validated using automated sequencing. The list of primers used appears in supplementary
Table S1.

Transfection and luciferase reporter assay

Prior to transfection, cells were seeded in phenol red—free DMEM medium supplemented
with 5% charcoal dextran—treated serum. MCF-7 and 293 cells were transfected by calcium
phosphate precipitation as described [60], whereas TOV21G cells were transfected using
Geneluice transfection reagent according to the manufacturer’s instruction (EMD
Chemicals, Gibbstown, NJ). Typically, cells were transfected with 250ng of luciferase
reporter, 10-50ng of pCMX-hERo or pPCMX-hERJ, and 100ng -gal construct per well and
then treated with vehicle or 10 nM E2 for 16h. Cells are then harvested in potassium
phosphate buffer containing 1% Triton X-100 and lysates analyzed for luciferase activity
using a plate reader (Perkin-Elmer). Luciferase values are normalized for transfection
efficiency to f-galactosidase activity and expressed as relative fold response compared with
controls. Luciferase assays are performed in duplicates from at least three independent

experiments.

RNA extraction and qPCR analysis

Total RNA was isolated using a commercial kit (Promega, Madison, WI) according to the
manufacturer’s instruction and cDNA was prepared using the iScript cDNA Synthesis kit
(Bio-Rad, Mississauga, ON). Quantitative PCR amplification was performed as described
[61] using a MX3000P cycler (Agilent, Santa-Clara, CA). Relative expression values were

normalized to RPLPO or B-actin and compared to control samples. Each analysis was
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performed in duplicates and results are derived from at least three independent experiments.

Primer sequences are listed in supplementary Table S1.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

MCF-7 cells were grown to 70-80% confluence and serum-deprived in phenol red-free
DMEM/F-12 medium before treatment with vehicle (control), 10nM E2, 100nM 4-OHT or
100nM ICI 182,780 for 45 min. Chromatin was harvested and ChIP and qPCR was
performed as described [59, 62]. Primer sequences are listed in supplementary Table S1.
Each analysis was performed in duplicates and results are derived from at least four

independent ChIP experiments.

Western analysis

Western analysis was carried out in MCF-7 and BT-474 cells, and in ERo- and ER-231
stable clones treated as above and compared to vehicle (control) treatment. Cells were then
harvested as described [59] and immunoblotting was performed using antibodies to HY AL1
(GeneTex, Irvine, CA) and ERa (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA). In each experiment,
total protein loading was normalized using an anti-B-actin antibody (Novus Biologicals,

Oakville, ON).

ChIP-Seq analysis
The ChlIP-seq data were generated as follow: after trimming [63], the sequenced reads were

aligned against the human reference genome hgl9 using BWA [64], then peaks were called
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by MACS [65] using default parameters. Aligned tags were converted to Bedgraph files by
HOMER [66] and UCSC, and visualized with IGV [67]. ERo ChIP-seq data were

downloaded from [68], while H3K27ac ChIP-seq was generated as described [69].

Cell lysates and Immunoblotting analysis

Immunoblotting procedures were done essentially as described [59, 62]. Briefly, cells were
washed in ice-cold PBS and lysed in Tris-buffered saline (TBS) containing 0.1% Triton X-
100, 1 mM orthovanadate, 1 mM NaF, 0.1 mM PMSF, and protease inhibitors (Roche, Laval,
QCQ). Lysate samples (20-30 pg protein) were then resolved by SDS-PAGE and transferred
onto nitrocellulose. Membranes were blocked with blocking reagent (Roche) or with 5%
dehydrated skim milk in TBS, probed with selected antibodies at 4°C, and incubated with
appropriate horseradish peroxidase conjugated secondary antibodies. Signals were captured
by enhanced chemiluminescence (Perkin Elmer, Boston, MA) and analyzed using a LAS

4000 imaging system (GE Life Science, Mississauga, ON).

METABRIC gene expression data

Gene microarray expression (Affymetrix U133) for HYAL1, HYAL2, HYAL3, ESRI,
ESR2, SEMA3B and SEMA3F were directly downloaded from the cBioportal for Cancer

Genomics website (www.cbioportal.org) using the METABRIC breast cancer dataset [25-

27]. Gene expression is normalized to the distribution of each gene in tumors and is
annotated as z-scores. Breast cancer subtypes of each tumor sample, classified by the

PAMS50 assay [28, 29], were also downloaded from the cBioportal website. Graph Pad Prism
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6 was used to perform Pearson correlation test (two-tailed) and significance was set at P <

0.05.
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Figure legends

Figure 1. HYALT1 expression is downregulated by estrogen in breast cancer cells. (A)
HYALI expression was measured by qPCR in MCF-7 and BT-474 breast cancer cells treated
with vehicle (-), 10nM estradiol (E2), 100nM 4-hydroxytamoxifen (OHT) or 100nM ICI
182,780 for 16h. TFF1 and GREBI1 are known estrogen-induced genes. Results were
normalized with RPLPO expression and expressed as fold response compared to vehicle-
treated cells set at 1.0. *, P <0.05; **, P < 0.005. (B) Western analysis of HYAL1 and ERa

in MCF-7 and BT-474 cells treated as in (A).

Figure 2. Regulation of the 3p21.3 locus by estrogen and antiestrogens. (A)
Representation of the genes contained in the 3p21.3 locus using IGV. (B) gPCR analysis of
genes located in the vicinity of HYAL1 in the 3p21.3 locus. MCF-7 cells were treated with
10nM E2, 100nM OHT, or 100nM ICI 182,780 for 16h and results were normalized to
RPLPO expression and expressed as fold response compared to vehicle-treated cells set at

1.0. *, P <0.05; **, P <0.005.

Figure 3. ERa but not ERP} mediates HYAL1 down-regulation in breast cancer cells.
(A) MCEF-7 cells were treated with selective agonist propylpyrazole-triol (PPT) for ERa or
diarylpropionitrile (DPN) for ER for 16hrs and HY AL1 expression was analyzed by qPCR.
Results were normalized to RPLPO expression and are expressed as fold response compared

to vehicle-treated cells set at 1.0. (B) ERa and ERP stable clones were generated from
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parental ER-negative MDA-MB-231 breast cancer cells and treated or not with 10nM
estradiol (E2) for 16hrs. qPCR analysis was performed and results were normalized to
RPLPO expression and expressed as fold response compared to vehicle-treated cells set at

1.0. (C) ERa decrease of HYALTI protein levels. Western analysis in ER stably expressed

231 clones treated as in B. Control loading was normalized to B-actin. *, P < 0.05.

Figure 4. Inverse correlation of HYAL1 and ESR1 expression in breast cancer tissues.
(A) Mean values of HYAL1 (white bars) and ESR1 (black bars) gene expression, from
normalized z-scores of the METABRIC dataset, were plotted according to PAMS50 breast
cancer subtype stratification. (B-G) Pearson correlation analyses was performed between
HYAL1 and ESR1 gene expression (z-scores) in breast cancer tumors from the whole
METABRIC cohort (n=1980) (B), or from luminal A (n=781) (C), luminal B (n=488) (D),
normal-like (n=199) (E), basal-like (n=329) (F) and HER2-enriched (n=240) (G) breast

tumor subtypes. In each case, Pearson scores and P values are indicated.

Figure 5. ERa binding analysis at the 3p21.3 locus. (A) UCSC genome view of ERo and
H3K27ac enrichment at the 3p21.3 locus as determined by ChIP-seq analysis in MCF-7
cells. Peaks were mapped from cells treated with vehicle and 10nM estradiol for 45min, and
aligned on the reference genome hgl9. (B) ChIP-qPCR validation of ERa binding sites
identified from ChIP-seq analysis in vicinity of the HYAL1 gene. Positions of the estrogen

response elements (ERE) are indicated relative to the transcriptional start site of the HYAL1
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gene. MCF-7 cells were treated with 10nM E2, 100nM OHT, or 100nM ICI 182,780 for
45min. (C) ChIP-qPCR mapping of repressive histone H3K27me3 mark relative to ERa

binding sites analyzed in (B). Cells were treated as in (B).

Figure 6. ERo enrichment at Sp1 binding sites of the HYAL1 promoter. (A) ChIP of
ERa was performed at Spl binding sites located in the proximal promoter of HYAL1 in
MCF-7 cells treated or not with 10nM E2, 100nM OHT, or 100nM ICI 182,780 for 45min.
PCR was done with primers encompassing the proximal (-60) and distal (-1020) Sp1 binding
sites relative to the transcriptional start site of the HY AL1 gene. (B) Mapping of H3K27me3

repressive mark to the Spl sites of HYAL1. MCF-7 cells were treated as in (A).

Figure 7. Regulation of the proximal promoter activity of HYAL1 by ERo. (A) 293 cells
were transfected with ERot or ERP in the presence of a luciferase reporter construct
containing the proximal P1 promoter of HYALI. Cells were then treated or not with 10nM
estradiol (E2) for 16h. Luciferase values were normalized to B-galactosidase activity and
expressed as relative fold response compared to vehicle-treated mock transfected cells set at
1.0. (B) Truncated regions of the HY AL1 proximal P1 promoter were analyzed for estrogen
responsiveness in luciferase reporter assays as in (A) in response to ERa expression. The
ERE-900 was also mutated (mERE) in the context of the P1 fragment. Cells were treated or
not with 10nM estradiol (E2) for 16h. Luciferase values were normalized to 3-galactosidase

activity and expressed as relative fold response compared to vehicle-treated controls set at
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1.0. (C) HYAL1 wild-type or mERE P1 promoter activity was determined in MCF-7 cells
treated with 10nM E2 or vehicle for 16h. Cells were analyzed for luciferase activity as in

(A). (D) Same as in (C) except that ovarian cancer TOV21G cells were used. *, P <0.05.
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Fig. 1
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Fig.3
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Fig.4
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.7
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Table 1: Pearson correlation analyses applied to the METABRIC dataset (n=1980 breast cancer
patients, whole cohort) for expression between estrogen receptor [ (ESR1) and genes of the
3p21.3 cluster. Also shown is analysis between estrogen receptor [ (ESR2) and HYALI.

Genes Pearsonr p value
ESR1 vsHYALI -0.15 <0.0001
ESR1 vs HYAL2 0.0045 0.8427
ESR1 vsHYAL3 -0.0065 0.7739
ESR1 vs SEMA3B 0.45 <0.0001
ESR1 vs SEMA3F 0.48 <0.0001
ESR2 vsHYALI 0.030 0.1847
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Fig. S1
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Figure S1. Estrogen regulation of HYAL1 gene in breat cancer cells.

(A) Time-dependent decrease of HYAL1 expression by estrogen. Real-time PCR analysis
of HYALI1 expression in human breast cancer MCF-7 cells treated with 10°M 17B-
estradiol for the indicated time periods. Results were normalized to RPLPO expression and
expressed as % response compared to vehicle-treated cells set at 100. Values represent
means + SDs derived from three separate experiments performed in triplicates. (B) Similar

as in A, except that cells were treated with increasing concentrations of 17 3-estradiol for
16hrs. *, P<0.02; **, P<0.001 vs control cells.
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Fig. S2
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Figure S2. Relative Hyall protein expression in breast and ovarian cancer cells.
Western blot analysis of HYAL1 in ERo-positive breast cancer cells (MCF-7 and BT-
474) and ERo-negative MDA-MB-231 breast cancer and TOV21G ovarian cancer
cells. Total protein loading was normalized using an anti-B-actin antibody.
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Relative mRNA levels (Fold)

TFF1  GREB1 HYAL1 HYAL2 HYAL3 SEMA3F SEMA3BRASSF1A

Figure S3. Regulation of the 3p21.3 locus by estrogen.

Real-time PCR analysis of genes located in the 3p21.3 locus. MCF-7 cells were treated
with 10nM E2 for 6hrs and results were normalized to RPLP0 expression and expressed
as fold response compared to vehicle-treated cells set at 1.0. Also represented are estrogen-
responsive genes TFF1 and GREBI1. *, P <0.05.
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Fig. S4
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Figure S4. MDA-MB-231 cell lines stably expressing ERa and ERp.

ER-negative human MDA-MB-231 breast cancer cells were transfected with expression
vectors for ERa and ERP and resistant clones were selected with neomycin to generate
231-ERo and 231-ERP cell lines, respectively. (A) Cells were analyzed for respective
ERa (left) and ERP (right) expression by Western blot and compared with mock-
transfected control cells. (B) ER target GREB1 gene expression was analyzed by qPCR
in 231 stable clones. Cells were treated or not with 10nM estradiol (E2) for 16hrs. Results
were normalized to RPLPO expression and expressed as fold response compared to
vehicle-treated 231 control cells set at 1.0. *, P <0.05.
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Fig. S5

ChIP signal (fold)

Figure S5. Induction of ERx enrichment to TFF1 gene by estrogen.

Validation of ChIP-qPCR analysis of the ER target gene TFF1 in MCF-7 cells treated with
10nM estradiol, 100nM tamoxifen and 100nM ICI 182,780 for 45min. Results are
expressed as fold-enrichment of ERa binding compared to vehicle-treated cells set at 1.0.
IgG was used as a negative control. *, P < 0.05.
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Fig. S6
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Figure S6. Estrogenic repression of the proximal promoter of HYAL1 in breast
cancer cells.

ERo-positive breast cancer BT-474 cells were transfected with luciferase reporter gene
under the control of the proximal promoter (P1) of HYALT1 or truncated variants (A900
and A1020). The ERE-900 was also mutated (mERE) in the context of the P1 fragment.
Cells were then treated or not with 10nM estradiol (E2) for 16h and harvested for
luciferase assay. Luciferase values were normalized to B-galactosidase activity and are
expressed as relative luciferase units. *, P <0.05 vs vehicle-treated cells for each construct.
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Table S1: List of primers used

gRT-PCR analysis

HYALA1

HYAL2

HYAL3

SEMA3F

SEMA3B

RASSF1A

TUSC2

NAT6

TFF1

GREB1

forward 5'-AAGCCCTCCTCCTCCTTAACC-3'
reverse 5'-AGCCAGGGTAGCATCGAC-3'

forward 5'-CACCACAAGCACGGAGACCT-3'
reverse 5'-CAGGCACTAGGCGGAAACTG-3'

forward 5'-TGCTGGCATCTCCATGACTACC-3'
reverse 5'-CTTCCATCTGTCCTGGATCTCG-3'

forward 5'-CGTGAGGAACCCTGTCATTTACGC-3'
reverse 5'-CCGTGGGTAGGGCATCTTCCCTG-3'

forward 5'-CCAGCGCAGCCTGGTCAACAAGTG-3'
reverse 5'-GGACGTGGAGAAGACGGCATAGAG-3'

forward 5'-CCGTGGCCACCGCTTCCAGCCC-3'
reverse 5'-CCGCAACAGTCCAGGCAGACGAG-3'

forward 5'-TCACCAAGAACGGGCAGAAG-3'
reverse 5'-TCATAGAGGATCACAGGGAAATCC-3'

forward 5'-ACTTGAAGCAGCACCCGTTG-3'
reverse 5'-ACCACCACTGTCTCCACTAAGAGG-3'

forward 5'-TGGAGAACAAGGTGATCTGCG-3'
reverse 5'-CGAAACAGCAGCCCTTATTTGC-3'

forward 5'-TTCCCCGAAGTGCCAACAAC-3'
reverse 5'-ATGGAGATTCTGGAGACCACCC-3'
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Table S1: List of primers used (cont’d)

ChIP-gPCR analysis

ERE-900

ERE-13500

ERE-32250

ERE-42430

ERE-50130

Sp1-60

Sp1-1020

forward 5'-TAACCCAGACATGACCTCCTGG-3'
reverse 5'-GGCAATGTAGCAAGACCCCATC-3'

forward 5'-CCCTGAGGAAAGAAGGAGCAG-3'
reverse 5'-GGTGAGTCATCACGGACATGG-3'

forward 5'-CGGTGGCTCACACCTCTAATG-3'
reverse 5'-GCTGACCTCGAATTCCTGATTG-3'

forward 5'-ATAAGGAGGAGGAAGAGCAGCG-3'
reverse 5'-TGCCAATCGCCATAGTATTTGG-3'

forward 5'-ACATGGAGGGGCAAATCCAG-3'
reverse 5'-TGTGCTCACTCTGGTTCACTGC-3'

forward 5'-AACCAAGATCCCTTTGCCAG-3'
reverse 5'-TCCAAATTTCCTGACCCCAG-3'

forward 5'-CACTAAGCACAATAGACCCAAGGCC-3'
reverse 5'-GAGGTCATGTCTGGGTTACACTATT-3'

HYAL1 promoter

P1-F
P1-A 900-F
P1-A 1020-F
P1-R
MutERE-F

5’-GACACAGTCACTAACCCAGC-3’
5’-AGCACAGTGGAGCAGTCTTG-3
5’-GTGTAACCCAGACATGACC-3
5’-TCCAAATTTCCTGACCCCAG-3
5’-GACTACAGGTACATAAAACCAAACCCAGCTAATTTT-3'
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Abstract

In addition of being regulated by the hormone, estrogen receptor activity is also known to be
modulated by coregulator proteins. Here, we identified a new unexpected interaction partner for
ERs in breast cancer MCF-7 cells, the hematopoietic transcription factor TAL1. Despite its
reputation as an oncogene in acute T-cell lymphoblastic leukemia and its crucial role in
hematopoiesis, this transcription factor is an ERa-corepressor due to a direct repressive effect
on the transcriptional activity of the receptor in response to estrogen and thus to expression of
its target genes in breast cancer cells. Moreover, TAL1 also inhibits ERa activation in response
to phosphorylation induced by the MAPK/Erk pathway. Repression of ERa activity by TAL1
in response to estrogen involves competition with SRC1 and CBP coactivators for interaction
with ERa. Thus, we observe an enrichment in H3K27 methylation and a decrease of the positive
mark H3K27ac at ERa target genes in response to E2 without any change in ERa recruitment
to promoters. This repression of ERa by TALT1 results in a decreased growth and migration of

mammary cancer cells.
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Introduction

Estrogens are pivotal to normal reproductive physiology, regulating differentiation and
homeostatic aspects of gynaecological tissues and functions, but have also been implicated in
the initiation and development of malignancies, such as breast and endometrial cancers (1).
Estrogens mediate their effects through binding to estrogen receptor ERa and ER3, members of
the nuclear receptor superfamily of hormone-activated transcription factors that modulate gene
transcription (2-4). Activated estrogen receptors will adopt a conformational change to allow
direct binding to cognate estrogen response elements (EREs) in the genome to activate target
gene expression. Such recruitment to chromatin and transcriptional activation involves
interaction with a number of coactivators, including the pl160/SRC family members and
CBP/p300, to bridge with the RNA pol II transcription machinery (5). Also, recruitment of other
transcription factors, such as Spl, NFkB and AP-1 through tethered interactions with ERs have
been reported to regulate estrogenic response (6). Transcriptional corepressors have also been
reported for their ability to weaken or impede the agonist effect of estrogens and thus provide a
control of ERa activity to restrain estrogen responsiveness (7). Abnormal ERa over-expression
is found in 75% of breast cancers and is associated with initiation and progression of
tumorigenesis, resulting in an altered activation of proliferative genes and cell cycle regulators

(8, 9).

Erythroid cell production is a complex process involving multi-wave sequential dynamics
characterized by primitive and definitive hematopoiesis that dictate differentiation and
maturation of erythro-myeloid progenitors and hematopoietic stem cells to seed the bone

marrow. TAL1 (T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1), also known as SCL (Stem Cell
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Leukemia), plays a crucial role in the early and late steps of the hematopoiesis process, where
it is essential for specification and self-renewal of hematopoietic stem cells, as well as for
terminal differentiation of erythrocytes (10-12). TAL1 was first identified by its involvement in
a T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL)-specific chromosomal translocation, linking
TAL1 to leukemic oncogenesis (13-15). It is a class II basic helix-loop—helix (bHLH)
transcription factor that regulates transcription of its target genes by binding to a hexanucleotide
sequence CANNTG termed the E-box (16). For this, it needs to heterodimerize with
ubiquitously expressed class I transcription factors E2A (i.e. E12, E47), E2-2 and HEB, also
referred to as the E-proteins (17, 18). TAL1 dimers also associate with several binding partners
that are important to mediate TAL1 hematopoietic cell growth and differentiation, which
includes ETO2, GATA, LDBI1 and the non-DNA-binding LIM-only protein LMO2 (19-22).
TAL1 can act either as a transcriptional activator or repressor in hematopoietic cells, where it
activates transcription by recruiting the histone modifying coactivator proteins CBP/P300 and
P/CAF (23, 24), or by interacting with mSin3A, ETO2, HDACI1/2, or lysine-specific
demethylase LSD1 for its repressive activity (20, 25-27). Such decision in TALI transcriptional
fate mostly relies on chromatin context at target genes and complex assembly with readily
available cofactors, rendering a permissive or non-permissive micro-environment for
transcription. In adults, TAL1 expression is shown to be limited to the endothelial and
hematopoietic lineages, such as mastocytes, megakaryocytes and erythrocytes, in contrast to
lymphocytes where TALI is normally silenced during early thymocyte development (28). In
pathology, aberrant T-cell lineage regulation of TAL1 gene by recurrent interstitial
chromosomal deletion/translocation has been considered a major cause of childhood T-ALL

oncogenesis (29, 30) .
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In this study, we identified TALI1 as a novel regulator of estrogenic response in breast cancer
cells. We show that TAL1 interacts with ERo. and ER[, resulting in their transcriptional
repression in response to estrogen and to Erk-activated pathways and to reduction of target genes
expression and migration potential of breast cancer cells. Whereas its role is well recognized in
erythroid lineage diversification and hematopoiesis, these findings point to an unexpected role

of TAL1 in breast tumorigenesis.
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Materials and methods

Cell culture

Human breast cancer MCF-7, BT474, and MDA-MB-231 cells, breast epithelial MCF-10A
cells, ovarian cancer OVCAR-3, TOV21G, and SKOV-3 cells, and endometrial HEC-1A and
Ishikawa cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS). Control (shCtl) and TAL1 depleted (shTAL1) MCF-7
stable cells were also cultured in DMEM with 10% FBS. Human embryonic kidney 293 cells
were cultured in DMEM supplemented with 5% FBS. Cells were usually treated with 10nM [-
Estradiol (E2) for 16h or else indicated, and compared to vehicle (EtOH)-treated control. Cells
were also treated with cAMP activated kinase (PKA) activator forskolin (40uM; Cedarlane,

ON) and PKA inhibitor H89 (20mM; Sigma, St-Louis, MO).

Plasmid Constructs

Expression pCMX plasmids coding for human ERa and ERP (wild type and serine to alanine
mutants), and constitutive oncogene RasV12 mutant, and reporter luciferase constructs ERE-
bLuc, pS2-Luc and the ERE lacking pS2-Luc (pS2-AERE-Luc) have been described (31-34).
Expression pCMX plasmids coding for human TAL1 (wild type, Abasic, A1-176, and A60-331)
were generated by PCR amplification. Single serine to alanine mutations of TALI1 at Ser-122
and Ser-172 were generated by PCR mutagenesis using the Pwo DNA polymerase (Roche Life

Science, Laval, QC). All constructs were verified by automated sequencing.
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Transfection and luciferase assay

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 500 ng reporter construct, 10-50 ng ER
expression plasmids, 100 ng each of TAL1 and/or RasV12 expression plasmids and 250 ng
pCMX-Bgal. After 5-8 h, medium was changed and cells were treated as indicated. Cells were
then harvested in potassium phosphate buffer containing 1% Triton X-100 and lysates analyzed
for luciferase activity (Perkin-Elmer) after the addition of luciferin. Luciferase assays were
performed in duplicate from at least three independent experiments, and values were expressed

as relative light units normalized to the B-galactosidase activity of each sample.

RNA extraction and quantitative PCR

Total RNA was isolated with TRIzol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instruction and 1 pg total RNA was treated with RNAse-free DNase and reverse-transcribed
using RevertAid™ RT Kit (Thermo Fisher Scientific, CA). Quantitative PCR amplification was
performed as described (35) using a QuantStudio® 7 Flex Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, CA). Quantitative amplifications were obtained using the SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, CA) and relative expression values
were normalized to RPLP0O and compared to control samples. Each analysis was performed in

duplicates and results are derived from at least three independent experiments.
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Cell lysates, co-immunoprecipitation, and immunoblotting

TAL1 recruitment to ERo and ERP was determined by co-immunoprecipitation using HA
epitope-tagged TAL1 and ER expression plasmids in transfected 293 cells. Cell lysates were
immunoprecipitated using specific antibodies to ERa and ERp (Santa Cruz Biotech, CA; Cell
Signaling Technology, CA), and Western blot analysis was performed with an anti-HA antibody
(12CAS). Signals were revealed by chemiluminescence using appropriate horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies. Coimmunoprecipitation in MCF-7 cells was

performed similarly except that specific TALI antibody (GenTex Inc., TX) was used.

RNA interference

To deplete TALI expression, small hairpin RNA (shRNA) duplexes targeting the sequence
TGGAGGGGATCAGTATATACA of human TALI1 (shTAL1) were inserted into a lentiviral
vector and viral particles were produced in 293T cells as described (27). Parental MCF-7 cells
were then infected and compared to shCtl control cells. TALI efficient knockdown was

monitored by qPCR and Western blot analysis.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

ChIP assay were carried out essentially as described (36). shCtl and shTALT stably expressing
MCF-7 cells were treated or not with 10 nM E2 for 45 min and chromatin was
immunoprecipitated using antibodies to ERa (Santa Cruz Biotech, CA), histone H3K27me3 and

H3K27ac marks (Abcam, Cambridge, MA) or TALI (GenTex, TX). The DNA pellets were
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recovered and analyzed by qPCR using primer pairs that encompass the EREs of the indicated
gene promoters. The fold enrichment was determined by calculating the ratio of the amount of
the target sequence in the immunoprecipitation over the amount of the target sequence in the
input DNA, using the following formula: 1/2€T put-CT sample '\where CT is the number of cycles
needed to raise the threshold. Each analysis was performed in duplicate and results are derived

from at least four independent ChIP experiments.

Cell growth assay

shCtl and shTAL1 MCF-7 stable cells (10° per well) were maintained in DMEM containing 1%
FBS and treated or not with 10 nM E2 over a period of 72h with freshly added medium change
every 24h. Cell growth was monitored by impedence using the xCELLigence system (ACEA
Bioscience, Inc.) and expressed as relative cell proliferation according to the CI (cell index)
value provided by the RTCA software. Each analysis was carried out in duplicate and results

are derived from at least three independent experiments.

Cell wound healing assay

Cells were seeded in a 6 well plates until they reached ~80% confluency and a single stripe
(~300 pm wide) was scraped on the cell-coated surface with a 10 pl pipette tip. Cells were then
washed with PBS to remove floating debris and fresh DMEM supplemented with 2% FBS was
added in absence or presence of 10 nM E2. The healing of the scratch wound was monitored at
different time points (0, 24, 48 and 72 h) by taking bright field images (Zeiss Axio Imager,

ZEISS, CA) and the average extent of wound closure was determined by measuring the width
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of the migratory distance of cells using the NIH Image J software. Results are derived from

three independent experiments.
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Results

Erythroid transcription factor SCL/Tall is expressed in reproductive cancer cells and is a
novel interaction partner of estrogen receptors ERa and ERP

Our initial work has demonstrated that increased Erk-targeting of ERow and ERJ results into
estrogen-like effects in hormone-responsive tissues (34, 36, 37). This emphasizes a prominent
role of receptor activation function AF-1 phosphorylation to sustain ER transcription
competence in conjunction or not with hormone, and provides a possible route to induce
undesired cell growth in gynecologic cancers. In an attempt to identify putative AF-1
phosphorylation-dependent cofactors that might disrupt ERO/ERP regulation, we have
identified SCL/TALI by interaction screening using phosphorylated ERP as a bait (Fig. 1A).
This finding was unexpected since TALI is better known as a leukemic bHLH transcription
factor primarily expressed in erythroid progenitors and acting as a master regulator of
hematopoiesis (12, 38). We thus determined the expression profile of TAL1 in a subset of
reproductive cancer cells and found high levels of TALI transcripts in human ovarian cancer
OVCAR-3 cells and in breast cancer MCF-7 and BT474 cells, and to a lesser extent in
endometrial cancer Ishikawa cells (Fig. 1B). Interestingly, these cells are considered ER-
positive, while cells identified as ER-negative, such as MCF-10A and TOV21G cells, do exhibit
very poor expression of TAL1. To further validate at the protein levels, Western analysis shows
strong levels of the long p42 form of TALI in OVCAR-3, BT474 and MCF-7 cells, and
undetectable levels in MCF-10A and HEC-1A cells, correlating with gene expression data (Fig.
1C). Of interest is the preferred expression of the p22 short form in Ishikawa and TOV21G cells,

suggesting that post-translational processing of TAL1 might occur in a cell-dependent context.
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TALT1 as a novel regulator of estrogen receptors ERa and ERp in breast cancer cells.

We thus validated the phosphorylation-dependent interaction of TAL1 with the estrogen
receptors by co-immunoprecipitation using transfected cells. We found that ectopic expression
of TAL1 in human 293 cells resulted in an increased recruitment to ERo (Fig. 2A) and ERJ
(Fig. 2B) under basal conditions, and further promoted in the presence of oncogene Ras¥!?, a
constitutive variant that strongly activates the MAPK/Erk pathway. However, TALI was less
recruited to ER« in presence of estrogen and potentiation of TAL1-ERo recruitment by RasV!?
was also reduced by hormone (Fig. 2C). Similar results were obtained in breast cancer MCF-7

cells, in which recruitment of TAL1 to ERo was enhanced by Ras¥'?

, while decreased by
estrogen (Fig. 2D).

The functional significance of TAL1 on ERa transcriptional activity was determined by
luciferase reporter assay. Activation levels of ERc in response to estrogen and Ras¥!? were
significantly reduced upon TAL1 over-expression in transfected 293 cells (Fig. 2E). Similar
inhibition by TAL1 was also observed on the additive response to estrogen and Ras"'?. We then
generated stable shTALI-expressing cells using parental MCF-7 cells (shTAL1-MCF-7) to
knockdown endogenous TAL1 expression. Consistent with results obtained with TAL1 ectopic
expression, the shTAL1-MCF-7 cells exhibit a greater ER-mediated response to estrogen and to

RasV!? compared to shCtl-MCF-7 control cells (Fig. 2F). These results identify TALI as a

cofactor of ER transcriptional potential in breast cancer cells.

TAL1 DNA binding is not required for ERQ recruitment
We next determined which domain of TALI is required to mediate the interaction with ERa.

Truncation of the N-terminal aal-176 region of TAL1 severely impaired the recruitment of ERa,
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indicating this region to be essential in promoting ERa recruitment in response to Ras"!? (Fig.
3A). Interestingly, removal of the basic domain (Abasic) of TAL1, which mediates E-box
binding, had no significant effect on the interaction with ERa (Fig. 3A) and on the ability to
downregulate transcriptional response of ERa to RasV!? (Fig. 3B). It is known that TAL1 can
act either as a transcriptional factor by binding the E-box on promoters of target genes, such as
the P4.2 promoter in murine erythroleukemia cells (39), or as a cofactor where the DNA-binding
activity of TALI is not required (40). Our results indicate that DNA binding of TAL1 is not
required to promote ERa recruitment and inhibition, therefore identifying TAL1 as a cofactor

of ERa.

Serine 172 of TALI1 is essential to mediate recruitment and repression of ERa to oncogenic
Ras

We found that the truncated deletions A1-176 and A60-331 completely abolished TALI
repressive effect on ERao, suggesting that the region encompassing aa 60-176 is critical to
oncogenic Ras response (Fig. 3B). Interestingly, this region contains Ser-122 and Ser-172, two
sites reported to be phosphorylated by Erkl and PKA respectively (26, 41). We thus generated
serine to alanine mutants at these positions and found that disruption of Ser-172 strongly
impaired the Ras-dependent recruitment of TAL1 to ERa compared to wild type TAL1, whereas
the S122A mutation had no effect (Fig. 4A). Likewise, the S172A mutation abolished the
inhibition of ERa activity to TAL1, whereas the S122A had no effect (Fig. 4B). These results

suggest a critical role of Ser-172 in the repressive effect of TAL1 on ERa.

PKA induction of TAL1-ER« interaction requires Ser-172
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We next addressed whether phosphorylation of Ser-172 serves as a recruiting signal for ERa
interaction. Based on previous observation that Ser-172 is a consensus site for PKA (27, 41),
we treated cells with the PKA activator forskolin and observed a time-dependent increase in
TALI recruitment to ERo compared to untreated cells (Fig. 5SA). Addition of the PKA inhibitor
H89 to cells strongly impaired the effect of forskolin (Fig. 5A) and of oncogenic Ras (Fig. 5B)
on TALI recruitment to ERa, consistent with a role for PKA to induce TAL1-ER interaction.
The effect of forskolin was also tested in the context of TAL1 serine mutants where ERa
recruitment was severely disrupted with the S172A mutant, compared to the S122A and wild
type TAL1 (Fig. 5C). These results identify PKA as a signaling effector in the interaction of

TAL1 with ERa and suggest Ser-172 as a target for phosphorylation.

TALT1 regulates the expression of estrogen responsive genes in breast cancer cells

The potential of TAL1 to alter ERo transcriptional activity in breast cancer cells is intriguing
and therefore suggests that regulation of estrogenic genes targeted by ERo might be affected.
We thus analyzed expression levels of a subset of ERa regulated genes in the context of TALI
depletion using shTALI1 stably expressing MCF-7 cells. We found that the estrogenic
upregulation of target genes, such as GREB1, TFF1(pS2), PGR and CXCL12, as determined in
control shCtl MCF-7 cells, was further enhanced in treated shTAL1 MCF-7 cells (Fig. 6A).
Interestingly, induction of MYC and CCNDI1 genes by estrogen was not significantly affected
by TALI depletion, while their basal levels were enhanced compared to shCtl cells (Fig. 6A).
As opposed to classic ERE-containing genes such as GREB1, TFF1, PGR and CXCL12, MYC
and CCND1 genes are activated by estrogen through indirect binding of ERa to their respective

promoter via AP-1 sites (36). To determine the prominent role of ERE on the repressive action
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of TAL1 on ERa target genes, we performed luciferase assay using a reporter under the control
of the pS2 proximal promoter which contains a functional ERE. As expected, both basal and
E2-induced activities of the pS2-Luc reporter were further enhanced upon TAL1 depletion in
MCF-7 cells compared to control (Fig. 6B). However, these effects of TAL1 depletion were
abolished when the pS2 ERE site was mutated (AERE-pS2-Luc). Consistent with this, the
AERE-pS2-Luc remained also unresponsive to ectopic expression of TAL1 in 293 cells
compared to pS2-Luc (Fig. 6C). This suggests that the inhibitory effect of TAL1 on estrogen-
responsive genes involves direct binding of ERa to ERE.

Since TALI1 also exerts a repressive effect on ERa activation by Ras¥!?

, we sought to determine
whether this effect was ERE-dependent or not. Using the pS2-Luc reporter, which is highly
responsive to Ras"!?, we found that TAL1 depletion further enhanced such activation in MCF-
7 cells in absence or presence of estrogen (Fig. 6D), consistent with the inhibitory effect of
TAL1 on ERa activity. However, while the response to estrogen was abolished, the effect of

Ras"!? was maintained in the context of mutated ERE (AERE-pS2-Luc) in shCtl and shTAL1

MCEF-7 cells, indicating that the ERE was dispensable in the response to Ras.

TAL1 promotes repressive chromatin modifications at ERa targeted promoters

To better understand the impact of TAL1 on ERE-driven transcription of estrogenic genes, we
performed ChIP experiments to determine ERa occupancy in the context of TAL1 knockdown.

As expected, increases in ERo enrichment in response to estrogen were measured at EREs of
the TFF1, PGR, and CXCL12 promoters in shCtl MCF-7 cells (Fig. 7A; top panels). However,

no significant changes in ERa occupancy were observed when comparing shTAL1 with shCtl
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cells, indicating that TAL1 does not affect ERa recruitment at EREs. These results preclude any
ERa release from responsive promoters as a possible mechanism for TAL1 repression. We
therefore considered whether histone modifications were involved to mediate TAL1 effect on
ERa target promoters. We found that the H3K27me3 mark, known to be associated to
transcriptionally inactive chromatin, was significantly reduced at the ERE of the TFF1, PGR,
and CXCL12 promoters, when comparing estrogen-treated shTAL1 cells with shCtl cells (Fig.
7A; middle panels). In contrast, a significant enrichment in active H3K27ac histone mark was
observed under the same conditions (Fig. 7A; bottom panels). These results suggest that in
response to estrogen, TAL1 promotes an inactive chromatin landscape at ERE-driven promoters,

resulting in transcriptional repression without altering ERo occupancy.

Transcriptional potential of coregulators on ERa is altered by TAL1

Given that ERa recruitment to target genes was not altered by TAL1 and that repressive histone
marks were associated to TALI effects, we therefore sought to determine whether TAL1 could
regulate the contribution of transcriptional coactivators to ERE-driven transcription. A number
of coactivators of nuclear receptors are known to contain intrinsic or associated histone
modifying activities, resulting in chromatin opening and transcription. Among which, CREB-
binding protein CBP is considered a strong histone acetyl transferase, and the SRC/p160 family
members were also reported to contribute to hormonal activation of a number of receptors,
including ERs (15, 28). As expected, CBP and the three SRC members were all potent in
promoting activation of ERa to estrogen and Ras in control MCF-7 cells (Fig. 7B). However,

the coactivation potential of CBP and SRC-1, but not that of SRC-2 and SRC-3, was further

145



increased in the context of TAL1 depletion in response to E2. This suggests that TAL1 might
regulate the transcriptional competence of ERa through specific cofactor usage at given target

promoters.

TALT1 inhibits the growth and migration of breast cancer cells

The negative effect of TAL1 on ERa response to estrogen led us to ask whether TALI has a
functional impact on breast cancer cell phenotype. We thus determined the effect of TALI on
the growth potential of MCF-7 cells in the context of estrogen. We found that the estrogen-
dependent growth stimulation rate of cells was significantly enhanced upon depleting TALI
when compared to shCtl cells (Fig. 8A). The shTAL1 MCF-7 cells also showed a faster
proliferation rate in absence of estrogen compared to control cells, consistent with a hormonal-
independent effect of TALI in regulating the growth of MCF-7 cells. We next addressed the
role of TALT1 on cell invasion phenotype and observed a significant increase in the estrogenic
potential of TAL1-depleted cells to migrate after 72h of treatment compared to shCtl cells (Fig.
8B and C). To support these findings, we analyzed the expression of genes related to the
epithelial-mesenchymal transition (EMT), which includes the mesenchymal markers vimentin
(VIM) and N-cadherin (CDH2). We found that estrogen markedly increased VIM and CDH2
expression in control MCF-7 cells (Fig. 8D), supporting a transition toward a metastatic
phenotype over time. However, TAL1 knockdown contributed to further enhance the expression
levels of VIM and CDHI in response to estrogen. These results indicate that TALI can reduce
the migration transition phenotype to MCF-7 cells when exposed to estrogen, and support a

negative regulation of TAL1 of the EMT pathway in breast cancer cells.
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Discussion

The transcriptional competence of nuclear hormone receptors to hormones is largely regulated
by a number of coactivators, forming an intricate interaction complex to promote target gene
transcription. Transcriptional corepressors are also recruited to maintain receptors in a basal
state or to prevent or inhibit gene activation. Such recruitment of coregulators is therefore a
crucial regulatory step in nuclear receptor signal transduction and proper complex assembly is
essential to achieve normal physiological response but may also be altered in pathology, such
as estrogen-dependent cancers. Here we identify a new corepressor for ERs, the hematopoietic
transcription factor TAL1. This finding was very intriguing since most studies have examined
the role of TALI in normal hematopoiesis and in leukemia, whereas little is known on its
possible implication in other tissues.

TALI is a DNA-binding transcription factor and thus does not share any structural similarity
with the recognized nuclear receptor corepressors, such as NCoR and SMRT. It does not contain
an NR box, the signature motif consisting of a LXXLL motif known to directly interact with
nuclear hormone receptors (42-44) , although the NR box is not always required, such as for
REA (45). We also found that TAL1 binds to unliganded receptors and is released although
partially upon E2 binding, which is similar to NCoR and SMRT but differs from corepressors
REA, RIP140 and LCoR which are recruited to ERa in a ligand-dependent manner (44-47) .
Such partial decrease in TALI interaction in response to estrogen suggests that TAL1 may be
released from ERa complex to allow it to function and activate its E2-dependent target genes
by recruiting co-activators. However, remaining associated TAL1 appears to still repress ERa
activity, as it is only upon TALI knockdown that a maximal ERa activity and target gene

expression is achieved. Therefore, TAL1 repression for the E2-dependent activation of ERa is
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likely to involve competition with coactivators for interaction with ERa, such as in the case of
REA which decreases ER activity by interfering with SRC-1 access to the receptor (45).
Consistent with this, we show that the coactivation potential of SRC-1 and of CBP to estrogen
is increased with TAL1 knockdown, suggesting that TAL1 might interfere with SRC-1 and CBP
mediated activation of ERs (34). Furthermore, an increase in the active mark H3K27ac and a
decrease in the repressive mark H3K27me3 on the promoter of the target genes pS2, PgR and
SDF-1 are observed in response to E2 without any changes in ERa recruitment to promoters
following TAL1 knock-down. Our findings identify TAL1 as a novel repressor of estrogen
receptors, underlying a distinct mechanism of impaired estrogen signaling in breast cancer cells.
As opposed to estrogen, activation of the MAPK pathway by oncogenic Ras led to an enhanced
recruitment of TAL1 to ERa, while still resulting in impaired receptor activation. This suggests
a different mechanism of interaction of TAL1 with ERo in conditions of enhanced kinase
signaling, which might depend on specific ER phosphorylation and /or various states of
activation of TAL1. ER phosphorylation has been shown to promote cofactor recruitment and
transcriptional regulation (31, 48) and phosphorylation is also reported to regulate TALI
activity. In particular, the phosphorylation of Thr-90 by Akt kinase and Ser-122 by Erk1 kinase
ERK results in transcriptional activation of TAL1 through modulation of the putative proline-
rich transactivation domain in erythropoietic cells (49, 50). In addition, TAL1 can also be
phosphorylated on residue Ser-172 by PKA, a modification that has been proposed to affect the
binding of TAL1 to particular E-box motifs in a target-dependent manner (51) . Here, we
observed that Ser-172 mutation severely impaired the interaction of TAL1 with ERa in response
to Ras and to cAMP-mediated activation pathways, resulting in significant loss of the repressive

effect of TAL1, this provides a critical role for Ser-172 phosphorylation as a recruiting signal
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to interact with ERo and mediate receptor inhibition. Interestingly, Ser-172 phosphorylation
was reported to destabilize TAL1 ability to associate with lysine specific demethylase LSD1,
leading to enhanced TALI transcription and activation of target genes normally suppressed by
TAL1-LSDI1 complex in leukemic cells (27). However, LSD1 is rather associated to active
promoters in breast cancer cells, where it is required for activation of ERa target genes in
response to estrogen (52). Whether TAL1 phosphorylation at Ser-172 by which ERa is recruited
and inhibited might infer with LSDI1 interaction in the ERo. complex assembly in breast cancer
cells is not known and will require further investigation.

Phosphorylation of estrogen receptors is thought to be an essential mechanism for ligand-
independent transcriptional activation of estrogen-responsive genes in breast cancer (53).
Indeed, the ERs can be stimulated by a variety of growth factors and other kinase-induced
signals, mimicking the effects of estrogen on expression of genes involved in cell growth and
breast cancer proliferation independently of a hormonal signal. As such, up-regulated signaling
by growth factor receptors, including members of the EGFR/ErbB family, is associated with
failure of endocrine therapy (53-55). Consequently, enhanced activation of MAPK/Erk kinase
pathway is recurrent in ER-positive cancer cells and in tumors of patients maintained on
tamoxifen (56-59). Since our results indicate that TAL1 downregulates ERa basal transcription
as well as the response to activation by MAPKSs, it is expected that altered TAL1 expression
and/or impaired repressive activity might promote tumor development and hormone-therapy
resistance. Clearly, further studies will be needed to investigate if any molecular alterations of

TALI correlate with breast tumor development.

Our results that TAL1 knockdown significantly increased the proliferation and migration of

MCEF-7 cells provide a functional role to TAL1 in the regulation of breast cancer cell behaviour.
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Interestingly, ectopic expression of TAL1 has been shown to induce proliferation of human T-
ALL cells by apoptosis inhibition (60), while TAL1 knockdown resulted in decreased growth
and partial blockade of G2/M to Gl transition. Further gene expression profiling analysis after
TAL1 knockdown also revealed downregulation changes in many genes among which NKX3.1
is required for the proliferation of TALI-expressing T cell lines (61). Moreover, TALI1
knockdown inhibited cell proliferation and decreased entry into and traversal of the G1 and S
phases, resulting in a delay in cell cycle progression of differentiating murine bone marrow
monocyte precursors (62). As part of the mechanism, cell-cycle regulatory proteins CDKN1A
(p21€P!y and CDKN2A (p16™“%) normally known to be supressed by TAL1 (63), were up-
regulated upon TAL1 knockdown in bone marrow monocyte precursors (62). Not much is
known on the phenotypic role of TAL1 in breast cancer cells, but our results identify TALI1 as
a negative regulator of cell growth, acting through inhibition of ERa activity and consequent

decrease in estrogen-responsive proliferative genes.

Studies mostly done in endothelial cells have reported inhibitory effects of TAL1 on cell
motility, since TAL1 overexpression inhibits migration (64). A more recent study has shown
that TAL1 can up-regulate CDHS5/VE-Cadherin expression, known to promote adhesion
between endothelial cells (65). Our results suggest a similar role of TALT1 in breast cancer cells
where TAL1 decreases cell migration potential, correlating with downregulation of
mesenchymal markers Vimentin and CDH2/N-Cadherin in response to estrogen. These findings
indicate that TAL1 expression results in impaired migration transition phenotype to MCF-7 cells
when exposed to estrogen, supporting a role of TAL1 as a negative effector of the EMT pathway

in breast cancer cells.
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In conclusion, whereas the role of TAL1 during hematopoiesis and leukemia have been
extensively investigated, its potential implication in other tissues remains unknown. We identify
here TAL1 as new corepressor for ERa in MCF-7 breast cancer cell lines, it represents an
important factor for regulation of ERs activity since it plays a dual role by repressing either the
E2-dependent and independent activation of ERa, which may be a key in breast cancer treatment
with anti-estrogens. Continued investigation on TAL1 repression of ERa response to MAPKs
pathway and epigenetics changes upon TAL1 phosphorylation by PKA will certainly help in

elucidating further aspects of the detailed mechanism of this ERa repressed transcription.
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Figures Legends

Fig. 1. TAL1 is expressed in reproductive cancer cells

(A) Schematic representation of the SCL/TALI protein with functional domains and
phosphorylation sites, the truncated form is also represented. (B) qPCR analysis of TALI
mRNA levels in in breast, endometrial and ovarian cancer cell lines. (C) Western analysis of

TAL1 and ERa protein levels in breast, endometrial and ovarian cancer cell lines.

Fig. 2. TAL1 is a novel cofactor of ERa and ERP in breast cancer cells

(A, B) TALI1 interaction with ERs is enhanced by phosphorylation. HEK-293 cells were
cotransfected with ERa (A) or ERf (B) and HA-TALI plasmid in the presence or absence of
RasV12 to activate the MAPK pathway. Cells were then treated or not with 10nM E2 for 16h.
Immunoprecipitation was carried out with an antibody specific to ERa or ERp. Co-
immunoprecitated HA-tagged TAL1 was detected with an anti-HA antibody. (C) Estrogen
decreases the interaction between Tal-1 and ERa. HEK-293 cells were transfected with ERa
and HA-Tal-1 wt plasmid, before E2 treatment for the indicated times (30°, 3h or 6), cells were
also transfected with RasV12 with or without E2 for 6h. (D) Endogenous interaction between
ERa and Tal-1. MCF7 cell lysates were prepared and immunoprecipitated with pre-immune
serum (IgG) or an antibody anti-ERa in the presence of 10 nM E2 or RasV12. Precipitated
proteins were revealed by WB using anti-TAL1 and anti-ERa antibodies. (E) 293T cells were
transfected with an ERE-tk-luc reporter and expression plasmid for ERa in the presence or
absence of TAL1 (100 ng). Cells were also transfected with RasV12 plasmid and then treated

or not with 10 nM E2 for 16h and lysed for measurement of luciferase activity. Luciferase values
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were normalized to B-galactosidase activity and expressed as fold activation compared with
untreated cells set at 1.0. (n=4-8, *P<0.01, **P<0.05 and ***P<0.005). (F) MCF-7 cells were
transduced with an shRNA against TAL1 (shTAL1) or a scramble ShRNA (ShCtl). Luciferase
assays using the ERE-tk-luc reporter were performed in the presence or absence of RasV12
plasmid. Cells were treated or not with 10 nM E2 for 16h and luciferase values are expressed as
in E. (n=3, *P<0.01, **P<0.05 and ***P<0.005). (G) MCF-7 cells were transduced with an
shRNA against TALI (shTAL1) or a scramble ShRNA (shCtl) and knockdown efficiency
evaluated by quantitative real-time PCR. Error bars represent the SEM from at least three

experiences. ** P <0.005.

Fig. 3. TALI1 regulation of ERa is not DNA-dependent

(A) 293T were transfected with ERa and HA-TALI1 full length or troncated constructs (Abasic
or A1-176) with or without RasV12 and immunoprecipitation was carried out with an antibody
specific to ERa, samples were then immunoblotted for the presence of HA-TAL1 full length or
troncated using an HA antibody. (B) 293T cells were transfected with an ERE-tk-luc reporter
and expression plasmid for ERa in the presence or absence of TALI1 full length or truncated
forms corresponding to the N-terminal or the C-terminal region. Cells were also transfected with
RasV12 plasmid. Luciferases values were normalized to -galactosidase activity and expressed

as fold response compared with control cells set at 1.0. (n=4, **P<0.05 and ***P<0.005).

Fig. 4. TALI1 regulation of ERa to Ras activation requires Serine 172
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(A) 293T were transfected with ERa and HA-TAL1 wt or mutants constructs ( S122A, S172A)
with or without RasV12 and immunoprecipitation was carried out with an antibody specific to
ERa. Samples were then immunoblotted for the presence of HA-TALI wt or mutants using an
HA antibody. (B) 293T cells were transfected with EREtkLuc reporter, ERa plasmid and
expression vector encoding TAL1 wt or mutants (S122A, S172A) in the presence or absence of
RasV12 plasmid. Luciferases Values were normalized to B-galactosidase activity and expressed

as fold response compared with control cells set at 1.0. (n=4, **P<0.05 and ***P<0.005).

Fig.5. Serine 172 phosphorylation of TAL1 by PKA modulates TAL1 interaction with ERa

(A) 293T cells were cotransfected with ERa and HA-TALT plasmids, pre-treated or not with 20
uM of the PKA inhibitor H89 for 1h before treatment with vehicle or 40uM of the PKA
activator, forskolin for 2, 4 or 6h. Immunoprecipitation assay were carried out with an anti-ERa.
antibody, Coimmunoprecitated HA-tagged TAL1 was detected with an anti-HA antibody. (B)
293T cells were cotransfected with ERa and HA-TAL1 plasmids in presence or absence of
RasV12 and treated or not with 20 uM of the PKA inhibitor H89 for 3h. (C) 293T cells were
cotransfected with ERo and HA-TAL1 wt or mutants constructs in presence or absence of 40

uM of the PKA activator, forskolin for 6h. Co-immunoprecipitation assay was carried as in (A).

Fig.6. Direct effect of TAL1 on ERa target genes through EREs in response to E2

(A) g-RT-PCR analysis of TAL1 knock down effect on a sub-set of ERa target gene after E2
treatment in MCF-7 shCtl or shTALI stable cell lines. Cells were treated with 10nM E2 for 16h,
and results were normalized to RPLPO expression and expressed as fold response compared to

ShCtl vehicle-treated cells set at 1.0. Error bars represent the SEM from at least three
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experiences. *, P < 0.05; ** P <0.005. (B; C) Effect of TAL1 on the transcriptional activity of
ERa. (B) Luciferase assays using the pS2-Luc reporter were performed in MCF7 shCtl and
shTAL1 stables cell lines treated with 10nM E2 for 16 h. Luciferases values were normalized
to B-galactosidase activity and expressed as fold response compared with control cells set at 1.0.
(C) Luciferases assay same as in (B) except the use of the AERE-pS2-Luc reporter. (D) TAL1
repressive effect on ERa response to MAPKs is ERE-independent. Luciferase assays using the
pS2-Luc or AERE-pS2-Luc reporter were performed in MCF7 ShCtl and shTAL1 stables cell
lines in the presence or absence of RasV12 plasmid. Cells were treated or not with 10nM E2 for
16h. Luciferases Values were normalized to B-galactosidase activity and expressed as fold

response compared with control cells set at 1.0.

Fig.7. TAL1 promotes repressive chromatin modifications at ERa target promoters.

(A) ChIP assays were performed using MCF-7 ShCtl and ShTAL1 stable cell lines. Cells were
treated with E2 for 45min, immune complexes were precipitated with an anti-ERa, anti H3K27
Ac or H3K27me3 antibodies and ChIP data were shown by quantitative PCR using a primer set
covering EREs of pS2/TFF1, PR and SDF-1 genes. (B) MCF7 ShCtl and shTALI1 stables cell lines

were transfected with an ERE-tk-luc reporter, expression vectors for SRC-1, CBP, GRIP-1 and PCIP, in
presence or absence of RasV12 plasmid. Cells were treated or not with 10nM E2 for 16h and luciferases

Values were normalized to B-galactosidase activity and expressed as fold response compared with

control cells set at 1.0. (n=4, *P<0.05, ***P<0.005).
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Figure 8: Effect of TAL1 depletion on cell growth and migration in response to E2.

(A) shCtl and shTAL1 MCF-7 stable cells (10° per well) were treated or not with 10 nM E2
over a period of 72h with freshly added medium change every 24h. Cell growth was monitored
by impedence using the xCELLigence system (ACEA Bioscience, Inc.) and expressed as
relative cell proliferation according to the CI (cell index) value provided by the RTCA software.
Each analysis was carried out in duplicate and results are derived from at least three independent
experiments. (B) MCF7 ShCtl and ShTAL1 stable cell lines were plated in 6 well plates until
they reached 80% confluency, cells were scratched using 10l pipette tip and then treated or not
with 10nM E2. Captured images at different time points (0, 24, 48 and 72 h) were analyzed by
ImagelJ. Error bars represent the mean + s.d. (n = 3, * p<0.05 compared to mock). (C) The
healing of the scratch wound was monitored at different time points (0, 24, 48 and 72 h) by
taking bright field images (Zeiss Axio Imager, ZEISS, CA) and the average extent of wound
closure was determined by measuring the width of the migratory distance of cells using the NIH
Image J software. Results are derived from three independent experiments. (D) q-RT-PCR
analysis of TAL1 knock down effect on epithelial-mesenchymal transition (EMT), markers
upon E2 treatment in MCF-7 ShCtl or Sh-TALI stable cell lines. Cells were treated or not with
10nM E2 for 16h, 24h, 48h and 72h and results were normalized to RPLPO expression and
expressed as fold response compared to ShCtl vehicle-treated cells set at 1.0. Error bars

represent the SEM from at least three experiences.
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Fig.2
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Fig.3

Fold luciferase activity

ERa
- - + + - - - - TALA1
- - - - + + - - TAL1Abasic
- - - - - - + + TAL1A1-176
- - - + - -+ - + Rasv12
. — e D
IP: ERa
IB:TAL1
G G GED D SED aES S| . R
4 A
D -
3.5 1 @ RasV12
3 -
2.5 1
2 1 *
1.5 1
1
0.5 1
0 b T T T T

- FL A1-176 A60-331 Abasic

TAL1

163



Fig.4
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.7

Luciferase activity (Fold)

ERa ChIP signal

H3K27me3 ChIP signal

* ?
© © o o
o N E o (-] -
* E *

H3K27ac ChIP signal

12 -

10

N W A~ OO

1.2 1

0.8 1
0.6 1
0.4 1
0.2 1

12

o N A~ O

T
'

e = N
o v a N oo
P
E
'

TFF1

*

o =2 N W N
, 1 1 1 1 1
* *
*

*

E2 E2
shCtl shTal1
0O.-
BE2
ORasV12

CXCL12

E2

shCtl shTal1

hn,

I:GR
5 ] *
4
3
2
14
0

*

*

g -
sl -
4
2
0

- E2 - E2

shCtl

|

shTal1

- SRC1 CBP SRC2SRC3 - SRC1 CBP SRC2 SRC3

shCtrl

167

shTAL1



Fig.8
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Chapitre 3 Discussion générale, perspective et conclusion

Discussion

6.1 Identification d’un gene cible du récepteur de I’estrogéne ERa

6.1.1 Régulation de I’expression du géne de la hyaluronidase HYAL-1 par

ERa et les estrogénes

Les anomalies chromosomiques et génomiques au niveau du locus 3p21.3 sont des
événements fréquents liés a des cancers épithéliaux, notamment les cancers de 1’ovaire et du
sein. C’est dans cette région que se retrouvent les génes hyaluronidases HYAL-1, HYAL-2 et
HYAL-3. HYAL-1 est particulierement surexprimé dans plusieurs cancers, tels que la prostate,
la vessie, le cou, la téte et le sein (331-334, 338, 342). Toutefois, en dépit de tout ce qui est
connu maintenant sur HYAL-1 et son implication dans la tumorigenése, peu d’informations
existent sur la régulation de I’expression de ce gene. En effet, seules quelques études ont
examiné la régulation des hyaluronidases. L’un des mécanismes de cette régulation est
I’épissage alternatif de I’ARNm qui se traduit par plusieurs variants qui codent pour des
protéines enzymatiquement inactives (448). Il a ét¢ démontré que ’un des variants d’épissage
appelé HY AL1-v1, agit comme un régulateur négatif de la croissance tumorale, de 1’invasion et
I’angiogenese (340). Une étude a montré que BMP-7 (Bone morphogenetic protein-7) diminue
I’expression de ’ARNm de HYAL-1 et HYAL-2 dans les cellules tubulaires rénales (449). A
I’inverse, 1’Interleukine 1B augmente 1’expression de HYAL-1 dans les fibroblastes des

ligaments parodontaux (450), tant dis quele TGF-f ’augmente dans les fibroblastes dermiques
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(451). Plus récemment, 1’identification du promoteur proximal de HYAL-1 a révélé une
régulation épigénétique par la liaison de différents facteurs de transcription : Sp-1, AP-1, Egr-1
et NFkB au promoteur de HYAL-1 méthylé ou non (446). A 1’exception de ces études, on
connait trés peu sur la régulation du géne HYAL-1 et les études pour la plupart se sont
concentrées sur I’expression et le role de HY AL-1 dans le cancer de la prostate et de la vessie.
Dans une publication antérieure, notre laboratoire a aussi démontré une expression élevée de
HYAL-1 dans le cancer épithélial de ’ovaire de type mucineux et a cellules claires. Fait
intéressant, cette expression ¢levée de HY AL-1 était inversement corrélée a celle du géne codant
ERa soit ESR1 (444). Il a également été rapporté que les lignées du cancer du sein ER (-) ont
aussi un niveau ¢levé de HY AL-1 par apport aux lignées ER (+) (445), suggérant un role pour
ERa dans la régulation de HYAL-1. En accord avec ces observations, notre analyse de
I’expression de HY AL-1 dans la cohorte METABRIC constituée de 1980 cas de cancer du sein
a révélé la méme corrélation inverse entre ESR1 et HYAL-1, mais pas avec les autres
hyaluronidases, HYAL-2 et HYAL-3. Par ailleurs, une étude a décrit une relation entre le
substrat des hyaluronidases, le hyaluronan et ERa et a montré que I’interaction CD44-
hyaluronan induit une cascade d’événements incluant I’activation de la kinase Erk2, aboutissant
a la phosphorylation d’ERa dans le cancer ovarien de type séreux (452). De ce fait, méme si un
certain nombre de rapports ont adressé la régulation des hyaluronidases, notre étude est la

premiere démonstration d’une relation directe entre la hyaluronidase HYAL1 et ERa.
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6.1.2 HYAL-1, un gene cible réprimé de facon sélective par ERa et les

estrogénes

Conformément a ces résultats, mes recherches ont par la suite confirmé la régulation de
HYAL-1 par I’estrogéne en identifiant HY AL-1 comme étant un géne cible réprimé par ERa.
Le traitement des lignées cancéreuses mammaires ER (+), MCF-7 et BT-474 avec E2 a
significativement diminué I’expression de I’ARNm et de la protéine HY AL-1 comparativement
aux cellules non traitées. Ces résultats indiquent que HY AL-1 est négativement régulé par ERa
en réponse a ’estrogeéne. Les études de microarray ont rapporté que dans les cellules MCF-7,
pour 43 % des genes réprimés par ERa, le tamoxiféne a un effet partiel sur la répression alors
que pour 26 %, le tamoxiféne abolit complétement ’effet répressif de 1’estrogene (453), les
31 % restants sont aussi inhibés en réponse au tamoxiféne. De facon similaire a ce qui a été
observé dans la littérature sur les geénes réprimés par ERa (454, 455), nous démontrons que
I’anti-estrogéne partiel, tamoxiféne a eu un léger effet sur I’expression du gene HYAL-1 tant
dis que I’ICI n’a eu aucun effet vu que c’est un anti-estrogéne pur qui entraine la dégradation
d’ERa. De plus, les cellules MCF-7 et BT-474 présentent une diminution des niveaux
protéiques basaux de HYAL-1 comparées aux lignées ER (-) : la lignée cancéreuse mammaire
MDA-MB-231 et la lignée épithéliale du cancer de I’ovaire TOV21-G, ce qui est en accord avec
la corrélation inverse entre ESR-1 et HY AL-1 observées chez les patientes ayant un cancer de
I’ovaire (444) et dans la cohorte METABRIC de cancer du sein. Cette répression est sélective a
HYAL-1 puisque les autres genes situés sur le méme chromosome 3p21.3 ne sont soit pas
affectés par I’estrogene comme c’est le cas pour HYAL-2 et HY AL-3, NAT6 et TUSC2 ou bien
sont augmentés comme c’est le cas pour SEMA-3F et SEMA-3B qui sont d’ailleurs connu pour

étre activé par I’estrogene (456, 457).

171



6.1.3 Recrutement d’ERa sur le promoteur de HYAL-1

La plupart des études ayant été faites dans le passé sur la régulation de 1’expression de
genes par ERa portent sur des génes activés. Aujourd’hui, les avancées technologiques récentes
ont permis d’analyser le génome humain en entier et ont pu cartographier les sites de liaison
d’ERa suite au traitement avec 1’estrogeéne par immunoprecipitation de chromatine couplée a
des microarray (ChIP on CHIP) ou couplée avec des séquengages a haut débit (ChIP-seq). Ces
¢tudes ont révélé que dans la lignée cancéreuse mammaire MCF-7, sur plus de 400 génes régulés
par ERa, 70 % sont en fait réprimés (458-460). Des résultats précedent de ChIP-Seq a partir de
cellules MCF-7 traitées avec 1’estrogeéne a mis en évidence 69452 site de liaison de ERa sur tout
le génome. L’analyse de ces résultats nous a permis d’identifier plusieurs de ces sites sur le
chromosome 3p21.3 dans certains a proximité du geéne HYAL1 mais aussi proche des
genes SEMA3B, SEMA3F et RASSF1 qu’on avait déja montré comme étant augmenté par
I’estrogéne par q-PCR. Lors de cette analyse ChIP-Seq, nous avons aussi cartographié la
H3K27Ac, qui est une marque d’histone associée a 1’activation transcriptionnelle et comme
attendue, nous avons retrouvé cette marque sur les génes SEMA3B, SEMA3F et RASSFI. Par
contre, nous n’avons observé aucun enrichissement de la marque positive H3K27Ac en présence
d’estrogene dans la région génomique située dans la région 5' du géne HY AL, ce qui suggere

un état répressif de la chromatine proche de HYALL.

Comme mentionné précédemment, ERa peut exercer son action sur ses genes cibles de
fagon directe, en interagissant avec les EREs ou bien indirectement en se liant au promoteur via
un autre facteur de transcription qui lie I’ADN tels que Sp-1 (461, 462), AP-1 (96, 255), NFxB
(463). L’identification du promoteur proximal de HYAL-1 (-93 +17) par Lokeshwar et son
équipe a d’ailleurs révelé la présence de sites de liaison pour certains facteurs de transcription :
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NF«kB et egr-1, Sp-let AP-1 (446), mais jusqu’a présent aucune séquence ERE n’avait été
retrouvée sur le promoteur de HYAL-1. Il a été observé dans les cellules cancéreuses
mammaires, que les geénes sensibles a 1’estrogene ont souvent un ERE ou un demi-ERE
positionné a coté d’un site de liaison Spl (464). Notre analyse ChIP-Seq a révél¢, en plus du
site Sp-1 connu, situé a -60 pb du site d’initiation de la transcription (446), un autre Sp-1 a -
1020 pb. Nous avons également identifi¢ pour la premicre fois 5 EREs sur le promoteur de
HYAL-1 a travers lesquels ERa peut potentiellement exercer son effet répresseur dont un ERE
a -900 pb, donc trés proche du Sp-1 -1020 pb et 4 autres distaux a environs -30-50 Kb. Les
résultats de ChIP-qPCR nous ont permis de confirmer le recrutement significatif d’ERa en
réponse a I’estrogeéne sur le Sp-1 -1020 comparativement au Sp-1 -60 et sur 3 des 5 EREs
identifiés soit le ERE-900, ERE-13500, et un peu moins sur le ERE-32250 comparativement
aux 2 autres EREs, les plus distaux : ERE-42430 et ERE-50130 qui présentent un faible

recrutement d’ERao.

6.1.4 Mécanisme de la répression de HYAL-1 par ERa

Fait intéressant, le recrutement d’ERo sur les sites ERE -900 et le Sp-1 -1020
s’accompagne par un enrichissement de la méthylation de lysine 27 sur I’histone 3 (H3K27me3)
qui est une marque d’histone répressive, ce qui confirme les résultats du ChIP-Seq qui ont révélé
I’absence de la marque active la H3K27Ac au niveau du promoteur de HY AL-1. Nos résultats
démontrent ainsi, non seulement un enrichissement de la H3K27me3 sur le promoteur de
HYAL-1 au niveau du ERE -900 et Sp-1 -1020, mais également un profil de la H3K27me3
associée au recrutement d’ERa variable au niveau du chromosome 3p21.3 qui permet d’activer

ou de réprimer I’expression de genes de fagon sélective.

173



Etant donné que la plupart des études se sont concentrées sur l’activation de la
transcription par les ERs, la liste des génes réprimés pour lesquels les mécanismes de la
régulation négative par ERa ont été déterminés est relativement faible. C’est pourquoi le
mécanisme derriére la répression induite par E2 n’est pas clairement connu et il existe
probablement plusieurs mécanismes responsables de la répression génique par ERa. De fagcon
générale, la répression de la transcription génique par les récepteurs des estrogenes implique le
recrutement de corépresseurs qui recrutent a leur tour les enzymes modifiant les histones,
capables d’inhiber la transcription en induisant la condensation de la chromatine la rendant de

ce fait inaccessible a la machinerie transcriptionnelle.

Parmi les quelques études ayant examiné le phénomene de répression de I’expression de
genes par ERa, certaines ont impliqué les corépresseurs NCoR et SMRT dans la répression
transcriptionnelle (465, 466). NCoR et/ou SMRT sont notamment recrutés sur les promoteurs
de plusieurs génes négativement régulés par I’estrogene incluant : cyclin G2 (454), VEGFR2
(467), Slug (468), TAFII30 (469). De notre coté, nous n’avons pas observé le recrutement de
NCoR ni SMRT sur le promoteur de HY AL-1 en réponse a I’estrogéne (résultats non montrés),
ce qui suggere ’existence de différents mécanismes menant a la répression transcriptionnelle
par ERa. D’autres corépresseurs par exemple, le REA et RIP140 sont recrutés sur le promoteur
de PROS-1 (470) et BTG2 (455) respectivement. La désacétylation des histones par les HDACs
est aussi un événement fréquent qui accompagne la répression génique (471). Dans notre étude,
nous n’avons pas détecté la désacétylation, mais plutét la méthylation de la lysine 27 sur
I’histone3 sur le promoteur de HY AL-1 en réponse a ’estrogene sur les sites ERE -900 et Sp-1

-1020.
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La méthylation la lysine 27 sur I’histone3 est catalysée par EZH2 (Enhancer of Zeste
homolog 2), une méthyltransférase spécifique de la H3K27 (472). La triméthylation de la
H3K27 par EZH2 contribue au recrutement des complexes répressifs de Polycomb (PRC1 et
PRC2) sur la chromatine, qui a leur tour vont induire la répression de I’expression des genes
associée a la condensation de la chromatine (473, 474). EZH2 est surexprimée dans plusieurs
cancers, notamment le cancer du sein, et il a ét¢é démontré que son expression est induite par
I’estrogene (475, 476). Fait intéressant, EZH2 interagit avec le corépresseur REA pour réprimer
I’expression de genes (477), est-ce que EZH2 est recruté sur le promoteur de HYAL-1 en

réponse a I’estrogeéne reste a déterminer.

EZH?2 est d’autant plus un bon candidat puisqu’elle n’interagit qu’avec ERa et pas avec
ERP (478). Cette sélectivité concorde avec nos résultats ou I’on démontre aussi que la répression
de HYAL-1 est spécifique & ERa puisque HYAL-1 est sélectivement diminué par 1’agoniste
d’ERa, le PPT (propylpyrazoletriol) et pas par I’agoniste d’ERp, le DPN (diarylpropionitrile).
De la méme facon, dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-231 qui exprime stablement
ERp, ’expression de ’ARNm de HYAL-1 est la méme que dans la lignée parentale MDA-MB-

231 tant dis quedans la lignée MDA-MB-231-ERa, I’expression de HY AL-1 est diminuée.

Par ailleurs, dans nos résultats de ChIP, nous démontrons une augmentation du
recrutement d’ERa sur le promoteur de HYAL-1 en réponse a E2, comme ce qui a été observé
sur le promoteur des génes Cyclin G2 (454), Slug (468) et PROS-1 (470). Ceci n’est pas une
caractéristique commune a tous les genes réprimés par ERa puisque d’autres comme BTG2
(455), E-Cadhérine (479) ne présentent pas cette augmentation sur leurs promoteurs. Un tel
recrutement favorisé d’ERa en réponse a I’estrogéne peut a son tour favoriser le recrutement de

corépresseurs.
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6.1.5 Roles respectifs des sites ERE -900 et Sp-1 -1020 dans la répression de
HYAL-1 par ERa

Apres avoir identifi¢ les sites ERE-900 et Sp-1 -1020, impliqués dans le recrutement
d’ERa et la répression de 1’expression de HY AL-1, nous avons voulu déterminer 1’importance
et la contribution respective de chacun de ces deux sites dans cette répression. Pour ce faire,
nous avons d’abord généré par PCR la région de 1,5Kb flanquant I’exon1 du
promoteur HY AL-1 et contenant I’ERE a -900 ainsi que les deux sites Sp-1 (a -60 et — 1020 pb),
et I’avons cloné en amont du géne rapporteur luciférase, en plus de trois autres constructions
tronquées ne contenant soit pas le Sp-1 -1020 ou les deux, le Sp-1 et le ERE-900 ou bien ayant
le ERE-900 muté. Le site Sp-1 -60 identifi¢ auparavant a été associ¢ a une diminution de
I’expression de HY AL-1 dans le cancer de la vessie (446). Par contre, nos résultats n’ont montré
aucun rdle pour ce site dans la répression du promoteur de HYAL- 1. En effet, les expériences
de génes rapporteurs a la luciférase effectuées dans les cellules ER (-), les HEK-293T apres
expression ectopique d’ERa, ont révélé que la délétion du Sp-1 -1020 altére 1’effet répresseur
de P’estrogéne sur HYAL-1, la délétion du Sp-1 -1020 et du ERE-900 a aboli complétement
aussi bien D’effet dii a I’expression ectopique d’ERa et au traitement avec E2 tant dis quela
mutation du ERE-900 a le méme effet que la délétion des deux sites. Ceci suggere que les deux
sites Sp-1 -1020 et ERE-900 sont important, mais que c’est plutdt le ERE-900 qui joue un role
prédominant dans la répression de HYAL-1 par ERa en réponse a E2 puisque dans les lignées
cancéreuses mammaires MCF-7 et BT-474, la délétion du Sp-1 -1020 n’a pas affecté la

répression de HY AL-1 a I’inverse de la mutation du ERE-900 qui I’a complétement aboli.

Cet aspect n’est pas commun a tous les genes cibles régulés négativement par ERa puisque

ceux qui le sont indirectement via les Sp-1, dans la plupart des cas (n’ont pas de EREs sur leur
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promoteur) et la répression ne requi€rent pas en plus de liaison directe & I’ADN via les EREs
(467, 469, 470). Tant dis quepour d’autres la répression se fait par interaction directe aux EREs
seulement (455, 468). L’implication des deux sites n’est pas unique a HYAL-1, et ressemble a
ce qui a été décrit pour le promoteur de cycline G2. Dans cette étude, ERa est recruté sur le Sp-
1 et le demi-ERE du promoteur de cycline G2 ou le Sp-1 est plus impliqué dans la répression
basale du promoteur de cycline G2 alors que le ERE sert a la répression en réponse a I’estrogene

(454).

6.2 Identification d’un nouveau corépresseur des ERs, TAL1 : de

facteur hématopoiétique a répresseur de ’activité des ERs

Comme cela a été expliqué précédemment (Section 3.4), suite a leur stimulation par
I’hormone, les récepteurs des estrogénes vont se lier sur le promoteur de leurs geénes cibles au
niveau des séquences EREs et initier toute une cascade d’événements dont le résultat final sera
I’activation ou la répression des genes cibles. Ces événements incluent le recrutement des
corégulateurs, coactivateurs ou corépresseurs incluant ceux qui possédent (ou recrutent) des
activités enzymatiques capables de modifier la chromatine telles que les acétylases et les
méthylases qui vont remodeler la chromatine et modifier les histones pour rendre I’ADN
accessible ou non a la machinerie transcriptionnelle. Ces mémes coactivateurs et corépresseurs
recrutés par les ERs pour réguler I’expression de leurs génes cibles sont aussi responsables de
la régulation de DI’activité transcriptionnelle des ERs. En effet, en plus d’étre régulée par
I’hormone et les modifications post-traductionnelle, I’activité des récepteurs des estrogénes est

aussi influencée par les corégulateurs. La majorité des facteurs interagissant avec les récepteurs
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nucléaires ont été identifiés en utilisant le LBD comme appat. C’est pourquoi le domaine AF-2
¢tait considéré comme étant le domaine le plus important dans le recrutement des cofacteurs.
Plus tard, il a ét¢ démontré que la phosphorylation des ERs en réponse a la signalisation
intracellulaire pouvait aussi affecter leur activité transcriptionnelle en modulant leur interaction
avec des corégulateurs. Notre laboratoire a démontré que dans les cellules cancéreuses
mammaires, la phosphorylation de résidus situés dans la région N-terminale d’ERf augmente
I’interaction de ce récepteur avec SRC-1 et CBP (142), tant dis quela phosphorylation d’un
résidu situé dans la région charniere d’ERP par la kinase Akt entraine le recrutement du
coactivateur CBP (191). Quant a ERa, sa phosphorylation sur la serine 118 engendre une
diminution de I’interaction avec le corépresseur SMRT (152). Cette modification post-
traductionnelle est également requise pour 1’interaction de la région N-terminale d’ERa avec le
coactivateur p68 (480). Dans le but d’identifier de nouveaux corégulateurs des ERs, nous avons
effectué un criblage d’interaction de type protéine-protéine a partir d’'une banque d’expression
phagique en utilisant la partie AF-1 d’ERP phosphorylé par la kinase Erkl. Ceci a mener a
I’identification du facteur de transcription hématopoiétique TAL1 comme nouveau partenaire

des ERs.

6.2.1 Interaction entre TAL1 etles ERs

TAL1 semble étre un corépresseur atypique. En effet, il est différent des corépresseurs
REA, RIP140, ou encore LCoR, qui sont recrutés de fagcon estrogéne-dépendante (154, 155,
158, 481). Il ressemblerait plus au NCoR et SMRT (lorsqu’ils sont recrutés sur leurs récepteurs
TR et RAR, respectivement (146, 147)), qui sont aussi recrutés en absence de ligand, mais
contrairement a eux, TAL1 ne se dissocie pas complétement suivant la liaison de ’estrogéne et

on observe plutdt une diminution de I’interaction avec les ERs. D’un point de vue structural,
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TALI ne possede pas le motif LXXLL caractéristique de certains corépresseurs. Cependant, ce
motif n’est pas toujours requis pour I’interaction comme c’est le cas du REA qui possede ce

motif, mais il n’est pas impliqué dans 1’interaction avec ERa (154).

6.2.2 Impact de TAL1 sur Pactivité transcriptionnelle des ERs

En plus d’étre des partenaires d’interaction, nos résultats montrent que TAL1 et ERa sont
co-exprimés dans les mémes lignées cancéreuses mammaires MCF-7 et BT474 et dans la lignée
cancéreuse ovarienne OVCAR-3 qui sont ER (+). Tant dis queles lignées ER (-) MCF-10A et
HEC-1 A expriment peu ou pas de TAL1. Ceci suggere que TALI pourrait étre un important
régulateur de D’activité transcriptionnelle des récepteurs des estrogénes. En effet, nous
démontrons que TALI réprime I’activité transcriptionnelle E2-dépendante et -indépendante

d’ERa ainsi que la réponse de certains de ses geénes cibles a 1’estrogéne.

Notre étude est la premicre a démontrer une interaction entre les ERs et TAL1. D’un point
de vue fonctionnel, les récepteurs des estrogénes et TAL1 semblent avoir des fonctions
physiologiques opposées durant I’hématopoiese. TALI est connu pour son role crucial dans la
différenciation des cellules souches hématopoiétiques pour former les différentes lignées
cellulaires érythrocytaires, mégacaryocytaires et mastocytaires (409, 410, 482), tant dis queles
ERs semblent jouer un role inverse. En effet, la surexpression d’ERo dans des lignées
érythroides a révélé que I’activation d’ERa par I’hormone entraine 1’arrét de la différenciation
et réprime 1’expression de geénes érythrocytaires normalement induits durant la différenciation
érythroide tels que GATAL et TAL1 (483, 484). Dans les lignées exprimant ERa, ce dernier
forme un complexe avec le facteur de transcription érythroide GATA1. Cette interaction est

ligand-dépendante et régule négativement 1’activité transcriptionnelle de GATAT1 (485).
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Toutefois, ces études ont été réalisées dans un contexte hématopoiétique, et notre étude
met en évidence un rdle pour TAL1 dans les lignées cancéreuses mammaires. Dans les T-ALL,
TALI est un oncogene et ERa ’est aussi dans le cancer du sein. Ce réle oncogénique de TALI
est di au fait de son activation aberrante dans les T-ALL en raison de translocations
chromosomiques alors qu’il est normalement absent durant la lymphopoiése T normale (369).
Il serait donc nécessaire d’évaluer le niveau d’expression de TAL1 dans les tissus mammaires
sains afin de déterminer si sa présence dans le cancer du sein est due a une expression normale

dans ce tissu ou bien elle serait due a une expression anormale.

6.2.3 Mécanisme d’action de TAL1

Pour la répression d’ERa en réponse a 1’estrogeéne, on observe que malgré le fait que le
traitement a I’estrogéne diminue I’interaction entre ERa et TALIL, ce dernier continue de
réprimer 1’activité transcriptionnelle d’ERa. Comment donc ce corépresseur peut-il exercer cet
effet alors qu’en principe il interagit moins avec ERa ? Le recrutement d’ERa sur le promoteur
de ses geénes cibles ne change pas apres la déplétion de TALI, ce qui indique que TAL1 n’affecte
pas le recrutement d’ERa et exclue donc une diminution du recrutement d’ERo comme

mécanisme possible de la répression par TALI.

On sait que d’une part le traitement a I’estrogéne entraine le recrutement de coactivateurs
et d’autre part que TAL1 est toujours présent, mais moindrement. Tout comme d’autres
corépresseurs tels que REA et le RIP140 (154, 481), en restant toujours accroché a ERa, TAL1
pourrait étre impliqué dans la régulation de la transcription en cachant des sites pour certains
coactivateurs et empécher I’accés complet de ces coactivateurs pour la liaison sur les ERs. De

ce fait, le traitement a 1’estrogéne diminue le recrutement de TAL1 sur ERa permettant ainsi le
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recrutement partiel de coactivateurs et la réponse estrogénique des genes cibles que 1’on connait.
Ce n’est qu’en absence de TAL1 aprés sa déplétion qu’on observe une réponse optimale a
I’estrogene des genes cibles. En accord avec cette hypothese, nous observons une augmentation
de la marque active H3K27ac et une diminution de la marque répressive la H3K27me3 sur le
promoteur des génes cibles pS2, PgR et SDF-1 en réponse a E2 sans pour autant affecter le
recrutement d’ERa aux promoteurs. De plus, nos résultats d’essais luciférases en présence ou
en absence de TAL1 montrent qu’effectivement, la coactivation induite par SRC-1 et CBP est
plus importante apres la déplétion de TAL1. TAL1 permettrait ainsi de modérer la réponse

estrogénique des genes cibles d’ERa.

Méme lorsqu’ERa est activé par phosphorylation induite par les MAPKs, le récepteur
requiert la présence de coactivateurs. Cependant, la coactivation d’ERa par SRC-1 ou CBP en
réponse a la phosphorylation ne change pas apres la déplétion de TALI1, ce qui indique qu’un
mécanisme d’action autre que la compétition avec les coactivateurs serait derricre la répression

d’ERa en réponse a I’activation par les MAPKSs.

En ce qui concerne ’effet de TAL1 sur la réponse d’ERa a la phosphorylation induite par
les MAPKSs, on assiste a une augmentation du recrutement de TALI accompagnée par la
répression de la réponse d’ERa. La seule différence entre les deux voies c-a-d ’activation E2-
dépendante et -indépendante est qu’avec RasV12, on active non seulement ERa, mais aussi
TALI. Ceci suggere qu’il existe deux mécanismes de répression d’ERa par TALI1
dépendamment de ’activation de ce dernier. L’impact de la phosphorylation des ERs sur le
recrutement des corépresseurs n’a pas ¢té étudié, la plupart des travaux se sont concentrés sur
leur effet sur la réponse a I’estrogéne. Néanmoins, selon des études antérieures, la répression

transcriptionnelle par les corépresseurs NCoR et SMRT est régulée par des modifications post-
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traductionnelle (486). Le corépresseur SMRT est la cible de phosphorylation par la protéine
kinase CK2 et la MAP kinase ERK-2, ce qui stabilise son interaction avec le récepteur de
I’hormone thyroidienne et augmente son activité répressive (487, 488). A I’inverse, la
phosphorylation de SMRT par les kinases IKKa et Cdk2 en réponse a divers stimuli conduit a
son exportation du noyau et a la dégradation médiée par le protéasome, réduisant ainsi son
activité répressive (489, 490). La phosphorylation de NCoR par PKA sur la serine 70 augmente
sa translocation dans le noyau, mais surtout potentialise sa fonction répressive sur le récepteur
des androgeénes dans les cellules cancéreuses de la prostate (491). De la méme fagon, la
sumoylation de NCoR sur les lysines 152, 1117 et 1330 en présence de Ubc-9 augmente son

activité répressive (492).

TAL1 aussi peut étre phosphorylé sur un résidu thréonine 90 par AKT, sur un résidu serine
122 par la kinase Erkl et enfin sur la serine 172 par PKA (393, 394, 397). Nos résultats
démontrent que c’est la phosphorylation de TAL1 par PKA sur la serine 172 qui augmente le
recrutement de TAL1 sur ERa et est aussi responsable de I’effet répresseur. Durant
I’hématopoiese normale et la leukémogénese, la phosphorylation de TAL1 par PKA sur la
serine 172 déstabilise son interaction avec la démethylase LSD1, ce qui a pour effet d’abolir la
répression des genes cibles réprimés par TAL1/LSD1(396). On sait aussi que TALlet LSD1
sont présent dans le méme complexe protéique (436). Dans les cellules cancéreuses
mammaires MCF-7, LSD1 est plutdt associé a I’activation des geénes cibles d’ERa en réponse a
I’estrogene (493). Ainsi, il se pourrait que la phosphorylation de TALT1 entraine la dissociation
de LSDI1, accompagnée du recrutement favoris¢é de TAL1 que 1’on a observé en réponse aux
MAPKSs et de ce fait induit la répression de I’activité transcriptionnelle d’ERa et de ces genes

cibles. En raison de son recrutement augmenté en réponse a la phosphorylation, TAL1 pourrait
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aussi tout simplement réprimer 1’activité d’ERa en recrutant a son tour plus de HDACs ou bien
d’autres corépresseurs qui vont alors condenser la chromatine et restreindre de ce fait

I’accessibilité a la machinerie transcriptionnelle.

6.2.4 Role de TAL1 dans le cancer du sein

Quel rdle joue cet oncogéne dans le cancer du sein ? En plus de son implication dans
I’hématopoiese normale, TAL1 est connu et a surtout été étudié pour son role crucial dans la
leukémogénese, il a d’ailleurs été identifi¢ initialement chez un patient atteint de leucémie
lymphoblastique aigué des cellules T (T-ALL) ou il est exprimé de fagon aberrante (365-367).
Le réle de TALI1 dans les leucémies T-ALL est associé a un pouvoir prolifératif. Il a ainsi été
démontré que I’expression ectopique de TALI dans les lignées leucémiques a un effet
prolifératif et anti-apoptotique (494). A I’inverse, sa déplétion dans les T-ALL diminue la
prolifération en induisant un arrét partiel du cycle cellulaire en phase G2/M. Les analyses
d’expression de génes suite a la déplétion de TAL1 ont révélé que la déplétion de TALI affecte
I’expression de nombreux génes qui sont soit augmentés ou diminués. Parmi ces génes, NKX.3
(un geéne activé par TALI et qui est requis pour la prolifération des lignées T-ALL (495).
Egalement, la déplétion de TALI dans les monocytes/macrophages dérivants de la moelle
osseuse inhibe la prolifération et diminue I’entrée en phase G1/S (496). Par ailleurs, en
s’hetérodimerisant avec les protéines E, TAL1 inhibe leur activité transcriptionnelle et de ce fait
inhibe aussi I’expression de leurs génes cibles. Parmi lesquels, on retrouve les suppresseurs de
tumeurs p21 (497-499) et pl6 (419, 500), d’importants régulateurs du cycle cellulaire
positivement régulé par les protéines E. Nos résultats montrent le contraire, a savoir que TALI
inhibe la prolifération de la lignée cancéreuse MCF-7 en réponse a 1’estrogéne. Dans le cancer

du sein, ERa est connu pour son effet prolifératif en activant des génes cibles tels que c-Myc et
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Cyclin D1 entre autres (215, 216, 218). L’analyse de 1’expression de quelques genes cibles
d’ERa en réponse a I’estrogéne apres déplétion de TALI montre que les geénes c-Myc et
Cyclin D1 ne sont pas affectés. Parmi les génes inhibés par TAL1, pS2, PgR, mais surtout SDF-
1 est intéressant, car il code pour la chimiokine SDF-1 qui en se liant au récepteur a
chimiokine CXCR4 promeut la prolifération cellulaire (192). Il semble donc que ’effet de

prolifératif ou antiprolifératif de TAL1 dépend des genes cibles qu’il régule.

La progression tumorale est aussi caractérisée par le passage des cellules cancéreuses d’un
phénotype épithélial vers un phénotype mésenchymateux. Ce processus appelé transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) est le résultat d’une altération de I’expression de certains
genes, notamment une diminution des marqueurs épithéliaux tels que les E-cadhérines, et une
augmentation des marqueurs mésenchymateux tels que les Vimentines (501-503). Nos résultats
montrent les mémes changements dans les MCF-7 en réponse a I’estrogéne, avec une régulation
positive du gene Vimentine, en accord avec I’effet connu des estrogenes pour induire la TEM
dans les cellules cancéreuses mammaires (479, 504-506). De fagon similaire, I’expression du
gene CDH2 qui code pour la N-cadhérine, aussi un marqueur mésenchymateux, était augmenté
dans les cellules traitées a 1’estrogene (507, 508). Fait intéressant, nos résultats montrent que
ces changements de 1’expression des marqueurs MET sont dépendant de TALI1, puisque sa
déplétion augmente leurs réponses a 1’estrogéne. De plus, le géne cible d’ERa, SDF-1 stimule
aussi la TEM en augmentant 1I’expression de vimentine et CDH2 et en diminuant celle des E-
Cadhérines (509). De ce fait, comme TALT1 inhibe I’expression de SDF-1, en absence de TALI1
I’expression de SDF-1 augmente et celle des marqueurs mésenchymateux aussi. Ce qui suggere
un rdle clé pour TAL1 dans le maintien d’une régulation adéquate des marqueurs

mésenchymateux en inhibant la migration des cellules cancéreuses mammaires. Le role de
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TAL1 dans la migration a été trés peu étudié¢, on sait néanmoins que dans les cellules
endothéliales, I’expression ectopique de TAL1 inhibe la migration cellulaire (510). Une autre
¢tude a démontré que cet effet était en fait di a I’augmentation de I’expression des molécules

d’adhésion VE-Cadhérines par TAL1 (511).

Perspectives

Etudier le potentiel de HYAL-1 en tant que biomarqueur et cible

thérapeutique

Dans le premier volet de notre étude, on s’est intéressé a la régulation du gene de la
hyaluronidase HYAL1 par ERa. Nous démontrons que dans les tumeurs cancéreuses
mammaires ER (+), ’estrogéne diminue I’expression de HY AL-1, et que les lignées cancéreuses
mammaires ER (-) expriment des niveaux ¢levés de HYALI1. Cette corrélation inverse est
observée aussi bien dans les échantillons de patientes atteintes de cancer du sein (notre étude),
mais aussi dans des échantillons de cancer épithélial de 1’ovaire (444). Ces tumeurs ER (-) sont
connues pour leur caractére malin et agressif et sont associées a un faible pronostique, car elles
ne peuvent étre traitées avec les anti-estrogénes. L’identification de la hyaluronidase HY AL1
comme étant réprim¢ par ERa et I’estrogeéne, suggeére que dans ces tumeurs-la c’est la
perte/absence d’ERa qui induit une augmentation de I’expression de HYALI1. Dans ce sens,
HYALT pourrait étre utilis¢é comme un biomarqueur pour les tumeurs ER (-). Par exemple, les
patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif (qui n’exprime pas les récepteurs

hormonaux) comme la lignée MDA-MB-231 ne peuvent bénéficier de I’hormonothérapie et sont
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traitées avec la chimiothérapie. Dans le cas du cancer épithélial de I’ovaire (CEO) aussi, HYAL1
pourrait étre utilisé seul ou en combinaison avec le biomarqueur conventionnel CA125 déja
utilisé, mais qui ne permet pas de détecter tous les types du cancer de I’ovaire (512). Nos
résultats précédents avec des échantillons de plasma de patientes atteintes de cancer de I’ovaire
indiquent un réel potentiel pour la mesure de ’activité plasmatique de HY AL-1 (444). Résultats
qui sont en accord avec ce qui est connu dans la littérature, a savoir que des niveaux élevés de
HYAL-1 retrouvés dans les urines de patients atteints de cancer de la vessie, et dans la salive de
patients avec cancers de la téte et du cou et sont utilisés comme biomarqueur (331, 337, 357).
Les résultats obtenus vont nous permettre de déterminer 1’utilit¢ de HY AL-1 comme prédicteur
de la survie et/ou un biomarqueur pour la détection des CEO. Sachant que seul 20-30 % de
patientes avec CEO a cellules claires ou mucineuses présentent un niveau élevé du marqueur
CA 125, I'utilisation de HY AL-1 comme marqueur pour ces deux sous types et pour les cancers
du sein ER (-) améliorera certainement la capacité de détection de ces cancers. A long terme
HYALT pourrait étre une cible thérapeutique intéressante pour le traitement de cancers ER (-).
Un inhibiteur de D’activité de HYALI a d’ailleurs ét¢ développé récemment et les résultats

obtenus sur le cancer de la vessie et de la prostate sont trés prometteurs (364, 513).

Implication de TAL1 dans la résistance aux traitements

La phosphorylation des ERs est un mécanisme essentiel pour l'activation
transcriptionnelle ligand-indépendante des genes cibles dans le cancer du sein (514). En effet,
les ERs peuvent étre stimulés par une variété de facteurs de croissance et d'autres signaux induits

par les kinases et mimant les effets de 1'estrogéne sur l'expression de génes impliqués dans la
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croissance cellulaire et la prolifération du cancer du sein et ce indépendamment d'un signal
hormonal. Ainsi, la signalisation induite par les récepteurs des facteurs de croissance,
notamment les membres de la famille EGFR / ErbB, est associée a la résistance a la thérapie
endocrinienne (514-516). Par conséquent, l'activation accrue de la voie MAPK / Erk est
récurrente dans les cellules cancéreuses ER (+) et dans les tumeurs de patientes traitées au
tamoxiféne (258, 517). Etant donné que nos résultats démontrent que TALI régule négativement
la transcription basale d'ERa ainsi que la réponse a l'activation par les MAPKs, il est possible
que l'expression altérée de TAL1 et / ou de son activité répressive puissent favoriser le
développement de tumeur et la résistance a I'hormonothérapie. En effet, il est connu que dans
les lignées résistantes aux thérapies endocriniennes, le niveau d’expression des corépresseurs
diminue et ceux des coactivateurs augmentent. Il serait donc nécessaire de mettre en évidence
le role de TALT dans des cellules cancéreuses qui ne répondent plus aux anti-estrogénes. TAL1
pourrait ainsi étre inactivé ou moins exprimé dans ces tumeurs résistantes, pour tester cette
hypothese, il faudra comparer les niveaux d’expression de TAL1 dans les lignées cancéreuses
résistantes ou non au tamoxiféne. D'autres études seront certainement nécessaires pour
déterminer si des altérations moléculaires de TAL1 sont en corrélation avec le développement

du cancer du sein.

Dans les tissus hématopoiétiques sains et leucémiques, il est connu que TAL1 exerce son
action répressive en interagissant avec plusieurs partenaires. Ainsi pour mieux comprendre le
mode d’action de TAL1 dans les lignées cancéreuses mammaires, il est important de déterminer
le complexe protéique associ¢ a TAL1 en réponse a 1’estrogene et a la phosphorylation, ceci
permettra aussi de différencier les deux mécanismes d’action. Est-ce que TAL1 forme un

complexe avec les mémes partenaires hématopoiétiques ? Certains d’entre eux comme
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GATAL1/3, LSD, LDBI sont aussi exprimés dans la lignée cancéreuse mammaire MCF-7 (493,

518, 519).

Conclusion

Du fait de son implication dans le cancer du sein, le récepteur des estrogenes ERa est
une cible importante des thérapies anti-cancéreuses. En étant amplifi¢ dans 2/3 des tumeurs
mammaires, il permet le traitement de ces dernicres par thérapie anti-estrogénique. Néanmoins,
des traitements plus efficaces et plus confortables pour les patients restent nécessaires et font
partie des priorités de la communauté scientifique et des gouvernements. Il est donc
indispensable d’avoir une meilleure compréhension des différents mécanismes d’action des ERs
afin de pouvoir les utiliser a des fins thérapeutiques. Notre premicre étude nous a permis
d’identifier un nouveau géne cible réprimé par ERa. Nous pensons que la répression des genes
par ERa en réponse a I’estrogéne est une voie de régulation critique dans les cellules ER (+), et
que la dérégulation de cette répression notamment dans les cancers ER (-) pourrait avoir des
effets dramatiques sur le développement et la progression tumorale. Notre deuxieéme but visait
a identifier un partenaire d’interaction pour les ERs. En identifiant TAL1 comme corépresseur
de lactivit¢ des ERs, cette étude est une des premieres étapes vers la compréhension des
mécanismes par lesquels les corépresseurs atténuent la réponse E2-dépendante des geénes cibles,
mais aussi E2-indépendante en réponse aux MAPKSs qui était jusqu’a présent peu connue. En

plus d’avoir identifié¢ un nouveau corépresseur des ERs, nous avons mis en évidence un role
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inattendu pour ce facteur de transcription hématopoiétique TAL1 dans le cancer du sein. Il serait

intéressant dans le futur d’investiguer le réle qu’il pourrait avoir dans le tissu mammaire sain.
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