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RESUME

Le contrdle de la prolifération des cellules cancéreuses mammaires est un phénomeéne complexe.
Les oestrogenes jouent un role important dans le contréle de cette prolifération. L’action des
oestrogenes se fait via le récepteur des oestrogénes o (REa), un facteur de transcription qui
complexé a I’oestradiol, est capable de moduler la transcription de nombreux geénes impliqués
dans la prolifération, I’apoptose ou la différentiation cellulaire. L utilisation d’anti-hormones qui
sont des inhibiteurs compétitifs de I’cestradiol bloquent la prolifération des cellules cancéreuses
mammaires. Malheureusement les patientes métastatiques traitées par ce type de molécules
développent systématiquement une résistance aux thérapies anti-hormonales. Les facteurs de
croissance, tels que ’EGF ou I'IGF-I, qui entrainent une activation du REa de maniére ligand
indépendante pourraient étre responsable de I’apparition de ces phénoménes de résistance.
L’¢tude des voies d’activation du REa par ces facteurs de croissance est donc importante. Le
facteur de croissance IGF-I participe au controle du développement de la glande mammaire
pendant I’embryogeneése et il a une activité cestrogene dans les cellules cancéreuses mammaires.
Cette activité oestrogene de I’IGF-I requiert I’expression du récepteur des oestrogenes o (REa),
mais on ne connait pas les mécanismes moléculaires mis en jeu. Nous avons démontré que sur
un promoteur complexe tel que le promoteur du géne oestrogéno régulé pS2/TFF1, qui contient
un site de liaison au REa et un site de liaison au complexe AP1, I’activation transcriptionnelle de
ce geéne requiert le REa et le complexe AP1. L’ensemble de ces travaux a permis de mettre en
¢vidence un mécanisme d’action original et non conventionnel du REa, en absence d’hormone.
En présence du facteur de croissance IGF-I, le REa est nécessaire mais pas suffisant pour activer
la transcription et le complexe AP1 joue un role aussi important que le REa dans I’activation
transcriptionnelle du géne pS2/TFF1. Ce complexe AP1, ou les voies conduisant a son activation
pourrait donc étre des cibles thérapeutique de choix pour le traitement du cancer du sein.

MOTS-CLES : récepteur des oestrogenes, IGF-1, cancer du sein, pS2/TFF1, complexe API.

ABSTRACT

Insulin like growth factor I (IGF-I) displays estrogenic activity in breast cancer cells. This
activity is strictly dependent on the presence of estrogen receptor o (ERa). However the precise
molecular mechanisms involved in this process are still unclear. IGF-I treatment induces
phosphorylation of the AF1 domain of ERa and activation of estrogen regulated genes. These
genes are characterized by important differences in promoter architecture and response element
composition. We show that promoter structure is crucial for IGF-I induced transcription
activation. We demonstrate that on a complex promoter such as the pS2/TFF1 promoter, which
contains binding sites for ERa and for the AP1 complex, transcriptional activation by IGF-I
requires both ERa and the AP1 complex. IGF-I is unable to stimulate transcription of an
estrogen-regulated gene under the control of a minimal promoter containing only a binding site
for ERa. We propose a molecular mechanism with stepwise assembly of the AP1 complex and
ERa during transcription activation of pS2/TFF1 by IGF-I. IGF-I stimulation induces rapid
phosphorylation and an increase in protein levels of the APl complex. Binding of the
phosphorylated AP1 complex to the pS2/TFF1 promoter allows recruitment of the chromatin
remodeling factor Brgl followed by binding of ERa, via its interaction with c-Jun.

KEY-WORDS: estrogen receptor, IGF-I, breast cancer, pS2/TFF1, AP1 complex
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Figure 1: A/ Les différents stades du développement de la glande mammaire - Entre la naissance
et la puberté il y a peu de changements dans le systeme canalaire immature. Durant la puberté,
I’augmentation en taux d’oestrogénes, d’hormones de croissance et d’IGF-I provoque la
prolifération de 1’épithélium mammaire qui se développe en plusieurs canaux (lobule 1). Cette
prolifération continue donne naissance a une alvéole (lobule 2). Pendant la grossesse le taux
¢levé d’oestrogénes et de progestérone stimule la prolifération épithéliale des cellules de
I’alvéole et cela entraine la formation d’environ 80 lobules au niveau de I’alvéole. Ces cellules
alvéolaires complétement différenciées sont maintenant capables de produire du lait. B/ Etude en
microscopie des différents stades de développement de la glande mammaire de souris. Les
fleches indiquent les alvéoles sécrétrices.

Source:Laban, C et all. TRENDS in Endocrinolgy & Metabolism, vol 14,issue 1, janvier 2003, pages 28-34
et site web du NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



INTRODUCTION

A/ La glande mammaire

Sur I’échelle du temps de ’apparition des organes, la glande mammaire est une
acquisition récente. Cet organe est apparu il y a 200 millions d’années avec le besoin pour les
mammiferes de nourrir leur progéniture.

Le tissu épithélial de la glande mammaire est un organe qui est composé de deux types
cellulaires. Les premieres sont les cellules épithéliales luminales qui délimitent la lumicre des
alvéoles sécrétrices et produisent les protéines contenues dans le lait maternel. Les secondes
sont les cellules myoépithéliales qui sont des cellules musculaires autonomes capables de se
contracter en réponses aux sollicitations hormonales. Contrairement aux autres organes, qui
sont formés durant I’embryogenése et qui conservent ensuite leur architecture tout le long de
la vie adulte, la glande mammaire est soumise a des changements majeurs de sa morphologie
a plusieurs stades de la vie adulte (Hennighausen and Robinson, 2005). Chez les humains,
I’épithélium mammaire est formé d’un réseau de canaux interconnectés situés dans le tissu
mammaire graisseux (Howard and Gusterson, 2000). Durant la puberté la croissance canalaire
augmente rapidement grace a une stimulation hormonale pour former un réseau mature
(Howard and Gusterson, 2000). Le stade final de différenciation se fait pendant la grossesse et
I’allaitement par la formation de structures en acini, qui contiennent les alvéoles sécrétrices de
lait, grace a une forte prolifération cellulaire suivie d’une étape de différenciation terminale
(cf. figure 1 pour une vision schématique de la structure de la glande mammaire). Apres le
sevrage, la fin de la lactation est accompagnée d’une apoptose massive et d’un remodelage
des tissus afin que la glande mammaire puisse reprendre sa structure originelle (Strange et al.,
2001). Le tissu épithélial mammaire est donc composé de cellules qui ont un trés fort pouvoir

prolifératif ainsi que d’un potentiel de différenciation important. Ce fort pouvoir prolifératif



est soumis a un controle strict mais est exploité a de nombreuses reprises dans la vie d’une
femme afin de répondre a ses besoins physiologiques. Malheureusement il arrive que les
cellules épithéliales mammaires échappent aux mécanismes de contrdle de la prolifération et
forment des tumeurs.

Le cancer du sein est la principale cause de mortalité par cancer chez la femme
européenne. C’est un grave probléme de santé publique puisqu’il touche 1 femme sur 10 et
provoque 20 % des déces par cancer. Il s’agit d’une affection maligne multifactorielle dont les
mécanismes sont, dans 1’ensemble, encore mal compris. Cette incompréhension peut
expliquer en partie que la mortalité n’ait pratiquement pas diminué depuis plus de 25 ans.

Les hormones stéroides, notamment les oestrogénes, jouent un role fondamental dans
la genése et la progression du cancer du sein humain. Des observations de Beatson, en 1896,
avaient déja établi 'importance de la régulation endocrine ovarienne sur le contrdle de la
croissance métastatique du cancer du sein (Beatson, 1896). Soixante ans plus tard Elwood
Jensen et ses collaborateurs ont montré que 1’oestradiol était spécifiquement retenu dans les
tissus cible de cette hormone. Cela amena a la découverte que 1’action intracellulaire de
I’oestradiol était assurée par un récepteur liant avec une haute affinité cette hormone (Jensen,
1962). Ce récepteur, initiant les effets des oestrogenes dans les tissus cibles des stéroides
(Toft and Gorski, 1966) et présent dans les tumeurs mammaires (Jensen et al., 1969) a été
identifi¢ et nommé¢ le récepteur des oestrogenes (RE). Le développement des ligands radio
marqués a montré la présence des oestrogénes dans les noyaux des cellules, suggérant un réle
des oestrogeénes dans le contrdle de la transcription (Jensen, 1966). Aujourd’hui, le RE est
utilis¢ comme marqueur de pronostic dans les cancers mammaires. Son expression détermine
si une thérapie anti-hormonale peut étre associée aux thérapies classiques.

Les anti-oestrogeénes, antagonistes des oestrogeénes, sont un outil clinique de choix pour la

prévention et le traitement du cancer du sein hormono-dépendant pour sa croissance. Le



Tamoxiféne étant le plus couramment utilisé¢. Des études cliniques ont montré que chez les
patientes atteintes de cancer du sein, le taux de mortalité aprés 5 a 10 ans est réduit de 20 a 25 %
par ce traitement. Malheureusement chez les patients métastatiques, pour des raisons encore
inexpliquées, il apparait systématiquement une résistance a cette thérapie anti-hormonale au bout
d’environ 3 ans de traitement. Toutefois dans la majorité des cas I’expression du REa est
maintenue dans ce type de tumeurs et son activité continue a réguler la croissance tumorale. Au
niveau moléculaire les mécanismes potentiellement responsables de I’apparition de résistance au
anti oestrogénes sont multiples :

- des mutations du REa entrainant une hyper sensibilit¢ a [’oestradiol ou une
interaction accrue avec ses co-activateurs et résultant en une activité plus importante
du REa

- une augmentation ou une baisse, respectivement, du taux de co-activateur/co-
répresseur du REa, qui entrainent une altération de la réponse au Tamoxiféne

- des modifications post-traductionnelles, essentiellement des phosphorylations, du
REoa ou bien de ses co-facteurs qui entrainent une activation ligand
indépendante du REa. Les facteurs de croissance qui activent de nombreuses
voies de transduction du signal dans la cellule sont, pour la plus grande partie,
responsables de ces modifications.

Les facteurs de croissance paraissent jouer un role important dans ces phénoménes de résistance.

La plus grande partie de mes travaux de thése ont consisté a mieux comprendre le

dialogue qui existe entre oestrogénes et facteurs de croissance au niveau des mécanismes
moléculaires d’action du REa. Nous avons choisi le facteur de croissance IGF-I car c’est un
facteur impliqué dans le développement normal de la glande mammaire (Ruan and Kleinberg,
1999) et sa dérégulation peut étre la cause du développement de tumeurs mammaires (Lee and

Yee, 1995) ou d’apparition de résistance aux anti oestrogenes (Nicholson and Gee, 2000). De



nombreuses stratégies ont été développées pour bloquer différentes étapes du systeme IGF-I
(pour des revues récentes : (Larsson et al., 2005; Yee, 2006)). Beaucoup de ces stratégies ont
donné des résultats encourageants, pourtant certains problémes demeurent, notamment sur
I’efficacité a long terme de ces thérapies et de leur toxicité. Ainsi dans la pathologie du cancer du
sein une étude plus approfondie du systeme IGF-I et de ses interactions avec le REa reste

nécessaire.

B/ Le REa : structure, fonction et réle physiologique

Le récepteur des oestrogenes o (REa) est un facteur de transcription qui fait parti de la
superfamille des récepteurs nucléaires (dont les membres principaux sont les récepteur des
glucocorticoides, des minéralocorticoides, des androgenes, de I’acide rétinoique, de la
progestérone et de la vitamine D). L’activité du facteur de transcription REa est capitale pour

une prolifération normale des cellules mammaires.

1/ Synthése, structure et pharmacologie du RE
a/ Découverte du RE
Le geéne codant le RE fut cloné a partir de cellules cancéreuses mammaires MCF7 en 1985
(Walter et al., 1985) et séquencé un an plus tard (Greene et al., 1986) . Une dizaine d’années
plus tard un second type de récepteur des oestrogeénes a été découvert, d’abord chez le rat
(Kuiper et al., 1996) puis chez I’homme (Mosselman et al., 1996) et la souris (Tremblay et al.,
1997). Ce nouveau type de récepteur a ét€ nommé récepteur des oestrogenes B (Kuiper et al.,

1996) par opposition au premier RE séquencé qui a ¢t¢ nommé REa.

b/ Structure du RE

Les récepteurs nucléaires forment une famille de facteurs de transcription activés par

les hormones stéroides (I’cestradiol, la progestérone, le cortisol..). Des analyses biochimiques



et des expériences de mutageneése du RE et des autres récepteurs nucléaires ont mis en
évidence que tous ces récepteurs possédent une structure modulaire comprenant 6 régions
distinctes (A-F) (Kumar et al., 1987). Les structures du REa et du REP, ainsi que leur
pourcentage d’identité au niveau de leur séquence en acides aminés, sont représentés

schématiquement dans la figure 2.

Les différents domaines du REa

Le Domaine A/B N-terminal contient la fonction d’activation de la transcription ligand
indépendante AF1 participant a ’activation de la transcription du RE (Gronemeyer, 1991;
Tora et al., 1989b). Ce domaine est I'un des moins bien conservés, avec seulement 23% de
similarit¢ entre le REa et le REPB. La région N-terminale contenant le domaine AF1 est
également trés peu conservée entre le REa et le REP (18% d’identité de séquence). Cette
disparité de séquence entre les REa et f au niveau de la région N-terminale pourrait expliquer
les différences de réponse entre le REa et le REP selon, le promoteur, le type cellulaire ou le
ligand du RE (Mclnerney et al., 1998b). En effet, I’activit¢ du domaine AF1 du RE est

négligeable par rapport a celle du REa (Cowley and Parker, 1999).

Le domaine C

Les récepteurs nucléaires sont caractérisés par un domaine C central qui est le plus
conservé (88% d’homologies entre REa et REP, ainsi qu’une conservation importante entre
les espéces et entre les différents récepteurs nucléaires). Ce domaine permet la liaison des
récepteurs nucléaires au niveau de séquences palindromique spécifiques. La premicre
identifiée a été celle du récepteur des glucocorticoides (Karin et al., 1984). Pour le RE, la
taille de ce domaine varie de 66 a 68 acides aminés. Le domaine C, domaine de liaison a

I’ADN (DNA binding domain : DBD) cible le RE sur des séquences spécifiques d’ADN



A/B C D E F REq

NH2 — 179 — 89 38 — 251 — 43 — COOH
{..Liaison ADN Liaison de 1 ’hormonez}
p
NH2 —| 142 84 | 28| 248 1281 COOH

Identite de sequence (en
acides aminés) 23% 88%  24% 58% 12%

Figure 2 : Domaine fonctionnels du récepteur des oestrogenes — Les REa et REf ont une forte
identité de séquence au niveau de la région de liaison a I’ADN (domaine C) et des domaines N-
et C- terminaux assez peu conservés. Les chiffres dans les rectangles représentant les différents
domaines indiquent le nombre d’acides aminés dans chaque région des protéines.



appelées Eléments de Réponse a I’cestradiol (ERE) (Kumar et al., 1986). La structure
tridimensionnelle de ce domaine du RE a été résolue par résonance magnétique nucléaire. Ce
domaine est monomérique en solution (Schwabe et al., 1990). La dimérisation artificielle du
DBD permet de stabiliser sa liaison a un élément de réponse retrouvé dans plusieurs génes
oestrogéno-régulés (Kuntz and Shapiro, 1997). La structure globulaire du domaine
ADN/DBD a été confirmée par cristallographie aux rayons X (Schwabe et al., 1993). Elle
révele que 2 motifs de liaison du zinc sont organisés pour former une seule unité structurale.
Celle-ci les différencie des motifs a doigts de zinc présents dans d’autres facteurs de

transcription qui sont structurés indépendamment les uns des autres (Lee et al., 1989).

Le domaine D
Le domaine D n’est pas conservé entre les différents récepteurs nucléaires. C’est une
région charniére non structurée (Gronemeyer and Laudet, 1995). Elle contient en particulier

des signaux de localisation nucléaire hormono-indépendants (Ylikomi et al., 1992).

Le domaine E

Le domaine E est bien conservé entre les récepteurs de la superfamille des récepteurs
nucléaires. Il contient le domaine de liaison au ligand (Ligand Binding Domain : LBD) et la
fonction d’activation de la transcription inductible par I’hormone (AF-2) (Tora et al., 1989b).
Ce domaine permet la reconnaissance de I’hormone et assure a la fois spécificité et sélectivité
de la réponse physiologique. Dans le cas du REa, cette région est impliquée dans la
localisation nucléaire et dans 1’association in vitro avec la protéine de choc thermique hsp90
(Chambraud et al., 1990). Elle est aussi impliquée dans la dimérisation du récepteur (Kumar
and Chambon, 1988; Tamrazi et al., 2002a) et interagit avec les coactivateurs

transcriptionnels (Henttu et al., 1997; White et al., 1997). La structure cristallographique aux



Figure 3 : Structure déterminée aux rayons X du domaine de liaison au ligand du REa.— L hélice
12 dont la position varie en fonction est représentée par un cylindre bleu dans le cas de la liaison
a I’oestradiol (a) et en vert dans le cas de la liaison a 1’anti cestrogéne partiel Raloxiféne (b).

Source:Brzozowski, A et all. Nature, octobre 1997, volume 389



rayons X de ce domaine a ét¢ déterminée, en particulier, en présence de 1’agoniste (17[3-
oestradiol) ou de I’antagoniste (Raloxiféne) (Brzozowski et al., 1997a) (figure 3). Cette étude
met en évidence le positionnement différent de 1’hélice 12 de la partie C-terminale du
domaine E en présence des différents ligands. Cette hélice 12 amphipathique est requise pour
I’activation transcriptionnelle. En effet, elle ferme la cavité de liaison comme un couvercle et
génere une fonction d’activation AF-2 compétente, générant un motif protéique capable
d’interagir avec les co-activateurs transcriptionnels. Au contraire, 1’antagoniste ne permet pas
le positionnement de 1’hélice 12 au dessus de la cavité ce qui empéche la formation d’un
domaine AF-2 compétent (Nichols et al., 1998; Shiau et al., 1998). L’ensemble de ces études

démontre qu’il existe des bases structurales au mécanisme d’action des anti-oestrogenes.

Le domaine F

Le domaine F est peu conservé parmi les récepteurs de la superfamille au niveau de sa
séquence. Sa fonction reste mal définie mais de par sa position par rapport a I’hélice 12, il est
probablement impliqué dans les mécanismes d’action des antagonistes (Montano et al., 1995;
Nichols et al., 1998; Schwartz et al., 2002). Plus précisément, des études de mutagenése
dirigée ont montré que ce domaine est capable de moduler I’activité agoniste/antagoniste du
Tamoxiféne. Par exemple la double mutation S559A/E562A ¢élimine 1’activité agoniste du
Tamoxiféne tandis que la mutation Q565P augmente 1’activité antagoniste du Tamoxiféne

(Schwartz et al., 2002).

c/ Les génes codant REa et REf
Le geéne codant le REa est localisé sur le chromosome 6 au locus 6q25.1. Il est organisé
en 8 exons dont la transcription est sous le controle de 7 promoteurs (Kos et al., 2001) (figure 4).

L’usage de ces différents promoteurs conduit a des variants d’ARNm qui différent par leur
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Figure 4: A/ Structure du geéne codant le REa. Les différents rectangles avec les lettres
correspondent aux exons non codants et les fléches correspondent aux différents promoteurs. B/
Répartition de I’utilisation des promoteurs du geéne codant le RE dans les lignées cancéreuses et
les tissus humains.



région 5’ non traduite. Dans tous les cas, une méme protéine de 66 kDa est produite. L’utilisation
de ces différents promoteurs varie en fonction du type cellulaire (figure 4), ce qui permet la
régulation de la quantité de transcrits synthétisés. Une isoforme du REa a été trouvée dans les
ostéoblastes ou seul le promoteur F est utilis¢ (Denger et al., 2001). Par épissage alternatif,
I’exon 1 est supprimé ce qui permet la formation d’un nouveau codon AUG situé dans I’exon 2.
Ce transcrit plus court permet la synthése d’un REa de 46 kDa (REa46). Cette isoforme a aussi
été détectée dans des lignées cancéreuses mammaires (Flouriot et al., 2000). Cette forme du REa
ne possede pas de domaine d’activation de la transcription ligand indépendant domaine AF-1. Le
role exact du RE046 reste assez flou. Il a toutefois été démontré que le REa46 non ligandé est
capable de réprimer la transcription de ses geénes cibles (Metivier et al., 2002). Le REa46 est
aussi capable de supprimer 1’activité transcriptionnelle AF1 dépendante du REa pleine taille
(Flouriot et al., 2000).

Le geéne codant le REP est localisé sur le chromosome 14 entre les loci 14ql1.1 et
14q11.2. Comme le REq, il est organisé en 8 exons. Le géne REB code une protéine de 530
acides aminés d’environ 60kD. Dans la glande mammaire, des variants d’épissage du RE[3 ont
¢té mis en évidence, dont les plus connus sont le REB;,s (Chu and Fuller, 1997) et le REBcx
(Ogawa et al., 1998b). Le REBiys contient un insert de 18 acides aminés dans le domaine de
liaison au ligand. Cette isoforme ne peut pas lier ’cestradiol et est un dominant négatif du
REa et du REPB quand ils sont co-exprimés dans la cellule (Hanstein et al., 1999; Maruyama
et al., 1998). L expression du RE;,s varie au cours du développement. Il est dominant dans la
glande mammaire pré-pubére et pendant la lactation. Le REB;,s n’est pas détecté dans les
cellules cancéreuses mammaires par contre REBcx est exprimé comme ARN et comme
protéine (Ogawa et al., 1998b). Le REBcx ne lie pas 1’oestradiol et se comporte comme

dominant négatif du REa (Zhao et al., 2007).
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Figure 5 : Structure de I’oestradiol et de trois anti-oestrogenes



d/ Les ligands du RE
Les oestrogenes
Le ligand naturel du récepteur des cestrogénes est I’cestradiol (voir figure 5). C’est une
hormone stéroide synthétisée principalement dans I’ovaire qui agit sur de nombreux organes
cibles, en particulier ceux du systéme reproductif femelle (glande mammaire, ovaire, utérus et
vagin). Mais les cestrogénes jouent aussi un role important dans le maintien de la minéralisation
osseuse et dans le systéme cardio-vasculaire ou ils ont un effet « protecteur ». Les cestrogénes
sont des dérivés du cholestérol et sont lipophiles. Ils diffusent librement a travers la bicouche
lipidique de la membrane cellulaire et sont retenus avec une haute affinit¢ et une grande

spécificité dans les cellules cibles par le récepteur des cestrogenes.

Les anti oestrogenes
Puisque les oestrogénes jouent un role fondamental dans la genése et la progression du
cancer du sein, [’utilisation de composés antagonistes des oestrogénes est une approche
thérapeutique de choix. Le but est d’obtenir des agents qui agiront comme agonistes dans les
tissus ou les oestrogeénes sont bénéfiques comme dans 1’0s, le cerveau et le systéme cardio-
vasculaire et comme antagonistes dans les organes atteints d’une tumeur dont la prolifération

est stimulée par les cestrogenes.

Les agonistes partiels — Les agonistes partiels du RE sont appelés SERMs pour Selective
Estrogen Receptor Modulators. Ces molécules se comportent comme des agonistes ou des
antagonistes du RE, selon le tissu dans lequel ils vont exercer leur action.

Dans le cancer du sein, le Tamoxiféne est I’anti cestrogéne qui jusqu’a présent était le plus
couramment utilisé. Il a une structure triphényl-éthylénique non stéroide (voir figure 5). Le

Tamoxiféne est converti, majoritairement dans le foie, en 4-hydroxyTamoxiféne (OH-Tam).



Cette conversion augmente son affinité pour le RE de 100 fois environ et donc son activité. La
chaine alkylamide latérale est essentielle pour son activité anti-cestrogéne (Jordan, 1984).
Etant agoniste partiel de I’cestradiol, il exerce des effets bénéfiques comme le maintien de la
densité osseuse chez les femmes post-ménopausées (Freedman et al., 2001; Kinsinger et al.,
2002) mais il a des effets indésirables dans 1’utérus ou il augmente les risques de cancer de
I’endométre. Le Tamoxiféne augmente aussi 1’incidence des accidents vasculaires cérébraux.
Toutefois son utilisation a permis de réduire le taux de mortalité de 20 a 25 % aprés 5 ans de
traitement (Bentley et al., 1992). Malheureusement, chez les patientes métastatiques il
apparait de maniére quasi systématique une résistance aux anti-oestrogénes au bout de
quelques années de traitement.

Le Raloxiféne est un benzothiophéne dont la structure tridimensionnelle est similaire aux
triphényléthylénes. Etant agoniste partiel de I’cestradiol, il exerce des effets bénéfiques dans le
maintiens de la densité osseuse chez les femmes post-ménopausées et contrairement au

Tamoxiféne, il se comporte comme un antagoniste dans 1’utérus (Cummings et al., 1999).

Les antagonistes purs - L’ICI 182 780, synthétis¢ selon la méthode décrite a la fin des années
1970 (Bucourt et al., 1978)(ICI pour « Imperial Chemical Industrie »), actuellement appelé
Fulvestrant ou Falsodex, est un anti-cestrogéne stéroidien. Il est considéré comme le plus
prometteur des nouveaux anti-oestrogénes (voir figure 5). Il semble totalement dépourvu
d’activité agoniste (Wakeling et al., 1991). Son utilisation peut étre combinée a des thérapies

contre I’ostéoporose.

Les phyto oestrogenes

Les phyto oestrogeénes sont des composés non stéroidiens présents dans de nombreux

végétaux et partagent des similitudes de structure avec les oestrogeénes. Les 3 principaux
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groupes sont les isoflavones (féves de soja...), les lignans (aliments a grains entiers) et les
coumestans. Les lignans comme les isoflavones se lient aux récepteurs des oestrogeénes. Ils
exercent un effet antagoniste partiel au niveau des tissus cibles, selon les sites d’actions, le
niveau d’oestrogénes endogene et le niveau des récepteurs. Les données géographiques
soutiennent l’existence d’une relation inverse entre un régime alimentaire riche en
phytooestrogenes et 1’incidence du cancer du sein. Effectivement, les femmes asiatiques ont
un risque 4 a 6 fois plus faible de développer un cancer du sein que les femmes occidentales
(Adlercreutz, 2002). Mais aucune étude clinique rigoureuse ne permet, a ce jour, de
recommander un régime riche en phyto-oestrogeénes aux femmes ayant recu un diagnostic de

cancer.

e/ Mod¢le d’étude : le géne oestrogéno-régulé pS2/TFF1

A Torigine, pS2/TFF1 a été identifiée dans les cellules hormono-dépendantes MCF7
sur la base de sa régulation transcriptionnelle par [’oestradiol (Brown et al., 1984;
Masiakowski et al., 1982). La protéine maturée pS2/TFF1 est un polypeptide de 6,5 Kda
exprimée dans les tumeurs du sein RE+ ou son rdle est inconnu. Elle a aussi été détectée dans
I’épithélium gastrique normal (Rio et al., 1988). La structure de la protéine a été déterminée
par résonance magnétique nucléaire (Polshakov et al., 1997) et contient une structure en
forme de tréfle retrouvée chez une douzaine de protéines extracellulaires. Ainsi la protéine
initialement baptisée pS2 a été renommée TFF1 pour Trefoil Factor 1.

Le r6le biologique de pS2/TFF1 n’est pas encore tout a fait clair. Il a été suggéré que
pS2/TFF1 puisse jouer un rdle important dans la réparation gastro-intestinale chez la souris
(Playford et al., 1996) et fonctionne comme geéne suppresseur de tumeur spécifique du tissu

gastrique chez la souris (Lefebvre et al., 1996). Toutefois des travaux récents montrent que
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pS2/TFF1 favorisait la progression d’adéno carcinomes dans des cellules épithéliales du colon
(Rodrigues et al., 2006).

La région 5’ du géne pS2/TFF1 contient une région complexe, cible des cestrogenes,
de I’EGF, des ester de phorbol (inducteurs de tumeurs), de 1’oncoprotéine Ha-ras et de la
protéine c-jun (Nunez et al., 1989) et une site AP1 potentiel (Gillesby et al., 1997). L’élément
de réponse aux cestrogénes (ERE) a été caractérisé. C'est une séquence palindromique
imparfaite (Berry et al., 1989a). Il a été proposé que la méthylation des ilots CpG localisés
dans la séquence 5’ du géne pS2/TFF1 soit impliquée dans la répression de son expression
dans les cellules de cancer du sein RE négatives (Martin et al., 1995; Martin et al., 1997). La
structure chromatinienne du promoteur proximal de pS2/TFF1 a ét¢ déterminée a haute
résolution (Sewack and Hansen, 1997). Cette région contient deux nucléosomes précisément
positionnés et le traitement hormonal, concomitant avec I’induction transcriptionnelle, résulte

dans le changement de la structure chromatinienne de cette région (Giamarchi et al., 1999).

2/ Role biologique du RE

Le RE fait parti de la superfamille des récepteurs nucléaires. C’est un facteur de

transcription actif lorsqu’il lie son ligand naturel : 1’cestradiol.

a/ Expression tissulaire
Des études de RT-PCR, de northern blot, d’immunohistochimie et d’hybridation in
situ ont montré que le REa et le REB sont localisés principalement au niveau du systéme
reproducteur féminin (sein, utérus). On les retrouve aussi dans le foie, le colon, le cerveau, le
systeme cardio vasculaire, le tractus uro-génital et 1’os (Enmark et al., 1997; Kuiper et al.,
1997; Taylor and Al-Azzawi, 2000). Dans un méme tissu, le REa et le RE peuvent posséder

des localisations spécifiques. Ainsi, dans ’ovaire, le REa est largement présent dans les
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cellules de la théque et les cellules interstitielles, alors que le RE est prédominant dans les
cellules de la granulosa (Hiroi et al., 1999; Sar and Welsch, 1999). Dans la prostate, le RE
est localisé dans I’épithélium tandis que le REa est localisé dans le stroma (Weihua et al.,
2002). Récemment, plusieurs études réalisées sur le sein, I’ovaire, le colon et la prostate ont
montré la sous expression du RE (ARNm et protéine) dans le tissus tumoral comparé aux
tissus sain (Campbell-Thompson et al., 2001; Fixemer et al., 2003; Leygue et al., 1998; Pujol
et al., 1998; Roger et al., 2001). Il semble que le rapport REa/REP augmente au cours de la
tumorigénése, suggérant ainsi que ces deux protéines aient des roles différents au cours de ce
processus.

Concernant le cancer du sein, les tumeurs exprimant le REa sont plus différenciées et
ont un potentiel métastatique plus faible que les tumeurs ne I’exprimant pas (Volpi et al.,
2000). Elles sont également de meilleur pronostic puisque 1’hormonothérapie est
envisageable. En revanche le role du REP reste a ce jour trés controversé. En effet certaines
¢tudes présentent le REB comme un marqueur de mauvais pronostic puisque les tumeurs co-
exprimant le REa et le REB sont associées a un envahissement ganglionnaire et a un grade
histologique ¢élevé et le taux d’ARNm de RE est ¢levé dans les tumeurs qui ont développé
une résistance au Tamoxiféne (Speirs et al., 1999). Cependant, dans d’autres études le REf est
considéré comme un marqueur de bon pronostic. Ainsi I’expression du RE est associée a un
grade histologique faible et & une absence d’envahissement ganglionnaire dans les tumeurs
mammaires (Jarvinen et al., 2000; Omoto et al., 2001). Par ailleurs le taux de REP diminue
dans les tumeurs pré invasives prolifératives (Roger et al., 2001). Ces divergences sur
I’impact pronostic du REP pourraient étre dues a I’expression de différents variant. En effet
certains variants pourraient étre des marqueurs de bon pronostic tandis que d’autres n’auraient

aucun impact. Par exemple le REBcx semble étre associé a de meilleures chances de survie
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tandis que le REP pleine taille ne semble avoir aucun impact sur 1’incidence de survie (Davies

et al., 2004).

b/ Role dans 1’appareil reproducteur

Afin de déterminer I’effet de la suppression du RE au niveau d’un organisme, de
nombreuse souris invalidées pour le REa ou le REP ont été générées (pour revues (Couse et
al., 2000; Curtis and Korach, 2000). Ces travaux ont montrés que d’une part 1’invalidation du
REa et/ou du REB n’est pas létal pour I’organisme et que les souris survivent jusqu’a 1’age
adulte. D’autre part les deux récepteurs semblent avoir des fonctions biologiques distinctes.
Chez la souris, I’invalidation du géne codant le REa se traduit par une stérilité chez les males
et les femelles (Lubahn et al., 1993). De plus on peut noter chez les femelles une absence de
développement des tissus mammaires et des troubles du comportement importants
(agressivité, infanticide), soulignant le réle fondamental du REa sur le développement normal
des caractéres sexuels (Ogawa et al., 1998a; Ogawa et al., 1996; Rissman et al., 1997). Ces
résultats ont été confirmés par des travaux récents ou l’invalidation sélective du REa par
RNAi au niveau de I’hypothalamus de souris conduit au méme résultat: la perte du
comportement sexuel féminin (Musatov et al., 2006).

Les souris femelles obtenues aprés invalidation du geéne codant le REP présentent un
comportement sexuel et un développement de la glande mammaire normaux mais une
diminution de la fertilit¢ résultant d’une diminution de la fonction ovarienne (Krege et al.,
1998; Ogawa et al., 1999). En ce qui concerne les souris males dont le géne codant le REP a
¢été invalidé, elles sont fertiles et on un comportement sexuel normal (Ogawa et al., 1999). Ces
données indiquent que le REP est requis pour une ovulation optimale mais pas pour la

différentiation de comportement male/femelle, la fertilité ou encore la lactation.
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La double invalidation des geénes codant le REa et le REB génére une infertilité chez
les 2 sexes. Les ovaires des souris adultes femelles présentent une transdifférenciation
folliculaire vers des structures ressemblant aux tubes séminiferes des testicules (Couse et al.,
1999). Les males quant a eux présentent une diminution du nombre et de la mobilité des
spermatozoides (Couse et al., 1999) ainsi qu’une perte des comportements sexuels (Ogawa et

al., 2000).

¢/ Role dans 1’os

Les oestrogénes jouent un role dans la croissance de 1’os (ostéoblastes et ostéoclastes)
lors de la puberté et dans son renouvellement a 1’age adulte. Chez les hommes comme chez les
femmes, une déficience en cestrogenes est associée a une hausse du remodelage de la structure
osseuse pouvant conduire a une ostéoporose (Manolagas, 2000; Manolagas et al., 2002; Riggs et
al., 1998, 2002). REa et REP sont exprimés dans les mémes proportions dans les ostéoblastes
mais aussi, dans des quantités plus faibles, dans les ostéoclastes. L’effet des oestrogeénes sur le
tissus osseux se traduit par une fonction pro apoptotique dans les ostéoclastes et une fonction anti

apoptotique dans les ostéoblastes (Manolagas et al., 2002).

d/ Role dans le systéme cardio-vasculaire
Chez les femmes entre 35 et 65 ans, le risque cardio-vasculaire est plus bas que celui des
hommes au méme age, mais le risque des femmes rejoint progressivement celui des hommes
apreés la ménopause. Cela suggere que l’cestradiol (E2) puisse €tre responsable d’un effet
athéroprotecteur. Dans les modéles animaux, 1’cestradiol prévient la constitution de la strie
lipidique (premiers stades de I’athérosclérose). L’utilisation des souris ERKO (souris dont le
gene codant le REa ou le REPB a été¢ invalidé) a permis de démontrer que cet effet dépend

spécifiquement du REa (Darblade et al., 2002).
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e/ Role dans le cerveau

Les deux types de récepteurs sont présents dans le cerveau (Shughrue and Merchenthaler,
2000). L’injection d’oestradiol radioactif dans des souris ERa KO entraine un marquage de
certaines regions du cerveau. Cela démontre que le REP est capable d’interagir avec E2
indiquant que ’ARNm de REP détecté dans certaines aires du cerveau est bien traduit en une
protéine active (Shughrue et al., 1999). Plusieurs études épidémiologiques ont montré que
I’utilisation d’oestrogénes chez les femmes ménopausées est associée a une diminution de
I’incidence de la maladie d’Alzheimer (Paganini-Hill, 1996; Tang et al., 1996; Zandi et al.,
2002). Par contre une thérapie combinée d’oestrogénes et de progestines augmente les risques de
démence chez les femmes de plus de 65 ans (Shumaker et al., 2003).

D’autres études dans des souris males invalidées pour le gene codant le REP ont
montré que ces souris présentent des anomalies cérébrales entrainant une dégénérescence des
corps cellulaires neuronaux avec I’age, suggérant un rdéle protecteur du REP dans le

développement de maladies neurodégénératives (Wang et al., 2001b).

L’existence des 2 types de récepteurs pourrait étre a 1’origine du large spectre d’activité des

oestrogenes dans différents tissus et de quelques uns des effets paradoxaux des anti-oestrogenes.

C/ Mécanismes moléculaires d’action du REa et leurs régulations

1/ Activation du REa : du ligand a la liaison a ’ADN
a/ HSP90
Contrairement aux autres récepteurs nucléaires, tous les récepteurs des hormones

stéroides non liés a I’hormone sont associés a un complexe multiprotéique de protéines
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auxiliaires. Ces protéines incluent les protéines de choc thermiques hsp90, la premicre
identifiée (Catelli et al., 1985), hsp70 (Ratajczak et al., 1993) et la protéine p59 (Renoir et al.,
1990), une protéine de la famille des immunophilines (prolyl-isomérase)(Lebeau et al., 1992).
En absence de ligand, le RE est retrouvé sous forme d’un complexe aporecepteur composé
d’un monomere de RE, d’un dimére de la hsp90 (Redeuilh et al., 1987) et de plusieurs autres
protéines (Segnitz and Gehring, 1995). La hsp70 et les autres membres du complexe semblent
former avec la hsp90 un complexe qui se lie au récepteur sans ligand pour le maintenir dans
une conformation en attente du ligand, prét a répondre au signal (pour une revue voir (Bohen
et al., 1995)). L’interaction RE/hsp90 a été bien étudiée. Plusieurs régions du RE sont
impliquées dans la formation du complexe avec la hsp90. Ces régions ont été mises en
¢vidence par I’analyse des complexes formés entre des mutants du RE et la hsp90
(Chambraud et al., 1990). La localisation subcellulaire de la hsp90 a été déterminée par
immunodétection et microscopie confocale. Cette protéine est trés abondante dans la cellule et
majoritairement cytoplasmique. Le récepteur fait la navette entre le cytoplasme et le noyau, il
interagit dans le cytoplasme avec la hsp90 et le complexe formé passe dans le noyau (Meng et
al., 1996). Suite a la liaison du ligand, le RE "activé" se dissocie du complexe des protéines
chaperones.

La hsp90 est aussi une cible thérapeutique car elle est la cible d’un agent anti-tumoral,
la geldanamycine. La structure du complexe hsp90/geldanamycine a permis d’expliquer le
mode d’action de cette drogue (Stebbins et al., 1997). Cet antibiotique, en se liant a la hsp90
au niveau du site de liaison de I’ATP, empéche la maturation conformationnelle des protéines

par la hsp90, ce qui entraine leur dégradation.

17



Affinité relative des ligands
(17 oestradiol = 100)

Composés REa REPB
Estrogénes
Estrone 60 37
Estriol 14 21
Anti oestrogénes
Tamoxiféne 7 6
4-Hydroxytamoxifene 178 339
Raloxiféne 85 166
ICI 164,384 (analogue du Fulvestrant) 69 16

Oestrogens environementaux et phyto oestrogenes

Genistéine (molécule présente dans le soja) 5 36
Resvératol (molécule présente dans le vin) <1,1x10° <1,6x10*
p'-DDE (dérivé du DDT) < 0,01 < 0,01

Table 1 : Affinité relative de différents ligands du récepteur des oestrogenes — Ces valeurs
relatives d’affinité de I’oestradiol pour le REa ou le REP sont tirées des travaux suivants :
(Bowers et al., 2000; Kuiper et al., 1997; Kuiper et al., 1998). Les méthodes pour évaluer
I’affinité¢ de liaison au RE différent mais les trois études expriment les affinités de liaison des
différents ligands du RE par rapport a 1’oestradiol, dont 1’affinité est arbitrairement fixée a 100.



b/ Liaison du ligand
L’affinité du REa et du REP pour les différents ligands semble étre du méme ordre de
grandeur. Ainsi, le REa et le REP ont une affinité élevée pour le 17B-oestradiol avec une
constante de dissociation de 0,1 nM et de 0,4 nM, respectivement, et pour I’OH-Tam, avec
une constante d’inhibition Ki de 0,1 nM pour le REa et de 0,04 nM pour le RE( (Kuiper et

al., 1997)(et cf table 1 pour une idée de I’affinité de plusieurs ligands du RE).

¢/ Changement de conformation
Le domaine de liaison a ’hormone (le LBD) du REa change de conformation suite a
sa liaison a I’agoniste. Ce changement se traduit par le repositionnement de 1’hélice 12 en C-

terminal du LBD et permet le passage a une forme transcriptionnellement active du REa.

d/ Dimérisation

Le fait que la séquence régulatrice a laquelle se fixe le RE ait une structure
palindromique suggere que le RE lie I’ERE sous forme de dimeére ((Kumar and Chambon,
1988; Schwabe et al., 1993; Whang et al., 1995).

La formation de dimeéres semble étre essentielle pour le fonctionnement normal du
REa car des mutations qui bloquent sa dimérisation entrainent généralement 1’inactivation du
RE (Lees et al., 1990). Le principal domaine responsable de la dimérisation du RE se trouve
au niveau du domaine E. La surface de dimérisation est assez importante et représente 15% de
la surface de chaque monomére (Brzozowski et al., 1997b). Le RE existe sous forme de
dimére, méme en absence de ligand et cette interaction est résistante a de fortes concentrations
en agent dénaturants (Salomonsson et al., 1994). Toutefois les ligands du RE (agonistes

comme antagonistes) entrainent une stabilisation des diméres de REa (Tamrazi et al., 2002b).
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A/
Modulation de
RE | RE I'activation transcriptionnelle

—

Séquence ERE

Modulation de
l'activation transcriptionnelle

.

Site de fixation du complexe AP1
ou de la protéine Sp1

protéine(s)
de 'docking'

Figure 6 : Représentation simplifiée de la fixation du RE o sur les promoteurs de ses genes cibles.
A/ Le REa se fixe directement sur 1€lément de réponse aux oestrogenes (ERE). B/ Le RE a se
fixe a I’ADN par I’intermédiaire d’autres facteurs de transcription tels que le complexe AP1 ou
la protéine Spl.



Le REa est capable de s hétérodimériser avec le REP (Cowley et al., 1997; Hall and
McDonnell, 1999; Ogawa et al., 1998b) formant ainsi des homodimeres REa, des
hétérodimeéres REo/RER, et des homodiméres REP. L'interface précise de dimérisation entre
ces récepteurs n’est pas encore déterminée. La distribution des homodimeéres et hétérodimeres
des RE dépendent en partie de 1’expression des 2 types de récepteurs qui est variable dans les
différents types cellulaires. La capacité des 2 types de RE a former des hétérodimeres

introduit un niveau de régulation supplémentaire dans la transduction du signal via les

cestrogeénes (Hall and McDonnell, 1999).

e/ Liaison du RE a ’ADN
Fixation directe a ’ADN : les ERE

La superfamille des récepteurs nucléaires est subdivisée en 2 classes sur la base de leur
type de dimérisation et leurs propriétés de liaison a I’ADN (Mangelsdorf et al., 1995). Les
récepteurs de classe I sont les récepteurs aux hormones stéroides qui s’homodimérisent et
lient un ¢élément de réponse organisé en 2 séquences inversement répétées. Les récepteurs de
classe II dont les récepteurs de la vitamine D, de I’hormone thyroidienne et de 1’acide
rétinoique partagent un partenaire commun d’hétérodimérisation, le récepteur rétinoide X
(RXR). Les récepteurs de classe II lient des éléments de réponse organisés en 2 séquences
directement répétées (Truss and Beato, 1998; Trust et al., 1993). Le RE est un récepteur de
classe I qui lie un élément de réponse aux cestrogénes appelé "Estrogen Responsive Element"
(ERE) (voir figure 6).

La comparaison de 23 ¢léments de réponse fonctionnels a permis de définir un ERE
consensus (Anolik et al., 1993). C’est une séquence palindromique parfaite de 13 paires de
bases, organisées en 2 hexameres séparés par 3 nucléotides de séquence aléatoire GGTCA

NNN TGACC.
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Parmi les ERE naturels, certains sont des palindromes parfaits, tel ’ERE de la
vitellogenine A2 de xénope (Seiler-tuyns et al., 1986) et de poulet (Jost et al., 1984).
Cependant, la plupart des EREs sont dégénérés par rapport au consensus. C’est le cas de
I’ERE du promoteur de pS2/TFF1 (Berry et al., 1989b) et du demi ERE du promoteur de la
cathepsine D (Augereau et al., 1994). En fonction de son ligand, le RE adopte des
conformations différentes qui permettent ou non la reconnaissance des différents ERE. Mais,
le RE adopte aussi différentes conformations quant il est li¢ a différents ERE (Ramsey and
Klinge, 2001; Wood et al., 1998; Wood et al., 2001), ce qui conforte 1’'idée que des bases
structurales sont impliquées dans les mécanismes d’action des anti-oestrogénes. Le RE,
complexé a un ligand agoniste ou antagoniste, a la méme affinité pour I’ERE (Cheskis et al.,
1997). Le RE non ligand¢ se fixe aussi sur I’ERE in vivo (Reid et al., 2003; Szatkowski Ozers

et al., 1997). L’homodiméere REa et I’hétérodimere REo/REf ont une meilleure affinité pour

I’ERE que ’homodimere RE.

Le « docking » : interaction du RE avec un facteur liant ’ADN
Les RE activent la transcription de leurs geénes cibles en interagissant soit directement
avec les ERE soit en s’associant a des facteurs de transcription liant eux-mémes 1’ADN
comme le complexe AP-1 ou la protéine Spl (voir figure 6) (Klinge, 2000; Safe, 2001; Webb

et al., 1995).

2/ Les partenaires du REa dans ’activation de la transcription
a/ Mise en évidence des facteurs modulant I’activité du REa
Le fait que l’activité transcriptionnelle des ligands du REa soit tissu spécifique
suggere que le REa ne fonctionne pas de manicre isolée mais plutot qu’il existe des facteurs

spécifiques de certains types cellulaires qui permettent de moduler ’activité du REa. De plus
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de nombreuses études ont mis en évidence qu’il existe un phénoméne d’interférence
transcriptionnelle (ou squelching) entre les différents récepteurs nucléaires. Ce terme fait
référence au mécanisme par lequel I’activité transcriptionnelle d’un récepteur, au niveau de
ses genes cibles, peut étre supprimée par la surexpression d’un autre récepteur nucléaire qui
va titrer un ou plusieurs de ses partenaires communs. Il a été montré par exemple que le REa
peut inhiber 1’activité transcriptionnelle du récepteur des glucocorticoides ou du récepteur de
la progestérone au niveau de génes ne contenant pas de séquences EREs (Meyer et al., 1989).
L’ensemble de ces observations montre qu’il existe des facteurs en quantité limitante capable

d’interagir avec les récepteurs nucléaires et de moduler leur activité transcriptionnelle.

b/ Identification des cofacteurs interagissant avec le domaine AF2 du REa

Les premiers partenaires du REa ont été identifiés par Halachimi et ses collaborateurs
qui ont utilisés le domaine LBD du REa, 1ié¢ a 1’oestradiol, pour purifier une protéines de 160
kilodaltons appelée ERa Associatied Protein (ERAP 160) (Halachmi et al., 1994) dont
I’interaction avec REa requiert un domaine AF2 intact. De plus, bien que la protéine ERAP
160 puisse interagir avec les autres récepteurs nucléaires, elle n’interagit pas avec les autres
facteurs de transcription, ce qui indique qu’il existe un certain degré de spécificité. Ensuite
des études ultérieures ont mis en évidence d’autres facteurs interagissant avec le REa et les
autres récepteurs nucléaires dont on peut citer TIF1 (Transcription Intermediary Factor 1),
RIP 140 et RIP 160 (Receptor Interacting Proteins 140 et 160), hRPF1 (human Receptor
Potentiating Factor 1) etc.(pour une revue compléte sur ces partenaires du REa (McKenna et
al., 1999)et cf. table 2). Mais ce n’est qu’avec le clonage et la caractérisation de SRCI1
(Streoid Receptor Coactivator 1) qu’un role spécifique de cette classe de protéines sur I’action
du REa a été établi. SRCI1 a été identifi¢ par double hybride en utilisant le domaine LBD du

récepteur de la progestérone comme appat. Il a ensuite été montré que SRC1 interagissait avec
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CoFacteur Nom complet Fonction/activité Interaction avec RE
GRG (p160) Steroid Receptor Coactivator 1 HAT
SRC2 (p160) Steroid Receptor Coactivator 2 HAT
o
<
SRC3 (p160 i i
.g (p160) Steroid Receptor Coactivator 3 HAT
©
S Lient le domaine
o CBP/p300 -bindi i
_g p CREB-binding protein HAT AE2 du RE via
T ) des motifs LXXLL
g TRAP220, Thyroid hormone receptor
9 TRAP/DRIP activating protein of 220 kDa
©
2
vl
©
S
ASC1 Activating Signal Cointegrator 1 Lient des HATs
et des NRs
ASC2 Activating Signal Cointegrator 1
=\
el = . . .
§ v SRA Steroid Receptor Activator Epissage Lient le domaine
g -g AF1 duRE
8 S |p68 p68 RNA helicase RNA helicase
Ss &
° EARM1 Coactivator-associated Arginine histone o
2 v Arginine Methyltransferase 1 methyl transferase Lient indirectement le
§ = R domaine AF2 du RE
S -'Ef PRMTT Protein methyltransferase 1 Arginine histone via leur association
£5 methyl transferase avec les p160
©
S b CoCoA Coiled-coil coactivator
“—
E6 AP E6 iated tei Ubiquitine li
0 - - r n n . .
: associated protei iquitine ligase Lient le domaine
S AF2 du RE
S RPF1 Receptor potentiating factor 1 Ubiquitine ligase
& PGCla PPARy coactivator1 Lient la région
2 charniére du RE
< |PGCIB
S
L R S'associent
> CAPER-alpha Coactwatg of APT Potentialisent indirectement
o Ectro eannRece tor I'activité du RE avec le RE via leur
S |cAPER-beta g P liaisonavec ASC2

Table 2 : Les coactivateurs du RE — Liste des abréviations ; HAT : Histone Acétyl Transférase,
NR : Récepteur Nucléaire, AF : Activation Fonction

Source: Hall, J et all. Molecular interventions, décembre 2005, volume 6, pages 343-357



le REa et qu’il potentialisait son activité transcriptionnelle de manicre ligand dépendante
(Onate et al., 1995). De plus la surexpression de SRCI1 est capable d’annuler 1’effet de
squelching causé par la surexpression de REa sur ’activité transcriptionnelle du récepteur de
la progestérone (PR). Cela suggére que SRC1 fait partie de ces facteurs, présents en quantité
limitante, qui modulent 1’activité des récepteurs nucléaires (RN) (Onate et al., 1995). Le
clonage de SRC1 a ensuite permit de découvrir une famille de co-activateurs ayant des
homologies structurelles et fonctionnelles avec SRC1. Cette famille a été appelée famille des
pl60 et est composée de trois membres : SRC1 (ou NCoAl), SRC2 (ou GRIP1, TIF2,
NCoA2) et SRC3 (ou AIBI1, ACTR, p/CIP, RAC3, TRAMI1, NCoA3) (Anzick et al., 1997;
Chen et al., 1997; Hong et al., 1997; Kamei et al., 1996; Li et al., 1997; Onate et al., 1995;
Torchia et al.,, 1997; Voegel et al., 1996). Ces co-activateurs ont une activité histone
acétyltransférase (HAT) qui permet un remodelage plus aisé de la chromatine des genes cibles

(McDonnell and Norris, 2002).

¢/ Interaction entre REa et p160

Le domaine LBD du REa est formé de douze hélices o (H1 a H12). En présence
d’agonistes du REa I’hélice 12 se replie sur les hélices 3,5/6 et 11 créant ainsi une nouvelle
surface d’interaction pour les co-facteurs du REa (Feng et al., 1998). La cristallisation du
domaine LBD du REa avec un peptide correspondant a la région d’interaction de SRC2 avec
les récepteurs nucléaires indique que les co-activateurs lient le REa au niveau d’un sillon
hydrophobe qui apparait suite au repositionnement de 1’hélice 12. Pour le REa li¢ a un
antagoniste, 1’hélice 12 occupe la surface d’interaction des co-activateurs, mimant leur
interaction avec le REa et donc leur recrutement (Shiau et al., 1998).

Parallelement a ces études, la région d’interaction des co-activateurs avec les

récepteurs nucléaires a été caractérisée. Heeny et ses collaborateurs ont identifi¢ dans les co-
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activateurs un domaine, appelé LXXLL (L pour Leucine et X pour un acide aminé
quelconque) qui est nécessaire et suffisant pour la liaison entre co-activateurs et récepteurs
nucléaires (Heery et al., 1997). 1l existe trois motifs LXXLL conservés au sein de la famille
des p160s et d’autres motifs LXXLL sont trouvés dans d’autres co-activateurs comme TRAP
220, CBP, p300 ainsi que ASC1 et ASC2 (Activating Signal Cointegrator 1 et 2, cf table 2)
etc... Le fait que l’interaction entre le REa et ses co-activateurs se fasse par un motif de
seulement cinqg acides aminés (motif LXXLL) pose la question de la spécificité ou du choix
d’interaction entre le REa et ses différents partenaires. Des études ultérieures ont montré que
les séquences flanquantes sont des déterminants clé pour I’affinité et la spécificité
d’interaction entre co-activateurs et récepteurs nucléaires (Chang et al., 1999; Mclnerney et
al., 1998a). De plus de multiples motifs LXXLL au sein d’un méme co-activateur contribuent
a la sélectivité d’interaction avec ses partenaires. Par exemple pour SRC1 un seul motif
LXXLL est suffisant pour son interaction avec le REa tandis qu’il en faut deux pour son
interaction avec le récepteur de I’hormone thyroide ou avec le récepteur de I’acide rétinoique

(Mclnerney et al., 1998a).

d/ Les co-activateurs spécifiques du domaine AF1
En plus du large éventail de co-activateurs interagissant avec le domaine AF2 du LBD
du REq, il existe d’autres co-activateurs capables d’interagir avec sa région AF1 (cf. table 2).
Il existe en particulier un ARN, SRA pour Steroid Receptor co-Activator, qui augmente
I’activité AF1 du récepteur des oestrogenes et des autres récepteurs nucléaires (Lanz et al.,
1999). Un autre co-activateur spécifique de la région AFI est la p68 RNA hélicase qui
potentialise 1’activit¢é du REa li¢ aux oestrogénes ou aux anti-oestrogénes (Endoh et al.,

1999). 11 est intéressant d’ajouter que ce co-activateur n’est pas capable d’augmenter 1’activité
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transcriptionnelle du REP, ce qui est probablement di a I’absence d’un domaine AF1
fonctionnel.
e/ Les co-activateurs indirects du REa

La liaison du REa avec ses co-activateurs par les domaines AF1/AF2 permet ensuite le
recrutement d’autres acteurs de la transcription. Par exemple les co-activateurs p160s ne
contiennent pas seulement des motifs LXXLL mais aussi un domaine d’activation de la
transcription C-terminal (contenant les motifs AD1 et AD2) et un domaine N-terminal
possédant le motif bHLH/PAS (basic Helix Loop Helix/PAS). Ces deux domaines sont
capables de s’associer avec des facteurs impliqués dans le remodelage de la chromatine. AD1
recrute les histones acétyltransférases CBP et p300 et AD2 interagit avec des arginines méthyl
transférases (appelées PRMTs pour Protein Arginine Methyl Transferases) comme CARMI
(Co-activator Associated arginine Methyl Transferase 1). Le recrutement indirect de ces
facteurs permet de relayer le message initi¢ par le REa. Par exemple SRC1 par son interaction
avec CBP et SRC2 par son interaction avec des PRMTs fonctionnent de maniére synergique
pour potentialiser 1’activité transcriptionnelle du REa (Stallcup et al., 2000). De plus il a été
récemment décrit un nouveau co-facteur du REa, CoCoA (Coiled Coil co-Activator) qui lie le
domaine bHLH/PAS des p160s et stimule la transcription des génes cible du REa (Kim et al.,

2003).

f/ Les co-répresseurs du REa
Les co-répresseurs physiologiques
Le fait que tout les ligands naturels du REa soient des agonistes suggere que le rdle
essentiel de ce facteur de transcription est de stimuler la transcription de ces génes cibles.
Ainsi ’existence de co-activateurs qui amplifient I’activité du REa est raisonnable. Toutefois

le taux physiologique d’oestradiol circulant est assez fluctuant (cf. table 3 pour une vue de la
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Concentration en oestrogenes

dans le sérum

< 0,28nM
< 1,1nM

< 150nM

0,114nM /0,093nM

dans les tissus
1,29nM
0,76nM

Condition physiologique / pathologique

phase folliculaire cycle
phase lutéale menstruel
grossesse

cancer du sein / controle
mesures réalisées chez des
femmes post ménopausées

Localisation
tumeur mammaire

tissus sains adjacent (tissus épithélial, adipeux)

Table 3: Concentration en cestradiol selon différentes situations physiologiques ou

pathologiques



variation du taux d’oestrogeénes selon les étapes de la vie d’une femme) et dans certains tissus
comme les ovaires le taux d’oestrogénes est constamment élevé ce qui pourrait conduire a une
activation constitutive du REa. Il a été identifi¢ des co-répresseurs du REa capable d’atténuer
son activité transcriptionnelle. Un co-répresseur récemment décrit nommé REA (Repressor of
Estrogen Receptor Activity) dont I’interaction avec le RE entraine une diminution de son
activité¢ (Delage-Mourroux et al., 2000). Un autre co-répresseur, RIP 140, ayant des motifs
LXXLL, s’associe au REa lié a 1’oestradiol au niveau de la région AF2 et empéches ainsi
I’accés aux co-activateurs interagissant avec cette région du REa. De plus RIP140 peut
réduire 1’activité transcriptionnelle basale du REa en s’associant & des complexes a activité
histone déacétylase (HDAC) qui répriment la transcription en catalysant la condensation de la
chromatine (Castet et al., 2004; Wei et al., 2000). Ainsi I’existence de ces co-répresseurs,
capables de moduler I’activité du REa lié a des agonistes, montre qu’il existe un mécanisme

supplémentaire pour la régulation fine de I’activité transcriptionnelle du REa.

Les co-répresseurs du REo. lié aux anti-oestrogenes

Les premiers co-répresseurs des récepteurs nucléaires identifiés et certainement les
plus étudiés sont NCoR (Nuclear CoRepressor) et SMRT (Silencing Mediator for Retinoid
and Thyroid hormone receptor) (cf. table 4). L’interaction de ces deux co-répresseurs avec le
RE est purement limitée a un contexte pharmacologique. Il a ét¢ montré que 1’hydroxy-
Tamoxiféne (OH-TAM) et le Raloxiféne sont capables d’induire le recrutement de NCoR et
SMRT sur le promoteur de certains génes cibles du REa (Shang and Brown, 2002; Shang et
al., 2000). L’interaction entre le REa et ses co-répresseurs (N-CoR ou SMRT) n’est pas
encore extrémement bien connue mais il a été démontré que NCoR et SMRT possédaient des
motifs protéiques appelées boites CoRNR, dont le motif est proche des séquences LXXLL,

permettant la liaison des co-répresseurs au REa, en présence d’OH-TAM (Huang et al.,
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CoFacteur Nom complet Fonction/activité Interaction avec RE

Lient le domaine

NCoR Nuclear receptor corepressor HDAC
AF2 du RE grace
SMRT Silencing mediator for retinoid ~ HDAC au motif CoRNR
and thyroid receptors
RIP140 Receptor interacting Entre en compétition avec Lie le domaine
(NRIP) protein of 140 kD les coactivateurs pour la AF2 du RE via
laison au domaine AF2 du des motifs LXXLL

RE, s'associe avec des HDACs

REA Repressor of estrogen Interfére avec SRC1 Liaison indirecte
receptor actvity pour la liason au RE

RTA Repressor of tamoxifen Interfere avec SRC1 Lie le domaine AF1
transcriptional activity pour la liason au RE, du RE

activité de liaison a I'ARN

mSiah2 Mammalian homolog Réprime l'activité des Lie le RE indirectement
of drosophilia Seven NR en adressant NCoR via NCoR
in absentia (sina) au protéasome

Table 4 : Les corépresseurs du RE — Liste des abréviations ; HDAC : Histone DéAC¢étylases,
NR : Récepteurs nucléaires, AF : Activation Fonction

Source: Hall, J et all. Molecular interventions, décembre 2005, volume 6, pages 343-357



2002). De plus la présence des hélices a 3 et 5 du LBD du REa sont cruciale pour cette
interaction (Huang et al., 2002). Des expériences de transfection transitoire de N-CoR et de
SMRT ont montré que ces protéines étaient capables de supprimer 1’activité agoniste du
Tamoxiféne (Jackson et al., 1997). Il a ensuite ét¢ montré que 1’injection d’anticorps contre
les protéines NCoR ou SMRT permettait d’intensifier 1’activité agoniste du Tamoxiféne
(Lavinsky et al., 1998). De la méme maniére dans des fibroblastes de souris KO pour NCoR,
le Tamoxiféne devient un puissant agoniste du REa (Jepsen et al., 2000). L’ensemble de ces
résultats montrent que NCoR et SMRT ont peu d’impact sur le REa li¢ a I’oestradiol en
revanche ils sont capables de supprimer efficacement 1’activité agoniste des antagonistes

partiels du REa tels que le Tamoxiféne ou le Raloxiféne.

En résumé on peut dire que ’activité transcriptionnelle du REa est régulée par un
vaste éventail de cofacteurs dont les principaux ont été décrits ci-dessus (cf. table 2 et table 4
ainsi que (McDonnell and Norris, 2002; McKenna et al., 1999; McKenna and O'Malley,
2002; Smith and O'Malley, 2004)). C’est ce réseau complexe de co-activateurs et de co-
répresseurs qui permet une régulation fine de 1’activité transcriptionnelle du REa et
notamment explique en partie I’activité plus ou moins forte du RE selon le type cellulaire
ainsi que la balance entre activité agoniste/antagoniste des SERMs selon les tissus.
En plus de ce mécanisme fin de régulation du REa, il existe un niveau de complexité
supérieur de controle de I’activit¢ du REa. En effet au sein d’'un méme type cellulaire, le
dialogue entre les voies de signalisation ainsi que les modifications post-traductionnelles du

REa et de ses partenaires vont jouer un role important dans son activité.

3/ Impact des voies de signalisation sur I’activité transcriptionnelle du REa

a/ Les Sites de phosphorylation du REa

26



Les sites phosphorylés apres liaison a I'oestradiol
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Les sites phosphorylés suite a I'activation des voies de transduction du signal

A/B c D
1 180 263 302

A

51% 51% 523
AN

MAPK ——> RSK1  AKT PKA

Figure 7 : Les sites de phosphorylation du REa
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Les sites majeurs de phosphorylation du REa se trouvent dans le domaine AF-1 situé
dans la partie N-terminale de la protéine (figure 7). Les sérines 104 et 106 sont phosphorylées
par le complexe Cdk2/cycline A (Rogatsky et al., 1999). La sérine 118 est phosphorylée en
réponse aux oestrogenes (Joel et al., 1995) par la sous unité cdk7 du complexe TFIIH (Chen
et al., 2000). La sérine 118 peut aussi étre phosphorylée de maniére ligand indépendante par
les MAP kinases (Bunone et al., 1996; Kato et al., 1995). La sérine 167 est phosphorylée par
RSK1, une kinase qui se trouve en aval de la signalisation par les MAPKs (Joel et al., 1998).
Cette serine peut étre également phosphorylée par AKT (Campbell et al., 2001). La sérine
236, située dans le domaine de liaison a I’ADN, est phosphorylée par la PKA (Chen et al.,
1999). Finalement la région E du REa peut étre phosphorylée sur la tyrosine 537 par les

tyrosines kinases de la famille Src (Arnold et al., 1995; Migliaccio et al., 1993).

b/ Impact de la phosphorylation du REa sur son activité transcriptionnelle

Dans la majeure partie des cas la phosphorylation du REa a un effet positif sur
I’activité transcriptionnelle. La phosphorylation du domaine A/B par les MAPKs (ERKs,
p38MAPK, JNKs) ou la famille AKT facilitent le recrutement de co-activateurs tels que
SRC1 ou p68 (Endoh et al., 1999; Tremblay et al., 1999). De plus la génération de lignée de
cellules MCF7 exprimant un mutant de la kinase MEK1 (famille des MAPKSs) ayant une
activité constitutive montre que dans cette lignée le REa devient hypersensible a I’oestradiol
(il est activé a des doses de 107" M d’E2, alors que le REa est activable a des doses de 10° M
d’E2 en temps normal). De plus Dactivité constitutive de MEK1 entraine une meilleure
affinité entre le REa et SRC2/SRC3 (Atanaskova et al., 2002).

Il a aussi ét¢ montré que le REa pouvait interagir avec TFIIH de maniere ligand
dépendante (Chen et al., 2000). TFIIH est un complexe multiprotéique impliqué dans

I’activation transcriptionnelle et le syst¢tme NER (Nucléotide Excision Repair) (Egly, 2001).
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Le complexe TFIIH est composé de plusieurs sous unités dont la kinase cdk7. L’interaction
du REa avec le complexe TFIIH entraine la phosphorylation de sa région A/B par la cdk7
(Chen et al., 2000). De plus I’hélice 12 du REa (impliquée dans le recrutement ligand
dépendant des co-activateurs) est essentielle pour la phosphorylation du REa par cdk7, ce qui
explique I’importance du ligand dans ce processus (Chen et al., 2000).

L’ensemble des phosphorylations du domaine AF1 permet de faciliter le recrutement
de complexes de modification et de remodelage de la chromatine qui permettent une
ouverture de la chromatine et finalement le recrutement de la machinerie de transcription.

Le domaine AF2 est aussi la cible de kinases. Les Src kinases sont capables de
phosphoryler le REa sur la tyrosine 357 qui est un résidu proche de I’hélice 12. Cette
phosphorylation régule, probablement par un changement de conformation, la liaison du REa
a Doestradiol, sa dimérisation (Arnold et al., 1997; Migliaccio et al., 1989) et /ou le
recrutement de co-facteurs.

Le REa non ligandé peut aussi étre régulé négativement par la PKA. Elle peut
phosphoryler le REa sur la sérine 236 et cette phosphorylation empéche la dimérisation du

REa (Chen et al., 1999).

¢/ Impact des voies de signalisations sur les co-régulateurs du REa
Un grand nombre de partenaires direct du REa tel que SRC-1 (Rowan et al., 2000),
SRC-2 (Lopez et al., 2001), PGC-1 (Knutti et al., 2001), SRC-3 (Font de Mora and Brown,
2000) et p300/CBP (Vo and Goodman, 2001; Yuan and Gambee, 2000) sont des cibles de
kinases comme les MAPKs, la PKA ou d’autres kinases. Ces phosphorylations ont pour effet
d’augmenter la liaison ligand dépendante de ces co-régulateurs avec le REa, de recruter plus
efficacement des complexes a activit¢ HAT et ainsi de permettre une meilleure accessibilité

des promoteurs cible.
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Les conséquences fonctionnelles de la phosphorylation ont été particuliérement bien
¢tudiées. Ces études ont montré que la phosphorylation de SRC-3 par la voie des MAPKs
(ERK1, MEKI) est associée a une activité transcriptionnelle plus forte et une meilleure
liaison avec p300 (Lopez et al., 2001). Le traitement par le TNFa (Tumor Necrosis Factor o)
entraine la phosphorylation de SRC-3 et un déplacement de cette protéine du cytoplasme vers
le noyau (Wu et al., 2002), ce qui indique que la phosphorylation peut aussi influencer la
localisation cellulaire de certains partenaires du REa. Enfin, une étude extrémement
intéressante de Wu et ses collaborateurs réalisée en 2004 montre qu’il existe six sites de
phosphorylation sur SRC-3. Ces sites sont différentiellement phosphorylés par plusieurs
kinases (p38, JNK, ERK, GSK3, CKI1, IKKs) et la combinatoire de ces phosphorylations
permet 8 SRC-3 d’assurer différentes fonctions physiologiques (Wu et al., 2004).

Les voies de transduction du signal peuvent aussi cibler les co-répresseurs du REa.
SMRT (un répresseur transcriptionnel du REa) est phosphorylé suite a 1’activation de
MEKKI1 ou MEKI et cela entralne son incapacit¢é a se lier avec ses partenaires
transcriptionnels (comme REa) et son export vers la cytoplasme (Hong and Privalsky, 2000).
D’autres répresseurs comme N-CoR ou RIP140 ont leur localisation cellulaire régulée par des
voies de transduction du signal (Espinosa et al., 2003; Zilliacus et al., 2001) ce qui permet une

meilleure activation des geénes oestrogénorégulés.

d/ Les autres modifications post traductionnelles du REa
Le REo, en tant que facteur de transcription, se situe au sein de complexes dont
certaines sous- unités ont une activité acétyltransférase (tels que les SRC, CBP/P300,
CARML...). Wang et ses collaborateurs ont mis en évidence que certains résidus lysines de
REa étaient acétylés par p300 (Wang et al., 2001a). Toutefois les conséquences fonctionnelles

de cette acétylation sur 1’activit¢é du REa ne sont pas claires. Ce n’est que trés récemment
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qu’il a été montré que 1’acétylation du REa était dépendante du ligand ainsi que des p160. Les
résidus lysine 266 et 268 ont été identifiés comme les cibles de p300. L’acétylation de ces
résidus favorise la liaison du REa a I’ADN et son activité¢ transcriptionnelle ligand
dépendante (Kim et al., 2006). Le REa peut aussi étre sumoylé, de maniére ligand
dépendante, par SUMO-1 au niveau de sa région charniére et cette sumoylation joue un role
sur la modulation de I’activité transcriptionnelle du REa (Sentis et al., 2005). Enfin le REa
peut aussi étre ubiquitinylé et cela de manicre ligand dépendante (Nirmala and Thampan,
1995). Cette polyubiquitinylation du REa favorise sa dégradation par la voie du protéasome
(Nawaz et al., 1999) et joue aussi un role important dans la régulation de I’activité du REa
(Reid et al., 2003).

De plus les partenaires du REa sont aussi la cible de diverses enzymes de modification
et qui influencent leur activité, ajoutant un niveau de complexité supérieur a la régulation de

la transcription par le récepteur des oestrogenes.

D/ La voie de signalisation IGF-I

1/ Roéle physiologique et physiopathologie de I’lGF-I
a/ L’IGF-I dans le développement normal de la glande mammaire
Le développement de la glande mammaire peut se diviser en sept étapes (pour une
revue (Laban et al., 2003)). Les hormones de croissance ainsi que I’IGF-I sont essentiels pour
chacune de ces étapes. De plus I'IGF-I est essentiel pour la morphogenese des canaux
mammaires, en son absence la glande mammaire ne se développe pas, méme en présence
d’oestrogénes (Ruan and Kleinberg, 1999). L’IGF-I joue aussi un rdle dans la physiologie de

la glande mammaire adulte pendant la lactation. Des souris transgéniques allaitant qui sur
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expriment le produit du géne Igfl (codant le peptide IGF-I) souffrent d’hypertrophie des

canaux mammaires (Hadsell et al., 1996).

b/ Effets de ’IGF-I sur le reste de 1’organisme
La voie de signalisation IGF joue un rdle central dans le développement et la
croissance de nombreux tissus et régule en particulier la taille et la croissance d’un organisme.
Cette voie de signalisation est complexe et se compose de plusieurs éléments : les ligands
(IGF-I et IGF-II), les récepteurs de ces ligands (IGF-IR, IGF-IIR et le récepteur a 1’insuline

IR) et la famille des ‘IGF Binding Proteins’ (IGFBPs).

¢/ IGF-I et cancer du sein

I1 a été montré que la concentration d’IGF-I circulante est ¢levée dans de nombreuses
tumeurs mammaires (Peyrat et al., 1993). Ces niveaux élevés ne sont probablement pas dus a
la tumeur elle-méme puisque d’autres études on prouvé qu’'un niveau élevé d’IGF-I circulant
augmentait le risque de développer un cancer du sein, que ce soit chez les femmes pré ou post
ménopausées (Hankinson et al., 1998; Kaaks et al., 2002). In vivo, I’utilisation d’anticorps
dirigés contre le récepteur de I’IGF-I réduit la taille de tumeurs mammaires transplantées a
des souris nude (Arteaga et al., 1989). L’ensemble de ces travaux et de nombreux autres
démontrent donc que le systetme IGF-I a une incidence sur le développement de tumeurs

mammaires, notamment en favorisant la prolifération et la survie cellulaire.

2/ La cascade de signalisation IGF-I : du facteur de croissance au noyau

a/ Du peptide a la membrane cytoplasmique

Les ligands IGF
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Les IGFs sont une famille d’hormones peptidiques possédant des homologies
structurales avec I’insuline (Rinderknecht and Humbel, 1976a, b). Les IGFs ont été
découvertes au cours la recherche de facteurs intervenant dans I’effet proliférateur des
hormones de croissance (Salmon and Daughaday, 1957). Des recherches ultérieures ont révélé
qu’il existe deux IGF, IGF-I (70 acides aminés, géne localisé sur le chromosome 12, en
position 12q22-q23) et IGF-II (67 acides aminés, geéne localis¢ sur le chromosome 11, en

position 11q15.5) (Rinderknecht and Humbel, 1978a, b).

Expression de IGF-I et IGF-11

Chez les rongeurs le peptide IGF-II est exprimé de fagcon ubiquitaire dans I’embryon et
son taux d’expression diminue de maniére drastique aprés la naissance. En revanche
I’expression du peptide IGF-I est trés faible durant le stade embryonnaire, augmente
significativement durant la puberté et reste élevé chez la souris adulte. Chez I’adulte, les
hépatocytes sont la principale source d’IGFs circulant mais ils existe aussi des lieux de
production ectopique d’IGF comme les fibroblastes, les chondrocytes, les osteoblastes et les
cellules épithéliales (Adashi et al., 1985; D'Ercole et al., 1984; Han et al., 1987). Ce schéma
d’expression des peptides IGF chez les rongeurs a initialement mené a I’hypothese que IGF-II
est un facteur de croissance requis pour le développement embryonnaire tandis que IGF-I est
un facteur de croissance requis pour certaines fonctions de 1’age adulte. Toutefois ce patron
d’expression n’est pas identique chez 1’homme : IGF-I et IGF-II sont exprimés dans de
nombreux tissus humains tout au long de la vie. Cependant, I’IGF-II n’est pas exprimé dans le
tissu mammaire sain et son role dans le développement normal de la glande mammaire est
mal défini (Paik, 1992). En revanche de nombreuses études ont montré que IGF-I et IGF-II
stimulent la croissance des cellules cancéreuses mammaires (Bartucci et al., 2001; Dufourny

et al., 2000; Musgrove and Sutherland, 1993; Osborne et al., 1990; van der Burg et al., 1988).
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Les récepteurs IGF

Les IGFs se lient a des récepteurs associ¢s a la membrane cytoplasmique, ce qui a
comme conséquence d’activer la transduction d’un grand nombre de signaux cytoplasmiques
impliqués dans la prolifération cellulaire et la résistance a I’apoptose.

Deux types de récepteurs a I’IGF ont été décrits. Le récepteur a I’'IGF de type 11 (IGF-
RID) lie exclusivement IGF-II. Ce récepteur est quasiment identique au récepteur au mannose
6 phosphate, c¢’est une protéine de 300kD avec un vaste domaine extracellulaire et un petit
domaine intracellulaire. L’IGF-RII n’a pas d’activité tyrosine kinase et sa capacité a
transmettre le message de I'IGF n’est pas claire (pour une revue (Sachdev and Yee, 2001)). Il
a ¢été¢ émis I’hypothése que le role de ce récepteur est de titrer IGF-II, I’empéchant ainsi
d’interagir avec ’IGF-RI (Ellis et al., 1996).

Le récepteur de I’'IGF de type I (IGF-RI) peut quant a lui lier IGF-I et IGF-II, bien
qu’il interagisse préférentiellement avec IGF-I. La plupart des effets physiologiques des IGF
sont assurés par le récepteur de type I (LeRoith et al., 1995). Le IGF-RI est exprimé de
maniere ubiquitaire dans I’organisme excepté dans les hépatocytes et les lymphocytes T ou il

n’est pas exprimé (Baserga, 1998; Werner et al., 1991).

Les IGFBPs
Les IGFBPs (pour IGF Binding Proteins) sont les principaux transporteurs des IGFs
dans la circulation sanguine. La fonction des IGFBPs est de réguler la liaison ligand récepteur
du systéme IGF. La famille des IGFBPs comporte six protéines qui ont une forte affinité pour
les hormones peptidiques IGFs. La liaison de I'lGF aux IGFBPs inhibe sa fixation a son
récepteur cible (IGF-RI) et bloque D’effet prolifératif de I'IGF. Les IGFBPs régulent

¢galement la biodisponibilité¢ des IGFs en maintenant un réservoir important d’IGFs circulant
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et en prolongeant leur demi-vie. De plus en plus de travaux montrent que en plus de leurs
effets régulateurs sur la voie de signalisation IGF, les IGFBPs ont aussi une activité
indépendante de la voie IGF. Toutefois la fagon dont ces effets sont relayés dans la cellule
restent obscurs bien qu’il a été décrit un récepteur putatif aux IGFBPs 3 et 5 (pour une revue
(Hwa et al., 1999)). De nombreux travaux suggerent que les IGFBPs sont impliquées dans
I’inhibition de la prolifération cellulaire et 1’apoptose (pour une revue (Perks and Holly,
2000). L’expression des IGFBPs est régulée au niveau transcriptionnel par les hormones
stéroides, les facteurs de croissance et les cytokines. Des modifications post traductionnelles
comme des phosphorylations, des glycosylations et des clivages protéolytique sont impliqués

dans la régulation de la fonction des IGFBPs (pour une revue (Clemmons, 1997)).

Structure et Activation de I'IGF-RI

Le IGF-RI est le produit d’un seul geéne, il est transcrit sous forme de précurseur et est
traduit en 2 sous unité a et B (Ullrich et al., 1986). Le récepteur fonctionnel se présente sous
forme d’un hétérotétramere composé de deux sous unités o et de deux sous unités B qui sont
liées par deux ponts di-sulfures. Les sous unités o sont extracellulaires et forment le site de
liaison a I'IGF. Les sous unités [ qui contiennent une partie extracellulaire et
transmembranaire et un large domaine cytoplasmique qui transmet le signal induit par le
ligand. La liaison du ligand sur I'IGF-RI entraine un changement de conformation, une
oligomérisation du récepteur, une auto phosphorylation des résidus tyrosines dans la partie 3
intracellulaire du récepteur et I’activation des molécules de signalisation qui se trouvent en
aval du récepteur. Les sous-unités 3 du IGF-RI sont capables de lier plusieurs protéines dites
‘adaptrices’ comme IRS-1 et Shc. La liaison de ces molécules permet la formation d’une

plateforme d’interaction ou un grand nombre de molécules impliquées dans la transduction du
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signal seront phosphorylées (pour une revue (Surmacz et al., 1998) et cf figure 8 pour une vue

générale de la voie de transduction du signal IGF-I).

b/ De la membrane cytoplasmique au cytoplasme

Une fois oligomérisé et actif, le IGF-RI est capable d’interagir avec un grand nombre
de substrats intracellulaires qui seront les cibles de son activité tyrosine kinase. Les substrats
les mieux décrits sont Insulin Receptor Substrate 1 (IRS-1) (Myers et al., 1994), IRS-2 (He et
al., 1996), src-homolgy 2/collagen alpha proteins (Shc) (Giorgetti et al., 1994; Pelicci et al.,
1992), phosphatydil inositol 3 kinase (PI3K) (Lamothe et al., 1995), growth factor receptor
binding protein 10 (Grb10) (Morrione et al., 1996). Les mieux caractérisés de ces partenaires
sont IRS-1 et Shc. Chacun de ces deux substrats est rapidement phosphorylé sur ses résidus
tyrosine par ’IGF-RI activé. Ces phosphorylations leur permettent d’interagir avec des
protéines contenant un domaine SH2. Par exemple IRS-1 active la PI-3K grace a son
association avec la sous unité p85 de la PI3K, au niveau de son domaine SH2. IRS-1 active
aussi la voie Ras/MAPKs par I’intermédiaire des protéines Grb-2 et SOS (Giorgetti et al.,
1994; Pelicci et al., 1992). IRS-1 est aussi capable d’activer d’autres voies de signalisation
plus obscures qui impliquent les adaptateurs Nick et Crk (Beitner-Johnson et al., 1996; Myers
et al., 1994). Beaucoup d’¢léments de la voie de signalisation IGF-I sont partagés avec
d’autres systemes de transduction du signal. Par exemple IRS-1 est activé par le récepteur a
I’insuline ainsi que par d’autre récepteurs qui n’ont pas d’activité tyrosine kinase (via par
exemple la Janus-type Kinase (Argetsinger et al., 1995; Myers et al., 1994)). Shc est aussi un
substrat pour de nombreux récepteurs a activité tyrosine kinase, des tyrosines kinases
cytoplasmiques et certaines phosphatases (Giorgetti et al., 1994; Habib et al., 1994; Pelicci et

al., 1992; Pelicci et al., 1995). Ainsi la réponse a I'lGF-I ne dépend pas seulement de la
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Figure 8 : La voie de signalisation IGF-I et ses régulations
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présence ou non du IGF-RI mais aussi du contexte cellulaire qui peut varier grandement selon

les autres stimuli extracellulaires.

La voie PI-3 kinase/AKT

Les PI3K sont des hétérodiméres formés d’une sous unité catalytique (p110) et d’une
sous unité régulatrice (p85). La sous-unité régulatrice p85 est une phosphoprotéine substrat
des récepteurs a activité tyrosine kinase tel que le IGF-RI. Le recrutement de la sous unité p85
par IRS-1 au niveau du IGF-RI va entrainer sa phosphorylation et va conduire a 1’activation
de la PI3K de deux manicres. Tout d’abord cette phosphorylation va lever I’effet inhibiteur de
la p85 sur la sous-unité catalytique p110 (Yu et al., 1998). De plus, la relocalisation de la
PI3K, qui est une protéine cytoplasmique, au niveau de la membrane cytoplasmique,
rapproche la sous unité catalytique p110 de son substrat. En effet, la sous-unité pl110 de la
PI3K est capable de phosphoryler des lipides présents au niveau de la membrane
cytoplasmique portant des groupes inositols. Ces lipides, appelés phosphatidylinositols, sont
phosphorylés par la PI3K au niveau de leur position 3’ pour donner une molécule appelée
PIP2. Cette molécule est ensuite convertie en PIP3. Cette derni¢re molécule est un second
messager cellulaire, elle va déclencher D’activation d’un grand nombre de voies de
transduction du signal. Le PIP3 peut recruter au niveau de la membrane toute protéine
contenant un domaine homologue a la pleckstrine (domaine PH). Une des cibles majoritaires
du PIP3 est la famille des serine/threonine kinases AKT (AKT1, AKT2, AKT3, cette famille
de kinase est aussi appelée PKB) qui peuvent interagir avec le PIP3 grace a leur domaine PH.
La famille AKT est un des relais majeur du message transmis par la PI3K, bien que cette
kinase puisse exercer des actions en dehors de AKT, notamment au niveau de la SGK (Serum
and Glucocorticoid-inducible Kinase), de CDC 42 et de RAC 1 qui appartiennent a la famille

des petites protéines capable de fixer le GTP (pour une revue (Vivanco and Sawyers, 2002)).
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La famille des kinases AKTs est composée de trois membres : AKT1, AKT2 et AKT3.
Ces kinases sont assez largement exprimées dans 1’organisme bien qu’il y ait des différences
d’expression spécifiques a certaines isoformes. L’activation d’AKT se fait en deux étapes :
dans un premier temps elle est recrutée au niveau de la membrane plasmique (via son
interaction avec le PIP3) puis elle est phosphorylée, dans le cas d’AKT1, au niveau de ces
résidus Thr308 et Serd73 (Andjelkovic et al., 1997; Bellacosa et al., 1998). La
phosphorylation de la thréonine 308 est catalysée par une autre protéine a domaine PH, la 3-
phosphoinositide —dependant protein kinase 1 (PDK1) (Vanhaesebroeck and Alessi, 2000). La
phosphorylation de ce résidu thréonine est nécessaire et suffisant pour I’activation d’AKT
(Stokoe et al., 1997). Toutefois la phosphorylation du résidu sérine 473 par la PDK2 permet
une activation optimum d’AKT (Alessi et al., 1997).

Les conséquences biologiques de [’activation de la kinase se classent en trois
catégories : survie cellulaire, prolifération (augmentation du nombre de cellules) et croissance

cellulaire (augmentation de la taille des cellules).

Survie cellulaire — La famille AKT est capable de phosphoryler directement plusieurs
composants de la machinerie de mort cellulaire. BAD forme un hétérodimere avec le facteur
de survie BCL-XI et bloque son activité. La phosphorylation de BAD par AKT empéche
cette interaction (Datta et al., 1997) rétablissant ainsi la fonction anti-apoptotique de BCL-XI.
AKT inhibe aussi 1’activation de la caspase 9, un facteur de mort cellulaire, par sa
phosphorylation (Cardone et al., 1998). De plus la phosphorylation de FKHR, un membre de
la famille des facteurs de transcription Forkhead, par AKT empéche la translocation nucléaire
de ce facteur de transcription (Brunet et al., 1999) et donc I’activation de ses genes cibles qui
incluent plusieurs agents pro-apoptotiques tels que les protéines BIM ou FAS ligand. AKT

peut aussi influencer la survie cellulaire indirectement en régulant 1’activité¢ de deux facteurs
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majeurs impliqués dans 1’apoptose : NF-kB et p53. NF-kB est un facteur de transcription qui
favorise la survie cellulaire, AKT régule positivement 1’activité de NF-kB en activant par
phosphorylation la kinase IKK qui phosphoryle IkB, I’inhibiteur de NF-kB. Cette
phosphorylation induit la dégradation de IkB et permet une relocalisation nucléaire de NF-xB
et I’activation de ses génes cibles (Romashkova and Makarov, 1999). AKT peut aussi réguler
I’activité du suppresseur de tumeur pro-apoptotique p53 en phosphorylant MDM2, un de ses
partenaires. MDM?2 est un régulateur négatif de p53 en ciblant cette protéine vers le
protéasome. Deux études on montré que la phosphorylation de MDM2 par AKT permet une
translocation nucléaire plus efficace de MDM2 et une dégradation plus importante de p53

(Mayo and Donner, 2001; Zhou et al., 2001).

Prolifération - AKT a un effet inhibiteur sur la dégradation de la cycline DI, un
facteur clé dans la progression dans le cycle cellulaire. La kinase Glycogen Synthase kinase
3B (GSK3pB) phosphoryle la cycline D1, ce qui entraine 1’adressage de cette protéine au
protéasome. AKT est capable de phosphoryler la kinase GSK3B, ce qui entraine une
inhibition de 1’activité kinase de cette protéine et permet une accumulation de la cycline D1
(Diehl et al., 1998).

AKT est aussi capable de réguler négativement 1’expression de certains inhibiteurs de
la progression du cycle cellulaire tel que p27/KIP1 (Dijkers et al., 2000; Graff et al., 2000;

Medema et al., 2000) ou p21/WAF1 (Lawlor and Rotwein, 2000).

Croissance cellulaire - La croissance cellulaire, autrement dite la taille des cellules est
régulée par la synthése de macromolécules qui entrainent une augmentation de la taille ou de
la masse des cellules. Un des facteurs jouant un réle particulierement important dans la

croissance cellulaire est la protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). Cette protéine
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favorise la croissance cellulaire en activant les kinases de la famille RSK (Ribosomal protein
S6 Kinase, composée des kinases RSK1, RSK2, RSK3). Ces kinases stimulent la traduction
des ARNm portant une structure CAP en position 5°. mTOR est une cible directe d’AKT
(Nave et al., 1999) mais le mécanisme précis de régulation de mTOR par AKT reste inconnu.
Des études pharmacologiques utilisant la Rapamycine, I’inhibiteur de mTOR, ont montré que
AKT régule la croissance des cellules musculaires par la voie mTOR. L’hypertrophie
musculaire qui est induite par I’'IGF-I ou I’expression d’une forme d’AKT constitutivement
active est inversée suite au traitement par la Rapamycine (Bodine et al., 2001; Rommel et al.,

2001).

La voie Ras

La deuxiéme voie majoritaire de transduction du signal de I’'IGF-I est la voie de
signalisation Ras/Raf/MAPKSs. L’autophosphorylation du IGF-RI sur ces résidus tyrosine
permet son interaction avec le domaine SH2 de la protéine Grb-2. C’est une protéine
adaptatrice contenant deux domaines SH3 par lesquels elle est constitutivement liée a SOS
(Son Of Sevenless) (McCormick, 1993). SOS est une protéine qui appartient a la famille des
Ras guanine-nucleotide-exchange factors (GEFs) qui permet le passage de la forme Ras-GDP
a la forme Ras-GTP. Ce passage de la forme GDP a la forme GTP entraine un changement de
conformation de la protéine Ras qui lui permet d’interagir avec un grand nombre de protéines
qui permettront la transmission du signal induit par I’'IGF-I. Un des partenaires les plus
connus et les plus décrits de Ras est la protéine Raf. Cette interaction entre Ras-GTP et Raf
permet une relocalisation de Raf au niveau de la membrane plasmique et sa phosphorylation
(Moodie and Wolfman, 1994). Il existe trois isoformes de Raf: Rafl, A-Raf et B-Raf. La

famille des protéines Raf est ensuite capable d’activer la cascade MEK-ERK.
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La structure des MEKs se compose d’une extrémité amino-terminale qui a un role
inhibiteur de I’activité kinase et une partie carboxy-terminale qui est nécessaire pour la liaison
et I’activation des ERKs (Crews et al., 1992; Huang and Yen, 1995; Tanoue et al., 2001). Les
protéines MEKs sont activées par la phosphorylation de deux résidus serines (Ser 217 et Ser
221 pour MEK1), mais bien que les trois isoformes de Raf soient capables de phosphoryler
MEKI1 et MEK2 in vitro (Marais et al., 1997) leur capacité a le faire in vivo différent. La
génération de souris knock out pour chacun des membres de cette famille indique qu’il existe
des différences fonctionnelles au niveau du développement. Dans de nombreux tissus, B-Raf
semble étre un activateur clé de la voie MEK/ERK tandis que Rafl n’est pas indispensable
(Mikula et al., 2001).

Les substrats physiologiques principaux de MEKI1 et MEK2 (MAPKK) sont les
membres de la famille ERK (Extracellular Regulated Kinase), un sous groupe de la famille
des MAP kinases (Mitogen Activated Protein kinases) composée de trois groupes : les ERKs
(1/2), les Jun amino-terminal Kinases (JNK1/2/3), les p38MAPK (p38a/p/y/6). ERKI1 et
ERK2 ont été les kinases les plus étudiées dans la littérature. Les génes ERK1 et ERK2
codent une protéine de 42 et 44 kD respectivement. Elles ont été originellement isolées pour
leur capacit¢ a phosphoryler MP2 (Microtubule-associated Protein 2) (Sturgill and Ray,
1986). Les ERKs sont activées par une double phosphorylation au niveau des résidus
thréonine 182 et tyrosine 184 par la kinase MEKI1 (Crews et al., 1992). Cette double
phosphorylation permet la dimérisation de ERK, le maintien de son activation et sa

localisation nucléaire (Khokhlatchev et al., 1998).

¢/ Effets nucléaires de I’IGF-1I

L’activation des voies MAPs kinases et PI3 kinases entralne une cascade de

phosphorylations qui se répercutent jusqu’au noyau. De nombreuses kinases vont pouvoir
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ainsi phosphoryler un grand nombre de facteurs de transcription dont notamment NF-«xB,

CREB, Ets-1, AP1 et c-Myec.

NF-xB

Le complexe NF-kB est composé de protéines ayant toutes en commun un domaine de
300 acides aminés appelé domaine d’homologie a Rel (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998).
Ce domaine permet la liaison a I’ADN (au niveau de séquences appelées kB), la dimérisation
et ’import nucléaire du complexe NF-kB. En plus de ce domaine, les membres de la famille
NF-xB (c-Rel, RelB, p65) posseédent un domaine de transactivation de la transcription.

Les genes régulés par NF-xB sont impliqués dans la synthése de cytokines, de facteurs
de croissance, de facteurs de transcription et de régulateurs de la prolifération et de 1’apoptose
(Schmitz and Baeuerle, 1991; Wang et al., 1998; Yamamoto and Gaynor, 2001).

Comme décrit plus haut dans [D’introduction, avant [’activation des voies de
transduction du signal par I’IGF-I, le complexe NF-kB est 1i¢ a I’inhibiteur IkB (famille de
protéines composée de trois membres: IkBa, IkBp, IkBy). Cette liaison entraine Ia
séquestration du complexe NF-kB dans le cytoplasme (Whiteside and Israel, 1997). La
modulation de I’activité du complexe NF-kB par les voies de transduction du signal se fait en
grande partie indirectement. En effet des kinases telles que AKT ou MEKI1 sont capables de
phosphoryler le complexe IKK (IkB kinases) et de moduler son activité (Lee et al., 1998a;
Ling et al., 1998; Nakano et al., 1998). Ce complexe formé de quatre sous-unités (1 IKKa, 1
IKK, 2 IKKY9) est capable de phosphoryler et d’induire la dégradation des inhibiteurs IxB et
permettent ainsi une relocalisation nucléaire du complexe NF-kB (Israel, 2000; Karin, 1999;

Karin and Ben-Neriah, 2000; Schmitz et al., 2001). D’autres travaux on montré que la kinase
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RSK1 était capable de phosphoryler IkB au niveau de la sérine 32 ce qui conduit a sa
dégradation (Ghoda et al., 1997; Schouten et al., 1997).

L’activité transcriptionnelle du complexe NF-kB est aussi régulée directement par des
phosphorylations au niveau de ces régions N-terminales (par la PKA (Schmitz and Baeuerle,
1991; Zhong et al., 1998)) et C-terminale (IKK (Sakurai et al., 1999; Wang and Baldwin,
1998; Wang et al., 2000)). La PKA est capable de phosphoryler la sous-unité¢ p65 de NF-«B
au niveau de la sérine 276 ce qui entraine une interaction avec le co-activateur CBP/p300
tandis que la phosphorylation de la sous-unité p65 par IKK favorise la liaison & ’ADN du

complexe NF-kB et ses propriétés de transactivation de la transcription.

CREB

Le facteur de transcription CREB a été initialement découvert comme étant 1’effecteur
de la voie de signalisation activée par I’AMP cyclique. Il a ensuite été montré qu’il jouait un
role important dans les voies de transduction du signal initiées par le calcium, les facteurs de
croissance et les signaux de stress (Haus-Seuffert and Meisterernst, 2000; Muthusamy and
Leiden, 1998). La famille CREB/ATF est composée des protéines CREB, CREM, ATF1,
ATF2, ATF3 et ATF4 qui peuvent former entre elles des homodimeéres ou des hétérodimeres.
Parmi les genes régulés par le systtme CREB/ATF on peut citer les génes codant la cycline A
(Djaborkhel et al., 2000; Shimizu et al., 1998), la cycline D1 (Nagata et al., 2001), c-Fos
(Vanhoutte et al., 1999; Wang and Prywes, 2000) et Bcl 2 (Arcinas et al., 2001; Pugazhenthi
et al., 1999; Wilson et al., 1996). Les produits de ces génes sont impliqués dans la progression
du cycle cellulaire et I’apoptose. Au niveau de I’activation transcriptionnelle, les partenaires
principaux de CREB sont CBP (CREB Binding Protein) et p300. Quand le complexe
CREB/ATF est associé a la protéine CBP, il peut se lier a ’ADN au niveau de la région CRE

contenue dans le promoteur de ces genes cibles. CBP peut ensuite faire le pont entre le
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complexe CREB/ATF et les facteurs généraux de transcription (Chrivia et al., 1993; Nakajima
et al., 1997a; Nakajima et al., 1997b). Cette activation de CREB est régulée par la
phosphorylation de certains de ces résidus. La kinase RSK2 (Ribosomal protein S6 Kinase 2)
est capable d’activer CREB en phosphorylant sa serine 133 (De Cesare et al., 1998; Xing et
al., 1996). De plus il a ét¢é montré que la voie Ras active CREB dans de nombreux types
cellulaires, ce qui entraine un accroissement de la prolifération cellullaire (Impey et al., 1998;
McCubrey et al., 2000; Vanhoutte et al., 1999). Il a été avancé I"’hypothése que I’effet de Ras
sur la phosphorylation de CREB passe par la famille des kinases RSK (Bohm et al., 1995;

Iordanov et al., 1997; Xing et al., 1996)

ETS

La famille des facteurs de transcription ETS comprend les protéines Ets1, Ets2, Elk1,
SAPI1, SAP2 et d’autres facteurs de transcription (Wasylyk et al., 1993). Ces protéines ont en
commun un domaine de 85 acides aminés appelé domaine de liaison a ’ADN ETS. La famille
des facteurs de transcription ETS régule un grand nombre de génes codant des facteurs de
transcription (p53 (Venanzoni et al., 1996), c-Fos (Liu and Ng, 1994), NF-xB (Lambert et al.,
1997)), des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (cycline D1 (Albanese
et al., 1995), Rb (Tamir et al., 1999), p21 (Beier et al., 1999)), des protéines impliquées dans
I’apoptose (Bcl2 (Frampton et al., 1996), Bcl-X1 (Sevilla et al., 1999) et Fas (Li et al., 1999))
des cytokines (GM-CSF (Coles et al., 2000) et IL-3 (Nimer et al., 1996)) et des facteurs de
croissance (PDGF : Platelet Drived Growth Factor (Maul et al., 1998) et HB-EGF : Heparin
binding EGF (McCarthy et al., 1997)). Pour activer la transcription, la famille des protéines
ETS s’associe a d’autres facteurs de transcription (Mavrothalassitis and Ghysdael, 2000). Ets1
et Ets2 peuvent s’associer a des facteurs de transcription comme le complexe AP1 ou le

complexe NF-kB et lient des sites Ets/AP1 ou Ets/NF-«B dans les promoteurs de leurs génes
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cibles. Etsl et Ets2 sont des cibles des ERKSs, ces protéines sont phosphorylées
respectivement au niveau des résidus thréonine 38 et 72, ce qui entraine leur activation
(McCarthy et al., 1997; Yang et al., 1996). Dans les cellules NIH3T3, Ets2 activé coopére
avec AP1 et cet hétérodimére se lie au niveau des sites Ets/AP1 sur le promoteur du géne
Heparin Binding EGF (HB-EGF) et stimule sa transcription. Cette surexpression de HB-EGF
est supposée étre responsable de la transformation des NIH3T3 par la forme oncogene de Raf
(McCarthy et al., 1997).

Les protéines Elkl, SAP1 et SAP2 forment un groupe appelé groupe TCF pour
Ternary Complex Factor. Ils forment un complexe ternaire en s’associant a des dimeéres de
protéines appelés SRF (Serum Response Factor) et activent la transcription de geénes
contenant une séquence SRE (Serum Response Element). Elk1 est phosphorylé par les trois
grandes voies des MAP kinases, les voies de la p38 MAPK, les JNKs et les ERKs, toutefois
les résidus phosphorylés différent (Yang et al., 1996; Yang et al., 1998). Les ERKs peuvent
interagir avec Elkl au niveau de sa région C-terminale et phosphoryler les sérines 383 et 389
dans ce domaine (Gille et al., 1995; Gille et al., 1992; Hill et al., 1993; Whitmarsh et al.,
1995). Cette double phosphorylation entraine une meilleure affinité de Elkl pour I’ADN et
une activité transcriptionnelle accrue (Price et al., 1996; Yang et al., 1996; Yang et al., 1998).
Par exemple un des génes cible les plus étudi¢ de Elk1 est le géne c-Fos. La phosphorylation
de Elkl par les ERKs entraine la liaison de Elkl au niveau de la séquence SRE et a
’activation de la transcription du géne c-Fos (Meyer-ter-Vehn et al., 2000; Premkumar et al.,

2000; Wang and Prywes, 2000).

c-Myc

c-Myec est un facteur de transcription qui régule tout un panel de genes impliqués dans

la prolifération cellulaire et 1’apoptose (Amati et al., 2001; Dang, 1999; Facchini and Penn,
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1998; Iritani and Eisenman, 1999; Nasi et al., 2001; Prendergast, 1999; Schmidt, 1999). Une
expression dérégulée de c-Myc entraine une prolifération cellulaire continue ou le
déclenchement du processus d’apoptose selon les signaux regus par la cellule. Pour jouer son
role de facteur de transcription, c-Myc forme un hétérodimére avec la protéine Max. Cet
hétérodimére peut lier I’ADN au niveau d’une séquence ADN appelée boite E et activer la
transcription de ses genes cibles. C-Myc peut aussi se comporter comme un répresseur de la
transcription en modulant 1’activité de TF-II1 (Transcription Factor II1). Ce facteur de
transcription peut lier ’ADN au niveau de séquences Inr (Initiator Element) et activer la
transcription de ses geénes cible en recrutant plusieurs sous-unités de la machinerie de
transcription. C-Myc peut former un hétérodimere avec TF-II1 et lier la séquence Inr. Mais la
liaison de I’hétérodimere c-Myc/TF-II1 sur la séquence Inr ne permet pas le recrutement de
facteurs additionnels et abolit la transcription des genes cibles (Claassen and Hann, 1999; Li
et al., 1994; Roy et al., 1993).

Parmi les genes régulés par c-Myc on dénombre plusieurs genes impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire. C-Myc active directement les génes codant la cycline D1
(Daksis et al., 1994; Perez-Roger et al., 1999), la cycline D2 (Bouchard et al., 1999; Perez-
Roger et al., 1999) et Cdk4 (Hermeking et al., 2000). L’activation de ces genes est associée a
la progression dans le cycle cellulaire. L’activation de c-Myc est aussi associée a une activité
accrue du complexe cyclineE/ Cdk2 (Perez-Roger et al., 1999; Perez-Roger et al., 1997). Ce
complexe est impliqué dans la progression du cycle cellulaire et I’induction de son activité par
c-Myc se fait par deux mécanismes. Premic¢rement, la cycline D, dont la production est
stimulée par c-Myec, peut séquestrer la protéine p27/KIP1 (I’inhibiteur de Cdk2) du complexe
cyclineE/Cdk2 et ainsi lever son effet inhibiteur (Perez-Roger et al., 1999). De plus la cycline
E est une cible de c-Myc. L’augmentation de la synthése de cycline E entraine une activation

de Cdk2 par une formation plus efficace des complexes cyclineE/Cdk2 (Perez-Roger et al.,
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1997). De plus c-Myc peut aussi directement réprimer un certain nombre de génes codant des
inhibiteurs des Cdk kinases (les Cdk kinases sont des promoteurs du cycle cellulaire) comme
p27/KIP1 (Yang et al., 2001), p21/WAF1 (Gartel et al., 2001), pl5 (Seoane et al., 2001;
Staller et al., 2001). Il a été montré que le dimére Myc/Max est capable de réprimer
I’expression du gene p27/KIP1 a travers I’élément Inr contenu dans son promoteur (Yang et
al., 2001).

L’autre fonction majeure de c-Myc, qui est assez paradoxale au vu de son action sur la
prolifération cellulaire, est son réle dans le déclenchement de 1’apoptose. Cette capacité de c-
Myc a déclencher 1’apoptose a été¢ mise en évidence pour la premiere fois par Askew et ses
collaborateurs (Askew et al., 1991). Ils ont observés que I’arrét en G1 induit par la privation
de cellules my¢loides en cytokines était aboli dans les clones surexprimant c-Myc. Au lieu de
s’arréter en G1, les cellules rentraient massivement en apoptose. Des résultats similaires ont
¢té observés dans des fibroblastes embryonnaires de rongeurs (Evan et al., 1992). De plus la
présence de c-Myc est essentielle pour 1’apoptose induite par divers agents tels que le TNFa
(Tumor Necrosis Factor a), le taxol, I’étoposide, la doxorubicine ou les céramides (Dong et
al., 1997, Janicke et al., 1994; Klefstrom et al., 1994; Soucie et al., 2001). Cet effet sur
I’apoptose passe probablement par la régulation de p53 (Reisman et al., 1993; Roy et al.,
1994) et de TRAP1 (Tumor necrosis factor Receptor Associated Protein 1) (Coller et al.,
2000) dont les génes sont les cibles de c-Myc.

La phosphorylation de c-Myc joue un rdle crucial dans la régulation de son activité,
notamment au niveau de sa stabilité et de sa localisation cellulaire. C-Myc peut étre
phosphorylé par la kinase GSK3fB et par la famille des ERKs (Alvarez et al., 1991,
Henriksson et al., 1993; Pulverer et al., 1994). Ces kinases phosphorylent la thréonine 58
(T58) et la sérine 62 (S62) qui sont deux acides aminés critiques situés dans le domaine N-

terminal de c-Myc. La mutagenése de la T58 en alanine, un acide aminé non phosphorylable,
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(T58A) entraine la formation de foci dans des fibroblastes de souris transformés par Ras
tandis que la mutation de la S62 en alanine (S62A) inhibe la transformation cellulaire dans ces
mémes cellules (Henriksson et al., 1993; Pulverer et al., 1994). De plus la mutation de ces
deux résidus rétablit 1’activité sauvage de c-Myc, ce qui indique que la phosphorylation
différentielle de ces deux résidus joue un réle crucial dans I’orientation de I’action de c-Myc.
De plus il a été suggéré que la phosphorylation de la T58 facilite la protéolyse rapide de c-
Myc par le systéme ubiquitine protéasome (Gregory and Hann, 2000; Salghetti et al., 1999).
En revanche la phosphorylation de la S62 accroit significativement la demi vie de c-Myc
(Niklinski et al., 2000). La phosphorylation de la T58 est aussi essenticlle pour la
séquestration de c-Myc dans le cytoplasme par les microtubules (Niklinski et al., 2000). Cette
liaison entre c-Myc et la a-tubuline (Alexandrova et al., 1995) empéche c-Myc de jouer son
role de facteur de transcription. Dans la lignée mutante de fibroblaste TS8A c-Myec ne lie pas
la o-tubulin, il devient un activateur constitutif de la transcription et cela entraine une
stimulation de la prolifération cellulaire (Niklinski et al., 2000).

En résumé, des kinases telles que GSK3p ou la famille des ERKs phosphorylent c-
Myc sur les résidus 58 et 62 et modulent ainsi positivement ou négativement ses propriétés de

transactivation.

Une autre cible important des voies de transduction du signal activées par 'IGF-I est

le complexe AP1. Ce facteur de transcription a ét¢ abondamment étudié et sera détaillé dans

le chapitre suivant de cette étude bibliographique.

3/ Régulation de la voie IGF-I et connections avec les autres voies de signalisation

a/ Les protéines tyrosines phosphatases
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Un éveénement clé de la transduction du signal par le systéme IGF-1 est la
phosphorylation de résidus tyrosines, que ce soit au niveau du IGF-RI ou de ses adaptateurs.
La modification de ces résidus tyrosines peut étre régulée par des protéines a activité tyrosine
phosphatases qui peuvent déphosphoryler ces résidus tyrosine. Parmi ces phosphatases on
peut citer SHP1 et SHP2. Ces tyrosines phosphatases possédent deux domaines SH2 qui leur
permettent d’interagir avec les récepteurs a activité tyrosine kinase (Matthews et al., 1992;
Shen et al., 1991). Toutefois SHP1 et SHP2 ont des roles opposés, SHP1 diminue la
signalisation tyrosine kinase de ces cibles tandis que SHP2 I’augmente (Julie A. Frearson,
1997). 1l a été démontré que SHP1 était capable d’interagir avec le récepteur a ’EGF et
d’inhiber son activité tyrosine kinase (Tomic et al., 1995) en revanche aucune interaction
avec le IGF-RI n’a été démontrée.

L’impact de I’activité tyrosine phosphatase sur le syst¢éme IGF-I a été mis en évidence
par leffet anti facteur de croissance du Tamoxiféne. En effet, dans les cellules MCF-7,
I’administration de Tamoxiféne bloque I’effet prolifératif induit par I'IGF-I (Vignon et al.,
1987). Le blocage de cet effet prolifératif est du a 1’augmentation d’expression d’une
phosphatase : PTPL1 qui provoque une baisse de la phosphorylation d’IRS1 et d’AKT et

induit une plus forte sensibilité a I’apoptose (Bompard et al., 2002).

b/ Dialogue entre oestradiol et IGF-I
Il est connu depuis un certain temps que 1’oestradiol a des effets rapides dans une
cellule qui ne peuvent s’expliquer par un effet transcriptionnel sur les geénes cibles du RE. Il a
¢été montré que le REa li¢ a I’oestradiol est capable d’activer plusieurs voies de signalisation
cytoplasmiques, notamment il active ERK 1 et 2. Plusieurs équipes ont montré que le
complexe E2/RE est capable de lier c-src dans les cellules MCF-7. C-src activé phosphoryle

She qui peut s’associer au complexe Grb2/SOS et ainsi en aval les protéines Rafl, Ras et
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ERKSs seront activées (Castoria et al., 1999; Migliaccio et al., 1996). Il a ensuite été découvert
que le RE lié a ’E2 est capable d’interagir avec le IGF-RI et d’induire sa phosphorylation.
Cela se traduit ensuite par une phosphorylation des kinases ERK1 et 2 (Kahlert et al., 2000).

Le RE lié a I’E2 peut interagir avec la sous unité régulatrice p85a de la PI3 kinase et
cela entraine une activation de la voie AKT (Simoncini et al., 2000). Cette activation de la
voie AKT se fait grace a la formation d’un complexe ternaire entre E2/REa, p85a et c-src
(Castoria et al., 2001).

Le traitement par E2 active aussi la voie IGF-I en stimulant I’expression de nombreux
maillons de cette chaine de transmission du signal. On peut citer entre autre les génes codant
IGF-RI, IRS-1, certaines IGFBPs, comme étant des cibles régulées positivement par

I’oestradiol (Huynh et al., 1996; Lee et al., 1999; Molloy et al., 2000; Perks and Holly, 2000)

¢/ Connexions entre la voie IGF-I et d’autres voies de transduction de signal

Le IGF-RI n’est pas le seul récepteur a activité tyrosine kinase a pouvoir activer des
voies de signalisations telles que Ras ou celle de la PI3K. Le facteur de croissance EGF par
exemple a un modus operandi proche de celui de I'IGF-I; il peut lier un récepteur
transmembranaire a activité tyrosine kinase et activer des voies de transduction du signal de la
méme maniere que I’IGF-I. Il a été montré que ces voies pouvaient rentrer en compétition ;
par exemple la surexpression de ErB2 (le récepteur transmembranaire de I’EGF) inhibe la
signalisation Shc-MAPK induite par I’'IGF-I (Lu et al., 2004). Cette interconnexion entre IGF-
I et EGF peut aussi étre la cause de résistances a certaines thérapies anti cancéreuses. La
stimulation de cellules MCF-7 surexprimant ErB2 (I'un des récepteurs membranaires de
I’EGF) par de 'IGF-I atténue 1’effet de I’Herceptin (un anticorps dirigé contre le récepteur
ErB2 et qui bloque son activité). D’autres travaux ont montré que le traitement par 1’Erlotinib

(un autre inhibiteur de Erb2 qui se fixe au niveau de son site de liaison a I’ATP dans sa région
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cytoplasmique) induit une hétérodimérisation des récepteurs a I'IGF et a I’EGF. Cette
hétérodimérisation entraine en aval I’induction du géne codant la survivine, un puissant anti
apoptotique, qui contrecarre ainsi 1’effet de 1’Erlotinib (Morgillo et al., 2006).

Ainsi la transmission des signaux mitogeénes et anti apoptotiques induit par I’IGF-I fait
intervenir un grand nombre de protéines ayant différents roles : récepteurs membranaires ou
transmembranaires, adaptateurs, kinases...Ce systéme de transduction du signal est finement
régulé, d’une part grace a I’existence de tyrosine phosphatases qui permettent un équilibre
entre phosphorylation et déphosphorylation des résidus tyrosine et d’autre part, par
I’existence d’autres facteurs de croissance ou stimuli mitogénes partageant les mémes voies

de transduction du signal.

E/ Le complexe AP1

1/Présentation générale du complexe
a/ La famille des protéines AP1

Le facteur de transcription AP1 (Activator Protein 1) est un complexe dimérique qui
comprend les membres des familles de protéines JUN (c-Jun, JunB et JunD), FOS (c-Fos,
FosB, Fral et Fra2), ATF (pour Activating Transcription Factor; ATF2, LRFI/ATF3, B-
ATF, JDPI1 et JDP2) et MAF (pour Musculo Aponeurotic Fibrosarcoma ; c-Maf, MafB,
MafA, MafG/F/K et Nrl). Le complexe APl peut ainsi former toute une combinatoire
d’homodimeres et d’hétérodimeres a partir de I’ensemble de ces protéines. Cet ensemble de
combinaison permet de définir le géne qui sera régulé par le complexe AP1 (Chinenov and
Kerppola, 2001; Vogt, 2002). Les protéines AP1 appartiennent a la catégorie des protéines a
doigt de zinc car elles dimérisent grace a un domaine en doigt de zinc et elles contiennent un

domaine basique pour l’interaction avec ’ADN (Glover and Harrison, 1995). Chez les
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Manipulation génétique

génération de souris Knockout pour phénotype organes et type cellulaires touchés
c-Jun Léthalité embryonnaire au stade E12.5  Foie, coeur, hépatocytes, créte neurale
JunB Léthalité embryonnaire au stade E10 Tissus extra-embryonnique, placenta
JunD Stérilité masculine Testicule, spermatides

c-Fos Ostéoporose Os, ostéoclastes

FosB Défaut de développement Cerveau, hypothalamus

Fral Léthalité embryonnaire au stade E9.5 Tissus extra-embryonnique, placenta
Fra2 Léthal a la naissance Os, coeur, intestins

génération de souris Knock-in

JunB ala place de c-Jun

Sauve de la léthalité embryonnaire de
souris KO pour c-Jun, jusqu'a la naissance

Structure antérieure de ['oeil
coeur

JunD ala place de c-Jun

Sauve de la |éthalité embryonnaire de

Structure antérieure de ['oeil

souris KO pour c-Jun, jusqu'a la naissance coeur

Fra1 ala place de c-Fos Annule l'ostéoporose induite Aucun

par le KO de c-Fos
promoteur - transgene
H2Kb-c-Jun Aucun Aucun
UbC-JunB Aucun Aucun
CD4-JunB Facilite la maturation de Thymus, thymocytes CD4

lymphocytes T-helper2
UbC-JunD Réduction du nombre de Lymphocytes, colon
cellules Tet B périphériques

H2Kb-c-Fos Ostéosarcomes Os, ostéoblastes
H2Kb-FosB Aucun Aucun
Tcrb-AFosB Défaut de différenciation Thymus et thymocites

des lymphocytes T immatures
NSE-AFosB Ostéosclérose Os, ostéoblastes
H2Kb-Fra1 Ostéosclérose Os, ostéoblastes
CMV-Fra2 Malformations oculaires Structure antérieure de I'oeil
H2Kb-Fra2 Formation de tumeurs Pancréas, thymus, poumon

Table 5: Phénotypes associées a la sur ou sous expression des différentes sous unités du

complexe API chez la souris

Source : Eferl R, Nat Rev Cancer,novembre 2003, volume 11, page 859-868



mammiféres les composants majoritaires du complexe AP1 sont les protéines des familles
JUN et FOS. La famille des protéines JUN est capable de former des homodiméres avec les
membres de sa propre famille ou des hétérodimeres avec la famille FOS tandis que la famille
FOS est seulement capable de former des hétérodimeres avec la famille JUN (Chinenov and
Kerppola, 2001; Vogt, 2002). Ces dimeres (JUN-JUN ou JUN-FOS) sont capable de lier une
séquence d’ADN spécifique appelée élément de réponse au TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-

13-acétate) dont la séquence est 5’-TGA(G/C)TCA-3’.

b/ Role du complexe AP1 dans le développement du cancer.

Les protéines JUN et FOS ont été originellement découvertes sous leur forme virale
comme étant de puissants oncogeénes dans I’ostéosarcome de Finkel-Biskis-Jinkins (pour v-
Fos) et dans le virus du sarcome aviaire (pour v-Jun) (Vogt, 2002). De plus la suractivation
des homologues cellulaires de v-Jun et v-Fos, soit par surexpression ou en utilisant une forme
constitutivement active de Ras, a un effet positif sur la prolifération cellulaire. Ensuite
d’autres membres de la famille JUN (JunB et JunD) et de la famille FOS (FosB, Fral et Fra2)
ont ¢té identifiés comme faisant partie du complexe AP1. La fonction de chacune de ces
protéines a été étudiée en utilisant des souris génétiquement modifiées (Angel and Karin,
1991)(cf. table 5). Un certain nombre de sous unités du complexe APl comme c-Jun, c-Fos
ou FosB peuvent transformer efficacement la majorité des types cellulaires et chacune de ces
protéines contient des domaines de transactivation de la transcription (Jochum et al., 2001).
C-Fos, quand il est largement exprimé chez la souris induit la formation d’ostéosarcomes par
la transformation des chondroblastes et des ostéoblastes qui sont donc deux cibles de c-Fos
dans la tumorigenése (Grigoriadis et al., 1993; Wang et al., 1991). C-Jun a une importance
plus grande dans les tumeurs de la peau et du foie car I'utilisation d’un dominant négatif de c-

Jun (TAM67) dans des kératinocytes ou l’inactivation de c-Jun dans le foie retarde le

51



développement de tumeurs de la peau ou du foie chimio-induites (Eferl et al., 2003; Young et
al., 1999). En revanche les sous unité du complexe APl qui n’ont pas de domaine de
transactivation de la transcription fonctionnel, ont de faibles activités transformantes (dans le
cas de Fral ou Fra2 (Bergers et al., 1995; Foletta et al., 1994)) ou aucune activité

transformante (cas de JunB et JunD (Vandel et al., 1995)).

¢/ Antagonisme entre les différents composants du complexe AP1

Contrairement a c-Jun ou c-Fos, qui possédent un fort potentiel oncogéne, certaines
des sous unités du complexe APl qui n’ont pas de domaine de transactivation de la
transcription peuvent avoir des propriétés de suppresseur de tumeurs (Deng and Karin, 1993).
Par exemple JunB et JunD, au contraire de c-Jun, peuvent avoir des propriétés anti-
oncogenes. L’antagonisme du complexe c-Jun/JunB sur la transformation oncogénique a été
décrit pour la premicre fois dans des fibroblastes de rongeur in vitro (Chiu et al., 1989). De
plus Pactivité anti-oncogene de JunB a été plus récemment confirmée in vivo par ’utilisation
de souris déficientes en JunB. Ces souris souffrent d’une maladie proche d’une leucémie
my¢loide humaine chronique, de plus la réexpression ectopique de JunB dans ces souris
permet d’inverser ce phénotype hyperprolifératif des cellules myéloides (Passegue et al.,
2001). L’inactivation conditionnelle de JunB dans des cellules épithéliales de souris JunB +/-
provoque aussi la formation spontanée de papillomes, ce qui suggere que JunB a une activité
de suppresseur de tumeur dans un nombre important de tissus (Zenz et al., 2003).

En revanche ’activité anti-oncogene de JunD est beaucoup plus floue. Des études ont
montré que JunD est un régulateur négatif de la prolifération (Pfarr et al., 1994). Toutefois les
souris qui n’expriment pas JunD ne développent pas de tumeurs spontanées (Thepot et al.,
2000). De plus I’interaction directe de JunD avec le suppresseur de tumeur Menin semble

impliqué dans la suppression de la croissance néoplastique de certaines tumeurs. L’inhibition
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de I’activité de JunD par un suppresseur de tumeur suggére que JunD puisse aussi fonctionner
comme une oncoprotéine (Agarwal et al., 1999).

Ainsi le comportement du complexe AP1 en tant qu’oncogéne ou non dépend de sa
composition et des antagonismes qui existent entre ses différentes sous-unités. Mais le
comportement du complexe AP1 n’est pas seulement dicté par sa composition en protéines
JUN ou FOS, son activité dépend aussi grandement du contexte cellulaire, du type et du grade
de la tumeur considérée et de son fond génétique. Par exemple la délétion de c-Fos dans des
souris invalidées pour le geéne Trp53 (p53 murine) entraine la formation de
rhabdomyosarcomes (tumeur dérivée de cellules musculaires primitives) qui ont une trés forte
pénétrance (Fleischmann et al., 2003). Ce type de tumeur est rarement observé chez des souris
Trp53 -/-, ce qui indique que méme un puissant oncogene tel que c-Fos peut dans certains cas

se comporter comme un anti-oncogene.

2/ Les fonctions spécifiques du complexe AP1
a/ Dans la prolifération cellulaire

Le complexe AP1 joue un role important dans la prolifération cellulaire et est un
facteur déterminant dans la formation de tumeurs (Liu et al., 2002; Park et al., 1999). Pourtant
le complexe AP1 ne se comporte pas systématiquement comme un activateur de la
prolifération, il peut aussi avoir des activités anti-prolifératives. Les composants du complexe
qui guident ce choix entre activité proliférative ou anti-proliférative semblent étre la famille
JUN tandis que les protéines de la famille FOS ont peu d’influence sur ce choix (Shaulian
and Karin, 2001).

C-Jun est un régulateur positif de la prolifération cellulaire, en effet des fibroblastes
déficients en c-Jun montrent un défaut de prolifération in vitro (Schreiber et al., 1999;

Wisdom et al., 1999). On retrouve le méme défaut de prolifération cellulaire in vivo dans des
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Produit du gene

Activité

Régulateur principal

Références

DNMT1

méthylation de I'ADN

c-Fos (stimule I'expression)

Bakin et al, 1999

EGFR

Stimule la prolifération

—

c-Jun
JunB

stimule I'expression),
stimule I'expression)

—

Zenz et al., 2003

HB-EGF

Stimule la prolifération

—

c-Jun (stimule I'expression)

Szabowski et al., 2000

GM-CSF

Stimule la prolifération

—

¢-Jun (stimule 'expression),
JunB (inhibe I'expression)

Park et al., 1999

KGF

Stimule la prolifération

c-Jun (stimule I'expression),
JunB (inhibe I'expression)

Shaulian et al., 2000

CyclinD1

Inhibe la prolifération

c-Jun (stimule I'expression),
JunB (inhibe I'expression)

Bakiri et al., 2000

WAF1

Inhibe la prolifération

c-Jun (inhibe I'expression)

Shaulian et al., 2000

p53

Inhibe la prolifération,
Stimule I'apoptose

c-Jun (inhibe I'expression)

Schreiber et al., 1999

ARF

Inhibe la prolifération,
Stimule I'apoptose

JunD (inhibe I'expression)

Weitzman et al., 2000

INK4A

Inhibe la prolifération,
Stimule I'apoptose

c-Jun (inhibe l'expression),

Passegue, 2000

FASL

Stimule I'apoptose

JunB (stimule I'expression)
c-Fos (stimule I'expression)

¢-Jun (stimule 'expression)

’

Kasibhatla et al., 1998

FAS

Stimule I'apoptose

c-Jun (inhibe I'expression)

Ivanov et al., 2001

BIM

Stimule I'apoptose

c-Jun (stimule I'expression)

Whitfield et al., 2001

BCL2

Inhibe I'apoptose

JunB (inhibe I'expression)

Passegue et al., 2001

BCL-XL

Inhibe I'apoptose

JunB (inhibe I'expression)

Passegque et al., 2001

BCL3

Inhibe I'apoptose

c-Jun (stimule I'expression)

Rebollo et al., 2000

VEGFD

Angiogénese

c-Fos (stimule I'expression)

Marconcini et al., 1999

uPA

Angiogénése

FRA1 (stimule l'expression)

Kustikova et al., 1998

uPAR
Proliferin

Angiogénése
Angiogénése

FRA1 (stimule I'expression)
c-Jun (stimule I'expression),
JunB (stimule l'expression)

Kustikova et al., 1998
Toft et al., 2001

MMP1

Agressivité tumorale

c-Fos (stimule I'expression),
FRA1 (stimule I'expression)

Hu et al., 1994

MMP3

Agressivité tumorale

c-Fos (stimule I'expression),

Hu et al., 1994

CD44

Agressivité tumorale

FRA1 (stimule I'expression)
c-Fos (stimule I'expression)

c-Jun (stimule I'expression

’

Lamb et al., 1997

CathepsinL

Agressivité tumorale

( )
c-Fos (stimule I'expression)

Hennigan et al,, 1994

MTS1

Agressivité tumorale

c-Fos (stimule I'expression)

Hennigan et al., 1994

KRP1

Agressivité tumorale

c-Fos (stimule I'expression)

Spence et al., 2000

TSC36/FRP

Agressivité tumorale

c-Fos (stimule I'expression

Hennigan et al., 1994

Ezrine

Agressivité tumorale

c-Fos (stimule I'expression

Jooss and Muller, 1995

Tropomyosine3

Agressivité tumorale

c-Fos (stimule |'expression

Jooss and Muller, 1995

Tropomyosine5b

Agressivité tumorale

fadll Rl NPl Rl

(
(
(
(

c-Fos (stimule I'expression

Jooss and Muller, 1995

Table 6 : Liste des principaux genes régulés par les différentes sous unités de AP1

Source : Eferl R, Nat Rev Cancer, novembre 2003, volume 11, page 859-868



hépatocytes déficients en c-Jun durant la régénération du foie (Behrens et al., 2002). Pour
exercer son action de maniere optimale sur la progression du cycle cellulaire c-Jun doit étre
activé par les JUN-aminoterminal-kinases (JNKs) (Behrens et al., 1999). Ainsi le complexe
AP1 contenant c-Jun activé est capable d’induire la transcription de régulateurs positifs du
cycle cellulaire tels que cyclineD1 et de réprimer celle d’inhibiteurs de la progression du
cycle cellulaire tels que p53 et I’inhibiteur de CDKs (Cyclin Dependant Kinases) INK4A
(aussi connu sous le non de p16) (cf. table 6 pour un apercu général des genes régulés par le
complexe AP-1) (Schreiber et al., 1999)).

En revanche JunB et JunD sont en général considérés comme des régulateurs négatifs
de la prolifération cellulaire. Des fibroblastes dérivés de souris surexprimant JunB montrent
une prolifération réduite (Passegue and Wagner, 2000) tandis que des fibroblastes
immortalisés déficients en JunD montre une plus forte prolifération (Weitzman et al., 2000).
Toutefois des fibroblastes primaires déficients en JunD ont un prolifération plus faible
(Weitzman et al., 2000), ce qui indique que JunD peut réguler la progression du cycle
cellulaire positivement ou négativement selon le contexte cellulaire. De plus JunB et JunD
peuvent antagoniser efficacement I’action de c-Jun en modifiant I’expression de régulateurs
cruciaux du cycle cellulaire ((Pfarr et al., 1994) et table 6). Par exemple la surexpression de
JunB bloque I’activation de la cyclineD1 induite par c-Jun dans les fibroblastes (Passegue and
Wagner, 2000). En plus de cette inhibition compétitive de c-Jun, les complexes AP1
contenant JunB régulent directement 1’expression de certains composants du cycle cellulaire
indépendamment de c-Jun, comme par exemple INK4A (cf. table 6 et (Passegue and Wagner,

2000)).

b/ Dans la survie cellulaire
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Des études in vitro indiquent que 1’activité du complexe AP1 peut entrainer 1’apoptose
dans certains types cellulaires y compris dans certaines tumeurs humaines (Shaulian and
Karin, 2001). Toutefois 1’activité oncogéne du complexe AP1 est capable d’antagoniser
efficacement I’apoptose dans les tumeurs du foie (Eferl et al., 2003). Le meilleur exemple de
la dualité de I’action du complexe AP1 au niveau de I’apoptose est bien illustré par le double
role de c-Jun dans les cellules neuronales et les hépatocytes. L’augmentation de 1’activité de
c-Jun induit I’apoptose dans les cellules neuronales in vitro. Quand 1’activité de c-Jun est
altérée dans des souris, soit par 1’invalidation de la voie JNK (JNK3 KO) ou en utilisant un
mutant de c-Jun inactivable par la voie JNK (les serines 63 et 73 cibles des JNKs remplacées
par des alanines), les neurones de I’hippocampe sont protégés de 1’apoptose induite par le
kainate (Behrens et al., 1999; Yang et al., 1997; Zhang et al., 2002). En revanche c-Jun est
requis pour la survie des hépatocytes feetaux qui rentrent massivement en apoptose dans les
souris invalidées pour c-Jun (Eferl et al., 1999). Le comportement cellulaire spécifique du
complexe AP1 au niveau de I’apoptose est certainement di a une différence dans la régulation
de ses genes cibles (cf. table 6). Dans les cellules neuronales, par exemple, c-Jun régule
positivement 1’expression de Bim, un agent pro-apoptotique de la famille Bcl2, qui est capital
pour le déroulement normal de I’apoptose dans ces cellules (Whitfield et al., 2001). En
revanche JunD semblent réguler les génes qui protégent les cellules de I’apoptose induite par
le TNF-a (Tumor Necrosis Factor o) (Lamb et al., 2003) et des hépatocytes déficients en c-
Jun et JunD montrent une sensibilité plus grande au TNFa (Eferl et al., 2003; Weitzman et al.,
2000).

Cette dualité d’action du facteur de transcription AP1 sur la régulation de la survie
cellulaire montre que son fonctionnement est complexe et qu’il peut se comporter comme un

oncogéne ou un anti-oncogene selon son environnement cellulaire.
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¢/ Dans I’angiogenése

Certains genes régulés par le complexe AP1 ont un role putatif dans I’angiogénése (cf.
table 6). Ce processus requiert la dégradation des composants de la matrice extracellulaire la
migration cellulaire et la formation de vaisseaux sanguins. C-Fos et Fral régulent I’expression
de métallo protéinases de la matrice (MMPs) comme MMP1 et MMP3 (Hu et al., 1994) et de
la protéase Upa (Urokinase Plasminogen System) (Kustikova et al., 1998) qui favorise
I’angiogénese. De plus le gene codant le VEGF D (Vascular Endothelial Growth Factor D) a
été identifi¢é comme étant une cible de c-Fos (Marconcini et al., 1999). La famille JUN semble
aussi jouer un role dans I’angiogéneése. Par exemple c-Jun et JunB sont surexprimés durant la
progression tumorale de fibrosarcomes et augmentent leur angiogénése en activant le facteur
angiogénique proliférine (Bossy-Wetzel et al., 1992; Toft et al., 2001). De plus 1’expression
de la proliférine est supprimée dans le placenta de foetus déficients en JunB, ce qui cause une
altération de I’angiogénese et une létalité embryonnaire (Schorpp-Kistner et al., 1999).

Le complexe APl régule aussi plusieurs geénes impliqués dans la progression
métastatique (cf. table 6). Une des étapes importantes de cette progression est le passage de la
cellule d’une morphologie épithéliale a une morphologie mésenchymateuse, cette progression
est appelée la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT pour Epithelial-Mesenchymal
Transition). C-Jun et c-Fos sont capables de provoquer le phénoméne d’EMT, qui est associée
a une perte de la polarité cellulaire dans les cellules épithéliales mammaires (Fialka et al.,
1996; Reichmann et al., 1992). En revanche, seule la surexpression de c-Fos est capable
d’induire une prolifération invasive de cellules poussant sur du collagéne ce qui indique que
c-Fos a un rdle plus important que c-Jun durant les stades tardifs de la tumorigénése

(Reichmann et al., 1992).

3/ La régulation de I’activité du complexe AP1
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La régulation de ce facteur de transcription est complexe et intervient a plusieurs
niveaux : pour la composition du dimére, par des régulations transcriptionnelles et post

traductionnelles et par I’interaction avec ses partenaires protéiques.

a/ La composition des dimeres

L’activité du complexe AP1 varie selon sa composition en dimeres. L’expression des
différentes sous unités de ce complexe varie selon les tissus, entrainant des différences
d’activité du complexe AP1 selon le type cellulaire considéré. La différence d’activité entre
plusieurs de ces diméres a été étudiée en liant différents membres des familles JUN et FOS
par une chaine peptidique flexible. Ces travaux ont montré que c-Jun-Fra2 mais pas c-Jun-
Fral ou c-Jun-c-Fos inhibent I’arrét de la croissance de fibroblastes immortalisés en condition
de faible concentration en sérum (Bakiri et al., 2002). D’autres travaux utilisant des mutants
de la région leucine zipper, permettant seulement la formation d’une seule forme de dimeres,
ont montré que le programme de transformation cellulaire induit par c-Jun se décompose en
deux étapes. Dans un premier temps [’activité du complexe c-Jun-ATF2 fait évoluer la
prolifération vers une voie indépendante des facteurs de croissance puis ’activité du dimeére c-
Jun-c-Fos permet le déclenchement d’un prolifération adhésion indépendante (van Dam and

Castellazzi, 2001).

b/ Les régulations transcriptionnelles et les modifications post-traductionnelles
L’activité du complexe AP1 est induite par un grand nombre de stimuli et de signaux
extracellulaires. Parmi ceux-ci on peut compter les facteurs de croissance, les cytokines, les
neurotransmetteurs, les hormones peptidiques, les interactions cellule-matrice, les infections
bactériennes ou virales et toute une variété de stress chimiques ou physiques. L’ensemble de

ces stimuli peut activer la voie des MAP kinases et notamment la sous-famille des ERKs. Ces
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kinases, une fois activées seront importées dans le noyau et auront divers roles au niveau de
I’activité du complexe API.

Au niveau transcriptionnel, elles vont induire I’activité transcriptionnelle des TCFs
(Ternary Complex Factor, famille de protéines décrites précédemment dans cette étude
bibliographique composée des facteur de transcription Elkl, SAP1 et SAP2) qui lient le
promoteur du geéne c-Fos et activent sa transcription (Hill et al., 1994). Une autre voie
d’activation transcriptionnelle passe par la kinase ERKS qui est capable de phosphoryler le
facteur de transcription MEF2C (Monocyte specific Enhancer binding Factor 2C), qui peut
ainsi coopérer avec c-Fos nouvellement synthétisé pour activer la transcription du géne c-Jun
(Kato et al., 1997).

Au niveau post traductionnel les ERKs sont capable de phosphoryler directement Fral
et Fra2 en réponse a une stimulation par du sérum et semblent augmenter leur activité de
liaison a I’ADN quand ils sont associés a c-Jun (Gruda et al., 1994).

Une autre sous-famille des MAPK kinases, les JNKs (Jun N-terminal Kinase) est
capable d’activer efficacement le complexe AP1. Ces kinases, qui comprennent trois
isoformes, JNK1, JNK2 et JNK3 (Davis, 2000), sont capable de phosphoryler c-Jun dans sa
région N-terminale, au niveau des sérines 63 et 73. Ces phosphorylation augmentent le
potentiel de transactivation de la transcription de c-Jun (Karin, 1995). Les JNKs sont aussi
capable de phosphoryler ATF2 qui peut ainsi former un hétérodimeére avec c-Jun et lier un site
API1 sur le promoteur de c-Jun (Gupta et al., 1995). De la méme manicre, I’expression
constitutive d’oncogénes tels que Ha-Ras résulte en une augmentation de [D’activité
transcriptionnelle du complexe AP1 (Schonthal et al., 1988). Cette activation du complexe
AP1 passe principalement par une activation persistante des voies ERKs et INKs (Derijard et

al., 1994; Hibi et al., 1993).
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En revanche en ce qui concerne c-Fos, la littérature scientifique sur les kinases ciblant
cette protéine et les conséquences de cette phosphorylation est beaucoup moins abondante.
Des travaux réalisés en 2002 ont montré que c-Fos fonctionne comme un senseur des ERK
kinases, une activation transitoire de ces kinases n’est pas suffisante pour phosphoryler c-Fos
tandis qu’une activation soutenue de la voie ERK entraine la phosphorylation et la
stabilisation de c-Fos qui peut ainsi transmettre le message (Murphy et al., 2002). Il existe
plusieurs candidats comme FRK (Fos Related Kinase) (Deng and Karin, 1994), la famille
RSK (Ribosomal S6 Kinase), ERK (Chen et al., 1993; Chen et al., 1996), la MAP kinase Mos
(Okazaki and Sagata, 1995) et la MAP kinase p38 (Tanos et al., 2005). La phosphorylation de
c-Fos par ces kinases au niveau de son domaine C-terminal entraine une stabilisation de la
protéine. Toutefois I’impact de ces kinases sur 1’activité transriptionnelle de c-Fos reste assez

flou.

c/ Les partenaires du complexe AP1 pour ’activation transcriptionnelle

Le nombre de facteurs capables d’interagir avec le complexe AP1 est important et en
constante augmentation. Parmi ces protéines on peut citer le facteur de transcription STAT3
qui peut interagir avec c-Jun (Zhang et al., 1999). STAT3 et le complexe AP1 sont, entre
autres, capables de coopérer pour supprimer la transcription du récepteur de mort cellulaire
Fas (Ivanov et al., 2001). Une autre catégorie de facteurs de transcription capables d’interagir
avec le complexe AP1 est la super famille des récepteurs nucléaires comme le récepteur des
glucocorticoides (GR), le récepteur de I’acide rétinoique (RAR) (Chinenov and Kerppola,

2001; Herrlich, 2001) ainsi que le récepteur des oestrogenes (Teyssier et al., 2001).

d/ Le REa et le complexe AP1
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Les relations entre le complexe AP1 et le REa ont été abondamment étudiées. Il a été
montré que le REa est capable d’interagir directement avec c-Jun de maniere ligand
dépendante (Teyssier et al., 2001). Toutefois le mécanisme de coopération entre REa et le
complexe AP1 pour I’activation de la transcription parait assez complexe. Il est couramment
admis que le REa augmente ’activité transcriptionnelle du complexe AP1 (Gaub et al., 1990;
Philips et al., 1993; Philips et al., 1998; Webb et al., 1995; Webb et al., 1999). Toutefois il
existe deux voies d’activation du complexe AP1 par le REa, selon qu’il est, soit li¢ & son
ligand naturel I’oestradiol, soit li¢ a un SERM tel que le Tamoxiféne ou le Raloxiféne. Quand
le REa est lié a 'oestradiol il régule positivement 1’action du complexe APl par une
interaction directe (Teyssier et al., 2001) et il nécessite 1’intégrité de ses domaines AF-1 et
AF-2 (Webb et al., 1999). Cette coopération se fait probablement en aidant au recrutement de
co-activateurs transcriptionnels tel que la famille des pl60 (SRC1, SRC2, SRC3). Il a
notamment ét¢é montré que SRC1 était capable d’interagir directement avec c-Jun et c-Fos
(Lee et al., 1998b). De plus il a récemment ét¢ montré que le complexe AP1 et SRC3 sont
capables de coopérer pour la transcription du géne IRS-2 et le knock down de c-Fos entraine
une baisse significative du recrutement de SRC-3 sur ce promoteur (Yan et al., 2006).

Le REa li¢ au SERM Tamoxiféne peut aussi réguler positivement 1’activité
transcriptionnelle du complexe AP1. Toutefois cette activité n’est observée que dans certains
types cellulaires (comme dans ’utérus par exemple) et nécessite seulement le domaine A/B et
le domaine de liaison a ’ADN du REa (Webb et al.,, 1995). Dans ce cas de figure, le
mécanisme d’activation du complexe AP1 reste mal connu et une hypothése plausible serait
que le REa li¢ au Tamoxiféne n’interagisse pas avec le complexe AP1 mais qu’il titre
simplement les co-répresseurs, tels que N-Cor (Nuclear Corepressor) ou les HDACs (Histone

déacétylases), qui pourraient potentiellement interagir avec le complexe AP1.

60



F/ Objectif des travaux

L’activité transcriptionnelle du REa est étroitement liée aux voies de transduction du
signal régulées par les facteurs de croissance. L’IGF-I est un facteur de croissance qui joue un
réle important dans le développement de la glande mammaire. Les liens entre la voie de
signalisation régulée par I’'IGF-I et la voie de signalisation régulée par les oestrogénes sont
nombreux et se retrouvent dans plusieurs compartiments de la cellule (membrane plasmique,
cytoplasme, noyau). Le but des travaux présentés dans ce manuscrit a été d’étudier ces liens
entre le REa et la signalisation IGF-I au niveau des génes oestrogéno-régulés et
principalement du géne de référence pS2/TFF1.

Afin de compléter ces études, une autre partie de mes travaux a été de développer un
systéme de purification des complexes protéiques associés au REa dans la cellule. Le but de
cette stratégie est de comparer les complexes protéiques associés au REa complexé a
I’oestradiol ou activé par I’'IGF-I. Cette stratégie permettra aussi de comparer la composition
des complexes protéiques associés au REa lorsqu’il est complexé soit a I’oestradiol, soit au
Tamoxiféne, soit au Fulvestrant. Cela afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires

d’action du REaq.
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RESULTATS

Partie I : Dialogue entre le récepteur des oestrogénes a et le facteur de croissance IGF-I

dans P’activation transcriptionnelle des cellules cancéreuses mammaires

Le fait que les oestrogenes stimulent la prolifération des cellules cancéreuses
mammaires a mené au développement de thérapies anti-hormonales. Ces traitements sont
basés sur 1’utilisation de molécules ayant des effets antagonistes des oestrogenes. La molécule
la plus utilisée actuellement est 1’antagoniste mixte Tamoxiféne. Le traitement des patientes
par ce médicament bloque I’effet proliférateur des oestrogenes dans les tumeurs hormono-
dépendantes pour leur croissance. Malheureusement, chez les patientes métastatiques, on
observe systématiquement 1’apparition de résistances a ce type de thérapies dans les 3 ans
suivant le début du traitement. L’apparition de cette résistance peut €tre due a plusieurs
mécanismes, parmi lesquels : activation constitutive du REa, inversion de 1activité
antagoniste du Tamoxiféne ou bien suractivation des voies de transduction de signal qui
court-circuiteraient I’effet des antagonistes. Des mutations du REa. provoquant une activation
ligand indépendante constitutive sont dans un faible nombre de cas (<1%) a 1’origine de ces
résistances. Il a été montré que la surexpression du récepteur a activité tyrosine kinase HER-2
(récepteur de la famille des récepteurs a I’EGF) s’accompagne systématiquement d’une
résistance au Tamoxiféne (Schiff et al., 2004). Toutefois des études cliniques en cours
contestent cette observation et des investigations supplémentaires sont nécessaires.

La surexpression du récepteur HER-2 est observée chez 15% des patientes résistantes
au Tamoxiféne (Ellis, 2004). Des études in vitro (Shou et al., 2004) et précliniques ont
clairement démontrées que la Gefitinibin, un inhibiteur de 1’activité tyrosine kinase de ce

récepteur, rétablit I’activité anti-proliférative du Tamoxiféne. L’herceptine, un anticorps qui
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cible HER-2 permet aussi de rétablir I’activité de I’anti-hormone. Pour les 80% de cas
restants, la cause de la résistance au Tamoxiféne reste inconnue. Des observations cliniques
récentes montrent qu’en traitant les patientes avec des molécules ciblant des points de
croisement de voies de signalisation des facteurs de croissance (inhibiteurs de prénylation,
analogues de la rapamycine), on peut reverser, au moins en partie la résistance au
Tamoxifeéne. Il est donc possible que la résistance au Tamoxiféne soit un phénomeéne adaptatif
qui mette en particulier en jeu des modifications épigénétiques. L’activité
agoniste/antagoniste du Tamoxiféne semble régulée par le rapport de co-activateurs
SRC1/SRC3 dans la cellule (Shang and Brown, 2002). L’état de phosphorylation du REa de
ses co-activateurs (Bunone et al., 1996; Chen et al., 2002; Kato et al., 1995) ainsi que de
facteurs de transcription tels que AP-1 est également critique pour la réponse aux cestrogenes.
L’altération du dialogue entre les voies de signalisation par les oestrogenes et les facteurs de

croissance pourrait étre a I’origine de 1’acquisition de la résistance au Tamoxiféne.

L’objectif des travaux présentés dans ce mémoire est de contribuer a 1’¢lucidation des
mécanismes moléculaires impliqués dans le dialogue entre les voies de signalisation par les
cestrogenes et par les facteurs de croissance dans la cellule cancéreuse mammaire. Nous nous
sommes intéressés au facteur de croissance IGF-I car c’est un facteur impliqué dans le
développement normal de la glande mammaire (Ruan and Kleinberg, 1999) et sa dérégulation
peut étre la cause du développement de tumeurs mammaires (Lee and Yee, 1995) ou

d’apparition de résistance aux anti oestrogenes (Nicholson and Gee, 2000).
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Publication: “Estrogen receptor and the AP1 complex cooperate during

IGF-I- induced transcriptional activation of the pS2TFF1 gene”

L’effet cestrogéne de I'IGF-I a été décrit depuis de nombreuses années (voir
I’introduction de ce manuscrit et (Vignon et al., 1987)). Nous nous sommes intéressés au
dialogue qui existe entre 1’oestradiol et le facteur de croissance IGF-I au niveau des
promoteurs des génes oestrogéno-régulés. Nos études montrent que les éléments de réponse
contenus dans ces promoteurs jouent un role important dans la réponse au traitement par
I’IGF-1. Nous avons montré que ’activation transcriptionnelle du géne pS2/TFF1 par I'IGF-
I, dont le promoteur contient un ¢élément de réponse au RE (ERE) et un élément de réponse
au complexe AP1 (TRE), requiert le REa et le complexe AP1 .Pour mieux comprendre le
role des ¢léments ERE et TRE dans ce phénoméne nous avons réalisé¢ des études sur des
geénes rapporteurs luciférase dont 1’expression est controlée par un promoteur contenant
uniquement, soit un ¢lément ERE, soit des ¢éléments TRE. Les résultats de ces mesures
luciférases, combinées aux études sur I’expression du géne pS2/TFF1, ont permis de montrer
que la présence de chacun de ces ¢léments ERE et TRE était nécessaire pour une coopération

efficace entre le complexe AP1 et le REa.

Nous avons ensuite analysé les mécanismes moléculaires d’activation du géne
pS2/TFF1 suite au traitement par I’'IGF-I. Nous avons montré que c-Jun, c-Fos ainsi que
Brgl (sous unité du complexe de remodelage ATP dépendant SWI/SNF) étaient recrutés sur
le promoteur de ce géne apres une heure de stimulation par ’lGF-I, tandis que le recrutement
du REa sur le méme promoteur est plus tardif (apres 3 heures de traitement par I’IGF-I). Par
ailleurs, le maximum de phosphorylation de c-Jun est obtenu apres 3 heures de stimulation
par 'IGF-I, ce qui coincide avec une forte interaction de c-Jun avec le REa. Cela nous a

permis de proposer un modele moléculaire de coopération entre le REa et le complexe AP1
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aprés stimulation par ’IGF-I. Dans un premier temps, le traitement par I’IGF-I induit une
phosphorylation rapide du complexe AP1 et déclenche la néo synthése de c-Jun et c-Fos. Le
complexe AP1 lie ensuite le promoteur du géne pS2/TFF1 et recruter le facteur Brgl qui
permettra le remodelage de la chromatine de ce promoteur et facilitera le recrutement des
acteurs de la transcription. Enfin, lorsque le taux de c-Jun et sa phosphorylation atteignent un
maximum, le REa est recruté sur le promoteur de pS2/TFF1, grace a son interaction avec c-

Jun, permettant un maintient efficace de la transcription du géne pS2/TFF1 dans le temps.
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Insulin like growth factor I (IGF-I) displays estrogenic activity
in breast cancer cells. This activity is strictly dependent on the
presence of estrogen receptor o (ERa). However the precise
molecular mechanisms involved in this process are still unclear.
IGF-I treatment induces phosphorylation of the AF1 domain of
ERa and activation of estrogen regulated genes. These genes are
characterized by important differences in promoter architec-
ture and response element composition. We show that pro-
moter structure is crucial for IGF-I-induced transcription acti-
vation. We demonstrate that on a complex promoter such as the
pS2/TFF1 promoter, which contains binding sites for ER« and
for the activating protein-1 (AP1) complex, transcriptional acti-
vation by IGF-I requires both ER« and the AP1 complex. IGF-I
is unable to stimulate transcription of an estrogen-regulated
gene under the control of a minimal promoter containing only a
binding site for ERa.. We propose a molecular mechanism with
stepwise assembly of the AP1 complex and ERe during tran-
scription activation of pS2/TFF1 by IGF-I. IGF-I stimulation
induces rapid phosphorylation and an increase in protein levels
of the AP1 complex. Binding of the phosphorylated AP1 com-
plex to the pS2/TFF1 promoter allows recruitment of the chro-
matin remodeling factor Brgl followed by binding of ERa via its
interaction with c-Jun.

Control of breast cancer cell proliferation is a complex, mul-
tifactorial, and interactive process. Estradiol, a steroid hor-
mone, which acts via its nuclear receptors (ERa” and -8 for
estrogen receptor « and ) and growth factors such as insulin-
like growth factor I (IGF-I) or IGE-II, epidermal growth factor,
or transforming growth factor «, whose action is mediated by
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tyrosine kinase transmembrane receptors, controls gene
expression and cellular proliferation of breast cancer cells (1).
Although it was discovered more than 10 years ago that ER«
could be activated in a ligand-independent fashion by growth
factors like epidermal growth factor or IGF (2), the cross-talk
between estrogens and growth factor pathways remains to be
elucidated.

In the classical model of ER action, the receptor binds as a
homodimer (3) or a heterodimer (4-7) to estrogen response
elements (EREs) within the promoters of estrogen-responsive
genes. Once present on the promoter of estrogen responsive
genes, ER recruits an array of transcriptional cofactors (coacti-
vators and corepressors) that bind to the receptor and interact
with other transcription factors, including components of the
general transcription machinery. Some of these cofactors pos-
sess chromatin-remodeling activities or histone modifying
activities or recruit additional proteins to the complex to medi-
ate transcription (for review, see Ref. 8). ERa may also modulate
transcription without receptor-DNA interaction by functional
interference with other transcription factors such as activating
protein-1 (AP1) (for review, see Refs. 9-12).

The AP1 complex, which is implicated in diverse cellular
processes, including differentiation, cell proliferation, and
transformation (for review, see Ref. 13), predominantly consists
of various combinations of Jun (c-Jun, JunB, JunD) and Fos
(c-Fos, Fra-1, Fra-2, FosB) proteins. This complex can result
from many different combinations of heterodimers and
homodimers, and the combination determines the genes that
are regulated by AP1 (14, 15). The AP1 complex formed of
heterodimers or homodimers of Jun and Fos proteins has DNA
binding activity via the TPA-responsive elements (TREs).

Furthermore transcriptional activity of the AP1 complex is
post-translationally regulated by several kinases. Extracellular
signal-regulated kinases 1 and 2 phosphorylate c-Fos on
threonines 325 and 331. These phosphorylations regulate the
transforming activity of c-Fos (16). Moreover, phosphorylation
of c-Jun by c-Jun NH,-terminal kinases on residues serine 63
(17) and 73 potentiates its ability to activate transcription either
as a homodimer (18, 19) or a heterodimer together with c-Fos.

Activation of the IGF-I receptor by IGF-I binding leads to a
conformational change of its receptor, the auto phosphoryla-
tion of a tyrosine residue in the intracellular part of the recep-
tor, and the subsequent activation of downstream signaling
molecules. Then the IGF-I receptor is able to bind signaling
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adaptor proteins like insulin receptor substrate 1 (IRS1) and
Shc, linking the receptor to downstream signaling pathways like
the phosphatidylinositol 3-kinase and the mitogen-activated
protein pathways (for review, see Ref. 20). Growth factors such
as IGF-I are able to elicit estrogenic responses in target tissues
in the absence of estradiol, and they cooperate with the hor-
mone in its presence (21). Several studies have demonstrated
that estradiol, anti-estrogens, and growth factors induce a rapid
hyperphosphorylation of ER« on serine 118, located at the N
terminus within transcriptional activation function AF-1 (2, 22,
23). This phosphorylation is essential for activation of ER«
bound or not to its ligand (24). However, this phosphorylation
is not sufficient to elicit estrogenic responses in the absence of
hormone, and there may be other ER domains or partners that
fulfill additional requirements for growth factor signaling
through ER«a (22). Supporting this, MCF7 breast cancer cells
with a constitutively active MEK1 show increased interaction
between ERa and its coactivators (SRC2 and SRC3) and hor-
mone hypersensitivity (25). In addition, phosphatidylinositol
3-kinase, which is activated by IGF-I, has been shown to phos-
phorylate ER« on serine 167 within 1 h after treatment with
growth factors. Active phosphatidylinositol 3-kinase increases
the transcription-stimulating activity of both the AF-1 and
AF-2 domains of ERa, whereas active protein kinase B (PKB), a
downstream target of phosphatidylinositol 3-kinase, only
increases the activity of AF-1, suggesting that phosphatidylino-
sitol 3-kinase utilizes PKB-dependent and -independent path-
ways in activating ERa. In addition, LY294002, a specific inhib-
itor of the phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B
pathway, reduced phosphorylation of ER« in vivo (26).

The goal of the present study was to better understand the
cross-talk between the IGF-I and estradiol pathways at the
molecular level. We studied the pS2/TFF1 gene whose regula-
tion serves as a paradigm for estrogen regulation of gene
expression in breast cancer cells. The pS2/TFF1 gene has a
composite promoter with an ERE (located between —405 and
—393) and a TRE (AP1 response element, located between
—338 and —332), and it has been reported that its activation
can be achieved by estradiol or IGF-I (27). Our laboratory has
shown that both estradiol and IGF-I treatments induce a rapid
chromatin remodeling of the pS2/TFF1 promoter in a region
encompassing the ERE and the TRE (28). The role of the AP1
element in the response of pS2/TFF1 to estradiol has been ana-
lyzed in detail by others in a cell line derived from the HepG2
hepatocarcinoma cell line, re-expressing ERa. They demon-
strate that the ERE is essential for the response of pS2/TFF1 to
estrogens and that the TRE is involved in both estrogen and
phorbol-ester responses (29).

Here we demonstrate that activation of ERa induced by
IGF-1is not sufficient to allow activation of a minimal estrogen-
regulated promoter containing only an ERE sequence. We show
that in response to IGF-I treatment, the AP1 complex is phos-
phorylated and rapidly recruited to the pS2/TFF1 promoter,
whereas recruitment of ERa is delayed. On the pS2/TFF1 pro-
moter, ERa and the AP1 complex cooperate during IGF-I-in-
duced activation of the transcription, but have different func-
tions. The AP1 complex is implicated in chromatin remodeling
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by recruiting chromatin-remodeling factors such as Brgl,
whereas ERa is involved in later stages of transcription.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals—Estradiol was purchased from Sigma. ICI
184780 (Fulvestrant) was purchased from Zeneca Pharmaceu-
ticals. IGF-I was purchased from Euromedex.

Antibodies—Anti-human ERa (HC20), anti-Brgl (H-88), anti-
phospho-c-Jun (KM-1), anti-c-Jun (sc-45), and anti-c-Fos (H-125)
were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Anti-c-Fos and
anti-phospho-Thr-325 (ab27793) were purchased from Abcam.
Anti-GAPDH was purchased from Chemicon International.

Cell Lines and Tissue Culture—MCF7 cells were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12 containing 50 pg/ml
gentamycin and 10% heat-inactivated fetal calf serum at 37 °C
in a humidified atmosphere containing 10% CO.,.

The stably transfected luciferase reporter MELN and MTLN
cell lines were obtained as previously described (30). Briefly, to
obtain MELN cells, ERa-positive breast cancer MCEF-7 cells
were transfected with the estrogen-responsive gene ERE-
bGlob-Luc-SV-Neo (31). To obtain MTLN cells, MCF-7 cells
were co-transfected with the AP1-responsive gene TRE,-Tk-
Luc and the neomycin resistance gene pSV2-Neo (32). Selec-
tion of resistant clones by Geneticin was performed at 1 mg/ml.
MELN and MTLN cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium/F-12 containing 50 ug/ml gentamycin, 10%
heat-inactivated fetal calf serum, and 1 mg/ml G418 at 37 °C in
a humidified atmosphere containing 10% CO.,.

To study the effects of estrogens and IGF-], cells were grown
for 2 days in media without phenol red without gentamycin and
without serum. Cells were treated or not with 10 nm estradiol
(E2), 5 nM IGF-I, or 100 nm Fulvestrant for the indicated times.

Luciferase Assays—Cells were grown in 3.5-cm diameter
dishes and treated as indicated in the figure legends. Cells were
then lysed in 200 ul or Promega lysis buffer and frozen. Lucif-
erase activity was determined using the Luciferase assay rea-
gent (Promega E397A) on a Centro LB 960 (Berthold). Lucifer-
ase activities were normalized to plated cell number or to total
protein content measured by the Amido Schwarz technique
(33). All experiments were performed at least in triplicate, and
S.D. were calculated.

Western Blots—Western blots were performed as previously
described (34). The quantity of extract loaded on the gels was
normalized to total protein content, assayed by the Amido
Schwarz technique. All antibodies were used at a 1/200 dilu-
tion, except for anti-phospho-c-Fos antibody, in which the
dilution was 1/1000.

ChIP Experiments—Cells were grown to 95% confluence in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12 supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum followed by 48 h in serum
and phenol red-free media. After the addition of hormone or
growth factor, cells were washed twice with phosphate-buff-
ered saline (PBS) and cross-linked with 1.5% formaldehyde at
37 °C for 5 min. Cells were then rinsed twice with ice-cold PBS,
collected into 100 mm Tris-HCI, pH 9.4, and 10 mwm dithiothre-
itol, incubated for 15 min at 30 °C, and centrifuged for 5 min at
2000 X g. Cells were washed sequentially with 1 ml of ice-cold
PBS, buffer1(0.25% Triton X-100, 10 mM EDTA, 0.5 mM EGTA,
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10 mm HEPES, pH 6.5), and buffer II (200 mm NaCl, 1 mm
EDTA, 0.5 mm EGTA, 10 mm HEPES, pH 6.5). Cells were then
resuspended in 0.3 ml of lysis buffer (1% SDS, 10 mm EDTA, 50
mMm Tris-HCI, pH 8.1, 1X protease inhibitor mixture (Roche
Applied Science)) and sonicated three times for 15 s with a
Branson Sonifier 250 (duty cycle 50%, output control 5) fol-
lowed by centrifugation for 10 min. Supernatants were col-
lected and diluted in buffer (1% Triton X-100, 2 mm EDTA, 150
mm NaCl, 20 mm Tris-HCl, pH 8.1) followed by immuno-clear-
ing with 2 ug of sheared salmon sperm DNA, 20 ul of preim-
mune serum, and protein A-Sepharose (45 ul of 50% slurry in
10 mm Tris-HCI, pH 8.1, 1 mMm EDTA) for 2 h at 4 °C. Immuno-
precipitation was performed overnight at 4 °C with specific
antibodies. After immunoprecipitation, 100 ul of protein
A-Sepharose and 2 ug of salmon sperm DNA were added, and
the incubation was continued for another 1 h. Precipitates were
washed sequentially for 10 min each in TSE I (0.1% SDS, 1%
Triton X-100, 2 mm EDTA, 20 mwm Tris-HCI, pH 8.1, 150 mm
NaCl), TSEII (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mm EDTA, 20 mm
Tris-HCI, pH 8.1, 500 mm NaCl; except for Brgl, where SDS
was removed from the buffer), and buffer III (0.25 m LiCl, 1%
Nonidet P-40, 1% deoxycholate, 1 mm EDTA, 10 mm Tris-HCl,
pH 8.1). Precipitates were then washed 3 times with Tris-EDTA
buffer and extracted with 1% SDS, 0.1 M NaHCO; for 30 min at
65 °C. Eluates were heated at 65 °C overnight to reverse the
formaldehyde cross-linking. After cross-link reversion, % of the
DNA fragments were purified with a GenElute PCR clean-up
kit (Sigma), and Y20 of the purified DNA was quantified by quan-
titative PCR. Quantitative PCR were performed on an iCycler
(Bio-Rad) using the oligonucleotides PS2 CH1 (5'-GGCCAT-
CTCTCACTATGAATCACTTCTGC-3") and PS2 CH2 (5'-
GGCAGGCTCTGTTTGCTTAAAGAGCG-3') to amplify
the pS2/TFF1 promoter fragment. Amplification conditions
were 3 min at 95 °C followed by 50 cycles (20 s at 95 °C, 30 s at
62.5°C, 20 s 72 °C). For the purification of the inputs, 20 ul of
extract was removed and heated overnight at 65 °C, DNA was
then purified as for immunoprecipitates, and %20 of the DNA
was quantified by quantitative PCR.

Co-immunoprecipitations—For co-immunoprecipitations of
cross-linked protein complexes, 1 X 10° cells were submitted to
immunoprecipitation as in the ChIP procedure, except that
after immuno-recovery proteins were eluted by the addition of
30 ul of H,O and 10 ul of 4X electrophoresis loading buffer
(200 mm Tris, pH 6.8, 8% SDS, 20% glycerol, 8 mm EDTA, 6%
B-mercaptoethanol, 0.016% bromphenol blue). The totality of
the immunoprecipitated material was electrophoresed on SDS
gels and analyzed by Western blotting.

For co-immunoprecipitations of native protein complexes,
1 X 10° MCF?7 cells, grown for 3 days in steroid-free medium,
were washed twice in PBS, resuspended in 500 ul of lysis buffer
(50 mm Tris, pH 8, 0.4% Nonidet P-40, 300 mm NaCl, 10 mm
MgCl,, anti-protease from Roche Applied Science (1 mini-tab-
let/10 ml)), phosphatase inhibitors from Sigma (P2850), and
incubated for 15 min at 4 °C. After centrifugation for 20 min at
16,000 X g, the lysate was adjusted to 1 ml with 500 ul of dilu-
tion buffer (50 mm Tris, pH 8, 0.4% Nonidet P-40, 2.5 um CaCl,,
1 pl of DNase I). A total of 40 ul (v/v) of protein A/protein G
beads were added, and the lysate was incubated for 45 min at
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4 °C on a rotating wheel. The supernatant was collected by cen-
trifugation, 30 wl was withdrawn for input assays, and the
remaining material was incubated with 1 ug of anti-c-Jun for
2 h at 4°C on a rotating wheel. A total of 20 ul (v/v) protein
Al/protein G beads were added again, and the incubation was
continued for 2 more hours. Beads were washed 3 times with
wash buffer (50 mm Tris, pH 8, 0.4% Nonidet P-40, 150 mMm
NaCl, 5 mm MgCl,), and proteins were eluted by the addition of
20 pl of H,O and 10 ul of 4X electrophoresis loading buffer
(200 mm Tris, pH 6.8, 8% SDS, 20% glycerol, 8 mm EDTA, 6%
B-mercaptoethanol, 0.016% bromphenol blue). The totality of
the immunoprecipitated material was electrophoresed on SDS
gels and analyzed by Western blotting.

RT-PCR Experiments—Cells were rinsed twice in ice-cold 1 X
PBS, RNA was then purified using the RNeasy mini kit (Qia-
gen). RNA was eluted in 100 ul of RNase-free water, and %20
was submitted to quantitative RT-PCR (Platinum RT-PCR
thermoscript one step, Invitrogen) with the following prim-
ers: pS2/TFF1, 5'-GTACACGGAGGCCCAGACAGAGAC-
GTG(FAM)AC-3’ (forward) and 5'-AGGGCGTGACACCA-
GGAAA-3' (reverse); actin, 5'-CACAATAGTCCTCGGCCA-
CATTG(FAM)G (reverse) and 5'-GGTGACAGCAGTCGGT-
TGGA-3' (forward); GAPDH, 5'-GACCATTGCTGGGGCTG-
GTGGTC(FAM)C-3’ (reverse) and 5'-ACAGCAACAGGGT-
GGTGGAC-3'(forward). Amplification conditions were 30 min
at45 °C and 3 min at 95 °C followed by 50 cycles (20 s at 95 °C, 30 s
at63°C,20s72°C).

Cell Electroporation and RNA Interference—Five million
cells were electroporated by siRNA to a final concentration of
20 umMm. Cells were electroporated on a gene pulser Xcell (Bio-
Rad) at 250 V and 960 microfarads in 0.4-mm cuvettes. After
electroporation, cells were plated and grown for 2 days in media
without phenol red, without gentamycin, and without serum.
Cells were treated or not with 5 nm IGF-I for 1 day.

siRNA-directed against c-Jun, c-Fos, and ERa were pur-
chased from Dharmacon (siRNA, c-Jun M-003268 —02, c-Fos
M-003265-01, and ERae M-003401-02). Scramble siRNA,
which does not recognize any human mRNA, was purchased
from Eurogentec (CAUGUCAUGUGUCACAUCUdTAT) and
used as a negative control.

RESULTS

IGF-I-induced Activation of the pS2/TFF1 Gene Requires
Both ERa and the AP1 Complex—IGEF-1 is an activator of estro-
gen-regulated genes in breast cancer cells (21). It promotes
chromatin remodeling at the promoter of the estrogen-regu-
lated gene pS2/TFF1 (28). However, its mechanism of action is
not elucidated, and it is not known whether the architecture of
the promoter is important for this activation. This gene has a
complex promoter that contains one binding site for the ERE
and one binding site for the AP1 complex (TRE) (Fig. 14). We
first determined the importance of these two transcription fac-
tors in IGF-I-induced activation of the pS2/TFF1 gene. As pre-
viously described (21) in MCF?7 cells, IGF-I alone induced tran-
scriptional activation of the estrogen-regulated gene pS2/TFF1
(Fig. 1B). To assess the importance of ER« in this activation, we
treated cells both with IGF-I and the pure antiestrogen Fulves-
trant (ICI 182 780). When bound to Fulvestrant, ERa is rapidly
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FIGURE 1. IGF-l-induced activation of the pS2/TFF1 gene is mediated by
ERa. A, schematic representation of the estrogen-regulated promoter of the
pS2/TFF1 gene showing the localization of the ERE and TRE. B, MCF7 cells
were treated for 19 h with either vehicle (Ctl), E2, IGF-I, Fulvestrant (/Cl), or a
combination of IGF-I and Fulvestrant. RNA was purified and pS2/TFF1 mRNA
content was quantified by real time RT-PCR. Results were normalized to actin
mRNA expression levels. All experiments were performed in triplicate, and
S.D. was calculated. C and D, MCF7 cells were electroporated with the indi-
cated siRNA to a 20 um final concentration, incubated for 48 h in phenol
red-free and serum-free media, and treated or not for 24 h with IGF-I. C, cells
were lysed, and 5 pg of total cell extract was blotted with anti-ERa or anti-
GAPDH antibodies. D, RNA was purified from the cells, and pS2/TFF1 mRNA
levels were quantified by real time RT-PCR. Results are expressed as induction
of RNA relative to those in cells untreated with IGF-1. Results were normalized
to actin mRNA expression levels. The bars indicate mean errors of experi-
ments performed in duplicate.

degraded in the nucleus (35, 36) and consequently never binds
DNA (37). Here we found that Fulvestrant blocked the IGF-I-
induced transcription of pS2/TFF1 (Fig. 1B) confirming that
ERa is necessary for IGF-I-induced transcription of this pro-
moter (27). To go further in the role of ERa in IGF-I mediated
activation of the pS2/TFF1 gene, we knocked down ERa using
siRNAs directed against ERe mRNA. MCEF7 cells were then
stimulated by IGE-I or not for 24 h, and RNA was purified. The
specificity of siRNA depletion was analyzed by Western blot
(Fig. 1C) and showed that siRNA directed against ERae mRNA
caused a specific and dramatic decrease in ER« protein levels
compared with scramble siRNA. The administration of ER«a
siRNA to MCEF?7 cells abolished the IGF-I-mediated activation
of the pS2/TFF1 gene compared with cells electroporated by
scramble siRNA (Fig. 1D). This result reinforces the results
obtained with Fulvestrant and demonstrates that ERa is
required for IGF-I-mediated activation of the pS2/TFF1 gene.
To evaluate the importance of c-Jun and c-Fos for the pS2/
TFF1 activation mediated by IGF-I, we knocked down the two
proteins using siRNAs directed against c-Jun or c-Fos mRNA.
They were administrated to MCF?7 cells separately or in com-
bination. Cells were then stimulated or not by IGF-I, and RNA
was purified. The effect of siRNA depletion of c-Jun and c-Fos
was analyzed by Western blot (Fig. 2A4). SiRNA directed against
c-Fos was able to specifically lower c-Fos protein levels,
whereas siRNA directed against c-Jun lowered both c-Jun and
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FIGURE 2. Both c-Jun and c-Fos are necessary for IGF-l-induced pS2/TFF1
transcription activation. MCF7 cells were electroporated with the indicated
siRNA, incubated for 48 h in phenol red-free and serum-free media, and
treated 24 h or not by IGF-I. A, cells were lysed, and 100 u.g of total cell extract
was blotted with anti-c-Jun, anti-c-Fos, or anti-GAPDH antibodies. B, RNA was
purified from the cells, and pS2/TFF1T mRNA levels were quantified by real
time RT-PCR. Results are expressed as induction of RNA relative to the
untreated cells. ++ represents a 20 um final concentration of siRNA, and +
represents a 10 um concentration of siRNA. Results were normalized to actin
mRNA expression levels. The bars indicate mean errors of experiments per-
formed in duplicate.

c-Fos protein levels. Lowering the protein level of a transcrip-
tion factor involved in the formation of heterodimers often
induces a decrease in partner protein levels. Moreover in the
case of the AP1 complex, c-Jun is able to homodimerize, pre-
venting its degradation when c-Fos protein levels are lowered.
c-Jun and c-Fos siRNA have a clear effect on pS2/TFF1 activa-
tion mediated by IGF-I (Fig. 2B), dramatically impairing its acti-
vation compared with cells electroporated with the scramble
siRNA. Treatment of cells with both siRNAs also abolished
IGF-I-mediated activation of the pS2/TFF1 gene. These results
demonstrate that both ERa c-Jun and c-Fos are essential for
IGF-I action and that in the cell the absence of one these pro-
teins cannot be compensated by the presence of other members
of their respective families.

Activation of Estrogen-regulated Genes by IGF-I Requires a
Composite Promoter—We have shown that both ERa and the
AP1 complex are required for IGF-I-mediated activation of
the pS2/TFF1 gene. To better understand the role of each of
the two promoter elements (ERE and TRE) in this transcrip-
tional activation, we used the MELN cell line that has been
derived from MCE-7 cells and engineered to express the
reporter gene luciferase under the control of a synthetic pro-
moter containing only an ERE upstream of a minimal 3-globin
promoter (Fig. 3A). These cells were untreated or treated with
estradiol and IGF-I alone or in combination, and induction of
luciferase, GAPDH mRNA, and pS2/TFF1 mRNA were meas-
ured. Fig. 3B shows a robust induction of luciferase activity by
estradiol, whereas IGF-I had no effect. The increase in GAPDH
gene expression (a gene known to be induced by IGF-I (38))
after treatment of the MELN cells by IGF-I (Fig. 3C) demon-
strates that the IGF-I pathway is not impaired in this cell line.
This was further confirmed by the induction of the endogenous
pS2/TFF1 gene by estradiol as well as by IGF-Iin the MELN cell
line (Fig. 3D). These results indicate that IGF-I treatment is not
sufficient to promote the activation of a promoter containing a
single ERE.

To investigate the importance of the TRE element in IGF-I-
mediated activation of pS2/TFF1, we used a cell line engineered
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FIGURE 3. IGF-l-activated ER« is unable to stimulate transcription of an
estrogen-regulated gene with a minimal promoter containing only a
unique ERE. A, schematic representation of the estrogen-regulated minimal
promoter driving the luciferase gene integrated in MELN cells and showing
the localization of the ERE. B, MELN cells were grown for 48 h in the presence
of 100 nm Fulvestrant. Cells were rinsed and treated for 24 h with either vehi-
cle (Ctl), E2, IGF-I, or a combination of E2 and IGF-I. Luciferase activity was
measured, and the results were normalized to the number of cells. C, MELN
cells were treated for 19 h with either vehicle (Ct/), E2, or IGF-I. RNA was puri-
fied, and GAPDH mRNA content was quantified by real time RT-PCR. Results
were normalized to actin mRNA expression levels. D, MELN cells were treated
for 19 h with either vehicle (Ct/), E2, IGF-I, Fulvestrant, or a combination of IGF-I
and E2. RNA was purified, and pS2/TFF1 mRNA content was quantified by real
time RT-PCR. Results were normalized to mRNA actin expression levels.

to express luciferase under the control of a promoter contain-
ing TREs, which are recognized by the AP1 complex (Fig. 44).
In this experiment we used TPA, which is a well known inducer
of the AP1 complex (39, 40) as a positive control. Upon IGF-I
treatment of the cells, luciferase activity was induced 3-fold
when compared with untreated cells (Fig. 4B). We conclude
that IGF-I can activate a minimal promoter containing TRE
elements. Concomitant treatment of the cells with either IGF-I
or TPA and Fulvestrant or estradiol did not change the level of
activation of luciferase compared with cells treated with IGF-I
or TPA alone (Fig. 4B, compare lanes +TPA with +TPA +ICI
and lanes +IGF-I with +E2 +IGF-I and with +ICI +IGF-I).
This result demonstrates that the effect of Fulvestrant on the
activation of the pS2/TFF1 gene by IGF-I (see Fig. 1B) is not due
to a defect in the signal transduction pathway mediated by
IGF-I in the presence of Fulvestrant. This also demonstrates
that AP1-mediated activation of TRE;-Tk-Luc promoter is
independent of ER« action. Taken together, these results indi-
cate that ERa is able to cooperate with the AP1 complex to
promote transcription on composite promoters such as pS2/
TFF1 and that promoter architecture is crucial for the cooper-
ation between the AP1 complex and ERc.

The AP1 Complex Binding Precedes the Association of ERoon
the pS2/TFF1 Promoter after IGF-I Stimulation—These data
raise the question of the exact role of ERa and the AP1 complex
in pS2/TFF1 activation upon IGF-I stimulation. In the context
of estrogen-stimulation, ER« is recruited precociously to the
pS2/TFF1 promoter, and it plays a central role in triggering
transcription of the pS2/TFF1 gene (37). We wondered if in the

11736 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

A

-270
[| TRE |

-204
TRE

—p

Luciferase

TRE |

Construct integrated in MTLN cells

B

25|

B
S . T S
g il ]_
_EZO 3 e
o
L15| 2 L
=
= 1
£ 10 ‘ l
@ 0 L T O
e
© 5
&
Solm O

N N ~ ~ N

C & \é( \(3‘ \(§ x]\q\" vj‘\b

x <a'>< \Ox «Q
bq =
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TRE. A, schematic representation of the promoter driving the luciferase gene
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Luciferase activity was measured and normalized to protein content. Results
are expressed as induction compared with the untreated control.
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FIGURE 5. c-Jun and c-Fos are recruited earlier than ERa on the pS2/TFF1
promoter. MCF7 were treated for 1 or 3 h with either vehicle (Ct), E2, or IGF-I
and submitted to the chromatin immunoprecipitation procedure. The
amount of pS2/TFF1 promoter DNA co-immunoprecipitated with anti-ERe,
anti-c-Jun, anti-c-Fos, or anti-IgG antibodies was quantified by real time PCR.
The quantification of the number of independent experiments is shown (n).
Results are expressed as the -fold enrichment in DNA compared with the
untreated cells fixed arbitrarily to 1. When n = 3, the bars represent S.D., and
when n = 2 they represent the mean error.

case of IGF-I stimulation the situation was similar. Who trig-
gers transcription, the AP1 complex or ERa? To answer this
question we performed ChIP experiments in which we meas-
ured the recruitment of c-Jun, c-Fos, and ERa on the pS2/TFF1
promoter after various treatment times of the cells with IGF-I.
Fig. 5 shows that after 1 h of treatment ERa was not recruited to
the pS2/TFF1 promoter. On the contrary c-Jun and c-Fos were
present on pS2/TFF1. There was a 5-fold increase in c-Jun
binding and a 2-fold increase in c-Fos binding to this promoter
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compared with the untreated control (Fig. 5). After 3 h of IGF-I
stimulation, c-Jun and c-Fos were still present on the pS2/TFF1
promoter roughly to the same extent as after 1 h of treatment.
Their binding to DNA was ~4-fold higher than that of the
untreated controls. After 3 h of IGF-I stimulation, a strong
recruitment of ERa to the pS2/TFF1 promoter was observed
(16-fold more than in the untreated control, Fig. 5). Using the
irrelevant anti-IgG antibodies, no enrichment of pS2/TFF1
DNA could be detected in between the different experimental
conditions. These results taken together with the fact that IGF-I
treatment is not sufficient to promote the activation of a pro-
moter containing a single ERE suggests that the AP1 complex
could be the factor recruiting ER« to the pS2/TFF1 promoter.

IGF-I Induces Phosphorylation of the AP1 Complex and Pro-
motes Its Interaction with ERa—Results shown above indicate
that both ERa and the AP1 complex are recruited to the pS2/
TFF1 promoter but with different timing, AP1 complex being
recruited earlier than ERa. Therefore, we investigated the
mechanisms involved in the delayed interaction of ERa with the
pS2/TFF1 promoter and if AP1 complex could be responsible
for this recruitment. First we studied the effect of IGF-I stimu-
lation on the physical interaction between ERa and the AP1
complex. It has been previously shown that c-Jun and ER«a
interact directly in intact cells, forming a protein complex in a
ligand-dependent manner (41). However, to date no interac-
tion between ERe and c-Fos has been described. To assess if
ERa and the c-Jun-c-Fos complex belong to the same protein
complex after exposure to growth factors, we treated MCF7
cells for various times by IGF-I and cross-linked the proteins in
whole cells to preserve the integrity of the complexes. This was
followed by co-immunoprecipitation using anti-c-Fos and anti-
c-Jun antibodies. Western blots using an antibody directed
against ERa showed that both c-Jun and c-Fos co-immunopre-
cipitated with ERa upon stimulation by IGF-I (Fig. 64). There
was no detectable interaction between c-Jun and ER« after 1 h,
aweak interaction after 2 h, and a strong interaction after 3 h of
IGF-I stimulation. Co-immunoprecipitation of c-Fos and ER«
was weaker than that of c-Jun and ER«, also maximal after 3 h of
treatment with IGF-IL. To get further insights on the interaction
between ERa and the AP1 complex, we performed co-immu-
noprecipitations on native protein complexes under stringent
conditions. After 3 h of IGF-I stimulation a clear interaction
between ERa and c-Jun could be detected (Fig. 6B), confirming
the results obtained on cross-linked complexes and suggesting
a strong interaction between these two transcription factors. In
contrast, we were unable to detect any interaction between ER«a
and c-Fos under IGF-I stimulation (data not shown), suggesting
that these two proteins, even if they belong to the same com-
plex, as suggested by the cross-linking experiments, probably
did not interact directly or have a weak interaction.

IGF-I treatment causes the activation of the mitogen-acti-
vated protein kinases and phosphatidylinositol 3-kinase path-
ways, leading to the phosphorylation of many transcription fac-
tors and mediators. We then investigated if there was a
correlation between the phosphorylation state of AP1 complex
and the time course of interaction between AP1 complex and
ERa. Fig. 7 shows the effects of IGF-I treatment on the two main
proteins implicated in the proliferative action of the AP1 com-
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plex, c-Jun and c-Fos. First, the levels of the two proteins were
increased (Fig. 7A). The c-Fos concentration increased rapidly,
and within 30 min the protein level reached 50% that of its
maximal level. The increase in c-Jun was slower, reaching 50%
that of its maximal level after 80 min of IGF-I treatment. These
results are in agreement with the fact that IGF-I treatment
induces an increase of mRNA levels of both c¢-Jun and c-Fos
(42). Second, c-Jun and c-Fos are phosphorylated upon IGF-I
treatment of the cells (Fig. 7B). Phosphorylation of c-Fos was
rapid, occurring within 15 min and strong on threonine 325
(Fig. 7B), a key residue in c-Fos activation known to be phos-
phorylated by extracellular signal-regulated kinases (16). This
phosphorylation level was maintained over time. Phosphoryla-
tion of the c-Jun protein on serine 63 (Fig. 7B), which is located
within its transactivation domain, was slower and reached its
maximal level after 3 h of treatment with IGF-I.

The increase in unphosphorylated and phosphorylated c-Jun
and c-Fos levels was quantified from the blots, and the ratio of
phosphorylated c-Jun and c-Fos over total c-Jun and c-Fos pro-
teins was calculated. Fig. 7C showed a constant increase, up to
12-fold of the phospho-c-Jun/c-Jun ratio. This indicates that
IGF-Iinduces an increase in both c-Jun protein levels and ¢-Jun
phosphorylation but that phosphorylation increased more than
the amount of the protein. For the phospho-c-Fos/c-Fos ratio, a
dramatic increase (more than 100-fold) occurred within 15 min
after treatment with IGF-I and decreased rapidly. After 2 h of
treatment the phospho-c-Fos/c-Fos ratio remained constant
and was approximately three times the basal level. This reveals
that IGF-I induces rapid phosphorylation of c-Fos more rapidly
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A

ERa to the pS2/TFF1 promoter
upon IGF-I stimulation. However,
the precise mechanism is still
unknown. We have previously dem-
onstrated in MCF-7 cells that IGF-I
treatment induces chromatin re-
modeling of pS2/TTF1 promoter
after 2 h of treatment (28). To assess
if the chromatin remodeling of this
promoter is due to the recruitment of
ERa or of AP1, we analyzed by ChIP
the presence of Brgl, a chromatin
remodeling factor recruited preco-
ciously to the pS2/TFF1 promoter
(37). MCF7 cells were treated for 1 h
either with estradiol, IGF-I, or Fulves-
trant alone or with a combination of
IGF-I and Fulvestrant, and we meas-
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FIGURE 7. IGF-I treatment induces the phosphorylation of both c-Jun and c-Fos. MCF7 cells were treated
with IGF-I for the indicated times. 100 ug of total cell extract were resolved by electrophoresis, and blots were
revealed with anti-c-Jun or anti-c-Fos antibodies (panel A) or anti-phospho-c-Jun, anti-phospho-c-Fos, and anti-
GAPDH antibodies (panel B). A, quantification of total c-Jun and c-Fos levels from the Western blots. B, Western blot
showing the phosphorylated forms of c-Jun and c-Fos. G, ratio of phosphorylated protein over total protein extract;

the inset represents an enlargement of the phosphorylated c-Fos/c-Fos ratio.
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FIGURE 8. Brg1 is recruited to the pS2/TFF1 promoter after IGF-I stim-
ulation. MCF7 cells were treated for 1 h with either vehicle (Ct/), E2, IGF-I,
Fulvestrant, or a combination of IGF-I and Fulvestrant. The amount of
pS2/TFF1 promoter DNA co-immunoprecipitated (/P) with anti-Brg1 or
anti-lgG antibodies was quantified by real time PCR. The quantification of
the number of independent experiments is indicated (n). Results are
expressed as in Fig. 5.

than its synthesis. c-Fos phosphorylation is sustained during its
synthesis occurs (Fig. 7, panel C, inset).

These data indicate that the IGF-I-dependent interaction
between the c-Jun complex and ERa correlates with the time
course of phosphorylation of c-Jun, suggesting a direct role of
c-Jun phosphorylation in the interaction between ER« and the
AP1 complex. Moreover this interaction of ERa with c-Jun after
3 h of IGF-I treatment coincides with the phosphorylated state
of both c-Jun and c-Fos and a strong recruitment of ER« to the
pS2/TFF1 promoter. We propose, therefore, that the AP1 com-
plex is responsible for the recruitment of ER« to this promoter
by IGF-L

Chromatin Remodeling of the pS2/TFF1 Gene Activated by
IGF-1 Is Mediated by Direct Recruitment of Brgl by AP1—Our
results support a role for the AP1 complex in the recruitment of
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ured the quantities of Brgl associated
to the promoter (Fig. 8). Upon estra-
diol stimulation, Brgl was rapidly
recruited to the pS2/TFF1 promoter,
with a 10-fold enrichment compared
with untreated cells. Upon IGF-I
stimulation, Brgl was also recruited
to the pS2/TFF1 promoter (4-fold
more than in the untreated control),
suggesting that Brgl may be responsible for IGF-I-induced
chromatin remodeling of the pS2/TFF1 promoter. Further-
more co-treatment of the cells with IGF-I and Fulvestrant
resulted in a recruitment of Brgl similar to that obtained by
treatment with IGF-I alone. This indicates an ERa-independ-
ent recruitment of Brgl upon IGF-I stimulation. Using the
irrelevant anti-IgG antibodies, no enrichment of pS2/TFF1
DNA could be detected in between the different experimental
conditions (Fig. 8). These data support a direct role for AP1 via
the recruitment of Brgl in chromatin remodeling of the pS2/
TFF1 promoter upon IGF-I stimulation.

DISCUSSION

Functional Cooperation between ERo and the AP1 Complex
Is Dictated by Promoter Structure—We have investigated the
cross-talk between estradiol and IGF-I signaling pathways in
breast cancer cell lines. For this work we used three different
kinds of promoters, a complex promoter containing both
ERa and AP1 response elements and two minimal promot-
ers, one containing one binding site for ERa and the other
containing three binding sites for the AP1 complex. We
show that cross-talk between ERa and the AP1 complex is
greatly influenced by the structure of the promoter. First,
our data, obtained in a cell line derived from MCEF-7 cells
that express luciferase under the control of a synthetic pro-
moter containing an ERE, demonstrate that IGF-I is unable
to stimulate transcription of a gene driven by a promoter
containing only an estrogen response element. This result
contrasts with a previous report that showed that IGF-I was
able to induce the expression of a luciferase reporter trans-
gene driven by a promoter containing two EREs in the uterus
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of transgenic mice (43). The difference could be due to an
impairment of the IGF-I pathway in cell line MELN. Induc-
tion of GAPDH and pS2/TFF1 by IGF-I indicates that this is
not the case. Thus, this discrepancy may come from the type
of minimal promoter used. For our study we used a reporter
gene under the control of the B-globin minimal promoter
with an estrogen response element, whereas Klotz et al. (43)
used the minimal thymidine kinase promoter. Another pos-
sibility could be that the promoter used to drive the trans-
gene in mice contains a cryptic AP1 or SP1 response ele-
ment. In addition, differences may be species-specific
(human versus mouse) or tissue-specific (breast cancer cells
versus normal uterus). The use of a cell line containing the
luciferase gene under control of TPA response elements
(that binds AP1) shows that IGF-I (and phorbol esters)
induces luciferase activity and that this induction is not
affected by anti-estrogens such as Fulvestrant. This finding
confirms a previous report demonstrating that Fulvestrant
does not inhibit IGF-I signaling (44) and that on this kind of
promoter ERa does not play any role in IGF-I-induced acti-
vation of the AP1 complex. Studies on synthetic promoters
report that the use of anti-estrogens stimulates AP1 tran-
scriptional activity and that DNA binding activity of ER« is
not required for this activation (45). Our studies on the
endogenous promoter pS2/TFF1 demonstrate that the
molecular mechanisms of cooperation between ERa and
AP1 complex differ on endogenous estrogen-regulated pro-
moters. First, a combined treatment of MCF?7 cells by IGF-I,
which activates the AP1 complex, and Fulvestrant, which
blocks ERa action and causes its rapid degradation (35, 36),
inhibits pS2/TFF1 transcription. Lowering protein levels of
ERa by the use of siRNA in cells treated with IGF-I leads to
the same result, demonstrating that ERa is crucial for IGF-I
mediated activation of this gene. Moreover, invalidation of
the AP1 complex by siRNA also causes loss of IGF-I medi-
ated activation of the pS2/TFF1 gene. These results clearly
indicate that on an endogenous promoter like pS2/TFF1
both ERa and AP1 are required for ligand-independent acti-
vation of this gene. Furthermore, for full cooperation
between these transcription factors after IGF-I stimulation,
both AP1 and ERa response elements are required. This sug-
gests that DNA binding activity of both transcription factors
is necessary.

The API Complex and ERa Play Different Roles during Tran-
scription Activation of the pS2/TFF1 Gene—We have previ-
ously described that both estradiol and IGF-I are able to induce
chromatin remodeling of pS2/TFF1 promoter (28). Here we
show that both estradiol and IGF-I are able to induce recruit-
ment of Brgl to the pS2/TFF1 promoter. In the presence of
estradiol, ERa may recruit Brgl. Upon IGF-I treatment, Brgl
could be recruited either by ERa or by AP1. However, the fact
that Fulvestrant does not prevent IGF-I-induced recruitment of
Brgl and the fact that ERa is not recruited to pS2/TFF1 pro-
moter after 1 h of IGF-I treatment support a direct role of AP1
in this process. This suggests that transcriptional activation of
the pS2/TFF1 gene via ERa and/or via the AP1 complex obeys
different mechanisms.
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Numbers of publications assume that growth factors
induce a change in ERa phosphorylation directly via the acti-
vation of mitogen-activated protein kinase and/or AKT
pathways. However, whether or not the post-translational
modifications of ERa induce its binding to the ERE in the
absence of hormone remains unclear. Our results rule out
the possibility that phosphorylation of ERa induced by IGE-
I-is sufficient to directly induce ERa binding to the ERE in
the absence of hormone. First, IGF-I does not activate tran-
scription of a gene under the control of a promoter contain-
ing only an ERE, and secondly, we see a strong induction of
the ERa binding to the pS2/TFF1 promoter after 1 h of estra-
diol treatment (data not shown) but not after 1 h of IGF-I
treatment. AP1 is a target of the IGF-I signaling pathway. We
observed, as previously described, an increase in the protein
levels of the two subunits of AP1, c-Fos and c-Jun, after treat-
ment with IGF-I c-Fos, increasing more rapidly than c-Jun.
Activation of both AP1 subunits by phosphorylation
occurred at different rates, c-Fos being very rapidly phos-
phorylated, whereas c-Jun phosphorylation was delayed. It
has been described that estradiol induces an interaction
between ERa and c¢-Jun, but not c-Fos (46). We observed that
IGF-I treatment induced interaction of ERa with ¢-Jun, with
a time course corresponding to c-Jun phosphorylation. Fur-
thermore, the co immunoprecipitation studies on native
protein complexes show a strong interaction between ER«a
and c-Jun upon IGF-I stimulation. IGF-I treatment also
induced ER« interaction with c-Fos but with a time course
that did not follow c-Fos phosphorylation. However, we
were able to co-immunoprecipitate ERa and c-Fos in cross-
linked protein complexes but not in native ones. This sug-
gests that ERa and c-Fos belong to the same protein com-
plex, but that their interaction is either indirect or weak.
Furthermore, the extent of interaction between ERa and
c-Jun corresponds to the level of phosphorylation of c-Jun
observed over time, suggesting that this interaction may be
mediated by c-Jun. Because we did not see an interaction
between ERa and c-Jun after 1 h of treatment with IGF-I,
whereas there was a clear interaction after a 3-h treatment,
we analyzed ERa recruitment to the pS2/TFF1 promoter.
Contrasting with what was seen after 1-h of treatment, after
3 h IGF-I induced recruitment of ER« to the pS2/TFF1 pro-
moter, suggesting that this process is mediated by c-Jun. The
delay in the recruitment of ERa to the pS2/TFF1 promoter (3
h) indicates that ERa does not play any role in the chromatin
remodeling that precedes transcription initiation of this
gene, but rather, in later stages of transcription. This
hypothesis is reinforced by a recent report that investigated
the distribution of a green fluorescent protein-ERa fusion
transiently expressed in MCEF-7 cells after treatment with
estradiol or growth factors (47). Estradiol induced the for-
mation of speckles, which are associated to a transcription-
ally active form of ERa within 10 min. In contrast, after treat-
ment with IGF-I, the maximum ERa redistribution was
observed only after 90 min.

Fig. 9 presents our current working hypothesis. IGF-I
induces an increase in c-Fos and c-Jun protein levels as well
as their phosphorylation and the binding of AP1 to the TRE
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FIGURE 9. Estrogenic activity of IGF-I; a model of ERa-AP1 coopera-
tion. A, upon IGF-| stimulation, c-Fos and c-Jun are phosphorylated and
can dimerize to form the AP1 complex. B, this complex binds to the pS2/
TFF1 promoter at the TRE sequence and induces chromatin remodeling by
recruiting Brg1. C, the increase in c-Jun protein levels and phosphoryla-
tion allows the recruiting and tethering of more ER« via its interaction
with AP1 to the pS2/TFF1 promoter at the ERE sequence. D, thereby, DNA-
bound ERa can recruit coactivators and maintain a high level of transcrip-
tion of the pS2/TFF1 gene.

of pS2/TFF1 promoter. When bound to DNA, the AP1 com-
plex can recruit factors involved in chromatin remodeling,
such as Brgl. Next, the increase in c-Jun protein levels and
phosphorylation allows the recruiting of more ERa and to
tether it, via its interaction with AP1, to the pS2/TFF1 pro-
moter at the ERE sequence. Thereby, DNA-bound ER« can
recruit coactivators and maintain a high level of transcrip-
tion of the pS2/TFF1 gene.

In this study we did not investigate ERa phosphorylation
status under IGF-I stimulation. Therefore, we cannot exclude
the possibility that some IGF-I-induced ERa phosphorylation
may contribute to the formation of the complex with c-Jun in
the absence of hormone, favoring indirect recruitment of ER«
to the promoter.

Our work provides new insights in the field of ligand-inde-
pendent regulation of ERa. It is well known that ER« and the
AP1 complex cooperate during transcription activation.
Here we demonstrate that after IGF-I stimulation both ER«a
and the AP1 complex are required for transcription activa-
tion of the pS2/TFF1 gene but play different roles in this
molecular mechanism.
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Partie II : Purification de complexes protéiques associés au REa

L’activité transcriptionnelle du REa dépend du ligand auquel il est lié (agoniste,
antagoniste partiel, antagoniste pur), de la présence de facteurs de croissance (EGF, IGF-I) et
du type cellulaire. Pendant de nombreuses années les mécanismes mis en jeu pour moduler
I’activité transcriptionnelle du REa sont restés largement incompris. Les travaux de Shang
(Shang and Brown, 2002) ont donné un nouvel éclairage sur ’action tissus spécifique des
SERMs. IIs ont démontré que 1’activité antagoniste du Tamoxiféne peut étre supprimée dans
les cellules MCF7 (cellules cancéreuses mammaires) en augmentant artificiellement le taux
du co-activateur SRCI. Inversement dans la lignée Ishikawa (cellules cancéreuses de
I’endometre) on peut supprimer 1’effet agoniste du Tamoxiféne en baissant artificiellement le
taux de SRC1. De maniére surprenante, la quantit¢é de SRC1 n’a aucun effet dans le cas d’un
autre SERM : le Raloxiféne.

Ces travaux ainsi que de nombreux autres montrent que le contexte cellulaire (ligands
du RE, type cellulaire, activité des voies de transduction du signal...) dans lequel se trouve le
REa est crucial pour la modulation de son activité transcriptionnelle. La majorité des travaux
qui ont mis en évidence I’interaction du REa avec d’autres protéines on utilisé des techniques
assez ¢loignées des conditions que I’on peut retrouver dans une cellule (pulldown, double
hybride). Nous avons donc souhaité identifier des partenaires du REa dans des conditions les
plus proches possible de la physiologie normale d’une cellule.

L’objectif de cette partie de notre travail était de purifier et caractériser les complexes
protéiques associés au REa dans différentes situations physiologiques ou pathologiques afin
de mieux comprendre les mécanismes de la transduction du signal hormonal et son rdle dans
le contrdle de la prolifération cellulaire. La difficulté¢ majeure du projet réside dans le fait que

REa est une protéine cellulaire peu abondante, ce qui signifie que pour pouvoir identifier des
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complexes associ¢s au REaq il faut partir d’une quantité importante de cellules. Ainsi le mode
de purification du REa doit étre trés sélectif pour éviter d’étre noyé par les contaminants.
Nous nous sommes inspiré du systéme Tap-TAG développé dans le laboratoire de Bertrand
Séraphin (Rigaut et al., 1999). Le principe de cette technique est de fusionner la protéine a
purifier avec une double étiquette (étiquette protéine A et étiquette CBP). Ces deux étiquettes
sont séparées par la séquence de clivage de la TEV, une protéase végétale dont le site de
coupure n’est pas retrouvé dans les protéines animales. Toutefois nous n’avons pas choisit les
étiquettes utilisées par Rigault et ses collaborateurs (étiquette protéine A et étiquette CBP :
Calmodulin Binding Protein). L’étiquette protéine A permet la fixation de la protéine
¢tiquetée a des IgG fixées de maniére covalente sur des billes. Toutefois cette étiquette est
volumineuse (15kD) et risque de perturber le fonctionnement du REa. L’étiquette CBP
interagit avec la calmoduline en présence de calcium. L’activit¢é du REo est fortement
influencée par les voies de transduction du signal. Le calcium est un second messager
cellulaire qui active un grand nombre de ces voies de transduction du signal. L’utilisation de
ce cation dans un protocole de purification pourrait modifier la composition des complexes
protéiques associés au REa, nous avons donc décidé de ne pas utiliser cette étiquette. Nous
avons remplacé les étiquettes protéine A et CBP par les étiquettes HA et FLAG qui
permettent la purification de la protéine de fusion par immunoprécipitation avec les anticorps
anti-HA et anti-FLAG. Nous avons choisi cette stratégie de purification car le REa est une
protéine cellulaire peu abondante, elle représente moins d’1/10 000 des protéines totales d’une
cellule. Une telle purification n’est pas réalisable en une étape (en utilisant par exemple la
technique de GST-pull down), car dans une telle situation le rapport signal sur bruit de fond
est trop faible. Par ailleurs, voulant comparer et identifier des complexes différents dans

différentes situations, il vaut mieux éviter des méthodes de purification telle que la
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chromatographie échangeuse d’ions, qui risque de s’accompagner de la dissociation de sous
unités lors de I’élution des protéines par I’augmentation de la force ionique.

La stratégie que nous avons choisi comporte 2 étapes de purification (fixation des
complexes protéiques contenant la protéine de fusion successivement a un anticorps anti-HA
couplé a des billes, puis a un anticorps anti-FLAG couplé¢ a des billes) ce qui devrait
permettre d’éliminer la grande majorité des protéines contaminantes. Contrairement aux
méthodes souvent utilisées (élévation de la force ionique par exemple), les méthodes
d’élution choisies sont douces (clivage entre les étiquettes HA et FLAG par la TEV puis
¢lution par le peptide FLAG) et ne devraient pas affecter la stabilité ou la composition des
complexes protéiques contenant le REa. Les protéines associées au REa ainsi purifiées
seront identifiées par spectrométrie de masse.

Ces études essaieront de répondre aux questions suivantes :

- Quels sont les partenaires recrutés par REa lorsqu’il est complexé a un ligand
agoniste (oestradiol), agoniste partiel (OH-Tam) ou antagoniste (ICI 182 780) ?

- Peut-on identifier des partenaires de REa différents lorsque 1’on bloque 1’action de
I’hormone a différentes étapes (blocage de la phosphorylation de REa, blocage de son export
nucléaire ou blocage de sa dégradation) ?

- Mieux comprendre le dialogue entre I'IGF-I et le REa en purifiant les complexes

protéiques associés a ce dernier lorsque 1’on stimule les cellules par de I'IGF-I.

Résultats

1/ Construction et validation du vecteur HTF-RE
a - Construction du vecteur HTF-RE
La stratégie de construction du vecteur HTF-RE est présentée dans la figure 9. Une

premiére séquence codant deux épitopes HA a été insérée dans le vecteur pSGSPL (plasmide
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Figure 9 : Stratégie de construction du vecteur HTF-RE. Pour les détails voir le texte.



portant le promoteur SV40) au site EcoRI, détruisant le site EcoRI en amont de I’insert
(figure9-a) générant la construction PSG52xHA. Les séquences codant le site de clivage par
la TEV et deux épitopes FLAG ont été insérées dans PSG5-2xHA entre les sites EcoRI et
Nhel (figure9-b), générant la construction PSG5-2xHA-TEV-2XFLAG. Une -cassette
contenant les séquences codant le REa, fusionnée a un épitopes FLAG a été excisée de la
construction HE-2xFLAG (figure9-c) et insérée dans PSGS5-2xHA-TEV-2XFLAG entre
Kpnl et BamHI (figure9-d) , générant le vecteur d’expression HTF-RE. Les séquences des
constructions PSG5-2xHA, PSG5-2xHA-TEV-2XxFLAG et HTF-RE ont été vérifiées par

séquencage.

b - Test de fonctionnalité de la protéine de fusion HTF-RE

L’ajout des étiquettes (2 HA et 2 FLAG) et de la séquence de clivage de la TEV en
N-terminal du récepteur o aux cestrogenes peut modifier son repliement et donc son activité.
Nous avons donc testé la fonctionnalité de la protéine de fusion par transfection transitoire de
cellules MDA MB 231 par le vecteur HTF-RE exprimant le REa étiqueté et le vecteur ERE-
luc portant le géne rapporteur luciférase sous le controle d’un promoteur inductible par les
oestrogenes. Les cellules ont ensuite été traitées par différents ligands. Les résultats présentés
dans la figure 10 montrent une induction de 4.3 fois de DP’activité luciférase lorsque les
cellules ont été traitées par 10 nM E2. Cela indique que le récepteur étiqueté est activé par
I’cestradiol et qu’il capable de stimuler la transcription d’un géne portant sa séquence cible de
fixation a I’ADN. L’induction par I’hydroxytamoxyféne est plus faible (1.7 fois), ce qui est
attendu puisque c’est un agoniste partiel. Lorsque les cellules ont été traitées par I’'ICI 182
780, I’activité luciférase est inféricure a celle du témoin non traité. Cela est dii a I’activité
d’antagoniste pur de ce composé qui bloque toute activation par de I’cestradiol résiduel ou

des facteurs de croissance dans le sérum de veau fcetal.
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Induction de l'activité luciférase

Figure 10 : Etude de la fonctionnalité de la
protéine de fusion HTF-RE par tranfection
transitoire de cellules MDA MB 231. Une
boite de 3.5 cm de diamétre de cellules MDA
3 MB 231a été transfectée par 600ng de chacun
des vecteurs HTF-RE, ERE-Luc et PCH110
puis stimulée soit par 10nM E2, soit
parl00nM OH-Tam ou par 100nM ICI 182
780. Les transfections ont été réalisees en

1 — triple et les résultats analysés comme decrit
dans matériel et méthodes.

0 I I T T
Non traité  E2 OH-Tam ICl 182 780

4
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Figure 11 : Expression de la protéine de fusion HTF-RE dans les cellules MDA MB
231. Les cellules MDA MB 231 transfectées par 5, 10 ou 20ug de vecteur HTF-RE ou
PSG5ER ont été lysées dans du tampon de dépbt dénaturant. Les extraits (1/20eme de boite)
ont été analysés par Western Blot. Révélation par I’anticorps anti ERo HC20 (A) par
I’anticorps anti HA (B) et par I’anticorps anti FLAG (C). NT : cellules non transfectées




¢ - Etude des conditions d’expression de la protéine de fusion HTF-RE.

Notre but étant d’exprimer le récepteur étiqueté en quantités importantes pour
purifier des complexes protéiques, nous avons vérifi¢ le taux d’expression de cette protéine
dans des cellules MDA MB 231 transfectées transitoirement par le vecteur HTF-RE. Nous
avons transfecté différentes quantités de vecteur d’expression HTF-RE ou de PSG5SHEGO
((Tora et al., 1989a), vecteur exprimant le REa sauvage et servant de référence) dans ces
cellules afin d’évaluer si I’obtention de quantités importantes de REa étiqueté était possible
dans des expériences de transfection transitoire. Dans les résultats présentés figure 11 une
bande d’environ 89 kDa est visible dans les échantillons correspondant aux cellules
transfectées par le vecteur HTF-RE (pistes 3, 5, 7). La bande observée a la taille attendue
pour le récepteur doublement étiqueté. Les étoiles indiquent une bande non spécifique
retrouvée aussi dans les cellules non transfecté et qui co-migre avec le REa étiqueté. La
membrane a ensuite été déshybridée pour réaliser successivement une révélation avec un
anticorps anti-HA (panneau B), puis une révélation avec un anticorps anti FLAG (panneau
C). Dans tout les cas on révele la méme bande, on peut donc en déduire qu’elle correspond
bien au récepteur des oestrogénes doublement étiqueté. Le taux d’expression de la protéine
est plus important pour les cellules qui ont été transfectées par Spug de vecteur que pour les
cellules qui ont été transfectées avec plus d’ADN. Cela peut s’expliquer par 1’utilisation de
quantités croissantes de Fugene pour réaliser la transfection, celui ci pouvant avoir un effet
toxique sur les cellules, ou par la présence d’impuretés dans les préparations d’ADN. Nous
pouvons donc en conclure que 1’utilisation de Fugene en quantité importante pour avoir une

meilleure production de HTF-RE est a proscrire.
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Figure 12 : immunoprécipitation de la proteine de
fusion codée par le vecteur HTF-RE. 2 boites de cellules
MDA MB 231ont été transfectées par 5ug de HTF-RE, les
cellules ont été lysées dans un tampon de lyse non
dénaturant, 1/33 des lysats ont été prélevés pour I’analyse
de I’extrait brut et il a été réalisé une immunoprécipitation
en utilisant soit un anticorps anti-HA, soit un anticorps anti
FLAG. Les billes sur lesquelles sont fixés les anticorps ont
été reprises dans du tampon de dép6t dénaturant, analysées
par Western Blot et révélées par I’anticorps anti-HA.

NT : cellules non transfectées
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Figure 13: Etude cinétique du clivage de
HTF-RE par la TEV. Une boite de cellules
MDA MB 231 a été transfectée par 5ug de
vecteur HTF-RE. Les cellules ont été lysée
dans du tampon de lyse non dénaturant.
Les extraits ont été digérés pendant
différents temps par 20 (A) ou 100 unités
(B) de TEV, ou par 20 unités de TEV dans
un tampon contenant des inhibiteurs de
protéases (Roche) (C). Des aliquots
correspondants a 1/20 des extraits totaux
ont été prélevés aux différents temps. HTF-
RE, protéine de fusion intacte, F-RE,
protéine de fusion clivée par la TEV et ne
contenant plus que I'étiquette FLAG.




d - Reconnaissance des épitopes HA et FLAG en milieu non dénaturant

La purification de sous unités de complexes protéiques associées au REa devra se
faire en milieu non dénaturant pour conserver les interactions entre les différents partenaires.
Nous avons donc vérifi¢ ’efficacité de reconnaissance des épitopes HA et FLAG par leur
anticorps respectifs en réalisant des immunoprécipitations (voir méthodes) en milieu non
dénaturant. Pour chaque expérience d’immunoprécipitation, deux boites de cellules MDA
MB 231 transfectées par le vecteur HTF-RE ont été lysées dans un tampon hypertonique
(300 Mm NacCl) permettant 1’extraction de la protéine de fusion. Une immunoprécipitation
anti-HA ou anti-FLAG a ensuite été réalisée sur les lysats et les protéines liées aux billes ont
¢été analysées par Western Blot avec une révélation anti-HA. Les résultats présentés figure 12
montrent que les deux épitopes sont correctement reconnus. Les complexes associés au REa
pourront donc étre immunoprécipités grace a ces deux étiquettes. Dans cette expérience il
faut noter la présence d’une protéine d’une masse d’environ 55 kDa. Cette bande, qui a le
méme profil de migration que les chaines lourdes d’immunoglobulines, pourrait étre due a
une contamination par les anticorps utilisés qui ont aussi été révélés par 1’anticorps

secondaire.

e - Etude cinétique du clivage de la protéine de fusion HTF-RE par la TEV

Dans la protéine de fusion que nous avons construite le site de clivage par la TEV est
localis¢ entre les deux couples d’épitopes. Il est possible que le repliement de cette région
limite I’accessibilité a la TEV. Nous avons donc réalisé des expériences de clivage du REa
étiqueté par la TEV afin de vérifier si le site de clivage est accessible et de déterminer les
temps de traitement et les quantités de protéase a ajouter pour avoir une digestion totale de la
protéine étiquetée. Trois études cinétiques ont été réalisées : en présence de 20 ou 100 unités

de TEV et en présence de 20 unités de TEV dans un tampon contenant des inhibiteurs de
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protéases. Les résultats présentés figure 13 montrent qu’une bande d’environ 70 kDa apparait
au cours de la digestion par la TEV indiquant que le récepteur étiqueté est clivé (pistes 1 a 4).
Au bout de 3 heures, avec 100 unités de TEV, le récepteur étiqueté est presque entiérement
dissoci¢ de I’étiquette HA. Le contrdle sans TEV montre que sur une durée de trois heures, il
n’y a pas de clivage non spécifique de la protéine de fusion (piste5). De plus, la bande
intermédiaire que 1’on voit apparaitre correspond bien a un clivage par la TEV car cette
bande n’apparait pas dans 1’expérience ou la TEV n’as pas été ajoutée (pisteS5). L’apparition
de la bande de 70kDa en présence d’inhibiteurs de protéases (panneau B) montrent que la
TEV n’est que partiellement inhibée par ce cocktail d’inhibiteurs de protéases. Il peut donc
étre envisagé d’ajouter des inhibiteurs de protéases pendant la purification si des problémes

de protéolyse non spécifique se présentent.

2/ Développement et caractérisation des lignées stables

Les résultats d’expression du HTF-RE en transfection transitoire ont montré que les
quantités de protéine exprimées étaient plus faibles que celles de REa dans les cellules MCF-
7 (non montré). Nous avons décidé d’établir le vecteur d’expression HTF-RE de manicre
stable dans des cellules MDA-MB231. Nous avons choisit ce type cellulaire car il n’exprime
pas le REa et donc lors de la purification des complexes protéiques il n’y aura pas
compétition entre REa endogéne et le HTF-RE. La génération d’une telle lignée devrait nous

permettre de disposer d’une source abondante de récepteur étiqueté.

a — Construction des lignées stables exprimant le HTF-RE
Dans un premier temps nous avons cloné la cassette HTF-RE dans le vecteur
pSGS5PL-Puromycine, portant le géne de résistance a la puromycine. Nous avons ainsi obtenu

le vecteur HTF-RE Puromycine. Nous avons transfecté la lignée cellulaire MDA MB 231 par
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1 ug de ce vecteur et les cellules ont été sélectionnées sur la base de leur résistance a la

puromycine (0,3 pg/ml). Plusieurs dizaines de clones ont été isolés et amplifiés.

b — Caractérisation des lignées cellulaires exprimant HTF-RE

Les clones ont d’abord été criblés sur leur capacité a lier I’oestradiol (figure 14). La
majorité des clones testés étaient capables de lier I’oestradiol mais avec une efficacité
différente. La figure 10 montre un échantillon représentatif des clones qui ont été testés. On
peut voir que I’intensité de liaison se rapproche de celle retrouvée dans la lignée HES (Garcia
et al., 1992) plutdt que celle retrouvée dans les lignées MCF7, ce qui suggére que le taux de
HTF-RE étiqueté exprimé dans ces clones cellulaires est inférieur au taux de REa exprimé
dans les cellules MCF7.

Nous avons ensuite évalué le taux d’expression de la protéine de fusion dans les
différents clones isolés. La figure 15 montre que le clone 104 exprime plus fortement la
protéine de fusion que les autres. Nous avons donc sélectionné ce clone ainsi que le clone 64,
qui présente une bonne induction de la fixation d’oestradiol (figure 14) et un taux
d’expression de HTF-RE assez important (figure 15), pour tester 1’activité transcriptionnelle
du HTF-RE.

La figure 16 montre que ces deux clones sont capables d’induire efficacement
I’activité luciférase démontrant ainsi que les étiquettes du HTF-RE n’interférent pas avec ses
fonctions d’activation de la transcription.

Pour finaliser la caractérisation de ces deux clones, nous avons mesuré la
concentration en REa intracellulaire par la méthode de Scatchard. Les graphes de la figure 17
représentent en abscisse la quantité d’oestradiol triti¢ 1i¢ au HTF-RE et I’axe des ordonnées
représente le rapport entre la quantité d’oestradiol triti¢ li¢é au HTF-RE et la quantité

d’oestradiol triti¢ libre (non liée au HTF-RE). Le nombre de sites liés par 1’oestradiol
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Figure 14 : Criblage des clones sur leur capacité a lier de I’cestradiol tritié. Le criblage a été
réalisé dans des plaques de 24 puits a confluence. Les différentes lignées cellulaires ont été
incubées 3 heures soit par 0,5nM d’oestradiol triti¢é (Amersham, référence IM135-10UCI) soit
par 0,5nM d’oestradiol triti¢ et 500nM d’oestradiol non radioactif. Les cellules sont ensuite
lavées dans du PBS1X et reprise dans 250uL d’éthanol 100%. Le comptage de la radioactivité
est réalisé dans 4ml de scintillant (ICN référence 882470).
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Figure 15 : Expression de la protéine de fusion HTF-RE dans les différents clones dérivés
des MDAMB231. Les différents clones ont été lysés dans du tampon de dépdt dénaturant. Les
extraits ont été¢ dosés et lug de protéines totales ont été analysées par western blot avec
I’anticorps anti REa HC20 (A) ou I’anticorps anti HA (B).
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Figure 16 : Etude de la fonctionnalité de la protéine de fusion HTF-RE dans les clones 64 et
104. . Une boite de 3.5 cm de diamétre des différentes lignées cellulaires ont été transfectées par
600ng de chacun des vecteurs ERE-Luc et PCH110 puis stimulée soit par 10nM E2 soit par
100nM de Fulvestrant. Les transfections ont été¢ réalisées en triple et les résultats analysés
comme décrit dans matériel et méthodes.




radioactif (en nM) a été calculé en fonction de cette courbe et rapporté a la quantité de
protéines (exprimées en pg) dans les échantillons. En considérant que 1’oestradiol lie
uniquement le REa et qu’il existe un seul site de liaison a I’oestradiol sur le REa, on peut
calculer la concentration en récepteur des oestrogénes étiqueté.

Nos calculs nous ont permis d’évaluer la quantit¢é d’HTF-RE dans la lignée 64 a 20,5
fmol de récepteur par mg de protéines totales et dans la lignée 104 a 25,5 fmol de récepteur
par mg de protéines totales.

Dans les cellules HES, la concentration en REa a été calculée, elle est de 57 fmol/pg
de protéines totales (Garcia et al., 1992). La quantit¢ de HTF-RE dans les clones 64 et 104
est donc 1égérement inférieure a celle de REa retrouvée dans la lignée HES ce qui est en
contradiction avec nos résultats de western blot qui montrent que le taux de RE semblait étre
significativement plus élevé dans les clones 64 et 104 que dans la lignée HES. Cette
différence est peut étre due a une protéolyse partielle du HTF-REa ou a sa dénaturation au

cours de I’expérience de liaison.

Apres cette étape de développement des outils et leur caractérisation (développement
du vecteur, des lignées stables, validation de leur fonctionnalité...). Nous sommes passés a la
mise au point du protocole de purification proprement dit. Nous souhaitions mettre au point
un protocole d’extraction efficace mais qui préserve en méme temps I’intégrité des complexes
protéiques associés au REa. Il faut en particulier éviter les changements de force ionique. Non
ligandé, le REa n’est pas 1i¢ a I’ADN, il est solubilis¢ par une lyse hypotonique (Toft and
Gorski, 1966). Complexé a I’cestradiol ou a I’hydroxy-tamoxiféne le REa a une localisation
nucléaire. Dans ces conditions, le récepteur peut étre extrait par une lyse hypertonique (300
mM NaCl). Par ailleurs ces fortes concentrations en sels dissocient les protéines associées au

REa, qui passe d’un coefficient de sédimentation 8S a 4-5S (Toft and Gorski, 1966).
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Nous avons testé plusieurs paramétres rentrant en jeu dans le protocole de purification.
Dans un premier temps nous avons testé 1’effet du NP40 qui est un détergent non
ionique peu dénaturant, utilisé classiquement pour la lyse cellulaire, sur la liaison du REa
avec l’oestradiol. Les détergents ont de D’affinité pour les molécules hydrophobes et ils
peuvent donc titrer 1’oestradiol ou d’autres ligands du REa. Nous nous sommes apercu que
I’utilisation de NP40 entrainait une baisse de 50% de la liaison de 1’oestradiol au REa et cela

probablement en déplagant 1’équilibre :

ERa-E2 «—— ERq +/E2 + Détergent mmmp E2-Détergent

Ce déplacement de 1’équilibre de liaison entre REa et E2 peut entrainer un changement dans
la composition des complexes protéiques associ€és au REa et donc entrainer un biais dans
I’interprétation de nos résultats.

Nous avons donc décidé de ne pas utiliser de détergents et de lyser les cellules et
d’extraire le récepteur étiqueté par des moyens physiques (homogéneiseur ou ultraturax)
combiné a I'utilisation d’enzymes clivant I’ADN comme la nucléase de microcoque ou la
DNAsel et ’ARN comme la RNaseA. Nos études préliminaires ne nous ont pas permit
d’obtenir des conditions permettant une extraction satisfaisante du HTF-RE. Des mises aux
points supplémentaires du protocole d’extraction restent nécessaires, en particulier en ce qui
concerne la lyse de grandes quantités de cellules.

L’autre probléme majeur est la quantit¢ de cellules nécessaires pour 1’identification
par spectrométrie de masse des différents partenaires associés au REa. La méthode de Tap-
TAG est couramment utilisée dans la levure. On peut estimer grossiérement le nombre de
levures nécessaire a une expérience de Tap-TAG a plusieurs dizaines de milliards de cellules.

L’amplification d’une telle quantit¢ de cellules chez les eucaryotes supérieurs est
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difficilement réalisable dans un laboratoire. Il faudra envisager a I’avenir de faire produire les

cellules par une société extérieure.
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DISCUSSION

Le dialogue entre IGF-I et REa

Les mécanismes moléculaires d’action du REa lié a 1’oestradiol ont été abondamment
étudiés. Des études d’immunoprécipitation de chromatine ont notamment permis de montrer
que le REa complexé a 1’oestradiol peut se lier a ses promoteurs cibles (de manicre tres
précoce) et recruter un grand nombre de co-activateurs et de facteur qui ont des activités
enzymatiques (notamment une activité¢ histone acétyl transférase) qui permettront a leur tour
le recrutement de la machinerie de base de transcription et I’activation des genes cibles. De
plus ce mode d’activation parait étre cyclique avec plusieurs vague de fixation du REa
(Metivier et al., 2003; Shang et al., 2000).

En revanche on sait trés peu de chose sur les mécanismes moléculaires d’action du
REa activé par le facteur de croissance IGF-I. Il a ét¢é montré que le facteur de croissance
IGF-I a un effet ‘oestrogeénes’ dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 (Vignon et
al., 1987). Mais I’activation ligand indépendante du REa par les facteurs de croissance n’a été
découverte que de dix ans plus tard (Kato et al.,, 1995). Toutefois les mécanismes
moléculaires fins d’action du REa suite a la stimulation par les facteurs de croissance restent
inconnus. Il a initialement ét¢ montré que le domaine AF1 joues un réle important pour
I’activation ligand indépendante du REa (Kato et al., 1995). Bien que I’importance de ce
domaine a été reconnue (notamment dans le cas de I’EGF) la situation est assez complexe. Par
exemple chez la souris ’activation du RE par I’insuline dans les neuroblastes ne requiert pas
la phosphorylation de la sérine 122, qui correspond a la sérine 118 chez le RE humain, tandis
que la phosphorylation de cette sérine est essentielle dans les cellules COS1 (Patrone et al.,

1996).
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De plus le RE est activé dans les cellules endothéliales des veines du poumon par le
sérum ou I’EGF mais ce processus est indépendant des MAP kinases et de la phosphorylation
de la serine 118 (Karas et al., 1998). Cela démontre que les facteurs de croissance sont bien
capables d’activer le RE mais que les processus de cette activation différent selon les tissus.

Toutefois les travaux récents de Cascio et ses collaborateurs (Cascio et al., 2007) ont
permis d’en savoir plus sur ces mécanismes moléculaires d’action. Ils ont d’abord montré, par
des expériences de fractionnement cellulaire que le traitement par I’'IGF-I entraine la
translocation nucléaire du REa. Toutefois cette translocation est moins importante que dans le
cas du traitement par [’oestradiol. Ils ont ensuite réalisés des expériences
d’immunoprécipitation de chromatine sur le promoteur du géne pS2/TFF1 en traitant par de
I’oestradiol ou de ’IGF-I. En ce qui concerne la fixation du REa sur le promoteur de ce geéne,
ils obtiennent des résultats qui concordent globalement avec les notres : le traitement par
I’IGF-I induit une faible fixation du REa au bout d’une heure et cette fixation augmente avec
le temps (maximum a 8 heures de traitement). Les auteurs ont ensuite étudié¢ le recrutement
des différents co-activateurs du REa sur le promoteur du gene pS2/TFF1 suite au traitement
par de I’oestradiol ou de I’IGF-I. Ils montrent que ce ne sont pas les mémes co-activateurs qui
sont recrutés dans les deux cas. Dans le cas d’une stimulation par ’IGF-I on retrouve le
complexe SRC1/CARM sur le promoteur et la présence de ce complexe est associée a
I’acétylation de I’histone H3. Tandis que dans le cas de la stimulation par 1’oestradiol, on
retrouve le complexe p300 / E6L (ubiquitine ligase qui dégrade p53) / CARM sur ce méme
promoteur et I’histone H3 n’est pas acétylée. Cela indique que les mécanismes moléculaires
d’action du REa activé par ces deux voies sont différents. De plus la composition de ces
complexes change selon la nature du promoteur et le temps de traitement. Toutefois ces
résultats sont critiquables car les quantités de SRC1 dans les cellules MCF-7 (la lignée dont

ils se sont servis pour leur étude) sont pratiquement inexistantes. On peut donc s’étonner de
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retrouver ce co-activateur présent sur le promoteur du géne pS2/TFF1 aprés stimulation par de
I’IGF-I. De plus cet article n’a pas étudié les relations entre le REa et 1’autre facteur de
transcription qui peut se lier sur le promoteur du géne pS2/TFF1 : le complexe API.

Durant mes travaux de thése je me suis plus particulierement intéressé a cet aspect des
événements moléculaires prenant place sur le promoteur pS2/TFF1 aprés stimulation par
I’'IGF - 1. Nous avons démontré que, dans le cas de la stimulation par ’IGF-I, le REa et le
complexe AP1 sont tous les deux essentiels pour 1’activation du géne pS2/TFF1. En effet la
baisse artificielle d’un de ses deux facteurs de transcription par 1’utilisation de siRNA dirigés
contre le REa ou contre ¢ - Jun ou ¢ - Fos (principale sous unités du complexe AP1) entraine
I’arrét de la transcription du géne pS2/TFF1. Nous nous sommes ensuite intéressés a
I’importance des ¢léments de réponse au REa et au complexe AP1 contenu dans le promoteur
du geéne pS2/TFF1. La stratégie que nous avons utilisée a été d’utiliser deux lignées cellulaires
dérivées des cellules MCF-7 exprimant stablement la luciférase sous le contréle d’un
promoteur contenant uniquement soit un site de fixation du REa (lignée MELN) soit des sites
de fixation du complexe API (lignée TELN). Les résultats obtenus dans la lignée MELN
montrent que le REa activé par 'IGF-I est incapable d’activer la transcription d’un gene
rapporteur sous le contréle d’un promoteur contenant seulement un ERE. Ce résultat est en
contradiction avec un grand nombre d’études (Aronica and Katzenellenbogen, 1993; Ignar-
Trowbridge et al., 1996; Ignar-Trowbridge et al., 1993; Kato et al., 1995; Martin et al., 2000).
Tous ces travaux mettent en évidence I’activation, par I’'IGF-I, de génes rapporteurs sous le
controle de promoteurs contenant seulement des ERE. Toutefois toutes ces études ont été
réalisées en transfection transitoire alors que nous avons utilis¢é une lignée ou le ERE
luciférase est exprimé stablement. De plus nous n’avons pas utilisé le méme vecteur. Pour nos
¢tudes nous avons utilisé le géne rapporteur luciférase sous le contréle du promoteur minimal

de la B-globine, ce promoteur minimal n’a jamais été utilisé¢ dans les autres études. Dans nos
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travaux, I’absence d’induction de I’activité de la luciférase aurait pu étre due a un défaut de la
voie IGF-I. Pour écarter cette hypothése nous avons vérifi¢ que le traitement par I’'IGF-I des
cellules MELN entrainait I’activation de la transcription de la GAPDH, géne connu pour étre
induit par 'IGF-1. Le défaut d’activation du promoteur ERE Bglob Luc par le traitement par
I’IGF-I peut aussi venir de nos conditions expérimentales. En effet afin de minimiser au
maximum le bruit de fond nous prétraitons les cellules 48 heures par du Fulvestrant, ce qui
entraine une déplétion quasi totale du REa dans les cellules. 11 aurait été possible que lors de
la stimulation par I’'IGF-I le niveau de REa ne soit pas suffisant pour permettre I’activation
transcriptionnelle. Pour écarter cette hypothése nous avons vérifié¢ que le géne pS2/TFF1 était
bien induit ce qui démontre que les quantités de REa sont suffisantes. Ainsi nous avons
montré que le seul traitement par ’IGF-I est incapable d’activer la transcription d’un geéne
ayant un promoteur portant seulement un ERE. Cela signifie que soit le REa est incapable de
se lier a I’ADN, soit il est incapable de recruter des activateurs supplémentaires pour assurer
I’activation de la transcription. Nous avons aussi observé que le co-traitement des cellules
MELN par de I’oestradiol et de I’'IGF-I conduit a une meilleure induction de la luciférase ce
qui signifie que la phosphorylation du REa doit faciliter le recrutement de coactivateurs de la
transcription. On peut raisonnablement penser que le REa activé par I’'IGF-I ne peut pas lier
I’ADN. Cette hypothése est renforcée par le fait que sur le promoteur pS2/TFF1, apres
stimulation par ’IGF-I, le REa est recruté tardivement et probablement via le complexe AP1.

L’utilisation de la lignée cellulaire TELN montre que le traitement par I’'IGF-I
augmente I’activité luciférase ce qui confirme que ce facteur de croissance est bien un
activateur du complexe AP1. De plus, le traitement par des ligands du REa, que ce soit un
agoniste (oestradiol) ou un antagoniste (Fulvestrant) n’affecte pas 1’activité luciférase induite
par le traitement par I'IGF-I. Cela montre que sur ce type de promoteur, ou seulement le

complexe AP1 peut se fixer, le REa ne joue aucun réle.
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Nous avons montré que la coopération entre le REa et le complexe AP1, suite au traitement
par I’IGF-I, dépend de la structure du promoteur. Nous nous sommes ensuite focalisé sur ces
mécanismes de coopération au niveau du promoteur pS2/TFF1 qui contient les deux ¢léments
de réponse (au complexe AP1 et au RE).

Notre laboratoire a mis en évidence que le traitement de cellules MCF-7 par
I’oestradiol ou par I’IGF-I entrainait un remodelage de la chromatine du promoteur du géne
pS2/TFF1 (Giamarchi et al., 1999). Durant mes travaux de thése j’ai démontré que ces mémes
traitements induisaient le recrutement de Brgl (une sous unité¢ du complexe de remodelage de
la chromatine SWI/SNF) sur le promoteur du gene pS2/TFF1. Dans le cas de la stimulation
par I’oestradiol il est probable que ce soit le REa qui recrute Brgl car ces deux protéines sont
présentent sur le promoteur du géne pS2/TFF1 au bout d’une heure de traitement ((Metivier et
al., 2003) et données non publiées de ma thése). En revanche dans le cas de la stimulation des
cellules par 'IGF-I, Brgl pourrait étre recruté soit par le REa soit par le complexe AP1. Le
fait que le REa soit absent du promoteur du gene pS2/TFF1 aprés 1 heure de traitement par
I’IGF-I et le fait qu'un co-traitement des cellules par du Fulvestrant et de I’IGF-I n’affectent
pas le recrutement de Brgl sur le promoteur pS2/TFF1 démontrent que c’est le complexe AP1
qui est trés certainement responsable du recrutement de cette sous unité du complexe de
remodelage de la chromatine. Ainsi dans le cas de la stimulation par ’IGF-I ¢’est le complexe
AP1 qui parait jouer un role essentiel dans les stades précoces de la transcription du gene
pS2/TFF1.

Mes travaux de theése ont aussi eu pour but de mieux comprendre 1’effet du facteur de
croissance IGF-I sur I’activit¢ du complexe AP1. Dans un premier temps, le traitement par
I’IGF-I entraine une phosphorylation rapide de c-Fos (en moins del5 minutes) et une

phosphorylation plus lente de c-Jun (apparition de c-Jun phosphorylé au bout d’une heure de
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traitement par ’IGF-I). Il a été démontré précédemment que en présence d’hormone, le REa
interagissait avec c-Jun mais pas avec c-Fos (Teyssier et al., 2001). Nous avons observé que
dans le cas de la stimulation par I’IGF-I, le REa était capable d’interagir avec c-Jun en
absence d’hormone. De plus les cinétiques de phosphorylation de c-Jun et d’interaction de
REa et c-Jun coincident, ce qui suggére que l’interaction entre ces deux protéines est
dépendante de la phosphorylation de c-Jun. En revanche nous n’avons été capable de
démontrer une interaction entre REa et c-Fos que dans le contexte de complexes protéiques
pontés par le formaldéhyde. Sur des complexes protéiques natifs nous n’avons jamais été
capable de mettre en évidence une telle interaction. Ce qui montre que REa et c-Fos, apres
stimulation par I'IGF-I, se retrouvent au sein d’un méme complexe protéique mais
n’interagissent probablement pas directement ou que leur interaction n’est pas stable. De plus
le REa est recruté¢ sur le promoteur du gene pS2/TFF1 et cela correspond au maximum
d’interaction entre c-Jun et REa, c-Jun étant présent sur le promoteur du géne pS2/TFF1, c’est
probablement cette protéine qui est responsable du recrutement de REa sur le promoteur du
gene pS2/TFF1.

Ainsi le complexe AP1 et le REa semblent avoir des fonctions distinctes dans
’activation transcriptionnelle du gene pS2/TFF1. Le complexe AP1 est requis pour les stades
précoces de la transcription tandis que le REa a un rdle plus tardif et semble nécessaire & un
maintient efficace de la transcription dans le temps. Ce rdle tardif du REa suite a la
stimulation par I’IGF-I est illustré dans un autre article récent (Takahashi et al., 2005). Dans
cet article, les auteurs montrent par immunofluorescence, grace a 1’utilisation d’une protéine
de fusion GFP-REa, que le traitement de cellules MCF-7 par de l’oestradiol entraine la
redistribution du REa dans le noyau sous forme de speckles (sous forme de petits spots) en
moins de dix minutes. Cette redistribution sous forme de speckles est associée a 1’activation

du REa. En revanche lorsqu’ils traitent les cellules par de I’'IGF-I, la formation de ces
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speckles apparait seulement au bout de 90 minutes de stimulation. Cela montre qu’il existe un
délai important entre la stimulation par I’'IGF-I et 1’activation du REa et donc que les
mécanismes d’activation du REa aprés traitement de cellules par de 1’oestradiol ou de I'IGF-I

différent.

Purification de complexes protéiques associés au REa : perspectives

Nous avons développé un outil permettant de purifier des complexes protéiques
associés au REa dans différentes conditions physiologiques. L’utilisation de ce REa étiqueté
permettrait de répondre a certaines questions.

1/ Bases moléculaires du fonctionnement des ligands du REa :

De manicre étonnante, des études transcriptionnelles réalisées sur des puces a ARN
montrent que la stimulation de cellules cancéreuses mammaires par de 1’oestradiol entraine la
baisse d’expression d’un grand nombre de génes (Frasor et al., 2003b). La transcription de
certains de ces geénes est inhibée de maniére précoce (4 heures de traitement a 1’oestradiol).
On ne sait pas si ce mécanisme est direct ou indirect et on peut se demander si le REa
complexé a I’oestradiol est directement capable de réprimer la transcription de nombreux
genes. La purification des complexes protéiques associés au REa complexé a I’oestradiol
pourrait apporter certaines réponses a ces questions. Des études similaires ont été réalisées
mais cette fois ci en comparant I’expression des geénes selon que les cellules aient été traitées
par D'oestradiol, le Tamoxiféne ou le Raloxiféne. Les auteurs mettent en évidence des
différences de réponse entre les cellules traitées par le Tamoxiféne ou le Raloxiféne. Il existe
donc certaines disparités de fonctionnement entre le REa complexé au Tamoxiféne ou au
Raloxiféne. Les auteurs on aussi mis en évidence une soixantaine de gene spécifiquement
régulés par le REa complexé au Tamoxiféne. Le traitement avec de I’oestradiol, du

Raloxiféne ou méme du Fulvestrant n’affecte pas la transcription de ces génes (Frasor et al.,
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2006). Cet effet spécifique du Tamoxiféne est peut étre du a un partenaire particulier. La
purification et la comparaison des complexes protéiques associés au REa complexé a ces trois
ligands permettrait de mieux comprendre le fonctionnement e chacun d’eux et d’en savoir pus
sur les raisons de leur différences fonctionnelles.

Le traitement par le Fulvestrant entraine une relocalisation du REa dans un
compartiment insoluble du noyau. Les partenaires du REa impliqués dans cette relocalisation
sont inconnus et la purification de complexes protéiques associés au REa complexé au

Fulvestrant nous permettrait d’en savoir plus sur le mode d’action de cet antagoniste pur.

2/Mécanismes moléculaires d’action du REa stimulé par le facteur de croissance IGF-I

Ces ¢études de purification des complexe associés au REo dans le cas d’une
stimulation par de 1’oestradiol ou de I’IGF-I viendraient en complément des travaux réalisés
sur ’impact du traitement IGF-I sur les mécanismes moléculaires d’action du REa. Le
comportement du REa différe au niveau de sa stabilité de sa localisation et de ses cibles,
selon qu’il soit activé par I’oestradiol ou ’GF-1. La comparaison des complexes protéiques
associés au REa dans ces deux cas de stimulation permettrait de mieux comprendre les

différents comportements du REa.
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CONCLUSION GENERALE

L’objectif des mes travaux de theése était de mieux connaitre les mécanismes
moléculaires fin de fonctionnement du REa. Ce facteur de transcription a un role assez
ambigu. Il a un role d’oncogéne en stimulant la prolifération de cellules cancéreuse
mammaires RE+. Toutefois lorsque le RE est absent des cellules cancéreuses mammaires,
elles ont un phénotype beaucoup plus agressif et la présence de tumeurs mammaires RE- est
associée a une mortalité plus importante par rapport a des tumeurs mammaires exprimant le
REa. Une partie de mes travaux de thése a consisté a développer des outils pour purifier les
complexes protéiques natifs associés au REa, cela dans différentes situations physiologiques.
L’objectif de ces travaux est d’avoir une vision plus globale du mécanisme d’activation du
REa en analysant toutes les protéines avec qui ce facteur de transcription peut interagir. De
plus I’identification éventuelle de facteurs spécifiques du REa complexé a un certain type de
ligand (agoniste, SERM ou antagoniste pur) permettrait de mieux définir les bases

moléculaires d’action des antagonistes REa.

En particulier un des SERM les plus utilisé dans le traitement du cancer du sein est le
Tamoxifene. Le traitement par cette molécule réduit le taux de mortalité de 20 a 25 % chez
les patientes atteintes de cancer du sein. Toutefois chez les patients métastatiques, pour des
raisons encore inexpliquées, il apparait systématiquement une résistance a cette thérapie anti-
hormonale au bout d’environ 3 ans de traitement. La suractivation des voies de transduction
du signal régulées par les facteurs de croissance est une cause probable de 1’apparition de
cette résistance au Tamoxiféne. Nous avons donc aussi étudié les mécanismes d’activation du
REa suite a la stimulation par le facteur de croissance IGF-I. Nous avons mis en évidence

I’importance cruciale d’un autre facteur de transcription: le complexe API1. Suite au
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traitement par I’'IGF-I ces deux facteurs de transcription, le REa et le complexe API,
coopérent étroitement pour assurer ’activation transcriptionnelle du géne oestrogéno régulé
pS2/TFF1. L’activation ligand indépendante du REa semble donc requérir d’autres facteurs
de transcription pour étre efficace. Notamment le complexe APl semble jouer un role
important et est ainsi une cible thérapeutique potentiellement intéressante dan la lutte contre

le cancer du sein.
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ANNEXES

A- Matériel et méthodes de la partie «Purification de complexes protéiques associés au
REa »

I Matériel biologique
1 - Lignées cellulaires

Les cellules MDA MB 231 sont des cellules hormono-indépendantes pour leur
croissance qui n’expriment pas le REa. Les cellules HES sont des cellules MDA MB 231
dans lesquelles un vecteur exprimant constitutivement le REa a été établi (Garcia et al.,

1992).

2 - Plasmides

Le plasmide PSG5PL a été construit au laboratoire par insertion d’un oligonucléotide
contenant des sites de clonage multiples dans le vecteur commercial PSGS (Stratagene,
vecteur qui contient le promoteur SV40). Le plasmide PSGSHEGO (5895 pb) a été cloné
dans le laboratoire du Pr. Chambon et il contient I’ADNc du REa inséré le vecteur PSGS. Le
plasmide ERE-Luc code la protéine luciférase sous le controle du promoteur minimal ERE-f3-
Luc, contenant 2 EREs. Le plasmide PCH110 porte le géne rapporteur 3 gal sous le controle

du promoteur SV40.

3 - Oligonucléotides

Oligonucléotide 2xHA sens:
¢tiquette HA1
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5’-AATTATGAGCTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGGGCGGCGCCTATC

CCTATGACGTCCCGGATTACGCAGGAGCGGATTATGATATTCCAACTACTGCTAGG-3’
¢tiquette HA2

Oligonucléotide 2xHA antisens

5’-AATTCCTAGCAGTAGTTGGAATATCATAATCCGCTCCTGCGTAATCCGGGACGT

CATAGGGATAGGCGCCGCCCGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTAGCTCAT-3’

Oligonucléotide TEV-2xFLAG sens :

site de clivage par la TEV étiquette FLAG1
5’-AATTACGAGAATTTGTATTTTCAGGGTGAGCTGCAGGACTACAAGGACGA

CGATGACAAAGGTACCGATTACAAAGATGATGACGACAAG-3

étiquette FLAG?2

Oligonucléotide TEV-2xFLAG antisens :

5’-CTAGCTTGTCGTCATCATCTTTGTAATCGGTACCTTTGTCATCGTCGTCCTTGT

AGTCCTGCAGCTCACCCTGAAAATACAAATTCTCGT-3’

II Méthodes

1 - culture cellulaire et traitement des cellules par I’hormone et I’antihormone

Les lignées ont ¢été cultivées dans du milieu Dubelcco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) contenant 4.5g/1 de glucose, ImM de sodium pyruvate, 50ug/ul de gentamycine,
2mM de glutamax (GibcoBRL) et 5% de sérum feetal de veau décomplémenté par la chaleur
a 37°C dans une atmosphére humide contenant 10% de CO,. Pour la lignée HES de

I’hygromycine (100png/ml) a été rajoutée au milieu afin de maintenir la sélection.

Stimulation des cellules par les oestrogenes et les anti-oestrogenes
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Les cellules ont été cultivées pendant 2 jours dans le conditions décrites ci-dessus,
puis le milieu a été remplacé par un milieu ne contenant ni rouge de phénol ni antibiotiques
et 5% de sérum (déstéroidé par 3 incubations successives dans du charbon dextran). Les
cellules ont ensuite été traitées pendant 2 heures par 10nM E,, ou 100nM hydroxy-

tamoxiféne (Sigma) ou 100nM ICI 182 780 (Tocris).

2 - construction des vecteurs recombinants

-Hybridation d’oligonucléotides complémentaires. Les oligonucléotides simple brins
complémentaires ont été mélangés (dans des quantités équimolaires) dans un tampon
d’hybridation (10mM MgCl,, 20mM Tris-HCI1 pH 7.5, 50mM NaCl) et chauffés pendant 10
minutes a 95°C (pour dénaturer les oligonucléotides), puis les deux brins complémentaires
ont ét¢ hybridés pendant 3 heures en ramenant progressivement la température de 95°C a

55°C.

-Purification de I’ADN. L’ ADN a été purifié en utilisant le kit Genelute spin column

(Sigma)

-Clonage. Les inserts et les vecteurs a ligaturer ont été préalablement séparés sur un
gel d’agarose et purifiés. Toutes les ligatures ont été réalisées dans un rapport de 3 molécules
d’insert pour 1 molécule de vecteur. La ligature a été réalisée avec 3 unités de T4 DNA ligase
(Promega) dans du tampon de ligature (Promega) en incubant pendant la nuit a température

ambiante.

-Séequencage d’ADN. Les réactions de séquences ont été réalisées avec le kit Dye
Terminator Cycle Sequencing (Beckman) en utilisant un séquenceur automatique CEQ 2000

(Beckman) et les données analysées en utilisant le logiciel d’accompagnement.
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3 - Transfections transitoires

Les cellules ont été ensemencées dans des boites de diameétre 10cm (ou 3,5 cm quand
c’est indiqué) avec du milieu DMEM 4.5g/1 de glucose et 5% en sérum décomplémenté et
déstéroidé, de manicére a ce qu’elles soient a 50-80% de confluence 24 heures plus tard.
L’ADN a transfecter a été incubé avec du Fugene dans un rapport ADN (ug)/Fugene (ul) de
1/3 et le volume complété a 100ul avec du milieu DMEM 4.5g/1 glucose, sans sérum et sans
antibiotiques. Trente minutes plus tard le mélange a été ajouté au milieu de culture des
cellules fraichement remplacées par un milieu sans sérum et sans antibiotique. Six heures
plus tard, le milieu de culture a été complété a 5% en sérum (décomplémenté et déstéroidé).
Quarante huit heures plus tard, le milieu de culture a été éliminé, les cellules ont été rincées 2
fois par du PBS1X puis lysées. Afin de normaliser les résultats en fonction de I’efficacité de
transfection le plasmide pCH110 a été ajouté au mélange d’ADN utilisé pour la transfection

en méme quantité que les vecteurs exprimant les différentes formes du REa.

4 - Mesures d’activités luciférases et 3 galactosidases

Apres 2 lavages avec du PBS 1X, les cellules ont été resuspendues dans 200ul de
tampon de lyse (Promega) et congelées pendant 30 minutes a —20°C pour augmenter
I’efficacité de la lyse. L’activité luciférase a ét¢ mesurée sur 10ul de lysat en ajoutant 100ul
d’une solution « Luciferase Assay Reagent ». L’activité B-galactosidase a été mesurée par
incubation pendant 1 heure du lysat avec 66l d’une solution « Galacto-Lignt »1X (Tropix).
Ce mélange a été dosé par ajout de 100ul d’une solution « Light emission accelerator »
(Tropix). Les mesures ont été réalisées dans un luminometre de type Berthold Lumat LB 9501
avec un temps d’intégration de 10 secondes pour I’activité luciférase et de 5 secondes pour

Iactivité -galactosidase. Les activités ont été corrigées pour 1’efficacité de transfection en
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utilisant les valeurs d’activité B-galactosidase, puis 1’induction calculée par rapport aux

échantillons non traités, fixés arbitrairement a 1.

5 - Western Blot

Les échantillons ont été repris dans du tampon de dépot dénaturant (50mM Tris pH
6.8 ,2%SDS, 5% glycérol, 2mM EDTA, 1.25%pmercaptoethanol, 0.004% bleu de
bromophénol) puis séparés par électrophorése sur un gel SDS-page 8%, dans un tampon de
migration 25mM Tris HCI pH 8.3, 200mM de glycine et 0.1% SDS. Ils ont été ensuite
transférés sur une membrane de nitrocellulose en milieu semi-sec (192 mM glycine, 250mM
Tris pH 8.3, 0.005% SDS, 20% méthanol) pendant 45 minutes a 130 mA. La membrane a été
saturée pendant 10 minutes dans du PBS 1X Tween 0.1%, 10% lait puis incubée toute la nuit
avec 3pug d’anticorps HC20 (anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le REa, Santacruz)
ou 10.5ng d’anticorps anti FLAG (anticorps monoclonal de souris, Sigma) ou de 1’anticorps
anti HA dilué 1000 fois (anticorps monoclonal de souris, Babco). La membrane a été ensuite
incubée pendant 30 minutes avec un anticorps secondaire anti IgG de lapin couplé a la
peroxydase (Santacruz) pour I’anticorps primaire HC20 et anti FAB de souris (Sigma) pour
les anticorps anti-HA et anti-FLAG. La révélation a été réalisée en utilisant le kit Lumilight

plus (Roche)

Dés hybridation de la membrane. La membrane a été incubée pendant 20 minutes
dans une solution de glycine 100 mM pH 2.2, 34mM SDS, 0.1% NP40 puis lavée dans du
PBS 1X Tween 0.1% et saturée pendant 10 minutes dans du PBS 1X 10% lait. La membrane
a ensuite ét¢ incubée avec I’anticorps primaire pendant la nuit et révélée comme

précédemment.
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6 - Immunoprécipitations

L’expérience a été enticrement réalisée a 4°C. Les cellules ont été traitées pendant 20
minutes par 10®M E2 puis lysées dans un tampon de lyse non dénaturant (50mM Tris pHS
contenant 0.4% de NP40, 300mM NaCl, 10mM MgCl, contenant une tablette d’inhibiteur de
protéase sans EDTA (Roche)). Au bout de 15 minutes, les lysats ont été centrifugés a 20800
rcf (round centrifugation force) pendant 20 minutes. Les surnageants ont été collectés et
dilués pour ramener la concentration saline a 150mM NaCl et 5SmM MgCl,. De la DNasel
(1pg), 2.5uM de CaCl,, 20ul de billes d’agarose couplées a des protéines A et 20 pl de billes
d’agarose couplées a des protéines G ont été rajoutés (pour éliminer toutes les protéines
pouvant se lier non spécifiquement aux billes). Les surnageants ont été incubés pendant 45
minutes sur une roue et centrifugés pendant 10 minutes a 420 rcf. 30ul ont été prélevés pour
I’extrait brut. 2ug d’anticorps ont été ajoutés aux surnageants puis, 1 heure plus tard 20ul
d’un mélange vol/vol de billes couplées a des protéines A ou G. Au bout d’l heure, les
extraits ont été centrifugés pendant 10 minutes a 420 rcf, le surnageant a été ¢liminé et les
billes ont été lavées 3 fois dans du tampon de lavage (tampon de lyse+tampon de dilution,
dans un rapport volume/volume). Les billes ont été reprises dans 20ul de tampon de lavage et

10ul de tampon de dépot.

7 - Digestion par la TEV

L’expérience a ¢été entiérement réalisée a 4°C. Les cellules ont été lysées comme ci-
dessus et diluées pour ramener la concentration saline a 150mM NaCl et SmM MgCl,. ImM
DTT, 0.5mM EDTA puis 20 ou 100 unités de TEV ont été rajoutées au lysat (une unité de
TEV clive plus de 95% de 3ug de son substrat en 1 heure a 30°C). Des aliquots

correspondant a 1/20 de la fraction totale ont été prélevés a différents temps.
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8 — Dosage du REa par la méthode de Scatchard

40 millions de cellules ont ét¢ grattées dans du PBS 1X froid. Les cellules ont été
centrifugées et les culots sont resuspendus dans un volume de tampon TEGWD (Tris20mM
pH 7.4, EDTA 1Mm, glycérol 10%, tungstate de sodium 20mM, DTT 1mM ajouté
extemporanément) et homogénéisés dans un potter verre-teflon. Les lysats ont ensuite été
centrifugés pendant 45 minutes a 45000 rpm. Le surnageant (qui représente la fraction
cytosoluble) a été aliquoté en fractions de 135uL. Les aliquots ont été incubés pendant 4
heures a 4°C avec des quantités croissantes d’oestradiol tritié¢ (de 0,1nM a 150nM). 3 fois
10uL de ces extraits ont été prélevés, 5 ml de scintillant ont été ajoutés et la radioactivité a
¢té mesurée (= mesure d’oestradiol tritié total). Le reste du lysat a été incubé avec 200uL
d’une suspension de charbon (4% de charbon Norit, 0,4% de dextran T70, Tris 20Mm pH
7.4, EDTA 1mM) pendant 7 minutes sous agitation. Les extraits ont ensuite été centrifugés,
les surnageants récupérés, repris dans Sml de scintillant et la radioactivité a été mesurée (=
mesure de la fraction d’oestradiol liée au REa). Pour les mesures de radioactivité, tous les
résultats ont été corrigés pour ’effet atténuateur de 1’eau et pour le rendement de 1’appareil.
L’oestradiol utilis¢ (Amersham, référence IM135-10UCI) avait une radioactivité spécifique

de 95Ci/mmol d’oestradiol.
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B- Participation a d’autres travaux de recherche

Dans le cadre d’une collaboration entre notre équipe et le groupe d’A. Valette (UMR
5088), j’ai participé a la caractérisation de sphéroides de cellules mammaires en culture. Ces
sphéroides sont un bon mod¢le de région avasculaire d’une tumeur. Le manuscrit est soumis

pour publication.
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ABSTRACT

Multicellular tumor spheroids, an in vitro 3-D model that simulates malignant-cell
contacts within a tumor, can be used to evaluate tumor response to therapeutic agents.
The objective of this study was to investigate if in breast cancer cells, hormone-
dependent for growth, the 3-D microenvironment could influence cell responses to
estradiol. For this purpose, we used a cell line (MELN), derived from MCF-7 cells,
which express the luciferase gene under the control of a synthetic estrogen-inducible
promoter. We found that MELN cells grown in 3-D remain highly sensitive to estradiol
in terms of growth, down-regulation of ER o expression and induction of ERa
transcriptional activity. Furthermore this 3-D model allows investigating cell response
as a function of its position within the spheroid. We observed that estradiol induces an
increase in survivin expression in both Ki67 positive proliferative outer layer of cells and
around the necrotic zone in non—proliferating cells. In contrast, cyclin D1 induction was
only observed in Ki67 positive cells, supporting a regulatory effect of cell
microenvironnement on the growth and survival promoting effects of estradiol. Taken
together these results show that estrogen responsiveness of this 3-D spheroids is
comparable to that of avascular regions of breast tumors, making this model useful for
preclinical assays on therapeutic agents. This model will be usefull to investigate the
effects of drugs combination and to determine appropriate markers for response to

treatment.
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Introduction

Malignant progression resulting from genetic changes of cancer cells are influenced by
tumor microenvironment. Cell-cell interactions (including malignant-cell interactions) are
important modulators of malignant cell phenotype. Normal breast epithelial cells form
polarized acini in 3-D culture, while under the same culture conditions, breast cancer cells fail
to generate acini structures. Reversal of this malignant phenotype may be observed in 3-D
cultures, when using an anti-B1 integrin blocking antibody, but was never obtained with
breast cancer cells cultured in 2-D (Wang et al., 2002; Weaver et al., 1997). Further important
differences in the behavior of cells grown in 2-D and 3-D cultures have been described. For
example, significant variations in serum-induced activation of ERK and PI3K signaling
pathways have been demonstrated for Ewing tumor cell lines cultured as monolayers or as
spheroids (Lawlor et al., 2002). Similarly, it has been demonstrated that HIF-1, a transcription
factor, induced by hypoxia, does not modify the growth rate of tumor cells in 2-D whereas it
supports 3-D growth under hypoxia (Leek et al., 2005).

Multicellular spheroids generated from cancer cells are a good model to investigate the
influence of malignant cell-interactions (an aspect of tumor cell microenvironment) on
cellular proliferation, differentiation, apoptosis and gene expression. The dynamic analysis of
spheroid formation has demonstrated that integrins and cadherins are successively involved
(Lin et al,, 2006). Upon growth, spheroids display a gradient of proliferating cells
(Sutherland, 1988). These proliferating cells are located in the outer cell-layers and the
quiescent cells, are located more centrally. When the central cells become deprived in oxygen
and glucose, cell death and necrosis occur. This cell heterogeneity is similar to that found in
avascular microregions of tumors.

Although the hormone-dependence of ER-o positive breast adenocarcinoma cells

spheroids growth has been described previously (Muller-Holzner et al., 1996; Olea et al.,

96



1994; Olea et al., 1992), little data is available regarding the effects of estradiol on individual
cells within the spheroids. Estradiol bound to its receptor ERa is a potent mitogen in
hormone-dependent breast carcinoma cells. Using standard 2-D culture, it has been shown
that the stimulatory effect of estrogen on cell cycle progression in G1 is mediated by the
activation of CDK4 and CDK2. The increase in activity of CDK4 results from an increased
expression of its regulatory subunit cyclin D1, whereas redistribution of p21 and p27 CDK
inhibitors results in the activation of the cyclin E/CDK2 complex (Planas-Silva and Weinberg,
1997; Prall et al., 1998; Prall et al., 1997). Gene profiling analysis (Frasor et al., 2003a) have
shown the estrogen-induced cell cycle progression is also associated with the up-regulation of
cyclin A2 and CDK1 mRNA levels. In addition, estrogens may also influence cell survival
through up-regulation of the antiapoptotic gene, survivin.

In the present paper, using a multicellular tumor spheroid model, we show that breast
cancer cells cultured in 3-D are highly sensitive to estradiol and that their location within the
spheroid influences their response to 17-B-estradiol, mimicking the situation in avascular

regions of breast tumors.

Material and methods

Cell line and tissue culture

MELN cells are a clone derived from the breast adenocarcinoma MCF7 cells. They
express the luciferase gene under the control of a synthetic estrogen-inducible promoter
(Balaguer et al., 2001). Cells were grown in DMEM/F12-Glutamax+ media (GIBCO)
containing 4.5 g/1 glucose, 50pug/ml gentamycine and supplemented with 10% (v/v) of heat
inactivated fetal calf serum. Culture was performed at 37°C in a humidified atmosphere

containing 5% CO,. To study the effect of estrogens, cells were switched to media without
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phenol red and containing serum, stripped of endogenous steroids by three successive

incubations with dextran-coated charcoal.

Spheroids generation

We have adapted the hanging-drop method (Del Duca et al., 2004) to produce MELN
spheroids of similar diameter. 25ul drops containing 500 cells were suspended on the lid of
agar coated 24-well dishes containing 1ml of culture media. After the 48h period time

required for cell aggregation the spheroids were transferred to the culture medium.

Spheroid growth quantification
The size of each spheroid was determined by measuring 2 orthogonal diameters (d1
and d2) using an inverted microscope fitted with a calibrated eye piece reticule Volume was

determined according to the formula: V=4/37r3 where r=1/2 Vd1xd2.

Western blot

Spheroids were rinsed with PBS and lysed in Tris 50 mM, pH 6.8, SDS 2%, glycerol
10%, P-mercapto-ethanol 5% and bromophenol blue 0.05%. Protein concentration was
determined according to (Schaffner and Weissmann, 1973) and 100 pg of proteins were
resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose
membrane by semi-dry blotting. The membranes were hybridized with the following
antibodies: mouse monoclonal antibodies, anti-p27 (pharmingen; 1/1000), anti-Survivin
(Santa Cruz ;1/300), anti-actin (Chemicon International; 1/10000) and rabbit polyclonal
antibodies, anti-CDK1( Oncogene; 1/250), anti-Cyclin D1 (a generous gift of V Baldin;
1/500), anti-p21 (Santa Cruz 1/1000). Actin was used as a control for equal sample loading.
All quantifications were performed using an enhanced chemiluminescence detection system

(ECL; Amersham Life Sciences).
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Luciferase assays

MELN cells grown as monolayers or spheroids were lysed in 200 pl Promega lysis
buffer and freezed. Protein content of the samples was determined using the AmidoSchwarz
technique (Schaffner and Weissmann, 1973), and equal amount of proteins were used for
luciferase activity measurement in all the samples. Luciferase activities were determined

using the Luciferase Assay Reagent (Promega ref E397A) in a centro LB 960 (Berthold).

Immunohistochemistry

Spheroids were rinsed with PBS and fixed in 10% neutral-buffered formalin (Sigma) for
3 hours and then paraffin embedded. Four um thick sections were prepared (ChemMate
capillary gap microscope slides, Dakocytomation, Trappes, France). The slides were
deparaffinized and progressively rehydrated . Before incubation with the primary antibody
they were subjected to antigen retrieval in 10mM citrate buffer (pH 6.8) for 2x5 min. Sections
were incubated with the antibodies, overnight at 4°C for survivin antibody and for 1 hour at
room temperature for the others primary antibodies and then rinsed. Antigens were revealed
using the streptavidin-biotin LSAB2+ kit (Dakocytomation) according to the manufacturer’s
instructions. The primary antibodies were used as follows: mouse monoclonal anti-p21
antibody (Oncogene research products, Cambridge MA; 1/100), anti cyclinD1 (Sigma; 1/300),
anti Ki-67 (Dakocytomation; 1/50), anti p27 (Pharmingen,1/200) anti CDK1 (Cell Signaling

1/100), anti ER a (a generous gift of G Delsol, 1/20) and anti survivin (Santa Cruz, 1/50).
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FI1G. 1. Growth hormone-dependence of MELN spheroids. The MELN multicellular tumor
spheroids were grown in the presence or absence of estradiol 1 nM. The volume of each
spheroid was measured the day of culture initiation and at the indicated day. Spheroid
diameter the day of culture initiation was around 20um. Each point is the mean +/- SD of
three different experiments and in each experiment the volumes of at least 4 spheroids were
measured. The relative spheroid volume (ratio of the volume of the spheroids at day n, over
the volume of the spheroids at day 0) is plotted as a function of time.
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FIG. 2. Effect of OH-Tamoxifen on the responses of MELN spheroids to estradiol. A)
Spheroids were grown for 15 days in the presence of 1 nM estradiol with or without 100 nM
OH-Tamoxifen. The size of the spheroids was measured and results were expressed as in
Figure 1. B) The estradiol-induced luciferase activity was measured in extracts prepared from
MELN spheroids maintained for 15 days in the absence (control) or in presence of 1nM
estradiol. OH-Tamoxifen (100nM) was added to the culture media containing estradiol for
the last 24h. Results are expressed as the induction fold, relative to the untreated spheroids. In
the two panels, results represent the mean +/-~ SD of 3 experiments. In each experiment, at
least 4 spheroids were used in panel A and10 spheroids in panel B.



Results
Estradiol-dependent growth of MELN spheroids

Growth of MELN cell spheroids was measured in presence or absence of estradiol. As
shown in Figure 1 the average volume of spheroids maintained in the presence of 1 nM
estradiol showed an exponential growth with respect to time between approximately days 4
and 21, whereas spheroids cultured in absence of estradiol did not grow significantly (less
than 4-fold in 28 days). The addition of 100 nM of the anti-estrogen OH-Tamoxifen added at
day zero caused a 50 % decrease in spheroid growth after 15 days (Figure 2A). The
expression of the luciferase gene under the control of an estrogen receptor responsive element
in MELN cells allowed to measure the effect of estradiol on the expression of the luciferase
reporter gene integrated to the host cell genome. We observed that 1 nM 17-B-estradiol
induced a 50-fold increase in ER a-dependent luciferase activity in MELN cells grown as
spheroids (Figure 2B). This induction of luciferase expression was abolished in the presence
of a 100-fold excess of the anti-estrogen OH-tamoxifen. This represents an estradiol-induction
of gene expression 2.5 fold higher than that obtained when the cells were grown as

monolayers (data not shown).

17-f-estradiol-dependent regulation of cell cycle proteins expression in MELN spheroids

To investigate the relationship between the 17-B-estradiol-induced growth and cell cycle
regulation in MELN spheroids, we first analyzed the expression pattern of proteins involved
in cell cycle progression. Figure 3 presents the results obtained by Western blot. We
compared the expression of the proteins, in spheroids treated or not with estradiol and grown
for 15 days (panel A) and in spheroids grown in the presence of hormone for the indicated
times (panel B). CDK1 was strongly induced by hormone treatment. It was detected after 10

days of treatment and continued to accumulate until day 15. This is to our knowledge the first
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FIG. 3. Western blot analysis of CDK1, cyclin D1, p21, p27 and survivin in MELN
spheroids. Spheroid extracts were resolved by SDS-PAGE and immunoblotted with the
indicated antibodies. Actin was used as a loading control. A) Spheroid extracts prepared from
spheroids maintained for15 days in the absence or presence of TnM estradiol. B) Spheroid

extracts were prepared at various time post-initiation of spheroid cultured in presence of 1nM
estradiol.
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FIG. 4. Effect of estradiol on ERa expression in MELN spheroids. Spheroids were
maintained for 15 days in the absence or presence of 1 nM estradiol and ER o expression was
analyzed by Western blot (Panel A) or immunohistochemistry (Panel B).



evidence that estrogens regulate CDK1 protein expression and it confirms results obtained at
the mRNA level in gene profiling experiments (Frasor et al., 2003a).As expected, Cyclin D1
expression was also induced by estrogens and reached a steady state level after day 15. In
contrast, p21 levels decreased upon hormone addition (panel A) and remained constant up to
21 days (panel B). Estradiol treatment also led to a decrease in p27 (panel A), with a p27 level
that remained almost constant between 10-21 days of treatment (panel B). Besides stimulating
tumor cell proliferation, estradiol increases cell survival through up-regulation of various
antiapoptotic genes. Stimulation of mRNA synthesis of one of these gene, survivin, has been
described in gene profiling experiments (Frasor et al., 2003a). Here we see that the protein

level is also dramatically increased by estradiol, to peak at day 15.

Estradiol-dependent down-regulation of ERa in MELN spheroids

To further explore the regulation of hormone-dependent proliferation of breast cancer
cells in 3-D culture we compared estrogen receptor levels in protein extracts of different pools
of spheroids by western blot analysis. Those grown in the presence of 1 nM estradiol
contained much lower levels of ERa than those maintained in absence of estradiol (Figure
4A). This result was further confirmed by ERa immunohistochemical staining (Figure 4B).
Most of the cell nuclei were positive for ERo in spheroids maintained in the absence of
estradiol, while staining intensity and number of stained nuclei were dramatically decreased in
spheroids grown in the presence of 1 nM estradiol. That down-regulation of ERa induced by

estradiol was independent of the position of cells within the spheroid.

Influence of cell microenvironment on 17-[-estradiol-dependent growth of MELN spheroids
To further characterize the spatial regulation of MELN spheroid growth induced by

estradiol, spheroids cultured for 28 days in the presence of 1 nM estradiol were
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FIG. 5.Expression and distribution of Ki67, Cyclin D1, p21, p27 and survivin in MELN
spheroids. Spheroids were grown in the presence of 1 nM 17-f estradiol for 21 days. The
scale bars corresponds to 100 pum.



immunostained for the proliferation marker Ki67 (Endl and Gerdes, 2000). Figure 5 clearly
shows that a high proportion of Ki67 positive cell are found on the outside of the spheroids
whereas few Ki67 positive cells are found at the center of the spheroids indicating that the
hormone induces a gradient of proliferation within the spheroid. We then investigated how
estradiol regulates cell cycle machinery to trigger this proliferation gradient. Cyclin D1 is one
of the mediators of 17-B-estradiol mitogenic effect. We observed (Figure 5) that at the
periphery of the spheroids a high proportion of the cells were positive for cyclin D1 this
proportion decreases going towards the center of the spheroid. This indicates that cyclin D1
expression follows that of the proliferation marker, Ki67, We have shown (figure 3) that Cdk1
protein expression is stimulated by estradiol. Immunohistochemical staining revealed that this
protein is induced by 17-B-estradiol independently of the cell position within the spheroid
(Figure 5) showing that in contrast to what was found for cyclin D1, this induction is not
correlated with the proliferative capacity of MELN cells in 3-D culture. p21 expression was
decreased in spheroids proliferating in presence of estradiol (Figure 3), indeed, this CDK
inhibitor was only detected in a few cells. In contrast p27, another CDK inhibitor, was present
in a larger proportion of cells. Both p21 and p27 positive cells were distributed throughout the
spheroids in proliferating as well as in quiescent cells. Estradiol-induced survivin expression
not only in proliferating cells but also in quiescent cells, survivin positive cells being observed
throughout the entire spheroid, with a preference, for cells located near the necrotic zone. In
addition, Figure 5 shows that in presence of hormone, Cyclin DI, p21 and p27 were
essentially localized in the nucleus of MELN cells growing as spheroids, while survivin was
detected in the nucleus or in the cytoplasm or both. This agrees with previous observations
indicating that survivin exists in 2 subcellular pools, cytoplasmic and nuclear (Fortugno et al.,
2002). The subcellular localization of survivin was not dependent on the position of positive

cells within the spheroids.
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Discussion

Here we have prepared spheroids from a breast cancer cell line, MELN, using a
hanging-drop method, which allows obtaining a homogenous population of spheroids. We
have characterized the growth response of these MELN spheroids to hormone. We found that
MELN cells in 3-D culture remained highly sensitive to estradiol in terms of growth, down-
regulation of ERa expression and induction of ERa transcriptional activity. Furthermore, our
results indicate that the estradiol-dependent regulation of cell proliferation within the MELN
spheroid depends on the microenvironnement that regulates the expression of proteins
involved in cell cycle progression and survival. The 3-dimension spheroid model mimics, in
vitro, cellular organization of avascular regions of breast tumors. This model of breast cancer
tumor should allow to study hormone-dependent regulation of proliferation, and its
alterations, in a context more relevant to the in vivo situation.

The growth of MELN spheroids is strictly dependent on the presence of estradiol in the
culture medium, thus, reproducing in vitro what is observed in vivo when human hormone-
dependent cancer cell lines are xenografted on nude mice. Estrogens induce cell proliferation
by stimulating progression through the G1 phase of the cell cycle. This results from an
increase in the expression of cyclin D1, a decrease in p27 level and a decrease in the CDK
inhibitory activity associated with both p21 and p27 (Foster et al., 2001; Planas-Silva and
Weinberg, 1997; Prall et al., 1997). Gene profiling experiments have shown that, in addition,
estrogens up-regulate the level of CDK1 kinase (Frasor et al., 2003a), which is responsible for
the G2/M transition, through its association with cyclin B. The gene coding survivin, an
antiapoptotic protein (Altieri et al., 1999), is also up-regulated by estradiol (Frasor et al.,
2003a). The spheroid model allows characterizing the ability of estradiol to regulate cyclin

D1, p21, CDK1 and survivin proteins with respect to the cell location within the spheroid. We
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found that, in the presence of estradiol, a spatial gradient of proliferation takes place within
the spheroids. Cyclin D1 and Ki67 (a marker of proliferation) expression were restricted
mainly to the outer cell layer, with a decrease in proportion of positive cells with increasing
depth into the spheroid. This indicates that in the presence of estradiol a gradient of
proliferation develops. Cells positive for CDK1 in estradiol-treated spheroids did not follow
this gradient of proliferation, suggesting that, although estradiol induces CDKI1 expression,
the up-regulation of this kinase by itself is not associated with cell proliferation. We found
that total p21 cellular content is decreased in spheroids grown in the presence of estradiol
compared to those maintained in absence of estradiol (Figure 3). However, the analysis of the
cellular distribution of p21 through spheroids grown in the presence of estradiol shows that
p21 is expressed in proliferating cells as well as in non proliferating cells. This result is in
agreement with a previous report on melanoma and mouse mammary carcinoma spheroids
(LaRue et al., 2004). On another hand, in addition to its function as an inhibitor of CDK, p21
promotes the assembly of cyclin D1/CDK4 complexes (LaBaer et al., 1997) leading to cell
cycle progression and is also a positive modulator of cell survival (Gorospe et al., 1999). This
may explain the expression of p21 in proliferating zones within the spheroids. It has
previously been shown that a strong up-regulation of p27 protein is observed when carcinoma
cells are transferred from monolayer to a three-dimension culture (St. Croix et al., 1996). In
agreement with the results of St Croix (St. Croix et al., 1996), we observed a high proportion
of p27 positive cells in MELN spheroids, while estradiol partially down-regulated total
cellular content in p27 (Figure 3). Intercellular adhesions which regulate p27 expression
(Polyak et al., 1994) may allow to maintain p27 expression in a high proportion of the cells,
explaining this apparent contradiction. Estradiol-induced regulation of cell survival is also
mediated by its ability to up regulate the antiapoptotic protein, survivin. We show here that

the estradiol-induced up-regulation of survivin depends on the position of a cell within the
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spheroid. Indeed, in MELN spheroids growing in presence of estradiol survivin is induced
though out the spheroid but a high proportion of positive cells are located close to the central
necrotic zone. Survivin expression is controlled at the transcriptional level by both a cell
cycle-dependent mechanism responsible for the increase in surviving expression in the G2/M
phase of the cell cycle and an AKT-dependent pathway (Altieri, 2003). It has been shown that
the testosterone-induced survivin expression in prostate cancer cells is mediated by an AKT-
dependent mechanism (Zhang et al., 2005). We have also found that in MCF-7 cells estradiol
stimulated survivin expression, which is mediated by the PI3K/AKT pathway (data not
shown). Survivin can inhibit caspases 3, 7 and 9 and its overexpression can lead to general
resistance to apoptosis. Our results suggest that the estrogen-dependent induction of survivin
could play a role in the response of breast carcinoma cells to cytotoxic compounds and to
hormone-therapy. We detected high levels ER o in almost all cells when the spheroids were
maintained in absence of estradiol. In contrast, a very important down-regulation of ER o
expression was observed after long-time exposure of MELN spheroids to estradiol. This was
expected since regulation of ER a levels by estradiol appears to be a complex process
involving both transcriptional (Saceda et al., 1989) and post-transcriptional mechanisms
(Nawaz et al., 1999). Our results show a hormone-induced down-regulation of ERa through
out all the MELN spheroid, independently of the cell position. Despite this important down-
regulation of ER a, a strong estradiol-induced transcriptional activity was obtained. This
result agrees with results of previous studies showing that ER a response is fully maintained
when normal or tumor mammary cells are grown in three dimensions (Novaro et al., 2003;
Pourreau-Schneider et al., 1984).

Taken together, the high sensitivity to estradiol of MELN cells grown as spheroids as
well as the ability of estradiol to induce a microenvironnement-dependent regulation of

proteins involved in cell cycle progression and survival suggest that this 3-D model can be
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very useful to study hormone-dependent breast cancer cells. We are currently using this
model to investigate markers of anti-hormone response. This should allow to get new insights
in the understanding the mechanisms of anti-hormone resistance. This model allows to
investigate the effect of a drug and to visualize it in the different cell populations within a
region of the spheroid, a model more relevant to the in vivo situation than 2-D cell cultures. It
should be particularly useful to analyze the effects of drug-combination therapies, which are
difficult to perform in details in animal models, because they are expensive and time-

consuming and also raise ethical concerns regarding animal behavior.
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