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Titre 
Etude des relations fonctionnelles entre le récepteur à la progestérone (PR) et le récepteur 
ERα36 dans le cancer du sein 
 

Mots-clés 
ERα36, PR, biomarqueur, signalisation, activité transcriptionnelle, Cancer du sein. 

 

Résumé 
Le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué chez la femme et son développement se 

fait le plus souvent via l’action des hormones stéroïdes ovariennes : les œstrogènes et la 

progestérone. Ces deux hormones agissent par l’intermédiaire de leurs récepteurs respectifs : 

ERα et PR, qui sont des biomarqueurs clés de la progression tumorale. Plus de 75% des 

tumeurs mammaires expriment ERα au diagnostic. Il y a quelques années, une isoforme 

d’ERα : ERα36 a été identifiée. ERα36 est une protéine de 36 kDa exprimée indépendamment 

d’ERα, et qui possède un fort potentiel prolifératif et métastatique dans le cancer du sein. 

Nous avons étudié son expression ainsi que sa valeur pronostique dans une cohorte de 

tumeurs mammaires ainsi que dans des sous-catégories de cette cohorte. De manière 

intéressante, le mauvais pronostic d’ERα36 était retrouvé uniquement dans la sous-catégorie 

PR-positive et non dans la sous-catégorie PR-négative, suggérant que ERα36 pourrait 

interférer avec la signalisation de PR. Pour la première fois, nous avons identifié un lien 

fonctionnel entre ERα36 et PR. En effet, nous avons montré d’une part que ERα36 interagit 

avec PR dans le noyau de cellules cancéreuses et d’autre part que ERα36 agit comme un 

corégulateur de l’activité transcriptionnelle de PR. De plus, ERα36 régule l’effet antiprolifératif 

de la progestérone. Ce travail ouvre ainsi de nouvelles perspectives au rôle joué par ERα36 

dans la signalisation de la progestérone dans le cancer du sein. 
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General features 

 

Title 
Functional relationships between the Progesterone Receptor (PR) and ERα36 in breast 
cancer 
 

Keywords 
ERα36, PR, biomarker, signaling, transcriptional activity, breast cancer. 

 

Abstract 
Breast cancer is the most diagnosed cancer in women and its development is most often 

induced via the action of ovarian steroid hormones : estrogen and progesterone. Both 

hormones act through their respective receptors : ERα and PR, which are key biomarkers of 

tumor progression. More than 75% of breast tumors express ERα at diagnosis. A few years 

ago, an isoform of ERα : ERα36 was identified. ERα36 is a 36 kDa protein expressed 

independently of ERα, which has a high proliferative and metastatic potential in breast cancer. 

We studied its expression as well as its prognostic value in a cohort of breast tumors and in 

subcategories of this cohort. Interestingly, the poor prognosis of ERα36 was found only in the 

PR-positive subcategory and not in the PR-negative subcategory, suggesting that ERα36 might 

interfere with PR signaling. For the first time, we identified a functional link between ERα36 

and PR. Indeed, we have shown on the one hand that ERα36 interacts with PR in the nucleus 

of cancer cells, and on the other hand that ERα36 acts as a coregulator of the transcriptional 

activity of PR. In addition, ERα36 regulates the antiproliferative effect of progesterone. This 

work opens up new perspectives on the role played by ERα36 in the progesterone signaling in 

breast cancer. 
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AAvant-propos 
 

Le cancer du sein est une pathologie qui touche en France plus de 50.000 femmes chaque 

année selon l’institut national du cancer, et constitue un réel problème de santé publique. 

Chaque année en France, une campagne de communication est organisée afin de sensibiliser 

au dépistage du cancer du sein et à récolter des fonds pour la recherche, au cours du 

traditionnel « octobre rose ». 

Le dépistage du cancer du sein consiste à identifier la présence d’une tumeur, à partir de 

plusieurs critères qui définissent la taille de la tumeur, le stade ainsi que le grade, mais aussi 

la présence de biomarqueurs moléculaires, tels que les récepteurs aux œstrogènes et à la 

progestérone : ERα et PR. 

De nombreux travaux de recherche ont vocation à étudier les voies de signalisations 

moléculaires de ces récepteurs dans le cancer du sein, afin d’adresser des thérapies 

spécifiques, dites « thérapies ciblées » à chaque patiente. L’aboutissement de ces travaux de 

recherche a notamment permis d’identifier des mécanismes de « cross-régulation » entre ces 

2 récepteurs mais également avec d’autres récepteurs nucléaires. En effet, plusieurs études 

de cohortes de tumeurs, tels que le sein et la prostate ont révélé que la survie des patientes 

est, dans de nombreux cas dépendante de mécanismes de cross-régulation. 

En 2005, ERα36, un variant d’épissage d’ERα a été identifié. Au cours des années suivant 

l’identification de ce récepteur, de nombreuses études cliniques et moléculaires ont montré 

que son expression était corrélée à un potentiel métastatique élevé, ainsi qu’à des 

mécanismes de résistance à la chimiothérapie et à l’hormonothérapie. Ainsi, au cours de ma 

thèse, je me suis intéressé au rôle d’ERα36 dans la signalisation de la progestérone médiée 

par le récepteur PR. 

La première partie de ce manuscrit est consacrée à une synthèse bibliographique autour de 

quatre grands axes : 1) les généralités sur le cancer du sein, 2) les récepteurs aux œstrogènes, 

3) le récepteur ERα36 et 4) le récepteur à la progestérone. La seconde partie consiste en la 

description et à la discussion de mes travaux de thèse sous le format d’une publication. 
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CChapitre 1 : Généralités sur le cancer du sein 
 

I- Incidence 
Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme et représente au niveau 

mondial, la deuxième cause de mortalité par cancer après les cancers pulmonaires (Source : 

who.int/fr). Aux États-Unis, un tiers des cancers nouvellement diagnostiqués correspondent à 

des cas de cancers du sein, et affectent majoritairement des femmes âgées de 40 à 55 ans, 

mais aussi une faible minorité âgée de moins de 40 ans (DeSantis et al., 2011, 2014). En France, 

l’incidence du cancer du sein a fortement progressé, voire doublé entre 1980 et 2005. En 2011, 

53 000 cas ont été recensés, ce qui a représenté 33% de nouveaux cas et fait de ce fléau, un 

enjeu majeur de santé publique. En 2017, environ 60 000 nouveaux cas ont été diagnostiqués 

en France ce qui correspond à une proportion d’environ 0,1% de la population Française 

(Source : e-cancer.fr). Malgré le fait que cette maladie soit responsable de 12 000 décès cette 

même année, le taux de mortalité quant à lui a diminué en 15 ans (Figure 1), grâce notamment 

à un diagnostic plus précoce de la maladie mais aussi grâce aux progrès de la médecine. De 

manière rare, le cancer du sein peut aussi toucher les hommes. Environ 500 cas sont 

diagnostiqués chaque année ce qui représente 0,5% des cancers masculins et seraient dus soit 

à des origines génétiques, soit à un dysfonctionnement hormonal caractérisé par l’apparition 

anormale de seins chez l’homme (cas de la gynécomastie) (Source : frm.org). 

Le diagnostic précoce du cancer du sein constitue un moyen efficace afin de limiter la 

progression de la maladie et l’apparition de métastases. Ainsi, la mammographie apparaît 

comme la technique de référence pour le diagnostic du cancer du sein et est souvent associée 

à une échographie des seins et des ganglions. Dans certaines circonstances, une IRM 

mammaire est réalisée, mais aussi un examen anatomo-pathologique de tissus prélevés par 

micro- ou macro-biopsie au niveau de l’anomalie. Afin d’améliorer le diagnostic précoce de 

cette pathologie, le gouvernement Français a mis en place un programme de dépistage 

destiné aux femmes de 50 à 74 ans, qui sont invitées à se faire dépister tous les 2 ans. 
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Par ailleurs, la survie relative à 5 ans varie en fonction du stade du cancer au moment du 

diagnostic. Ainsi, pour les stades les plus précoces avec une tumeur localisée, la survie est 

généralement plus importante que dans les stades les plus tardifs avec dissémination 

ganglionnaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 1 : Incidence et mortalité due au cancer du sein en France de 1990 à 2015 
(Source : e-cancer.fr) 

 

 

II- Origines du cancer du sein 

A partir d’études épidémiologiques sur l’apparition de la pathologie, il a été suggéré que le 

cancer du sein a plusieurs origines. Ces origines sont soit génétiques avec transmission 

héréditaire de facteurs de risque, soit sporadiques et environnementales. 
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1) Facteurs génétiques 

Les mutations génétiques sont impliquées à la fois dans l’apparition héréditaire du cancer du 

sein mais aussi dans les cas sporadiques. L’un des facteurs de risque correspond aux mutations 

du gène TP53 qui sont présentes dans approximativement 40% des cancers du sein chez 

l’humain (Euhus and Robinson, 2013). Le gène PTEN, un régulateur du cycle cellulaire est 

quant à lui muté dans environ 10% des tumeurs mammaires. D’autres mutations affectant des 

gènes impliqués dans le processus de réparation de l’ADN tels que ATM sont aussi retrouvées 

mais en faible proportion (Bernstein et al., 2017; Choi et al., 2016; Rousset-Jablonski and 

Gompel, 2017). 

Chez les femmes âgées de moins de 40 ans, la transmission héréditaire de mutations constitue 

le risque principal d’apparition de la maladie. Parmi les mutations génétiques favorisant 

l’apparition du cancer du sein, les plus communes sont celles qui touchent les gènes BRCA1 et 

BRCA2 (BReast CAncer 1, 2) avec une prévalence de 2 à 3% aux Etats-Unis (Winters et al., 

2017). Ces gènes sont essentiels dans des mécanismes cellulaires tels que la régulation de la 

transcription et le maintien de l’intégrité du génome, tout en favorisant la réparation de l’ADN 

(Welcsh, 2001). L’incidence de leurs mutations est généralement ethno-dépendante (DeSantis 

et al., 2011). De plus, les tumeurs associées à la mutation de BRCA 1 et 2 sont de grade élevé 

et donc très agressives (Foulkes et al., 2003; Zhong et al., 2015). 

 

2) Facteurs hormonaux 

D’autres facteurs de risque tels que l’âge et le dérèglement hormonal entrent en jeu dans le 

développement du cancer du sein. Le risque d’apparition du cancer du sein chez la jeune 

femme est peu élevé. Environ 10% des cas de cancer du sein se manifestent chez les femmes 

âgées de moins de 35 ans et près de 20% avant 50 ans (Source : e-cancer.fr). Bien que 

l’incidence du cancer du sein augmente avec l’âge, le taux de progression de la maladie a 

tendance à baisser dans les phases les plus tardives de la ménopause. Le cancer du sein se 

développe le plus souvent autour de 60 ans. De plus, près de 50% des cancers du sein sont 

diagnostiqués entre 50 et 69 ans et environ 28% sont diagnostiqués après 69 ans. Cette 

observation met en exergue le caractère hormono-dépendant du cancer du sein.  
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Après la ménopause, la chute du taux d’œstrogène et de progestérone dans le sang aurait 

pour conséquence une baisse de l’action agoniste de ces hormones dans le cancer du sein. En 

effet, l’exposition aux œstrogènes favorise l’apparition du cancer du sein. Ces hormones 

stimulent la prolifération des cellules mammaires, et leur action agoniste favorise une 

élévation du risque d’altérations génétiques aléatoires. Il est à noter que plus la période 

d’activité génitale est longue (puberté précoce avant 12 ans et ménopause tardive après 55 

ans) avec une première grossesse tardive, plus la sécrétion des œstrogènes est accrue, 

augmentant ainsi le risque de cancer du sein (Colditz, 1998). 

 

3) Facteurs environnementaux 

a) Radiations ionisantes 

Les radiations ionisantes sont des rayonnements électromagnétiques capable de produire 

directement ou indirectement des ions, pouvant provoquer de sérieux dommages à l’ADN. Le 

tissu mammaire est particulièrement sensible aux radiations ionisantes, quantifiées en unité 

Gray (Gy). Ainsi, l’exposition du tissu mammaire à une dose de 1 Gy augmente de 3 fois le 

risque de développer un cancer du sein (Key et al., 2001). 

 

b) Risques liés à l’obésité 

Plusieurs études montrent la corrélation entre l’augmentation de l’indice de masse corporelle 

et une incidence plus élevée du cancer du sein. En effet, après la ménopause, les femmes 

obèses présentent un risque plus élevé de mortalité toutes causes confondues et par cancer 

du sein, par rapport aux femmes non obèses atteintes d'un cancer du sein (Key et al., 2001). 

Dans ce contexte, plusieurs facteurs hormonaux en sont la cause. L’on note entre autres, 

l’augmentation du niveau d'œstrogènes due à une activité d'aromatisation excessive du 

cholestérol, à partir du tissu adipeux, la surexpression de cytokines pro-inflammatoires, la 

résistance à l'insuline, le stress oxydatif excessif, qui contribuent tous au développement du 

cancer du sein chez les femmes obèses (Engin, 2017).  
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c) Activité physique et réduction du risque 

L’activité physique est connue dans le monde médical pour ses bienfaits sur le corps humain. 

En effet, plusieurs études ont montré qu’un mode de vie actif permet d'éviter de manière 

considérable le cancer du sein. L'activité physique peut réduire également le taux de récidive 

et augmenter le taux de survie des patientes atteintes du cancer du sein (de Boer et al., 2017). 

Une récente étude a notamment mis au point un programme d’activité sportive avec une 

application mobile permettant d’évaluer la progression du cancer du sein dans une cohorte 

de 60 patientes nouvellement diagnostiquées (Delrieu et al., 2018). 

 

d) Tabac et alcool 

Le tabac constitue un risque de développement de cancer du sein, bien que modeste. Le risque 

qui y est associé dépend de facteurs incluant la période pendant laquelle la femme a 

commencé à fumer (pré-puberté, puberté, ménopause…). Une étude a montré qu’il y avait 

des risques élevés de développer le cancer du sein chez des femmes qui ont longtemps fumé 

avant leur première grossesse (Catsburg et al., 2015). Par ailleurs, les femmes qui ont 

commencé à fumer dès l’adolescence ont un risque non négligeable de développer la maladie, 

dans le cas où elles seraient porteuses d’une mutation génétique héritée (Jones et al., 2017). 

La consommation d’alcool est associée à un risque de développer un cancer du sein, 

également liée à la période de consommation. En effet, la glande mammaire se développe au 

cours de la puberté et une consommation régulière dès la puberté, augmente le risque 

d’anomalies (Liu et al., 2015; Shield et al., 2016). 

 

4) Les cellules souches cancéreuses 

Des cellules cancéreuses ayant des propriétés de cellules souches seraient à l’origine de 

nombreux types de cancers. Les premières cellules souches cancéreuses (CSC) ont été mises 

en évidence dans les leucémies il y a une vingtaine d’années (Bonnet and Dick, 1997) mais ce 

n’est que quelques années plus tard que des CSC ont été isolées à partir de tumeurs solides.  
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Les CSC ont été identifiées et isolées dans une grande variété de néoplasies comme les 

tumeurs du système nerveux, les carcinomes de la prostate, du sein, et du côlon ainsi que les 

mélanomes, entre autres (Al-Hajj et al., 2003; Collins et al., 2005; Fang et al., 2005; Ricci-Vitiani 

et al., 2007; Singh et al., 2003). L’origine des cellules souches cancéreuses est due soit aux 

facteurs environnementaux décrits précédemment, soit à des mutations génétiques dans les 

cellules souches normales, ce qui entraîne la dérégulation de leurs voies d’auto-

renouvellement et de différenciation (Yu et al., 2012). Les cellules souches cancéreuses 

mammaires possèdent un phénotype qui est fondé sur l’expression de marqueurs de surface, 

et défini par l’expression de CD44 et l’absence (ou la faible expression) de CD24 (Carrasco et 

al., 2014; Mansoori et al., 2017). Par ailleurs, les CSC mammaires possèdent une forte activité 

aldéhyde déshydrogénase (Ginestier et al., 2007). En effet, l’aldéhyde déshydrogénase est une 

enzyme qui intervient dans le métabolisme de l’acide rétinoique et joue un rôle dans le 

contrôle de la différenciation cellulaire. Une étude a montré que son activation est corrélée à 

la formation de mammosphères dans la lignée cancéreuse mammaire MCF-7, associée à des 

capacités métastatiques (Wang et al., 2018). La présence de cellules souches cancéreuses 

serait par ailleurs responsable de l’hétérogénéité tumorale, observée dans les lignées 

cancéreuses mammaires. 

 

III- Anatomie de la glande mammaire 

Le sein est un organe innervé et richement vascularisé ayant pour fonction principale la 

lactation. Il contient les glandes lactogènes formées de lobules ; elles sont activées en période 

d'allaitement pour produire le lait maternel déversé par des canaux : les canaux 

galactophores, au niveau du mamelon (Figure 2).  
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Figure 2 : Anatomie de la glande mammaire (Source : biron.com) 

 

1) Le compartiment épithélial 

Le compartiment épithélial est constitué d'un réseau de lobules disposés en acini reliés entre 

eux par des canaux galactophores. Les lobules jouent un rôle principal dans la production de 

lait pendant l'allaitement, tandis que les canaux transportent le lait jusqu'au mamelon. Les 

lobules et les canaux sont constitués de deux types de cellules distincts, les cellules luminales 

et les cellules myoépithéliales (Figure 3).  
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Les cellules luminales, comme leur nom l'indique, bordent la lumière des canaux et des 

lobules. Les cellules myoépithéliales entourent les cellules luminales et sont en contact direct 

avec la membrane basale et le stroma environnant (Hennighausen and Robinson, 2005). Outre 

ces cellules, d'autres types de cellules ont été décrites, tels que les cellules souches et les 

cellules progénitrices. Ces cellules sont principalement situées en position basale ou supra-

basale. Le contrôle du devenir de ces cellules bipotentes vers une lignée luminale ou 

myoépithéliale dépend du microenvironnement et de facteurs de transcription tels que GATA-

3 (Asselin-Labat et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Coupe transversale d’un canal de la glande mammaire. Les différentes cellules 

épithéliales sont entourées de stroma. L’on distingue trois types de cellules : les cellules luminales en 

contact avec la lumière, les cellules myoépithéliales en contact avec la membrane basale (MB) et les 

cellules progénitrices en position basale ou supra-basales (Charafe-Jauffret et al., 2007). 
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2) Le compartiment mésenchymateux 

Le stroma est composé de nombreux types cellulaires tels que les adipocytes, les fibroblastes, 

les cellules nerveuses, ainsi que les vaisseaux sanguins et un réseau lymphatique adjacent aux 

ganglions axillaires (Hennighausen and Robinson, 2005). Les vaisseaux lymphatiques 

communiquent avec les ganglions lymphatiques où sont acheminés les débris cellulaires. Ce 

mécanisme de fonctionnement joue un rôle important dans la progression du cancer du sein 

où les cellules tumorales peuvent envahir le système lymphatique et proliférer dans les 

ganglions, ce qui représente la première étape de la métastase. En effet, la présence de 

cellules tumorales à la frontière entre l’épithélium mammaire et les ganglions lymphatiques, 

représente un facteur pronostique clé du cancer du sein (Weigelt et al., 2005). 

 

IV- Pathologie du cancer du sein 

Les tumeurs mammaires représentent une grande variété de cancers ayant des 

caractéristiques biologiques et morphologiques distinctes, avec différents types de 

progression et de réponse aux traitements (Rakha and Ellis, 2011). La découverte du cancer 

du sein découle de symptômes cliniques tels que la douleur et une masse détectable. Vient 

ensuite une série d’examens (mammographie, biopsie) qui permettent d’établir le diagnostic. 

L'examen histologique permet l'identification d'un cancer du sein infiltrant, et un traitement 

clinique est proposé en fonction de divers facteurs pronostiques et prédictifs. Il permet aux 

médecins d’orienter le traitement vers la chimiothérapie, la radiothérapie ou 

l’hormonothérapie. Au moment du diagnostic, ces facteurs pronostiques sont liés au grade 

histologique de la tumeur, à ses caractéristiques moléculaires et anatomopathologiques. Ainsi 

tous ces facteurs sont pris en compte afin de proposer la meilleure alternative thérapeutique 

aux malades. 
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1) Critères histologiques 

Les cancers les plus fréquents se développent à partir des cellules épithéliales de la glande 

mammaire et sont appelés adénocarcinomes. Histologiquement, il peut s'agir 

d'adénocarcinomes in situ (la membrane basale est intacte), généralement associés à un bon 

pronostic, ou d'adénocarcinomes infiltrants, d'évolution moins favorable (Figure 4). Les 

adénocarcinomes infiltrants se produisent lorsque les cellules tumorales ont franchi la 

membrane basale pour envahir le compartiment mésenchymateux, ce qui permet d'infiltrer 

les vaisseaux sanguins et les canaux lymphatiques environnants. Les adénocarcinomes 

représentent environ 95% de tous les cancers du sein et peuvent provenir soit des conduits 

mammaires, appelés ainsi adénocarcinomes canalaires (les plus fréquents, environ 85% des 

adénocarcinomes), soit des lobules mammaires, ce qui en fait des adénocarcinomes lobulaires 

(15% des adénocarcinomes) (Source : ligue-cancer.net). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Schématisation du cancer canalaire in situ et du cancer canalaire infiltrant 

(Source : e-cancer.fr) 
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2) Critères anatomopathologiques 

a) Le stade TNM 

Au moment du diagnostic et après l’identification de la nature histologique de la tumeur, le 

stade TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) est identifié et permet d’évaluer l’étendue clinique de 

la maladie. Il est basé sur la taille de la tumeur (T), l’atteinte des ganglions lymphatiques et la 

présence éventuelle de métastases à distance du sein. Ces critères ont été établis par l’UICC 

(Union Internationale Contre le Cancer) et par l’AJCC (American Joint Committee on Cancer) 

(Tableau 1) et permettent de classer les tumeurs en 5 stades, de 0 à 4 (Tableau 2). 
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Tableau 1 : Méthodes d’établissement de la classification TNM (Tumor, Nodes, Metastasis).  

Le critère T symbolise la tumeur initiale et est notée de T0 à T4 pour les tumeurs les plus étendues. Le 

critère N, de N0 à N3 évalue la dissémination ganglionnaire. Le critère M est noté de M0 en absence 

de métastase, à M1 en présence de métastases (Source : American Joint Committee on Cancer 7ème 

édition). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2 : Etablissement des stades tumoraux à partir des critères d’évaluation TNM. La 

combinaison des notes obtenues pour chaque critère T, N et M permet de situer la tumeur selon les 

stades 0, I, II, III et IV (Source : American Joint Committee on Cancer 7ème édition) 
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b) Le grade histopronostique de Scarff, Bloom et Richardson (SBR) 

Cette classification permet d’évaluer le « degré » d’agressivité des tumeurs. En effet, en 

devenant cancéreuse, la cellule perd progressivement sa fonction biologique d’origine et se 

met à se développer plus rapidement que les cellules normales. De plus, les cellules 

cancéreuses se distinguent des cellules normales selon 3 critères : l’architecture cellulaire, la 

forme du noyau, et l’activité mitotique.  Par conséquent, le grade d'un cancer correspond à la 

somme des notes obtenues pour chacun des trois critères. L’on obtient ainsi un score global 

classé de I à III qui correspond au grade histopronostique SBR. Lorsque l'on obtient les scores 

3, 4 et 5, il s’agit de grade I ; pour des scores de 6 et 7, grade II et pour des scores de 8 et 9, on 

parle de grade III (Tableau 3). De manière générale : 

 Le grade I correspond aux tumeurs les moins agressives ; 

 Le grade III correspond aux tumeurs les plus agressives ; 

 Le grade II est un grade intermédiaire entre les grades 1 et 3. 

 

 

Tableau 3 : Critères morphologiques pris en compte dans l’établissement du grade 

SBR (Source : e-cancer.fr) 
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3) Critères moléculaires 

Outre les nombreuses caractéristiques pathologiques énumérées ci-dessus, plusieurs 

marqueurs moléculaires, fréquemment associés au développement du cancer du sein ont été 

étudiés dans le but d’optimiser le traitement des patientes. Ces biomarqueurs associés à des 

voies de signalisations cellulaires, possèdent une valeur pronostique et/ou prédictive du 

développement de la tumeur. Ainsi, ces marqueurs représentent une base importante pour la 

décision thérapeutique et déterminent la sensibilité ou la résistance de la tumeur au 

traitement. Par conséquent, les cliniciens analysent les tumeurs à la recherche de marqueurs 

moléculaires bien décrits tels que le récepteur aux œstrogènes (ERα), le récepteur à la 

progestérone (PR), le récepteur HER2 et, plus récemment, le marqueur de prolifération Ki67. 

La présence ou l'absence de ces marqueurs déterminera la stratégie thérapeutique à adopter. 

 

a) Les récepteurs aux œstrogènes (ER) 

ER englobe à la fois les récepteurs ERα et ERβ qui sont décrits en détail dans le chapitre 2. ERα 

est le biomarqueur le plus important et le plus répandu dans la classification du cancer du 

sein. Il a été identifié pour la première fois dans les années 1960 (Jensen, 1962, 1966; Toft and 

Gorski, 1966) et utilisé depuis le milieu des années 1970 dans la caractérisation clinique du 

cancer du sein, notamment comme indicateur principal de la réponse endocrinienne. ERα joue 

un rôle crucial dans la carcinogenèse mammaire, et son inhibition est le pilier de la thérapie 

endocrinienne du cancer du sein. Le statut ERα a été démontré comme étant le principal 

déterminant des portraits moléculaires du cancer du sein par de nombreuses études de profil 

d'expression génique (Dai et al., 2014; Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2001a). En effet, les 

tumeurs ERα-positives représentent jusqu'à 75% de toutes les patientes atteintes du cancer 

du sein (Anderson et al., 2002). De plus, Les tumeurs ERα-positives sont le plus souvent bien 

différenciées, moins agressives et associées à de meilleurs résultats après chirurgie (Dunnwald 

et al., 2007) que les tumeurs ERα-négatives (Putti et al., 2005). 
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b) Le récepteur à la progestérone (PR) 

L’expression de PR est retrouvée dans 65 à 75% des cancers du sein (Ravdin et al., 1992; 

Stendahl et al., 2006) et PR constitue un biomarqueur pronostic du développement tumoral. 

En effet, l’expression de ce récepteur est considérée comme un marqueur de fonctionnalité 

d’ERα, car PR est un gène cible d’ERα (PR est décrit dans le chapitre 4). Cependant, les tumeurs 

ERα-positives n’expriment pas toutes PR, étant donné que 40% des tumeurs ERα-positives 

sont PR-négatives (Rakha et al., 2007). De manière intéressante, PR possède 2 isoformes : PR-

A et PR-B et le ratio de ces 2 isoformes conditionnerait la réponse aux thérapies 

endocriniennes pour un sous-groupe de patientes ER+/PR+ (Hopp et al., 2004). 

 

c) Le récepteur HER2 

La croissance, la différenciation, et le fonctionnement des cellules mammaires normales et 

cancéreuses sont en partie régulées par une famille de récepteurs aux facteurs de croissance 

épidermique humain (HER-1, 2, 3 et 4), qui sont des récepteurs membranaires ayant une 

activité tyrosine kinase. En effet, l’expression de HER2 dans le cancer du sein est cliniquement 

reconnue depuis 1987 (Slamon et al., 1987) et HER2 représente un biomarqueur pronostic du 

cancer du sein. De nombreuses études ont révélé que l'amplification du gène ErbB2 ou la 

surexpression de la protéine HER2 sont associées à un mauvais pronostic (Bartlett et al., 2003; 

Chia et al., 2008; Wunderle et al., 2019). La surexpression de HER2 survient dans 13 à 20% des 

cancers du sein invasifs, dont plus de la moitié (environ 55%) sont négatifs pour les récepteurs 

ERα et PR (Quénel et al., 1995; Slamon et al., 1987). Par ailleurs, l’expression de HER2 est un 

marqueur prédictif de l’efficacité clinique des anthracyclines, utilisées en chimiothérapie 

(Thor et al., 1998; Wood et al., 1994). 

 

d) Ki67 

Ki67 est une protéine majoritairement nucléaire, exprimée dans les cellules en prolifération, 

absente dans les cellules quiescentes. C’est un marqueur de prolifération qui a été identifié 

pour la première fois en 1983 (Gerdes et al., 1983).  
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Cette protéine est exprimée au cours du cycle cellulaire, avec une expression plus élevée 

pendant la phase mitotique (Lopez et al., 1991), permettant de maintenir les chromosomes 

séparés au cours de la télophase (Cuylen et al., 2016). Une faible expression de Ki67 dans la 

tumeur primaire est associée à un plus grand bénéfice clinique apporté par un traitement 

endocrinien (Delpech et al., 2012; Reyal et al., 2013). Du fait de sa fonction proliférative, Ki67 

est un marqueur prédictif de l’efficacité de la chimiothérapie adjuvante et néo-adjuvante dans 

le cancer du sein (Reyal et al., 2013). 

 

4) Classification selon l’expression des marqueurs moléculaires 

Les cancers mammaires sont généralement classés en trois principaux groupes, selon 

l’expression des marqueurs moléculaires : ERα, PR et HER2 (Tableau 4). Ainsi, l’on distingue 

les cancers de type luminal (ER et/ou PR positifs), les cancers HER2 positifs (HER2-enriched) et 

les cancers triple-négatifs (TNBC : Triple Negative Breast Cancer ou « basal-like ») qui sont 

caractérisés par l’absence de ces trois marqueurs (Dai et al., 2016; Kumar and Aggarwal, 2016). 

- Le cancer du sein de type « luminal A » est le plus commun et 

représente environ 50 à 60% de la totalité des tumeurs mammaires. Il 

est caractérisé par l'expression d’ERα ainsi que de gènes cibles, 

classiquement retrouvés dans l'épithélium luminal bordant les canaux 

mammaires. Les cellules tumorales de ce sous-type possèdent un 

phénotype ERα (+) /PR (+) et expriment la cytokératine CK8/18. Il est à 

noter que le statut ERα positif est attribué aux tumeurs dont les cellules 

présentent une expression nucléaire du récepteur ERα. Ce sous-type 

tumoral est associé à un meilleur pronostic avec un taux de survie plus 

important que les autres sous-types. Le sous-type luminal A possède 

des similarités moléculaires avec le « luminal B » qui peut être soit ERα 

(+)/ PR(+)/ HER2(+) soit ERα (+)/ PR(+)/ HER2(-) avec une forte 

expression du marqueur Ki67 (Dai et al., 2016; Eroles et al., 2012). 
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 Les tumeurs appartenant au groupe « luminal B » constituent 10 à 20% 

de tous les cancers du sein et sont associées à un mauvais pronostic, 

avec un caractère plus agressif et un grade plus élevé que le sous-type 

luminal A. 

- Le sous-type « HER2 positif » doit son nom à l’amplification du gène 

ErbB2 (HER2), responsable de divisions accrues des cellules 

mammaires. Il constitue 15 à 20% des cancers du sein. Les tumeurs 

HER2 positives sont généralement négatives pour l’expression d’ERα et 

de PR (Pourteimoor et al., 2016) et sont fréquemment associées à un 

mauvais pronostic et au développement de métastases. 

- Le sous-type « triple négatif » ou « basal-like » est de phénotype ERα-

/ PR-/ HER2- et représente 10 à 20% des carcinomes mammaires. Ces 

tumeurs sont généralement de haut grade, selon la classification 

anatomopathologique et sont les plus agressives avec le plus faible taux 

de survie. Les cancers triple négatifs ont un taux de prolifération très 

élevé et expriment des gènes codant pour des protéines qui régulent 

positivement le cycle cellulaire telles que les cyclines et CKDs. Par 

ailleurs, le gène suppresseur de tumeur : TP53 est fréquemment muté 

dans ce sous-type.  
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Tableau 4 : Classification des tumeurs mammaires selon l’expression des marqueurs 

moléculaires (Lattouf, 2017) 

 

5) Les traitements du cancer du sein 

Il existe trois types de traitements qui sont utilisés pour traiter les cancers du sein : la chirurgie, 

la radiothérapie, les traitements médicamenteux (chimiothérapie, thérapies ciblées, 

hormonothérapie, immunothérapie). Ces traitements peuvent être utilisés seuls ou associés 

les uns aux autres. Les rôles de ces traitements sont divers. Selon les cas, ils permettent de 

supprimer la tumeur ou les métastases, de réduire le risque de récidive, de réduire le 

développement de la tumeur ou des métastases, de traiter les symptômes engendrés par la 

maladie. Le choix du traitement dépend du type histologique, du stade/grade de la tumeur et 

des critères moléculaires préalablement énumérés. 

 

a) La chirurgie 

La chirurgie a pour objectif d’enlever la tumeur (chirurgie conservatrice, mastectomie 

partielle) ou le sein (mastectomie totale). Elle peut être le seul traitement réalisé ou être suivie 

d’une chimiothérapie et/ou d’une radiothérapie et/ou d’une hormonothérapie. Ces 

traitements complémentaires de la chirurgie sont dits adjuvants. 

L’intervention est parfois précédée d’une chimiothérapie ou d’une hormonothérapie en vue 

de réduire la taille de la tumeur et de faciliter l’intervention. Ces traitements réalisés avant 

l’intervention sont dits néo-adjuvants. 

 

b) La radiothérapie 

La radiothérapie utilise des rayonnements ionisants afin de détruire les cellules cancéreuses. 

Elle consiste à diriger de manière précise ces rayonnements (appelés aussi rayons ou 

radiations) sur la zone à traiter, tout en préservant le mieux possible les tissus sains et les 

organes avoisinants, dits organes à risque. 
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 Ainsi l’on distingue : la radiothérapie externe, qui utilise une source externe de rayonnements 

dirigés, à travers la peau, vers la zone à traiter (modalité la plus fréquente pour la 

radiothérapie des cancers du sein) ou encore la curiethérapie, qui utilise une source 

radioactive placée à l’intérieur du corps, directement au contact de la zone à traiter. Dans le 

cas du cancer du sein, elle est peu fréquemment utilisée. 

 

c) La chimiothérapie 

Administrée le plus souvent par voie intraveineuse, la chimiothérapie permet de détruire les 

cellules cancéreuses en prolifération. De nombreux médicaments peuvent être utilisés pour 

traiter le cancer du sein : le méthotrexate, le fluoro-uracile, les anthracyclines, les agents 

alkylants tels que le cyclophosphamide, les médicaments de la famille des taxanes (paclitaxel, 

docétaxel). Etant donné que ces médicaments ciblent aussi bien les cellules cancéreuses que 

les cellules normales, l’utilisation de la chimiothérapie est souvent associée à des effets 

secondaires. 

 

d) L’hormonothérapie 

Certaines tumeurs du sein ont pour caractéristique d'être hormonosensibles, ce qui signifie 

que les hormones féminines (œstrogènes, progestérone), naturellement produites par 

l'organisme, stimulent leur croissance. Il s’agit généralement des tumeurs du sous-type 

luminal. L'hormonothérapie est un traitement qui consiste à empêcher l'action stimulante des 

hormones féminines sur les cellules cancéreuses. 

L’on distingue deux types d'hormonothérapie : 

- Les traitements médicamenteux, qui agissent par voie générale, c'est-

à-dire dans l'ensemble du corps, sur toutes les cellules sensibles aux 

hormones. On parle de traitement systémique. 
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- Les traitements non médicamenteux, qui consistent à stopper la 

production d'œstrogènes par les ovaires en les retirant par une 

intervention chirurgicale (ovariectomie) ou en les irradiant 

(radiothérapie). 

Les médicaments qui sont généralement utilisés dans le cadre de l’hormonothérapie sont : les 

anti-œstrogènes tels que le tamoxifène et le fulvestrant qui bloquent l’activité agoniste des 

œstrogènes via leurs récepteurs, et les anti-aromatases qui bloquent la biosynthèse des 

œstrogènes. En France, les anti-aromatases les plus utilisés sont le létrozole, l’anastrozole et 

l’exémestane. 

 

e) Les anticorps monoclonaux humanisés 

La plupart des anticorps monoclonaux humanisés ont pour objectif de cibler la protéine HER2, 

située à la surface des cellules mammaires, et dont la surexpression est corrélée à un mauvais 

grade tumoral. L’un des anticorps les plus commercialisés est le trastuzumab (ou herceptine) 

qui cible le domaine extracellulaire de HER2 (Carter et al., 1992). Il existe d’autres anticorps 

monoclonaux qui ciblent HER2 : le bévacizumab, le pertuzumab. 

 

f) Les ADCs (Antibody Drug Conjugated) 

Les ADCs sont des anticorps couplés soit à une drogue cytotoxique, généralement utilisée en 

chimiothérapie, soit à un agent radioactif ou une toxine. Le principe de cette classe d’agent 

thérapeutique est d’utiliser la spécificité d’un anticorps pour cibler la cellule tumorale et 

libérer à l’intérieur de celle-ci, le composé hautement toxique qui lui est couplé (Figure 5). 

L’intérêt de cette technologie est de contrôler la spécificité des agents cytotoxiques tumoraux 

tout en évitant des effets secondaires. 
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Figure 5 : Mécanisme d’action des ADCs. L’anticorps couplé à une drogue va reconnaître un antigène 

tumoral à la surface de la cellule et, après fixation, va être internalisé dans la cellule. La drogue 

couplée à l’anticorps va être libérée dans le milieu intracellulaire par endocytose. Certains composés 

peuvent agir sur les cellules voisines après transport ou diffusion à travers la membrane plasmique 

(Haeuw et al., 2009)  
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CChapitre 2 : les récepteurs aux œstrogènes 
 

Les récepteurs aux œstrogènes (ER : Estrogen Receptors) appartiennent à la superfamille des 

récepteurs nucléaires et plus précisément à la sous-classe des récepteurs stéroïdiens. L’action 

des récepteurs aux œstrogènes s’effectue après la fixation de leurs ligands qui sont les 

œstrogènes. Ce chapitre aura pour objet de donner une vue globale sur le fonctionnement de 

ces récepteurs, de la biosynthèse des œstrogènes ainsi que leur physiologie, jusqu’aux voies 

de signalisations régulées par cette hormone. 

 

I- Les œstrogènes 

Les œstrogènes sont des hormones présentes majoritairement chez la femme non 

ménopausée et aussi chez l’homme, bien qu’en faible quantité par rapport à la femme. Ces 

hormones ont des actions biologiques diverses telles que le développement des caractères 

sexuels secondaires, ainsi que le contrôle du cycle menstruel. 

 

1) Biosynthèse et métabolisme des œstrogènes 

Les œstrogènes sont des hormones sexuelles stéroïdiennes dérivées du cholestérol et 

composées d’un squelette polycyclique de 4 cycles (A, B, C, D). Les 3 principaux œstrogènes 

sont :  

- L’œstrone (E1) produit pendant la ménopause par l’aromatisation des androgènes. 

- Le 17β-œstradiol (E2) qui est la forme majoritaire sécrétée par l’ovaire chez la femme 

non gestante et qui est obtenue après aromatisation de la testostérone. 

- L’œstriol (E3) qui est produit principalement pendant la grossesse par le placenta. 

De manière générale chez la femme, les œstrogènes sont des composés lipophiles synthétisés 

dans les ovaires et en moindre quantité dans le cortex surrénalien. Le mécanisme de 

production des œstrogènes débute lorsque le cholestérol se lie aux récepteurs des 

lipoprotéines. Il est ensuite absorbé par les cellules stéroïdogènes puis stocké et déplacé vers 

les sites de synthèse des stéroïdes. 
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 En effet, la première étape de la synthèse des œstrogènes est le clivage de la chaîne latérale 

du cholestérol (Figure 6), puis la formation de progestérone qui conduit à la formation des 

androgènes (la testostérone et l’androsténedione). Les androgènes, précurseurs des 

œstrogènes sont synthétisés dans les cellules thécales des ovaires (ou cellules de la thèque 

interne), et diffusent dans les cellules de la granulosa afin d’être convertis en œstrogènes. 

L’aromatisation est l’étape finale de synthèse des œstrogènes catalysée par un complexe 

enzymatique composé notamment du cytochrome P450. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Biosynthèse des œstrogènes. La synthèse des œstrogènes débute dans les gonades 

(ovaires et testicules), à partir du cholestérol qui va subir plusieurs transformations par des enzymes 

Adapté de (Fontaine, 2014). 

 

 

Au cours de la ménopause, les fonctions ovariennes sont en arrêt ce qui a pour conséquence 

l’arrêt de production d’œstrogènes par les ovaires. Par conséquent les œstrogènes sont 

synthétisés à partir de sources périphériques diverses telles que le tissu adipeux, les glandes 

surrénales, la glande mammaire, les os, les muscles lisses et le foie. 
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Chez l’homme, les œstrogènes sont formés dans le testicule et dans les glandes 

corticosurrénales. Dans le testicule, la voie de biosynthèse des œstrogènes est initiée dans les 

cellules de Leydig et les androgènes sont aromatisés en œstrogènes dans les cellules de 

Sertoli. Après leur synthèse, les œstrogènes sont sécrétés dans la circulation sanguine. 

Seulement 2% de l’œstradiol circulant est sous forme libre, le reste étant lié à des protéines 

de transport telles que l’albumine et la globuline.  

 

2) Le cycle hormonal 

 

Chez la femme non ménopausée, l’ovaire a une double fonction : exocrine et endocrine. La 

première assure la maturation du gamète femelle, l’ovocyte. La deuxième permet une 

concentration hormonale au niveau de l’appareil reproducteur nécessaire à la fécondation de 

l’ovocyte et à l’implantation de l’œuf fécondé. La synthèse d’œstrogènes par les ovaires est 

stimulée par des hormones antéhypophysaires, la FSH (Follicule Stimuling Hormone) et la LH 

(Luteinizing Hormone), elles-mêmes régulées par la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) 

qui est produite par l’hypothalamus. L’activité ovarienne au cours du cycle peut être divisée 

en 2 grandes phases : la phase folliculaire (12 à 16 jours) et la phase lutéale (10 à 16 jours). Au 

cours de la phase folliculaire, l’hypophyse sécrète la LH et la FSH qui sont acheminées par le 

sang jusqu’aux ovaires, entraînant la maturation de plusieurs follicules ovariens (Figure 7). Les 

follicules ovariens sécrètent des œstrogènes, responsables d’un épaississement de la 

muqueuse interne de l’utérus (endomètre), afin de préparer l’utérus à recevoir l’œuf fécondé. 

Lors de la première partie de la phase folliculaire, les faibles concentrations d’œstradiol 

exercent un rétrocontrôle négatif sur la sécrétion des hormones hypothalamiques (GnRH) et 

hypophysaires (LH et FSH). Tout au long de la phase folliculaire, la concentration d’œstradiol 

est progressivement augmentée jusqu’à atteindre un seuil qui va déclencher un rétrocontrôle 

positif sur l’axe hypothalamo-hypophysaire. La concentration en LH va atteindre un pic 

conduisant à l’éclatement du follicule et à l’ovulation. Le follicule mature qui s’est rompu pour 

libérer un ovule, dégénère et se transforme en corps jaune, qui, sous l’influence de la LH 

sécrète de la progestérone et en plus faible quantité de l’œstradiol.  
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La progestérone et l’œstradiol ainsi sécrétés, réduisent à leur tour la sécrétion de LH par 

rétrocontrôle négatif. Si l’ovocyte n’est pas fécondé, le corps jaune régresse en 9 à 11 jours 

après l’ovulation. Le déclin des taux d’œstradiol et de progestérone entraîne alors la 

desquamation de l’endomètre éliminé par le flux menstruel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Organisation du cycle menstruel. Les hormones FSH et LH sont produites par le 

complexe hypothalamo-hypophysaire et vont être véhiculées via la circulation sanguine. Au cours du 

cycle, les variations de ces hormones vont influencer la sécrétion des hormones ovariennes 

(œstrogènes et progestérone) afin de réguler la maturation de l’ovocyte et l’ovulation, mais aussi la 

menstruation, lorsque l’ovocyte n’est pas fécondé (Source : cngof.fr). 
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3) Physiologie des œstrogènes 

 

En plus de leur rôle endocrine sur les fonctions ovariennes, les œstrogènes agissent sur de 

nombreux tissus périphériques (Figure 8) et occupent donc un rôle essentiel dans le maintien 

de l’homéostasie. Les œstrogènes sont essentiels pour les fonctions reproductrices, telles que 

la différenciation, le développement, le maintien du système reproducteur chez la femme 

ainsi que la féminisation (Carpenter and Korach, 2006). Dans les tissus mammaires, les 

œstrogènes stimulent la croissance et la différenciation de l’épithélium ductal mais aussi le 

développement du cancer du sein et de l’endomètre (Gruber et al., 2002). 

 Par ailleurs, les œstrogènes jouent un rôle important dans le métabolisme des lipides et des 

glucides, l’homéostasie squelettique, l’équilibre électrolytique, la physiologie de la peau, le 

système cardiovasculaire, le foie ainsi que le système nerveux central. En effet, de 

nombreuses études ont montré une corrélation entre le déficit en œstrogènes et l’apparition 

de diverses pathologies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Effets des œstrogènes sur les tissus périphériques. Adapté de (Gruber et al., 2002) 
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Chez la femme, un déficit en œstrogènes entraîne l’apparition d’une série d’anomalies cardio-

métaboliques. Ces anomalies ont pour conséquence le déclenchement de maladies 

cardiovasculaires, de fortes prises de poids et un déficit de l’activité de l’insuline (Hamilton et 

al., 2016). Dans le cerveau, les œstrogènes sont connus pour réguler la croissance ainsi que la 

différenciation des axones et dendrites (Lee et al., 2012). Un déficit important en œstrogènes 

est associé à une plus grande susceptibilité chez la femme à développer la maladie 

d’Alzheimer (Yue et al., 2005). Après la ménopause, une perte des fonctions ovariennes est 

associée à un risque significatif du développement de l’ostéoporose qui se traduit par une 

perte osseuse et une susceptibilité plus importante aux fractures (Stevenson, 2011). Par 

ailleurs, en 2019, une étude chez des rats a montré le rôle protecteur des œstrogènes contre 

le stress oxydatif caractérisé par l’induction, œstrogène-dépendante, de gènes antioxydants  

(Díaz et al., 2019). 

 

II- Les récepteurs aux œstrogènes 

Les œstrogènes exercent leurs effets biologiques dans la cellule en se liant à leurs récepteurs. 

L’existence des récepteurs aux œstrogènes a été démontrée pour la première fois par Elwood 

Jensen (Jensen, 1962). Le premier récepteur identifié, nommé ERα, a été cloné en 1986. 

Quelques années plus tard, l’existence d’un autre récepteur : ERβ a été mise en évidence. ERβ 

a été cloné à partir d’une banque d’ADNc de prostate et d’ovaire de rat (Kuiper et al., 1996). 

ERα et ERβ sont des facteurs de transcription membres de la superfamille des récepteurs 

nucléaires. Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons principalement sur ERα, ses voies de 

signalisations ainsi que l’activité biologique d’un de ses variants d’épissage : ERα36. 

 

1) Structure 

a) Structure génique 

ERα et ERβ sont respectivement codés par des gènes nommés ESR1 et ESR2. Ces 2 gènes, bien 

que provenant de différents loci chromosomiques, partagent une forte homologie structurale. 

Chez l’Homme, le gène ESR1 qui code pour ERα est localisé sur le locus chromosomique 6q25.1 

(Menasce et al., 1993).  
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ESR1 possède plus de 140 kilobases et comporte 8 exons qui codent pour une protéine de 595 

acides aminés (Figure 9A). En 2005, un neuvième exon a été découvert en aval de l’exon 8 

(Wang et al., 2005). A l’exception de la région 5’ non traduite et de l’exon 9, la séquence du 

gène ESR1 est fortement conservée entre les espèces. 

ERβ quant à lui est codé par le gène ESR2 (Figure 9B) qui est localisé sur le locus 

chromosomique 14q23.2 chez l’Homme. Ce gène code pour une protéine de 530 acides 

aminés (Enmark et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Organisation génique des récepteurs aux œstrogènes. A : Structure d’ESR1, le gène 

qui code pour ERα avec sa composition en introns et exons (Ex), les sites d’initiation et de terminaison 

de la traduction ; et en dessous, la structure protéique correspondante. Adapté de (Ponglikitmongkol 

et al., 1988). B : Structure d’ESR2, le gène qui code pour ERβ. Adapté de (Zhao et al., 2008). 
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b) Structure protéique 

La superfamille des récepteurs nucléaires est composée de récepteurs présentant de grandes 

homologies structurales et fonctionnelles. La plupart de ces récepteurs sont des facteurs de 

transcription, qui, une fois liés à leur ligand, vont se fixer au niveau de l’ADN. 

ERα et ERβ sont organisés en 5 domaines fonctionnels, désignés de A à F (Figure 10), depuis 

l’extrémité N-terminale jusqu’à l’extrémité C-terminale (Kumar et al., 1987). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Organisation protéique d’ERα. les domaines numérotés de A à F correspondent à des 

domaines fonctionnels. 

 

- Le domaine A/B comprend le domaine de transactivation de la transcription 

indépendante du ligand. Ce domaine est nommé AF-1 (Activation Function 1). 

 

- Le domaine C comprend le domaine de liaison à l’ADN (DBD : DNA Binding Domain) 

qui va se fixer sur des éléments de réponse sur la chromatine appelés ERE (Estrogen 

Responsive Elements). Les ERE sont des séquences d’ADN situées au niveau du 

promoteur des gènes cibles. Le domaine C comporte 2 motifs en doigts de zinc dans 

lesquels quatre cystéines coordonnent de façon tétraédrique un atome de zinc (Figure 

11). Un motif, appelé P-box est situé à la base du premier doigt de zinc et permet la 

reconnaissance des ERE.  

 

AF-1 
DBD 

Hinge 

LBD AF-2 
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Un autre motif appelé D-box est situé à la base du deuxième doigt de zinc et est 

impliqué dans le processus de dimérisation du récepteur (Ponglikitmongkol et al., 

1988). 

 
- Le domaine D, aussi appelé domaine Hinge assure la flexibilité du récepteur au niveau 

de l’ADN. Il contient également un signal de localisation nucléaire. 

 
- Le domaine E qui est le plus vaste contient le domaine de liaison au ligand (LBD : Ligand 

Binding Domain) assurant la fixation du ligand. Le domaine E contient également une 

fonction de transactivation de la transcription (AF-2) qui est ligand-dépendante. 

 
- Le domaine F, situé à l’extrémité C-terminale du récepteur est encore très peu connu. 

Cependant il pourrait moduler l’activité transcriptionnelle d’ERα et les interactions 

protéines-protéines, notamment avec SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1) (Koide et 

al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Structure du domaine de liaison à l’ADN d’ER. Adapté de (Ponglikitmongkol et al., 

1988) 

 

ERα et ERβ partagent 98% d’homologie dans leur DBD (Pace et al., 1997) alors qu’ils diffèrent 

largement au niveau de leurs domaines d’activation de la transcription (moins de 15% 

d’homologie dans leur domaine N-terminal). En effet, la partie N-terminale d’ERβ est plus 

courte d’environ 40 acides aminés par rapport à ERα. Son activité transcriptionnelle AF-1 est 

ainsi réduite de manière considérable.  
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Par conséquent, ERα et ERβ recrutent de manière différente des protéines co-activatrices, 

modifiant ainsi leurs effets transcriptionnels spécifiques (Hall and McDonnell, 1999). ERα et 

ERβ partagent une homologie de 59% dans leur LBD (Jia et al., 2015), ce qui influence leur 

affinité pour leurs ligands. Par ailleurs, ERα est associé à la prolifération cellulaire alors que 

ERβ aurait un rôle antiprolifératif (Krege et al., 1998). 

 

2) Les isoformes des récepteurs aux œstrogènes 

Outre les formes canoniques des récepteurs aux œstrogènes (ERα et ERβ), il existe d’autres 

récepteurs dérivés de ces formes et provenant d’épissage alternatif. ERα, connu aussi sous le 

nom de ERα66 possède une séquence peptidique de 66 kDa. Les variants décrits à ce jour sont 

ERα46, ERα36 (Figure 12A) et plus récemment ERα30. 

- L’isoforme ERα46 (46 kDa) est transcrite à partir d’un promoteur alternatif qui se 

trouve dans l’exon 2 du gène ESR1. Une récente étude a montré que l’expression 

d’ERα46 est due à l’action de l’oncoprotéine HMGA1a (High Mobility Group A protein 

1a). En effet, HMGA1a régule l’épissage alternatif d’ESR1 dans la lignée MCF-7 et 

augmente l’expression de l’ARNm précurseur d’ERα46 (Ohe et al., 2018). 

Structurellement, ERα46 est dépourvu du domaine de transactivation de la 

transcription (AF-1), contenu dans l’isoforme ERα. ERα46 a été identifié à partir de 

cellules issues d’un adénocarcinome mammaire en 1996 (Trivedi et al., 1996). De plus, 

il a été démontré que ce variant réprime l’activité d’ERα (Flouriot et al., 2000) via le 

recrutement de corépresseurs (Penot et al., 2005). Le rôle d’ERα46 a aussi été étudié 

dans les mécanismes de résistance au tamoxifène, traitement classique des tumeurs 

exprimant ERα. En effet, une étude a montré que la réexpression d’ERα46 dans des 

lignées cancéreuses mammaires résistantes au tamoxifène, était associée à une 

meilleure sensibilité de ces cellules et ainsi à une baisse de leur prolifération (Klinge et 

al., 2010). Par ailleurs, l’étude de l’expression d’ERα46 dans une cohorte de 116 

tumeurs mammaires ERα-positives a révélé que ERα46 était exprimé dans plus de 70% 

des tumeurs (Chantalat et al., 2016). L’absence (ou la faible expression) d’ERα46 était 

corrélée à des tumeurs de grande taille et de grade SBR élevé. 
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En outre, dans cette même cohorte, l’expression d’ERα46 a été souvent retrouvée plus 

importante que celle de la forme canonique ERα ; et de manière intéressante, ces deux 

isoformes possèdent une affinité différente pour le 17β-oestradiol (Chantalat et al., 

2016; Lin et al., 2013). 

 

- L’isoforme ERα36 (36 kDa) qui fait l’objet de ce manuscrit sera décrite en détail dans 

le chapitre 3. 

 

- L’isoforme ERα30 (30 kDa), découverte très récemment, a été identifiée et clonée à 

partir de tissus mammaires cancéreux. Structurellement, ERα30 ne contient pas les 

domaines AF-2, LBD, ainsi qu’une partie du domaine Hinge de la forme canonique ERα. 

Par ailleurs, cette isoforme possède une séquence unique de 10 acides aminés localisés 

à son extrémité C-terminale (Zhu et al., 2018a). Les premières études conduites sur ce 

variant d’épissage ont montré que la surexpression d’ERα30 dans la lignée mammaire 

triple négative (MDA-MB-231) était associée à un potentiel prolifératif, invasif et 

migratoire (Zhu et al., 2018a). 

ERβ possède lui aussi des variants d’épissage (Figure 12B) qui ont été identifiés dans des 

tumeurs du sein (Davies et al., 2004). Le rôle de ces isoformes n’est pas clairement décrit mais 

leurs implications dans des phénomènes de résistance à l’hormonothérapie est suspecté 

(Skliris et al., 2006). 
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Figure 12 : les isoformes des récepteurs aux œstrogènes. A : ERα et ses isoformes ERα46 et 

ERα36. B : ERβ et ses isoformes ERβ2/cx, ERβ5 (Le Romancer et al., 2011). 

 

III- Mode d’action des récepteurs aux œstrogènes 

Les œstrogènes, impliqués entre autre dans la prolifération, le développement et la 

différenciation mammaire, induisent leurs actions via leurs récepteurs à travers deux voies de 

signalisation. La première nécessite des heures ou des jours pour entraîner des modifications 

transcriptionnelles des gènes cibles. Elle est connue sous le nom de voie de signalisation 

génomique, ou nucléaire, tandis que la seconde se produit habituellement dans le cytoplasme 

pendant une période moins longue (de quelques secondes à quelques minutes) après 

stimulation aux œstrogènes, et commence habituellement au niveau de la membrane 

plasmique. Cette seconde voie de signalisation est également connue sous le nom de voie de 

signalisation non génomique, extra-nucléaire ou rapide. Les récepteurs aux œstrogènes sont 

également impliqués dans des voies de signalisation indépendantes de l’hormone. 
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Figure 13 : Voies de signalisation des récepteurs aux œstrogènes. ER désigne à la fois ERα et 

ERβ. A, B : Les voies de signalisations génomiques. C : La voie de signalisation indépendante des 

œstrogènes. D : La voie de signalisation non génomique (Le Romancer et al., 2011). 

 

1) La voie génomique 

a) La voie génomique directe 

La voie génomique directe est activée lorsque l’œstrogène (E2) se lie à ER, ce qui induit un 

changement de conformation du récepteur. En effet, dans son état inactif, ER est associé à 

des protéines chaperonnes Hsp90 (Heat Shock Protein) qui permettent de séquestrer et 

stabiliser le récepteur, en absence de ligand (Johnson et al., 1994). Ainsi, la présence d’E2 

entraîne une dissociation du récepteur des Hsp90 et ensuite une dimérisation du récepteur. 

Après dimérisation, ER transloque dans le noyau pour réguler la transcription de gènes cibles 

en se liant directement à des séquences d’ADN spécifiques : les ERE (Figure 13A). Les ERE sont 

généralement reconnus via une séquence consensus palindromique de 13 paires de bases 

(GGTCANNNTGACC, N étant un nucléotide variable) (Klein-Hitpass et al., 1986).  
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Le séquençage du génome humain a permis la découverte d’environ 70.000 EREs, ce qui 

correspond à un ERE tous les 43 kb d’ADN (Bourdeau et al., 2004). Ainsi, les EREs, qui couvrent 

une très grande partie du génome humain seraient impliqués dans plusieurs mécanismes 

cellulaires. 

Au cours de la voie génomique directe, le changement conformationnel des ERs facilite 

l’association et la dissociation de co-régulateurs enzymatiques associés à l’activité de la 

chromatine (Fullwood et al., 2009). Ces protéines sont soit des histones acétyltransférases 

telles que p300/CBP (CREB binding protein), pCAF (p300/CBP associated protein), soit des 

histones méthyltransférases telles que PRMT1, CARM1 ou encore des complexes ATPases tels 

que SWI/SNF, qui participe au remodelage de la chromatine. Après fixation sur un ERE, ERα 

active la transcription de gènes cibles via ses domaines AF-1 et AF-2, et en présence de 

coactivateurs. Les principaux coactivateurs de la transcription induite par ERα sont les SRC 

(Steroid Receptor Coactivator) qui appartiennent à la famille des protéines p160. Ces protéines 

interagissent avec le complexe E2-ERα par l’intermédiaire de motifs LxxLL (Yi et al., 2015) 

présents sur de nombreux co-activateurs. Une fois que les corégulateurs sont recrutés au 

niveau des EREs, un autre complexe : Mediator entre en jeu. Ce complexe recrute la 

machinerie transcriptionnelle contenant l’ARN polymérase II et TBP (TATA binding protein) 

afin d’initier la transcription (Rosenfeld et al., 2006). 

Un des facteurs pionniers de la machinerie transcriptionnelle d’ERα est la protéine FOXA1 

(forkhead protein) aussi appelée HNF3α (Cirillo et al., 1998). FOXA1 est un coactivateur 

essentiel, qui contribue à la fixation d’ERα sur la chromatine (Carroll et al., 2005). En effet, 

FOXA1 se lie à la chromatine via son domaine C-terminal qui se lie aux histones H3 et H4 (Cirillo 

et al., 2002). C’est une protéine impliquée dans l’expression de gènes qui favorisent la 

progression du cycle cellulaire (Laganière et al., 2005). Le rôle de FOXA1 a notamment été 

décrit dans la transcription du gène CCND1 (Cycline D1), qui est induite lorsque FOXA1 modifie 

l’état de la chromatine (Eeckhoute et al., 2006). Avec ESR1, le gène FOXA1 constitue une des 

signatures qui définissent le caractère luminal des tumeurs mammaires (Perou et al., 2000; 

Sørlie et al., 2001b). Par ailleurs, dans des lignées tumorales mammaires, il a été montré que 

ERα se fixe sur la chromatine même en absence d’œstrogène, mais de manière dépendante 

de FOXA1 (Hurtado et al., 2011). 
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Une autre protéine clé dans l’activité transcriptionnelle d’ERα est GATA3. En effet, ERα, FOXA1 

et GATA3 forment toutes les 3 un « core complex » qui active la transcription sous œstrogènes, 

de gènes impliqués dans la progression tumorale (Eeckhoute et al., 2007). 

En outre, il est important de noter que toutes les protéines qui se lient à ERα, ne sont pas 

seulement des coactivateurs.  

En effet, deux protéines : RIP140 (Receptor-Interacting Protein) et SHP (Short Heterodimer 

Partner) ont été suggérées dans un premier temps comme étant des corépresseurs.  

- Au début des années 2000, RIP140 a été décrite pour la première fois comme étant un 

corégulateur négatif de la transcription induite par ERα. En effet d’après une étude 

parue en 2000, la région N-terminale de RIP140 est capable de recruter des protéines 

HDACs de type 1 et 2 (Wei et al., 2000) qui vont « verrouiller » l’accès d’ERα à la 

chromatine. De plus, deux motifs identifiés dans la région centrale de RIP140 lui 

permettent de recruter les protéines CtBP1 et CtBP2 (C-terminal Binding Protein) qui 

régulent négativement la transcription (Vo et al., 2001). Cependant, une étude plus 

récente a décrit RIP140 plutôt comme étant un coactivateur d’ERα. En effet, grâce à 

des expériences de chIP-seq, il a été montré que RIP140 occupe plus de 80% des sites 

de fixation d’ERα sur la chromatine (Rosell et al., 2014). Par ailleurs RIP140 est 

impliquée dans la transcription ERα-dépendante et ainsi dans la prolifération des 

cellules cancéreuses mammaires. 

 

- SHP, quant à lui, est un récepteur nucléaire capable d’interagir avec ERα via le domaine 

AF-2 d’ERα, réprimant ainsi son activité transcriptionnelle (Johansson et al., 2000). 

 

b) La voie génomique indirecte 

Outre la voie génomique directe au cours de laquelle le récepteur aux œstrogènes se lie 

directement à l’ADN sur des ERE, une proportion de ce récepteur active la transcription de 

gènes cibles en se liant à d’autres facteurs de transcription déjà présents sur la chromatine 

(Figure 13B). Ces facteurs de transcription se lient sur des éléments de réponse différents des 

ERE, et ER agit dans ce cas comme cofacteur transcriptionnel.  
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Ce mécanisme est appelé : voie génomique indirecte ou voie génomique ERE-indépendante. 

Par ce mécanisme, les récepteurs aux œstrogènes régulent un panel de gènes sans passer par 

les ERE. Il est à noter que ce mécanisme d’activation de la transcription est partagé par 

d’autres récepteurs nucléaires stéroïdiens (Göttlicher et al., 1998). 

Il existe plusieurs gènes qui sont activés par l’œstrogène (E2) via l’interaction d’ER avec des 

facteurs de transcription tels que SP-1 (Specificity Protein 1), NF-κB (Nuclear Factor- κB) et la 

protéine AP-1 (Activating Protein 1). A titre d’exemples, il a été montré que ER interagit avec 

les protéines Fos et Jun au niveau des sites de liaison d’AP-1 via le complexe protéique p160 

(Webb et al., 1999). Les gènes ainsi activés sont ceux qui codent pour IGF-1 (Insulin Growth 

Factor 1) (Umayahara et al., 1994), la collagénase (Webb et al., 1995), et la Cycline D1 entre 

autres (Sabbah et al., 1999). SP-1 quant à lui interagit avec ERα pour activer la transcription 

de gènes pro-prolifératif et impliqués dans la résistance à l’apoptose. L’on note ceux qui 

codent pour c-Myc, la Cycline D1 et des protéines de la famille Bcl-2 (O’Lone et al., 2004). Il 

existe par ailleurs d’autres facteurs de transcription tels que GATA1 et STAT5 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription 5) avec lesquels ERα interagit (Björnström and 

Sjöberg, 2005). 

L’activité des ERs dans la voie génomique indirecte est dans plusieurs cas dépendant de la 

nature du récepteur (ERα ou ERβ). En effet, en présence d’œstrogène, ERα active la 

transcription de gènes sur les sites de liaison d’AP-1 alors que ERβ n’a pas d’activité 

coactivatrice (Paech et al., 1997). 

 

c) La voie indépendante des œstrogènes 

L’activité des récepteurs aux œstrogènes peut être modulée par d’autres signaux que l’E2 

(Figure 13C). Cela est notamment possible grâce au domaine de transactivation AF-1 qui est 

indépendant du ligand. La phosphorylation des récepteurs aux œstrogènes sur des résidus 

sérine et tyrosine, ou de leurs corégulateurs, représente l’un des déclencheurs d’activation 

des ERs. Cette phosphorylation est induite soit par des protéines kinase de type A et C (PKA, 

PKC), soit par des régulateurs du cycle cellulaire, des neurotransmetteurs, ou encore des 

facteurs de croissance tels que EGF (Epidermal Growth Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth 

Factor), TGFβ (Transforming Growth Factor) (Vrtačnik et al., 2014).  
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Un des sites majeurs de phosphorylation sur ERα est la sérine 118 (Bunone et al., 1996) qui, 

une fois phosphorylée, va permettre la localisation d’ERα au niveau de plusieurs promoteurs 

de gènes cibles pour activer leur transcription (Weitsman et al., 2006). 

 

2) La voie non génomique 

L’idée de l’existence d’une voie non génomique médiée par les œstrogènes a émergé du fait 

que certains changements induits par les œstrogènes sont trop rapides pour être associés à la 

transcription de gènes cibles (Pietras and Szego, 1977). L’existence d’une voie non génomique 

a alors été suggérée. En effet, les actions non génomiques sont communes aux hormones 

stéroïdiennes et sont généralement associées à l'activation de différentes cascades de 

protéines kinases, pouvant éventuellement entraîner des modifications indirectes de 

l'expression génique en raison de la phosphorylation de facteurs de transcription. Bien que 

ERα ait longtemps été décrit comme un facteur de transcription se liant directement à l’ADN, 

des études ont montré qu’un sous-ensemble d’ERα, localisé à la membrane plasmique, est 

impliqué dans des cascades de signalisations extranucléaires (Figure 13D). Une des 

interactions les plus décrites est l’interaction ERα/Src qui intervient rapidement après 

stimulation aux œstrogènes (Cabodi et al., 2004) permettant ainsi l’activation de Src (Song et 

al., 2004). Src est une tyrosine kinase qui va à son tour phosphoryler RAS. Cette cascade 

d’activation induit l’activation de MEK qui va directement phosphoryler ERK1/2. ERK1/2 

phosphorylée va migrer dans le noyau afin d’activer des gènes associés à la prolifération tels 

que CCND1 (Zassadowski et al., 2012). 

Par ailleurs, il a été montré que sous E2, ERα interagit rapidement avec la sous-unité régulatrice 

(p85) de la PI3 kinase (PI3K) (Simoncini et al., 2000). Cette interaction a pour conséquence 

l’entrée des cellules en phase S, et l’activation de la Cycline D1 (Cabodi et al., 2004; Castoria 

et al., 2001). Il y a quelques années, notre équipe a étudié la formation du complexe 

ERα/PI3K/Src dans une cohorte de 175 tumeurs mammaires et a montré que l’activation de 

ce complexe, via Akt, était corrélée à un mauvais pronostic et un faible taux de survie sans 

rechute (Poulard et al., 2012). 
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IV- Les modifications post-traductionnelles des ERs 

De manière générale, les modifications post-traductionnelles (PTM) constituent un des 

mécanismes les plus importants de la synthèse protéique qui favorisent la variété du 

protéome. En effet, ces modifications permettent d’assurer la localisation cellulaire 

(membranaire, cytoplasmique et nucléaire) mais aussi de conférer aux protéines des fonctions 

biologiques. Des études sur les modifications post-traductionnelles d’ERα ont permis de mieux 

comprendre les fonctions qui y sont associées (Tableau 5), ce qui constitue un progrès 

important dans le développement des thérapies ciblées dans le cancer du sein. De 

nombreuses modifications post-traductionnelles ont été décrites (Figure 14), et parmi elles 

l’on retrouve celles qui régulent la voie génomique et celles qui régulent la voie non-

génomique. 
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AA Modifications Activateur Enzymes Fonctions 
Y52 Phosphorylation Ligand indépendant c-Abl Active la stabilité, transcription 

S102 Phosphorylation Constitutive, E2 GSK3 Active la transcription 
S104/

106 
Phosphorylation Constitutive, E2 

Constitutive, E2, Tam 
E2, Tam, ICI, PMA 
E2 

GSK3 
CycA/Cdk2 
MAPK 
MAPK 

Active la transcription 
Active la transcription 
Active la transcription 
Dimérisation 

S118 Phosphorylation E2, Tam, ICI 
EGF, IGF-1 
E2 
ND 
E2 
E2 
Prolactine 
ROS 
E2 

ND 
MAPK 
Cdk7 
MAPK 
GSK3 
IKKα 
ND 
MAPK 
MAPK 

Active la transcription 
Active la transcription 
Active la transcription 
Active l’épissage de l’ARN 
Active la transcription 
Active la transcription 
Active la transcription 
Sous-régulation 
Dimérisation 

S154 Phosphorylation Constitutive, E2, EGF ND ND 
S167 Phosphorylation Constitutive 

ROS 
EGF 
Insuline, PMA 
ND 

Akt 
Akt 
p90 RSK 
S6K1 
Akt 

Active la transcription 
Sous-régulation 
Active la transcription 
Active la transcription 
Active la stabilité 

S236 Phosphorylation Constitutive PKA Inhibe la dimérisation 
Y219 Phosphorylation ND c-Abl Active la dimérisation, la liaison à l’ADN, la 

stabilité et la transcription 
R260 Méthylation E2 PRMT1 Voies non génomiques 
K235 Méthylation E2 G9a Active la transcription, la liaison à l’ADN 
K266 Acétylation 

Sumoylation 
E2 
E2, Tam 

p300 
SUMO-1 

Active la transcription 
Active la transcription, la liaison à l’ADN 

K268 Acétylation 
Sumoylation 

E2 
E2, Tam 

p300 
SUMO-1 

Active la transcription 
Active la transcription, liaison à l’ADN 

S282 Phosphorylation E2 CK2 Inhibe la transcription 
S294 Phosphorylation E2 ND Active la transcription 
K299 Acétylation 

Sumoylation 
Constitutive 
E2, Tam 

p300 
SUMO-1 

Inhibe la transcription 
Active la transcription, la liaison à l’ADN 

K302 Acétylation 
Sumoylation 
Ubiquitinylation 
Méthylation 

Constitutive 
E2, Tam 
Constitutive, E2, ICI 
Constitutive 

p300 
SUMO-1 
Ubiquitine 
SET7 

Inhibe la transcription 
Active la transcription, la liaison à l’ADN 
Dégradation protéosomale 
Active la stabilité 

K303 Acétylation 
Sumoylation 
Ubiquitinylation 

Constitutive 
E2, Tam 
Constitutive, E2, ICI 

p300 
SUMO-1 
Ubiquitine 

Inhibe la transcription 
Active la transcription, la liaison à l’ADN 
Dégradation protéosomale 

S305 Phosphorylation ND 
ND 
ND 
Tam 

PAK1 
PKA 
Akt 
IKKβ 

Active la transcription 
Active la transcription 
Résistance aux anti-aromatase 
Active la transcription 

T311 Phosphorylation E2 p38-MAPK Localisation nucléaire 
C447 Palmitoylation Constitutive PAT Localisation à la membrane plasmique 
Y537 Phosphorylation E2 

Constitutive 
Constitutive 
EGF 

CU kinase 
Src 
Src 
EGFR 

Liaison de l’E2 
Dimérisation, liaison à l’ADN 
Liaison de l’E2 
Prolifération 

S559 Phosphorylation Constitutive CK2 Inhibe la transcription 
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Tableau 5 : Exemples de résidus modifiés d’ERα et leurs fonctions 
AA : Acides Aminés, ND : Non déterminé, ROS : Reactive Oxygen Species, CK2 : Casein Kinase 2, PMA : 

Phorbol Myristate Acetase. Adapté de (Le Romancer et al., 2011; Stender et al., 2017; Zhang et al., 
2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Les modifications post-traductionnelles d’ERα. Me : Méthylation, P : 

Phosphorylation, Ub : Ubiquitination, SUMO : Sumoylation. Les fonctions des modifications sont 

représentées en vert pour les activations et en rouge pour les inhibitions (Le Romancer et al., 2011). 

 

 

1) Exemples de PTM qui régulent les voies génomiques d’ERα 

a) Phosphorylation 

La structure protéique d’ERα possède 14 résidus sérine dans son domaine N-terminal (10, 46, 

47, 84, 91, 102, 104, 106, 118, 137, 154, 167, 173 et 178) (Anbalagan and Rowan, 2015) dont 

5 résidus (102, 104, 106, 118, 167) identifiés préalablement comme des sites de 

phosphorylation pour de nombreuses kinases (Le Romancer et al., 2011), ainsi que des sites 

de phosphorylation sur des résidus thréonines et tyrosines. 



60 
 

 La phosphorylation de la sérine 118, décrite précédemment, est activée par la voie 

MAPK/ERK1/2 en absence d’œstrogène, ce qui aboutit à une activation de la transcription par 

ERα (Bunone et al., 1996). Plus récemment, il a été montré que la phosphorylation de la sérine 

118 pouvait être induite par des facteurs tels que l’hypoxie, avec pour conséquence, la 

prolifération cellulaire, dans le cancer du sein (Park and Lee, 2017). En outre, la 

phosphorylation des sérines 104, 106, 167 est aussi impliquée dans l’activation de la 

transcription (Le Romancer et al., 2011). La progression du cancer du sein dépend également 

de la phosphorylation de la sérine 305 par la cytokine pro-inflammatoire IKKβ. En effet, cette 

enzyme est capable d’activer la transcription ERα-dépendante en présence de tamoxifène et 

en absence d’oestrogènes (Stender et al., 2017), constituant ainsi l’un des mécanismes de 

résistance à l’hormonothérapie. 

 

b) Acétylation 

L’acétylation d’ERα est principalement médiée par p300, une histone acétyltransférase (HAT) 

qui, en plus d’acétyler des histones, est capables d’acétyler ERα (Popov et al., 2007). Selon le 

résidu acétylé, p300 sera considéré, soit comme un coactivateur, soit comme un corépresseur 

de la transcription médiée par ERα. En effet, lorsque les lysines 302 et 303 sont acétylées par 

p300, l’activité transcriptionnelle d’ERα est réprimée (Wang et al., 2001) ; alors que 

l’acétylation des lysines 266 et 268 en présence d’œstrogène, stimule la liaison d’ERα à l’ADN, 

et par conséquent, son activité transcriptionnelle (Kim et al., 2006).  

 

c) Ubiquitination 

L’ubiquitination est le processus selon lequel ERα va subir l’apport d’ubiquitine (Ub), afin 

d’être pris en charge par le protéasome pour dégradation. Ce processus permet d’assurer un 

turnover du récepteur, afin de réguler l’homéostasie de la cellule, suite aux variations de 

concentrations du ligand. Les résidus ubiquitinés sont également les lysines 302 et 303 (Berry 

et al., 2008). 

 



61 
 

d) SUMOylation 

La SUMOylation est une modification post-traductionnelle qui consiste en l’ajout de la 

protéine SUMO (Small-Ubiquitin-related Modifiers). En effet, SUMO est un régulateur majeur 

de la transcription, qui module l’affinité des protéines sur les promoteurs de gènes cibles (Gill, 

2004; Hannoun et al., 2010). Ce mécanisme a été décrit pour ERα, il y a quelques années dans 

notre équipe. En effet, en présence d’œstrogène, ERα est SUMOylé dans sa région charnière 

(Hinge) sur les lysines 266, 268, 299, 302 et 303 par les protéines E3 ligases PIAS1 et PIAS2 

(Protein Inhibitors of Activated STAT) (Sentis et al., 2005). Ces PTM permettent d’augmenter 

l’activité transcriptionnelle d’ERα. De par son caractère réversible, la SUMOylation 

permettrait de réguler l’assemblage de complexes protéiques qui coactivent la transcription 

avec ERα. 

 

e) Méthylation 

ERα est méthylé par la méthyltransférase SET7 sur la lysine 302 (région Hinge). Cette 

méthylation est nécessaire pour le recrutement d’ERα au niveau du promoteur des gènes 

cibles et, par conséquent, l’activation de la transcription. Ce processus se ferait de manière 

rapide et transitoire, suivi d’une déméthylation très rapide (Subramanian et al., 2008). Par 

ailleurs, une étude a montré que la méthylation d’ERα (lysine 235) par l’histone 

méthyltransférase G9a était associée à l’activité transcriptionnelle d’ERα (Zhang et al., 2016). 

 

2) Exemples de PTM qui régulent les voies non génomiques d’ERα 

Tout comme la voie génomique, il existe des modifications post-traductionnelles qui régulent 

les voies non génomiques d’ERα. Ces modifications assurent la localisation membranaire 

d’ERα mais aussi les interactions de ce récepteur avec d’autres protéines de la voie non 

génomique. L’une des modifications d’ERα est la palmitoylation sur la cystéine 447 (Acconcia 

et al., 2004), qui consiste en l’ajout d’une longue chaîne d’acides gras, permettant ainsi à ERα 

de s’ancrer à la membrane plasmique et de déclencher les effets rapides des œstrogènes. La 

phosphorylation d’ERα sur la tyrosine 537 permet son interaction avec le domaine SH2 de Src 

(Migliaccio et al., 2000). 
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Par ailleurs, notre équipe a montré en 2008, l’importance de la méthylation d’ERα dans 

l’activation de la voie non génomique par l’œstrogène. En effet, sous stimulation aux 

œstrogènes, ERα est méthylé sur le résidu arginine 260 par PRMT1 (Protein arginine [R] 

MethylTransferase) (Le Romancer et al., 2008). De plus, ERα méthylé est exclusivement 

localisé dans le cytoplasme, et cette méthylation constitue un prérequis pour la formation du 

complexe ERα/Src/PI3K, qui va ensuite activer Akt par phosphorylation, et en conséquence, la 

prolifération et la survie cellulaire. Par ailleurs, notre équipe a montré que l’histone arginine 

déméthylase JMJD6 régulait négativement la forme méthylée d’ERα (Poulard et al., 2014). 
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CChapitre 3 : ERα36 
 

La chronologie de la découverte d’ERα36 a débuté avec l’identification et le clonage d’ERα en 

1986, puis de son premier variant d’épissage : ERα46. L’existence d’ERα46 a été suggérée pour 

la première fois grâce à la présence d’une bande de western blot de 46 kDa, observée avec un 

anticorps qui cible la forme canonique ERα (Walter et al., 1985). Cette bande de 46 kDa était 

considérée au préalable comme un produit de la dégradation d’ERα avant d’être reconnue 

comme un variant d’épissage à la suite de plusieurs études. Quelques années plus tard, 

l’analyse de protéines extraites à partir d’ostéoblastes a révélé l’existence de bandes ayant 

une mobilité électrophorétique comprise entre 36-39 kDa et qui pourraient correspondre à 

un autre variant d’épissage d’ERα (Denger, 2001). C’est en 2005 que Wang et collaborateurs 

ont cloné pour la première fois la séquence d’ADNc correspondant à ERα36 (Wang et al., 

2005). Depuis, ERα36 a fait l’objet de nombreuses études afin d’établir son rôle précis dans le 

cancer du sein, mais aussi dans d’autres cancers. Dans ce chapitre, seront décrits la structure 

d’ERα36 ainsi qu’un ensemble de voies de signalisations dans lesquelles ce variant d’épissage 

est impliqué, mais également un ensemble de modes de régulation d’ERα36. 

 

I- Structure et organisation d’ERα36 

1) Structure chromosomique 

L’ARNm humain correspondant à ERα36 est transcrit à partir du gène ESR1 (décrit dans le 

chapitre précédent), et résulte d’un épissage alternatif de ce gène. La transcription d’ERα36 

est initiée à partir d'un promoteur, qui était au préalable non identifié, et qui est localisé dans 

le premier intron du gène ESR1. Dans ce premier intron, se trouve un petit exon nouvellement 

caractérisé et nommé exon 1’, ceci dans le but de le différencier de l’exon 1 original. A la 

différence d’ERα, la séquence d’ERα36 contient dans son ARNm les exons 1’, 2, 3, 4, 5, 6 et 

l’exon 9 (absent dans la séquence d’ERα) qui est localisé plus en aval (Figure 15). Par ailleurs, 

les exons 7 et 8 ne sont pas épissés (Wang et al., 2005). 
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Figure 15 : Organisation génique d’ERα36. Le panel supérieur représente la structure (introns 

et exons) d’ESR1. L’ARNm d’ERα36 est transcrit à partir du nouvel exon 1’ localisé dans le premier 

intron d’ESR1. Adapté de (Wang et al., 2005). 

 

2) Structure protéique 

La séquence protéique d’ERα36 est produite à partir d’une séquence Kozak qui se trouve dans 

l’exon 2, la même séquence qui sert d’initiation de la synthèse d’ERα46 (Flouriot et al., 2000). 

Au niveau de son organisation protéique, ERα36 est dépourvue des domaines de 

transactivation AF-1 et AF-2 mais conserve le DBD, contenu dans la forme canonique ERα, 

ainsi que le Hinge et une partie du LBD. La particularité d’ERα36 est de posséder une séquence 

protéique unique (F’) de 27 acides aminés dans son domaine C-terminal (CTD) en 

remplacement de la séquence de 138 acides aminés codée par les exons 7 et 8 d’ERα. La 

séquence protéique d’ERα36 contient 310 acides aminés et un poids moléculaire de 36 kDa 

(Figure 16) 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Structure protéique d’ERα36. Le domaine hachuré F d’ERα36 correspond à une séquence 

unique de 27 acides aminés. Adapté de (Le Romancer et al., 2011) 
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3) Régulation de l’expression d’ERα36 

L’expression d’ERα36 est régulée par de nombreux facteurs de transcription ainsi que par des 

protéines qui vont, soit co-activer, soit réprimer sa transcription. Il existe également des 

facteurs épigénétiques qui modifient l’expression d’ERα36. 

 

a) Régulation du promoteur 

Le promoteur d’ERα36 a été séquencé et cloné pour la première fois en 2009 (Zou et al., 2009). 

Ce promoteur contient une forte composition en nucléotides G, C, une « TATA box » non 

canonique, mais ne contient pas de séquences consensus « CCAAT box ». Un nombre 

important de sites potentiels pour des facteurs de transcription ont été identifiés. Il s’agit de 

protéines telles que AhR (Arylhydrocarbone Receptor), AP-1, SP-1, GR (Glucocorticoid 

Receptor), GATA-1 et c-Jun entre autres (Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Mapping de la région 5’ d’ERα36 et des sites de co-régulateurs, en amont du site 

d’initiation de la transcription (+1). D’après (Zou et al., 2009) 

Zhou et al 2009
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b) Protéines corégulatrices de l’expression d’ERα36 

b.1) ERα 

ERα a été suggéré comme un répresseur de l’expression d’ERα36 pour la première fois en 

2005 (Wang et al., 2005). Quelques années plus tard, Zou et collaborateurs ont co-transfecté 

la séquence promotrice d’ERα36 dans la lignée ERα-négative HEK293 avec ERα et ont montré 

que ERα régule négativement l’expression d’ERα36, et ce, indépendamment des œstrogènes 

(Zou et al., 2009). 

 

  b.2) WT1 

Une étude a identifié WT1 (Wilm’s Tumor suppressor) comme régulateur négatif de la 

transcription d’ERα36 par le biais d’approches de silencing et d’essais luciférases (Kang et al., 

2011a). WT1 existe sous quatre isoformes différentes, et toutes les quatre auraient la capacité 

d'influencer négativement la transcription d’ERα36. L'analyse du promoteur d’ERα36 a révélé 

l'existence de deux sites de liaison WT1 (Zou et al., 2009) l'un situé en amont et l'autre en aval 

de la boîte TATA. De manière intéressante, il a été démontré que WT1 régulait positivement 

la transcription d’ERα, ce qui conforte l’idée qu’il fonctionne pour réguler de manière opposée 

les activités du promoteur d’ERα et d’ERα36 (Kang et al., 2011a). 

 

  b.3) EGFR 

Il a été démontré que la signalisation EGFR régulait positivement l'expression d’ERα36 (Rao et 

al., 2011). Grâce à des essais luciférases et à l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques d'EGFR, il a 

été validé que la signalisation d'EGFR avait un effet significatif sur l'activité du promoteur 

d’ERα36. D'autres analyses utilisant des promoteurs tronqués d’ERα36 ont montré qu’EGFR 

agissait via un site de liaison à AP-1 dans le promoteur d’ERα-36 (Yin et al., 2014). 
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  b.4) HER2 

En utilisant le lapatinib, un inhibiteur de HER2, une étude a montré que la signalisation de 

HER2 pouvait réguler positivement l'activité du promoteur d’ERα36 par l'action d'un site de 

liaison à AP-1 situé en amont du site d'initiation de la transcription d’ERα36 (Kang et al., 2011b; 

Rao et al., 2011; Yin et al., 2014). 

 

  b.5) BMP2 

La protéine BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2) a été décrite pour réguler positivement 

l'expression d’ERα36 dans les cellules MCF-7 (ERα-positives) et MDA-MB-231 (ERα-négatives) 

par l'activation de la voie Smad (Wang et al., 2012a). 

 

c) Régulation épigénétique d’ERα36 

Des facteurs épigénétiques ainsi que des petits ARNs non codant (microARN ou miRNA) sont 

capables de réguler négativement l’expression d’ERα36. En effet, ERα36 contient, comme 

beaucoup d’autres protéines, plusieurs sites de fixation de miRNA dans sa région 3’-UTR. Très 

récemment, une étude a montré que ERα36 était négativement régulée par plusieurs miRNAs 

dans les lignées MCF-7 et MDA-MB-231 (Thiebaut et al., 2019). Par ailleurs, les auteurs ont 

montré que l’expression d’ERα36 pouvait être modulée par le niveau de méthylation de son 

promoteur (Thiebaut et al., 2019). 

 

II- Localisation cellulaire 

La localisation cellulaire d’ERα36 a été étudiée pour la première fois dans la lignée cellulaire 

HEK293. En effet, Wang et al y ont transfecté ERα36 puis réalisé un fractionnement cellulaire 

qui a révélé une proportion importante de ce récepteur au niveau de la membrane plasmique 

(environ 50%). 40% étaient retrouvés dans le cytosol et seulement 10% dans le noyau (Wang 

et al., 2006).  
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Quelques années plus tard, avec un anticorps ciblant spécifiquement les 27 acides aminés 

d’ERα36, des expériences d’immunofluorescence ont été réalisées dans la lignée cancéreuse 

mammaire MCF-7 et la lignée cancéreuse de l’endomètre (Hec1A). Ces expériences ont 

montré une co-localisation d’ERα36 avec la Cavéoline-1, une protéine membranaire (Lin et al., 

2010). De plus, des expériences d’immunohistochimie dans des cohortes de tumeurs 

mammaires ont révélé que la localisation d’ERα36 était majoritairement extranucléaire (Lee 

et al., 2008; Vranic et al., 2011). D’autres mécanismes permettent d’expliquer la localisation 

extranucléaire d’ERα36. 

 

1) Myristoylation d’ERα36 

ERα36 contient dans sa structure protéique, 3 sites potentiels de myristoylation qui sont 

conservés dans ERα. Il s’agit des résidus 25-30 (GVWSCE), 76-81 (GMMKGG) et 171-176 

(ELLTNL) (Wang et al., 2005). La myristoylation étant une PTM permettant l’ancrage à la 

membrane plasmique, il est fortement suggéré que cette modification soit impliquée dans la 

localisation membranaire d’ERα36. 

 

2) Interaction avec GP96 

GP96 est une protéine majeure du réticulum endoplasmique, appartenant à la famille des 

Hsp90 et qui, dans certains cancers tels que le foie, transloque au niveau de la membrane 

plasmique (Hou et al., 2015a). Une étude a par ailleurs montré que cette protéine interagissait 

avec ERα36. En effet, l’invalidation de GP96 entraîne une perte de stabilité d’ERα36 qui est 

dégradé par le protéasome ainsi qu’une perte de la localisation membranaire d’ERα36 (Hou 

et al., 2015b). 
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3) Export nucléaire d’ERα36 

Notre équipe s’est focalisée sur un potentiel rôle des 27 acides aminés C-terminaux d’ERα36 

dans sa localisation cellulaire. En effet, cette séquence de 27 acides aminés est riche en résidus 

leucine. La composition en résidus leucine, correspond à un signal d’export nucléaire (NES) 

déjà étudié il y a plusieurs années dans la protéine p53 (Stommel et al., 1999).  

En transfectant dans la lignée MCF-7 des constructions dans lesquelles ERα36 était, soit 

dépourvu de son CTD, soit modifié dans certains résidus des 27 acides aminés, ERα36 était 

relocalisé du milieu extranucléaire au noyau (Omarjee et al., 2017). Ainsi, ces travaux 

montrent que ERα36 est principalement localisé à l’extérieur du noyau. 

 

III- Voies de signalisation 

Certaines études ont suggéré que ERα36, dépourvu d'activité transcriptionnelle intrinsèque, 

inhibait fortement l'activité de transactivation médiée par les domaines AF-1 et AF-2 d’ERα 

(Wang et al., 2006). En conséquence, ERα36 agirait comme un dominant négatif naturel de la 

signalisation génomique des œstrogènes. ERα36 est capable de former un hétérodimère avec 

ERα, ce qui peut bloquer l’activité transcriptionnelle d’ERα (Wang et al., 2005). Grâce à la 

présence de DBD dans sa séquence, ERα36 peut se lier aux mêmes ERE que ERα et entrer en 

compétition avec celui-ci pour la liaison à l'ADN (Wang et al., 2005). En raison de l'absence des 

deux domaines d'activation de la transcription (AF-1 et AF-2) requis pour la voie génomique, 

et en raison de sa localisation membranaire et cytoplasmique, ERα36 est principalement 

impliqué dans la voie non génomique du cancer du sein. Les effets physiologiques résultant 

de l'activation membranaire d’ERα36 peuvent varier d'un type cellulaire à l'autre, mais le 

mécanisme d'action semble utiliser des voies similaires, telles que l'activation de diverses 

protéines kinases et phospholipases. Ces réponses rapides ont un impact sur la prolifération 

cellulaire et la signalisation apoptotique. De nombreuses études ont montré que l’activation 

de la voie non génomique médiée par ERα36 était dépendante des œstrogènes mais plusieurs 

autres études ont montré l’activation d’ERα36 par le tamoxifène (Shi et al., 2009; Wang et al., 

2018, 2006). 
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1) La voie MAPK/ERK 

L’activation de la voie MAPK/ERK par les œstrogènes est l’une des plus importantes et les plus 

étudiées de la signalisation non génomique. Une étude a montré l’activation d’ERK1/2 par 

phosphorylation, en transfectant les cellules HEK293 avec ERα36 et en présence d’E2 (Wang 

et al., 2006).  

Quelques années plus tard, une autre équipe a montré que ERα36, activait de manière 

œstrogèno-dépendante, la voie MAPK/ERK via la kinase PKCδ dans des cellules cancéreuses 

endométriales (Tong et al., 2010). 

La Synucléine gamma a été identifiée comme un gène spécifique du cancer du sein, qui 

participe à un complexe composé de plusieurs protéines chaperonnes incluant Hsp90. Il a été 

montré que la Synucléine gamma augmentait de manière significative l'activation de ERK1/2 

dans les cellules MCF-7, via une interaction avec ERα36 en présence d’E2 (Shi et al., 2010). 

Par ailleurs, une étude a montré que l’activation de la voie MAPK/ERK via ERα36, en présence 

d’œstrogène ou de tamoxifène, entraîne la migration de cellules cancéreuses mammaires 

(Chaudhri et al., 2012). 

 Il y a quelques années, notre équipe a étudié les mécanismes moléculaires médiés par ERα36. 

En effet, en traitant aux œstrogènes des lignées tumorales mammaires triple négatives, ERα36 

interagit rapidement et fortement avec P-ERK2 (ERK2 phosphorylée), empêchant ainsi la 

déphosphorylation d’ERK2 par la phosphatase MKP3 (Omarjee et al., 2017). La conséquence 

de cette interaction est une activation de la Paxilline (Pax) qui va transloquer dans le noyau 

pour l’activation de la Cycline D1, elle-même impliquée dans la prolifération et la survie 

cellulaire (Figure 18). De manière intéressante, notre équipe a montré que l’interaction 

ERα36/P-ERK2 se faisait via les 27 acides aminés d’ERα36 qui possèdent un D-domain.  

Parallèlement à l’induction de la Cycline D1, il a été rapporté que ERα36 était capable d’induire 

la transcription de l’oncogène c-Myc. Cette induction dépend de l'activation de ERK par ERα36. 

Ainsi, les cellules MDA-MB-436, dans lesquelles ERα36 est inhibé, ont perdu l'activation de c-

Myc, dépendante d’E2 (Guo et al., 2013a; Lin et al., 2010). 
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Figure 18 : Mécanisme d’activation de la voie MAPK/ERK par ERα36. Dans la lignée HBCc-12A (triple 

négative), E2 active ERα36 qui va rapidement s’associer à Src pour activer MEK puis ERK2. ERK2 

phosphorylée (P) va activer la paxilline (PXN) qui va transloquer dans le noyau pour activer la Cycline 

D1 (Omarjee et al., 2017). 

 

2) La voie Src 

Outre la capacité d’ERα36 à s'associer physiquement à Src de manière dépendante des 

œstrogènes (Gu et al., 2014), il a été rapporté que ERα36 induisait la phosphorylation de Src 

sur la tyrosine 416 pour l’activer (Wang et al., 2013; Zhang et al., 2011). En outre, d'autres 

ligands d’ERα36, tels que le tamoxifène et le fulvestrant induisent également, via ERα36, la 

phosphorylation de Src sur la tyrosine 416. L'activation de Src via ERα36 a été démontrée à la 

fois dans les cellules MCF-7 (ERα-positives), ainsi que dans les cellules MDA-MB-231 et SKBR3 

(ERα-négatives) (Zhang et al., 2012). 

 

3) Relations fonctionnelles avec EGFR 

Il a été décrit que ERα36 était impliqué dans l’activation la voie d'EGFR en induisant la 

phosphorylation d'EGFR sur la tyrosine 845 après traitement aux œstrogènes ou au 

tamoxifène. ERα36 agit sur EGFR en activant Src, ce qui conduit à la phosphorylation et à 

l'activation d'EGFR. En outre, il a été suggéré l’existence d’une « boucle » de rétroaction 

positive entre EGFR et ERα36.  
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En effet, lorsque ERα36 est inhibé, il se produit une diminution significative de la protéine 

EGFR sans aucune modification des niveaux d’ARNm d’EGFR. Par conséquent, ERα36 stabilise 

EGFR en empêchant sa dégradation (Zhang et al., 2011). 

 

4) Activation des facteurs de l’EMT (Epithelial to Mesenchymal 

Transition) 

Dans les cellules triple négatives de cancer du sein HCC38, l’activation de la voie PI3K/AKT/PKC 

par ERα36 et en présence d’E2-BSA, entraîne la stimulation de l’expression des facteurs 

métastatiques de l’EMT : Snail1, CXCR4, RANKL, concomitante à la perte d’expression de l’E-

Cadhérine. Cette perte d’expression conduit à une augmentation de la survie, de la 

prolifération et du potentiel métastatique. En effet, le prétraitement des cellules HCC38 avec 

un anticorps qui neutralise ERα36, inhibe l’expression de Snail1, en présence d’E2-BSA 

(Chaudhri et al., 2012). 

 

5) La voie SphK1/S1P 

Les sphingolipides sont des lipides complexes ayant, non seulement un rôle dans la structure 

membranaire des cellules mais aussi des fonctions biologiques à travers des voies de 

signalisations cellulaires. En effet, SphK1 (Sphingosine Kinase 1), qui est une protéine de 

mauvais pronostic, va phosphoryler la sphingosine, son substrat, en S1P (Sphingosine-1-

Phosphate) qui va elle-même réguler de nombreux mécanismes tels que la progression du 

cycle cellulaire entre autres (Andrieu et al., 2017).  

Des études ont montré que SphK1 est activée par E2 dans le cancer du sein avec pour 

conséquence l’activation de voies de signalisations de type non génomique. Ce mécanisme a 

été élucidé dans des lignées cancéreuses mammaires triple négatives, montrant que E2 tout 

comme le tamoxifène, activent ERα36, qui va activer SphK1. SphK1 à son tour va phosphoryler 

S1P qui va se lier à son récepteur S1PR pour assurer la survie cellulaire dans le cancer du sein 

(Maczis et al., 2018). 
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IV- ERα36 et cancers 

Plusieurs études ont montré le rôle d’ERα36 dans plusieurs cancers, notamment le cancer du 

sein où il est le plus étudié, mais aussi les adénocarcinomes pulmonaires, les cancers 

gastriques, les carcinomes rénaux et le cancer colorectal entre autres. Concernant l’expression 

d’ERα36 dans la glande mammaire normale, très peu de données sont connues à ce jour. 

Cependant, une récente étude a montré que la surexpression d’ERα36 dans la lignée 

mammaire non transformée (MCF-10A), ainsi que dans des modèles in vivo, entraînait une 

transformation néoplasique associée à une résistance à l’apoptose (Thiebaut et al., 2017). 

 

1) ERα36 dans le cancer du sein 

La présence ou l'absence d’ERα dans le noyau constitue un biomarqueur pertinent pour 

adapter les traitements aux patientes atteintes d'un cancer du sein. Comme indiqué 

précédemment (chapitre 1), les cancers du sein sont classés selon ce biomarqueur en ERα 

positifs et ERα négatifs. Environ 80% des cas de cancer du sein sont positifs pour ERα et 

environ 20% sont négatifs. Le récepteur ERα36 quant à lui est exprimé à la fois dans les cancers 

ERα-positifs et ERα-négatifs, à une proportion qui varie entre 40 à 50% selon les études de 

cohortes (Lee et al., 2008; Shi et al., 2009; Wang et al., 2018).  

 

a) ERα36 et cancers du sein ERα-positifs 

Les tumeurs ERα-positives sont généralement bien différenciées sur le plan histologique, et 

les patientes avec des tumeurs ERα-positives ont un meilleur pronostic car elles répondent 

bien à l'hormonothérapie par un traitement anti-œstrogénique (principe de 

l’hormonothérapie). Cependant, la signalisation rapide des œstrogènes médiée par ERα36 est 

insensible aux anti-œstrogènes (Wang et al., 2006). En effet, comme indiqué précédemment, 

ce mécanisme se produit parce que ERα36 intervient également dans les activités agonistes 

du tamoxifène en activant plusieurs voies de signalisation dans les cellules cancéreuses du 

sein et de l'endomètre (Shi et al., 2010; Wang et al., 2006; Zhang et al., 2012). 
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 Dans les cellules exprimant ERα36, le tamoxifène, même à faible concentration, est capable 

de stimuler la prolifération cellulaire. 

Depuis la découverte de l’activité agoniste du tamoxifène, plusieurs études ont été menées 

afin de déterminer précisément comment cette activité expliquerait les résistances à 

l’hormonothérapie. En 2009, l’une des premières études cliniques sur la valeur pronostique 

d’ERα36 a montré que chez les patientes atteintes de tumeurs du sein ERα-positives et traitées 

au tamoxifène, l'expression d’ERα36 était associée à un faible taux de survie (Shi et al., 2009). 

Au niveau moléculaire, des études ont montré que le tamoxifène induisait l'expression d’une 

boucle de régulation positive entre ERα36 et HER2. En effet, ERα36 régule positivement 

l'expression de HER2, tandis que, comme indiqué précédemment, HER2 régule positivement 

l'activité du promoteur d’ERα36 via un site AP-1 situé dans la région promotrice d’ERα36 (Yin 

et al., 2014, 2015). Par conséquent, l'expression élevée de la boucle ERα36/HER2 est l'un des 

mécanismes par lequel les cellules de cancer du sein ERα-positives échappent au traitement 

par le tamoxifène. En outre, le rôle d’ERα36 dans la progression tumorale des cellules souches 

cancéreuses mammaires (bCSC : breast Cancer Stem Cells) a été identifié. En effet, ERα36 est 

surexprimé dans la lignée SKBR3, positive pour le marqueur de cellules souches cancéreuses : 

ALDH1 (Su et al., 2014). De plus, en présence de tamoxifène, ERα36 active la voie Akt qui va 

permettre la résistance des bCSC ERα-positives (Deng et al., 2014). Plus récemment, une étude 

a montré que le tamoxifène se liait directement à ERα36 entraînant sa phosphorylation.  

ERα36 phosphorylé va ensuite transloquer dans le noyau et activer la transcription d’ALDH1; 

ALDH1 qui, à son tour va réguler positivement la prolifération des cellules souches 

cancéreuses mammaires connues pour leur caractère métastatique (Wang et al., 2018). Cette 

étude est la première qui met en évidence l’activité nucléaire d’ERα36. 

 

b) ERα36 et cancers du sein ERα-négatifs 

Comme évoqué précédemment, ERα36 est également exprimé dans les tumeurs mammaires 

ERα-négatives et serait en partie responsable du caractère agressif de cette sous-catégorie 

tumorale. Ceci a été suggéré à la suite d’une étude montrant l’activation œstrogéno-

dépendante d’Akt dans la lignée mammaire MDA-MB-231 (ERα-négatives) dans laquelle 

aucune activité agoniste des œstrogènes n’était attendue en absence d’ERα (Tsai et al., 2001). 
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Par ailleurs, dans une étude parue en 2008, des chercheurs ont montré par 

immunohistochimie l'expression d’ERα36 dans des lignées cellulaires mammaires ERα-

négatives (Lee et al., 2008). Ces données confortent l’idée que la signalisation rapide des 

œstrogènes observée dans les lignées ERα-négatives pourrait être due à l'action d’ERα36, qui 

contribuerait au développement et à la progression des cellules tumorales. Il a été démontré 

que ERα36 active la survie cellulaire et favorise le potentiel métastatique des cancers du sein. 

En effet, en réponse à E2, et comme évoqué précédemment, ERα36 est capable d'activer la 

protéine kinase C (PKC) (Chaudhri et al., 2012; Tong et al., 2010) une protéine bien connue 

pour favoriser les métastases. 

La plupart des cancers étant traités par chimiothérapie, la recherche sur le cancer du sein a 

porté sur l'association entre l'expression d’ERα36 et les résultats cliniques des patientes 

atteintes de cancer du sein et traitées par chimiothérapie. Une récente étude réalisée dans 

des xénogreffes de tumeurs mammaires a montré une forte expression d’ERα36 dans des 

lignées résistantes au cisplatine. De plus, le cisplatine induit une up-régulation d’ERα36 de 

manière dose-dépendante qui va activer le complexe pro-tumoral EGFR/HER2/ERK (Zhu et al., 

2018b). En conséquence, l’expression d’ERα36 dans les tumeurs constituerait un biomarqueur 

prédictif de l'efficacité de la chimiothérapie néo-adjuvante. 

 

2) ERα36 et cancers pulmonaires 

L'expression d’ERα36 a été évaluée par IHC dans une cohorte de 126 résections tumorales, 

obtenues à partir de patients atteints d’adénocarcinomes pulmonaires. Dans 92% des cas, une 

expression élevée d’ERα36 était associée à une métastase ganglionnaire (Zhang et al., 2014) 

avec pour conséquence un faible pronostic en terme de survie sans rechute (DFS) et de survie 

globale (OS). 
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3) ERα36 et cancers gastriques 

ERα s'est révélé être un marqueur de mauvais pronostic chez les patients atteints d'un cancer 

gastrique. Des études cliniques ont notamment été réalisées sur l'expression d’ERα36 dans ce 

cancer. Une étude portant sur 45 patients ayant eu une résection curative du cancer gastrique 

a montré que l'ARNm d’ERα36 était significativement plus élevé dans les tissus gastriques 

normaux que dans les tissus cancéreux. De plus, les tumeurs exprimant des taux élevés 

d'ARNm d’ERα36 présentaient moins de métastases ganglionnaires et de tumeurs de plus 

petite taille (Wang et al., 2012b).  

 

4) ERα36 et cancers du rein 

L’expression d’ERα36 a été étudiée par IHC dans 125 cas de cancer du rein. Les tumeurs 

rénales péricarcineuses et bénignes présentaient une faible proportion d’ERα36 dont 

l’expression est cytoplasmique et membranaire. Par ailleurs, une forte expression d’ERα36 

était corrélée à un faible taux de survie (Wang et al., 2015). 

 

5) ERα36 et cancers colorectaux 

Une étude de l’expression d’ERα36 par RT-qPCR a été réalisée à partir de 35 tumeurs 

colorectales malignes et les tissus appariés normaux. Les auteurs ont constaté que 

l'expression d’ERα36 était régulée négativement dans 71% des cancers colorectaux par 

rapport aux tissus normaux. De plus, l'expression d’ERα36 était inversement corrélée à 

l’apparition de métastases ganglionnaires (Jiang et al., 2008). 
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V- Mécanismes de ciblage d’ERα36 

Les études mentionnées ci-dessus ont permis de montrer un panel de mécanismes par 

lesquels ERα36 agit majoritairement comme un oncogène et un facteur de mauvais pronostic, 

notamment dans le cancer du sein. A ce jour, ERα36 fait toujours l’objet de nombreuses 

études afin d’être considéré dans la classification moléculaire du cancer du sein à l’instar d’ERα 

et PR. Plusieurs inhibiteurs ont été criblés et ont démontré leur efficacité pour inhiber ERα36. 

 

1) Le broussoflavonol B 

Le criblage de nombreux composés a montré que le broussoflavonol B (5, 7, 3’, 4’-

tetrahydroxy-3-methoxy-6,8diprenylflavone), un produit chimique purifié à partir de l'écorce 

de mûrier à papier (Broussonetia papyrifera), présentait une puissante activité inhibitrice de 

la croissance des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 (ERα-négatives)(Guo et al., 

2013b). À faible concentration, le broussoflavonol B induit une régulation négative de 

l'expression d’ERα36 et induit également l'arrêt des phases G0/G1 et G2/M dans les cellules 

MDA-MB-231 (Guo et al., 2013a). De plus, il a été montré que le ciblage d’ERα36 par le 

broussoflavonol B dans les cellules MCF-7 résistantes au tamoxifène, induisait une 

dérégulation du complexe ERα36/EGFR/HER2. Cette dérégulation modifie le phénotype des 

cellules MCF-7 devenant sensibles au tamoxifène (Yin et al., 2015). 

 

2) L’icaritine 

L'icaritine est un flavonoïde isolé de l'herbe chinoise Epimedium genus. Comme d’autres 

flavonoïdes, il a été démontré qu’il exerçait une action semblable à un antagoniste des 

œstrogènes. Ainsi, une étude a montré que l’icaritine entraîne une dérégulation d’ERα36 et 

d’EGFR, associée à l’apoptose, dans les lignées cancéreuses mammaires triple négatives 

(MDA-MB-231 et MDA-MB-453) (Wang et al., 2017). Les auteurs ont aussi montré que 

l’icaritine inhibait la voie MAPK/ERK, et l’induction de la Cycline D1 qui se fait par l’action 

d’ERα36. 
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3) La cyanidine-3-o-glucoside 

La cyanidine-3-o-glucoside (Cy-3-glu) appartient à la famille des anthocyanosides qui sont des 

pigments naturels des feuilles, des pétales et des fruits. Ce sont des composés connus pour 

inhiber la croissance et le potentiel métastatique des cellules cancéreuses du sein. Il a été 

montré dans une étude que le Cy-3-glu induit l'apoptose de cellules cancéreuses mammaires 

triple négatives, qui co-expriment ERα36 et EGFR (Wang et al., 2016). En effet, la Cy-3-glu se 

lie directement au domaine de liaison au ligand (LBD) d’ERα36 et inhibe la signalisation 

EGFR/Akt via la dégradation d'EGFR. 

 

4) L’epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 

L’EGCG est un dérivé de la catéchine, appartenant à la famille des flavonoïdes et ayant des 

effets anti-cancers. Une étude a montré que l’EGCG inhibe, via ERα36, la croissance de cellules 

souches cancéreuses mammaires (bCSC) en agissant également sur EGFR. En effet, l’inhibition 

d’ERα36 par shRNA, associée à un traitement des cellules à l’EGCG n’a pas montré d’effet sur 

la croissance de ces cellules (Pan et al., 2016). 

 

5) PRMT2 

Comme indiqué dans le chapitre 2, la protéine arginine méthyltransférase 1 (PRMT1) interagit 

et méthyle ERα préalablement à l’activation de la voie PI3K (Le Romancer et al., 2008). Une 

autre PRMT : PRMT2, quant à elle, interagit avec ERα pour inhiber la prolifération cellulaire 

(Qi et al., 2002). Le rôle antiprolifératif de PRMT2 via l’inhibition d’ERα a laissé suggérer un 

possible rôle de PRMT2 dans la régulation d’ERα36. Dans une récente étude, les auteurs ont 

étudié le rôle de PRMT2 dans les mécanismes de résistance au tamoxifène induits par ERα36. 

Ainsi, dans la lignée triple négative MDA-MB-231 qui est résistante au tamoxifène, la 

surexpression de PRMT2 était associée à une baisse de l’activation des voies MAPK/ERK et 

PI3K/Akt, tamoxifène-dépendantes (Shen et al., 2018). Les auteurs ont par ailleurs montré que 

PRMT2 interagit avec ERα36, cette interaction qui inhiberait l’action agoniste du tamoxifène 

via ERα36 (Shen et al., 2018). 
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CChapitre 4 : Structure et rôle du récepteur à la progestérone 
 

La progestérone est une hormone stéroïdienne qui possède une diversité de fonctions 

biologiques. Elle est synthétisée à partir du cholestérol (Figure 19) et sécrétée principalement 

par les cellules du corps jaune, contenues dans les ovaires et par le placenta. En effet, la 

progestérone, fortement sécrétée au cours de la puberté chez la femme, joue un rôle clé dans 

le développement de l’appareil reproducteur femelle, dans l’établissement des caractères 

sexuels, ainsi que le maintien de l’embryon dans l’utérus. En plus de ces fonctions dans le 

développement féminin, la progestérone et les progestatifs de synthèse sont cliniquement 

utilisés pour la contraception et le traitement hormonal substitutif de la ménopause (HRT : 

Hormone Replacement Therapy) ; mais aussi pour traiter plusieurs pathologies chroniques 

telles que l’endométriose. L’action de cette hormone se fait via son récepteur : le récepteur à 

la progestérone (PR) qui est, tout comme ER, une protéine appartenant à la superfamille des 

récepteurs nucléaires stéroïdiens. PR est un régulateur majeur des fonctions reproductrices 

chez la femme et contrôle le développement, la prolifération, les processus de différentiation 

au cours du cycle ovarien mais aussi la grossesse. Son action dépend fortement du type 

cellulaire, et de l’environnement hormonal entre autres, et son expression constitue un 

biomarqueur prédictif des traitements du cancer du sein. Au cours de ce chapitre, nous nous 

intéresserons à sa structure ainsi qu’à ses voies de signalisations, en particulier dans le cancer 

du sein. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Biosynthèse de la progestérone (Source : Pr. Bertrand PERRET : medecine.ups-tlse.fr) 
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I- Les isoformes de PR 

1) Structure protéique 

Le récepteur à la progestérone (PR) a été cloné pour la première fois en 1986 par le groupe 

d’Edwin Milgrom (Loosfelt et al., 1986). Le gène PgR est localisé sur le chromosome 11q22 

(Rousseau-Merck et al., 1987) qui contient 2 promoteurs alternatifs qui servent d’initiation à 

la transcription de deux isoformes de PR : PR-B, la forme full length ayant une composition de 

933 acides aminés (Figure 20) et PR-A qui possède 769 acides aminés (Kastner et al., 1990; Li 

and O’Malley, 2003). Ces 2 protéines ont des poids moléculaires d’environ 120 kDa (PR-B) et 

94 kDa (PR-A). Un autre promoteur alternatif, plus en aval de la séquence de PgR, permet la 

transcription de PR-C qui a un poids moléculaire d’environ 60 kDa (Wei et al., 1990). De même 

que les récepteurs stéroïdiens, PR contient dans sa structure les domaines fonctionnels 

nécessaires à la fixation du ligand (LBD), à la flexibilité du récepteur (Hinge), à la liaison à l’ADN 

(DBD), et à la transactivation de la transcription (AF-1 : ligand-indépendante et AF-2 : ligand-

dépendante). 

La région AF-1 est impliquée dans des interactions avec des facteurs de transcription et des 

co-régulateurs transcriptionnels (Lavery and McEwan, 2005). Le domaine AF-2 qui est 

fortement conservé entre les espèces, est capable de se lier aux motifs LxxLL des coactivateurs 

de récepteurs stéroidiens (SRCs) de la famille des p160, et au co-régulateur RIP140 (Beato and 

Klug, 2000; Li and O’Malley, 2003) comme le fait également ERα. La dimérisation du récepteur 

peut se faire au niveau du DBD qui est aussi impliqué dans des interactions protéines-

protéines (Africander et al., 2011). Le domaine Hinge contient un signal responsable de la 

localisation nucléaire de PR (NLS).  
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Figure 20 : Structure et domaines fonctionnels des isoformes de PR. Les chiffres correspondent à la 

position des acides aminés. AF : Activation Function, DBD : DNA Binding Domain, LDB : Ligand Domain 

Binding, h : hinge. Adapté de (Li and O’Malley, 2003). 

 

 

Au niveau structurel, PR-A et PR-B sont identiques dans leurs domaines fonctionnels, mais PR-

A ne contient pas les 164 acides aminés N-terminaux, contenus dans PR-B. En effet, la fonction 

de cette séquence N-terminale de 164 acides aminés, identifiée plus tardivement est un 

troisième domaine de transactivation de la transcription, nommé AF-3 (ou BUS : B-Upstream 

Segment). L’isoforme PR-C ne contient pas le domaine N-terminal de PR-B, ainsi qu’une partie 

du domaine zinc finger du DBD. Par conséquent PR-C ne peut se lier à l’ADN et n’aurait pas 

d’activité transcriptionnelle (Wei et al., 1990). En fonction du contexte cellulaire et du gène 

ciblé par PR, les domaines AF-1, AF-2 et AF-3 peuvent fonctionner soit de manière 

indépendante, soit en synergie (Dong et al., 2004; Meyer et al., 1992; Takimoto et al., 2003). 
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2) Caractéristiques fonctionnelles des isoformes de PR 

La différence structurelle entre PR-A et PR-B laisse suggérer une distinction dans leurs 

fonctions respectives (Tableau 6). L’importance du rôle de PR-A et PR-B a été mis en évidence 

dans des souris K.O pour l’une ou l’autre de ces 2 isoformes. En effet, dans des souris K.O pour 

PR-A, aucune incidence sur le développement normal de la glande mammaire n’a été observée 

alors qu’une extinction de PR-B a montré une carence dans le développement mammaire. 

Néanmoins, ces expériences d’extinction de PR-A et PR-B ont montré que PR-A jouait un rôle 

fonctionnel plus important que PR-B dans le développement de l’utérus et des fonctions 

ovariennes (Fernandez-Valdivia et al., 2005). Au niveau de l’activation des gènes, l’isoforme 

PR-B est la plus retrouvée sur les promoteurs de gènes cibles, par rapport à PR-A qui, quant à 

elle est capable de réprimer l’action de PR-B (Tung et al., 1993; Vegeto et al., 1993). Par 

ailleurs, des expériences de microarrays sur des cellules cancéreuses mammaires ont montré 

que 65 des 94 gènes régulés par PR étaient régulés par PR-B uniquement, alors que seulement 

4 gènes étaient régulés par PR-A, le reste étant régulé par les deux isoformes (Richer et al., 

2002). 
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Tissu Isoformes Actions de la progestérone sur les isoformes 

 PR-A -Réprime l’activité transcriptionnelle de PR-B, 
AR, GR et ER 
 
-Faible activité transcriptionnelle comparée à 
PR-B 

Glande mammaire   

 PR-B -Requis pour le développement normal de la 
glande mammaire non transformée 

-Action proliférative dans les tumeurs 
mammaires 

 
 
 
 
Utérus 

PR-A -Requis pour le développement et la 
physiologie de l’utérus 

-Isoforme dominante dans les cellules 
stromales.  

-Actions antiprolifératives 

  

PR-B 

-Isoforme dominante dans les cellules 
épithéliales glandulaires. 

-Actions prolifératives dans les cellules 
cancéreuses endométriales. 

   

   
 
 
 
Ovaire 

PR-A -Essentiel pour les fonctions ovariennes 

-Absent dans les carcinomes ovariens 

   

  PR-B -Isoforme exprimée dans les carcinomes 
ovariens ayant des actions antiprolifératives. 

   

 

Tableau 6 : Différences fonctionnelles entre PR-A et PR-B dans divers types tissulaires (Adapté de 

(Diep et al., 2015). 
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3) Modifications post-traductionnelles de PR 

A l’instar d’ERα, PR est la cible de nombreuses modifications post-traductionnelles telles que 

la phosphorylation, l’acétylation, l’ubiquitination, et la SUMOylation. En effet, l’action de PR 

va être considérablement impactée en fonction du résidu modifié. Dans cette partie, nous 

décrirons les principales modifications post-traductionnelles de PR ainsi que les résidus 

modifiés. 

 

a) La phosphorylation 

PR possède plus d’une dizaine de sites de phosphorylation, principalement localisés dans son 

domaine N-terminal (Figure 21) qui sont phosphorylés en présence ou en absence de ligand. 

Les sérines 81, 190, et 400 sont phosphorylées de manière constitutive et leur expression n’est 

que très peu augmentée en présence de progestérone. Les sérines 102, 162, 294 et 345 sont 

quant à elles phosphorylées par l’action de la progestérone (Grimm et al., 2016). Plusieurs 

kinases ont été identifiées comme pouvant phosphoryler PR in vitro (Dressing et al., 2009; Ortí 

et al., 1992; Vicent et al., 2010). Ces kinases qui ont des sites de phosphorylation différents 

sont CDK1/2 (Cyclin-Dependent Kinase 1/2), MAPK/ERK, et la caséine kinase 2 (CK2). A titre 

d’exemples, la sérine 81 est phosphorylée in vitro par CK2 (Zhang et al., 1994), les sérines 162, 

294 et 345 sont phosphorylées par MAPK/ERK (Ward and Weigel, 2009), les sérines 25, 162, 

190, 213, 400, 554, 676 sont phosphorylées par le complexe Cycline A/CDK2 (Knotts et al., 

2001; Zhang et al., 1997).  Par ailleurs, la nature et la position du résidu phosphorylé ont 

diverses conséquences sur l’action de PR. En effet, ces modifications ont un impact sur la 

localisation cellulaire de PR, sa stabilité, son interaction avec des co-régulateurs, sa fixation à 

l’ADN, et son activité transcriptionnelle entre autres. La phosphorylation de PR est associée à 

de nombreuses voies de signalisations. 
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b) Ubiquitination 

A l’instar des autres récepteurs nucléaires, PR est polyubiquitiné par des ubiquitines ligases 

puis dégradé par le protéasome afin de réguler ses fonctions via un turnover. La dégradation 

de PR est à la fois dépendante et indépendante du ligand. En effet, dans les cellules 

cancéreuses mammaires, la demi-vie de PR, lorsqu’il n’est pas lié à son ligand est d’environ 

21h, alors que PR lié à son ligand est dégradé après 6h (Nardulli et al., 1988). Il a été montré 

par ailleurs que BRCA1, un biomarqueur fondamental du cancer du sein, possède une activité 

E3 ubiquitine ligase capable d’ubiquitiner PR en présence et en absence de son ligand. De 

manière intéressante, Calvo et Beato ont montré qu’après traitement à la progestérone, le 

complexe protéique BRCA1/BARD1 pouvait se fixer à PR au niveau de ses sites de fixation sur 

la chromatine. Ce complexe protéique catalyse l’ubiquitination de l’histone H2A et contribue 

au silencing épigénétique des gènes cibles de PR, en empêchant le recrutement de l’ARN 

polymérase II (Calvo and Beato, 2011). 

 

c) SUMOylation 

Au contraire d’ERα qui possède plusieurs sites de SUMOylation, PR quant à lui n’en possède 

qu’un seul, sur la lysine 388 (Figure 21) qui se trouve sans son domaine N-terminal, dont la 

SUMOylation est dépendante de l’hormone. En effet, la SUMOylation de PR a un effet 

suppressif de la transcription médiée par PR (Abdel-Hafiz et al., 2002; Chauchereau et al., 

2003). De plus, plusieurs modifications ponctuelles de la lysine 388 ont montré une absence 

de SUMOylation. Ces mutations ponctuelles ont eu pour effet une activation de la 

transcription PR-dépendante plus importante chez les mutants qu’en condition Wild-Type 

(Abdel-Hafiz et al., 2009). 
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d) Acétylation 

L’acétylation de PR régule fortement son activité transcriptionnelle. Ainsi, un nombre 

important d’études ont été menées afin d’identifier comment l’acétylation de PR affectait sa 

liaison à la chromatine. PR possède dans sa séquence protéique, une séquence consensus 

d’acétylation KxKK localisée au niveau des acides aminés 638-641 (Figure 21) dans la région 

NLS/Hinge (Daniel et al., 2010). Quelques années plus tard, une étude a montré que la lysine 

183 de PR est également acétylée par la protéine p300. En effet, l’acétylation de la lysine 183 

augmente l’activité transcriptionnelle de PR en permettant une fixation rapide de PR sur le 

promoteur de ses gènes cibles (Chung et al., 2014a). En fonction du gène régulé par PR, 

l’acétylation peut soit augmenter, soit réduire l’activité transcriptionnelle PR-dépendante 

(Daniel et al., 2010).  

 

e) Méthylation 

PR possède un site de méthylation localisé au niveau de la lysine 464 (Figure 21). Il a été 

montré que la méthylation de ce résidu inhibe l’activité transcriptionnelle de PR, médiée par 

son domaine AF-1. En effet, la mono-méthylation de la lysine 464 empêche le recrutement 

des co-activateurs NCoR1 et SRC-1 (Chung et al., 2014b). 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Résidus modifiés de PR. En jaune, les sites de phosphorylation, en rouge les sites 

d’acétylation, en bleu le site de sumoylation, et en orange le site de méthylation. NTD : N-Terminal 

Domain. Adapté de (Grimm et al., 2016). 
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II- Voies de signalisation de PR 

1) Voie génomique 

a) Fixation à la chromatine 

Au niveau de l’ADN, PR va recruter des co-régulateurs transcriptionnels via des interactions 

protéine/protéine, qui vont contribuer aux modifications de l’état de la chromatine, 

permettant ainsi l’activation ou la répression de certains gènes. L’élément de réponse sur 

lequel se lie PR est une séquence consensus GGTAACAnnnTGTTCT, commune au récepteur 

des androgènes (AR) et au récepteur des glucocorticoïdes (GR) (Lieberman et al., 1993; 

Lombès et al., 1993), ce qui laisse suggérer d’un potentiel crosstalk entre PR, AR et GR. Des 

expériences de chIP-seq associées à un profil d’expression génique ont permis de 

cartographier de nombreux sites de fixation de PR sur le génome de différents types cellulaires 

et tissulaires. En effet, ces expériences de chIP-seq ont révélé l’existence de 31.457 sites de 

fixation pour PR dans des cellules cancéreuses mammaires et 7.034 sites dans des cellules de 

léiomyome utérin (Yin et al., 2012). Parmi les sites de fixation identifiés, le motif le plus enrichi 

est l’hexanucléotide TGTTCT qui correspond à un PRE (Progesterone Responsive Elements) 

(Ballaré et al., 2013). Bien que le génome possède plusieurs milliers de sites de fixation pour 

PR, il n’y a qu’une faible proportion de ces sites qui sont réellement occupés par PR (Ballaré 

et al., 2013; Rubel et al., 2012). Ainsi, la présence seule d’un PRE ne peut garantir la fixation 

de PR. L’analyse bioinformatique des PREs a montré un enrichissement, dépendant du type 

cellulaire de plusieurs facteurs de transcription tels que STAT, FOXA1, SP1 et AP-1 (Clarke and 

Graham, 2012). Ces facteurs de transcription lient à la fois ERα et PR et créent une dynamique 

transcriptionnelle autour de ces deux récepteurs, ce qui laisse suggérer l’existence d’un 

crosstalk que nous verrons par la suite. Une autre protéine : STAT3 interagit avec PR au niveau 

du promoteur de gènes cibles dans les cellules cancéreuses mammaires. En présence de 

progestérone ou d’héréguline, un facteur de croissance tumorale, PR et STAT3 s’associent au 

niveau du promoteur de gènes cibles tels que Bcl-xl, p21/CIP1 et c-Myc dans la lignée T47D 

(Proietti et al., 2011, 2015). 
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b) Remodelage de la chromatine 

En plus des facteurs « classiques » de transcription qui co-régulent la fixation de PR sur ses 

éléments de réponse, l’on pourrait suggérer que d’autres facteurs de transcription se lierait à 

PR afin de permettre le remodelage de la chromatine, comme cela a déjà été décrit pour ER, 

AR et GR (Zaret and Carroll, 2011). L’analyse par chIP-seq des sites de fixation de PR sur le 

génome a, par ailleurs montré un enrichissement de nucléosomes.  

De manière intéressante, il a été montré que PR pouvait agir en se liant directement aux 

nucléosomes pour remodeler la chromatine (Ballaré et al., 2013; Beato and Vicent, 2012). La 

fixation de PR aux nucléosomes est ainsi considérée comme un prérequis à l’activation ligand-

dépendante de gènes cibles. Ce mécanisme de régulation des gènes cibles constitue une 

différence fonctionnelle importante entre PR et les autres récepteurs nucléaires cités en 

amont (ER, GR, AR). En effet, après activation par son ligand, PR va remodeler la chromatine 

en modifiant la position de l’histone H1 et du dimère d’histones H2A/H2B (Ballaré et al., 2013). 

 

c) Actions génomiques de PR en absence de ligand 

L’analyse comparative de l’association PR-ligand versus PR sans ligand, portant sur la fixation 

aux éléments de réponse, a révélé que le couple PR-ligand se lie à des PREs différents de ceux 

ou PR sans ligand se fixe (Ballaré et al., 2013; Yin et al., 2012). De plus, il a été reporté que PR 

non lié à son ligand est capable de réguler l’expression de gènes cibles en interférant avec 

l’activation de la transcription ligand-dépendante. En effet, la fixation de PR sans son ligand, 

au niveau du promoteur de gènes cibles stabilise des complexes de répression de la 

transcription qui peuvent être « détachés » de la chromatine en présence de progestérone 

(Vicent et al., 2013). 
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d) Crosstalk entre PR et d’autres récepteurs nucléaires 

Comme indiqué précédemment, PR se lie à la séquence consensus GGTAACAnnnTGTTCT sur 

laquelle se lie également d’autres récepteurs nucléaires : AR et GR. La compétition pour la 

fixation à cette séquence consensus est capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle. Par 

exemple, AR et GR inhibe chacune leur activité en formant un hétérodimère au niveau de cette 

séquence consensus (Chen et al., 1997). De plus, il a été montré que PR également, tout 

comme AR, est capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle de GR (Yen et al., 1997). 

Un autre aspect des crosstalks entre récepteurs nucléaires a été mis en lumière via les 

relations fonctionnelles entre ERα et PR dans le cancer du sein. Historiquement, la présence 

de PR dans le diagnostic des tumeurs mammaires était corrélée à la présence et au 

fonctionnement d’ERα, puisque PR est un gène cible d’ERα (Figure 22A). Plus récemment, une 

étude a montré un autre aspect du rôle de PR. En effet, à partir d’études réalisées dans des 

modèles précliniques et des lignées cancéreuses mammaires, Mohammed et collaborateurs 

ont montré qu’en présence d’œstrogène et de progestérone, PR redirige ERα et cofacteurs 

sur des promoteurs qui régulent des gènes de bon pronostic (Figure 22B) (Mohammed et al., 

2015). Ces données confèrent un rôle prépondérant à PR, bien différent du simple fait qu’il 

est la « vitrine » de l’expression d’ERα. 
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Figure 22 : Mécanismes de cross-régulation entre ERα et PR. A : ancien modèle montrant l’activation 

de PR par ER et cofacteurs. B : en présence d’E2, ER et ses cofacteurs activent la transcription de gènes 

de mauvais pronostic (panel supérieur). En présence d’E2 et de progestérone (panel inférieur), PR 

redirige ER et ses cofacteurs sur des éléments de réponses de gènes de bon pronostic (Baird and 

Carroll, 2016). 

 

2) Voie non classique 

Contrairement à ERα dont la voie non génomique a été clairement définie, la voie non 

génomique de PR est plus complexe et difficilement dissociable de la voie génomique, d’où 

l’appellation « voie non classique ». En effet, une fraction de PR va subir des modifications 

post-traductionnelles qui vont entraîner la translocation de PR dans le noyau, et PR modifié 

va activer la transcription de gènes cibles, tels que ceux impliqués dans la prolifération et 

l’activation du cycle cellulaire. 

A 

B 
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 La phosphorylation de PR est l’une des modifications les plus associées à l’activité 

transcriptionnelle de PR. Dans cette partie, nous donnerons un aperçu global des interactions 

cytoplasmiques de PR dans le cancer du sein, ainsi qu’un panel de cascades de signalisation 

activées par la progestérone. 

   

a) L’interaction PR/Src 

La voie non génomique de la progestérone est activée à la membrane plasmique par un sous-

ensemble de PR qui va activer, via diverses interactions protéines/protéines, des cascades 

d’activations cytoplasmiques. L’une des premières cascades décrites est l’interaction de PR 

avec la tyrosine kinase Src qui active la voie Src/Ras/ERK. En effet, dans la lignée cancéreuse 

mammaire T47D traitée à la progestérone, PR va au préalable s’associer à ERα qui joue le rôle 

d’intermédiaire pour l’interaction PR/Src. Cette interaction, l’une des premières décrites, va 

permettre par la suite d’activer Ras et ERK par des cascades de phosphorylation (Migliaccio et 

al., 1998). De plus, l’interaction PR/Src se fait au niveau du domaine N-terminal de PR qui est 

riche en résidus prolines, et qui interagit avec le domaine SH3 de Src (Hill et al., 2012). 

 

b) Rôles de la phosphorylation de PR 

De nombreuses études ont montré le rôle de la phosphorylation de PR dans plusieurs 

mécanismes cellulaires et dans l’activation de gènes cibles. Les rôles de la phosphorylation 

sont multiples et diffèrent généralement d’un type cellulaire à l’autre. Parmi les protéines qui 

régulent l’expression de PR, la famille des STATs apparaît comme des cofacteurs primordiaux 

dans l’action de PR, aussi bien dans la glande mammaire normale non transformée que dans 

les tumeurs mammaires.  

Dans les cellules cancéreuses mammaires, STAT5A est recrutée avec PR sur le promoteur d’un 

ensemble de gènes cibles impliqués dans la prolifération et les réponses inflammatoires, entre 

autres (Hagan et al., 2011). Il a été montré que cette association protéique se fixait sur les 

éléments de réponse de Wnt1, un gène régulé par l’action proliférative de la progestérone et 

dépendant de la phosphorylation de PR sur la sérine 82 par CK2, et en présence de la protéine 

DUSP6 (Hagan et al., 2013).  
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De plus, l’activation de l’expression de STAT5A est aussi dépendante de la phosphorylation de 

la sérine 81 par CK2. Il est à noter que la nature du résidu phosphorylé conditionne le 

recrutement de PR et de STAT5A sur la chromatine (Hagan and Lange, 2014). 

Dans la lignée mammaire T47D, le traitement à la progestérone provoque la phosphorylation 

de PR sur la sérine 345, qui est dépendante d’EGFR, Src et MAPK (Faivre et al., 2008). P-PR 

S345 va ensuite interagir avec le facteur de transcription SP-1 et activer la transcription d’EGFR 

et p21, un régulateur du cycle cellulaire. Une autre étude portant sur la régulation du cycle 

cellulaire a été menée pour connaître la cinétique d’activation de PR pendant le cycle. En effet, 

en réponse à la progestérone, PR est phosphorylé durant la phase S du cycle cellulaire, sur les 

sérines 294, 345 et 400 par MAPK et CDK2 puis induit l’activation de la Cycline D1 (Dressing et 

al., 2014). De plus, la Cycline D1 va interagir avec P-PR S345 et SP-1 sur le promoteur de HSPB8 

(Dressing et al., 2014), une protéine chaperonne impliquée dans le processus migratoire des 

cellules cancéreuses mammaires (Piccolella et al., 2017) et fréquemment associée à la 

résistance au tamoxifène. 

En plus d’être impliquée dans la progression du cycle cellulaire, la phosphorylation de PR joue 

aussi un rôle important dans le développement des cellules souches cancéreuses mammaires. 

Knutson et collaborateurs ont montré que le facteur de croissance EGF induit la 

phosphorylation de PR (Sérine 294), qui, à son tour active l’expression de gènes tels que HER2, 

PAX2, AHR, AR, RUNX2, qui maintiennent le caractère dédifférencié des cellules souches 

cancéreuses (Knutson et al., 2017). 

En conclusion, la phosphorylation de PR est impliquée dans un nombre très important de 

mécanismes ayant pour conséquence le développement du cancer du sein via la progression 

du cycle cellulaire, le maintien du caractère dédifférencié des cellules souches cancéreuses, et 

la résistance au tamoxifène via HSPB8. En fonction du contexte cellulaire, PR va être 

phosphorylé sur des sites différents et cette signature post-traductionnelle va permettre de 

rediriger PR et ses cofacteurs au niveau de sites généralement différents des PREs classiques.  

De plus, des études ont montré qu’en fonction du contexte cellulaire, la phosphorylation de 

PR est associée à d’autres modifications telles que la SUMOylation, l’ubiquitination et 

l’acétylation (Abdel-Hafiz and Horwitz, 2014). 
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3) Régulation de PR par les micro-ARNs (miRNAs) 

Comme mentionné dans le chapitre 1, l’expression de PR dans le cancer du sein est 

généralement associée à un bon pronostic et est attribuée à l’activité transcriptionnelle d’ERα. 

De nombreuses études ont montré que l’expression de PR était régulée par plusieurs miRNAs. 

Ainsi, la détection des miRNAs qui ciblent les biomarqueurs tumoraux tels que PR, constitue 

un moyen de prédire le pronostic de la maladie. 

Les miRNAs sont des petits ARNs de 20 à 25 nucléotides, qui ciblent des ARNm dans leur région 

3’-UTR, afin d’induire la dégradation de ces ARNm et d’inhiber le processus de traduction 

(Bartel, 2009). Ces petits ARNs jouent un rôle fondamental dans de nombreux mécanismes 

biologiques et sont parfois anormalement exprimés dans plusieurs cancers tels que le cancer 

du sein. Les miRNAs fonctionnent par conséquent comme des régulateurs de la progression 

tumorale. Les ARNm peuvent être ciblés par plusieurs miRNAs différents afin de réguler leur 

expression. PgR contient une importante région 3’-UTR de 9.492 nucléotides (Maillot et al., 

2009) contenant plusieurs sites putatifs de miRNAs qui ont été extensivement étudiés. Des 

essais luciférase effectués dans la lignée MCF-7 ont montré que les miR-181a, -23a, et -26b se 

liaient sur l’ARNm de PR. En effet, une surexpression de ces miRNAs réduisait fortement 

l’expression de PR (Gilam et al., 2017). De manière intéressante, Gilam et collaborateurs ont 

montré par IHC que les miR-181a et -26b était surexprimés dans des tissus cancéreux 

mammaires (Gilam et al., 2017). Quelques années plus tôt, à partir d’une étude de 453 miRNAs 

dans une cohorte de 29 tumeurs mammaires, Lowery et collaborateurs ont montré que PR 

était négativement régulé par plusieurs miRNAs notamment le miR-520g, dont l’expression a 

été confirmée dans une cohorte plus importante (Lowery et al., 2009). Par ailleurs, 

l’expression E2-dépendante de PR entraîne un mécanisme de régulation par lequel PR va 

activer l’expression du miR-513a-5p (Figure 23) qui va se fixer sur la région 3’-UTR de PR et 

ainsi down-réguler son expression (Cochrane et al., 2012; Muti et al., 2018). Ce modèle de 

régulation est un moyen par lequel PR assure son turnover. Il a été indiqué précédemment 

que la dégradation de PR, 6h post-traitement à la progestérone, était due à son ubiquitination 

puis à sa dégradation par le protéasome (Nardulli et al., 1988). Une étude plus récente a 

proposé un autre mécanisme de dégradation par lequel la progestérone induit l’expression du 

miR-129-2 qui va directement se lier à PR (Godbole et al., 2017). 
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Figure 23 : Modèle d’inhibition de l’expression de PR par le miR-513a-5p (Cochrane et al., 2012) 
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Depuis la découverte des récepteurs ER et PR, la classification moléculaire des cancers du sein 

a longtemps été basée sur leur expression, afin de déterminer la stratégie thérapeutique à 

adopter pour les femmes atteintes de cancers du sein. Cependant, l’identification d’ERα36 en 

2005 ainsi que sa caractérisation dans le cancer du sein, a permis de mieux comprendre ses 

voies de signalisation, et ERα36 apparaît désormais comme un nouveau marqueur 

moléculaire. Il y a quelques années, notre équipe a étudié les voies de signalisations d’ERα36 

dans des lignées cancéreuses mammaires, démontrant que ERα36 activait des biomarqueurs 

de prolifération tels que MAPK/ERK, Cycline D1. Par ailleurs, nous avons étudié son expression 

ainsi que sa valeur pronostique dans deux cohortes de tumeurs mammaires, fournies par le 

Centre Léon Bérard de Lyon. Comme déjà révélé, nous avons observé dans nos cohortes 

d’étude que l’expression d’ERα36 était significativement corrélée à de faibles taux de survies 

(survie sans rechute, survie sans métastases, survie globale). La valeur pronostique d’ERα36 a 

parallèlement été étudiée dans des sous-catégories tumorales, exprimant ou non les 

biomarqueurs ERα et PR. Dans les sous-catégories PR-positives et PR-négatives, nous avons 

observé une différence significative dans la valeur pronostique d’ERα36. En effet, de manière 

intéressante, la faible valeur pronostique d’ERα36 était retrouvée uniquement dans la sous-

catégorie PR-positive, mais pas dans la sous-catégorie PR-négative. Ainsi, ces résultats ont 

laissé suggérer que ERα36 pourrait interférer avec les voies de signalisations de PR. 

Basé sur ces informations, l’objectif de ce travail a été de caractériser les potentielles relations 

fonctionnelles entre ERα36 et PR, ainsi que la signification biologique de cette cross-régulation 

dans le cancer du sein. 
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Abstract 

Alterations in estrogen and progesterone signaling, via their respective receptors, estrogen 

receptor alpha (ERα) and progesterone receptor (PR), are largely involved in the development 

of breast cancer (BC). The recent identification of ERα-36, a splice variant of ERα, has 

uncovered a new facet of this pathology. Although, ERα-36 expression is associated with poor 

prognosis, metastasis development and resistance to treatment, its predictive value has so far 

not been associated with a BC subtype and its mechanisms of action remain understudied. Here, 

we demonstrate that ERα-36 expression at the plasma membrane is correlated with a reduced 

disease-free survival in a cohort of 160 BC patients, particularly in PR-positive tumors, 

suggesting a crosstalk between ERα-36 and PR. Indeed, we show that ERα-36 interacts 

constitutively with PR in the nucleus of tumor cells. Moreover, it regulates its expression and 

phosphorylation on key residues. ERα-36 is thus a regulator of PR signaling, impacting its 

transcriptional activity and progesterone-induced anti-proliferative effects. Hence, ERα-36 may 

constitute a new prognostic marker in PR-positive BC. 

 

Keywords:  
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1. Introduction 

 

Breast cancer (BC) is the most common cancer among women worldwide. More than 75% of 

breast tumors express the estrogen receptor α (ER in the nucleus and predominantly belong 

to the luminal subtype. ER  plays a major role in BC tumorigenesis as it regulates cell cycle, 

cell survival and angiogenesis [1]. Interfering with the ER  pathway using anti-estrogens 

(either selective estrogen receptor modulators, such as tamoxifen, or selective estrogen down-

regulators, such as fulvestrant) or through estrogen deprivation (e.g., aromatase inhibitors), 

increases the survival of ER -positive BC patients. Despite the high level of sensitivity of 

luminal tumors to endocrine therapy, treatment efficacy is limited by intrinsic and acquired 

resistance [2, 3]. Indeed, 30-50% of patients relapse in the adjuvant setting and eventually die 

following the development of metastases [2, 4]. More recently, ERα-36, a splice variant of ER  

was identified as a novel actor of breast tumorigenesis. ERα-36 is encoded by the ESR1 locus, 

transcribed from a promoter located in the first intron, resulting in a shortened receptor. ERα-

36 retains the DNA binding domain, but lacks both transactivation domains, AF-1 and AF-2. 

Furthermore, the last 138 amino acids are replaced by a unique 27 amino acid sequence at the 

C-terminal domain [5]. Compared to ERα, ERα-36 displays distinct expression patterns. 

Indeed, while ERα is mainly expressed in the nucleus of ERα-positive tumors, ERα-36 is 

mainly expressed at the level of the plasma membrane of breast tumor cells [6], co-localized 

with caveolin, a typical cell-surface protein [7, 8]. ERα-36 was shown to activate ERK1/2 

through the protein kinase C delta signaling pathway, leading to an increase in the expression 

of cyclin D1/CDK4, which increases cell cycle progression [9]. In addition, binding of ERα-36 

to ERK prevents its dephosphorylation by MKP3 and enhances a paxillin/cyclin D1 pathway 

[10]. Moreover, ERα-36 signaling contributes to the potential invasion and metastatic spread 

of cancer cells [11].  
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Surprisingly, unlike ERα, ERα-36 is activated by the estrogen antagonist tamoxifen and 

fulvestrant, both compounds routinely used in ERα-positive BC treatment [8]. Accumulating 

experimental and clinical evidence supports that BC may arise from mammary stem/progenitor 

cells which possess self- renewal abilities. Recently, it was reported that ERα-36-mediated 

estrogen signaling plays an important role in the maintenance of ERα-positive and -negative 

breast cancer stem/progenitor cells [12]. ERα-36 is also a marker of poor prognosis in BC and 

its expression is associated with resistance to tamoxifen treatment, probably due to its high 

expression in stem cells, known to possess an intrinsic resistance to treatment [11, 13]. 

The aim of this study was to investigate whether the prognostic value of ERα-36 was associated 

with a particular subtype of BC. We unveiled a correlation between ERα-36 expression and 

poorer PR-positive patient survival, suggesting a functional relationship between ERα-36 and 

PR signaling. We clearly showed that ERα-36 regulates PR expression and activity, regulating 

cell proliferation, thus confirming its importance in BC. 
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2. Results  

2.1 Clinico-pathological characteristics 

We evaluated ERα-36 expression in a cohort of patients displaying invasive breast cancer. 

Table 1 summarizes the clinico-pathological characteristics of the patient cohort tested. For the 

160 assessable patients, the median follow-up interval was 10 years (ranging from 0.2-12 

years). Median age at diagnosis was 56.9 years (ranging from 30.4-87.4 years). Regarding 

tumor stage, 57.5% of patients displayed tumors exceeding 20 mm, and 52.5% had axillary 

lymph node (LN) metastases. 16.3% of the patients had SBR grade I tumors, 44.4% had grade 

II tumors and 39.4% grade III tumors. Adjuvant chemotherapy was administered to 63.1% of 

patients, while 83.1% received adjuvant hormonal therapy.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1: Clinico-pathological characteristics, treatment received and ERα-36 expression in 
the patient cohort tested (160 patients) 

Characteristic Number percent 

Age group (years) < 50  
> 50  

51 
109 

31.9% 
68.1% 

Menopausal status Pre 
Post 

57 
103 

35.6% 
74.4% 

Tumor size (cm) <2  
>2  

68 
92 

42.5% 
57.5% 

Axillary LN metastasis No 
Yes 

76 
84 

47.5% 
52.5% 

    
SBR grade I 

II 
III 

26 
71 
63 

16.3% 
44.4% 
39.4% 

ERα-66 status Negative 
Positive 
Missing 

14 
145 
1 

8.8% 
90.6% 

PR status Negative 
Positive 
Missing 

40 
118 
2 

25.3% 
74.7% 

HER2 status Negative 
Overexpressed 
Missing 

129 
23 
8 

84.9% 
15.1% 
 

    
Breast cancer subtype Luminal 

Basal 
HER2 driven 
Missing 

142 
10 
3 
5 

91.6% 
6.5% 
1.9% 

Adjuvant Hormonal 
treatment 

No 
Yes 

27 
133 

16.9% 
83.1% 

Adjuvant (or neoadj) 
chemotherapy 

No 
Yes 

59 
101 

36.9% 
63.1% 

ERα-36 Low 
High 

95 
65 

59.4% 
40.6% 
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2.2 Pattern of ERα-36 expression  

Regarding the immunohistochemical (IHC) analysis of ERα-36, all of the tumors displayed a 

faint diffuse cytoplasmic ERα-36 expression (Figure 1A). However, only 65 tumors (40%) had 

a high membrane expression, while 95 (60%) had a low or were devoid of membrane expression 

(Figure 1A). The correlation between ERα-36 expression and different clinico-pathological 

parameters was then statistically investigated (Table 2). No significant correlation was observed 

between high ERα-36 expression and traditional prognostic markers such as age, menopausal 

status, tumor size, ERα-66 status, PR status or axillary lymph node metastasis, except for high 

SBR grade (grade III) (p = 0.04). 

 
 
 

Variable ERα-36 low 
No.     (%) 
95       (59.4%) 

ERα-36 high 
No.     (%) 
65       (40.6%) 

P* 

Age (years) Mean (+ SD) 57.9    (±11) 61.3    (±11) 0.20† 

Breast side -Right 
-Left 

42       (44.2%) 
53       (55.8%) 

30       (46.2%) 
35       (53.8%) 

0.81 

Age group (years) - < 50 
- > 50 

32       (33.7%) 
63       (66.3%) 

19       (29.2%) 
46       (70.8%) 

0.55 

Tumor size (cm) - <2 
- >2 

41       (43.2%) 
54       (56.8%) 

27       (41.5%) 
38       (58.5%) 

0.84 

LN met -Negative  
-Positive 

45       (47.4%) 
50       (52.6%) 

31       (47.7%) 
34       (52.3%) 

0.97 

SBR grade -Gr 1 
-Gr 2 
-Gr 3 

13       (13.7%) 
50       (52.6%) 
32       (33.7%) 

13       (20.0%) 
21       (32.3%) 
31       (47.7%) 

0.04 

ERα-66 status -Negative 
-Positive 

9         (9.6%) 
85       (90.4%) 

5         (7.7%) 
60       (92.3%) 

0.68 

PR status -Negative 
-Positive 

23       (24.5%) 
71       (75.5%) 

17       (26.6%) 
47       (73.4%) 

0.77 

HER2 status -Negative 
-Positive 

78       (85.7%) 
13       (14.3%) 

51       (83.6%) 
10       (16.4%) 

0.72 

(Neo)/Adjuvant 
Hormonal ttt 

-Tam.  
-Tam.+AI 
-AI 

64       (85.3%) 
4         (5.3%) 
7         (9.3%) 

43       (75.4%) 
4         (7.0%) 
10       (17.5%) 

0.33 

     
(Neo)/ Adjuvant 
chemotherapy 

-Anthra. only 
-Anthra 
&Taxane 

43       (79.6%) 
11       (20.4%) 

29       (80.5%) 
7         (19.5%) 

0.30 
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Table 2: Correlation between ERα-36 expression and clinico-pathological features 

*Correlations tested using Pearson's Chi square test (2 sided) unless otherwise specified 
† Difference between means using the Student t-test 
†† Fisher's exact test 
Tam: tamoxifen; AI: aromatase inhibitor; Anthra: antracycline 
 

2.3 High ERα-36 expression predicts poorer outcome in BC 

Given the correlation between high ERα-36 expression and high SBR grade, we next assessed 

its predictive value using Kaplan Meier curves in the context of disease metastasis-free survival 

(DMFS), disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) for patients with high versus 

low ERα-36 expression (Figure 1B). At 8 years, rates of DMFS, DFS and OS were all higher 

in patients with high compared to low ERα-36 expression with 59.0% versus 76.6% (DMFS : 

HR = 2.02, 95%CI: 1.2-3.4, p = 0.007), 54.7% versus 70.9% (DFS : HR = 1.69, 95%CI: 1.1-

2.7, p = 0.029), and 68.6% versus 79.6% (OS : HR = 1.82, 95%CI: 1.02-3.2, p = 0.040), 

respectively. 

Regarding the effect of classical prognostic factors, DMFS was shorter for patients with tumors 

larger than 2 cm (HR = 2.17, 95%CI: 1.2-3.8, p = 0.007), axillary LN metastases (HR = 2.04, 

95%CI: 1.2-3.5, p = 0.009) and high SBR grade (HR = 2.64, 95%CI: 1.6-4.4, p = 0.0002).  

In the multivariate analysis, when adjusted to tumor size, LN metastasis and SBR grade, high 

ERα-36 expression was still an independent predictor for DMFS (HR = 1.93, 95%CI: 1.1-3.3, 

p = 0.016) with a tendency towards poorer OS (HR = 1.65; 95%CI: 0.9-3.0, p = 0.09). In 

addition to ERα-36, large tumor size (HR = 1.84; 95%CI: 1.04-3.28, p = 0.04) and high SBR 

grade (HR = 2.04; 95%CI: 1.2-3.5, p = 0.008) were also independent predictors of poor DMFS 

in the same multivariate model. 

Interestingly, the impact of ERα-36 expression on distant metastasis-free relapse was limited to 

PR-positive patients (Figure 1C).  



105 
 

Indeed, in the PR-positive patient cohort, the 8 year DMFS rate was 57.2% in patients with high 

ERα-36 expression compared to 84.7% in patients with low ERα-36 expression (p < 0.001). On 

the contrary, in the PR-negative cohort, the difference in this rate was non-significant with 

values of 60.7% and 52.2% in high versus low ERα-36 expression (p = 0.59). 

Altogether, these results show that ERα-36 expression at the plasma membrane is a poor 

prognosis marker impacting patient’s survival of PR-positive BC. 
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Figure 1: Expression of ERα-36 in breast tumors 

A) ERα-36 expression was analyzed by immunohistochemistry (IHC) on formalin-fixed human 

tumors. Representative images of different IHC staining profiles are shown (panel a: high 

expression and panel b: low expression). B) Kaplan-Meier estimates of disease-metastases free 

survival (DMFS) (left), disease-free survival (DFS) (middle) and overall survival (OS) (right) 

in patients with low (blue) versus high (green) membranous ERα-36 expression. C) Kaplan-

Meier estimates of DMFS in patients with low (blue) versus high (green) ERα-36 expression in 

2 groups of patients according to PR expression. 

 

2.4 ERα-36 is a new partner of PR 

Based on the previous results, we hypothesized that ERα-36 could be a bad prognosis marker 

in PR-positive BC because it interferes with progesterone signaling. To evaluate whether these 

proteins interacted directly, we initially conducted a GST pull-down experiment. We found that 

radioactive PR specifically interacts with the full length ERα-36 and its truncated form ERα-

36 C (truncated C-terminal part), but not with the GST (Figure 2A). By separating the PR 

protein into 5 fragments (PR1 to PR5), we further identified PR3 and PR5 fragments, as the 

sites of ERα-36/PR interaction (Figure 2B). We also validated the interaction by co-

immunoprecipitation after transfection of both proteins into Cos7 cells (Figure 2C). In addition, 

we investigated this interaction and its localization in T47D cells that express both proteins, 

using proximity ligation assay (PLA) and specific antibodies. The images obtained revealed red 

dots in the nucleus of T47D cells, illustrating the interaction of ERα-36 with PR independently 

of progesterone treatment (Figure 2D, E, F). The signals strongly decreased in cells following 

PR down-regulation. 

In conclusion, this nuclear interaction suggests that ERα-36 could regulate PR transcriptional 

activity. 
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Figure 2: ERα-36 interacts with PR 

A) A radioactive GST pull-down assay was performed by incubating in vitro 35S-labeled PR 

(PR #) with GST, GST- ERα-36 and GST- ERα-36 C. The corresponding Coomassie-stained 

gel is shown below. Arrows indicates the full length fusion proteins. B) PR was divided into 5 

fragments (PR1 to PR5). Radioactive ERα-36 (ERα-36 #) was incubated with the different 

domains of PR fused to GST and the bound proteins were visualized by autoradiography. The 

corresponding Coomassie-stained gel is shown below. > indicates the full length fusion 

proteins. C) pSG5Flag-ERα-36 and pCDNA3V5-PR were overexpressed in Cos7 cells. Cell 

lysates were immunoprecipitated with the anti-Flag antibody and the presence of ERα-36 and 

PR were visualized by Western blot using the anti-Flag and anti-V5 antibodies, respectively. 

The lower panel shows the expression of the different proteins in the input. D) Proximity 

Ligation Assay (PLA) was used to detect the cellular co-localization of endogenous ERα-36 

and PR in T47D, grown on coverslips in 12-well plates. Cells were transfected with control 

siRNA (siCtl) or with siRNA against PR (siPR) and treated for the indicated times with 10 nM 

of R5020. PLA for ERα-36/PR interaction was performed with anti-PR and anti-ER -36 

specific antibodies. The nuclei were counterstained with DAPI (blue) (Obj: X60). The detected 

interactions are represented by red dots. E) Quantification of the number of signals per cell 

was performed using computer-assisted analysis, as reported in the Materials and Methods 

section. The mean ± SD of one experiment representative of three experiments is shown. F) The 

efficacy of PR siRNA treatment analyzed by Western blot analysis is shown in the left-hand 

panel and quantified in the right-hand panel where PR expression relative to tubulin was 

quantified using ChemiDoc MP (Biorad). 
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2.5 ERα-36 regulates PR expression 

To further investigate the role of ERα-36 in progesterone signaling, we used the CRISPR/cas9 

technology to specifically knock out the exon coding the isoform. Genomic DNA sequencing 

of ERα-36 KO clones of T47D cells revealed deletion at the targeted site. By RT-PCR, we 

evaluated mRNA expression of the different clones and chose F4 for wild type (WT) and A6 

and G3 for KO clones (Figure 3A). Next, we assessed PR expression by Western blot and 

observed a significant decrease in KO cells compared to WT cells (Figure 3B). This effect was 

not due to a decrease in ERα expression, as evidenced by the western blot (Figure 3B). We also 

studied PR localization, which revealed that although the staining decreased in KO compared 

to WT clones, it remained within the nucleus (Figure 3C). We then confirmed that this decrease 

in PR expression occurred in KO cells at the mRNA level by RT-qPCR (Figure 3D). We 

hypothesized that this decrease could be due to a defect of ERα binding to PR promotor, but 

the low level of ERα binding on the chromatin did not allow to conclude (Sup. Figure 1). 
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Figure 3: ERα-36 regulates PR expression 

A) ERα-36 and actin mRNA expression were analyzed by RT-PCR in T47D clones: F4 (WT)  

and A6 (KO-ER36) and G3 (KO-ERα-36). B) PR, ER  and tubulin expression was assessed by 

Western blot in the three clones. Western-Blot quantification was determined comparing PR to 

Tubulin using ChemiDoc MP (Biorad) to measure chemiluminescence from the immunoblots. 

The values represent the mean ± SEM of three independent experiments. The p‐value was 

determined comparing each ER -36 KO clones to the WT using the Student's t‐test. * indicates 

a p < 0.05, ** p < 0.01. C) PR expression was studied by immunofluorescence in the 3 clones. 

The nuclei were counterstained with DAPI (blue) (Obj: X40). D) Total RNA was prepared and 

cDNAs analyzed by RT-qPCR with specific primers for PR. The values were normalized against 

28S mRNA and represent the mean ± SEM of three experiments. 

 The p‐value was determined comparing each ER -36 KO clones to the WT using the Student's 

t‐test. ** indicates a p < 0.01, ** p < 0.001.  

 

2.6 ERα-36 regulates PR signaling 

Next, we investigated whether ERα-36 regulates progesterone signaling. First, we treated T47D 

cells with R5020, the progesterone analog for different times and performed Western blot 

analyses to measure ERK activation and PR phosphorylation on its main sites: S294 and S345. 

As shown in Figure 4A, although pPR S294 and S345 decreased in KO ERα-36 clones 

compared to the WT, P-ERK remained stable. Quantification of the pPR/PR ratio showed that 

ERα-36 KO significantly reduced the phosphorylation of PR. Treating T47D cells with an ERK 

inhibitor or GSK3 inhibitor proved that ERK activity was not implicated in the phosphorylation 

of these 2 residues (Sup. Figure 2). The decrease in pPR was confirmed by PLA, showing that 

both pPR in the nucleus are lower in KO clone compared to the WT T47D cells (Figure 4B and 

4C).  
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Figure 4: ERα-36 regulates PR signaling 

A) WT and KO ERα-36 cells were treated with R5020 for the indicated times, cell extracts were 

then loaded onto a gel and assessed by Western blot for PR, pPR-S294 and S345, P-ERK, ERK 

and tubulin expression. Quantification was performed in the right-hand panels. B) 

Phosphorylation of PR on S345 was also studied by PLA using a specific antibody and an 

antibody recognizing PR in the WT and the KO ERα-36 G3 clones. Quantification of the results 

is shown in the right-hand panel. C) The same experiment was performed as in (B) to measure 

PR phosphorylation on S294.  

 

We also assessed whether ERα-36 regulates PR transcriptional activity, by performing 

reporter luciferase assays. We found that ERα-36 stimulates PR activity in a dose dependent 

manner (Figure 5A). Next, we verified the expression of known PR target genes, which 

appeared to be down-regulated (Figure 5B), up-regulated (Figure 5C) or unchanged (Figure 

5D) in ER -36 KO clones compared to the WT clone. To evaluate whether these variations in 

gene expression were related to a change in PR binding, we performed ChIP experiments with 

PR antibody and found that PR binding to chromatin was not significantly modified in KO 

ER -36 versus WT clones for all genes targeted irrespective of their level of expression (Figure 

5E, F, G). 

In conclusion, ERα-36 regulates PR transcriptional activity independently of PR binding 

to the chromatin. 
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Figure 5: ERα-36 regulates PR transcriptional activity 

A) HeLa cells were transiently transfected with MMTV-LUC reporter plasmid and expression 

vectors encoding PR and ERα-36 as indicated, using Lipofectamine 2000. Transfected cells 

were grown in hormone‐free medium for 48 h in the presence or absence of 10 nM R5020, and 

extracts of the harvested cells were tested for luciferase activity using the Promega luciferase 

assay kit. The results were normalized as indicated and presented as the mean ± SEM of at 

least three independent experiments. The p‐value was determined using the Student's t‐test. * 

indicates a p < 0.05, *** p < 0.001. B-D) Clones of T47D were treated, or not (Eth), 6 h with 

10 nM of R5020. Total RNA was prepared and cDNAs analyzed by RT-qPCR with specific 

primers for SGK1, STAT5A, FKBP5, PDK4, DUSP1 and RGS2. The values were normalized 

against 28S mRNA and represent the mean ± SEM of three experiments. The P‐value was 

determined comparing each ER -36 KO clones to corresponding condition in the WT using the 

Student's t‐test. ** indicates a p < 0.01 and *** indicates a p < 0.001. E-G) T47D clones, 

grown in charcoal-stripped serum for 48 h and then treated with 10 nM R5020 for 1 h, were 

subjected to ChIP assay using anti-PR antibody. The precipitated DNA fragments were used 

for qPCR analysis using specific primers for the indicated promoters. Results are expressed 

relative to the signal obtained from input chromatin. The mean ± SEM of at least three 

experiments is shown. The p‐value was determined comparing each ER -36 KO clones to 

corresponding condition in the WT using the Student's t‐test were not significant. 

 

2.7 ERα-36 regulates progesterone-mediated cell proliferation 

The effects of ER -36 on cell proliferation were next assessed using the Incucyte technology. 

Figure 6A shows that ER -36 KO has no major impact on the proliferation of T47D cells. As 

it has been shown that progesterone inhibits FBS- and E2-induced cell proliferation [14-16], 

we wondered whether ER -36 was involved in this process.  
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Of note, we found that the inhibitory effect of R5020 on serum-induced proliferation was lost 

in ER -36 KO compared to WT clones (Figure 6B). Interestingly, ER -36 was also involved 

in R5020 regulation of E2-induced proliferation. Indeed, while R5020 inhibited the effects of 

E2 on cell growth in WT cells, this effect on cell proliferation was abolished in ER -36 KO 

cells (Figure 6C). The mechanism seems to be independent of ERα/PR interaction since ER -

36 KO does not impair their interaction (Sup. Figure 3). 

Altogether, these results clearly demonstrate that ERα-36 is involved in PR expression, 

signaling and transcriptional activity, highlighting a new regulator of progesterone signaling.  
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Figure 6: ERα-36 regulates progesterone-mediated cell proliferation 

A) T47D clones were plated onto 96-well plates and proliferation was measured using the 

Incucyte technology. Image acquisition was conducted every hour using the Incucyte software, 

which calculates the percentage of cell confluency as a function of time over 7 days. Results 

are represented as graphs showing the rate of proliferation every 24 h. The mean ± SD of one 

experiment representative of three experiments is shown. B) The experiment was performed as 

previously described in A) on the T47D clones treated with progesterone (10 nM). C) The same 

experiment was performed but the cells were steroid-deprived and treated with E2 (10 nM), 

R5020 (10 nM) or both. D) Model of ERα-36 regulation of PR signaling. Upon progesterone 

treatment, ERα-36 activates a kinase involved in the phosphorylation of PR at S294 and S345 

residues. ERα-36 also participates in coregulators recruitment to regulate PR transcriptional 

activity in a gene dependent manner, which in turns modulates cell proliferation. CoR: 

coregulators. 

 

Figure 6D summarizes a model thus established according to our findings representing the 

mechanisms of action of ER -36 on progesterone signaling. Consistently, this splice variant of 

ERα regulates PR phosphorylation by participating in the activation of an as yet unidentified 

kinase, and is also involved in its transcriptional activity as a coregulatory modulating the 

expression of genes participating in progesterone-mediated cell proliferation, such as DUSP1. 

 

3. Discussion  

ERα-36, the well-characterized splice variant of ERα plays an important role in breast 

tumorigenesis and its expression has been associated with poor patient survival, owing primarily 

to its involvement in tamoxifen resistance and metastases development [11].  
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However, its prognostic value has as yet not been studied in different BC subtypes. In this work, 

based on a cohort of breast cancer patients, we analyzed the expression of ERα-36 alongside 

patient outcome and traditional prognostic markers, and reveal that its poor predictive value is 

significantly associated with PR-positive tumors. Moreover, we identify ERα-36 as an important 

actor of progesterone signaling, modulating its expression, transcriptional activity and anti-

proliferative function in breast cancer cells. 

We herein found that ERα-36 is expressed in the cytoplasm of all tumors although its membrane 

expression occurs in 40% of breast tumors independently of ERα status. These results corroborate 

previous studies on ERα-36 expression in BC [11, 13]. In addition, its expression was associated 

with a high SBR grade and a decrease in patient survival in terms of OS, DFS and DFMS, 

supporting published results showing that ERα-36 is associated with the development of 

metastases [11]. Of interest, we determined that its prognostic value is significant in PR-positive 

tumors versus PR-negative tumors, suggesting that ERα-36 could interfere with PR signaling. 

By several approaches, we clearly demonstrated that ERα-36 binds to PR. Interestingly, its C-

terminal domain is not involved in this interaction, indicating that it interacts with PR via a 

domain shared with ERα. We also identified that the interaction between ERα-36/PR occurs via 

its binding to 2 domains of PR, namely PR3 and PR5, containing the DBD and the LBD, 

respectively. The binding sites are different from those of ERα, as it binds to 2 sites within the 

PR sequence located within PR1 and PR2 domains [17]. This may explain why ERα-36 KO does 

not impede ERα to bind PR (Sup. Figure 3). 

Interestingly, although ERα-36 is mainly localized in the cytoplasm and at the plasma membrane 

of cells, it interacts with PR exclusively in the nucleus of the cells, suggesting that ERα-36 could 

regulate the transcriptional activity of PR. Indeed, ERα-36 has already been shown to regulate 

the transcription of ALDH1A1 by binding to its promoter [11]. 
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We also showed that ERα-36 regulates PR expression at the level of the mRNA. The low level 

of ERα recruitment on PR promotor in T47D cells did not allow to conclude whether this effect 

is mediated through ERα. As miRNAs have been shown to control PR expression [18, 19], we 

can hypothesize that ERα-36 could regulate miRNAs expression to modulate PR level within the 

cells. 

Interestingly, we found that phosphorylation of PR on S294 and S345 strongly decreased in cells 

KO for ERα-36, indicating that ERα-36 may regulate the expression and/or activity of kinases. 

However, although ERK was described to phosphorylate these 2 residues, the kinase is not 

involved in our present study as p-ERK was not modified in cells KO for ERα-36, although PR 

phosphorylation strongly decreased, and the ERK inhibitor did not change the phosphorylation 

status of PR (Sup. Figure 2).  

Given the fact that ERα-36 binds PR in the nucleus and that S294 and S345 are involved in the 

transcriptional activity of PR [20-22], we also assessed whether ERα-36 could regulate PR-

mediated transcription. A luciferase assay confirmed that ERα-36 activates the transcriptional 

activity of PR on an artificial promoter and is involved in the expression of several PR-target 

genes, including DUSP1, RGS2 and PDK4 (down-regulated), SGK1 (up-regulated), and FKBP5 

(unchanged). However, Chip experiments showed that PR binding remains constant for the genes 

tested. As we found that ERα-36 binds to the E domain of PR, which contains binding sites for 

coregulators, we can hypothesize that ERα-36 modulates the binding of coregulators in a gene-

dependent manner. 

Interestingly, although ERα-36 has no striking effect on cell growth, its depletion abolished the 

inhibitory effect of progesterone on FBS- and E2-dependent cell proliferation. As Carroll’s team 

demonstrated that this effect involves PR/ERα interaction [15], we investigated whether this 

interaction is modified in cells knock-out for ER -36, but no difference was observed, suggesting 

that other mechanisms of regulation may be involved.  
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Recently, Sartorius’ team found that the inhibitory effect of progesterone on cell proliferation is 

largely due to a direct binding of PR to the RNA polymerase III, regulating tRNA transcription 

affecting gene sets at the translational level [23].   

In addition, DUSP1 was reported to mediate inhibitory effects of progesterone on cell 

proliferation [14, 14], and our present work describes that ER -36 KO inhibits progesterone-

induced DUSP1 transcription, potentially explaining how progesterone fails, at least in part, to 

inhibit FBS- and E2-dependent cell proliferation in ER -36 KO cells.  

In conclusion, we demonstrate herein that ER -36 is involved in progesterone anti-proliferative 

effects, yet its expression is associated with a decrease in patient survival in PR-positive tumors. 

This discrepancy may be due to the fact that our in cellulo results seem to involve nuclear ER -

36, while its poor prognostic value is based on its expression at the plasma membrane. 

Unfortunately, knock down approaches did not allows us to discriminate between the role of 

ER -36 at the plasma membrane and within the nucleus. 

Altogether, our present data show that ERα-36 is a new regulator of PR, concomitantly acting on 

its expression and its activity. Further studies are required to validate its use as a new biomarker 

for a subset of PR-positive tumors with poor prognosis. 
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4. Materials and Methods 
 

4.1. Cell culture 

T47D were cultured in RPMI-1640 medium, supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 

2% penicillin-streptomycin (Life Technologies) and insulin (10 μg/ml). Cos7 cells were 

maintained in DMEM, supplemented with 10% FBS and 2% penicillin-streptomycin (Life 

Technologies). All cell lines were grown in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C, 

authenticated by Eurofins and tested for Mycoplasma infection (Lonza, Rockland, ME USA).  

Prior to experiments, when it was indicated, cells were grown in phenol red-free medium 

supplemented with 10% charcoal-stripped serum (Biowest). Cells were then treated with 10 nM 

of R5020 (Perkin Elmer) or E2 (Sigma) for the indicated times.  

 

4.2. Generation of CRISPR ERa-36 KO cell lines  

Electroporation of T47D cells 

Cells were grown at subconfluence and electroporated with CRISPR reagents after cell 

dissociation using the Neon electroporator Invitrogen 1750V-20ms-1pulse. Electroporated cells 

were cultured as single cells to obtain pure clonal populations. 

Strategy 

Guide-RNAs were designed using an in-house genOway’s tool, and those with highest score 

were selected.  

Targeted sequences were: 

#1: 5’ TTAATAAGTACACACCGCAG AGG 3’ 

#2: 5’ CTGTGAGGCCTTATGACCAG AGG 3’ 

These guide-RNAs were designed to induce the deletion of an ER-a36-specific sequence by 

cutting into intron 8 and downstream of exon 9 (intron 31 and exon 32 with gen0way’s 

numbering).  
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ER -36 isoform-specific knock-out clones were amplified and isolated DNA was characterized 

by PCR-amplification, as the 393bp deleted sequence includes the ER -36 specific exon 9 

splice acceptor site, coding sequence and STOP codon. 

 

4.3. Antibodies 

Table 1. Information of primary antibodies. 

 

Antibodies Supplier Origin 
Dilution 
for WB 

Dilution  
for PLA 

Dilution 
for IHC 

ERα36 Home made Rabbit 1/1000 1/100 1/50 
PR (AB8) Thermoscientific Mouse  1/500   

PR (H190) 
Santa Cruz 
Biotechnology 
 

Rabbit 
1/2000 

 
 

p-PRS294 
Cell Signaling 
Technology 
 

Rabbit 
1/1000 

1/500 
 

p-PR S345 
Cell Signaling 
Technology 
 

Rabbit 
1/1000 

1/500 
  

Tubulin Sigma Mouse 1/10000   

V5-tag (D3H8Q) 
Cell signaling 
Technology 

Rabbit 
1/1000 

  

Flag M2 Sigma Mouse 1/1000   

p44/42 
MAPK(Erk1/2) 

Cell signaling 
Technology 

Rabbit 
1/1000 

  

Phospho p44/42 
MAPK (Erk1/2) 

Cell signaling 
Technology 

Rabbit 
1/1000 
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4.4 Luciferase reporter assay 

HeLa cells (7.5 x 104) were plated in 24-well plates 24 h prior to transfection. The transfected 

DNA included 100 ng of reporter plasmid and 25 ng of pRL-TK Renilla luciferase vector 

(Promega) used as an internal control, together with various amounts of expression vectors, as 

indicated. Total transfected DNA was kept constant by adding empty pSG5-Flag vectors. The 

cells were induced with 10 nM R5020 24 h following transfection, then harvested after an 

additional 24 h and assayed for luciferase activity following the manufacturer’s instructions. 

Luciferase activities were normalized against the activity of the internal control Renilla 

luciferase.  

 

4.5 Immunofluorescence 

T47D cells (2 x 105) were grown on coverslips in 12-well plates. After treatment, cells were 

fixed in methanol for 2 min and washed twice in PBS. Non-specific binding was blocked using 

a 1% gelatin solution for 30 min at room temperature. Cells were incubated with PR antibody 

for 1 h at 37°C, subsequently with the secondary antibodies Alexa Fluor 488 anti-mouse 

(Jackson ImmunoResearch, Cambridge, UK) (1:2000e) and Alexa Fluor 568 anti-rabbit 

(Invitrogen, Carlsbard, USA) (1:1000e) in Dako diluent for 1 h. Finally, coverslips were 

mounted on glass slides in mounting solution (Dako, Carpinteria, CA, USA). The fluorescent 

slides were viewed under the Nikon NIE microscope.  

 

4.6 Immunoprecipitation and Western blot analysis 

Cells were lyzed using RIPA buffer (50 mM Tris HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% 

NP-40 and 0.25% deoxycholate) supplemented with protease inhibitor tablets (Roche 

Molecular Biochemicals) and phosphatase inhibitors (1 mM NaF, 1 mM Na3VO4 and 1 mM β-

glycerophosphate).  
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Protein extracts were incubated with primary antibodies overnight at 4°C on a shaker. Protein 

G-Agarose beads were added, and the mixture was incubated for 2 h at 4°C. The 

immunoprecipitated proteins were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) and analyzed by Western blot, then visualized by 

electrochemiluminescence (ECL, Roche Molecular Biochemicals). 

 

4.7 Chromatin immunoprecipitation 

ChIP experiments were performed according to the manufacturer’s protocol (SingleChIP 

enzymatic chromatin IP Kit - Cell signaling) with antibodies against PR, ER  and IgG. Results 

are expressed relative to the signal obtained with chromatin input. Primer sequences are 

indicated in the Supplemental Material Section.  

 

4.8 RNA extraction and real-time RT-qPCR analysis  

Total RNA (one μg) was extracted and purified using TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, USA), 

prior to being reverse-transcribed using 100 ng of random primers following the Superscript II 

(ThermoFisher, USA) protocol. Real time PCR was performed with SYBR Green qPCR master 

mix (BioRad) in a Step One plus real-time PCR detection system (Applied Biosystems). All 

amplifications were performed in triplicate. Mean values of triplicate measurements were 

calculated according to the -ΔΔCt quantification method, and were normalized against the 

expression of 28S ribosomal mRNA as reference. Data were presented as mean ± SEM. 

Sequences of the oligonucleotides used are listed in the Supplementary Material Section. 
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4.9. Proximity ligation assay, image acquisition and analysis 

This technology exposes protein/protein interactions in situ [24]. Briefly, cells were seeded and 

fixed with cold methanol. After saturation, the different couples of primary antibodies were 

incubated for 1 h at 37°C. The PLA probes consisting of secondary antibodies conjugated with 

complementary oligonucleotides were incubated for 1 h at 37°C. The amplification step 

followed the ligation of nucleotides for 100 min at 37°C. Samples were subsequently analyzed 

under fluorescence microscopy.  

The hybridized fluorescent slides were viewed under a Nikon Eclipse Ni microscope. Images 

were acquired under identical conditions at x60 magnification. Image acquisition was 

performed by imaging DAPI staining at a fixed Z Position while a Z stack of +/- 5 μm at 1 μm 

intervals was carried out. The final image was stacked to a single level before further 

quantification. On each sample, at least one hundred cells were counted. Analysis and 

quantification of these samples were performed using the Image J software (free access). PLA 

dots were quantified on 8-bit images using the ‘Analyse Particles’ command, while cells were 

counted using the cell counter plugin.  

IHC images were also acquired using Nikon Eclipse Ni microscope at x40 magnification and 

PLA dots were quantified as described above. 

 

4.10 Glutathione transferase (GST) pull-down assay 

ERα-expressing plasmids were transcribed and translated in vitro using T7-coupled reticulocyte 

lysate in the presence of [35S] methionine. GST-fusion proteins were incubated with labeled 

proteins in 200 μl of binding buffer (Tris 20 mM pH 7.4, NaCl 0.1 M, EDTA 1 mM, glycerol 

10%, Igepal 0.25% with 1 mM DTT and 1% milk) for 2 h at room temperature. After washing, 

bound proteins were separated by SDS-PAGE and visualized by autoradiography. 
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4.11 Proliferation studies 

4 x 103 cells were seeded onto a 96-well plate were plated 5 h before incubation with the 

different hormones (E2, R5020 or ethanol). Images were acquired using an IncuCyte ZOOM 

over 7 days, and cell proliferation was measured as the percentage of cell density observed over 

this period. Results are represented as graphs indicating the rate of proliferation over time, 

extrapolated from at least three independent experiments, each performed in triplicate. 

 

4.12 Patient population 

We screened 200 consecutive female patients with operable breast cancers who had undergone 

radical surgery and received adjuvant/neoadjuvant therapy in the Centre Léon Bérard between 

January 1999 and December 2001. Paraffin blocks of tumor tissue were available for 182 

patients. Among these, we failed to assess ERα-36 in 22 tumor specimens as a result of 

insufficient tumor or tissue loss during TMA preparation. Therefore, a total of 160 specimens 

were analyzed in this study.  

Patients having undergone either modified radical mastectomy (MRM), or breast-conserving 

surgery (BCS) with axillary lymph node (LN) staging. ERα-66 and PR were detected by 

immunohistochemistry and tumors were considered positive if they display nuclear staining in 

10% or more of the tumor cells. HER2 expression was determined using immunohistochemistry 

and tumors were considered positive if they reached 3+ staining by immunohistochemistry or 

2+ staining with HER2 amplification detected by FISH. 

The data exported from patient files for analysis included: age, histological subtype, maximum 

tumor size, number of LNs involved, SBR grade, ER, PR, HER2 status, date of diagnosis, date 

of relapse, and date of death or last clinical visit. Tumor samples and clinical data were obtained 

with the approval of the Institutional Review Board. This study is reported according to the 

REMARK criteria [25]. 



129 
 

4.13 Immunohistochemical analysis 

The breast tumor samples were inserted as triplicates using a 600 μm needle into 4 tissue micro 

array (TMA) blocks. The blocks containing invasive carcinoma were sectioned at a thickness 

of 4 μm. After deparaffinization and rehydration, endogenous peroxidases were blocked by 

incubating the slides in 5% hydrogen peroxide in sterile water. For heat induced antigen 

retrieval, tissue sections were boiled in 10 mM Citrate Buffer pH 6.0 (Dako, Trappes, France) 

using a water bath at 98°C for 50 min. 

The slides were then incubated at room temperature for 1 h with the antibodies against ERα-36 

(rabbit polyclonal antibody). These antibodies were diluted using an antibody diluent solution 

(Chemmate,Dako, Trappes, France) at 1/50. After rinsing in PBS, the slides were incubated 

with a biotinylated secondary antibody bound to a streptavidin peroxidase conjugate (LSAB+ 

Kit, Dako, Trappes, France). Bound antibodies were detected by adding the substrate 3,3-

diamino-benzidine. Sections were counterstained with hematoxylin. 

Blinded to the clinical data, biomarker expression was evaluated by 2 observers who assessed 

both the percentage and the intensity of the membranous staining for ERα-36 in the infiltrative 

carcinomatous cells only (faint cytoplasmic staining which was found in almost all malignant 

cells was not considered).  

For scoring purposes, the highest intensity of staining in malignant cells was divided into 3 

levels (0: no staining, 1: weak staining, 2: moderate to strong staining) and the percentage of 

stained cells was also classified into 3 levels (0: no stained cells, 1: staining in less than half of 

the malignant cells, 2: staining in half or more of the malignant cells). Then both intensity and 

percentage scores were added to obtain a single score (from 0 to 4) in a manner similar to the 

Allred score for ER and PR staining [26]. For the purpose of correlation and survival analyses, 

tumors were considered to have a low expression for ERα-36 if they scored between 0-2 and 

were considered to have high expression above 2. 
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4.14 Statistical analysis 

The correlation between ERα-36 expression and clinico-pathologic characteristics was 

determined using Pearson’s chi square test (or Fisher’s exact test). Distant metastasis-free 

survival (DMFS) was defined as the time from the date of histological diagnosis of breast cancer 

to the date of distant metastasis or death. Disease-free survival (DFS) was defined as the time 

from the date of histological diagnosis of breast cancer to the date of any cancer recurrence 

(local, distant or contralateral) or death. Overall survival (OS) was defined as the time from the 

date of histological diagnosis of breast cancer to the date of death. The database was locked at 

12 years of follow-up and patients who were event-free at the last follow-up visit (or at 12 

years) were censored.  

Survival curves, median DMFS, DFS and OS (if reached) in addition to 8-year DMFS, DFS 

and OS (with 95% CIs) were derived from Kaplan-Meier estimates and the curves were 

compared using log-rank test. Hazard ratios and 95% CIs were calculated using Cox regression 

model. Cox multivariate analysis was performed to determine whether a factor is an 

independent predictor of DMFS, DFS or OS after adjusting for other significant factors at the 

univariate level. All statistical tests were two-sided, and the p-value was considered statistically 

significant if inferior to 5%. Statistical analyses were performed using SPSS 20.0 statistics 

package. 
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Supplementary Figures 
 
 
 

 
 
 
Supplemental Figure 1: Study of ERα binding to PR regulatory sequences 

MCF-7 and T47D cells were grown in charcoal-stripped serum for 48 h and then treated with 

10 nM E2 for 2 h, were subjected to ChIP assay using anti-ERα antibody. The precipitated DNA 

fragments were used for qPCR analysis using specific primers for the indicated promoters. 

Results are expressed relative to the signal obtained from input chromatin. 

 
 

 
 
 
Supplemental Figure 2: Effect of GSK3 and ERK inhibitors on PR phosphorylation 

T47D cells were treated or not with R5020 in the presence or in absence of CHIR99021 (10μM), 

a GSK3 inhibitor or SCH772984 (1μM), an ERK inhibitor. Cell extracts were then assessed by 

Western blot analysis for pPR-S294, pPR-S345, pERK, ERK and tubulin expression. 
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Supplemental Figure 3: Study of PR/ERα interaction 

Cell extracts from T47D WTF4 and ERα-36KOA6 and G3 were immunoprecipitated with PR 

or irrelevant antibodies. Western blotting was then used to evaluate ERα interaction (left-hand 

panel). ERα, PR and GAPDH expression was studied in the inputs (middle panel). 

Quantification of IP results was performed (right-hand panel). 
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Supplementary material 

Table S1: List of the primers used for RT-qPCR experiments 

Target genes Sequence (forward) Sequence (reverse) 

28S 5’-CGATCCATCATCCGCAATG-3’ 5’-AGCCAAGCTCAGCGCAAC-3’ 

DUSP1 5’-CCTGCAGTACCCCACTCTACG-3’ 5’-CCCAAGGCATCCAGCATGTCC-3’ 

RGS2 5’-AGCTGTCCTCAAAAGCAAGG-3’ 5’-TCTGGGCAATCAGAGTTTTG-3’ 

PDK4 5’-CATACTCCACTGCACCAACG-3’ 5’-AGAAATTGGCAAGCCGTAAC-3’ 

SGK1 5’-GCAGAAGAAGTGTTCTATGCAGT-3’ 5’-CCGCTCCGACATAATATGCTT-3’ 

STAT5A 5’-AAGCCCCACTGGAATGATGG-3’ 5’-GGAGTCAAACTTCCAGGCGA-3’ 

FKBP5 5’-GGATATACGCCAACATGTTCAA-3’ 5’-CCATTGCTTTATTGGCCTCT-3’ 

 

Table S2: List of the primers used for ChIP-qPCR 

Response 
Elements 

Sequence (forward) Sequence (reverse) 

PgR promoter 5’-AGGGAGGAGAAAGTGGGTGT-3’ 5’-GGAGAACTCCCCGAGTTAGG-3’ 

PgR Enhancer 
1 

5’-GCCTGACCTGTTGCTTCAAT-3’ 5’-GCAGGACGACTTCTCAGACC-3’ 

PgR Enhancer 
2 

5’-AACGTGTTTGCATCTTGCTG-3’ 5’-GGGCTGGCTTTTTATCATTCA-3’ 

DUSP1 5’-ATCGCAACACTTGGGAAGAC-3’ 5’-AACCGCAGAATGTTCCTGAC-3’ 

PDK4 (-815) 5’-CACATGGCAGGAACTGTACG-3’ 5’-CGTACAGGGCAGAGTGAACA-3’ 

SGK1 5’-TCAATTGTCGTGCTCAAAGG-3’ 5’-AGGCAAGAACAGGGAAGTCA-3’ 

STAT5A 5’-GGACTACTGTGAATTGGCTCGT-3’ 5’-GCTTTCTGTTTCTGTTCCTTGA-3’ 

FKBP5 5’-AACACCCTGTTCTGAATGTGG-3’ 5’-GCATGGTTTAGGGGTTCTTG-3’ 
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Discussion 
 

L’identification des mécanismes moléculaires impliqués dans la progression des cancers du 

sein a significativement progressé au cours des dernières années, notamment grâce aux 

nombreuses études menées sur les voies de signalisation d’ERα. Cependant, l’activation de 

voies de signalisations œstrogèno-dépendantes dans des lignées ERα-négatives, a fortement 

suggéré l’implication d’isoformes, qui agiraient de manière indépendante pour activer ces 

voies de signalisations. La caractérisation d’ERα36 a notamment évolué depuis son 

identification, démontrant ainsi son fort potentiel prolifératif et métastatique dans les 

tumeurs mammaires. En effet, depuis son identification, plusieurs études ont montré que 

ERα36 était associé à un mauvais pronostic dans le cancer du sein. Au cours de ces dernières 

années, notre équipe a étudié sa valeur pronostique dans une cohorte de 160 tumeurs 

mammaires, obtenues du Centre Léon Bérard de Lyon. L’anticorps qui cible ERα36 n’étant pas 

disponible dans le commerce, nous avons fait produire un anticorps polyclonal spécifique 

d’ERα36, en collaboration avec Covalab Lyon. Dans notre cohorte d’étude, l’expression 

d’ERα36 était retrouvée dans le cytoplasme de toutes les tumeurs, mais 40% de ces tumeurs 

exprimaient également ERα36 à la membrane plasmique.  Pour la première fois, la valeur 

pronostique d’ERα36 a été évaluée dans des sous-catégories tumorales, notamment dans des 

tumeurs PR-positives et PR-négatives. De manière intéressante, cette analyse a révélé que la 

valeur pronostique d’ERα36 était limitée aux tumeurs PR-positives, laissant suggérer que 

ERα36 pourrait interférer avec les voies de signalisations de PR. Dans ce contexte, la discussion 

générale s’articule autour de deux principales questions : 

1) Existe-t-il un lien fonctionnel entre ERα36 et PR ? 

2) ERα36 joue-t-il un rôle dans la signalisation de la progestérone ? 

 

 1) Existe-il un lien fonctionnel entre ERα36 et PR 

De manière générale, les interactions protéines/protéines sont des mécanismes capables de 

réguler des fonctions biologiques telles que la senescence, la prolifération via l’activation du 

cycle cellulaire, ou encore l’apoptose.  
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Plusieurs études ont déjà montré que PR est capable d’interagir avec d’autres récepteurs 

nucléaires tels que AR, GR (Chen et al., 1997; Yen et al., 1997), et ERα afin de réguler la 

transcription de gènes cibles.  

En effet, ERα et PR sont capables d’interagir au niveau de la membrane plasmique pour activer 

des cascades de phosphorylation via Src, mais interagissent aussi au niveau de la chromatine 

pour réguler l’expression de gènes cibles (Ballare et al., 2003; Migliaccio et al., 1998; 

Mohammed et al., 2015). Etant donné que les isoformes ERα et ERα36 partagent des 

domaines d’homologie, il apparaît fondamental de déterminer si ERα36 et PR interagissent 

ensemble. Afin de répondre à cette question, nous avons utilisé une première approche in 

vitro avec la technique de GST-pull down. Les formes ERα36 full-length et ERα36ΔC (délétion 

des 27 acides aminés C-terminaux), fusionnées à la GST ont été précipitées avec la protéine 

PR radioactive, traduite in vitro. Notre équipe a auparavant montré que la séquence C-

terminale (27 acides aminés) d’ERα36 était impliquée plusieurs rôles. En effet, cette séquence 

contient un signal d’export nucléaire ainsi qu’un D domain qui possède de fortes capacités 

d’interaction avec P-ERK2 (Omarjee et al., 2017). Basé sur l’importance de cette séquence C-

terminale, nous avons voulu étudier si l’interaction ERα36/PR pourrait se faire via ce domaine. 

L’expérience de GST-pull down a montré que les 2 formes (full-length et ΔC) interagissaient 

avec PR, ce qui permet de conclure que l’interaction ERα36/PR se fait via un domaine commun 

à ERα36 et ERα. Afin de déterminer la (les) région(s) de PR qui interagissent avec ERα36, PR a 

été « fragmenté » en 5 domaines qui contiennent chacun une région fonctionnelle, soit 

impliquée dans l’activation de la transcription, soit responsable de la liaison au ligand ou à la 

liaison à l’ADN. Chaque région fonctionnelle a été précipitée avec la forme full-length d’ERα36, 

traduite in vitro. De manière intéressante, nous avons trouvé que ERα36 interagissait avec la 

région DBD et avec la région contenant le LBD et le domaine AF-2 de transactivation de la 

transcription. Ces résultats suggèrent que ERα36 pourraient réguler à différents niveaux 

l’activité de PR, d’une part en perturbant sa liaison à l’ADN (interaction avec le DBD), d’autre 

part en perturbant la fixation de la progestérone (interaction avec la région LBD). En vue 

d’identifier la localisation cellulaire de l’interaction ERα36/PR, nous avons utilisé la technique 

de Proximity Ligation Assay dans la lignée T47D, une lignée cellulaire très utilisée pour étudier 

la signalisation de la progestérone. Ainsi, nous avons montré que ERα36 interagit avec PR et 

ce, indépendamment de la progestérone.  
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De manière intéressante, cette interaction est majoritairement nucléaire, même en absence 

de la progestérone, et laisse suggérer l’existence de mécanismes de cross-régulations entre 

ERα36 et PR. Ce résultat était inattendu, étant donné que plusieurs études ont montré que 

ERα36 avait une localisation principalement cytoplasmique et membranaire (Lin et al., 2010; 

Omarjee et al., 2017; Vranic et al., 2011). Plusieurs hypothèses permettraient d’expliquer la 

localisation nucléaire de cette interaction. A partir d’une étude menée par Wang et ses 

collaborateurs, il a été montré qu’une proportion d’ERα36, à hauteur de 10% était localisée 

dans le noyau (Wang et al., 2006). Cependant, très peu de données dans la littérature ont 

caractérisé le rôle de cette fraction nucléaire. Très récemment, l’équipe de Wang a montré 

pour la première fois l’activité nucléaire d’ERα36 qui active la transcription de gènes cibles tels 

que ALDH1, un marqueur des cellules souches tumorales mammaires (Wang et al., 2018). Basé 

sur ces travaux, nous pouvons suggérer que PR interagit avec la fraction nucléaire d’ERα36. 

Une autre hypothèse de l’interaction nucléaire ERα36/PR, serait que la conformation spatiale 

de cette interaction masquerait le signal d’export nucléaire d’ERα36 qui serait donc relocalisé 

vers le noyau. 

 

2) ERα36 joue-t-il un rôle dans la signalisation de la progestérone ? 

a) Rôle dans la régulation de l’expression de PR 

L’interaction nucléaire entre ERα36 et PR, ainsi que la localisation structurelle de cette 

interaction ont laissé suggérer que ERα36 joueraient un rôle dans la signalisation de la 

progestérone. Afin d’étudier cette hypothèse, nous avons utilisé la technologie de 

CRISPR/CAS9 dans la lignée T47D afin de supprimer l’expression d’ERα36 (ERα36-KO). De 

manière inattendue, nous avons observé que l’extinction d’ERα36 était associée à une baisse 

significative de l’expression de PR, et ce, au niveau transcriptionnel. Etant donné que PR est 

un gène cible d’ERα, il a été évoqué que cette baisse serait due à ERα. Cependant, l’expression 

d’ERα étant stable dans les lignées WT et KO, il a été suggéré que ERα36 contrôlerait 

l’expression de PR en agissant comme un cofacteur d’ERα sur les enhancers de PR.  Afin de 

vérifier cette hypothèse, nous avons réalisé des expériences de chIP-qPCR avec ERα, dans les 

lignées T47D-WT et T47D-ERα36-KO.  
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L’immunoprécipitation d’ERα sur les enhancers de PR a été testée et observée dans un 

premier temps dans la lignée MCF-7, qui exprime fortement ERα. Néanmoins, dans la lignée 

T47D, les faibles quantité d’ERα n’ont pas permis son immunoprécipitation et n’ont donc pas 

permis d’étudier le potentiel rôle d’ERα36 en tant que cofacteur d’ERα sur les éléments de 

réponse de PR. 

 

 b) Impact sur l’activité transcriptionnelle de PR 

La première approche mise en œuvre pour étudier l’impact d’ERα36 sur l’activité 

transcriptionnelle de PR consiste en des essais luciférases dans la lignée HeLa. Nous avons 

montré que ERα36 augmente l’activité de PR sur son promoteur, et ce, de manière dose-

dépendante. Cette première approche laisse penser que ERα36 agit comme un coactivateur 

transcriptionnel de PR. Nous avons étudié cette hypothèse dans les lignées T47D-WT et T47D-

ERα36-KO. Plusieurs études ont montré que la phosphorylation de PR sur les sérines 294 et 

345, en présence de progestérone, était associée à son activité transcriptionnelle (Dressing et 

al., 2014; Faivre et al., 2008; Knutson et al., 2017). Ainsi, nous avons cherché à savoir si ERα36 

pouvait réguler la phosphorylation de ces deux résidus sérine. Dans les lignées T47D-ERα36-

KO, la phosphorylation des sérines 294 et 345 était fortement diminuée, par rapport au niveau 

observé dans la lignée WT. Par ailleurs, le ratio d’expression de ces deux formes phosphorylées 

par rapport à PR qui est aussi diminué, montre que ERα36 régule à la fois PR mais aussi sa 

phosphorylation sur les sérines 294 et 345. Ces deux sérines ont été auparavant décrites pour 

être phosphorylées par la MAPK/ERK (Faivre et al., 2008; Knutson et al., 2017; Ward and 

Weigel, 2009). Cependant, l’inhibition d’ERK par un inhibiteur spécifique n’a pas montré 

d’effet sur les niveaux de phosphorylation des sérines 294 et 345 dans la lignée T47D. Ce 

résultat suggère donc que la phosphorylation progestérone-dépendante de PR sur ces résidus 

impliquerait d’autres kinases qui seraient elles-mêmes régulées par ERα36. 

Nous avons par la suite étudié l’activation progestérone-dépendante de gènes cibles de PR 

dans les lignées T47D-WT et T47D-ERα36-KO. Grâce à technique de PCR quantitative, il a été 

observé qu’un sous-ensemble de gènes cibles : DUSP1, PDK4 et RGS2 étaient diminués dans 

les lignées KO par rapport à la lignée WT.  
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De manière intéressante, l’expression d’autres gènes était, soit augmentée dans les lignées 

WT et KO (SGK1) soit inchangées (STAT5A, FKBP5), bien que l’expression de PR soit diminuée 

dans les lignées KO. Ces résultats montrent que ERα36 régule différemment les gènes cibles 

de PR. Afin de déterminer le rôle joué par ERα36 sur le recrutement de PR au niveau de la 

chromatine, nous avons immunoprécipité PR avec les promoteurs de chacun des gènes cibles 

testés, excepté RGS2 dont PR interagit faiblement avec le promoteur. De manière 

intéressante, le recrutement de PR sur les gènes cibles n’était pas affecté par ERα36. Ces 

résultats montrent pour la première fois que ERα36 agit comme un corégulateur de PR en 

régulant de manière différentielle son activité transcriptionnelle. 

 

 c) Impact de la suppression d’ERα36 sur la prolifération des T47D 

La progestérone a été décrite dans plusieurs études comme ayant des propriétés 

antiprolifératives (Finlay-Schultz et al., 2017; Mohammed et al., 2015). Ainsi, nous avons 

évalué les effets de cette hormone dans les lignées T47D-ERα36-KO, par rapport à la lignée 

WT.  

Dans la lignée WT, la prolifération était diminuée en présence de progestérone, confirmant 

les données de la littérature. Cependant, les lignées T47D-ERα36-KO perdaient l’effet 

antiprolifératif de la progestérone suggérant un rôle potentiel d’ERα36 dans ce mécanisme. 

Plusieurs hypothèses permettraient d’expliquer l’effet d’ERα36 sur la prolifération : 

- La modification de l’expression de DUSP1 : DUSP1 est une phosphatase activée par la 

progestérone via PR, dans la lignée T47D. Son rôle est d’inhiber la prolifération 

cellulaire en présence de progestérone. En effet, DUSP1 activée va catalyser la 

déphosphorylation de MAPK/ERK, ce qui entraîne en aval, l’inhibition des cascades de 

phosphorylation de la voie MAPK et l’arrêt de la prolifération (Chen et al., 2011). Dans 

les lignées T47D-ERα36-KO, l’expression de DUSP1 est régulée négativement, ce qui 

réduirait son activité phosphatase sur P-ERK et augmenterait ainsi la prolifération. 

ERα36 apparaitrait donc comme un régulateur de la prolifération via la régulation de 

DUSP1. 
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- La modification de la cross-régulation ERα/PR : l’un des mécanismes attribués à l’effet 

antiprolifératif de la progestérone se situe autour de la cross-régulation entre ERα et 

PR. Mohammed et collaborateurs ont montré en 2015 qu’en présence de 

progestérone, PR redirige ERα et ses cofacteurs, du promoteur de gènes de mauvais 

pronostics (c-Myc, Cycline D1) vers les éléments de réponse de gènes de bon 

pronostics, associés à une baisse de prolifération (Baird and Carroll, 2016; Mohammed 

et al., 2015). Une autre étude a montré plus tard, que PR inhibe indirectement l’action 

proliférative d’ERα en interagissant avec l’ARN polymérase III (Finlay-Schultz et al., 

2017). Cette interaction bloque ainsi la synthèse et la disponibilité des ARNt qui 

produisent les oncoprotéines.  

Dans les lignées ERα36-KO, l’expression de PR est significativement réduite. La faible 

expression de PR laisse suggérer d’une baisse du recrutement du complexe 

ERα+cofacteurs au niveau du promoteur de gènes de bons pronostics ou encore d’une 

baisse de l’interaction PR-ARN polymérase III décrite précédemment. L’inhibition de 

ces deux mécanismes via la faible expression de PR pourrait expliquer la perte de l’effet 

antiprolifératif de la progestérone dans les lignées ERα36-KO. 
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Conclusion et perspectives 
 

Au cours de cette étude, nous avons montré pour la première fois un lien fonctionnel entre 

ERα36 et PR, par l’intermédiaire d’une interaction directe entre ces deux récepteurs, d’une 

part et via l’action d’ERα36 sur l’activité transcriptionnelle de PR, d’autre part. Cependant, le 

rôle joué par ERα36 est distinct entre les cohortes de tumeurs mammaires et la lignée T47D. 

En effet, l’expression membranaire d’ERα36 est de mauvais pronostic dans les sous-catégories 

PR-positives alors que ERα36 joue un rôle antiprolifératif dans la lignée T47D (PR-positive). Il 

apparaît donc nécessaire d’étudier l’effet d’ERα36 dans d’autres lignées cancéreuses 

mammaires ainsi que dans une cohorte de tumeurs plus large afin de mieux préciser son rôle 

dans les sous-catégories.  

Plusieurs perspectives pourraient être suggérées afin de progresser dans la caractérisation de 

cette relation fonctionnelle. ERα36 et PR étant des biomarqueurs fondamentaux du cancer du 

sein, une meilleure compréhension de leur cross-régulation aurait à long terme, un intérêt 

majeur dans de développement de thérapies ciblées. 

1) Rôle d’ERα36 dans la régulation de l’expression de PR 

L’extinction d’ERα36 par CRISPR/CAS9 dans la lignée T47D était associée à une baisse de 

l’expression de PR, au niveau transcriptionnel. Il apparaît important d’identifier les 

mécanismes par lesquels ERα36 régule l’expression de PR. La première hypothèse qui a été 

émise est que ERα36 agirait comme un cofacteur d’ERα afin de réguler la transcription de PR. 

Néanmoins, la faible expression basale d’ERα dans la lignée T47D ne permet pas de 

l’immunoprécipiter par chIP avec les enhancers qui régulent PR. Un moyen de contourner 

cette limite serait d’utiliser la lignée MCF-7 qui exprime constitutivement ERα et de réaliser 

l’extinction ou la surexpression stable d’ERα36. La seconde hypothèse serait que ERα36 

contrôlerait l’expression de miRNAs qui ciblent PR. Comme indiqué dans le chapitre 4, PR 

contient de nombreux sites de fixation de miRNAs dans sa séquence 3’-UTR. Un screening de 

l’expression de ces miRNAs dans les lignées T47D ERα36-KO permettrait de vérifier cette 

hypothèse. 
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2) Rôles différentiels d’ERα36 sur l’activité transcriptionnelle de PR et la prolifération 

Nous avons montré que ERα36 régulait de manière différentielle l’activité transcriptionnelle 

de PR. En effet, malgré la baisse significative de l’expression de PR dans les lignées T47D-

ERα36-KO, le recrutement de PR sur le promoteur de ses gènes cibles restait inchangé ainsi 

que la transcription de certains gènes cibles. Il apparaît nécessaire d’identifier comment 

ERα36 co-régule l’activité transcriptionnelle de PR, en déterminant si ERα36 interagit avec les 

co-régulateurs de PR déjà décrits. Par ailleurs, la caractérisation du rôle joué par ERα36 dans 

la phosphorylation de PR (sérines 294 et 345) semble fondamentale. Plusieurs kinases sont 

capables de phosphoryler ces deux résidus sérines ; et l’identification de la kinase régulée par 

ERα36 permettrait d’éclaircir ce mécanisme. 

En outre, la caractérisation des mécanismes par lesquels ERα36 régule la prolifération 

cellulaire en présence de progestérone paraît importante. La réexpression de DUSP1 dans les 

lignées T47D- ERα36-KO permettrait de savoir si la régulation de la prolifération par ERα36 

passe par DUSP1. De plus, nous envisageons de déterminer si ERα36 est impliqué dans le 

recrutement de PR et ERα sur des gènes de bon pronostic. 
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Annexes : Troubleshooting 

 

L’étude des relations fonctionnelles entre ERα36 et PR a débuté par une série d’expériences 

que nous avons réalisées afin d’inhiber l’expression d’ERα36 avec des siRNA ou shRNA, ceci 

dans le but de voir son effet sur PR. Cependant, nous avons rencontré un nombre important 

de difficultés techniques dans l’établissement de lignées stables. Cette partie résume une 

série d’expériences que j’ai réalisées au cours de ma thèse mais qui n’ont pas permis 

d’invalider ERα36. 

 

I- Extinction de l’expression d’ERα36 

Afin d’inhiber l’expression d’ERα36 dans les T47D, nous avons utilisé des siRNAs et de shRNAs. 

Le plus grand défi dans le design de ces petits ARNs était d’utiliser ceux qui ne ciblent pas en 

même temps la forme canonique ERα. En effet, ces 2 protéines possèdent des séquences 

communes dans leur ARNm. 

 

1) Extinction avec des siRNAs 

Nous avons synthétisé un total de quatre petits ARNs (Tableau TS1) que nous avons utilisés 

dans la lignée T47D. Après analyse de l’extinction par les différents siRNAs, les expériences 

ont été poursuivies avec le si w2 qui présentait un meilleur profil d’extinction à 25nM (Figure 

TS1-A). Ainsi, après traitement et validation de l’extinction d’ERα36, nous avons analysé 

l’expression de PR (PgR) ainsi que deux de ses gènes cibles : PDK4 et STAT5A, 8h post-

traitement à la progestérone. Comme observé dans les clones ERα36-KO (voir partie 

résultats), l’inhibition d’ERα36 entraîne celle de PR (Figure TS1-B). Cependant, ce résultat 

n’était pas reproductible faute de stabilité des siRNAs. 
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Nomenclature Séquence 

siRNA 1 (si 1) GGUCAAAGAUCAAGAUCAAdTdT 

siRNA 2 (si 2) GAAUGUGCCUGGCUAGAGAdTdT 

siRNA W1 (si W1) GCAATTATTCCTTTGCCTTGCdTdT 

siRNA W2 (si W2) GCGTTGCATCATAACATAAGCdTdT 

 

Tableau TS1 : Séquences des siRNAs ciblant ERα36. Le siRNA 2 (si 2) cible une séquence commune à 

ERα36 et ERα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure TS1 : Profil d’extinction d’ERα36 dans les T47D. A : 4 siRNAs ont été testés, soit 

individuellement, soit en combinaison (si w1+ si w2). B : Analyse par RT-qPCR, de l’expression de PR 

(PgR) et de deux de ses gènes cibles, 8h post-traitement à la progestérone. 
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2) Extinction avec des shRNAs 

Afin d’éteindre stablement l’expression d’ERα36, nous avons fait synthétiser trois différents 

shRNAs que nous avons utilisés dans la lignée T47D. Ces shRNAs ciblent spécifiquement ERα36 

(Tableau TS2). La transduction des particules virales contenant ces shRNAs est suivie d’un 

traitement à la puromycine pour sélectionner les cellules transfectées. Une fois l’étape de 

sélection réalisée, nous avons vérifié l’extinction d’ERα36 qui était effective (Figure TS2-A). 

Cependant, au cours des passages successifs, l’extinction d’ERα36 était progressivement 

perdue (Figure TS2-B). Par ailleurs, nous avons produit des sous-clones à partir de la lignée 

T47D-sh1, puis sélectionné les clones résistants à la puromycine (TS2-C). Le clone C2 qui 

présentait le meilleur profil, a lui aussi perdu au cours des passages, l’inhibition d’ERα36. 

Ainsi, à la suite de ces problèmes, nous avons opté pour la technologie CRISPR/CAS9 pour 

invalider ERα36. 

 

 
Nomenclature 

 
Séquence 

shRNA 1 (sh1) TGTAGAAGCAAAGAAGAGAAT 

shRNA 2 (sh2) TTCCCTCACTCCTTCAAATTT 

shRNA 3 (sh3) TCCGGACTACAGTGCAATTAT 

 

Tableau TS2 : Séquences des shRNAs ciblant ERα36 
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Figure TS2 : Extinction d’ERα36 par des shRNAs. A : Profil d’expression d’ERα36 avec le sh1. B : 

expression d’ERα36 avec les sh1, sh2 et sh3, après 3 passages successifs, à partir de l’établissement 

du phénotype d’extinction d’ERα36. C : Expression d’ERα36 dans différents sous-clones obtenus à 

partir du clone sh1. NT : non transfecté. 
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