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Avant Propos

Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années a la compréhension des mécanismes mis
en jeu dans les cancers du sein. La plupart des cancers du sein expriment les récepteurs
hormonaux (RE et RP) et sont donc traités par hormonothérapie. Parmi les traitements les plus
courants, on peut citer les anti- cestrogénes (dont le plus connu est le tamoxiféene) qui vont se
fixer par compétition sur le récepteur des cestrogenes (RE) et les anti-aromatases, préconises
chez les femmes ménopausées afin d’éliminer toute source d’cestrogenes endogeénes.
Toutefois, I’apparition de résistances a ces traitements impose la néecessité de rechercher de
nouvelles cibles thérapeutiques.

Les travaux précedents de I’équipe au sein de 'INSERM U563 montrent I’implication des
protéines Rho GTPases dans la transcription dépendante du REa dans des modéles de cancers
mammaires. Ces protéines appartenant a la superfamille Ras et qui sont connus pour leur réle
sur le cytosquelette, jouent également un réle dans la cancérogénese mammaire.

L’objectif principal de mon travail a été d’identifier les effets spécifiques de chaque protéine
Rho : RhoA, B et C, dans la transcription dépendante du REa. et de déterminer les mécanismes
impliqués.

Je présenterais les résultats de ma recherche sous forme de trois articles : I’un soumis pour
publication, les deux autres en préparation. Le premier article récapitule les résultats obtenus
sur I’expression de RhoB dans des tumeurs de patientes traitées ou non au tamoxifene.

Le second travail met en évidence et compare les effets de RhoA et RhoC sur le recrutement du
REa sur 3 genes cibles, la transcription dépendante du REa et I’expression du REa.

Enfin, dans une troisieme partie, nous avons déterminé I’existence d’un dialogue entre RhoB et

le corépresseur HDACL.
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Résume

L’hormonothérapie est recommandée dans environ deux tiers des cancers du sein exprimant le
récepteur des cestrogenes (RE) et/ ou le récepteur de la progestérone (RP). Cependant, il y a
apparition systématique de résistances qui imposent la recherche de nouvelles cibles
thérapeutiques. Les cestrogenes agissent via le REa mais il a été démontré des interrelations
majeures entre le REa et la voie de facteurs de croissance en particulier avec les protéines Rho.
L’objectif de ce travail de these était de déterminer s’il existe un dialogue entre le REa et les
protéines RhoA, B et C, les éventuels mécanismes mis en jeu et I’implication dans la
tumorigenése mammaire.

Dans un premier temps, nos résultats ont permis de mettre en évidence que RhoB est un
élément clé de la régulation de I’expression du REa et du RP. Pour cela, nous avons utilisé des
modeles cellulaires, animaux et des tumeurs de patientes. En effet, une régulation réciproque
positive existe entre ces deux protéines et RhoB apparait comme ayant un rdle de pro-
oncogene dans des cellules de cancers du sein hormonodépendantes, contrairement a son role
connu de suppresseur de tumeur pour d’autres cancers. De plus, RhoB modifie clairement les
activités transcriptionnelles liées au REa et I’équilibre des cofacteurs, y compris du REa lui-
méme, recrutés sur le promoteur de RP.

Dans un second volet de ce travail, nous nous sommes concentrés sur I’influence de RhoA et
de RhoC sur les activités du REa. Nous avons pu démontrer, dans des cellules MCF-7, que
RhoA et RhoC modifient également le recrutement de REa sur les promoteurs de différents
genes cibles du REa mais sans corrélation avec les modulations d’activités transcriptionnelles
associées. A I’inverse de RhoB, RhoA et RhoC diminuent I’expression du REa mais selon des
mécanismes distincts.

Enfin, dans une troisieme partie, nous avons mis en évidence et analysé la régulation qu’exerce
RhoB sur le corépresseur HDACL dans les cellules de cancers du sein, indépendamment du
statut hormonal.

L’ensemble de ces résultats nous a donc permis de montrer que malgré leur trés forte
homologie, RhoA, RhoB et RhoC ont toutes 3 des rdles, mais différents, sur I’expression et les
effets transcriptionnels du REa dans les cellules de cancers du sein. De plus, I’importance de
RhoB comme agent pro-prolifératif dans des cellules mammaires hormonodépendantes est un

axe majeur a développer.
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Summary

Hormone therapy is recommended in approximately two thirds of breast cancers which express
the Estrogen Receptor alpha (ERa) and/or Progesterone Receptor (PR). Nevertheless, there are
many cases of systemic resistance to the treatment that impose to find new therapeutic targets.
Estrogens act via ERa but cross-talks between ERa and growth factor pathways have been
demonstrated, especially with Rho proteins. The aim of this study was to determine the cross-
talks existing between ERa and the RhoA, B and C proteins, the mechanisms of these cross-

talks and their involvement in mammary tumorigenesis.

First of all, our results showed that RhoB controls ERa and PR expressions. For this, we used
mammary cell lines, RhoB deficient mice and tumors from patients. A positive regulation loop
has been demonstrated between RhoB and ERa. RhoB appears then to be pro-oncogenic in
hormone-dependant mammary tumors cells, inversely to its usual role of tumor suppressor
gene for other cancer locations. Moreover our results clearly show that RhoB controls ERa
transcriptional activities and the recruitment of its cofactors (including ERa itself) on PR

promotor.

In a second part, we analyzed the effects of RhoA and RhoC on ERa activities. RhoA and
RhoC modify too ERa recruitment on 4 of its target genes, but without any correlation with the
observed modulations of transcription. Opposite to RhoB, RhoA decreases ERa expression

whereas RhoC has no effect.

In a third part, we identified another reciprocal positive regulation between RhoB and HDAC1.

The first results obtained in vitro have been confirmed in RhoB deficient mice.

Taken together, these results suggest that in spite of their sequence homology, RhoA, B and C

all act, but in different manners, on ERa. expression and transcriptional activities in mammary
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cancer cells. Furthermore, the importance of RhoB as proliferative agent in mammary hormone

dependant cancer cells is a major research area to consider

ABREVIATIONS

AA(S) : Anti-aromatase(s)

AE : Anticestrogenes

AF-1: Domaine d’activation de la transcription 1

AF-2 . Domaine d’activation de la transcription 2

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

CoA: Coactivateurs

CoR: Corépresseurs

DBD : Domaine de liaison a I’ADN (DNA Binding Domain)

Es: 17-B-cestradiol

EGF . Facteur de croissance épithélial (Epidermal Growth Factor)

EGF-R: Récepteur du facteur de croissance épithélial
(Epidermal Growth Factor Receptor)

ERE : Eléments de réponse aux cestrogenes (Estrogen Responsive Element)

FISH : Hybridation in situ avec fluorescence (Fluorescence In situ Hybridation)

HAT : Histone acétyl transférase

HDAC : Histone déacétylase

HDACI : Inhibiteur d’HDAC

HMT : Histone méthyl transférase

IGF: Facteur de croissance de I’insuline (Insulin Growth Factor)

IGFBP : Protéine de liaison au facteur de croissance de I’insuline
(Insulin Growth Factor Binding Protein)

LBD: Domaine de liaison au ligand (Ligand Binding Domain)

NLS: Séquence de localisation nucléaire (Nuclear Localisation Sequence)

RCPG : Récepteur couplé aux protéines G

RE : Récepteur des cestrogenes

RH : Récepteurs hormonaux

RN : Récepteurs nucléaires

RP : Récepteur de la progestérone

SERD : Régulateur sélectif des récepteurs des cestrogenes
(Selective Estrogen Receptor Downregulator)

SERM : Modulateur sélectif des récepteurs des cestrogenes
(Selective Estrogen Receptor Modulator)

VPA: Acide valproique
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I. Les cancers du sein

1. Définition

Les cancers du sein se définissent comme une prolifération maligne de cellules épithéliales
bordant les canaux ou les lobules du sein appelés respectivement carcinomes canalaires ou
lobulaires. S’il y a une effraction de la membrane basale, séparant I’épithélium du tissu
conjonctif, ces carcinomes sont dits infiltrants. Dans le cas contraire, ils sont dits carcinome in

situ ou intra-canalaires). 1ls possédent ou non un potentiel métastatique.

2. Epidémiologie

Depuis plusieurs années, le cancer du sein est devenu un probléme majeur de santé publique
dans les pays industrialisés, nécessitant la mise en place d’actions de prévention, de dépistage
(mammographie a partir de 50 ans a renouveler tous les deux ans en France, selon les
recommandations du plan Cancer) et de recherche de nouvelles thérapies.

A ce jour, il représente le cancer féminin le plus fréquent : il affecte une femme sur 9. En 2008,
1.050.000 cas ont été diagnostiqués a travers le monde avec environ 400.000 décés la méme
année. En 2008 toujours, 54.000 nouveaux cas ont éte détectés en France et 11.200 déces dus
aux cancers du sein ont été recensés. Ces données épidémiologiques affichent une
augmentation de I’incidence avec une tendance a la baisse depuis les années 2000 et une quasi-
stabilité de la mortalité depuis plus de 20 ans: ces résultats proviennent sans doute d’un
dépistage plus précoce et d’une meilleure prise en charge. Tous stades confondus, plus de 85%

des patientes survivent 5 ans apres le diagnostic.
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3. Classification
Les cancers du sein, comme d’autres tumeurs dites solides, peuvent étre classées :
- en différents stades (classification TNM). Cette classification prend en compte la taille

de la tumeur (T), I’envahissement ganglionnaire (N) et la présence de métastases a

distance (M) [1].

Tableau 1 : Classification TNM anatomo-pathologique des cancers du sein

TO | Pas de tumeur palpable

Tis | Carcinome in situ

T1 | Taille<2cm

T2 | Tailleentre 2 et5cm

T3 | Taille > 5cm

T4 | Extension a la paroi ; extension a la peau ; extension aux deux ; inflammatoire

NO | Pas de ganglion envahi

N1 | 1a 3 ganglions envahis

N2 | 4 a9 ganglions envahis

N3 - soit 10 ou plus ganglions envahis

- soit sus-claviculaire

MO | Pas de métastase a distance

M1 | Métastase

- en differents grades (classification SBR). Cette classification permet de déterminer

indirectement un indice d’activité proliférative a I’aide d’un grade histopronostique
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appelé SBR ou grade de Scarff, Bloom et Richardson [2]. Ce grade permet, en donnant
un score entre 1 et 3 a trois éléments histologiques d’un cancer infiltrant, d’en

déterminer le grade qui est établi entre 1 et 111.

Tableau 2 : Classification SBR

Pauvreté en structures glandulaires bien définies Score 1,2 0u 3

Irrégularité des noyaux Scorel,20u3

Richesse des noyaux Score 1,2 ou 3

Grade Score total

I 3ab

I 6et7

Il 8et9

Plus le grade est éleve, plus la tumeur est agressive et de mauvais pronostic.

Ces deux classifications permettent avec d’autres paramétres biologiques tels que la présence
ou I’absence de récepteur des cestrogénes alpha (REa), de récepteur a la progestérone (PR) ou
la surexpression de la protéine p185°°22 d’établir un pronostic et un traitement approprié. Les
avancées de la biologie du cancer ainsi que les progres techniques tels que les analyses
génomiques et transcriptomiques confirment que le cancer du sein est une maladie trés
hétérogéne avec une diversité dans la réponse aux traitements, expliquant les différences dans
I’évolution de la maladie pour des populations de patients diagnostiqués et traités a des stades
identiques.

Les premiers travaux de I’équipe de C. Pérou et T Sorlié, identifiaient 6 sous-groupes de

cancers du sein selon leur profil d’expression génique [3] (Figure 1), avec I’identification de

-19 -



deux groupes principaux : un groupe caractérisé par une expression faible (ou nulle) du RE
(tumeurs dites « RE négatives ») et I’autre par une expression plus ou moins forte de celui-ci
(tumeurs dites « RE positives » ou luminales).

Le groupe des « RE négatives » comprend :

i. les tumeurs dites basales; correspondant le plus souvent aux tumeurs dites « triples
négatives» aprés analyse des récepteurs RE, RP et p185°°®2 par immunohistochimie (RE, RP et
p185°PB2 négatives).

ii. les tumeurs p185°°52

positives (par amplification du géne erbB2).

iii. les tumeurs dites « normales like ».

Le groupe des Iluminales/RE positives sont considérées comme potentiellement
hormonosensibles et inclut les tumeurs luminales A, B et C. Les luminales A sont de grade | (et
expriment fortement les récepteurs hormonaux (RH) alors que les luminales B/C sont moins
bien différenciées, ont un index de prolifération plus important et expriment les RH en moindre
quantité.

Cette classification génomique a clairement identifié des courbes de survie de patientes tres
différentes selon le sous-groupe de tumeur, avec, en particulier une survie sans récidive bien
meilleure pour les tumeurs luminales A par rapport aux autres groupes.

En 2007, une nouvelle classification est apparue (Herschkowitz, Genome Biology, 2007). A
partir de 13 échantillons murins, il a été identifié 5 sous groupes (luminales A, luminales B,

tumeurs surexprimant erbB2, basal-like et claudin low). Les caractéristiques de ces sous

groupes sont repris dans le tableau 4.
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Figure 1 : Classification moléculaire des cancers du sein [3]
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Sous groupes

Expression

des RH

Expression de

erBb2

Particularités cliniques et/ou

anatomopathologiques

Luminales A

+++

Grade I- trés bon pronostic

(tres) hormonosensibles

Luminales B

++

Index prolifération élevé
Pronostic intermédiaire

+/- hormonosensibles

Surexprimant

erbB2

-0ou+

+++

n’expriment pas toujours les récepteurs
hormonaux
Mauvais pronostic mais possibilité de

thérapies ciblées antiHER?2

Basal-like

Haut grade (grade 111), mauvais pronostic

Immunohistochimie :  parfois EGFR+,
CK5/6+
Fréguemment mutées pour p53

Souvent de phénotype « BRCA1-ness »

Claudin-low

Sous catégorie de tumeurs triple négatives.
Enrichies en marqueurs de transition EMT
(epithelial-to-mesenchymental transition)
Mauvais pronostic

Différenciation médullaire ou métaplasique

fréquente
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Tableau 3 : Caratéristiques des différents sous types de tumeurs du sein (d’aprés Herschkowitz,

Genome Biology, 2007).

4. Les facteurs de risque
a. Sexe
Le cancer du sein touche essentiellement les femmes. Seulement 1% des hommes sont

concernés. Les traitements sont les mémes pour les hommes et les femmes.

b. Age

La probabilité de développer un cancer du sein augmente avec I’age. Environ deux tiers sont
diagnostiqués chez des femmes agées de plus de 55 ans et 10% chez les femmes de moins de
40 ans.

L’age jeune (< & 35 ou 40 ans selon les séries) est considéré comme un facteur de mauvais
pronostic indépendant dans de nombreuses séries : il favorise le risque de rechute a distance
mais aussi le risque de rechute loco-régionale. [4, 5] Une étude de Cancello et son équipe [6]
effectuée sur 2970 patientes montre que chez les patientes jeunes (<35ans), il y a moins de
tumeurs de type luminal A et plus de triples négatives. L étude Carolina sur le cancer du sein
effectuée sur des Afro-américaines, montre également que les luminales A et B sont plus
fréquentes chez les patientes ménopausées que chez celles qui ne le sont pas [7] . A I’inverse,

les tumeurs triples négatives sont plus fréquentes chez les femmes de moins de 40 ans [8].

c. Prédisposition génétique
Environ 5% des cancers du sein sont d’origine génétique. Il existe principalement deux genes

de prédisposition au cancer du sein : le gene BRCA1, géne de grande taille, localisé au niveau

-23 -



du chromosome 17 qui code une protéine de 1863 acides aminés et le géne BRCA2 présent sur
le chromosome 13 qui code lui une protéine de 3418 acides aminés [9]. Ces deux genes sont
dits suppresseurs de tumeurs : leur mutation (un seul alléle suffit) peut augmenter le risque de
cancer du sein. BRCA2 semble en plus favoriser les cancers de la prostate et du pancréas, par
rapport au risque de la population globale. La fréquence des personnes ayant cette mutation est
environ de 1 sur 420, soit environ 35.000 femmes porteuses agées de 30 a 69 ans en France.
Avec les mutations de BRCAL, le risque de développer un cancer du sein avant 70 ans est de
65% alors que pour BRCAZ2, il est de 35%. Ces mutations sont héréditaires [10].

En dehors de ce contexte, une prédisposition familiale est observée dans 20 a 25% des cas.
D’autres genes suppresseurs de tumeurs dans le cancer du sein existe tels que PALB2 et
BRIP1. Leurs mutations est associée a un risque deux fois plus important de développer un
cancer du sein. Contrairement a BRCAL et BRAC2, la perte de PAPLB2 et BRIP1 n’est pas

associé a un age jeune au moment du diagnostic (Rahman, Nat Genet, 2007)

d. Imprégnation cestrogénique
L’age des premiéres regles peut avoir un impact sur la survenue du cancer du sein. En effet, le
risque s’accroit avec leur précocité.
Le risque de cancer du sein augmente également de facon importante avec le moment
d’apparition de la ménopause. Une période d’activité génitale longue augmente donc les
risques de cancer du sein.
L’age de survenue de la premiere grossesse peut avoir une importance car le risque diminue si
elle survient avant 30 ans, mais il augmenterait pour un age supérieur a 35 ans [11].
Enfin, le traitement hormonal substitutif de la ménopause peut entrainer, lorsqu’il est prolongé,

une augmentation des risques de cancer du sein [12].

=24 -



5. Cancérogenese mammaire

La cancérogenese est un processus qui conduit a la transformation progressive de cellules
normales en cellules malignes. Les modifications génétiques associées a cette transformation
maligne sont souvent des mutations qui produisent une augmentation de la fonction du géene

(oncogéne) ou une perte de fonction (anti-oncogenes ou suppresseur de tumeur).

a. Histoire naturelle de la tumeur
L’oncogenese se déroule en plusieurs étapes :
- initiation cancéreuse : mutations au niveau de I’ADN non réparé.
- transformation cellulaire par acquisition des cellules de la capacité a proliférer (stade de
promotion cellulaire)
- prolifération clonale.

b. Anomalies génomiques, moléculaires et épigénétiques
Les anomalies moléculaires les plus fréquentes a I’origine du développement tumoral
mammaire sont représentées par des amplifications d’oncogenes codant majoritairement des
facteurs de croissance et leurs récepteurs. En matiére de cancer mammaire, les amplifications
principales concernent :
-c-erbB2 : codant p185°™2?, protéine de la famille des récepteurs de I’EGF.
-c-myc : codant la protéine Myc nucléaire susceptible d’augmenter la transcription et qui
intervient aussi dans la régulation de I’apoptose.
- ccndl : codant la cycline D1 qui régule la transition G1/S du cycle cellulaire.

Ces amplifications sont observées dans plus de 15% des cas.
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Des inactivations de genes suppresseurs de tumeurs tels que p53, Rb, P16, PTEN, BRCA1 et
BRCA2 sont également fréquentes. Par exemple, environ 20 a 40% des cancers du sein
présentent une mutation du géne p53. Celle-ci intervient au niveau du cycle cellulaire, en le
bloquant en cas de lésions du matériel génétique, pour permettre a la cellule de réparer les
dommages génomiques avant sa division. Enfin, lorsque les Iésions sont trop importantes, p53

peut induire un phénomene d’apoptose.

Il est estimé également que moins de 5% des tumeurs mammaires présentent une mutation de
p21lras [13] alors que celle-ci est plus fréquente dans les autres tumeurs solides. Par contre, la
surexpression de p21lras sauvage est souvent retrouvée dans les cancers du sein. Les protéines
Rho qui font partie de la famille Ras ne sont pas mutées dans les cancers mammaires [14] mais
elles sont souvent surexprimées ou hyperactives [15]. Nous reprendrons la description et
I’implication de ces protéines dans la cancérogenese mammaire dans la troisieme partie de

cette introduction.

Depuis quelques années, les modifications épigénétiques sont de plus en plus étudiées
notamment dans les cancers du sein. Il est reconnu que I’hyperméthylation du promoteur d’un
gene sur des iléts CpG et Iaugmentation de [I’activité méthyltransférase, réprime la
transcription de ce géene (« mise en silence »). Ceci est notamment observé dans les cancers
pour des genes suppresseurs de tumeurs [16]. Dans les cancers du sein, I’hyperméthylation du
promoteur concerne des génes qui inhibent le cycle cellulaire (p16 RASSF1A), des génes de
réparation de I’ADN (BRCAL), des genes pro-apoptotiques (HOXA5, TMS1), des enzymes
métaboliques (GSTP1) et des génes impliqués dans I’adhérence cellulaire et la formation de
métastases (CDH1, CDH13) [17]. De plus, de nombreuses études montrent que la région 5’ du
gene ESR1 qui code le REa est méthylé dans des cellules RE négatives [18]. D’autres données

montrent qu’il y a une coopération entre la méthylation de I’ADN et la déacétylation d’ESR1
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dans la mise en silence de ce gene [19]. Ces auteurs ont montré une intervention de DNMT1 et
HDAC1 et 2 dans ce phéenomene. Nous reviendrons sur ces modifications épigénétiques dans la
partie IV de cette revue génerale.

6. Facteurs pronostics et preédictifs

En pratique clinique, il est aujourd’hui clairement admis que I’expression des RH, actuellement
analysée par immuno-histochimie, est un parametre a prendre en compte sous deux aspects :
pronostiques et thérapeutiques. 60 a 70% des cancers du sein expriment le REa. et/ou le RP.
L’absence d’expression de ces RH est associée a un pronostic plus péjoratif [3]. Sur le plan
thérapeutique, les RH sont corrélés, en premier lieu, a la réponse a I’hormonothérapie : environ
60% des tumeurs exprimant le RE alpha, répondent initialement aux traitements hormonaux et
en particulier au tamoxifene, contre moins de 10% de réponse en I’absence des RH.

En paralléle des RH, I’oncogéne erbB2 et la protéine qu’il code p185°™®2 jouent un role
important dans 18 a 20% des cas de cancer du sein [20] La surexpression de cette protéine,
détectée en immuno-histochimie et/ou I’amplification du gene erbB2, détectée par FISH
(Fluorescence In Situ Hybridation) est le témoin d’un pronostic plus péjoratif et d’une moindre
sensibilité a toute hormonothérapie.

Des travaux cliniques rétrospectifs et prospectifs ont déja montré I’intérét de uPA/ PAI-1 en
tant que facteur pronostic des cancers du sein. La sérine protéase JPA et son inhibiteur PAI-1
sont deux protéines impliquées dans les interactions entre la tumeur et son
microenvironnement. Le facteur uPA active un ensemble de pro-protéases impliquées dans le
phénomeéne invasif (métalloprotéases, cathepsines a I’exception de la cathepsine D) alors que
PAI-1 est un marqueur indirect de I’apoptose [21], 22]. Chez les patientes atteintes d’un cancer
du sein sans atteinte ganglionnaire, les biomarqueurs JUPA et PAI-1 ont également une valeur
prédictive de réponse a une chimiothérapie mais avec un niveau intermédiaire donc qui reste a

confirmer (essai en cours).
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De nouveaux moyens de prédire le pronostic font actuellement I’objet d’études cliniques
prospectives a large échelle :  Oncotype DX ™ et Mammaprint ®. Oncotype DX ™ permet
I’analyse simultanée par PCR de I’ARNmM correspondant a I’expression de 21 génes a partir de
tissu inclus en paraffine. Le test Oncotype DX™ est un test qui permet de prédire la réponse au
tamoxifene.

Mammaprint ® (signature génomique d’Amsterdam) permet I’analyse simultanée par puce a
ADN de I’expression de 70 génes a partir de tissu tumoral congelé. Mammaprint® permettrait
de classer en haut risque et bas risque les patientes avec ou sans atteinte ganglionnaire dont la
taille de la tumeur est inférieure ou égale a 5 cm (stade | ou Il). Mammaprint ® pourrait donc
étre un facteur pronostic pur car les patientes qui effectuent ce test ont regu un traitement
locorégional, sans traitement systémique (hormonothérapie ou chimiothérapie) [23].

A ce jour, ces deux tests ne sont pas utilisés en pratique clinique quotidienne (en dehors d’une
étude clinique prospective) pour aider a la décision thérapeutique, en raison d’un niveau de

preuve insuffisant (rapport inca 2010).

7. Traitements des cancers du sein

Les principaux traitements sont la chirurgie, la radiothérapie, I’hormonothérapie et la
chimiothérapie. Certaines molécules sont couramment utilisées en clinique, d’autres font
encore I’objet d’études cliniques prospectives. Devant I’apparition de résistances a certains de
ces traitements medicaux, la recherche actuelle se tourne vers des thérapies ciblées qui font
I’objet de nombreux essais cliniques.

Il faut distinguer les traitements locaux et locorégionaux (chirurgie et radiothérapie) des
traitements systémiques visant a agir non seulement au niveau de cellules résiduelles mais aussi
au niveau des micro-métastases ou des métastases (chimiothérapie, hormonothérapie et

thérapies ciblées).
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a. Chirurgie
La chirurgie varie en fonction du stade, de la localisation dans le sein et du potentiel évolutif
de la tumeur. Il existe deux situations : la mastectomie radicale, qui permet d’enlever la glande
mammaire dans sa totalité et la mastectomie partielle qui correspond a I’exérése d’une partie
seulement de la glande mammaire. Celle-ci offre des possibilités de séquelles cosmétiques et
psychologiques moins importantes. De plus, une exploration du creux axillaire (procédure du
ganglion sentinelle ou évidement) est aussi réalisée pour disposer d’un facteur pronostic
important qui est le statut ganglionnaire axillaire. La technique des ganglions sentinelles
permet de limiter la réalisation d’un évidement axillaire complet et donc ses conséquences
potentiellement invalidantes pour les patientes (en particulier, risque de lymphcedeémes). La
chirurgie est classiquement la premiére ligne de prise en charge thérapeutique mais dans
certaines situations elle peut succéder a une chimiothérapie, a une hormonotéhrapie et/ ou a

radiothérapie qui sont dites « néoadjuvante».

b. Radiothérapie
La radiothérapie réduit le risque de rechute loco-régionale. Elle peut étre utilisée de deux
manieres :
- apres la chirurgie pour €liminer les cellules cancéreuses résiduelles (le plus fréquent) :
radiothérapie adjuvante

- avant la chirurgie pour réduire la taille de la tumeur : radiothérapie néo-adjuvante.
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c. Chimiotheérapie

Les tumeurs du sein sont considérées comme des maladies sensibles aux chimiothérapies. Les
molécules cytotoxiques inhibent la prolifération des cellules et en particulier des cellules
tumorales. La chimiothérapie peut étre utilisée en situation adjuvante ou néoadjuvante et en
situation métastatique. Elle sera, si possible, associée a une thérapie ciblée.

Dans I’objectif de réduire les résistances précoces, il est utilisé des associations de cytotoxiques
possédant des mécanismes d’action différents et si possible avec des toxicités non cumulatives.
En termes de chimiothérapie conventionnelle, les protocoles contenant une antracycline comme
le protocole FEC (5 fluoro-uracile, épirubicine, cyclophosphamide) ou bien un taxane

(paclitaxel ou docétaxel) sont les plus utilisés.
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Tableau 4 : Principaux médicaments antimitotiques utilisés dans les cancers du sein

Classe pharmacologique DCI Nom de spécialité
Taxanes Docétaxel Taxotére ®
Paclitaxel Taxol ®
Antracyclines Epirubicine Farmorubicine ®

Doxorudicine

Adriblastine ®

Antracénediones

Mitoxantrone

Novantrone ®

Alcaloides de pervenche Vinorelbline Navelbine ®
Agents alkylants Cyclophosphamide Endoxan ®
Thiotepa Thiotepa ®
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Antimétabolites Capécitabine Xeloda ®
Méthotrexate Ledertrexate ®

5 Fluoro-uracile 5 Fluoro-uracile ®

d. Hormonothérapie
En 1896, Beatson remarqua une régression d’une tumeur mammaire primitive en réponse a une
ovariectomie chez des femmes préménauposeées : ce f(t la premiére observation que les cancers
du sein pouvaient étre hormonodépendants. L’identification en 1966 du REa par Jensen permit
d’avoir un outil pour décrire la spécificité d’action des cestrogenes sur son site d’action [24].
Celui-ci fut identifié comme cible pour le développement de nouveaux médicaments pour le
traitement et la prévention des cancers du sein.
L’hormonothérapie débuta seulement dans les années 1970 avec un anti-cestrogene: le
tamoxiféne (Nolvadex ®), encore aujourd’hui trés utilisé.
En clinique, I’hormonothérapie peut agir a 3 niveaux :
- I’axe hypothalamo-hypophysaire : ce type d’hormonothérapie est prescrit a des femmes pre-
ménopausees. Ce sont des analogues de la LH-RH,
- par compétition avec le REa en utilisant des anti-cestrogénes. Ce sont des SERMs (Selective
Estrogen Receptor Modulator) et les SERDs (Selective Estrogen Receptor Downregulator),
- par I’inhibition des aromatases chez les patientes ménopausées. Ce sont les anti-aromatases

(AAS).
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1. Les agonistes de la LH-RH :
Ils représentent un des moyens pour réduire la production d’cestrogenes endogenes avant la
ménopause. lls entrainent une suppression ovarienne analogue a la ménopause en abaissant en
quelques semaines le taux d’cestradiol circulant a une valeur négligeable (castration chimique).
Leur action est réversible a I’arrét. Actuellement, trois molécules sont utilisées en pratique
courante : la goséreline (Zoladex ®), la triptoréline (décapeptyl ®) et la leuproréline
(Enantone ®).

2. Les anti-cestrogénes : modulateurs sélectifs de I’activation du REa (SERMS)
=> Le tamoxifene (Nolvadex ®) :
Pendant plus de 35 ans, le tamoxifene, SERM de premiere génération, a été le chef de file de
I’hormonothérapie et a représenté le standard des traitements adjuvants et de la premiere ligne
métastatique des cancers du sein RH positifs. C’est un composé non stéroidien,
triphényléthylique, qui a un mécanisme d’action complexe et des effets contradictoires selon
les tissus : antagoniste au niveau de la glande mammaire et des cellules tumorales, il peut
également se comporter comme un agoniste, parfois utilement (notamment sur I’0s protégeant
ainsi partiellement la déperdition osseuse), mais ailleurs de maniere néfaste puisqu’il est
potentiellement responsable d’accidents thrombo-emboliques et d”hypertrophies endométriales
augmentant ainsi le risque d’adénocarcinomes de I’utérus. Le tamoxiféne peut étre prescrit a

tous les ages et quelque que soit le statut ménopausique.

= Autres SERMs

Les effets agonistes du tamoxifene, responsables d’effets secondaires parfois néfastes et
probablement impliqués dans les mécanismes de résistance, ont conduit a la recherche d’anti-
cestrogenes plus puissants et plus spécifiques.

e Le torémiféene
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C’est un dérivé chloré du tamoxifene. 1l possede également une activité agoniste partielle et
présente le méme risque de maladie thromboembolique et endométriale que le tamoxifene. Il

est peu utilisé en clinique car il ne présente aucun avantage par rapport au tamoxifene [25].

e Le raloxifene (Evista ®)
Sa structure chimique est différente du tamoxifene. C’est un benzothiphene non stéroidien
cliniguement apparenté au tamoxiféne. Il posséde les mémes propriétés anti-cestrogénique que
ce dernier au niveau du sein mais a des effets minimes au niveau de I’utérus [26] Son action
anti-tumorale est toutefois beaucoup plus faible que celle du tamoxiféne. Il n’a aucune AMM
dans le traitement des cancers du sein mais est indiqué dans le traitement et la prévention de

I'ostéoporose chez les femmes ménopausées.

3. Les anti-cestrogénes purs ou SERDs
D’autres anti-cestrogenes dépourvus d’activité cestrogénique ont été développés. Le plus connu
et le seul qui soit utilisé en clinique, est I’ICI 182,780. A la différence du tamoxiféne, I’1CI
182,780 (ou fulvestrant, Faslodex ®) présente une structure stéroidienne : c’est un dériveé de la
19-nor-testostérone. Il posséde un mécanisme d’action différent du tamoxifene puisqu’il est
dépourvu d’activité agoniste partielle : c’est un anti-cestrogéne pur. Le fulvestrant est un
inhibiteur compétitif de la liaison des cestrogenes a leur récepteur. En se fixant, il entraine la
destruction du récepteur via le protéasome [27]. Il se lie avec une affinité similaire a celle de
I’cestradiol et supérieure a celle du tamoxiféne. L’ effet du fulvestrant est dépendant de la dose

et une diminution de RP est également observée [28]
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4. Les anti-aromatases (AAS)

Chez les femmes ménopausees, la seule source d’cestrogénes est la conversion périphérique des
androgenes par I’aromatase car la production ovarienne massive des cestrogenes est alors
abolie. Ces androgenes sont synthétisées au niveau de la glande surrénale et se retrouveront
ensuite au niveau de tissus périphériques dont le tissu adipeux. En inhibant cette enzyme par
des anti-aromatases, la production résiduelle des cestrogenes est donc inhibée chez la femme
ménopausee.

Pour des raisons de toxicité mais surtout de spécificité et d’efficacité, seule la troisieme
génération d’AAs est actuellement utilisée. Elle comprend des inhibiteurs non stéroidiens
(I’anastrozole=Arimidex® et le Iétrozole=Fémara®) et un inhibiteur stéroidien (I’exémestane=
Aromazine®). Tous diminuent les taux d’cestrogénes circulants et intra tumoraux. Un avantage
important est qu’ils sont dépourvus d’effet néfaste sur I’endometre. Toutefois, en raison de la
suppression quasi complete en cestrogénes, les AAs accelerent le processus physiologique de

déminéralisation osseuse, entrainant une augmentation du risque de fractures.

e. Autres thérapies ciblées
Les thérapies dites ciblées se sont particulierement développées au cours de ces 15 derniéres
années. Elles sont le plus souvent associées a la chimiothérapie afin de retarder I’apparition de
récidives ou de métastases. Pour les cancers du sein, le meilleur exemple est le traztuzumab
(Herceptin®). 1l s’agit d’un anticorps monoclonal murin humanisé dirigé contre le domaine
extra cellulaire de la protéine erbB2. La prescription de cette molécule aux patientes qui ont
une tumeur métastatique surexprimant la protéine erbB2 et/ou avec amplification du gene
correspondant, a transformé leur pronostic de survie. Cette molécule peut également étre

administrée en adjuvant. Un autre exemple de thérapie ciblée est le lapatinib (Tyverb ®). Cette
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molécule cible I’activité tyrosine kinase induite par la stimulation des récepteurs a I’EGF et
d’erbB2. Une autre molécule a été récemment mise sur le marché: le bevacizumab
(Avastin ®). L’Avastin ® est un anticorps monoclonal qui se lie a plusieurs formes du VEGF
et inhibe de ce fait la liaison du VEGF a ces récepteurs. L’Avastin ® et le Tyverb ® ont une
AMM en France pour une utilisation en métastatique. Enfin, d’autres thérapies ciblées sont
actuellement évaluées dans des essais cliniques : anticorps monoclonaux ou inhibiteurs de
I’activité tyrosine kinase, de divers types de récepteurs membranaires (récepteur de I’'IGFI par
exemple), inhibiteurs de protéines intra cellulaires intervenant dans les voies de prolifération
cellulaire et/ou de survie, inhibiteurs de la néo-angiogenése. Parmi les inhibiteurs de protéines
intracellulaires, le tipifarnib (qui est un inhibiteur de farnésylation qui sera décrit dans le
chapitre 111.8 de cette introduction) a fait I’objet d’essais cliniques de phase | et Il et

notamment d'une publication au sein du laboratoire [29].
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I1. Voies de signalisation cestrogénique et cancérogenese mammaire
1. Les eestrogénes endogenes

Les cestrogenes dont le chef de file est I’cestradiol, sont des hormones stéroidiennes qui
stimulent la prolifération et la différenciation de nombreux tissus et en particulier du systéme

reproductif femelle (utérus, vagin, ovaires, seins), (Figure 2) [30].
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Figure 2 : Effets des cestrogénes sur I’organisme [30]
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Les cestrogenes ciblent également de nombreux autres tissus dont I’os, le cartilage, le systeme
nerveux central et le systeme immunitaire. L’cestrogene biologiquement le plus actif au niveau
de la glande mammaire est le 17 cestradiol (E>).

Les cestrogenes sont des dérivés du cholestérol tous synthétisés a partir de I’androsténedione

qui subit une aromatisation (Figure 3).
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Figure 3 : Structure et production des cestrogenes endogenes et structure des

phyto estrogenes [30].

2. Les cestrogénes exogenes
Parmi ces cestrogenes exogenes, il y a les phytocestrogénes et les xénocestrogenes. Les

phytocestrogenes sont des composes non stéroidiens présents dans plusieurs végetaux et qui
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partagent des structures similaires avec les cestrogenes. Les phytocestrogénes sont regroupés en
3 groupes : les isoflavones (féves, soja, ...), les lignanes (aliments a grains entiers) et les
coumestanes. Les lignanes comme les isoflavones se lient au RE. Or, comme nous le verrons
plus loin, il existe également un deuxieme RE : le RER. Ces derniers ces composes ont une
affinité plus grande pour le REP alors que I’E; a une affinité similaire pour les deux récepteurs.
Ces cestrogénes exogenes, a potentiel cestrogénique variable, mais relativement faible, peuvent
se retrouver a des concentrations importantes dans I’alimentation ou certains environnements.
Il a été remarqué que les populations des pays asiatiques, dont le régime est beaucoup plus
riche en phytocestrogenes que celles des pays occidentaux, ont une incidence du cancer du sein
moindre. De ces observations, il a été suggéré que les phytocestrogénes possédent un role
préventif dans l'apparition des cancers du sein [31]. Ces cestrogénes exogenes interférent avec
le REa mais également avec des enzymes du métabolisme cellulaire et des enzymes
d’activation telles que les kinases. Les isoflavones et la génistéine modulent par exemple,
I’activité enzymatique de I’aromatase CYP19 et de certains récepteurs a activité tyrosine kinase
[31]. Plusieurs de ces cestrogénes exogenes peuvent, comme les cestrogénes endogeénes, a des
concentrations faibles, étre a I’origine d’effets rapides par « une voie non génomique » que
nous décrirons plus loin. De plus, il a été proposé que ces phytocestrogénes puissent étre
bénéfiques chez la femme ménopausée, en particulier chez celles atteintes de bouffées de

chaleur. Toutefois, des controverses sur la réponse des patientes existent encore a ce jour [32].

3. Structure et localisation des récepteurs des cestrogéenes

Les RE appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires (RN) comprenant entre autres
les récepteurs des autres hormones stéroides (androgenes, progestérone, glucocorticoides et
minéralocorticoides) et des vitamines liposolubles [33]. Ces RN sont stabilisés sous forme

activable dans le cytoplasme, gréace a des protéines chaperonnes.
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Trois classes de RN existent :

- la classe | regroupe les récepteurs stéroidiens activés par la liaison des molécules hormonales
stéroidiennes. lls s’homodimérisent et lient un élément de réponse organisé en 2 seéquences
inversement répétées (HRE pour Hormone Responsive Element).

- la classe Il regroupe des RN dont I’activation est indépendante du ligand. lls peuvent
s’homo- ou s’hétérodimériser. lls lient des éléments de réponse organisés en 2 séquences
directement répétées.

- la classe des récepteurs orphelins dont les ligands n’ont été qu’en partie caractérises.

Les RE appartiennent a la classe | des RN. Ils interagissent avec les cestrogenes, les SERMs et

les SERDs.

a. Le récepteur des cestrogenes o
L’ADN complémentaire du RE humain a été cloné en 1986 [34] et la séquence compléte de
I’ARNm extrait d’une lignée de cellules d’adénocarcinome mammaire humain (cellules MCF-
7), a également été déterminée par cette équipe [34]. Le géne du REa (ou gene ESR1) est
localisé sur le bras long du chromosome 6, précisément sur le locus 6g25. Il est composé de 8
exons, séparés par 7 longues régions introniques. Il code pour une protéine de 65 kDa,
contenant 595 acides aminés et présente 5 domaines indépendants mais interactifs au niveau

fonctionnel [35]. Ces 5 domaines sont communs a la structure de tous les RN (Figure 4).
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e Le domaine NH2 terminal ou domaine A/B
Le domaine N-terminal, domaine A/B est hautement variable entre les différents récepteurs. Sa
taille varie entre 24 et 603 acides aminés (respectivement pour le récepteur de la vitamine D3 et
celui des minéralocorticoides) et est de 180 acides aminés pour le REa. Il contient le domaine
d’activation autonome d’activation de la transcription dépendante de la liaison de I’hormone au

RE (AF-1).

e Le domaine central ou domaine C
C’est le domaine le plus conservé des RN. Sa taille est de 83 acides aminés pour le REa. Sa
structure organisée autour de deux régions en doigt de zinc, riches en cystéine, lui conféere une
forte capacité de liaison a I’ADN. Il contient donc le domaine de liaison a I’ADN (DNA
binding domain= DBD). Le DBD se lie a des Elements de Réponse aux cestrogenes (ERE :
Estrogen Responsive Elements) au niveau de I’ADN afin de moduler la transcription de genes

cibles.

e Ledomaine D

C’est le domaine le moins conservé entre les différents récepteurs. Il joue le role de charniére

entre les domaines C et E. Il contient également des séquences de localisation nucléaire (NLS).
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e Ledomaine E
C’est le domaine le mieux conservé entre les différents récepteurs nucléaires. Il contient le
domaine de liaison du ligand (Ligand Binding Domain= LBD) et la fonction d’activation de la
transcription inductible par I’hormone (AF-2). Le ligand peut étre I’cestrone (E;), I’cestradiol
(E2) ou un SERM ou SERD. Cette région est également impliquée dans la localisation
nucléaire du RE, dans les phénomenes de dimérisation du récepteur et dans I’interaction avec

les cofacteurs transcriptionnels.

e Le domaine C terminal ou domaine F
Le domaine F est peu conservé parmi les récepteurs nucléaires au niveau de sa séquence, mais
bien conserve au niveau de sa taille. Il pourrait étre impliqué dans les mécanismes d’action des

anti-cestrogenes.

Les domaines AF-1 et AF-2 sont nécessaires a I’activation de la transcription du récepteur REa.
mais sont dépourvus des motifs conventionnels des facteurs de transcription. Par conséquent,
ils agissent en recrutant d’autres facteurs tels que les coactivateurs (CoA).

AF-1 et AF-2 peuvent agir en synergie pour activer la transcription de géenes cibles dans de
nombreux modeles cellulaires. Toutefois, dans certains contextes cellulaires et/ou selon les
promoteurs, ils peuvent I’'un ou I’autre, moduler la transcription de genes de maniere
indépendante [36]. Il a aussi été suggeré que I’activité AF-1 du REP pourrait étre négligeable

par rapport a I’activité du REa alors que I’activité AF-2 des deux isoformes est identique [37].

b. Le récepteur des cestrogénes f

Le géne codant I’isoforme B du RE a été cloné chez I’homme en 1996. Le géne du RER est

localisé sur le chromosome 14 et code pour une protéine de 530 acides aminés, d’environ 60
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kDa. Il presente une forte homologie avec le REa, particulierement au niveau du domaine de
liaison a I’ADN (96%) et dans le domaine de liaison au ligand (58%). En raison de leur forte
homologie au niveau du DBD, les deux isoformes du RE se lient aux ERE avec une affinité

similaire.
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Figure 4 : Représentation schématique de la structure des domaines fonctionnels des REa et REf
% : pourcentage d’homologie entre les domaines fonctionnels du REa et du REf

-44 -



Au niveau de la glande mammaire, le REp est la forme majoritaire alors que le REa constitue
la forme majoritairement observée dans les cancers du sein. En effet, des travaux ont montré
que I’expression du RE est plus faible dans le tissu tumoral que dans le tissu mammaire sain,
alors qu’a I’inverse, I’expression du REa est plus élevée dans le tissu tumoral par rapport au
tissu sain [38].

Des travaux de Zhao ont suggéré que le promoteur du REP pouvait étre hyperméthylé dans des
lignées de cancers du sein par rapport a des lignées non cancéreuses [39]. Ceci pourrait
expliquer les taux faibles d’ARNm du RE observés dans les lignées cancéreuses.

Dans les études utilisant des lignées de cancers du sein, il est admis que la prolifération est die
au REa. De plus, la plupart des lignées dépendantes des cestrogenes (MCF-7, T47D, ...)
expriment fortement le REa mais faiblement I’isoforme B. Le REP aurait donc un effet anti-
prolifératif. Ceci a été suggéré par Hartman et son équipe [40]. lls ont montré que lorsque le
REP est exprimé a nouveau dans des lignées REa positives, ces derniéeres proliferent moins
vite. Le REP apparait s’opposer a I’action du REa : dans certains situations cliniques, il y aurait
un retrocontréle négatif du REP dans I’épithélium des cancers du sein par rapport au tissu
normal. Ceci renforce I’hypothese d’un réle du RE dans la cancérogenese mammaire. Il a été
également mis en évidence une corrélation inverse entre le REP et le marqueur de prolifération
KI67 [41].

En pratique clinique, seule I’expression du REa est systématiquement recherchée. En effet, elle
a une valeur pronostique et prédictive de réponse a I’hormonothérapie qui est parfaitement
validée. A I’inverse, la signification pronostique et prédictive de réponse a I’hormonothérapie
du RE fait encore I’objet de nombreuses études et est sujette a controverses.

Les REa et 3, possedent des variants d’épissage. En effet, un épissage alternatif du pré-ARN du

REa augmente la diversité des produits de ce gene permettant ainsi la régulation de la protéine
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native. La plupart des variants d’épissage du REa proviennent d’un saut d’exon alors que pour
le REP ceux-ci proviennent d’une différence dans la séquence des exons [42].

Le variant le plus connu pour le REa est le REa46 qui code pour une protéine de 46kDa. Il est
capable d’inhiber le REa (via AF-1) et peut former des dimeres avec le REa ou 3 [43].

Pour le RER, le variant le plus connu est le variant RER2 aussi appelé RERcx. Ce variant
possede une région AF-2 tronquée et ne possede pas d’affinité détectable pour I’E,. L’équipe
de Zhao a montré que cette isoforme pouvait induire la dégradation du REa via le protéasome,

en formant des hétérodimeres REa /Rel3cx [44].

4. Les voies de signalisation cestrogéniques
a. Les différentes voies de signalisation
A I’heure actuelle, il est possible de différencier 4 grandes voies de signalisation cestrogéniques
faisant intervenir divers éléments :
- la voie génomique dépendante du ligand (voie classique)
- la voie génomique indépendante du ligand (interrelations avec les facteurs de croissance)
- la voie génomique indépendante de I’'ERE
- la voie non génomique (effets rapides des cestrogenes).
Ces voies ont été particulierement étudiées pour le REa mais celles du REB sont moins connues

bien que comparables malgré des effets souvent opposes.
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Estrogenes

Figure 5 : Les différentes voies de signalisation cestrogenique

1. Voie génomique dépendante du ligand= voie classique

2. VVoie genomique indépendante de I’ERE

3. Voie génomique indépendante du ligand= voies de dialogues avec les facteurs de croissance
4. Voie non génomique rapide
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La voie génomique dépendante du ligand ou voie classique

La liaison de I’E; sur le REa se fait sur son domaine LBD et a proximité du domaine
d’activation AF-2 (Figure 5). Cette liaison provoque la dissociation du REa du complexe (apo-
récepteur) de protéines chaperones (Hsp 90, immunophilines, ...) auxquelles il est associé en
absence de I’hormone. Elle entraine des modifications conformationnelles du REa, sa
dimérisation ainsi que sa phosphorylation au niveau du domaine AF-1 (en particulier sur les
sérines 104, 106, 118 et 167). Le complexe ligand/récepteur ainsi formé interagit sous forme
dimérique avec des séquences ERE consensus ou non (via le DBD du récepteur), contenues
dans le promoteur des génes cibles. Il existe en effet, des séquences ERE dites consensus,
constituees de deux demi-palindromes inversés de 5 bases séparés par 3 bases aléatoires
(GGTCANNNnTGACC), et des séquences ERE non consensus de longueurs variables. Le REa
peut aussi lier des sites AP-1 ou spl dans certains cas. Le REa lié a I’ADN régule alors la
transcription de ses génes cibles grace a I’interaction avec la machinerie transcriptionnelle et a
la dynamique de cofacteurs : recrutement de co-activateurs (CoA) et départ dans certains cas de
co-represseurs (CoR) au niveau des domaines d’activation transcriptionnelle, AF-1 et AF-2 du

REaq.

Les cofacteurs de transcription appartiennent a des structures complexes composées d’éléments
protéiques et nucléiques associés au REa. lls possedent des activités enzymatiques qui
entrainent des modifications épigénétiques de la chromatine et ainsi une modulation de la
transcription (activation ou inhibition). Les CoA du REa possédent des activités histone
acetyltransférase (HAT) ou histone méthyltransferase (HMT). A I’inverse, les CoR possedent
des activites histone déacéetylase (HDAC) ou HMT. Les protéines a activité HAT provoquent
une acetylation des histones et ainsi une perte des charges positives des lysines amenant la
chromatine a un état plus relaché. Le déroulement de I’ADN permet alors un acces plus facile

aux facteurs transcriptionnels et aux ARN polymérases et donc une activation de la
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transcription. Les HDAC, en rétablissant la charge positive des lysines, entrainent une
répression transcriptionnelle. A I’inverse, le role des HMT varie selon le site et le degré de
méthylation. Les HMT, HAT et HDAC modifient les histones mais sont aussi capables d’agir
sur des facteurs de transcription tels que p53, des récepteurs nucléaires (le REa lui-méme) ainsi
que des protéines chaperonnes ou des protéines du cytosquelette.

Nous reviendrons dans le dernier paragraphe de cette introduction sur I’importance

thérapeutique de I’inhibition de ces phénomenes d’acétylation.

La voie genomique indépendante du ligand (inter-relations avec les facteurs de croissance)

D’autres voies de signalisation peuvent moduler I’activité du REa, en particulier via sa
phosphorylation ou celle de ses co-facteurs. Ces voies peuvent faire intervenir des protéines
kinases (PKA, PKC), des regulateurs du cycle cellulaire ainsi que des signaux extracellulaires.
Des facteurs de croissance, comme I’EGF ou I’IGF, permettent I’activation du REa ou de ses
genes cibles en absence d’E,. Les cibles des kinases sur le REa sont situées principalement au
niveau du domaine AF-1[45].

Les mécanismes d’interaction entre ces deux voies ne sont pas encore clairement élucidés.
Toutefois, une activation du REa par phosphorylation, indépendamment de I’E, sur certains
résidus peut constituer une explication. En effet, il a été montré que la sérine 118, située dans le
domaine AF-1 du RE, peut étre phosphorylée par la voie des MAPK a la suite d’un traitement
avec I’EGF ou I’IGF. A I’inverse, I’E; peut induire la phosphorylation des récepteurs de I’'EGF
et de I’IGF dans des cellules MCF-7 [46] aboutissant ainsi a I’activation de la voie des MAP

kinases. Ceci a notamment été confirmé en inhibant ou bloquant ces récepteurs.
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La voie génomique indépendante de I’'ERE

- Sites de fixation directs du REa sur ses génes cibles, autres que des ERE

A coté de I’interaction directe du REa avec un ERE, le REa peut activer la transcription de
genes dont les promoteurs ne possédent pas d’ERE. En effet, il apparait qu’environ 1/3 des
genes dont la transcription est modulée par les RE ne contiennent pas de séquences consensus
ERE dans leur région promotrice [47 , 48]. L’équipe de Carroll a effectué une cartographie de
tous les sites de liaison dans le géenome, du REa et de I’ARN polymérase 11 dans des MCF-7,
modeles de cellules de cancers mammaires hormono-dépendantes. Il a été identifié 3665 sites
de liaison pour le REa (tout les 839 kb) et 3629 pour I’ARN polymérase 1l (tout les 847 kb).
Seulement 4% des sites du REa alpha se retrouvent au niveau de régions proximales de
promoteurs de genes connus. Les auteurs ont également identifié des sites de liaison en cis dans

des MCF-7.

- Liaison indirecte via d’autres facteurs transcriptionnels

Le REa peut se lier indirectement a I’ADN via des facteurs de transcription tels que Sp1, AP-1
ou NF-xB et ainsi réguler la transcription des génes par une voie indépendante des ERE. Nous

allons développer succintement chacune de ces liaisons.

La famille des facteurs de transcription Spl (Specificity protein 1) joue un rdéle important dans
la prolifération, la différenciation et I’angiogenese [49]. Le facteur de transcription Spl peut se
lier a des régions riches en GC présentes sur les promoteurs des génes régulés par les

eestrogenes. C’est le cas des génes c-myc et du récepteur de la progestérone.

Le facteur de transcription AP-1 est un complexe contenant fos/jun et d’autres protéines.
Plusieurs genes régulés par I’E;, comme IGF-1 ou pS2, ont une transcription dépendante

d’AP-1.
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Le REa peut également inhiber la liaison a I’ADN des facteurs de transcription, tels que NF-xB
de maniere dépendante de E, mais le mécanisme est peu connu [50]. Le REa peut a I’inverse

agir en synergie avec NF-xB pour induire la transcription de genes cibles [51].

Les facteurs de transcription STAT résident initialement dans le noyau et sont activés par
phosphorylation sur un résidu tyrosine dans la partie C terminale de la protéine. La stimulation
dans le cytoplasme de la phosphorylation de STATS par le REq et les facteurs de croissance
résulte en I’activation de STATS5 et sa translocation dans le noyau. Ainsi, il peut stimuler la

transcription de certains génes [52].

La voie d’activation génomique indépendante de I’ERE constitue donc un point de
convergence supplémentaire entre les voies activées par le REa et les voies stimulées par des

récepteurs des facteurs de croissance (MAPK et PI3K/AKT).

La voie non génomique

L’observation d’effets biologiques rapides induits par I’E, au niveau de plusieurs tissus suggere
que les cestrogenes peuvent également provoquer des effets non génomiques. Ces effets
passeraient par I’intermédiaire d’une sous-population de récepteurs présente au niveau des

membranes cellulaires.

- Des RE membranaires pour expliquer les effets non génomiques des RE

Les travaux du groupe d’Aurichio ont été les premiers a démontrer et a faire accepter qu’une
faible proportion de REa (<5%), variable selon le type cellulaire, pourrait étre cytoplasmique

et/ou membranaire [53].

D’apres I’équipe de Zhang, le RE membranaire forme des complexes ternaires avec les

récepteurs a activité tyrosine kinase et des protéines adaptatrices comme Shc et p85 pour
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activer secondairement la voie de prolifération cellulaire (MAPK) et/ou de survie (PI3K/AKT)
[54].

L’eéquipe de Razandi a montré que le REa endogene interagit avec les cavéolines 1 et 2 dans
des cellules MCF-7 et dans des cellules musculaires lisses [55]. La surexpression de la
cavéoline 1 dans les MCF-7 augmente de facon dépendante de I’E; la translocation du RE a la
membrane.

MNAR (Modulator of Non genomic Action of Estrogen Receptor, Modulateur de I’Activité
Non génomique du REa) est une protéine adaptatrice qui peut se lier aux PI3K via la
phosphorylation d’une tyrosine, au REa via une séquence LXXLL semblable aux coactivateurs
et enfin a c-Src grace a un motif riche en proline. Ces données montrent que MNAR interagit
avec le REa et Src pour conduire a I’activation de Src [56].

- Des récepteurs a 7 segments transmembranaires couplés a une protéine G (RCPG)

L’equipe de Carmeci a identifie le GPR30, dont I’acronyme officiel est aujourd’hui GPER, qui
est un récepteur membranaire homologue aux récepteurs couplés a une protéine G (RCPG),
capable de transmettre un signal par I’E; [57].

Comme tout RCPG, GPR30 est couplée aux protéines G trimeriques (sous unités a, B et ).
Aprés activation des protéines G, E, peut induire I’activation de Src et le clivage via des
métalloprotéases du pro HB-EGF (Heparan Bound- Epidermal Growth Factor). Les intégrines
abR1 agiraient comme une passerelle entre Src et les métalloprotéases. Le relargage de HB-
EGF permet I’activation du récepteur de I’EGF et ainsi I’induction des MAPK [58].

Le GPR30 peut également permettre I’augmentation de la production d’AMPc dans des
cellules tumorales mammaires via I’activation de I’adénylate cyclase. Ce phénomeéne se produit
lorsque la sous-unité as des protéines G est recrutée [59].

Le GPR30 est largement exprimé dans des lignées tumorales mammaires telles que les MCF-7

(RE positives) et les SK-BR-3 (RE négatives) mais également dans d’autres lignées telles que
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les cellules Hec1A et Hec50 (cellules de cancer de I’endometre) et BG-1 (cellules tumorales
ovariennes). Dans la plupart de ces lignées, le GPR30 peut stimuler la prolifération [60 , 61],
suggerant un effet de ce récepteur dans I’oncogenese.

Les anti-cestrogénes partiels inhibent la prolifération. Or I’anti-cestrogene partiel qu’est le
tamoxiféne peut se lier au GPR30: il a alors une activité agoniste et peut ainsi stimuler la
prolifération cellulaire. Ce phénomeéne pourrait en partie expliquer les phénomenes de
résistance a I’hormonothérapie.

La résistance au tamoxiféne dans des cellules MCF-7 est a I’origine d’une relocalisation du
REo vers le noyau [62]. En effet, des cellules Tam"1 (MCF-7 rendues résistantes au
tamoxifene par pression de sélection) montre un taux élevé d’AKT phosphorylé et de REa
phosphorylé sur le résidu 167. D’autres études in vitro, montrent que I’amplification d’ERBB2
ou la surexpression de I’EGFR altere la localisation du REa, qui se retrouve alors en grande

concentration dans le cytoplasme [63].

b. Les cofacteurs du REa
Les cofacteurs de transcription appartiennent a des structures complexes composées d’éléments
protéiques et nucléiques associés au REa. Ils possedent des activités enzymatiques qui
entrainent, entre autres, le remodelage de la chromatine par acétylation/déacétylation des
histones, par méthylation/déméthylation. En géneral, la liaison d’un ligand agoniste au niveau
du REa entraine un échange de corépresseurs en faveur de coactivateurs pour faciliter la
transcription de génes cibles, selon un équilibre cyclique et dynamique parfaitement décrit par

Meétivier dans des cellules MCF-7 pour le gene pS2 [64].
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Les Coactivateurs (CoA)

Par définition, les CoA interagissent directement avec les RN et ont un rdle dans I’activation de

la transcription.
Il existe deux familles de CoA :

- ceux qui faconnent le nucléosome de facon dépendante de I’ATP. Les complexes
SWI/SNF par exemple participent & la réorganisation spatiale des nucléosomes de
maniere dépendante de I’ATP, facilitant ainsi I’accés de la machinerie transcriptionnelle
a I’ADN.

- Cceux qui possédent une activité enzymatique intrinseque histone acétyltransférase

(HAT) ou méthyltransférase (HMT).

Pour étre activés, les CoA doivent étre phosphorylés par des kinases spécifiques dont I’activité
est stimulée par les hormones stéroides, mais aussi les facteurs de croissance, I’AMP cyclique,

le TNFP et les kinases intracellulaires.

Les CoA se regroupent en 12 familles: la famille P160, le complexe CBP/p300/pCAF, la
famille RIP (Receptor Interacting Protein), TIFla, ARA7, NCoA-62, TIP 160, PBP (PPAR

Binding Protein), P68, E6-AP (E6 Associated Protein), L7/SPA et SRA.

La famille P160 regroupe SRC-1 (NcoAl), SRC62 (TIF2/GRIP-1/NcoA2) et SRC-3
(AIB1/RAC3/ACTR). Cette famille est composée de 3 membres qui possédent des domaines
structuraux communs. Le domaine central de ces proteines est responsable de I’interaction avec
le RE au niveau du domaine AF-2 (situé dans le LBD). Les deux domaines au niveau C
terminal sont impliqués dans I’activation de la transcription et permettent également les

interactions avec le complexe CBP/p300 ou avec une protéine a activité méthyltransférase [65].
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Un motif NID (Nuclear Interaction Domain) est preésent sur les RN pour interagir avec les
protéines SRC. Il est formé de séquences de 5 acides aminés : LXXLL (ou L est la leucine et X
un acide aminé indifférent).

Le rble prépondérant de SRC-1, puis de SRC-3 (AIB1), a été clairement mis en évidence dans
la sensibilité aux anti-cestrogénes des tissus mammaires. En effet, des données in vitro,
montrent que la surexpression de SRC-1 ou AIB1 peut augmenter la transcription de genes
contenant dans leur promoteur une séquence ERE sous I’effet de I’E, et favoriser I’effet
agoniste du métabolite actif du tamoxifene, le 4-hydroxy-tamoxifene [66]. Une autre étude
montre que la surexpression d’AlIB1 associé a celle d’ERBB2 est un facteur de résistance au

traitement par le tamoxiféne [67].

Les co-répresseurs (CoR)

Les CoR ont une activité inverse des CoA : ils recrutent des complexes qui ont une activité
histone déacétylase (HDAC) ou histone méthyltransférase (HMT). Ils maintiennent la
chromatine dans un état condensé qui ne permet pas I’activation de la transcription. Ils
interagissent avec le REa. Ils interagissent avec le REa en I’absence de ligand ou en présence
d’antagonistes [68].

Ils sont en nombre plus restreint que les CoA. Parmi eux deux familles sont bien étudiees :
NcoR (Nuclear Receptor Corepressor), SMRT (Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid
receptor).

Les HDAC, en rétablissant la charge positive des lysines, entrainent une répression
transcriptionnelle. En absence de ligand ou en présence d’AE, le REa est associé a des CoR
tels que N-CoR ou SMRT. L’activité HDAC de ces CoR est necessaire pour la répression de la
transcription. La stimulation cestrogénique rapide (1h) de modeéles cellulaires mammaires

entraine I’inhibition transcriptionnelle de 52% des génes du génome [48]. Les cestrogénes
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peuvent induire en effet le recrutement de NRIP1 qui ensuite se fixe sur I’ADN via des
complexes RE-AP-1 pour induire la répression de la transcription des génes régulés par des

cestrogenes.

5. Modifications post-traductionnelles et devenir du REa

Les modifications post-traductionnelles des protéines sont connues comme étant importantes
dans la regulation de la stabilité et de I’activité de ces protéines. Le REa subit lui-méme
plusieurs de ces modifications, avec les phénomenes de phosphorylation dont nous avons déja

parlés, mais aussi d’acétylation, de SUMOylation et de palmitoylation.

a. Phosphorylation du REa

Il peut donc étre phosphorylé sur de nombreux sites (Figure 6 en bas du paragraphe) :

La phosphorylation du REa régule la localisation, la liaison a I’ADN ainsi que I’activité
transcriptionnelle du REa. La phosphorylation de la sérine 118 est effectuée par des kinases de
la voie des MAP kinases (ERK1/2) ou GSK3p alors que pour la sérine 167, ce sont les PI3K
mais également les MAPK [69]. De facon genérale, la phosphorylation sur des résidus sérines
situés dans le domaine AF-1 influence le recrutement de coactivateurs ce qui aboutira a une
augmentation de la transcription activée par le REa. Ce phénoméne a notamment été montré
par I’équipe de Le Goff [70] : en remplacant les résidus serine 104, 106 et 118 du REa par un
résidu alanine, le REa a une capacité d’activer la transcription moindre que le RE sauvage.
Toutefois, le site de phosphorylation le plus étudié est la phosphorylation de la sérine 118 au
niveau du domaine AF-1 du REa. Les cestrogenes ainsi que les facteurs de croissance comme
I’EGF et I’IGF peuvent phosphoryler le REa [71]. De plus, les sérines 118 et 167 sont les sites
majeurs de phosphorylation résultant de I’activation de la voie ras-raf-MAPK in vivo [72]. La

phosphorylation du REa sur la sérine 118 a été decrite comme un potentiel marqueur de
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réponse au tamoxiféne. En effet, I’équipe de Murphy [71] a montré sur une cohorte de patientes
que la phosphorylation sur ce résidu est un marqueur de la fonctionnalité de la voie dépendante
du ligand et propose la phosphorylation sur la sérine 118 comme marqueur de réponse au
tamoxiféne plutdt que I’expression du REa.

Une autre étude a montré le role de la phosphorylation sur la sérine 167 du REa sur la réponse
a I’hormonothérapie [73]. En effet, une corrélation positive a été observee entre la
phosphorylation de la sérine 167 et la survie des patientes atteintes de cancer du sein et traitées

par hormonothérapie.

AF-1 DBD LBD/AF-2
185 251 355 549 595 aa
REa A/B C D E F
OO0 |9 Q 0 ®
NH2-T \ \ COOH-T
Ser 104/106 Ser 118 Serl67 Ser236 Ser365 Thr31l Y537

Figure 6 : Sites de phosphorylation du REa

b. Acétylation du REa
Il a été montré que le REa peut étre acétylé sur des résidus lysines (lys 266 et 268) par
I’acétylase p300 [74]. Cette modification joue également un réle dans la modulation de la
transcription par le REa et dans la phosphorylation du REa. En effet, la phosphorylation du

REa sur la sérine 305 blogue I’acétylation de ce méme récepteur sur la lysine 303 [75].
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¢. SUMOylation du REa
Plus récemment, une nouvelle modification post-traductionnelle a été décrite : la SUMOylation
(appelé egalement modification SUMO Small Ubiquitin like Modifier) [76]. Cette modification
consiste en I’attachement de motifs SUMO (98 acides aminés) sur des résidus lysines du REa.
Le mécanisme de la sUMQylation est transposable a celui de I’ubiquitination mais n’entraine
pas la dégradation du récepteur. Il permet comme les autres modifications post-traductionnelles

de moduler la transcription dépendante du REa.

d. Ubiquitination du REa

Le REa est dégradé par le systeme d’ubiquitines par protéolyse. Il peut étre dégradé
indépendamment de la fixation du ligand ou aprés fixation de celui-ci [76]. La dégradation
indépendante de la fixation du ligand fait intervenir une E3 ligase alors que la dégradation
ligand dépendante fait intervenir différentes E3 ligases.

La régulation du REa peut se faire a différents niveaux. L’E;, régule directement la protéine
REa en « marquant » la protéine pour la dégradation via le protéasome [77]. Il a également été
décrit que la phosphorylation du récepteur sur la sérine 118 induite par les cestrogénes peut
protéger le récepteur de la protéolyse. Ce phénomene concernerait toutefois une faible
proportion des REa [78]. Les cestrogénes peuvent également stabiliser I’ARNm de ce récepteur
[79]. Ces auteurs ont aussi observé qu’un traitement par I’E;, de cellules MCF-7 diminue le taux
d’ARNmM du REa. En effet, en absence d’E; le temps de demi-vie de I’ARNm du REa est de 4h
alors qu’en sa présence, il est de 40 minutes. Cette regulation de la stabilité de I’ARNm est

indépendante de la synthese protéique et I’association aux ribosomes est requise.
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I11. Les GTPases de la famille Rho

1. Définition et structure des protéines Rho
a. Définition

Les GTPases de la famille Rho (Figure 7) appartiennent a la superfamille Ras. Cette
superfamille est composée de 5 groupes : Ras, Rho, Rab, Ran et Arf. Ce sont des protéines G
monomériques, capables de lier le GTP, de faible poids moléculaire (20 a 40 kDa). Ces
protéines jouent le rble d’intermédiaire dans la transmission des signaux intracellulaires,
contr6lant ainsi de nombreux processus biologiques [80]. Elles sont retrouvées dans de
nombreuses espéces allant de la levure a I’homme. Le role de ces protéines est régulé par un
cycle d’échange GTP/GDP. Chez les mammiferes, 22 géenes codent au moins 25 protéines
constituant la famille Rho. Une étude phylogénétique de I’équipe de Boureux a répertorié les
protéines Rho en 8 sous-familles, réparties en 4 sous groupes [81] : le groupe | contient les
familles Rho (A-C) Rnd (1-3) et RhoD/RhoF ; le groupe II, les familles Rac/RhoG,
Cdc42/RhoJ/RhoQ et RhoU/RhoV ; le groupe IlI, la protéine RhoH et le groupe IV, les
protéines RhoBTB1 et RhoBTB2. RhoBTB et RhoT/miro sont considéerées comme des
RhoGTPases atypiques puisqu’elles sont tres différentes au niveau de la structure, de leur

régulation et de leur fonction par rapport aux autres protéines Rho.
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Figure 7 : Famille des GTPases Rho [81]
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b. Structure des protéines Rho

A I’exception de RhoBTB1 et RhoBTB2, les protéines Rho sont des protéines de petite taille
(190 a 250 acides aminés), constituées essentiellement d’un domaine GTPase et de courtes
extensions N et C-terminales (Figure 8). Les protéines de la famille Rho partagent environ 30%
d’homologie de séquences en acides aminés sur leur domaine GTPase avec les protéines Ras et
40 & 95% entre elles [82].

Elles partagent également un ensemble d’éléments contenant des motifs de liaison au
GDP/GTP ainsi que deux domaines appelés switch 1 et switch 2. Ces deux domaines subissent
un changement conformationnel important, selon la nature du nucléotide lié a la protéine
permettant ainsi I’interaction avec les effecteurs [83]. La région C-terminale est une région dite
« hypervariable » car la majorité des différences de sequences primaires entre les différentes
protéines Rho se trouve dans cette région de 25 acides aminés. La structure tridimensionnelle
des Rho GTPases s’organise en 6 feuillets B associés entre eux par des hélices o [84]. De plus,
les GTPases de la famille Rho se distinguent des autres petites GTPases de la superfamille Ras
par la présence d’une insertion d’environ 13 acides aminés disposés en hélice a, appelée « Rho
Insert Domain » au sein de leur domaine GTPase [85]. Cette région joue un rdle important dans
I’activation de certains effecteurs, bien qu’elle soit située au sein d’une région distincte des

domaines switch [86].
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Site de liaison du GTP et du GDP

. Switch 1

Switch 2

Site de liaison aux effecteurs

Région hypervariable

. Séquence CAAX

Figure 8 : Schéma représentant la structure générale des petites GTPases

La liaison du GTP ou GDP entraine des modifications conformationnelles de ces
protéines. Ces changements de conformation vont moduler la liaison des effecteurs ou
protéines régulatrices au niveau des domaines switch 1 et 2. La région C-terminale,
constituée d’une région hypervariable et de la séquence CAAX.
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2. Expression

L’expression de RhoA, Rac-1 et Cdc42 est relativement stable dans la majorité des tissus.
Toutefois, certaines protéines Rho présentent une expression « tissu spécifique ». Par exemple,
Rac-2 est essentiellement exprimée dans les cellules hématopoiétiques [87 , 88]. Les GTPases
Rho peuvent également étre régulées au niveau transcriptionnel : RhoB et RhoG sont par
exemple des génes de réponse précoce aux facteurs de croissance [89, 90]. Nous détaillerons
plus loin (partie 1V) que I’expression de RhoB peut également étre induite par différents
facteurs. Les membres de la sous famille Rnd ne possedent pas d’activité GTPasique et seraient

principalement régulés via leur niveau d’expression [91].

3. Localisation subcellulaire

Les GTPases Rho ont une localisation subcellulaire tres variée traduisant une grande diversité
des fonctions auxquelles elles participent. Plusieurs travaux ont montré que les GTPases Rho
sont présentes dans le cytoplasme, a la membrane plasmique, au niveau de I’appareil de Golgi,
des endosomes précoces et tardifs, et dans le noyau [92 , 93, 94, 95, 96]. Les protéines Rac 1
et Cdc 42 sont retrouvées essentiellement au niveau de I’enveloppe nucléaire, du reticulum
endoplasmique et de I’appareil de Golgi.

RhoA et RhoC sont, quand a elles, majoritairement cytoplasmique. Toutefois, il a été mis en
évidence récemment une distribution péri-nucléaire de RhoA activé [97].RhoB, quant a lui, est
localisé au niveau des endosomes, de la membrane plasmique et de I’appareil de Golgi [92,
98, 99]. RhoB pourrait également étre localisé dans le noyau ou dans la région péri-nucléaire

[100, 101].
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4. Les modifications post-traductionnelles

Ces modifications incluent la prénylation, la protéolyse, la carboxyméthylation et la
palmitoylation. Elles sont nécessaires pour la localisation et les fonctions biologiques des
protéines Rho [102].

La prénylation est une modification post-traductionnelle irréversible qui consiste en I’ajout via
une liaison thioéther d’un lipide isoprénique : soit un farnésylpyrophosphate, soit un
géranylgéranylpyrophosphate, sur une séquence consensus appelé boite de type CAAX (C pour
cystéine, A pour acide aminé aliphatique et X pour acide aminé quelconque) située a
I’extrémité C-terminale de ces protéines (Figure 9). Trois enzymes peuvent effectuer ce
« greffage covalent » : la farnésyltransférase (FTase), la géranylgéranyltransférase | (GGTase
I) et la géranylgéranyltransférase 1l (GGTase Il). La FTase et la GGTase | reconnaissent les
protéines qui possedent un motif CAAX alors que la GGTase Il reconnait les motifs XCC ou
CXC [103]. Pour les protéines a motifs CAAX, le choix de I’isopréne est choisi en fonction de
la nature de I’acide aminé X [104]. Lorsque I’acide aminé X est une sérine ou une méthionine,
la FTase ajoute un farnésyl alors que si cet acide aminé est une leucine, la GGTase | ajoute un
géranylgéranyl. Aprés ajout des groupements isoprénes, le tripeptide AAX de la boite

consensus CAAX subit une protéolyse, ce qui amene la cystéine en position C terminale.
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Figure 9 : Modifications post-traductionnelles des protéines Rho au niveau COOH
terminal.

1. Les Farnésyltransférases (FTase) ou géranylgéranyltransférases

(GGTase) ajoutent le groupement prényl sur la séquence CAAX de la protéine.

2. Une digestion endoprotéolytique est réalisée par I’endopeptidase Rce-1.

3. Une méthylation de la cystéine est réalisée ar la carboxy-métyl-transférase (ICMT).
D’aprés Walker and Olson, Curr Opin Genet Dev, 2005
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Cette cystéine peut alors étre le substrat d’une carboxyméthyltransférase (lcmt). De
nombreuses protéines ainsi prénylées seront également palmitoylées, ce qui est le cas de RhoB.
Cette palmitoylation est nécessaire pour I’adressage a la membrane. L’ensemble de ces
modifications est nécessaire a I’activité biologique, a I’adressage a la membrane ainsi qu’a

I’interaction protéine/protéine des GTPases Rho.

5. Cycle d’activation/inactivation des protéines Rho

Les GTPases Rho cyclent entre un état actif lie au GTP et un état inactif lié au GDP (Figure
10). Le passage entre les différents états se fait grace a des régulateurs. Il existe 3 types de
protéines régulatrices. Les GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factor) qui stimulent
I’échange du GDP par le GTP, favorisant ainsi I’apparition de la forme active. Les GAP
(GTPases Activating Proteins) qui stimulent I’activité GTPasique intrinseque, permettant un
retour a une forme liée au GDP et donc inactive. Les GDIs (Guanine nucleotide Dissociation
Inhibitors) interagissent avec la forme liée au GDP en masquant le prényl ce qui permet le

maintien de la protéine sous sa forme inactive [80].

a. Les Guanosine Exchange Factor: GEFs

Les GEF sont essentiellement représentés par la famille Dbl dont 69 membres sont identifiés
(Vav, LARG, p115 RhoGEF, Tiaml, Trio, ...) [105, 106]. Ces protéines se caractérisent par
un domaine conservé appelé domaine DH (Dbl-Homology) nécessaire a I’activité GEF [107].
En revanche, deux autres familles de GEF, ne présentant pas de domaine DH, ont été
identifiées : les protéines de la famille DOCK [108, 109] et de la famille SWAP [110].
L’interaction entre le domaine DH du GEF et les domaines switch 1 et switch 2 de la GTPase

chargée en GDP, déstabilise le complexe GDP/GTPase au profit de la stabilisation d’un
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intermédiaire réactionnel sans nucléotide. Du fait du fort ratio intracellulaire GTP/GDP, le

GDP est deplace par une molécule de GTP [111].

La notion de spécificité de ces GEF vis-a-vis des différents membres de la famille des GTPases
Rho n’est pas encore bien définie [105, 112]. Certains possedent une activité tres spécifique
pour une seule GTPase, comme p115, Lbc, Lcf ou Lcs (pour Rho), Tiam-1 (pour Rac) ou Fgdl
(pour Cdc42). D’autres peuvent activer plusieurs types de GTPases Rho, comme Vavl (pour
Cdc42, Rac et Rho), Dbl (pour Rho et Cdc42) ou Trio (pour Rac et Rho). L’activité des GEF
semble étre régulée par divers mécanismes incluant des interactions protéine-protéine,
notamment avec des protéines G hétéro-trimériques ou des petites protéines G, leur

phosphorylation ou encore la régulation de leur localisation subcellulaire [106].

b. Les GTPase Activating Proteins : GAPs

Il existe environ 70 protéines a activitt RhoGAP codées dans le génome humain (p190A
RhoGAP, p190B RhoGAP, GRAF 1 et 2, DLC-1, ArhGAP6, BCR...) [113, 114]. Ces
RhoGAPs ont été décrites par homologie de leur domaine RhoGAP ou domaine BH (BCR-
Homology) [115]. Le domaine RhoGAP interagit avec les régions Switch 1 et Switch 2, et avec
le domaine de liaison du GTP de la GTPase Rho. Le résidu arginine conservé du domaine GAP
interagit avec le site actif de la GTPase au contact du résidu glutamine dans le switch 2. Cette
structure stabilise la GTPase Rho sous une conformation facilitant I’hydrolyse GTPasique
intrinséque [116]. La spécificité des RhoGAP caractérisées est faible. Leur spectre d’action
pour les membres de la famille Rho in vitro est large. L’abondance des RhoGAP par rapport
aux GTPases Rho, suggere fortement que les RhoGAP jouent aussi un réle dans la spécificité
des fonctions des Rho GTPases qu’elles régulent. L activité des RhoGAP semble étre régulee

par divers mécanismes, incluant des interactions protéine-protéine, leur interaction avec des
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phospholipides, leur phosphorylation, leur translocation subcellulaire ou encore leur

dégradation protéolytique [117].

c. Les Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors : GDIs
A la différence des RhoGEF et des RhoGAP, peu de RhoGDI sont connus. Trois isoformes,
présentant une forte homologie de séquence ont été décrites a ce jour : RhoGDI-1 (a), dont
I’expression est ubiquiste [118, 119], RhoGDI-2 (B), appelé aussi D4-GDI ou LYGDI,
exprimé spécifiquement dans les cellules hématopoiétiques [120] et RhoGDI-3 (y), exprimé
essentiellement dans le cerveau, mais aussi dans les poumons et les testicules [121, 122]. Les
GDI sont constitués de deux domaines fonctionnels : un domaine N-terminal responsable de
I”inhibition de la dissociation du GDP (liaison au Switchl), et un domaine C-terminal impliqué
dans la liaison a la GTPase (liaison au switch 2). Ce dernier adopte une structure ordonnée de
type immunoglobuline, formant une poche hydrophobe dans laquelle se niche le lipide
isoprénique de la GTPase. Outre leur réle dans I’inhibition de la dissociation du GDP, les
RhoGDI jouent aussi un réle crucial dans la translocation cytoplasme/membrane des GTPases
Rho [123]. Ils sont capables d’extraire des membranes la Rho GTPase liée au GDP en se liant
notamment a son extrémité C-terminale, masquant ainsi le lipide isoprénique hydrophobe, et
maintenant la GTPase sous une forme soluble inactive dans le cytosol [124, 125, 126, 127].
Par ailleurs, si RhoGDI se lie préférentiellement aux GTPases Rho sous leur forme inactive liée
au GDP, il est également capable de lier les formes GTP de Rho, Rac et Cdc42 [128, 129,
130]. Cette liaison, méme faible, a pour conséquence I’inhibition de I’activité GTPasique
intrinséque et GAP-induite des GTPases Rho. Des travaux suggerent que RhoGDI-1 régule
aussi in vivo I’activitée de la GTPase RhoA liée au GTP [131]. Récemment, il a été mis en
évidence que la régulation des protéines RhoGDIs est importante pour leur contréle de

I’activité des Rho GTPases. Par exemple, la phosphorylation de RhoGDI par la PKC ou Pakl
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diminue fortement I’affinité de RhoGDI pour Rac-1[131]. De plus, Src en phosphorylant
RhoGDI entraine une diminution de I’affinité de la protéine RhoGDI pour les Rho, ce qui
probablement prolonge la période d’activation de la protéine Rho [132]. Une autre étude
montre que la déplétion en RhoGDI favorise la dégradation de la fraction géranylgéranylée des

protéines Rho alors qu’elle favorise I’activité des Rho ancrées a la membrane [130].
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Effecteur

Figure 10 : Cycle d’activation des petites GTPases de la famille des protéines Rho

Le passage entre I’état acti lié au GTP et I’état inctif se fait par des GAPs. L’inverse est
effectué par les GEFs. Les protéines Rho peuvent étre séquestrées dans le cytoplasme par des
GDls
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6. Effecteurs

Une fois activées et situées a leur localisation subcellulaire, les protéines Rho interagissent
avec des effecteurs afin de déclencher des cascades de signalisation. Plus de 70 effecteurs des
protéines Rho ont été identifiés. Ils ont été classés en différentes classes en fonction de leur

homologie structurale [133 , 134].

La classe | regroupe la famille des ROCK kinases. Les effecteurs de cette classe possédent un
domaine kinase et un domaine PH (Pleckstrin Homology domain). Il comprend entre autres les

deux isoformes de ROCK | et Il (Rho-associated Coiled-coil forming Kinase) et citron-K.

La seconde classe regroupe les effecteurs mDia (mDial, mDia2, mDia3). Les protéines mDia
possédent toutes un domaine RBD (Rho Binding Domain) et 3 domaines FH (Formin

Homology domain).

La derniere classe contient les protéines qui ont un motif PKN/Rhophilin. Ce motif contient
une partie du domaine RBD. Parmi les protéines de cette classe, les principales sont la

Rhophiline, PKN et la rhotékine.

Les effecteurs ROCK et mDia sont les plus connus et permettent I’action des protéines Rho sur
le cytosquelette d’actine : mDia permet la production des filaments d’actine via la nucléation et
la polymérisation des monomeres d’actine, ROCK quant a lui permet I’ancrage de la myosine

sur les filaments d’actine et ainsi la contraction.

7. Fonctions
a. GTPases Rho et cytosquelette d’actine

Grace a I'utilisation de mutants dominants négatifs et de mutants constitutivement actifs de
Rho, Rac et Cdc 42, le r6le de ces protéines a été mis en évidence dans la formation de fibres

de stress, de points focaux d’adhésion, des lamellipodes et des filopodes [132, 135, 136, 137].
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Ces études ont montré que les protéines Rho sont au centre de processus cellulaires dépendants
de I’actine, tels que la morphologie, la polarité, I’adhésion et la motilité des cellules. Par
exemple, I’activation de RhoA par I’acide lysophosphatidique entraine la formation de fibres
de stress d’actine et de points focaux d’adhérence qui sont responsables de la forme de la
cellule et de son ancrage a la matrice extracellulaire [138, 139]. A I’inverse, les GTPases
RhoE/Rnd3 et Rnd1 inhibent la formation de fibres de stress et de points focaux d’adhérence
induits par RhoA [140, 141]. L’activation de Rac par des facteurs de croissance comme le
PDGF, ’EGF ou I’insuline conduit a la formation de replis membranaires appelés ruffles et de
lamelippodes. L’activation de Cdc42, notamment par la bradykinine induit quant a elle la

formation de longs et fins prolongements appelés filopodes.

RhoA participe & la migration cellulaire en assurant notamment la déstabilisation des points
d’adhésion a la matrice et la contraction de I’arriere de la cellule [142]. Cdc42 serait
principalement impliqué dans I’établissement de la polarité et Rac jouerait le réle moteur de
polymeérisation de I’actine a I’avant des cellules, produisant une force d’expansion cellulaire

responsable de la migration [143].

b. GTPases Rho et trafic cellulaire

Les GTPases Rho ont aussi eté impliquees dans le trafic membranaire et intracellulaire. Ainsi,
les GTPases Rho jouent un réle essentiel dans les mécanismes d’endocytose indépendants de la
clathrine, qui sont des voies d’endocytose dépendantes de la polymérisation de I’actine. Rac et
Cdc42 semblent essentielles a la phagocytose de type 1. RhoA participe spécifiquement a la
phagocytose facilitee par la fraction C3 du complément (phagocytose de type 2) [144 , 145].
Les GTPases Rho participent aussi a I’endocytose dependante de la clathrine, mais ne sont pas
essentielles a son déroulement [145]. RhoA et Rac interviendraient via leur activité sur la

production de PIP2, conduisant a la transformation des vésicules de clathrine en endosomes
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précoces. Cdc42 interviendrait au moment de la formation des vésicules de clathrine [145].
RhoA pourrait également inhiber I’internalisation des récepteurs en les séquestrant au niveau
des caveéoles et loin des puits de clathrine [146]. Plusieurs GTPases Rho sont aussi localisées au
niveau de certains compartiments vésiculaires, suggerant qu’elles puissent agir sur certaines

étapes du trafic endocytaire.

c. GTPases Rho, transcription, prolifération et survie cellulaire

Divers travaux ont montré que les GTPases Rho sont également impliquées dans la régulation
de nombreux facteurs de transcription tels que SRF, NFkB, E2F-1, c-Jun, ATF-2, elk-1, AP-1
et Stat3, leur conférant ainsi un réle dans le contr6le de I’expression génique [147]. Rho, Rac et
Cdc42, sous leur forme constitutivement active, sont ainsi capables d’activer notamment les
voies JNK (C-Jun N-terminal Kinases) et p38 [148 , 149, 150]. Plusieurs travaux ont aussi mis
en évidence un role positif des protéines Rho, Rac et Cdc42 dans le contrdle de la transition
G1/S du cycle cellulaire [151, 152, 153, 154]. Par exemple, RhoA et Rac-1 stimulent la
transcription de la cycline D1 et RhoA peut inhiber I’expression de deux régulateurs négatifs de
la transition G1/S : p21WAFCIPL ot p27K!"! [155, 156]. Les GTPases Rho ont aussi été
impliquées dans le contrdle de la survie cellulaire. RhoA, RhoC et Rac sont capables d’induire
I’apoptose dans différents types cellulaires aprés privation en sérum, via un mécanisme,
indépendant de p53, conduisant a la production de céramides [157]. Rac est aussi requis pour
I’apoptose induite par Fas [158] et par le TNFa. RhoB, lui, est nécessaire a I’apoptose des
cellules transformées traitées par certains génotoxiques, comme le paclitaxel ou les inhibiteurs
de farnésyltransférase (FTI) (classe d’agents anti-cancéreux développée a I’origine pour
bloquer la fonction de la protéine oncogénique H-Ras, en inhibant sa farnésylation) [159 , 160,

161]. Cependant, les GTPases Rho peuvent egalement conduire a I’activation de signaux de
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survie. Par exemple, Rac peut activer des voies de survie dans des cellules transformeées, les

protégeant ainsi de I’apoptose [162 , 163].

9. GTPases Rho et oncogenése
a. GTPases Rho et cancers

Les GTPases Rho participent a diverses fonctions cellulaires (adhérence/migration, survie,
prolifération) souvent mises en jeu dans le processus de transformation cellulaire [164 , 165,
166 , 167] et semblent donc étre bien impliquées dans la tumorogenése. Des dominants négatifs
de ces GTPases Rho sont capables d’inhiber la transformation de fibroblastes induite par Ras.
Inversement, des mutants constitutivement actifs de nombreuses GTPases Rho sont capables
d’induire ou de potentialiser la transformation cellulaire [168]. Les diverses études visant a
déterminer leur statut au sein des tumeurs, n’ont pas mis en évidence de mutations activatrices,
sauf pour la GTPase RhoH [169]. Néanmoins, plusieurs GTPases Rho ont été retrouvées
surexprimées ou suractivées dans différents types de tumeurs, notamment Rac-1b [170, 171],
Rac3 [172], RhoC [173, 174], RhoA, Rac et Cdc42 [175, 176]. D’autre part, quelques
altérations génétiques ont été mises en évidence dans des genes codant des RhoGEFs ou des
RhoGAPs, comme Tiam-1, GRAF, p190 RhoGAP et DLC-2 [142, 177 ]. La contribution
oncogenique de certaines GTPases pourrait donc étre aussi le résultat de I’altération de
I’activité de leurs régulateurs. De nombreux arguments tendent aujourd’hui a conférer aux
GTPases Rho un réle important dans les mécanismes régulant la migration et I’invasion
cellulaire. Les GTPases Rho contribuent notamment a I’altération des jonctions cellulaires,
rencontrée dans les tumeurs [178, 179].}. RhoA et Rac participent aussi a la dégradation de la
matrice extracellulaire en agissant notamment sur la balance entre métalloprotéinases (MMP)
et leurs inhibiteurs (TIMP) [180, 181]. RhoC induit aussi la sécrétion de facteurs

angiogeniques, facilitant ainsi la vascularisation de la tumeur [182]. Des études montrent
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I’implication de la GTPase RhoC dans le potentiel métastatique de mélanomes in vivo [174] et
in vitro [183]. Des souris n’exprimant plus RhoC (RhoC -/-) présentent un developpement
normal des tumeurs. En revanche, la motilité des cellules tumorales et la survie des cellules
métastatiques sont diminuées menant a une diminution du nombre de métastases [184]. Nous
reviendrons dans le paragraphe suivant sur le réle de RhoC dans les cancers du sein
inflammatoires. Néanmoins, certaines GTPases Rho, comme RhoB, RhoBTB2 et RhoE
semblent avoir un réle antagoniste sur la transformation cellulaire [185, 186]. Le cas de la
protéine RhoB, trés étudiée au laboratoire, sera abordé en détail dans le chapitre suivant
(chapitre V).

L’expression des RhoGDls est également altérée dans de nombreux cancers [187].

b. GTPases Rho et cancers du sein
A ce jour, aucune mutation des protéines Rho n’a été décrite dans les cancers du sein [159].
Cependant, une corrélation entre la surexpression des protéines Rho et un mauvais pronostic a
été démontrée [188]. De plus, le microARN-31 (miR-31) supprime les métastases du cancer du
sein via une diminution de I’expression de Rho [189]. Ces résultats concordent avec ceux de
I’équipe de Chan qui a montré récemment que le complexe transcriptionnel Myc-Skp2-Mizl
est indispensable pour la transcription du gene RhoA, I’invasion cellulaire ainsi que la
formation de métastases [190]. Trés récemment, le r6le de RhoA sur la migration et la
prolifération induite par I’E; et I’implication des RE a été etudie dans des cellules endothéliales
[191]. Cette étude a montré gréace a I’utilisation d’ICI 182 780 et d’un inhibiteur de ROCK (Y
27 632), que I’E2 active la voie RhoA/ROCK et augmente ainsi I’expression de certaines
protéines du cycle cellulaire comme la cycline D1/Cdk4 (phase G1) et la cycline A2/CdK2

(phase S).
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Cependant, comme dans d’autres tumeurs solides (notamment bronchiques), ces GTPases sont
parfois surexprimées ou hyperactives dans les tissus cancéreux de la glande mammaire [14,
15]. Fritz a tout d’abord rapporté que le taux d’expression des protéines RhoA, Rac et Cdc42
est plus élevé dans le tissu tumoral mammaire que dans le tissu sain et que celui de RhoA est
d’autant plus élevé que le grade tumoral est lui aussi élevé [192]. Ces travaux suggerent que la
surexpression des protéines Rho, et en particulier de RhoA, est un évenement précoce et
fréquent dans la cancérogenése mammaire. La méme équipe [14] a observé sur une série de
tumeurs mammaires une surexpression des protéines RhoA, RhoB, RhoC, Cdc42 et Racl par
rapport au tissu sain sans augmentation des ARNm correspondants. lls ont également montré
que le niveau d’expression de RhoA en particulier, mais aussi de RhoB et RhoC, est corrélé au
degré de malignité (qui prend en compte le grade SBR et I'index de prolifération). Ces
observations suggérent que ces trois protéines sont impliquées dans la prolifération et
I’agressivité de la tumeur. Par contre, dans cette méme étude, le niveau d’expression de ces

protéines Rho n’est pas corrélé au statut de p185°°52

, & I’expression des RH, ni & une mutation
de p53. Sur une série de 120 tumeurs mammaires et 32 tissus mammaires sains, Jiang et son
équipe ont analysé I’expression, par immunohistochimie, des protéines RhoA, RhoB, RhoC,
RhoG, Rho-6, Rho-7 et Rho-8 ainsi que les niveaux des ARNm codant RhoGDI et RhoGDly
[193]. Cette étude montre que les taux d’expression de RhoC, Rho-6 et Rho-G sont nettement
plus éleves dans les carcinomes que dans les tissus sains. 1ls montrent également qu’a I’inverse,
les taux de RhoA, RhoB, Rho-7 et Rho-8 sont identiques dans les tissus mammaires tumoraux

et sains. Le taux de RhoGDly, un régulateur des Rho, est également plus faible dans les

carcinomes que dans les tissus sains.

Alors que la protéine Ras regule positivement les effets du REa sur la transcription [194], les
travaux de Su et son équipe suggerent un réle inverse des protéines Rho. En effet, la forme

constitutivement active de RhoA, Cdc42 ou Racl entraine dans plusieurs modeles, dont les
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cellules MCF-7, une régulation négative des effets du REo. comme du RE sur la transcription
de genes qui ont dans leur promoteur une séquence consensus ERE. L’hyperexpression de
RhoGDla ou le traitement de cellules MCF-7 par la toxine C3 transférase de Clostridium
botulium, qui inhibe I’activité des 3 protéines RhoA, RhoB et RhoC, abolit cet effet. Par contre,
ces mémes auteurs n’observent aucune régulation de la transcription dépendante de I’ERE
[195]. Dans notre laboratoire, en utilisant ce méme inhibiteur spécifique des protéines RhoA,
RhoB et RhoC, il a été mis en évidence qu’au moins une de ces protéines Rho a un effet négatif
sur la transcription dépendante du RE. Par ailleurs, il a été prouvé que des protéines prénylées
modifient 1I’équilibre des co-régulateurs associés au REo et en particulier le coactivateur

SRC-1[196 , 197].

Plusieurs travaux suggérent que RhoC joue un r6le important dans la cancérogenése des
cancers du sein dits inflammatoires. Ce type de cancer représente environ 5% de la totalité des
cancers mammaires et se caractérise par une agressivité et un caractére invasif tres marqués.
RhoC est en effet surexprimé dans 90% de ces cancers contre seulement 36% dans des tumeurs
non inflammatoires [198]. RhoC est impliqué dans des processus angiogéniques et d’invasion :
il entraine une augmentation de I’expression de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et
le bFGF [182, 199 ]. Une autre étude montre que WISP3 (WNT-1 induced secreted protein 3),
protéine impliquée dans I’angiogenése et I’invasion réguleraient I’expression de RhoC. En
effet, dans des cellules SUM149 (qui présentent le phénotype des cancers du sein
inflammatoires), une perte d’expression de WISP3 et une augmentation du taux de RhoC sont
observées par rapport a des cellules épithéliales mammaires [200]. La méme equipe [201]
montre que I’utilisation d’un inhibiteur de farnésyltransférase, le FTI-L744, 832 réverse le
phénotype de cancer du sein inflammatoire induit par la surexpression de RhoC. Cette
réversion serait due a une augmentation du taux de RhoB sous sa forme géeranylgéranylée, dans

la mesure ou RhoC n’est pas farnésylé. D’autres suggerent que les récepteurs a activité tyrosine
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Kinase transmembranaires, souvent surexprimes dans ces cancers, pourraient activer des GEFs
tels que Vav, qui a leur tour favoriseraient I’activation de protéines telles que RhoC (en
favorisant I’échange GDP/GTP) [202].

Enfin, deux études montrent que les cellules métastatiques expriment plus fréqguemment un
taux élevé de RhoC que les cellules de tumeurs mammaires primitives non inflammatoires
[174, 203 ]. Ceci a également été retrouvé dans 280 tumeurs de cancers du sein inflammatoires.
Cette étude montre que le taux de RhoC est d’autant plus élevé que le grade de la tumeur est
élevé. De plus, une corrélation entre cette forte expression un mauvais pronostic et une absence
des récepteurs hormonaux ont été faite. Récemment, il a été mis en évidence que RhoA et
RhoC jouent des réles différents dans des lignées RE négatives (MDA-MB31) et des lignées
issus de cancer du sein inflammatoires (SUM 149). Dans cette étude, RhoC joue un réle négatif
dans I’adhésion et les métastases des cancers du sein. Ce rble est du & une modulation de

I’expression des intégrines a2p1 [204].

c. Régulateurs des GTPases Rho et cancers du sein
Plusieurs régulateurs des protéines Rho semblent intervenir dans les cancers du sein. En effet,
I’expression par exemple de GEFs a été recherchée dans ces tumeurs. Ainsi, Lane et son équipe
ont recherché I’expression et la valeur pronostique de Trio, Vavl et TIAM-1 dans les cancers
du sein [205] De cette étude est ressortit que TIAM-1 et Vavl sont surexprimés dans les tissus
tumoraux par rapport au tissu sain et que cette surexpression serait un facteur de bon pronostic.
Une autre GEF a également été étudiée. Il s’agit de MyoGEF (Myosin interacting guanine
exchange factor) dans des lignées cellulaires de cancers du sein [206]. MyoGEF, surexprimé
dans des cellules MDA-MB-231 et MDA-MB-435S, régulerait I’invasion de ces cellules via
I’activation de RhoA et RhoC. L’équipe de Rubino a également caractérisé une autre GEF, Brx

(appartenant a la famille Dbl) qui pourrait moduler I’action du REa [207].
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Les GAP peuvent egalement jouer un rble dans la motilite et I’invasion des cellules de
carcinome mammaire. L’équipe de Shen a en effet montré la formation d’hétérodimeres
p190rhoGAP et p120 RasGAP qui pourraient jouer ce réle [208]. L héréguline peut selon eux
conduire a la phosphorylation de RAFTK (Focal Adhesion Related Kinase). Le complexe
RAFTK, Her2/Neu, P190 RhoGAP et p120 Ras GAP est impliqué dans la motilité et I’invasion
des cellules de cancers du sein.

Deux études suggérent que les RhoGDI pourraient également intervenir dans les cancers du
sein. Tout d’abord, D4-GDI, qui est préférentiellement exprimé dans les tissus
hématopoiétiques comme les cellules T et B (alors que RhoGDI a une expression ubiquitaire),
se retrouve exprimé fortement dans des lignées de cancers du sein a haut pouvoir invasif
comme les MDA-MB-231[209]. Cette étude montre que la suppression de D4-GDI est associée
a une régulation négative de I’expression de I’intégrine B1 et a une perte de I’adhésion de la
cellule & une matrice. Ceci suggere que D4-GDI induit I’invasion cellulaire en contrélant
I’expression de I’intégrine B1. ElI Marzouk et son équipe ont, quand a eux, étudié les
interactions entre RhoGDlo et le REa [210]. Aprés avoir mis en évidence une interaction
directe entre ces deux protéines, ils ont montré que RhoGDla altére I’interaction entre le REa
et les ERE de geénes cibles et enfin que la capacité de RhoGDla a interagir avec le REa
influence la capacité du récepteur a réguler la transcription de genes.

L’ensemble de ces données montre que non seulement les protéines Rho jouent un role dans les

cancers du sein et que la part de leurs régulateurs dans ce processus n’est pas a négliger.
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10. Les inhibiteurs de Farnésyl Transférase (FTIs)
a. Les inhibiteurs de farnésylation

La farnésylation de Ras etant nécessaire pour lui conférer son activité transformante, plusieurs
laboratoires ont développé, depuis plus de 15 ans, des inhibiteurs de FTase dans le but de
développer des traitements anti tumoraux ciblant les tumeurs présentant des mutations de Ras.
Dans cet objectif, plusieurs stratégies ont été développées et de nombreux composés ont été
isolés. La FTase est capable de reconnaitre des tétrapeptides de type CAAX et de les farnesyler
aussi efficacement que la protéine entiére [211]. Ainsi, une stratégie visant a produire des
inhibiteurs analogues de cette séquence (ou peptidomimétiques) a été développée. Par ailleurs,
des inhibiteurs compétitifs du farnésyl diphosphate (FPP), second substrat de la FTase ont
également décrits. Ils sont plus communément appelés analogues de farnésyl diphosphate, avec
par exemple la forme non hydrolysable du FPP, I’acide phospho-a-hydroxyfarnésyl qui
posséde in vitro une CI50 de I’ordre de 5x10°°M [212].

Des inhibiteurs de farnéyltransférase appelés bisubstrats ont également été élaborés. Ces
analogues bisubstrats incorporent dans leur structure a la fois des motifs FPP et CAAX et ont
démontré in vitro une forte efficacité [213]. Enfin, une autre approche a été développée avec le

criblage de composés issus de produits naturels ou de synthese chimique.

b. Les FTlIs et cancer
Au sein du laboratoire, il a été montré que le FTI-277 est capable d’augmenter de facon
additive I’action du tamoxiféne [214] dans des cellules MCF-7. Cette étude montre que I’ajout
de ce FTI-277 et du tamoxifene dans des cellules MCF-7 augmente I’inhibition de la
prolifération observee avec le tamoxifene seul (effet additif) ainsi qu’un arrét du cycle
cellulaire (phase GO/G1) par un recrutement préférentiel des inhibiteurs de cdk p21WATCP et 3

moindre degré de p27"* Cette étude a été élargie a I'utilisation d’un autre FTI utilisé en
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clinique, le R115,777 et les mémes resultats d’inhibition de prolifération ont été confirmés que
ceux obtenus avec le FTI-277. Il a également été mis en évidence dans cette étude une
augmentation de I’apoptose lorsque le FTI est associé avec un anti-cestrogéne (tamoxifene ou
ICI 182,780) ou un ligand du site AEBS [215].

Baseée sur ces résultats cellulaires, une étude clinique de phase Il, réalisée sur 21 patientes
résistantes au tamoxifene et traitées par I’association tamoxiféne/tipifarnib (R115, 777) a été
menée au laboratoire [29]. Le tipifarnib (Zarnestra ®) est I’'un des premiers inhibiteurs de
farnésyltransférase utilisé dans des essais cliniques. Il a été développé par les laboratoires
Janssen-Cilag. Une seule réponse objective a été obtenue mais 9 patientes ont bénéficié d’une
stabilisation de leur maladie. L’analyse protéomique par SELDI-TOF a identifié un peptide du
fibrinogene o augmenté dans le sérum prélevé a 2 mois des patientes dont la maladie progresse
par rapport au sérum des patientes qui ont présenté un bénéfice clinique. Un autres essai de
phase II, utilisant le tipifarnib, mais associé avec une chimiothérapie (Doxorubicine et
cyclophosphamide) a été conduit et fait I’objet d’une publication [216]. Le tipifarnib augmente
également le nombre de réponses complétes dans cette étude.

Les effets des FTIs sont également étudiés dans d’autres tumeurs. En effet, au sein du
laboratoire, une équipe s’est intéressée a I’effet radiosensibilisant des FTIs dans les
glioblastomes [217 , 218]. Un traitement par le FTI-277 radiosensilise les tumeurs obtenues par

xénogreffes de glioblastomes effectuées chez des souris a déficience immunitaire (NUDE).
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IV. La petite GTPase RhoB

RhoB est une petite protéine G de 196 acides aminés appartenant a la famille des GTPases
Rho. RhoA, RhoB et RhoC présentent 85% d’homologie de séquence en acides aminés. La
plus forte homologie de séquence se situe dans la region N-terminale, notamment au niveau des
domaines Switch et du domaine de liaison au GTP. C’est la région C-terminale, dite région
hypervariable, qui contient I’essentiel des différences de séquences entre les trois protéines qui
sont néanmoins codées par des genes distincts que ce soit chez I’homme, le rat ou la souris
[219]. Les genes rhoA et rhoC sont localisés respectivement sur les chromosomes 3 et 1 et le
gene rhoB est localisé sur le chromosome 2. La protéine RhoB présente des caractéristiques
biochimiques et biologiques qui la distinguent de RhoA et RhoC [220] et qui pourraient

expliquer certaines de ses fonctions specifiques dans divers processus cellulaires.

1. Régulation de I’expression de RhoB

A la différence de RhoA et de RhoC, RhoB se caractérise par une demi-vie courte (une a deux
heures) [89, 221]. De plus, son géne est considéré comme un géne de réponse précoce aux

facteurs de croissance et aux stress génotoxiques tels que les UV [222].

a. Le cycle cellulaire

L’expression de I’ARNm et de la protéine RhoB semble étre régulée au cours du cycle
cellulaire. 1l a été mis en évidence que le taux de la protéine RhoB était augmenté pendant la
transition entre les phases G1 et S dans des cellules Hela, pour atteindre un maximum
d’expression en phase S [100]. Il a été également décrit que I’expression basale de RhoB est

régulée de maniére cellule- et tissu-spécifique [192].
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b. Les facteurs de croissance
L’expression de RhoB est induite par I’'EGF et le PDGF dans divers types cellulaires [89 , 223].
Suite a une stimulation par I’EGF, les taux d’ARNmM et de protéine RhoB sont rapidement
augmentés [100]. Cette induction serait seulement due a la stabilisation des ARNm de RhoB
[224]. Plusieurs études ont montre que I’expression de RhoB est egalement induite par le
TGFB, impliqué dans I’inhibition de la prolifération cellulaire et dans la transition epithélio-
mésenchymateuse [225, 226, 227]. Cette induction de RhoB par le TGFB est due
exclusivement a I’accumulation de la protéine, via I’inhibition de son ubiquitination et de sa
dégradation par le protéasome [226]. Néanmoins, les résultats obtenus par I’équipe de Xie
suggérent que le TGFB peut aussi induire une augmentation du taux d’ARNm de RhoB dans

certains types cellulaires [227].

c. Les GTPases Rho
L’expression de RhoB semble également étre modulée par d’autres GTPases Rho via un
rétrocontréle transcriptionnel. L’expression d’un mutant constitutivement actif de RhoA, ou de
RhoB, entraine I’inhibition du promoteur murin de rhoB alors que la surexpression de
RhoGDI-1 se traduit par une activation du promoteur [228]. Une autre étude montre que la

forme de RhoA liée au GDP régule la stabilité de RhoB [229].

d. Les stress génotoxiques
L’expression de RhoB est induite par divers agents causant des dommages a I’ADN tels que les
rayonnements UVC, UVB, ou les agents chimio-toxiques (cisplatine, agents alkylants) [159,
221,222,228 ]. L’induction de RhoB sous UVC dans les cellules NIH-3T3 résulterait a la fois
d’une activation transcriptionnelle [230] et d’une stabilisation de I’ARNm [231]. Les travaux

conduits au sein de notre laboratoire ont également mis en évidence que I’activation et
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I’expression de RhoB est augmentée apres irradiation aux UVB. Ce phénomene est expliqué
par une augmentation de I’activité du promoteur de RhoB ainsi que par une stabilisation accrue

de ’ARNmM [222].

e. Les glucocorticoides

Récemment, une étude a montré que les glucocorticoides, et en particulier la dexaméthasone,
induisent I’expression de RhoB au niveau protéique et ARNm de facon dose- et temps-
dépendant via le récepteur des glucocorticoides. Ces travaux décrivent également que
I’activation ou la surexpression de RhoB augmentent I’activité du facteur de transcription NF-

KappaB dans des cellules de cancers ovariens humains, HO-8910 [232].

2. Modifications post-traductionnelles de RhoB
a. La prénylation

Contrairement a RhoA et RhoC, qui existent exclusivement sous forme geranylgéranylee, la
protéine RhoB possede une séquence C-terminale de prénylation -CKVL, qui lui permet d’étre
soit farnésylée soit géranylgéranylée [233, 234, 235, 236]. Des travaux realisés au sein de
notre laboratoire [98] et ceux de I’équipe de H. Mellor [237] suggérent que la localisation de
RhoB dépend de la nature de la prénylation. En effet, dans les cellules murines NIH-3T3, un
mutant de RhoB exclusivement geranylgéranylable (RhoB-GG) présente une localisation
préférentiellement veésiculaire tandis que le mutant exclusivement farnésylable (RhoB-F) est
localisé principalement au niveau de la membrane plasmique [98]. Par ailleurs, le traitement
par un FTI inhiberait la localisation de RhoB a la membrane plasmique [237]. La localisation

différentielle de RhoB en fonction de la nature de son prényl ainsi que la proportion d’une
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forme par rapport a I’autre, pourrait étre a I’origine des différences fonctionnelles entre RhoB-F

et RhoB-GG.

b. La palmitoylation
Alors que RhoA et RhoC présentent un domaine polybasique dans la région C-terminale, RhoB
possede deux résidus cystéine (Cys189 et Cys192), en amont de la cystéine prénylée (Cys193),
cibles d’une palmitoylation (addition réversible d’un acide palmitique par thioestérification sur
un résidu cystéine) [99, 233]. La palmitoylation de la cystéine 192, au méme titre que la
prénylation sur la cystéine 193, joue un réle critique dans la localisation [233, 238 ]et dans les
fonctions cellulaires de la protéine RhoB [238]. Néanmoins, les mécanismes de régulation de

cette modification post-traductionnelle sont, a I’heure actuelle, encore inconnus.

3. Régulation de I’activation de RhoB (liaison GTP/GDP)

La protéine RhoB présente une forte homologie de séquence avec RhoA dans les régions
impliquées dans la liaison aux GEF et aux GAP (notamment dans les domaines Switch 1 et 2).
Ceci suggere que bon nombre de GEF ou de GAP décrits pour RhoA devraient interagir, au
moins in vitro, avec la protéine RhoB. Cependant, la pertinence fonctionnelle de ces candidats

potentiels pour RhoB reste, dans la majorité des cas, a confirmer in vivo.

a. RhoB et GEFs
Seulement deux GEFs ont été pour I’instant impliqués dans I’activation de la GTPase RhoB in
vitro et in vivo : XPLN [239] et Vav2 [240, 241]. XPLN (eXchange found in Platelet,
Leukemia and Neuronal tissue ou ARHGEF3) présente in vitro une activité de GEF pour RhoA

et RhoB, mais pas pour RhoC. De méme, la surexpression de XPLN induit I’activation de
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RhoA et de RhoB in vivo, mais pas celle de RhoC [239]. Vav2, une RhoGEF de la famille Vav,
possede une activité GEF sur la GTPase RhoB in vitro [241] et in vivo, notamment en reponse
a ’EGF [240]. La protéine la RhoGEF, Gefl0, est capable d’activer RhoA, RhoC et plus
préférentiellement RhoB. L’expression de Gef10 dans des cellules NIH3T3 induit la formation
de fibres de stress confirmant I’implication des protéines Rho. De plus, des essais de
précipitation des Rho liées au GTP ont permis de caractériser Gefl0 comme une nouvelle

RhoGEF [242].

b. RhoB et GDIs

Alors que la régulation de RhoA par RhoGDI-1 est clairement établie in vitro et in vivo, sa
capacité a réguler I’activité de la protéine RhoB est controversée, notamment sa capacité a
extraire RhoB des membranes [125, 243]. De plus, RhoGDI-1 présente une localisation
exclusivement cytosolique et RhoB est absent du cytosol. Enfin, la palmitoylation de RhoB
pourrait empécher sa liaison & RhoGDI-1 in vivo [99]. RhoGDI-3 (y), qui peut étre
membranaire, montre une forte affinité pour RhoB et RhoG et une faible affinité pour RhoA in
vitro. De plus, il est capable d’inhiber I’échange GTP/GDP de RhoB in vitro ainsi que
d’extraire spécifiquement la forme de RhoB lié au GTP des membranes cellulaires [122].
Néanmoins, les études fonctionnelles réalisées in vivo laissent penser que RhoGDI-3 est
effectivement un GDI de RhoG mais pas de RhoB. En effet, la surexpression de RhoGDI-3

n’entraine pas de délocalisation de RhoB vers I’appareil de Golgi dans les cellules Hela [244].

A ce jour, les GAPs impliquées dans la régulation de RhoB n’ont pas encore été identifiées.
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4. Effecteurs de RhoB

La trés forte homologie de la protéine RhoB avec RhoA, explique que de nombreux partenaires
décrits pour RhoA se sont avérés des effecteurs potentiels de RhoB (p160ROKa, p160ROK],
Dial, Dia2, PKN, PRK2, Rhotekine, Rophilin, citron, Kinetin, ...), interagissant également
spécifiguement avec la forme active de RhoB in vitro [245]. Les deux sérine-thréonine kinases
PRK1 (PKN) et PRK2 lient RhoB via une région N-terminale appelée REM (N-terminal Rho
Effector hoMology région). Cette liaison permet leur phosphorylation par la kinase PDK1
[246 , 247 , 248]. PRK1 et PRK2 appartiennent a la famille des PKC [249] [250]. Les fonctions
de RhoB in vivo impliqueraient ces deux kinases. En effet, la protéine PRK1 est transloquée
aux endosomes en présence de RhoB activé [251, 252] et est impliquée dans la régulation du
trafic intracellulaire du récepteur a I’EGF par RhoB [252]. RhoB serait nécessaire au
recrutement de PDK1 aux endosomes par PRK1/2 et permettrait la phosphorylation de PRK1/2
par PDK1 [253]. Par ailleurs, des mutants de RhoB (RhoB T37Y, RhoB F39A, RhoB F39V et
RhoB Y42C) incapables de lier les effecteurs PRK1 et PRK2, ne sont plus capables d’inhiber la
croissance indépendante de I’ancrage de cellules RIE (cellules épithéliales intestinales de rat)
transformées par K-Ras [254]. La recherche de partenaires de RhoB par double-hybride a
permis de mettre en évidence une interaction spécifique entre RhoB et le facteur de
transcription DB1 [101]. DB1 interagit, spécifiquement avec RhoB in vitro et
préférentiellement avec la forme active de RhoB, liée au GTP. RhoB inhibe I’activation de la
transcription induite par DB1, vraisemblablement via la séquestration du facteur de
transcription [101]. Un autre effecteur spécifique de RhoB, la protéine p76RBE (pour p76
RhoB Effector), a été identifié par criblage différentiel d’une banque d’ADNCc préparée a partir
de glandes de thyroides canines stimulées par la thyrotropine. Cette protéine contient un
domaine HR1 et présente une homologie importante avec la Rhophiline. Elle interagit

spécifiqguement in vivo avec la forme active de RhoB et ne reconnait ni RhoA, ni RhoC.
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P76RBE, qui est cytoplasmique dans les cellules Cos, est recrutée aux endosomes quand RhoB
actif est surexprimé [255]. Néeanmoins, le lien fonctionnel entre RhoB et p76RBE, n’a pas
encore été clairement élucidé. Enfin, il a été démontré que RhoB interagit avec un autre de ses
effecteurs, mDia2, au niveau des endosomes pour assurer ses fonctions dans le trafic

vesiculaire et la dynamique du cytosquelette d’actine [256].

5. Fonctions biologiques et voies de signalisation

a. RhoB et cytosquelette d’actine

Tout comme RhoA, la protéine RhoB est aussi impliquée dans le contrdle de la formation des
fibres de stress d’actine. L’expression exogene d’un mutant constitutivement actif de RhoB
(RhoBV14) permet la formation de fibres de stress d’actine ainsi que de points focaux
d’adhésion dans des cellules NIH-3T3 privées en sérum [257]. RhoB est aussi nécessaire a la
réorganisation du cytosquelette d’actine induit par le TGFB-1 dans les fibroblastes murins
[225, 258]. De méme, I’équipe d’Ishida a montré dans les cellules PC12, que I’inhibition de
RhoB par ARNI, inhibait la réorganisation du cytosquelette d’actine induite par le LPA [259].
Enfin, la re-expression de RhoB dans des fibroblastes embryonnaires murins rhoB-/-
transformes par H-Ras suffit a restaurer la formation de fibres de stress d’actine induite par les
FTI [160]. Si la prénylation de RhoB est essentielle a sa fonction sur le cytosquelette d’actine,
cette fonction ne semble pas dépendre de la nature du prényl. En effet, un mutant de RhoB
exclusivement farnésylable (RhoBV14-CAIM) et le mutant RhoBV14-CLLL, exclusivement
géranylgéranylable, présentent la méme capacité a induire le réarrangement du cytosquelette

d’actine dans les cellules NIH-3T3 privées en sérum [257].
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b. RhoB et cycle cellulaire
Selons les travaux de Zalcman, I’expression de RhoB est régulée au cours du cycle cellulaire
[100]. L’expression de la protéine est stimulée lors de la transition G1/S et atteint un pic lors
de la phase S du cycle. Les travaux réalisés dans notre laboratoire ont mis en évidence que la
forme farnésylée de RhoB est capable de contrer I’arrét du cycle cellulaire en G1, induit par un
inhibiteur de géranylgéranyl transférase (GGTI). Ces résultats suggeérent donc que RhoB

participe au contrdle de la phase G1 du cycle cellulaire [257].

c. RhoB et trafic intracellulaire

La localisation spécifique de RhoB au niveau des endosomes précoces et tardifs [92, 94] a
conduit Mellor a étudier I’implication de RhoB dans la régulation du trafic endocytaire. Ils ont
montré dans les cellules HeLa que la protéine RhoB participe a la régulation du trafic
intracellulaire du récepteur de I’EGF, suite & son internalisation. Cet événement est dépendant
de I’activation de RhoB et serait spécifique de RhoB dans ce modele cellulaire [252], alors que
dans les cellules épithéliales polarisées MDCK, cet événement est contrélé aussi par RhoA
[260]. Plusieurs résultats suggerent que la protéine PRK1 serait un des effecteurs de RhoB
impliqués dans le trafic intracellulaire. RhoB permet également la localisation nucléaire d’ Akt
dans des cellules endothéliales primaires de rétine participant ainsi a leur survie [261]. Cette
étude peut étre corrélée avec les travaux de Huang et al qui démontrent que RhoB contréle le
turnover de I’oncogéne c-Myc en permettant une localisation nucléaire de la Glycogene
Synthase Kinase 3 (GSK-3), effecteur d’Akt, qui phosphoryle c-Myc entrainant sa dégradation
[262].

Ainsi, la protéine RhoB semble jouer un réle important dans I’adressage de protéines de
signalisation vers des compartiments cellulaires spécifiques. Elle pourrait, par ce biais, faciliter

certaines de ses fonctions cellulaires (apoptose, migration cellulaire...).
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d. RhoB, adhérence cellulaire et migration

En plus de son implication dans la régulation du cycle cellulaire et du trafic intracellulaire,
RhoB a un role dans I’adhérence et la migration des cellules [263]. Une étude récente du
laboratoire prouve que la déplétion de RhoB augmente I’invasion et la migration dans des
cellules de cellules BEAS-2B (cellules bronchiques) prolifération [264]. L’effet de RhoB sur la
migration dans ce modeéle passe par I’isoforme 1 d’AKT.

D’autres études conduites au laboratoire ont mis en évidence I’implication des intégrines avp3
et avp5 dans la réponse aux radiations ionisantes dans les glioblastomes [265 , 266]. En effet
ces protéines, qui sont connues pour leur réle dans I’angiogenese et I’invasion, contrblent la
radiosensibilité de cellules U87 (de glioblastomes) via I’activation de RhoB et ILK. RhoB

pourrait donc étre une cible pour radiosensibliser ce type de tumeurs trés agressives.

e. RhoB et réponse au stress
RhoB Et réponse au stress génotoxiques
Le gene rhoB est un géne de réponse précoce aux stress génotoxiques (UV, agents
alkylants,...) [221 , 228, 267], suggérant fortement que la protéine RhoB puisse jouer un role
dans les mécanismes cellulaires de réponse aux dommages a I’ADN.
RhoB et chimiotoxiques
Selon Fritz et son équipe, I’expression exogene de RhoB augmente la sensibilité des cellules
NIH-3T3 aux agents génotoxiques tels que le méthyl méthanesulfonate (MMS), le N-methyl-
N’-nitro-n-nitrosoguanidine (MMNG), le cisplatine, le treosulfan, ou le peroxyde d’hydrogene.
Cet effet sensibilisant se traduit par une augmentation de la mort des cellules par apoptose
[159]. RhoB ne semble pas modifier le taux de réparation des lésions de I’ADN induites par le
MMS mais induirait plutot une prolongation du blocage de la réplication [159]. D apreés I’étude

des principales voies de signalisation impliquées dans la réponse aux agents alkylants, RhoB
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inhibe I’activation de NFKB, via I’inhibition de la dégradation d’IkBow [230]. En revanche,
RhoB ne joue pas sur la régulation de JNK1, de p38 MAP kinase, d’ERK2 ou d’AP-1. RhoB
est aussi capable de sensibiliser les cellules NIH-3T3 transformées par H-Ras au 5-FU [267].
Les résultats des travaux conduits au laboratoire suggérent que seule la forme géranylgéranylée

de RhoB est impliquée dans ce phénomene, via probablement I’inhibition de NFKB [268].
RhoB, UV, radiations ionisantes et hypoxie

L’expression du gene rhoB est également induite par les rayonnements UV [221, 231]. Les
travaux de Fritz sur des cellules NIH-3T3 surexprimant la protéine RhoB suggérent, a I’inverse
des résultats obtenus avec les chimiotoxiques, que RhoB joue un rdle dans la résistance des
cellules aux UVC [159]. D’apres les travaux menés dans notre laboratoire, RhoB protége les
kératinocytes humains de I’apoptose induite par les UVB via une signalisation dépendante de
I’EGFR [222]. 1l a été également observé que RhoB est activé par les UVB dans une premiére
phase précoce indépendamment de la signalisation de I’EGFR puis que son expression est
augmentée dans une deuxiéme phase plus tardive dépendante de I’EGFR. Ces travaux
suggerent aussi que I’inhibition de RhoB module les phosphorylations des protéines Akt et

GSK-3 en réponse a I’irradiation UVB [222].

La protéine RhoB joue aussi un role dans la radiosensibilité cellulaire, néanmoins son réle
pourrait dépendre du type cellulaire [98, 160, 218 , 269]. D’une part, selon Prendergast et son
équipe, RhoB participe a la sensibilité aux radiations ionisantes des fibroblastes embryonnaires
murins co-transformés par I’adénovirus EIA et par I’oncogéne H-ras (cellules appelées ER).
Ainsi les cellules ER rhoB-/- sont plus résistantes que les cellules ER rhob+/- a I’apoptose
induite par les radiations ionisantes. De plus, la réexpression exogene de la protéine RhoB dans
ces cellules rhoB-/- restaure leur sensibilite aux radiations ionisantes [160]. D’autre part, la
petite GTPase RhoB participe a la radiorésistance cellulaire aussi bien dans les cellules NIH-

3T3[98, 218] que dans les cellules de glioblastome humain U87 [270 , 271] et HelLa [218]. Ce
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role est assuré par la forme farnésylée de RhoB dans les cellules NIH-3T3 [98 , 218]. En effet,
seul RhoB-F augmente la survie des cellules NIH-3T3 apres irradiation et les protége de la
mort post-mitotique via notamment une prolongation de I’arrét en G2/M et I’inhibition de la
sur-duplication des centrosomes [98]. La protéine RhoB est aussi impliquée dans la sensibilité
des cellules a I’apoptose induite par des agents non génotoxiques, tels que le taxol, qui est un

agent inhibiteur de la dynamique des microtubules [160].

f. RhoB et réponse transcriptionnelle

Comme de nombreuses GTPases Rho, la protéine RhoB posséde la capacité de moduler
certaines réponses transcriptionnelles. L’expression d’un mutant constitutivement actif de
RhoB est ainsi capable d’induire la transcription SRE-dépendante dans les cellules NIH-3T3 en
absence de sérum [236]. Comme pour RhoA [272], cette fonction est dépendante de
I’activation de la GTPase, mais ne requiert pas la présence du prényl [273]. Pour Prendergast et
son équipe, RhoB régule la transcription SRE-dépendante via I’activation de I’effecteur PRK
dans les cellules NIH-3T3 [254]. La protéine RhoB est aussi impliquée dans la régulation du
facteur de transcription NFKB, responsable de la transcription de nombreux genes contrélant en
particulier I’apoptose. Néanmoins, contrairement a la plupart des GTPases de la famille Rho,
qui activent NFkB, RhoB est impliqué dans son inhibition. RhoB inhibe I’activation d’NFkB
induite par les UV, les radiations ionisantes et par des agents non génotoxiques tels que le TPA
ou le TNF-q [274]. La protéine RhoB affecte également la réponse transcriptionnelle au TGFf3
_et le pouvoir anti-prolifératif de ce dernier [226 , 275]. Adnane et ses collaborateurs ont montré
gue RhoB inhibe la transcription du récepteur au TGF-o, de type Il dans les cellules Panc-1 via
I’inhibition du facteur de transcription AP-1[275]. Il est possible que la perte d'expression de
RhoB au cours de la progression tumorale puisse potentialiser les effets du TGFp sur la motilité

cellulaire. Comme nous I’avons vu précédemment, la protéine RhoB interagit avec le facteur de

-92 -



transcription DB1, un facteur de transcription ubiquitaire, impliqué notamment dans
I’activation du promoteur de I’interleukine-3 [101]. RhoB inhibe I’activation de la transcription
induite par DB1, vraisemblablement via la sequestration du facteur de transcription [101]. La
surexpression de RhoB dans des fibroblastes murins transformés par Ras, induit la transcription
de p21WAFCIPL suggérant que RhoB participe a I’inhibition de la transition G1/S [276].
Néanmoins, RhoB ne semble avoir aucun effet sur p21"*A7“'"* dans les cellules Rat-1 ou NIH-
3T3 non transformées [257 , 276]. Au contraire, I’expression de RhoB-F dans les cellules NIH-
3T3 inhibe I’expression de p21"VAF7“'*! induite par le GGTI-298 (inhibiteur de Géranylgéranyl

Transférase) [257]. Le rdle de RhoB dans la régulation transcriptionnelle de p21"/AFC!Pt

reste
donc a éclaircir. La protéine RhoB augmente également la transcription de NOS-2 (nitric oxyde
synthase) induite par les cytokines (IL-1f3, TNF-aet INF-y) [277]. NOS-2 a été impliquée dans
I”inhibition de I’invasion et la formation de métastases in vitro et in vivo [278].La régulation de
NOS-2 par RhoB pourrait donc participer au réle anti-tumoral de RhoB. La protéine RhoB est
aussi, comme RhoA, potentiellement impliquée dans I’activation transcriptionnelle de la
protéine COX-2 (cyclooxygénase-2), une protéine impliquée dans I’invasion et la motilité
cellulaire [279] ainsi que dans la régulation transcriptionnelle de la preproendothelin-1,

précurseur de I’endothelin-1, peptide aux propriétés vasoconstrictrices, dans les cellules

endothéliales vasculaires [280].

g. RhoB et oncogenese

Si I’implication des protéines RhoA et RhoC dans les processus de transformation cellulaire est
aujourd’hui clairement établie [164, 177, 204], le rble exact de RhoB a été I’objet de
controverses. En effet, les premiers travaux publiés attribuaient & RhoB un r6le facilitateur de

la transformation cellulaire [100, 168 , 236 ], alors que les études récentes lui attribuent un réle
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de géne suppresseur de tumeur et donc inhibiteur de la prolifération tumorale et notamment un

role apoptotique, dans les cellules tumorales en condition de stress cellulaire.
RhoB et transformation cellulaire

Dans un premier temps, certaines études ont montré un role positif de RhoB dans la
transformation cellulaire. Un dominant négatif de RhoB (RhoBN19) est notamment capable
d’inhiber la formation de foci, induite par I’oncogene H-Ras dans les cellules Rat-1 et NIH-
3T3. Inversement, I’expression d’une forme constitutivement active de RhoB (RhoBV14) ,dans
les cellules Rat-1, potentialise I’activité de I’oncogene H-ras et confére aux cellules NIH-3T3
certaines caractéristiques des cellules transformées, telles que I’augmentation de la croissance
indépendante de I’ancrage ou du sérum [168]. Le réle de RhoB dans la transformation a été
étayé avec I’étude de I’effet anti transformant des inhibiteurs de farnésyltransférase (FTI).
Assez rapidement est apparue I’hypothése selon laquelle I’effet des FTIs passerait par
I’inhibition des fonctions de RhoB-F (transformant) au profit d’un gain des fonctions assurées
par RhoB-GG (antitransformant) [273 , 281]. En effet, le traitement par FTI entraine la perte de
la protéine RhoB sous forme farnésylée mais surtout une augmentation du taux de la protéine
géranylgéranylée. Un gain de RhoB-GG est ainsi suffisant pour faciliter un grand nombre des
réponses cellulaires induites par les FTI in vitro et in vivo [254, 276]. La surexpression de
RhoB-GG dans des fibroblastes murins (Rat-1) transformés par v-H-Ras entraine une réversion
morphologique accompagnée de I’inhibition de la croissance dépendante et indépendante de
I’ancrage ainsi que de la restauration des fibres de stress d’actine [276]. Les effets
antinéoplasiques de la forme geranylgéranylée de RhoB ont pu étre étendus a d’autres types
cellulaires (cellules murines transformées et cellules dérivées de tumeurs humaines) présentant
des altérations génétiques diverses (MCF-7 (RasWT et p53WT), MDA-MB-231 (Ki-Ras muté
et p53 WT), LoVo (Ki-Ras muté et p53 muté) et DU145 (Ras WT et p53 null) [254 , 276]. 1l a

d’autre part été mis en évidence que RhoB est nécessaire a la réponse apoptotique et
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antinéoplasique induite par les FTI. Ainsi, dans des fibroblastes embryonnaires murins
cotransformeées par I’adénovirus E1A et par I’oncogéne H-Ras (cellules ER), I’absence de
RhoB (cellules ER rhob-/-) induit I’inhibition de la restauration des fibres de stress d’actine,
I’inhibition de la croissance dépendante de I’ancrage ainsi que I’apoptose liés aux FTI. De
facon similaire, I’absence de RhoB compromet aussi I’effet anti tumorale des FTI in vivo
(xénogreffes sur souris SCID), via notamment I’inhibition de la réponse apoptotique [160].
Ainsi, la protéine RhoB aurait un réle différent dans la transformation cellulaire selon la nature
de sa prénylation. Il a été mis en évidence au sein du laboratoire que si un mutant de RhoB
exclusivement géranylgéranylable est capable, comme le RhoB sauvage, de réverser le
phénotype transformé des cellules NIH-3T3/H-Ras, en revanche, un mutant de RhoB
exclusivement farnesylable potentialise la transformation induite par H-Ras dans ces cellules
[268]. Ceci confirme I’hypothese d’un rdle différent de RhoB dans la transformation selon la
nature de sa prénylation. Par contre, I’ensemble des études réalisées sur des lignées tumorales
humaines suggeére que RhoB est un puissant inhibiteur de prolifération tumorale et un inducteur
d’apoptose quel que soit son type de prénylation: RhoB-GG, comme RhoB-F, inhibent la
croissance indépendante de I’ancrage, la formation de foci, la prolifération tumorale chez la
souris et induisent I’apoptose dans les cellules Panc-1 (adénocarcinome pancréatique humain)
et A549 (adénocarcinome de pulmonaire humain) [282 , 283]. Les résultats similaires, en terme
de foci, obtenus sur d’autres lignées tumorales humaines HelLa (carcinome cervical humain),
C-33A (carcinome cervical humain) et Saos-2 (ostéosarcome) [282] qui ne sont pas mutées
pour Ras, suggerent que RhoB inhibe la transformation cellulaire quelque que soit la nature de
son prenyl et indépendamment du statut de Ras. Le réle négatif de RhoB dans I’oncogenése a
également été corroboré par des études de délétion du géne rhoB chez la souris et dans des
fibroblastes embryonnaires murins cotransformeés par I’adénovirus E1A et par I’oncogéne ras.

Il apparait que RhoB n’est pas indispensable au développement normal des souris mais que les
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souris rhoB- /- présentent une susceptibilité accrue au développement de tumeurs chimio-
induites [160]. De méme, I’injection de cellules ER, décrites précédemment dans ce
paragraphe, dans la cavité intra-péritonéale de souris sv129 entraine la formation de nodules
tumoraux, dont le nombre est plus important lorsque les tumeurs sont issues de cellules ER

rhoB-/- que de cellules ER rhoB +/+ [160].

RhoB : oncogene ou gene suppresseur de tumeur ?

L’ensemble des données suggere que rhoB peut étre un géne suppresseur de tumeur.
Néanmoins, aucune altération du gene rhoB n’a pu étre mise en évidence dans les différentes
tumeurs humaines analysees [14, 275 ]. En effet, I’équipe de S. Sebti [275] n’a mis en évidence
aucune mutation sur le géne rhoB sur un ensemble de 60 patients atteints de cancer de la téte ou
du cou, malgré une perte d’expression de la protéine dans ces cancers. Une perte d’expression
de RhoB a également été observée dans d’autres types de tumeurs (ORL, glioblastomes,
poumons) et lignées cellulaires tumorales [264, 275, 283, 284 , 285, 286 ]. Cette diminution
semble, en outre, étre inversement proportionnelle au grade de la tumeur : I’expression de la
protéine devient indétectable dans les tumeurs devenues invasives et peu différenciées [275,
283, 286] suggerant que la diminution d’expression de RhoB pourrait jouer un réle dans la
progression tumorale. Si les mécanismes a I’origine de la diminution d’expression de RhoB
dans les tumeurs restent encore a élucider, il apparait néanmoins que son expression serait
réprimee, au niveau transcriptionnel, par les histones déacétylases (HDACs) dans certaines
lignées tumorales humaines [284]. Les travaux conduits au laboratoire sur le promoteur
humain de rhoB ont, par ailleurs, permis de mettre en évidence une région polymorphe, région
VNTR (répétition de séquences en tandem dont le nombre est variable) correspondant a la
répétition d’un motif de 34-pb, absente du promoteur murin, qui possede une activité

régulatrice négative de la transcription [287]. Enfin, une étude suggere que I’expression de
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RhoB est aussi régulée négativement par certains oncogenes, tels que ras, et que cet événement
est une étape critique dans le processus de transformation cellulaire conduisant a la malignité
[267]. Jiang et Sebti ont ainsi montré que I’expression des oncogéenes H-ras, N-ras, K-ras,
EGFR et erbB2, mais pas celle de v-Src, inhibe I’activité transcriptionnelle du promoteur de
rhoB dans les cellules NIH-3T3, ainsi que dans différentes lignées tumorales humaines (A549,
Panc-1, C33A). Inversement, I’expression exogene de RhoB inhibe la capacité de ces mémes
oncogenes a transformer les cellules NIH-3T3, mais ne peut néanmoins inhiber la
transformation de cellules NIH-3T3 par v-Src [267], un résultat cohérent avec des travaux
impliquant la protéine RhoB dans I’activation de c-Src [288]. L’oncogene ras diminuerait

I’expression de RhoB, via I’activation de la voie de signalisation PI3K / AKT [267].
Role de RhoB et dans la transformation cellulaire

Les méecanismes moléculaires impliquant RhoB dans la transformation cellulaire restent encore
a éclaircir. L’effet de RhoB sur les fibres de stress d’actine ne semble pas étre indispensable au
pouvoir anti-transformant de RhoB [254]. Un certain nombre de travaux suggérent que RhoB
peut avoir un role dans les processus d’adhérence et de motiliteé cellulaire. L’expression
ectopique de RhoB inhibe I’invasion et la migration cellulaire des cellules NIH-3T3/H-Ras et
Panc-1. De plus, I’expression de RhoB dans des cellules B16-F10 (cellules de mélanome a fort
pouvoir métastatique) inhibe la formation de métastases pulmonaires chez la souris [267].
Cependant, selon d’autres travaux, I’absence de RhoB dans les fibroblastes embryonnaires
murins (FEM) rhoB-/- transformés par E1A et H-Ras, inhibe au contraire la capacité
d’adhérence et d’invasion de ces cellules [160]. Le réle de RhoB dans les processus
d’adhérence et de motilité cellulaire semble complexe et parfois contradictoire. Certains
résultats suggerent fortement qu’AKT soit une cible importante de RhoB dans la réversion de
la transformation cellulaire [267 , 283, 286, 289]. Il a ainsi été montré que la réversion par

RhoB de la transformation des lignées tumorales A549 et Panc-1, s’accompagne de I’inhibition
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de la stimulation d’AKT par les facteurs de croissance (EGF ou IGF-1) [283, 290 ]. De méme,
la surexpression de RhoB-GG et de RhoB-WT dans les cellules NIH-3T3 transformées par H-
Ras, inhibe I’activation d’AKT induite par Ras ou par le sérum, alors que la surexpression de
RhoB-F, qui lui n’a aucun effet sur la réversion de la transformation de ces cellules, ne module
pas I’activité d’AKT [268]. De plus, I’inhibition d’AKT par RhoB pourrait étre impliquée dans
les effets pro-apoptotiques et anti-invasifs de RhoB. Elle pourrait ainsi étre & I’origine de
I’inhibition de NFkB observée dans les cellules, NIH-3T3/H-Ras [268] et A549 [283]
surexprimant RhoB, ainsi qu’a I’origine de I’inhibition de la MMP-2, une des métalloprotéases
sécrétées par les tumeurs pour dégrader les composants de la matrice extracellulaire au cours de
la migration et I’invasion cellulaire [267]. Néanmoins, le mécanisme par lequel RhoB inhibe

I’activation d’AKT reste a éclaircir.

Plusieurs arguments suggérent I’implication de PRK, un effecteur de RhoB. PRK est une
kinase impliquée dans la régulation de I’activité de PDK1, elle méme, kinase d’AKT.
Prendergast et ses collaborateurs ont décrit que la kinase PRK joue un rdle important dans
I’effet anti-prolifératif de RhoB-GG dans les cellules épithéliales RIE/K-Ras. Ainsi differents
mutants de RhoB, incapables de lier I’effecteur PRK, ne sont plus capables d’inhiber la
croissance indépendante de I’ancrage de cellules RIE/K-Ras [254]. De méme, la kinase PRK2
a été impliquée dans I’apoptose des cellules Ratl/H-Ras induite par les FTI [254]. Enfin, selon
Mellor et col, le recrutement aux endosomes de PDK1 et de PRK serait dépendant de Rho
[251, 253]. L hypothése suivante a donc été proposée : le traitement par les FTI conduirait a la
diminution de la forme RhoB-F, essentiellement membranaire, avec augmentation de la forme
RhoB-GG, endosomale. Ce déséquilibre conduirait a une séquestration de PDK1 par la forme
RhoB-GG au niveau des endosomes. PDK1 ne pourrait plus alors activer la protéine AKT, car
son activation requiert son recrutement a la membrane plasmique. Néanmoins, cette hypothese

n’explique pas la capacité de RhoB-F a inhiber I’activation d’AKT et a induire I’apoptose dans
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les cellules A549 ou Panc-1. Par ailleurs, rien n’exclut que RhoB puisse inhiber I’activité
d’AKT via la délocalisation de la kinase [220]. En effet, RhoB a été impliqué dans la
localisation de la kinase AKT et dans la régulation de son activité dans des cellules
endothéliales de rétine [261]. Parallelement a I’inhibition de I’activité d’AKT, et selon les
travaux conduits dans notre laboratoire, la réversion de la transformation par RhoB dans
certaines lignées tumorales (A549 et Panc-1 mais pas dans les cellules NIH-3T3 transformées
par H-Ras) s’accompagne aussi de I’inhibition de I’activation constitutive d’Erk [283, 290].
Prendergast et son équipe ont aussi mis en evidence par micro-array un certain nombre de
genes, comme la cycline B1, dont I’expression est régulée par RhoB au cours de I’apoptose
induite par les FTI [291, 292]. Enfin, il n’est pas exclu que I’existence d’une compétition entre
RhoB et ses homologues RhoA et RhoC vis-a-vis de certains de leurs effecteurs (ex : PRK pour
le trafic du récepteur a I’EGF) puisse ainsi conduire a une atténuation des signaux
oncogéniques contrdlés par RhoA et RhoC, grace a la séquestration de certains effecteurs

nécessaires a la transformation cellulaire [201, 254 ].
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V. Les Histones Déacétylases (HDACS) et cancers du sein

1. Les HDACs

Les histones déacetylases (HDAC) contrblent I’acétylation d’histones et de substrats non-
histones. Elles jouent un réle important dans la régulation de nombreuses voies de signalisation
incluant la voie activee par les cestrogénes et la progesterone. Les substrats les plus connus des
HDACSs sont les histones du nucléosome, unité fondamentale de la chromatine. En genéral, une
hyperacétylation des histones est associée a une augmentation de I’activité transcriptionnelle
alors qu’une hypoacétylation est associée a une répression de I’expression génique. Cependant,
des protéines non histones, dont le REa et plusieurs de ces corégulateurs, ont été identifiées

comme substrats des HDAC:s.

Les HDACs sont divisées en 4 familles : - la classe | : HDAC1, 2 et 3
- la classe 11 : elle-méme divisée en deux classes :
» classe lla: HDAC-4,5, 7 et 9
» classe Ilb : HDAC-6 et10
- la classe 11l : HDACs appelées aussi les sirtuines
- laclasse IV : HDAC11
Les membres des classes I, 1l et IV sont homologues aux histones déacétylases de la levure
Rpd3 et Hdal et partagent avec elles des homologies de séquence. lls nécessitent tous du zinc
pour étre actif. A I’inverse, les sirtuines sont homologues a la protéine de la levure Sir2 [293,
294].
Classe I : Cette classe possede une expression ubiquitaire. Elle est préférentiellement localisée
dans le noyau et possede une forte activité enzymatique envers les substrats histones. Ces
HDACSs possedent une structure simple : un domaine déacétylase relativement conservé entre

les différents membres de cette classe avec de courtes extensions amino- et carboxy terminales.
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Les HDACL et 2, qui sont tres similaires et retrouvées généralement toutes deux dans les
complexes répresseurs tels que NurD, Sin3, ne sont pas exclusivement des HDACSs. Elles
peuvent également deacétyler des substrats non histoniques comme les récepteurs nucléaires.
HDAC-3 est présente dans des complexes tels que N-CoR-SMRT, alors que la présence de

HDAC-8 n’a été decrite dans aucun complexe.

Classe Ila : Ces HDACs ont de longues extensions N- terminales avec des sites de liaison bien
conservés pour MEF2 (myocyte enhancer factor 2) et la protéine chaperonne 14-3-3. Aprés
phosphorylation par des kinases comme la CaMK (calcium/ calModuline dependant protein
Kinase) ou la protéine kinase D (PKD), ces HDACS se lient a 14-3-3 et passent du noyau vers
le cytoplasme. Contrairement aux autres HDACSs, les membres de cette classe ont une
expression restreinte a certains tissus ou organes. HDAC-5 et 9 sont présentes a des taux élevés
dans les muscles, le cceur et le cerveau. HDAC-4 est fortement exprimée dans le cerveau et les

os et HDAC-7 est présente en grande quantité dans les cellules endothéliales et les thymocytes.

La classe Ila peut recruter la classe | des HDACs grace a leur domaine HDAC C-terminal. Les

membres de cette classe fonctionnent comme des adaptateurs de régulateurs transcriptionnels.

Classe Ilb : HDAC-6 est la principale HDAC retrouvée exclusivement dans le cytoplasme.
HDAC-6 déacétyle directement des protéines du cytosquelette telles que I’a-tubuline ou des
protéines transmembranaires telles que le récepteur de I’interféron a. HDAC-6 est différente
des autres HDACs car elle posséde 2 domaines déacétylase et un domaine C-terminal en forme
de doigt de zinc. Il a été montré dans des cellules NIH-3T3, que I’homone de croissance
stimule la transcription médiée par STATS5, via la voie de signalisation RhoA/ROCK. Cette

transcription est possible grace a RhoA qui empeche le recrutement d’HDACG par p300 [295].
Peu de fonctions par contre sont connues pour I’autre membre de cette classe, HDAC10.

Les sirtuines (classe 111 des HDACs) : ces HDACs ont besoin de NAD" pour fonctionner.

Elles jouent un réle important dans I’expression génique, I’apoptose, la réponse au stress, la
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réparation de I’ADN et la stabilité du génome, montrant que ces protéines sont des régulateurs
importants de la croissance cellulaire et de la prolifération [296].

Classe 1V : Cette classe est composée uniquement de HDAC11. Elle se retrouve
principalement dans le cerveau, le cceur, le rein et les testicules mais peu d’informations sont
connues sur cette protéine. Elle est composée d’un domaine déacétylase homologue a ceux des

classes | et Il et de courtes extensions N et C terminales.

Les classes | et 11 des HDACs sont sensibles & des « pan-inhibiteurs » tels que la trichostatine A

(TSA) alors que la classe 11 est insensible a ces inhibiteurs.

2. Les inhibiteurs d’HDACs

La découverte d’une corrélation entre la transcription des génes et I’acétylation des histones en
1964 [297] a été le point de départ du développement de la recherche sur les histones
déacétylases. La premiere enzyme HDAC a été isolée en 1996 [298], la premiére structure
cristallographique d’une HDAC liée a un inhibiteur (TSA et SAHA) a été identifiée en 1999
[299] et le premier HDACI, le SAHA (SuberoylAnilide Hydroxamic Acid) ou Vorinostat
(suberoylanilide hydroxamic acid) a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration)
en 2006 pour le traitement des lymphomes cutanés chez les patients en progression ou en
rechute de la maladie aprés deux traitements systémiques. L’efficacité des HDACI a été
démontrée in vitro et in vivo pour de nombreux cancers en affectant le cycle cellulaire,
I’apoptose, la differenciation et I’angiogenése. Les HDACIi sont maintenant considérés comme
une nouvelle classe d’agents anti-cancereux. Deux classes majeures d’inhibiteurs d’HDACs
existent [300]. Tout d’abord, les plus nombreux, les inhibiteurs d’HDACs sélectifs des HDACs
dépendantes du zinc. Ces inhibiteurs sont pour la plupart des « pan-inhibiteurs », ils inhibent en
effet I’activité de plusieurs HDACs. Ils sont constitués d’une coiffe (CAP) qui interagit avec

les acides aminés d’un bras de liaison ou « linker » (entre la coiffe et le domaine ZBG) et d’un
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domaine ZBG (Zinc Binding Group) qui capte I’ion zinc. Les inhibiteurs d’HADCs de cette
classe sont essentiellement des acides hydroxamiques. Parmi eux, les plus connus sont le
SAHA et la TSA [301, 302].

La seconde classe cible les HDACs dépendantes du NAD+ (les sirtuines). Parmi eux, la
nicotinamide bloque I’hydrolyse du NAD" et est en cours d’essai [301 , 302].

Des inhibiteurs plus spécifiques existent, notamment pour HDAC-6 (NCT-10a eth). Ces
molécules sont en cours d’évaluation in vitro [301 , 302].

Ces molécules sont développées dans plusieurs phases | et Il d’essais cliniques pour des
patients atteints de maladies hématologiques ou de tumeurs solides [301 , 302]. Ils sont utilisés
en monothérapie ou en combinaison avec d’autres médicaments anti-cancéreux [303]. Au
moins 80 essais sont répertoriés, qui évaluent au moins 11 différents HDACis différents dans

des tumeurs solides ou des hémopathies [304].

3. Les inhibiteurs d’HDAC et cancers du sein
a. HDAC:s et cancers du sein

Nous avons vu que le REa est acétylé in vitro et in vivo sur des résidus lysines. Des données
suggerent que I’acétylation du REa supprime sa sensibilité a I’E, [305].

Par ailleurs, il semble que les HDACs peuvent moduler I’expression du REa. Des interactions
entre HDACI, le REa [306] et d’autres cofacteurs [307 , 308] ont été démontrés. In vitro,
plusieurs arguments suggeérent que les HDACs peuvent jouer un réle important dans le tissu
mammaire. Une étude récente montre une réduction marquée de I’acétylation des histones dans
I’épithélium normal par rapport au tissu cancéreux [309]. L’expression de HDAC1, HDAC-2 et
HDAC-6 est aussi observée a des taux plus faibles dans les tissus tumoraux par rapport aux
tissus sains. Des réductions de I’acétylation de I’histone H4 et du niveau de HDACL1 ont

également été observées dans des tumeurs RE négatives par rapport aux tumeurs RE positives.
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Des études ont mis en évidence I’expression d’HDAC spécifiques dans les cancers du sein. En
utilisant une approche de microarray, HDAC-6 a été identifiée comme un gene de réponse aux
cestrogenes qui module la migration de cellules tumorales mammaires in vitro [310, 311].
HDAC-6 est exprimée dans les cancers du sein mais sa valeur pronostique reste encore
controversée [311, 312 ]. Selon I’équipe de Krusche, les expressions de HDACL et 3 corrélent
de maniere significative avec I’expression des récepteurs hormonaux et HDAC1 est un
marqueur pronostic d’une meilleure survie [313]. L’équipe de Zhang quant a elle, a montré que
les patients dont les tumeurs mammaires expriment des taux élevés d’HDACL, tendent a avoir
une maladie de meilleur pronostic sans lien avec le REa [312].

Toutes ces études soulignent le réle potentiel de la dérégulation des HDACSs dans les cancers
du sein. Toutefois, ces données sont concentrées sur peu d’HDACs (essentiellement HDACL, 3

et 6) ; I’expression des autres familles n’étant pas encore étudiée.

b. Inhibiteurs d’HDAC et modulation de I’expression des RE

Dans des lignées REa négatives :

La perte de I’expression du REa est associée avec une insensibilité a I’hormonothérapie chez
les patientes atteintes de cancer du sein [314, 315]. Les modifications épigénétiques du REa
telle que la méthylation du promoteur seraient un mécanisme possible de la perte du REa [18,
316]. La mise en silence du promoteur du REa dans la lignée cellulaire MDA-MB-231,
entraine une structure condensée de la chromatine (représentatif d’un état transcriptionnel non
permissif). La chromatine est alors associée avec des DNMT1l, DNMT3b,
deméthyltransférases, HDACL1 et présente une méthylation au niveau de la lysine 9 de I’histone
H3 (H3-K9) [317]. Le traitement avec un inhibiteur d’ADN méthyltransférase (5-aza-
2’deoxycytidine= AZA) cause une démethylation partielle du REa sur les ilots CpG et restaure

I’expression d’un REa fonctionnel dans des lignées de cancer du sein REa négatives [318,
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319]. A coté de ces inhibiteurs d’ADN méthyltransférase, les HDACi comme la TSA peuvent
aussi induire la réexpression du REa dans des lignées cellulaires REa négatives [320, 321].
Les mécanismes moléculaires par lesquels les HDACI réactivent le gene ESR1, codant le REa
et « mis en silence » dans les MDA-MB-231, incluent la réorganisation de la chromatine : par
exemple, la TSA induit I’acétylation des histones H3 et H4 mais réduit I’expression d’HDAC1

et la méthylation d’H3-K9 sur le promoteur du REa [321].

De plus, dans les lignées de cancers du sein REa négatives, telles que les cellules MDA-MB-
231 et MDA-MB-435, un traitement avec I’HDACi LBH589 a 100 nM pendant 24h restaure
I’expression du REa (protéine et ARNm) sans qu’une déméthylation ne soit observée au niveau
des ilots CpG du promoteur du REa [322]. L expression du REa est maintenue au moins 96h
apres le traitement avec le LBH589 [322]. Les mémes auteurs ont démontré que la restauration
de I’expression du REa par le LBH589 augmente la sensibilité au 4-hydroxy-tamoxifene dans
des cellules MDA-MB-231[322]. Une année plus tard, la méme équipe démontre que la
réexpression du REa par le SAHA (autre « pan »inhibiteur de HDAC) est couplée a une perte
de PEGFR dans des cellules MDA-MB-231 qui surexpriment normalement ’'EGFR [323].
Cette régulation négative de I’EGFR par le SAHA résulte d’une diminution de la stabilité de
son ARNm. Leurs expériences montrent également que cette diminution d’EGFR conduit a
I’abolition des voies dépendante de I’EGF comme la phosphorylation de PAK1, P38MAPK et
AKT. Ces donnees sont importantes dans la perspective de I’utilisation de HDACI associe a
I’hormonothérapie dans les tumeurs REa négatives, puisque différentes voies de signalisation
peuvent étre impliquées dans la resistance au tamoxifene. Hirokawa et al ont démontré que
I’THDACIi FK228 peut bloquer I’activation de PAK1 et peut ainsi éliminer la résistance au
tamoxiféne dans des cellules MCF-7 [324]. Plus récemment, I’équipe de Fortunati a reporte les
effets de I’acide valproique (VPA), sur I’expression du REa et son activité dans des cellules

MDA-MB-231 [325]. Le VPA est une molécule aux propriétés anti convulsivantes connues
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mais également développée plus récemment pour ses effets inhibiteurs d’HDAC. Dans des
cellules traitées avec le VPA, une réponse transcriptionnelle correcte a I’cestradiol a été
observée apreés transfection avec un géne codant la luciférase sous le contréle d’un promoteur
contenant une ERE, ainsi qu’une augmentation de I’expression d’un facteur de transcription lié
au REa, FoxAl, une augmentation de I’expression de génes régulés par E; et enfin un effet
inhibiteur du tamoxiféne sur la croissance cellulaire. En résumé, le VPA confére aux MDA.-
MB-231 un phénotype de sensibilité aux cestrogénes, restaurant ainsi la sensibilité de ces

cellules a I’hormonothérapie.

Dans des lignées REa positives :

Contrairement aux cellules RE négatives, le traitement des cellules REa positives avec un
HDACI sélectif ou non, est associé a une répression de I’expression du REa et des génes
régulés par les cestrogenes [326 , 327, 328, 329], a une régulation post-transcriptionnelle du
REa [330, 331] et une sensibilisation des cellules tumorales au tamoxiféne [324]. Cette
sensibilisation impliquerait une régulation positive du RE [332]. Un traitement de ces cellules
MCEF-7 par des inhibiteurs spécifiques de la classe Il des HDACs, les molécules MC1575 et
MC1568, entraine tout comme avec la TSA, un arrét du cycle cellulaire, une augmentation de

I’expression de I'inhibiteur de cdk, p21%afs

et du REP [333]. De plus, et contrairement a la
TSA, le MC1575 n’induit pas I’apoptose de ces cellules ni la répression de I’expression du
REa.

Le traitement de cellules MCF-7 avec le SAHA aboutit a une diminution de I’expression du
REa (ARNm et protéine). L’inhibition du protéasome annule I’effet du SAHA sur la protéine
REo mais pas sur les taux d’ARN de celui-ci [329]. L’équipe d’Alao [328] a également

observé une réduction des taux d’ARNm du REa en utilisant un autre « pan —inhibiteur » de

HDAC, la TSA.
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La protéine chaperonne HSP90, qui se lie au REa en absence de ligand, exerce sa fonction
aprés deacétylation par les HDACs, en particulier via HDAC-6 qui est cytoplasmique [334].
L’inhibition d’HDACG6 amene a une hyperacétylation de Hsp90, diminue son association avec
le REa et finalement a I’ubiquitination du REa. et sa dégradation.

L’ensemble de ces données montre qu’un traitement par des inhibiteurs d’HDACs sur des
tumeurs RE positives pourrait avoir un role inhibiteur de prolifération par I’inhibition de

I’expression du REa.

HDACIs et expression du RES :

Peu d’études decrivent I’effet de I’inhibition des HDAc sur I’expression du REPB dans les
cancers du sein. Les HDACi augmentent I’expression du REB au moins au niveau
transcriptionnel dans les lignées REa positives et négatives [267 , 335]. Les régulations du REa
et du REB sous HDACI suivent des cinétiques différentes, suggérant que plusieurs voies de
signalisation sont impliquées [333]. Le traitement par des HDACi augmente également
I’activité transcriptionnelle du REB [333]. Selon I’équipe de Jang, I’induction du REPB sous
HDACi peut étre impliquée dans la sensibilisation des cellules RE négatives a

I’hormonothérapie [267].

c. Molécules en cours d’essai clinique dans les cancers du sein
Plusieurs HDACI ont été étudiés dans des phases précoces d’essais cliniques et notamment
dans les cancers du sein. Administrés seuls, les HDACis ont une activité limitée sur des
patients atteints de tumeurs malignes solides incluant les cancers du sein. Par exemple, une
phase Il utilisant le Vorinostat® (SAHA) seul, chez des patientes atteintes de cancers du sein
métastatiques, a aboutit a une stabilisation de la maladie sans réponse objective si bien que

I’essai a éte arrété. En se basant sur des études préecliniques, I’équipe de Munster, [336] a initié
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un essai clinique combinant le Vorinostat et le tamoxiféne chez des femmes atteintes d’un
cancer du sein métastatique RE positif dont les tumeurs progressent apres traitement par anti-
aromatases. Les premiers résultats de cet essai montrent une stabilisation de la maladie dans
33% des cas et une réponse objective dans 21% des cas.

Dans les cancers du sein métastatiques, d’autres essais cliniques associant un HDACi comme le
Vorinostat® (SAHA), le Panobinostat® (LBH589), I’acide valproique (VPA) ou I’Entinostat®
(SNDX-275) et une chimiothérapie, le traztuzumab ou une hormonothérapie sont en
préparation ou en cours. Peu d’études sont publiées a ce jour. Une phase I/l combinant le VPA
et une chimiothérapie (Epirubicine/ FEC) a été publiée [336]. Cette étude résume les effets
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du VPA, administré en combinaison avec
I’épirubicine et les effets de cette association sur la tumeur et les autres tissus et organes.

En résumé, il existe une littérature significative suggérant I’effet bénéfique d’une association
d’un HDACI et d’une hormonothérapie dans les tumeurs RE négatives (ré-exprression du REa
restauration d’une hormonosensibilité) et RE positives. Toutefois, une meilleure
compréhension des mécanismes d’action de ces inhiteurs est nécessaire. Nous I’envisagerons
dans I’introduction de la troisieme partie des résultats.

Les associations d’inhibiteurs de HDAC et d’ADN MéthylTransférase sont a présent
proposées pour permettre un effet synergique sur la levée de la barriere épigénétique et donc
sur la réexpression du REa et la restauration d’une sensibilité aux anti-cestrogenes [337 , 338]
Cependant, la séquence et la durée d’administration des deux inhibiteurs par rapport au temps
d’initiation du traitement anti-cestrogenique sont des paramétres importants a considérer. |l
semblerait que I’administration initiale de I’inhibiteur d’ADN MéthylTransférase avant le

traitement par TSA et Tamoxiféne soit a privilégier [339].
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Objectifs de la thése

Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années a la compréhension des mécanismes mis
en jeu dans les cancers du sein. La plupart des cancers du sein expriment les récepteurs
hormonaux (RE et RP) et sont donc traités par hormonothérapie. Toutefois, I’apparition de
résistances a ces traitements impose la nécessité de rechercher de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Les travaux précedents de I’équipe au sein de 'INSERM U563 montrent I’implication des
protéines Rho dans la transcription dépendante du REa dans des modéles de cancers
mammaires. En effet, le traitement de MCF-7 par la toxine C3 transférase de Clostridium
botulium, qui inhibe I’activité des 3 protéines RhoA, RhoB et RhoC, abolit la transcription
dépendante du REa.. En utilisant ce méme inhibiteur, il a été montré qu’au moins une de ces
protéines Rho a un effet négatif sur la transcription dépendante du REa. [197]. Par ailleurs il a
été prouvé que des protéines prénylées modifient I’équilibre des co-régulateurs associés au

REa et en particulier le coactivateur SRC-1 et du corépresseur HDAC1 [196].

L’objectif principal de mon travail a été d’identifier les effets spécifiques de chaque protéine
Rho : RhoA, B et C, dans la transcription dépendante du REa. et de déterminer les mécanismes
impliques.

La premiére partie de ce travail est présentée sous forme de deux manuscrits, I’un soumis et
I’autre en préparation. Dans le premier, nous avons étudie I’expression de RhoB dans des
tumeurs de patientes traitées ou non au tamoxifene. Puis nous avons pu confirmer et analyser
ces resultats sur des modeles cellulaires et animaux. Pour cela, nous avons precise I’effet de
RhoB sur I’expression du REa ainsi que sur I’expression d’un de ses genes cibles majeur, le

RP.
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Le second travail met en évidence et compare les effets de RhoA et RhoC sur le recrutement du
REa sur 3 genes cibles, la transcription dépendante du REa et I’expression du REa.

Enfin, dans une troisieme partie, nous avons déterminé I’existence d’un dialogue entre RhoB et
le corépresseur HDAC1. Ce travail est également présenté sous forme d’un troisieme
manuscrit, en préparation.

L’ensemble de ces travaux a permis de mettre en évidence un nouveau role des protéines Rho
dans les modéles de cancers mammaires et notamment de RhoB qui apparait comme pro-

oncogenique dans ces modéles de cancers du sein hormono-dépendants.

1. Définir les effets de RhoA, RhoB et RhoC

sur les activités du REa R hO B

d

RhoA RhoC

=i

2. Définir les interrelations entre RhoB
et un corépresseur du REe, HDAC1

Figure 11 : Objectifs de la thése
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I. RhoB modifie les réponses aux cestrogenes dans des cellules de cancers du

sein en influengant I’expression du récepteur des cestrogenes a.

Introduction

L’hormonothérapie est recommandée dans deux tiers des cas de cancers du sein exprimant les
récepteurs hormonaux. Il y a cependant apparition systématique de résistances, primaires ou
acquises, a ces traitements [340]. Comme nous I’avons vu précédemment, les effets
transcriptionnels du REa sont contrdlés par des ligands comme I’cestradiol mais également par
I’existence d’un dialogue entre le REa et la voie des facteurs de croissance. Il a été montré que
les protéines prénylées telles que les protéines Rho sont des eléments importants de ce dialogue
[341, 342]. De plus, des facteurs de croissance présents dans le microenvironnement peuvent
activer les protéines Rho [177] et plus particulierement RhoB [89 , 223 , 240].

RhoB, sous sa forme active liée au GTP interagit avec ses effecteurs et permet ainsi des
processus tels que la transformation néoplasique, la survie, I’invasion et les métastases qui sont
des phénomeénes importants dans la cancérogenése [166]. Il est considéré comme un
suppresseur de tumeur dans des cellules cancéreuses de différentes origines mais dans les
cancers du sein, aucune étude ne le démontre. Toutefois, la surexpression de GEFs a été
corrélée au pronostic de cancers du sein [205]. La progression du cancer du sein est
accompagnée en effet d’une diminution de I’expression du pro-oncogéne Tiam qui est une GEF
des protéines Rho. De plus I’expression de RhoGDIla corréle avec le diagnostic des patientes
atteintes de cancer du sein [193]. Parmi ces régulateurs, RhoGDI ou Dblx interagissent
directement avec le REa afin de moduler la transcription dépendante du REa [207].

Nous avons vu que différentes études suggerent que RhoB est impliqué dans la signalisation du
REa. Toutefois, il n’y a aucune étude detaillant la corrélation exacte entre ce récepteur et RhoB

et surtout aucune preuve clinique n’a pu étre avancée.
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Le but de cette étude etait donc de montrer I’implication de RhoB dans les cancers du sein
hormonodépendants et de déterminer I’existence d’un dialogue entre RhoB et la signalisation
du REo, en s’appuyant sur I’analyse de tumeurs de patientes atteintes de cancer du sein et

traitées par du tamoxiféne ou non. Nous avons realise une analyse préliminaire des

informations regroupées dans la banque de données Oncomine (www.oncomine.org) qui nous a

encouragés a réaliser une étude rétrospective sur ces patientes.

Différents axes eétudiés dans cette partie

Rho-GDP" Rho.GTP (1) Effet de RhoB sur le REa

(22 Qo
P

E. (2) Effet des cestrogenes sur RhoB

N

— Gene cibles
. RE RE TN r>
CoA | Sites fixation RE | | COR
(3) ? (3) Effet de RhoB sur les activités du REa :

- expression des genes cibles

- recrutement

Exemple du récepteur de la progestérone (RP)
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Abstract

RhoB has been reported to exert positive and negative effects on cancer pathophysiology but an
understanding of its role in human cancers including breast cancer remains incomplete. Analysis
of integrated data assembled in the Oncomine database showed a correlation between RhoB
expression and positivity for both Estrogen Receptor alpha (ERa) and Progesterone Receptor
(PR). This finding was validated by immunohistochemical analysis of a tissue microarray
constructed from a cohort of 113 patients. We found that RhoB expression was strongly correlated
with ERa and PR expression and inversely correlated with tumor grade, histological tumor size
and number of mitosis. In human breast cancer cell lines, RhoB attenuation was associated with
reduced expression of both ERat and PR, an observation confirmed for ERa in RhoB-deficient
mice, whereas elevation of RhoB was found to be associated with ER and PR overexpressions.
Mechanistic investigations suggested that RhoB stimulated the expression of ERa partly by
increasing its translation and the expression of PR by accentuating the recruitment of ERa and
other major co-regulators to the promoter of the PR gene. A major consequence of RhoB
modulation was that RhoB differentially regulated the proliferation of breast cancer cell lines.
Interestingly, we documented cross-talk between RhoB and ER ., with the loss of ERa decreasing
RhoB expression and estrogen treatment leading to RhoB activation. Our findings offer evidence
that in human breast cancer RhoB acts as a positive function by promoting expression of ERa and

PR in a manner correlated with cell proliferation.
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Introduction

Hormone therapy is recommended in approximately two thirds of the cases of breast cancer which
express the Estrogen Receptor (ER) alpha and/or Progesterone Receptor (PR). While this therapy
is largely effective there are nevertheless many cases of systemic resistance to the treatment. A
number of studies have addressed the question of the mechanisms of resistance to hormone
therapy (1). ERa transcriptional effects are not only determined by ligands as estradiol, but also by
crosstalk between ERa and growth factor signaling (2). In some cell contexts, ERa interacts
directly with c-Src and other cytoplasmic signaling and adaptor molecules. The hierarchy among

these associations is not known and other growth factor receptors are likely to be required (2).

Prenylated proteins such as Rho small GTPases are key elements in cross-talk and integration of
growth factor signal transduction pathways. Indeed, a variety of growth factors present in the
tumor microenvironment activate Rho proteins (3), especially RhoB (4) (5) (6). Like other Rho
family proteins, RhoB cycles between GTP- (active) and GDP (inactive)-bound states, forming
interactions with a variety of regulators and effectors that modulate activity and influence
important processes in cancer, including neoplastic transformation, survival, invasion, and
metastasis (7). RhoB, in contrast to its relatives RhoA and RhoC, has been shown to play a
negative role in oncogenesis in mice, where it has been shown to function as a tumor suppressor
gene on the basis of investigations of genetically RhoB-deficient strains (8) and in human cancer
cells (9) (10). RhoB has a short half-life (11) and is an immediate early response gene that is
induced by a variety of stimuli, including growth factors (4) (12) (13) (14), hypoxia (15), or DNA-
damaging agents (16) (17). Although no constitutively active mutants of Rho GTPases have been
detected in human tumors, a correlation has been demonstrated between Rho protein
overexpression and poor clinical outcome in breast cancers (reviewed in (18)). Specific RhoB

overexpression has been correlated to disease progression (19) but this correlation is controversial
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(20). However, specific overexpression of Guanine Exchange Factors (GEF) for Rho GTPases
also have been correlated to prognosis in breast cancers (21). Indeed, breast tumor progression is
accompanied by a decrease in expression of the pro-oncogenic RhoGEF Tiam1 (22). Moreover,
expression of Rho GDP dissociation inhibitor a (Rho-GDI a), a negative regulator of Rho
proteins, is reported to correlate with the outcome of patients with breast cancer treated by
adjuvant chemotherapy (23). From a molecular point of view, scaffold proteins involved in Rho
functions, such as Rho-GDI or Dblx, have been observed as part of ERa-containing complexes

(24) (25) where direct interaction between ERa and Rho-GDI has been demonstrated (26).

While some studies have suggested a specific involvement of RhoB in ER signaling, there have
not been any detailed investigations in breast cancer cells, including to assess correlations with
expression of hormone receptors in tumors. Thus, an important goal of the present study was to
determine the involvement of RhoB in hormone-dependent breast cancers and to investigate

hypothesized cross-talks between RhoB and ER« signaling.
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Materials and Methods

Construction and immunohistochemical analysis of TMA

A tissue microarray (TMA) was constructed from a cohort of 215 patients described in
Supplemental data. 600-um diameter cores of histologically confirmed invasive breast carcinomas
were extracted from the original paraffin blocks and re-embedded into a gridded recipient paraffin
block using a Beecher Inc. tissue arrayer (Alphelys). For each case, 3 tumor cores and 1 normal
breast core were taken from the original block.

TMA immunostaining was performed on a Techmate Horizon™ slide processor (Dako). Sections
were incubated with primary antibodies to ERo (NCL-L-ER-6F11, Novocastra), PR (PgR636
clone, Dako) and RhoB (sc-180, Santa Cruz Biotechnology). ERa and PR status were classified
by IHC expression as positive (= 10% immunoreactive cells) or negative (< 10%). RhoB
immunostaining was analyzed by evaluation of the percentage of tumor-stained cells and staining
intensity, allowing assessment of an ImmunoReactive Score (IRS = % score x intensity score).
Correlation of RhoB expression with clinical variables was assessed using Mann-Whitney and
Spearman’s rank tests. Univariate survival analysis was performed for disease free survival (DFS)

by applying the log-rank test to RhoB expression levels stratified by median value.

Cell culture and reagents

The human breast adenocarcinoma cell lines MCF-7, ZR75, T47D, SK-BR-3 and MDA-MB-231
were obtained from the ATCC. Cells were grown routinely in DMEM, (Lonza), supplemented
with 5% fetal bovin serum (FBS, Pan). Hormonoresistant cells, LCC2 (kindly provided by R.
Clarke, the Karmanos Cancer Center being the provider of the parent MCF-7 cell line) were
grown in F-12 (Lonza) phenol red-free medium, containing 5% dextran-coated charcoal-treated

(DCC)-FBS. Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) were grown in DMEM with 10% FBS.
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When indicated, cells were deprived of E; by growing them in phenol red-free medium containing

5% DCC-FBS. Cells were treated with 50 nM E, or 50 ng/mL EGF (Sigma), as indicated.

SiRNA transfection

Transient transfection of 40 nM siRNA was performed using Oligofectamine® according to the
manufacturer’s instructions. The siRNA sequences of the oligonucleotide duplexes (Eurogentec)
were siB1 (5’-CCGUCUUCGAGAACUAUGU-dTdT-3") and siB2 (3’-
UGAUAUCCCUUGUCUGUAA-dTdT-3’), siER (5’-GGGAGAAUGUUGAAACACA-dTdT3’),

and the non-specific sequence siControl (siC), (5’-GACGUGGGACUGAAGGGGU-dTdT-3").

Adenoviral constructs expressing RhoB and transduction protocol

Replication-defective (deltaEl, E3) adenoviral (Ad) vectors expressing RhoB wunder the
transcriptional control of the CMV promoter were constructed with the Adeasy System (Qbiogen)
as described previously (27). Cells were plated 24h prior to transduction with adenoviral vectors
(control empty vector, AdC, or expressing RhoB, AdB) at a multiplicity of infection (MOI) of

100:1.

Western Blot analysis of human cell lines

Cells were lysed and protein analyzed by SDS-PAGE as already described (15). Antibodies were
used against RhoB (sc-180), ERa (sc-543) from Santa Cruz Biotechnology, phospho-estrogen
receptor o (Ser''®, 2511) and (Ser'®’, 2514) from Cell signaling, PR (PgR636 clone) from Dako, B
actin (MAB1501) from Chemicon, and the secondary antibodies were antimouse (MP21120) and
antirabbit (MP23145) horseradish peroxydase from Interchim. Protein abundance was quantified

by densitometric phosphoimager analysis (GE healthcare).
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Quantitative Reverse Transcribed PCR (qRT-PCR) of human cell lines

Total RNA was isolated 16h after stimulation by E,, using RNeasy kit according to the
manufacturer’s instructions (Qiagen), then reverse-transcribed using iScript™cDNA Synthesis Kit
(Biorad). Quantitative PCR was performed with an iQreal-time PCR detection system (Biorad)
using iQ™ SYBR® Green Supermix (Biorad). The primer pairs used were: for GAPDH, 5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC-3" and 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3"; for 28s 5'-
TCGCTGGGTCTTGGATGTC-3" and 5'-AGCAGATTGTGACAGACCATTCC-3"; for PR 5'-

CGCGCTCTACCCTGCACTC-3" and 5-TGAATCCGGCCTCAGGTAGTT-3' (Eurogentec).

Analysis of MEF generated and uteri collected from RhoB -/- mice

Homozygous (-/-) and heterozygous (+/-) mutant strains of RhoB-deficient mice (8) were housed
in polycarbonate cages in a room with controlled conditions. Mouse Embryonic Fibroblasts
(MEFs) were generated and grown in cell culture facilities (8), and then lysed (15). 6 week-old
mice uteri were collected and lysed in Bunone buffer (28). Protein were extracted and analyzed as

described above with antibody against murine ERa (sc-542, Santa Cruz Biotechnology) .

GST pull-down assay

The level of activated RhoB, GTP-bound RhoB protein was measured using the GST fusion
protein containing the Rho binding domain of the downstream effector Rhotekin and adapted to
RhoB (6). The amount of GTP-bound and the total amount of RhoB in cell lysates were
determined by Western blot using polyclonal anti RhoB antibodies (sc-180, Santa Cruz

Biotechnology) (15).

Chromatin Immunoprecipitation (Chlp) Assay
Chlp assays were performed with modifications of the procedure of Metivier (29) as described

(30). Briefly, 10° cells were synchronized by 3 days of culture in DMEM 5% DCC-FCS and then
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treated during 1h with E; or ethanol. Antibodies used for the immunoprecipitation were: ER (sc-
543), HDACI (sc-6299), polll (sc-899) from Santa Cruz biotechnology and Histone H3 acetylated
(ab1791) and H4 acetylated (ab193) from Abcam.

Quantitative PCR were performed on an iCycler (Biorad) using the following primers 5’-
GGCGACACAGCAGTGGGGAT-3 and 5’-TCTCCTCCCTCTGCCCCTATATTC-3’
(Eurogentec) to amplify the fragment of the human PR promoter flanking the + 745 AP-1 DNA

binding motif where ERa is known to bind (31).

Cell growth determination and statistical analysis

48h hours after siRNA transfection or transduction, cells were seeded at a density of 1,500 cells
per well in 6-well plates in DMEM 5% FBS with ethanol (control) or E; (50 nM) and counted
daily during the next 4 days with a coulter counter (Beckman Coulter). A Kruskall Wallis test was

performed and the significance threshold was determined at 0.0125 using Bonferroni correction.
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Results

RhoB expression correlates positively with receptor status and negatively with grade in
human breast tumors. Using the Oncomine microarray database (www.oncomine.org), a
correlation between RhoB expression and either ERa or PR positivity was documented in data sets
from 19 different breast cancer studies. Moreover, 4 studies showed an inverse correlation
between RhoB expression and tumor grade. To confirm the clinical relevance of RhoB expression
levels in breast cancer oncogenesis and outcome, we compared the expression levels of RhoB in
breast carcinomas from a cohort of 113 patients. Results regarding patient characteristics are
described in Supplemental Table 1. According to the pathological review and new hormone
receptor assessment, 65 tumors were classified as of grade I-1I, 74 were ERa positive, and 59
were PR positive. Among these tumors 23 presented a lymphovascular invasion and 39 cases
presented with positive lymph nodes (LN positive). After randomization, we determined that age,
ERa and PR status, histological grade and type and lymphovascular invasion status were similar
in the two groups of patients, whether treated or not. Nonetheless, patients treated with tamoxifen
(n=62) had less favorable prognostic factors regarding positive LN, pathological tumor size and

number of mitoses.

Figure 1A shows the RhoB immunohistochemistry stainings of 2 representative tumors of patients
displaying opposite hormone receptor status (ER0/PR negative and ER0a/PR positive), illustrating
the direct correlation between RhoB and both ERa and PR expression. Enlargement of the

photographs (Figure 1B) illustrates that in the tumor cells of the ERo/PR-negative patient, RhoB
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is present and specifically cytoplasmic, although the staining is weak. For the ERo/PR-positive

patient, in addition to cytoplasmic staining a strong nuclear staining was also observed.

A first analysis of the results indicated that in tumors, RhoB expression is strongly correlated with
the percentage of ERa (Spearman’s p= 0.3659, p=0.001) and PR (Spearman’s p= 0.2544,
p=0.0076) expression, but inversely correlated with histological tumor size (Spearman’s p= -
0.2344, p=0.0166) and number of mitoses (Spearman’s p= - 0.2009, p=0.0362). We divided the
patients with ERa-positive tumors into two groups with either low or high RhoB expression, and
in each group, we further divided the patients into groups that did or did not receive tamoxifen.
This analysis argued that the level of RhoB expression was not correlated with disease-free

survival of patients with ERa positive tumors, regardless of tamoxifen treatment.

RhoB IRS (Immunoreactive Scores as described in Materials and Methods) that integrate both the
percentage and intensity of the staining (Figure 1C), were significantly higher in (i) ERa positive
tumors (median 10.5 [3-12]) as compared to ERa negative tumors (median 8 [1-12]), (ii) in PR
positive tumors (median 9 [3-12]) as compared to PR negative tumors (median 8 [1-12]) and (iii)
in patients with tumor grade I-II (median 9 [3-12]) as compared to grade III (median 8 [1-12]).
RhoB level of expression was also higher in the smaller tumor size (< 2 cm, median 12 [2-12]) as
compared to larger tumors (> 2 cm, median 8§ [1-12]). RhoB IRS score was not correlated with the

presence of lymphovascular invasion (p=0.26), neither with the presence of LN invasion (p=

0.74).

RhoB regulates ERa and PR expressions in MCF-7 breast cancer cell line
We confirmed the expectation of an effect of RhoB on ERa and PR expression in MCF-7 cells in

the presence of E,, using 2 different siRNA sequences to target RhoB mRNA (siB1 and siB2)
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which reduced expression of RhoB at least 75% (Figure 2A, left panel). Under these conditions
we observed associated decreases in ERa and PR expression of 60% and 62% for ERa and 82%
and 68% for PR (siB1 and siB2 respectively). This result was confirmed using a total of 4

independent siRNA targeting sequences that could attenuate expression RhoB (data not shown).

To rule out the possibility of off-target effects of the siRNA approach, we transduced MCF-7 cells
with an adenoviral vector expressing RhoB (Figure 2A, right panel). The observed two-fold
overexpression of RhoB increased expression of both ERo and PR (150% and 160% respectively),

further supporting the hypothesized regulatory relationship.

We also studied the levels of ERo phosphorylated forms whose involvement as prognostic
markers is discussed below. We observed that the decrease of ERa expression observed when
RhoB expression is down-regulated is not associated to any significant specific change of P-Ser''®

167

or P-Ser ™’ ERa level (Figure 2B). Indeed, the ratio phosphorylated ERo/ total ERo is not

modified after RhoB inhibition.

We analyzed further the effect of RhoB down-regulation on ERa and PR expression in the
absence and presence of E,. As expected, E, treatment induced a 75% decrease of ERa expression
and concomitantly a 20 to 30 % decrease of RhoB expression. In the presence of siB2, a 64%
decrease of ERa expression was observed even in the absence of E,, compared to 86 % in the
presence of E,. The comparison of siB2 to the control expression of ERa in the presence of E;
shows a 44% decrease (Figure 2C). Regarding PR, in the presence of siB2, a 52% decrease of its
expression was observed in the absence of E,, and a 40% decrease in the presence of E,. Using
immunocytochemistry, we confirmed these results suggesting that RhoB regulates ERa and PR
expression both in the presence and absence of E,, with no dramatic changes of their subcellular

localization within MCF-7 cells (Supplemental Figure 1).
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RhoB controls ERa expression in breast cancer cell lines and in mice

We extended the study of RhoB down-regulation on ERa expression to additional cell lines
(Figure 3A). We confirmed a decrease of ERa expression with RhoB depletion using the two
independent siRNA sequences siB1 and siB2 in T47D and ZR75 cells (hormone-dependent cells)

and in LCC2 cells (hormone-resistant cells).

We also confirmed the involvement of RhoB on ERa expression in vivo using mice that are
genetically deficient in RhoB (Figure 3B). A major decrease of ERa expression was visualized in
mouse embryo fibroblasts (MEFs) collected from RhoB+/- mice with an even more dramatic
decrease in MEFs collected from RhoB-/- mice. In the uterus, a similar effect of RhoB down-
regulation was observed with an undetectable level of ERa expression in RhoB-/- mice. We
confirmed in uteri a parallel decrease in RhoB and ERa mRNA expression (Supplemental Figure
2). Together these results extended the support for a hypothesized regulatory relationship between

RhoB and ERo.

Estrogen induces RhoB activation and expression in MCF-7 cell line

In examining the effect of estrogen on RhoB expression and activity, we found that siRNA-
mediated down-regulation of ERa expression (74% by this approach) produced a 22% decrease in
RhoB expression (Figure 4A). Given that the activation of RhoB is important for its physiological
effect (6) (17) (15), we also investigated the role of estrogen stimulation on the RhoB guanine
nucleotide binding status using a traditional small GTPase pull-down assay (Figure 4B), as a
strategy to examine rapid effects of E, stimulation on RhoB activation as well as expression. We
observed that RhoB is quickly activated at 30 min without any change of total RhoB expression at
this time point, similar to the effect produced by EGF stimulation described previously (6) (17).

At 1h and 2h of treatment, E, rapidly increased total RhoB expression with a second peak of GTP-

-13 -



RhoB modifies estrogen responses in breast cancer

bound RhoB occurring at 2h that was associated with the parallel increase of total RhoB
expression. Together these results suggested that RhoB and estrogen signaling were integrated

into a feed-forward loop that may positively modify the biological effects of estrogen treatment.

RhoB promotes ERa transcriptional activation function induced by estrogen

We hypothesized that the ability of RhoB to modulate ERa expression could control the major
transcriptional functions of ERa. To examine this hypothesis, we used MELN cells that express
luciferase in an estrogen-dependent manner. After siB1 or siB2 transfection and E, deprivation,
cells were left untreated or treated with E, and at later times luciferase activity was quantified
(Supplemental Figure 3A). In the absence of E; (upper right corner), the transfection of cells by
both siB1 and siB2 induced a significant decrease of the luciferase activity (0.5 + 0.3 fold for B1
and 0.3 + 0.2 fold for B2). In the control cells, E, treatment led to a 9 + 2.62 fold induction of the
luciferase activity. In the presence of E,, luciferase expression was significantly decreased for
cells treated by the siB1 and siB2 sequences (respectively 3.12 + 1.32 and 4.07 £ 1.04 AU
compared to 9 = 2.62 AU). Nonetheless, E, induction was still observed for all cells transfected by
either siB1 or siB2.

We extended the analysis of RhoB inhibition on two known estrogen regulated genes, ERa and
PR, using qRT-PCR. We first confirmed (in Supplemental Figure 3B) the expected decrease of
ERa mRNA expression in the control cells treated by E, alone (to 0.49 £ 0.1). In the cells treated
with siB2, a dramatic decrease of ERoo mRNA was observed in the absence of E, (from 1 to 0.53 +

0.01) and much lighter in the presence of E, (from 0.49 to 0.37 £ 0.11).

Regarding PR, a major target gene of ERa, PR mRNA expression was induced in the presence of

E; (7.7 £ 1.1 fold) in the siRNA control cells (Figure SA). In cells treated with siB1, there was a

significant decrease of PR mRNA levels as compared to their respective control, both without and

-14 -



RhoB modifies estrogen responses in breast cancer

with E, (respectively 0.5 + 0.2 and 0.6 £ 0.4 rates). Consequently, E, induction was maintained for

cells transfected by both siRNA control and siB1 (respectively 7.7 + 1.1 fold and 9 + 0.6 fold).

As cells treated with siB2 exhibit very low levels of ERa protein and mRNA in both the absence
and presence of E, (Figure 2C and Supplemental Figure 3A), it cannot explain RhoB effects on
PR expression, that have to be supported by a different mechanism. We used Chlp analysis to
study the effect of RhoB inhibition on the recruitment of ERa, ER transcriptional co-factors and
RNA polymerase II onto PR gene promoter at early times, i.e. at 1h after E, stimulation (Figure
5B). Following siB1 transfection, the recruitment of RNA polymerase II to the PR gene promoter
dramatically decreased (rate 0.3 + 0.2 compared to siC). Recruitment of acetylated H3 and H4
histones were also clearly decreased by RhoB down-regulation (rate 0.36 + 0.11 and 0.33 £ 0.11,
respectively). Moreover, RhoB down-regulation induced a significant decrease in the recruitment
of ER to the PR gene promoter (0.52 + 0.08 rate) paralleled by an increased in recruitment of the
ERa co-repressor HDAC1 (1.67 £ 0.35 rate). Together, these results argued that RhoB supported

to some extent ERa transcriptional activation function by interfering with its cofactor recruitment.

RhoB induces proliferation in ER positive but not in ER negative breast cancer cell lines

The effect of RhoB on cell proliferation was evaluated in 3 cell lines exhibiting variable levels of
expression of ERa and PR, including MCF-7 (ER/PR positive), SK-BR-3 (ER/PR negative and
p185°°5% overexpressed) and MDA-MB-231 (“triple negative”). As shown in Figure 6A and B,
RhoB positively regulated the proliferation of MCF-7 cells both in the absence or presence of E,.
siRNA-mediated inhibition of RhoB expression produced a 30-35% decrease in MCF-7 cell
proliferation as soon as 1 day after transfection with a 40-46% decrease by day 4 (Figure 6A).
Conversely, a significant increase in cell proliferation was observed in MCF-7 cells transduced

with an adenoviral vector expressing RhoB (Figure 6B), with an increase of 15-28% in relative
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cell proliferation at day 1 that reached 22-49% by day 4. In contrast to these observations, under
similar conditions infection of SK-BR-3 or MDA-MB-231 cells with the adenoviral RhoB vector
either slightly decreased or had no significant biological effect on cell proliferation (Figure 6C and
D). The same effects of diminishing or elevating RhoB were seen in each cell line in either the
presence or absence of E, (Figure 6 and data not shown). We concluded that RhoB had

stimulatory effects on proliferation that paralleled its effects on hormone receptor expression.
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Discussion

Although the tumor suppressor function of RhoB has been documented in many human cancers (9,
10), RhoB overexpression was suggested to be associated with tumor progression in breast cancers.
Using cellular, molecular and human breast tumor analytical approaches, we have shown a positive

cross-talk between RhoB and ERa expressions and the critical role of RhoB in the regulation of the

proliferation of breast cancer cells expressing ER.

Our data bring together three lines of evidence to support the cross-talk between ERo and RhoB.
Firstly, in human breast cancer tissues we clearly showed a strong correlation between RhoB
expression and the expression of ERo and PR. Moreover RhoB expression was associated with a
low tumor grade and size suggesting that RhoB is a marker of a good prognosis of the disease. The
second strand of evidence came from cellular results showing that the level of RhoB controls the
expression of ERa in ERa positive breast cancer cell lines in the presence or absence of E,. The
phosphorylation of Ser'®” has been related in tumors to a longer disease-free period and overall
survival whereas the phosphorylation of Ser''® was already known to be a good prognostic marker
(32, 33). We found a dramatically decreased level of ERa phosphorylation at both the serine sites
that can be attributed to the major decrease in total ERa expression as no significant change in the
ratio of the phosphorylated to total ERa was induced by RhoB down-regulation. Besides we also
demonstrated that ERa controls the activation and expression of RhoB. Indeed, E, treatment
induces an increase of the active GTP bound form of RhoB within 30 minutes, without any change
in RhoB expression at that time.

Thirdly, we clearly demonstrated in vivo the RhoB control of ERa expression in uterus and in MEF

cells, from a RhoB-/- mouse model. This regulation is of interest in the context of the epithelial-
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stromal interactions, particularly as breast adipose fibroblasts determine the expression level of

aromatase (34).

ERa upregulates or down-regulates the transcription of hundreds of genes (35) and PR is a well-
known ER« target gene. PR expression is systematically assessed in breast cancer tumors because
of its major physiological role in cell proliferation. Both PR mRNA and protein expressions were
significantly decreased as a consequence of RhoB down-regulation. It was evidenced a clear
decrease of the recruitment of RNA polymerase II, acetylated H3 and H4 histones and ER« itself
on PR promoter gene. In parallel, we described the recruitment of the major transcription co-
repressor HDAC1, already known to repress RhoB expression (36). This is the first demonstration
of the regulatory role of RhoB in the balance of the associated co-regulators to ERo to control
transcription of target genes. The mechanism of this effect is far from being elucidated, but a
direct interaction of RhoB with the ERol dependant transcriptional machinery should not be
excluded since a direct interaction between ERa and RhoGDIa in breast cancer cells has been
demonstrated (26) and we have shown here a strong nuclear localization of RhoB in ERa positive

tumor tissues.

In contrast to other cancer models, RhoB is critical for the proliferation of ERat expressing breast
cancer cells, suggesting that RhoB acts as a positive regulator in this model. Inversely, in the ERa
negative cell line SK-BR-3 and in the MDA-MB-231 triple negative cell line model, RhoB has no
effect on cell proliferation thus reinforcing the idea that RhoB promotes cell proliferation through
ERa expression. Moreover, these results suggest that RhoB down-regulation in breast cancer cells
could be associated to tumor progression in parallel to ERa extinction. The chronology of these

two molecular events remains to be elucidated.
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In conclusion, RhoB appears to be a key inducer of ERa and a key regulator of PR expressions,
through various complex mechanisms underlying a feed-forward loop that may control estrogen
effects, including cell proliferation. Finally, our new findings shed light on the role of RhoB in
tumorogenesis involving a dual effect depending on the cellular context with a potential pro-

oncogenic function in hormone dependant breast cancer cells.

-19 -



RhoB modifies estrogen responses in breast cancer

References

10.

11.

12.

13.

14.

Musgrove EA, Sutherland RL. Biological determinants of endocrine resistance in breast
cancer. Nat Rev Cancer 2009; 9: 631-43.

Fox EM, Andrade J, Shupnik MA. Novel actions of estrogen to promote proliferation:
integration of cytoplasmic and nuclear pathways. Steroids 2009; 74: 622-7.

Jaffe AB, Hall A. Rho GTPases in transformation and metastasis. Adv Cancer Res 2002; 84:
57-80.

Jahner D, Hunter T. The ras-related gene rhoB is an immediate-early gene inducible by v-Fps,
epidermal growth factor, and platelet-derived growth factor in rat fibroblasts. Mol Cell Biol
1991; 11: 3682-90.

de Cremoux P, Gauville C, Closson V, et al. EGF modulation of the ras-related rhoB gene
expression in human breast-cancer cell lines. Int J Cancer 1994; 59: 408-15.

Gampel A, Mellor H. Small interfering RNAs as a tool to assign Rho GTPase exchange-factor
function in vivo. Biochem J 2002; 366: 393-8.

Karlsson R, Pedersen ED, Wang Z, Brakebusch C. Rho GTPase function in tumorigenesis.
Biochim Biophys Acta 2009; 1796: 91-8.

Liu AX, Rane N, Liu JP, Prendergast GC. RhoB is dispensable for mouse development, but it
modifies susceptibility to tumor formation as well as cell adhesion and growth factor
signaling in transformed cells. Mol Cell Biol 2001; 21: 6906-12.

Adnane J, Muro-Cacho C, Mathews L, Sebti SM, Munoz-Antonia T. Suppression of tho B
expression in invasive carcinoma from head and neck cancer patients. Clin Cancer Res 2002;
8: 2225-32.

Mazieres J, Antonia T, Daste G, et al. Loss of RhoB expression in human lung cancer
progression. Clin Cancer Res 2004; 10: 2742-50.

Lebowitz PF, Davide JP, Prendergast GC. Evidence that farnesyltransferase inhibitors
suppress Ras transformation by interfering with Rho activity. Mol Cell Biol 1995; 15: 6613-
22.

Zalcman G, Closson V, Linares-Cruz G, et al. Regulation of Ras-related RhoB protein
expression during the cell cycle. Oncogene 1995; 10: 1935-45.

Gampel A, Parker PJ, Mellor H. Regulation of epidermal growth factor receptor traffic by the
small GTPase rhoB. Curr Biol 1999; 9: 955-8.

Engel ME, Datta PK, Moses HL. RhoB is stabilized by transforming growth factor beta and
antagonizes transcriptional activation. J Biol Chem 1998; 273: 9921-6.

-20 -



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

RhoB modifies estrogen responses in breast cancer

Skuli N, Monferran S, Delmas C, et al. Activation of RhoB by hypoxia controls hypoxia-
inducible factor-1alpha stabilization through glycogen synthase kinase-3 in U87 glioblastoma
cells. Cancer Res 2006; 66: 482-9.

Fritz G, Kaina B, Aktories K. The ras-related small GTP-binding protein RhoB is immediate-
early inducible by DNA damaging treatments. J Biol Chem 1995; 270: 25172-7.

Canguilhem B, Pradines A, Baudouin C, et al. RhoB protects human keratinocytes from
UVB-induced apoptosis through epidermal growth factor receptor signaling. J Biol Chem
2005; 280: 43257-63.

Tang Y, Olufemi L, Wang MT, Nie D. Role of Rho GTPases in breast cancer. Front Biosci
2008; 13: 759-76.

Fritz G, Brachetti C, Bahlmann F, Schmidt M, Kaina B. Rho GTPases in human breast
tumours: expression and mutation analyses and correlation with clinical parameters. Br J
Cancer 2002; 87: 635-44.

Jiang WG, Watkins G, Lane J, et al. Prognostic value of rho GTPases and rho guanine
nucleotide dissociation inhibitors in human breast cancers. Clin Cancer Res 2003; 9: 6432-40.
Lane J, Martin TA, Mansel RE, Jiang WG. The expression and prognostic value of the
guanine nucleotide exchange factors (GEFs) Trio, Vavl and TIAM-1 in human breast cancer.
Int Semin Surg Oncol 2008; 5: 23.

Stebel A, Brachetti C, Kunkel M, Schmidt M, Fritz G. Progression of breast tumors is
accompanied by a decrease in expression of the Rho guanine exchange factor Tiam1. Oncol
Rep 2009; 21: 217-22.

Ronneburg H, Span PN, Kantelhardt E, et al. Rho GDP dissociation inhibitor alpha
expression correlates with the outcome of CMF treatment in invasive ductal breast cancer. Int
J Oncol; 36: 379-86.

Rubino D, Driggers P, Arbit D, et al. Characterization of Brx, a novel Dbl family member that
modulates estrogen receptor action. Oncogene 1998; 16: 2513-26.

Su LF, Knoblauch R, Garabedian MJ. Rho GTPases as modulators of the estrogen receptor
transcriptional response. J Biol Chem 2001; 276: 3231-7.

El Marzouk S, Schultz-Norton JR, Likhite VS, McLeod IX, Yates JR, Nardulli AM. Rho
GDP dissociation inhibitor alpha interacts with estrogen receptor alpha and influences
estrogen responsiveness. J Mol Endocrinol 2007; 39: 249-59.

Couderc B, Pradines A, Rafii A, et al. In vivo restoration of RhoB expression leads to ovarian

tumor regression. Cancer Gene Ther 2008; 15: 456-64.

-21 -



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

RhoB modifies estrogen responses in breast cancer

Billon-Gales A, Fontaine C, Filipe C, et al. The transactivating function 1 of estrogen receptor
alpha is dispensable for the vasculoprotective actions of 17beta-estradiol. Proc Natl Acad Sci
U S A 2009; 106: 2053-8.

Metivier R, Penot G, Hubner MR, et al. Estrogen receptor-alpha directs ordered, cyclical, and
combinatorial recruitment of cofactors on a natural target promoter. Cell 2003; 115: 751-63.
Baron S, Escande A, Alberola G, Bystricky K, Balaguer P, Richard-Foy H. Estrogen receptor
alpha and the activating protein-1 complex cooperate during insulin-like growth factor-I-
induced transcriptional activation of the pS2/TFF1 gene. J Biol Chem 2007; 282: 11732-41.
Petz LN, Ziegler YS, Schultz JR, Kim H, Kemper JK, Nardulli AM. Differential regulation of
the human progesterone receptor gene through an estrogen response element half site and Spl
sites. J Steroid Biochem Mol Biol 2004; 88: 113-22.

Jiang J, Sarwar N, Peston D, et al. Phosphorylation of estrogen receptor-alpha at Ser167 is
indicative of longer disease-free and overall survival in breast cancer patients. Clin Cancer
Res 2007; 13: 5769-76.

Murphy LC, Niu Y, Snell L, Watson P. Phospho-serine-118 estrogen receptor-alpha
expression is associated with better disease outcome in women treated with tamoxifen. Clin
Cancer Res 2004; 10: 5902-6.

Bulun SE, Lin Z, Zhao H, et al. Regulation of aromatase expression in breast cancer tissue.
Ann N'Y Acad Sci 2009; 1155: 121-31.

Carroll JS, Meyer CA, Song J, et al. Genome-wide analysis of estrogen receptor binding sites.
Nat Genet 2006; 38: 1289-97.

Wang S, Yan-Neale Y, Fischer D, et al. Histone deacetylase 1 represses the small GTPase

RhoB expression in human nonsmall lung carcinoma cell line. Oncogene 2003; 22: 6204-13.

-22 -



RhoB modifies estrogen responses in breast cancer

Legends to figures

Figure 1: Correlation between RhoB, ERo. and PR expressions in tumor samples of breast
cancer patients

A: Immunohistochemistry stainings are shown for two patients, representative of both the ER/PR
negative and positive populations (magnification x200).

B: Enlargement of the squares represented in A (RhoB staining).

C: Medians of RhoB IRS scores are shown according to ERa and PR positivity, tumor

histological grade and tumor size.

Figure 2: Regulation of ERa and PR expressions by RhoB in MCF-7 cells

A: In the left panel, cells were transfected with siC, siB1 or siB2. In the right panel, cells were
transduced with adenoviral vectors (MOI of 100:1). 48h later, protein expressions were analyzed.
B: Cells were transfected with siC or siB2. 48h later, protein expressions were analyzed.

C: Cells were transfected with siC or siB2 and three days later, deprived of E, for 3 additional
days and treated for 16h with E; or ethanol. Protein expressions were then analyzed.

All results are representative of 3 independent experiments.

Figure 3: Regulation of ERx expression by RhoB in other breast cancer cell lines and in vivo

A: MCF-7, T47D, ZR75 and LCC2 cells were transfected with siC, siB1 or siB2. 48h later,
protein expressions were analyzed.

B: Protein expressions were determined on Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) and on uteri of
RhoB-deficient mice.

All results are representative of 2 to 3 independent experiments.
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Figure 4: Regulation of RhoB expression by ERa down-regulation and activation of RhoB
by E; in MCF-7 cells

A: Cells were transfected with siC or siER. 48h later, protein expressions were analyzed.

B: Cells were deprived of E, for 3 days and then treated by E, or EGF during the indicated times.
GTP-bound RhoB and total lysates were detected.

Representative of 3 to 4 independent experiments.

Figure 5: Effect of RhoB inhibition on PR mRNA levels and on the recruitment of histones
and cofactors on PR promoter

MCEF-7 cells were transfected with siC, siB1 or siB2 and 3 days later, deprived of E, for 3
additional days.

A: Cells were then treated for 16h with E, or ethanol and expression of PR gene was measured.

B: Cells were treated for 1h with E; and lysed for Chlp experiments using antibodies directed to:
ERa, H3 or H4 acetylated histones, HDAC1 or RNA polymerase II. The specificity of the
immunoprecipitation was controlled by the use of nonspecific rabbit IgG. The recruitment of these
proteins on PR promoter was quantified. The fold of induction of the recruitment of the siB1
versus siC conditions were calculated.

Error bars represent the mean values + SD from 3 independent experiments. Differences were

considered statistically significant at p < 0.01 (*) and p < 0.001 (**), Student’s ¢ test.

Figure 6: RhoB differentially affects the proliferation of breast cancer cell lines

48h after transfection or transductions, cells were seeded with E, or ethanol and counted daily.
Error bars represent the mean values £ SD from 3 independent experiments that generated
triplicate data each.

A: MCEF-7 cells were transfected with siC or siB1.
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MCE-7 (B), SK-BR-3 (C) and MDA-MB-231 (D) cells were transduced with adenoviral vectors
(MOI of 100:1). Control Western Blot experiments are shown in the presence of E,.

According to the Kruskall Wallis test, differences were considered statistically significant at p <
0.01 (*) and p < 0.001 (**), by comparing siB1 or AdB conditions to the related control condition
(either in the presence or absence of E;). The significance threshold was determined at 0.0125

using Bonferroni correction.
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Supplemental data

Materials and Methods of Supplemental data

Patient Population

The TMA was constructed from a cohort of 215 patients with operable primary breast carcinoma,
treated at Institut Claudius Regaud from 1980 to 1983, and enrolled in a randomized clinical trial
for adjuvant tamoxifen versus no adjuvant treatment. Patients received radical mastectomy,
modified radical mastectomy or breast-conserving surgery. Axillary lymph nodes were routinely
dissected at levels I, II and III, and lymph node metastasis was determined based on histological
examination. At that time, tumors were considered as ERo positive using a biochemistry
determination. For the present study, paraffin blocks of tumor tissue were available for 114
patients. Among these cases, we failed to assess immunochemistry in only 1 tumor specimen,
which was therefore excluded. Histological type, Elston and Ellis tumor grade, and presence of
lymphovascular invasion were newly assessed for the 113 specimens available for pathological
review. Tumor size was defined as the maximum tumor diameter measured on surgical specimens.
Follow-up data were available with a median of 249.9 months. Differences between treatment
modality were assessed using a Chi-square or Fisher's exact test for qualitative variables and

Mann-Whitney for continuous variables.

Immunocytochemistry

For each condition, 5.10° cells were seeded onto glass slides dishes and were grown for 3 days in
phenol red-free DMEM, containing 5% DCC-FBS. Then, cells were treated with E, during 16h,
washed in PBS and fixed in RCL2 (37) for 2 min. Staining was performed by a Techmate

Horizon™ slide processor as described for Figure 1. The primary antibody used was a monoclonal
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anti-ERa antibody (HC-20, sc-543, Santa Cruz Biotechnology, dilution 1:50) or an anti-PR
antibody (PgR636 clone, Dako, dilution 1:50).
The level of ERa and PR staining was determined by use of the Allred scoring system (38), that is

the sum (0-8) of the percentage of stained cells (0-5) and the intensity of staining (0-3).

Quantitative Reverse Transcribed PCR (qRT-PCR) of uteri collected from RhoB -/- mice

6 week-old mice uteri were collected and lysed in Bunone buffer (28). Total RNA was extracted
and analyzed in “Materials and Methods” with specific murine primers. The following primer
pairs were used: 5S'-TCATGGAGTCTGCCAAGGA-3' and 5’-
AGCCAGAGGCATAGTCATTGC-3’ for murine ERa and 5'-
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3" and 5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3' for murine

GAPDH.

Luciferase assay

Development of stable transfectants of MCF-7 cells (called MELN cells) has been described
previously (39). These cells, kindly provided by P. Balaguer (INSERM 540, France), were
established by transfecting MCF-7 cells with ERE-B-globin-luc-SV-Neo plasmid and thus express
luciferase in an estrogen-dependent manner.

3 days after siRNA transfection, MELN cells were seeded in DMEM-DCC FBS during 3 days.
They were then treated with E; or ethanol for 16 h. Cells were then lysed in RLB (Reporter Lysis
Buffer, Promega). The luciferase activity was measured with LAR (Luciferase Assay Reagent,
Promega) according to the manufacturer’s instructions. Protein concentration was measured to

normalize the luciferase activity data.

Quantitative Reverse Transcribed PCR (qRT-PCR) of ERa in human cell lines
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gRT-PCR was performed as described in “Materials and Methods”. The primer pair used was for
ERa 5'-CCACCAACCAGTGCACCATT-3' and 5-GGT CTTTTCGTATCCCACCTTTC-3'

(Eurogentec).

References of Supplemental data

37. Delfour C, Roger P, Bret C, et al. RCL2, a new fixative, preserves morphology and nucleic
acid integrity in paraffin-embedded breast carcinoma and microdissected breast tumor cells.
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38. Allred DC, Harvey JM, Berardo M, Clark GM. Prognostic and predictive factors in breast
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39.  Balaguer P, Francois F, Comunale F, et al. Reporter cell lines to study the estrogenic effects
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Supplemental Table 1

Clinical characteristics of patients.

Legends to supplemental figure

Supplemental Figure 1: RhoB down-regulation is associated to decreases of ERo and PR
expressions with no dramatic change of their intracellular localization in MCF-7 cells

Cells were transfected with siC or siB2. Three days later, cells were deprived of E, for 3 additional
days and then treated for 16h with E; or ethanol. ERa (A) and PR (B) expressions were then
analyzed by immunocytochemistry. Allred score are shown in the upper right corner of each
photograph. Representative respectively of 4 and 3 independent experiments.

(A) ERa is highly concentrated in the nucleus of the untreated control with a significant staining

of the related cytoplasm. In the presence of E,, the staining intensities of both nuclei and
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cytoplasms were clearly decreased with no more detectable staining in the cytoplasm, confirmed
by Allred score assessment (percentage x intensity scores). For siB2 treated cells, similar major
decrease of the labeling intensity was observed in the cytoplasm and the nucleus, both in the
presence and the absence of E,. In the presence of E,, Allred score was maintained at a value of 4
because, in spite of the difference from 30 to 20% of stained cells induced by siB2 treatment, the
intensity is kept very low in both cases (value of 1).

(B) PR is mainly detected in the nuclei of the untreated control too. Besides, the presence of siB2

again significantly decreases Allred scores both in the absence and presence of E,.

Supplemental Figure 2: Regulation of ERoc mRNA by RhoB in uteri of RhoB-deficient mice

On 6 weeks old mice, uteri were collected and lysed. ERat and RhoB mRNA expressions were
determined by qRT-PCR, relative to GAPDH expression. Error bars represent the mean values +
SD from triplicate conditions. Differences were considered statistically significant at p < 0.01 (*)

and p < 0.001 (¥*), Student’s ¢ test. Results are representative of 2 to 3 independent experiments.

Supplemental Figure 3: Effect of RhoB inhibition on ERa dependant transcription and on
ERo mRNA levels

A: MELN cells were transfected with siC, siB1 or siB2. Three days later, cells were deprived of
E, for 3 additional days and then treated for 16h with E, or ethanol. Luciferase activity was
quantified and normalized. Error bars represent the mean values £ SD from 4 independent
experiments. The data generated in the absence of E; are enlarged in the upper right corner.

B: MCEFE-7 cells were transfected with siC, siB1 or siB2. Three days later, cells were deprived of
E, for 3 additional days. Cells were then treated for 16h with E; or ethanol and expression of ERx
gene was measured. Error bars represent the mean values = SD from triplicate conditions,

representative of 2 independent experiments.
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No adjuvant Tamoxifen p Total
tamoxifen adjuvant n=113
treatment treatment

n =51 n =62
Age median 58 [48-74] 60 [51-74] 0.1284 60 [48-74]
[range]
Lymph nodes 25 (49%) 14 (23%) 39 ( 34.8%)
negative
Lymph nodes 26 (51%) 47 (77%) 0.0039 73 (65.1%)
positive
Missing data 0 1 1
Histological size 21 (45.7%) 16 (27.1%) 37 (35.2%)
<2cm
Histological size 25 (54.3%) 43 (72.9%) 0.0486 68 (64.8%)
22cm
Missing data 5 3 8
Grade | and Il 31 (62%) 34 (55.7%) 65 (58.6%)
Grade lll 19 (38%) 27 (44.3%) 0.5052 46 (41.4%)
Missing data 1 1 2
Number mitose/
mm?2 : median 2.510.4-13.0] 5.11[0.4-13.0] 0.0556 | 3.8[0.4-13.0]
[range]
Ductal carcinoma 44 (86.3%) 47 (75.8%) 91 (80.5%)
Lobular carcinoma 4 (7.8%) 9 (14.5%) 0.4377 13 (11.5%)
others 3 (5.9%) 6 (9.7%) 9 (8.0%)
ERa positive 34 (68%) 40 (64.5%) 74 (66.1%)
ERa negative 6 (32%) 22 (35.5%) 0.6987 38 (33.9%)
Missing data 1 0 1
PR positive 30(60%) 29 (46.7%) 59 (52.7%)
PR negative 20 (40%) 33 (53.2%) 0.1634 53 (47.3%)
Missing data 1 0 1
LVI positive 11 (22.8%) 12 (21.8%) 23 (221.1%)
LVI negative 38 (77.6%) 43 (78.2%) 0.9383 81 (77.9%)

Missing data

2

7

9
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Discussion

Alors que la fonction de suppresseur de tumeur de RhoB est bien documentée dans plusieurs
types de cancers, nous avons démontré que la surexpression de RhoB peut étre associée a la
progression des tumeurs mammaires hormonodépendantes.

Dans cette étude, nous avons montré I’existence d’un dialogue entre RhoB et le REa ainsi que
le rble de RhoB dans la prolifération des cellules de cancer du sein RE positives.

Tout d’abord, nous démontrons dans des tissus mammaires issus de patientes une forte
corréelation entre I’expression de RhoB et celle des RH. De plus, I’expression de RhoB est
associée a un faible grade et une petite taille de la tumeur suggérant que RhoB est un marqueur
de bon pronostic. Nous avons ensuite démontré que RhoB controle les taux du REa et du RP
que ce soit en présence ou en absence d’E; dans des lignées RE positives. Les phosphorylations
des sérines 118 et 167 peuvent constituer des marqueurs de bon pronostic dans les cas de
cancers du sein [73 Murphy, 2004 #44]. Nous avons mesuré une diminution de la
phosphorylation de ces deux résidus lors de I’extinction de la protéine RhoB. Cette diminution
est cependant corrélée a la diminution importante des taux de REa en présence ARN
interférent dirigé contre RhoB. Le ratio des taux de REa phosphorylé sur le REa total est
inchangé entre les conditions contr6le et lors de la diminution de I’expression de RhoB
suggérant que RhoB n’intervient pas dans les voies de signalisation contrélant la
phosphorylation du REa.

Nous demontrons également qu’in vivo, RhoB contréle I’expression du REa dans les utérus et
des MEFs issus de souris invalidée pour le gene RhoB. La forte diminution de I’expression du
REa dans ces souris ne doit pas étre totale. En effet, les souris invalidées pour RhoB sont
fertiles alors que celles qui le sont pour le REa sont stériles.

Nous avons également démontré qu’a I’inverse, le REa contrdle I’activation et I’expression de

RhoB. De plus, un traitement par E, induit une augmentation de la fraction de RhoB lié au GTP
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au bout de 30 minutes sans changement de I’expression de RhoB total. Dans la mesure ou
I’expression du REa est fortement diminuée sous ARNi dirigés contre RhoB, nous avons
recherché si cela avait un impact sur I’expression du RP, en tant que gene cible du REa.
L’expression de ce récepteur est systématiquement recherchée dans les tumeurs mammaires du
fait de son implication dans la prolifération cellulaire. Les taux d’ARNm, ainsi que ceux de la
protéine RP, sont significativement diminués suite a I’extinction de RhoB. Une diminution du
recrutement du REa, de I’ARN polymérase 1l ainsi que des histones H3 et H4 acétylées sur le
promoteur du RP a été observée, parallelement a une diminution du recrutement du
corépresseur HDACL1. Ces résultats démontrent le r6le important de RhoB dans le recrutement
de cofacteurs liés au REa afin de modifier la transcription de génes cibles.

Enfin, nous avons mis en évidence que I’extinction de RhoB diminue la prolifération de
cellules RE positives (MCF-7) et non des cellules RE négatives (MDA-MB 231 et SK-BR-3).
Cet effet renforce I’hypothése selon laquelle RhoB favorise la prolifération cellulaire via
I’expression du REa. De plus, ces résultats suggérent que I’extinction de RhoB dans des
cellules du cancer du sein peut étre associée a la progression tumorale et parallelement a une
extinction du REa. La chronologie de ces deux événements reste encore a élucider.

En conclusion, nos résultats montrent que RhoB est un régulateur de I’expression de REa et
suggerent que le réle de suppresseur de tumeur du géne rhoB est dépendant du type cellulaire.
Il aurait donc un rble de pro-oncogene dans le cas de cellules de cancers du sein

hormonodépendantes.
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II. RhoA et RhoC modulent difféeremment le recrutement du REa et la
transcription associée selon les génes cibles, dans les cellules MCF-7.

Introduction

Parallelement au travail sur les interrelations entre RhoB et le REa, nous avons mené une étude
sur I’implication des deux autres protéines Rho, RhoA et RhoC, dans la signalisation du REa
dans des lignées de cancers du sein.

En effet, comme nous I’avons vu dans I’introduction, bien que tres proches au niveau de leurs
séquences (85% d’homologie), les protéines RhoA, B et C ont des roles différents. Elles sont
souvent surexprimées ou suractivées dans les cancers du sein [14] et les réles de RhoA et RhoC
dans les cancers du sein ont été plus étudiés que celui de leur homologue RhoB.

Il a été montré que le microARN-31 (mir-31) supprime les métastases de cancers du sein en
régulant entre autre I’expression de RhoA [189]. De plus récemment, un complexe
transcriptionnel Myc-Skp2-Miz1 a été montré comme étant indispensable pour la transcription
de RhoA, I’invasion cellulaire et le processus métastatique [190].

Le rble de RhoC a été tres largement étudié dans les cancers du sein dits inflammatoires [174 ,
200, 343]. Tres récemment, I’équipe de S. Meravjer a mis en evidence les roles différents de
RhoA et RhoC dans des cellules de cancers du sein RE negatives. Le réle de RhoC comme
modulateur positif de I’adhésion et de la formation de métastases via I’adhésion a la matrice
cellulaire et la signalisation des intégrines a été mis en avant [204].

Cependant, le réle respectif de RhoA ou RhoC dans le déterminisme du statut hormonal des
tumeurs, qui concerne a la fois I’expression du REa. et de RP, n’a pas été étudie.

Au sein du laboratoire, notre équipe a démontré grace a la C3 exoenzyme, I’implication des 3
protéines RhoA, RhoB et/ou RhoC dans I’activation transcriptionnelle du REa. [197]. L’équipe

de Su est arrivée aux mémes résultats en utilisant la C3 exoenzyme mais également un mutant
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dominant négatif de RhoA et également des mutants constitutivement actifs de RhoA, Racl et
cdc42 [195].

Le role de cette étude a donc été de mieux comprendre les effets de RhoA et RhoC sur la
transcription dépendante du REa. Pour cela, nous avons utilisé les cellules MCF-7 et les
cellules MELN. Ces derniéres dérivent des cellules MCF-7 mais expriment de fagon
constitutive le gene codant la luciférase sous le contrdle du promoteur de la globine auquel a
été associé la séquence ERE consensus de la vitellogénine. Nous avons analysé I’effet de la
diminution de RhoA et de RhoC, d’une part sur le recrutement du REa. sur 4 génes, et d’autre
part sur I’expression de ces mémes genes cibles.

Certains de ces génes contiennent une ERE consensus par exemple pS2 (position -404 a -392)
et la construction du gene codant la luciférase contenant I’ERE de la vitellogénine (site de
liaison du REa en position +52 a +65) [344 , 345]. Pour le récepteur de la progestérone, nous
avons utilisé des amorces qui encadrent un site de liaison de type AP-1 en position +745 sur
lequel il est connu que le REa. se lie [346]. Et enfin pour la cathepsine D, les amorces utilisées
encadrent un site de liaison distal en position -261 a —156 [347].

Enfin, nous nous sommes intéressés a I’importance de RhoA et RhoC pour le niveau
d’expression du REa. L’ensemble de ces données nous a permis d’identifier un role différent

de RhoA et RhoC sur la transcription dépendante du REa.
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Abstract

Introduction:

RhoA and RhoC are closely related small GTPases and clearly involved in breast cancer
tumorigenesis. Nonetheless, their specific roles in the control of estrogen receptor alpha

(ERa) activities have not been elucidated so far.
Methods:

We used siRNA sequences to specifically down-regulate RhoA and RhoC expressions in
ERa positive breast adenocarcinoma MCF-7 cells. We then analyzed ERa recruitment on 4
target genes, their mRNA levels and ERa expression. Besides, we studied the effect of

estradiol on the activation state of RhoA.
Results:

We showed that RhoA and RhoC modulate ERa recruitment, on, the vitellogenin estrogen
responsive element present in a luciferase reporter gene, and on the promotors of PR,
cathepsin D and pS2. RhoA deficiency induces on the one hand an up-regulation of the
ERE-luciferase reporter gene and of PR mRNA expression and the other hand down-
regulates cathepsin D and slightly pS2 mRNA expressions. Conversely, Rho C inhibition
has no significant effect. Besides, RhoA, and to a lesser extent RhoC inhibition, increase
ERa expression, with no alteration of its mRNA level suggesting potential post-translational
controls. Finally, we generated data demonstrating that estradiol can rapidly activate RhoA
to its GTP bound-state.

Conclusions:

Altogether, our results strongly suggest that the 3 homologous RhoA, B and C small
GTPases play different but clear roles in ERa signaling. They are definitely involved in ERa
recruitment and to some extent in ERa cofactor balance. The relevance of such crosstalk has

to be investigated further in breast cancers.



Introduction

Approximately two thirds of the cases of breast cancer express the Estrogen Receptor alpha
(ERa) and/or Progesterone Receptor (PR). Hormone therapy is then recommended, but
although largely effective, there are many cases of systemic primary or secondary resistance
to the treatment. A number of studies have addressed the question of the origin and
mechanisms of resistance to hormone therapy [1]. ERa signaling is a complex network
involving multiple partners according to each cell type as ERa transcriptional effects are not
only determined by ligands as estradiol (E,), but also by crosstalk between ERa and growth
factor signalling [2]. In some cell contexts, ERa interacts directly with c-Src and other
cytoplasmic signaling and adaptor molecules, such as Shc, PI3K, MNAR and p130. The
hierarchy among these associations is not known and other growth factor receptors are likely
to be required, e.g. EGF or IGF-1 [2]. Prenylated proteins such as Rho small GTPases are key
elements in crosstalk and integration of growth factor signal transduction pathways. Indeed, a
variety of growth factors present in the tumor microenvironment activate Rho proteins [3].

Rho proteins are part of the extensive Ras superfamily that shuttle between an inactive GDP-
bound and an active GTP-bound form and exhibit intrinsic GTPase activities. They form
interactions with a variety of regulators and effectors that modulate activity and influence
important processes in cancer, including neoplastic transformation, survival, invasion, and
metastasis [4]. Rho GTPases, including RhoA, RhoB, and RhoC, have been implicated in the
control of several critical cellular functions, including regulation of the actin cytoskeleton,
cell proliferation, and oncogenesis [5]. RhoA, RhoB and RhoC are closely related to Ras
oncogenes, highly conserved and homologous (85% amino acid identity). Although no
constitutively active mutants of Rho GTPases have been detected in human tumors, [6-9] and
reviewed in [10] and [4], a correlation has been demonstrated between Rho protein

overexpression and poor clinical outcome in breast cancers, [11] and reviewed in [12]. RhoB



rapidly appeared as an immediate early response gene [13-16] with tumor suppressive
functions in human cancer cells [17, 18]. But strikingly, specific RhoB overexpression has
been correlated to disease progression [7] although this correlation is controversial [19]. We
recently documented a feed-forward loop between RhoB and ERa suggesting the role of
RhoB in tumorogenesis involving a dual effect depending on the cellular context, with a
potential pro-oncogenic function in hormone dependant breast cancer cells (data submitted).
Besides, RhoA and RhoC involvement in carcinogenesis is extensively documented [3, 20,
21]. MicroRNA-31 (miR-31) was shown to suppress breast cancer metastasis partly through
down-regulation of RhoA gene expression [22]. It was recently published that the Myc—Skp2—
Miz]1 transcriptional complex is critical for RhoA gene transcription, cell invasion and cancer
metastasis [23]. Regarding RhoC, the key role of its overexpression has been evidenced in
inflammatory breast cancer cell invasion [24-27]. Recently, RhoA and RhoC have been
shown to play different roles in ERa negative poorly differenciated breast cancer cell lines,
outlining RhoC as a dominant modulator of adhesion and metastatic features in breast cancer,
through cell-matrix adhesion and integrin signaling [28, 29].

Important proteins regulate the Rho GTPase activity and the downstream effectors that are
involved in cancer phenotypes: the GEFs (Guanine Nucleotide Exchange Factors), the GAPs
(GTPase Activating Proteins) and the GDP Dissociation Inhibitors (RhoGDIs). Breast tumor
progression is accompanied by a decrease in expression of the pro-oncogenic RhoGEF Tiam1
[30]. Moreover, expression of Rho-GDI a, a negative regulator of Rho proteins is reported to
correlate with the outcome of patients with breast cancer treated by adjuvant chemotherapy
[31].

From a molecular point of view, scaffold proteins involved in Rho functions, such as Rho-
GDI or Dblx, have been observed as part of ERa-containing complexes [32, 33] where direct

interaction between ERo and Rho-GDI has been demonstrated [34]. Rho-GDI signaling



provides now new potential targets for cancer therapy [35]. Besides, we and other already
demonstrated that Rho GTPases are important modulators of ERa transcriptional activation
[33, 36] and the specific role of RhoB in ERa and HDACI1 recruitments (submitted data).
Thus, the main goal of the present study was to determine the specific involvement of RhoA
and RhoC in ERa signaling and in particular through ERa transcriptional recruitment, in

hormone-dependent breast cancer cells.



Materials and Methods

Cell culture and reagents

The human breast adenocarcinoma cell line MCF-7 was obtained from the American Tissue
Culture Collection. Development of stable transfectants of MCF-7 cells (called MELN cells)
has been described previously [37]. These cells, kindly provided by P. Balaguer (INSERM
540, France), were established by transfecting MCF-7 cells with ERE-f-globin-luc-SV-Neo
plasmid and thus express luciferase in an estrogen-dependent manner. Cells were grown
routinely in Dulbeco’s modified Eagles’s medium (DMEM, Lonza), supplemented with 5%
fetal bovin serum (FBS, Pan). Cells were treated with E,, ICI182, 780 (Sigma) or EGF

(Sigma) as indicated.

SiRNA transfection

Transient transfection of siRNA was performed using Oligofectamine® according to the
manufacturer’s instructions in OptiMEM (Invitrogen). The siRNA sequences of the
oligonucleotide duplexes (Eurogentec) were siAl (5’-GAAGUCAAGCAUUUCUGUC-
dTdT-3’) and siA2 (5-GCAGGUAGAGUUGGCUUUG-dTdT-3), specific for 2
independent coding regions of RhoA, siCl (5UAAGAAGGACCUGAGGCAAATAT-3’)
and siC2 (5’-GACUAUGAUCGACUGCGGC-dTdT-3’), specific for 2 independent coding
regions of RhoC, siER (5’-GGGAGAAUGUUGAAACACA-dTdT3’), specific for a coding
region of ERa and the non-specific sequence  siControl  (siC), (5’-
GACGUGGGACUGAAGGGGU-dTdT-3"). When indicated, cells were deprived of E,, 3
days after transfection, by growing them in phenol red-free medium containing 5% DCC-
FBS for 3 additional days, and then by treating them with E; or ethanol for the indicated

times.



Western blot analysis

Cells were lysed into lysis buffer as already described [38]. Cell extracts were separated by
SDS-PAGE and then transferred to PVDF membranes (Amersham). Proteins were visualized
using the enhanced detection system (Amersham) and the following antibodies against RhoA
(sc-418), RhoB (sc-180), ERa (sc-543) from Santa Cruz Biotechnology, 3 actin (MAB1501)
from Chemicon, and the secondary antibodies antimouse (MP21120) and antirabbit
(MP23145) horseradish peroxydase from Interchim. Protein abundance was quantified by
densitometric phosphoimager analysis (GE healthcare). Relative band intensities were

quantified by densitometric analysis.

Chromatin Immunoprecipitation (Chlp) Assay

Chlp assays were performed with modifications of the procedure of Metivier [39], as
described. Briefly, 10° cells were synchronized by 3 days of culture in DMEM 5% DCC-
FCS and then treated during 1h with E, (50 nM) or ethanol (control). Antibodies used for the
immunoprecipitation were ERo (sc-543) or HDACI1 (sc-6299) from Santa Cruz
Biotechnology.

Quantitative PCR were performed on an iCycler (Biorad) using the following primers
(Eurogentec): 5°- CGA CTC TAG CGG AGG ACT GTC CTC CGT GC -3’ and 5’- GGC
GCC GGG CCT TTC TTT ATG TTT TGG C -3’ to amplify the fragment of the human
vitellogenin ERE [37] 5’-GGCGACACAGCAGTGGGGAT-3’ and 5’-
TCTCCTCCCTCTGCCCCTATATTC-3’ to amplify the fragment of the human PR promoter
flanking the + 745 AP-1 DNA binding motif where ERa is known to bind; 5’-
CTCAGGTAGAAGGAGAAGATG-3’ and 5’-CTGGGCGGTGTCAAAGTG-3’ to amplify

the fragment of the human cathepsin D [40] 5°- GGC CAT CTC TCA CTA TGA ATC ACT



TCT GC -3’ and 5’- GGC AGG CTC TGT TTG CTT AAA GAG CG -3’ to amplify the
fragment of the human pS2 [41]. For the purifications of inputs, 20 ul of extract were
removed and heated at 65°C, DNA was then purified as for the immunoprecipitates, and was
quantified by quantitative PCR as described below. The specificity of the
immunoprecipitation of ERa was controlled by the use of rabbit IgG instead of the polyclonal

anti-ERa antibody (Data not shown).

Quantitative Reverse Transcribed PCR (qRT-PCR)

Total RNA was isolated 16h after stimulation by E,, using RNeasy kit according to the
manufacturer’s instructions (Qiagen), then reverse-transcribed using iScript™cDNA
Synthesis Kit (Biorad). Quantitative PCR was performed with an iQreal-time PCR detection
system (Biorad) using iQ™ SYBR® Green Supermix (Biorad). The primer pairs used were:
for GAPDH, 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' and 5'-
GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'; for 28s 5'-TCGCTGGGTCTTGGATGTC-3' and 5'-
AGCAGATTGTGACAGACCATTCC-3'; for ERa 5'-CCACCAACCAGTGCACCATT-3'
and 5'-GGT CTTTTCGTATCCCACCTTTC-3'; for PR 5'-CGCGCTCTACCCTGCACTC-3'
and 5'-TGAATCCGGCCTCAGGTAGTT-3"; for pS2 5'-CCTCCCAGTGTGAAATAAGG-
3 and 5-TCGAGGGACGTGATGGTAT-3'" and for  cathepsin D  5'-
TGAGGCCATTGTGTGGACAGGCA-3" and 5-GTACGGTCAAACACAGTGTAGT-3'

(Eurogentec).

Luciferase assay
3 days after siRNA transfection, MELN cells were seeded in 12 well plates in DMEM-DCC
FBS during 3 days. They were then treated with 50 nM E, or ethanol for 16 h. Cells were

then lysed in RLB (Reporter Lysis Buffer, Promega). The luciferase activity was measured



with LAR (Luciferase Assay Reagent, Promega) according to the manufacturer’s
instructions. Protein concentration was measured using Bicinchoninic Acid (BCA, Sigma) to

normalize the luciferase activity data.

GST pull-down assay

The level of activated RhoA, GTP-bound RhoA protein was measured using the GST fusion
protein containing the Rho binding domain of the downstream effector Rhotekin and
adapted to RhoA [38]. The amount of GTP-bound and the total amount of RhoA in cell
lysates were determined by Western blot using polyclonal anti RhoA antibodies (sc-418,

Santa Cruz Biotechnology).

Statistical analysis
Student’s ¢ test was performed to compare the means of values from different experiments.
Differences were considered statistically significant at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and p <

0.001 (*%**).



Results

RhoA and RhoC down-regulations differentially modify ERa recruitment on 4 target
genes in MCF-7 cells:

To study RhoA and RhoC involvement in ERa recruitment, transcriptional activities and
expression, we used two specific siRNA sequences for each small GTPase: siAl and siA2
designed versus RhoA mRNA and siCl and siC2 designed versus RhoC mRNA. We
evaluated the siRNA efficiency and specificity regarding the 2 other Rho proteins in the
presence of estrogens: mRNA levels were measured by real time RT-PCR (Additional figure
1A) and RhoA and RhoB proteins expressions were confirmed by Western Blot (Additional
figure 1B). We observed a significant decrease of RhoA mRNA levels with siAl and siA2
(82.3 % £ 3.1 and 59.3% * 1.5 respectively. RhoC mRNA levels were decreased to around 60
% in the presence of both siCl and siC2 (62 % *+ 1.5 and 57% =* 0.8 respectively). Theses
sequences did not induce any non specific inhibition of RhoB and of RhoA or C. We
confirmed that siAl and siA2 induced 80% protein inhibition of RhoA (Additional figure 1B),
without any decrease of RhoB protein expression. Similarly, neither siC1 nor siC2 decreased
RhoA or RhoB expression. The same results were confirmed in MELN cell line (data not
shown). In our experimental conditions, the siRNA treatment did not alter significantly MCF-
7 proliferation (data not shown).

We were then able to study, using chromatine immunoprecipitation (ChIP), the effect of
RhoA and RhoC down-regulation on ERa recruitment after 1h of estrogen stimulation (Figure
1A). We first used a vitellogenin model, with MELN cell line. MELN cells are MCF-7 cells
that express luciferase in an estrogen-dependent manner as the promotor of the stably
transfected plasmid contains the consensus vitellogenin ERE [37]. We showed that both
RhoA and RhoC down-regulations induce a significant increase of ERa recruitment, at least 2

fold compared to control conditions, on the ERE-luciferase promotor.
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Then, we extended the study with 3 physiological target gene promotors of ERa. For pS2
promotor, around 2.5 fold increases have been observed in the presence of both siA2 and
siC2. On the contrary, RhoA and RhoC down-regulations lead to a decrease of ERa
association on PR promoter (rate of 0.5 and 0.4 respectively) and on cathepsin D promoter
(rate of 0.5 to 0.7). These results show that in MCF-7 cells, RhoA and RhoC down-
regulations have similar statistically significant effects on ERo recruitment for a specific gene
but that these effects are specific of each target gene.

We performed similar experiments by studying not ERa but HDACI recruitment on those 3
promotors (Figure 1B). Neither RhoA nor RhoC down-regulation could affect HDACI1
recruitment on pS2, PR, Cathepsin D (Figure 1B) or cyclin D1 (data not shown) promotors.
We already showed that RhoA down-regulation has no effect on HDACI expression

(submitted results).

RhoA but not RhoC down-regulation increases an ERE-luciferase reporter gene and PR
mRNA levels and can decrease cathepsin D and pS2 mRNA levels

We hypothesized that the ability of RhoA and RhoC to modulate ERa recruitment could
control its major transcriptional functions. The evaluation of luciferase activity in MELN cells
is representative of ERa-dependant transcription (Figure 2A). In control cells, a 9 fold
induction of the luciferase activity by E, was observed. The E, induction was changed to
factors of 11 and 6 for siAl and siA2 respectively. In the absence of E,, siA2 only increased
the luciferase activity whereas in the presence of E,, both siAl and siA2 significantly
increased it. Besides, RhoC down-regulation had no effect on the luciferase activity, neither in

the presence nor in the absence of E,.

We then followed the effect of RhoA and RhoC down-regulation on the mRNA level of the 3

target genes of ER« already described in Figure 1. For PR (Figure 2B), E; increased 8.7 fold
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its mRNA level. In the absence of E,, both siA1l and siA2 slightly increased the mRNA levels
whereas in the presence of E,, both siAl and siA2 significantly increased it. In the presence of
E,, RhoA down-regulation lead to 1.4 and 1.6 fold increases for siAl and siA2 respectively.
As observed above, the E, induction was not dramatically changed (9 and 5.8 fold for siAl
and siA2 respectively). Again, RhoC down-regulation had no effect on the PR mRNA level,

neither in the presence nor in the absence of E,.

By comparing the results of Figure 1A and Figures 2A and B, it appears that RhoA down-
regulation induces an increase of both the luciferase activity and of PR mRNA level, but only

the latter one is related to an increase of ERa recruitment (on PR promotor).

For cathepsin D gene (Figure 2C), E, alone allows a 3.4 fold increase of the mRNA level,
whereas then, RhoA down-regulation lead to a 0.4 fold decrease of this level. In the absence
of E,, RhoA had no effect. For pS2 gene (Figure 2D), E, allows a 3.9 fold increase of the
mRNA level and RhoA down-regulation lead to a significant 0.2 fold decrease of this level,
only using siA2. In the absence of E,, RhoA had again no effect.

For both genes, RhoC down-regulation had no effect on the mRNA level, neither in the
presence nor in the absence of E,.

Altogether these results suggest that RhoA down-regulation can negatively control ERa-
dependant transcription, in correlation with a decrease of ERa recruitment for the cathepsin

gene.

RhoA down-regulation, but not RhoC, increases ERo. expression, with and w/o E,, at the
protein level only in MCF-7 cells

We hypothesized that the ability of RhoA to modulate the major transcriptional functions of
ERa could be explained by a control of ERa expression. To examine this hypothesis, we

analyzed the effect of RhoA inhibition on ERa expression, both at the protein and mRNA
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levels (Figure 3). In Figure 3A, we first confirmed the dramatic decrease of ERa expression in
control condition after 16h of E, stimulation [37]. Interestingly, in the presence of siAl and
siA2 siRNA, we observed a significant increase of ERa expression, both in the presence and
the absence of E,. It is noteworthy that RhoC down-regulation did not alter ERa expression in
the absence of E, but could increase it in the presence of E,. In Figure 3B, results of the
effects of RhoA and RhoC down-regulations on ERa mRNA expression are presented.
Besides the decrease of ERa expression due to E; stimulation, neither RhoA nor RhoC down-
regulation could alter ERa mRNA levels. Altogether, these results show that RhoA, and to a
lower extent RhoC, can negatively regulate ERa expression although this regulation is not

transcriptional.

E; activates RhoA, after 2h, via ERo

Given that the activation of RhoA is important for its physiological effect [5], we also
investigated the role of estrogen stimulation on the RhoA guanine nucleotide binding status
using a small GTPase pull-down assay (Figure 4A and B), as a strategy to examine rapid
effects of E, stimulation on RhoA activation as well as expression. We observed, as shown in
Figure 4A, that RhoA is activated at 120 min without any change of total RhoA expression at
this time point, similar to the effect produced by EGF [42]. We then followed the activation of
RhoA in the presence of ICI182,780 (Figure 4B), to determine if this activation is directly
dependant on ERa. In the presence of ICI182, 780, no activation of RhoA at 120 min could be
recorded, strongly suggesting that ERa is a major actor of RhoA activation by E,.We then
checked if inversely, ERa down-regulation can modulate RhoA expression (Figure 4C), and
only a very light but reproducible inhibition (5 to 10%) could be observed.Together these
results suggested that RhoA and estrogen signalings were integrated into a cross-talk that may

control the biological effects of estrogen treatment.
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Discussion

RhoA and RhoC overexpressions are clearly associated with tumor progression and/or
metastasis in breast cancers [7, 26]. Their specific involvement in hormone-dependant breast
cancers remain to be elucidated. We recently demonstrated a positive cross-talk between
RhoB and ER«a expressions and the critical role of RhoB in the regulation of the proliferation
of breast cancer cells expressing ERa.. Moreover, our data demonstrated RhoB control of
ER« transcriptional regulation of target genes through the modulation of the recruitment of

transcriptional co-regulators and HDACI regulation (data submitted).

In the present work, we demonstrated in MCF-7 cells that the recruitment of ERo on PR gene
was inhibited not only when RhoB was down-regulated but when RhoA and RhoC were too.
Similar inhibitions of ERa recruitment were confirmed on 3 other ER« target genes. Indeed,
we were able to show that RhoA regulates negatively PR and the luciferase controlled by the
vitellogenin ERE and regulates positively pS2 and cathepsin D genes. Nonetheless, these
regulations are not directly linked to the modulation of ERa recruitment. Only for the
cathepsin D gene, the clear decrease of the mRNA level is associated to a parallel decrease of
ERo recruitment whereas for the vitellogenin ERE, the increase of luciferase activity is
associated to a significant increase of ERa recruitment. On the contrary, the modulation of
ER« recruitment observed when RhoC is down-regulated is not associated to any control of
the target gene transcription. Altogether, these results suggest a key role of RhoA, but not
RhoC, as modulator of ERat dependant transcription in MCF-7 cells, independently of its own
recruitment.

We then generated data showing that RhoA down-regulation has a clear post-transcriptional

stimulatory effect on ERa expression, both in the absence of E; and when ERa expression is
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down-regulated by E,. This is the exact opposite effect of RhoB down-regulation, as RhoB
deficiency directly correlated to ERat mRNA levels (data submitted). From these results, we
strongly hypothesize that RhoA and RhoB both control ERa expression but via individual
specific mechanisms. Besides, RhoC down-regulation could still increase post-

transcriptionally ERa expression but not the basal level of the receptor without its ligand.

In spite of 85% amino acid sequence identity, the different Rho proteins are not functionally
redundant but play different roles in cell physiology. Protein level alone does not account for
the activity of Rho proteins and it is well established that Rho proteins act as molecular
switches by cycling between the inactive and the active GTP-bound state. We already
demonstrated that ERa down-regulation significantly decreases RhoB expression (submitted)
but had no significant effect in the present work on RhoA in MCF-7 cells. We were
nonetheless able to document a cross-talk between RhoA and ERa as E, treatment lead to
RhoA activation to its GTP-bound state, as previously described with RhoB. E, does not
modify the total expression of RhoA but can increase active RhoA-GTP forms after 2h of
stimulation. Using ICI 182-780, we confirmed that the activation is ERa dependant. These
differential effects of a ligand on the 3 Rho proteins is consistent with others: it has been
reported that EGFR activation leads to membrane ruffling and reorganization of the
cytoskeleton and focal adhesions through activation of members of the Rho proteins [43].
Recent results indicate that RhoA and RhoC play more important roles than RhoB in EGF-
mediated migration of trophoblastic cells, and that RhoA and RhoC were activated at the early

stage of EGF treatment (within 30 min) whereas RhoB activity was unchanged [42].

Altogether, these results demonstrate that on the one hand RhoA and RhoC proteins modulate

ER« recruitment on its target genes and that on the other hand, RhoA is a major actor to
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control ERa transcriptional activity. In the specific case of PR gene, we are now able to sum
up original data regarding the effect of the 3 GTPases (Figure 5). Indeed, the 3 Rho proteins
positively modulate ERa recruitment on PR gene (Figure 5A) but only RhoA and RhoB
control ER« transcriptional activity on PR expression with opposite effects (Figure 5B), (data
regarding RhoB and PR submitted).

Our data strongly suggest that two different cross-talks exist between ERo and either RhoA or
RhoB that include expression and activation controls. The 3 Rho protein control ERo
expression and/or recruitment with no direct consequence on ER« target gene expressions. A
relevant hypothesis is that the Rho protein action on ERo dependant transcription is
completed by the differential expression of specific cofactors, such as HDAC1, SRC-1,
SRC-3. We recently described the dramatic inhibition of HDACI1 expression in RhoB
deficient mice and that RhoB controls HDCAT1 recruitment on the promotors of pS2 and PR
(submitted). We demonstrate here that RhoA down-regulation has no effect on HDACI
expression and recruitment on 4 ERa target gene but the effect of RhoA on other relevant

cofactors has to be investigated further.

Conclusions

In conclusion, our data define the role of the 3 RhoA, RhoB and RhoC proteins as
modulators of ERoq, signaling with individual specificities on ERa cofactor balance. Those
specificities may determine their specific involvement in hormone-dependant breast cancers

oncogenesis and invasion.
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Figure legends

Figure 1: Effect of RhoA and RhoC down-regulation on ERa and HDACI1
recruitments on 4 promotors

After 24h of culture, MELN (A) and MCF-7 (B, C, D) were transfected with siRNA control
(siC) or sequence versus RhoA (siA2) or RhoC (siC2) at 40 nM. 3 days later, cells were
seeded without estrogen. After 3 days of estrogen deprivation, cells were treated with E, for
1 hour then lysed and sonicated. Chromatin immunoprecipitation (Chlp) was performed

with ERa (A) or HDACI1 (B) antibody. ERa recruitment on ERE-luciferase, vitellogenin,
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pS2, PR or cathepsin D promotors was quantified using quantitative PCR. Error bars

represent the mean values + SD from 3 independent experiments.

Figure 2: Effect of RhoA and RhoC down-regulation on ERE-dependent luciferase
activity, PR, cathepsin D and pS2 mRNA expressions

After 24h of culture, MELN (A) and MCF-7 (B, C, D) cells were transfected with control
siRNA (siC) or 2 sequences versus RhoA (siAl, siA2) and RhoC (siCl, siC2) at the
concentrations of 40 and 50 nM. After 3 days of estrogen deprivation, then 16h of estrogen
stimulation or not, luciferase activity was measured (A) and PR (B), cathepsin D (C) and
pS2 (D) expressions were quantified by qRT-PCR. Error bars represent the mean values +

SD from 3 independent experiments.

Figure 3: Effect of RhoA and RhoC down-regulation on ERa expression

After 24h of culture, MCF-7 cells were transfected with control siRNA (siC) and 2 siRNA
sequences versus RhoA (siAl and siA2) at the concentration of 40 nM. After 3 days of
estrogen deprivation then 16h of estrogen stimulation or not, ERa expression were
evaluated by western Blot (A) and by qRT-PCR (B). (A) is representative of 2 to 4
independent experiments for RhoC and RhoA down-regulation respectively and in (B), error

bars represent the mean values + SD from 3 independent experiments.
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Figure 4: Estrogen effect on the activation of RhoA and ERa effect on RhoA
expression

A: After 24h of culture and 3 days of estrogen deprivation, MCF-7 cells were treated with E,
(50 nM) or EGF (50 ng/ml) during 30 minutes or 2 hours. Cells were then lysed and an
immunoprecipitation of RhoA activated was performed with glutation-sepharose beads.
RhoA-GTP and total RhoA were then evaluated by western blot using RhoA antibody.

B: After 24h of culture, then 3 days of deprivation, MCF-7 cells are treated with E, (50 nM)
or ICI182,780 (10 uM) during 30 or 120 minutes. RhoA-GTP and RhoA are then evaluated
by western blot.

C: After 24h of culture, MCF-7 cells were transfected with siRNA control (siC) or sequence
versus ERa (siER). 48h later, cells were lysed and ERo and RhoA expression were

evaluated by western blot.

All results are representative of 3 independent experiments.

Figure 5: RhoA, B and C modulate ERa recruitment on its target genes, example of PR

A: The 3 Rho proteins modulate ERa recruitment on PR gene

B: Only RhoA and RhoB control ERa transcriptional activity on PR and ERa expression.
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Description of additional data files

Additional Figure 1: Efficiency and specificity of RhoA and RhoC down-regulation
After 24h of culture, MCF-7 cells were transfected with control siRNA (siC) and 2 siRNA
sequences versus RhoA (siAl and siA2) or RhoC (siC1 and siC2) at the concentration of 40
nM. After 3 days of estrogen deprivation followed by 16h of E, stimulation, RhoA, RhoB
and RhoC expressions were evaluated by qRT-PCR (A) and RhoA and RhoB expressions by
western Blot (B).

In (A), error bars represent the mean values = SD from 3 independent experiments. (B) is

representative of 3 independent experiments.
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Figure 2
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Disscussion

Nos résultats montrent que dans les MCF-7, le recrutement du REa sur le géne du RP est
inhibé non seulement par I’extinction de RhoB mais également par celles de RhoA et RhoC.
RhoA et RhoC contrélent de la méme facon le recrutement du REa sur 3 autres de ses genes
cibles.

Nous démontrons également que RhoA régule négativement I’expression du géne du RP et
positivement ceux de pS2 et de la cathepsine D. Cette régulation n’est pas liée au recrutement
du REa sur le promoteur de ces genes. Dans le cas spécifique du gene de la cathepsine D, la
forte diminution du taux d’ARNm sous ARNi dirigé contre RhoA est bien associée a une
diminution du recrutement du REa sur son promoteur. Pour la vitellogénine, I’augmentation de
I’activité luciférase dans les cellules MELN est a I’inverse associee a une diminution
significative du recrutement du REa. Contrairement a RhoA, la modulation du recrutement du
REa observée sous ARNI dirigé contre RhoC n’est associée a aucun contrdle de la transcription
de ces genes cibles du REa. Ces résultats suggérent que RhoA, et non RhoC, posséde un role
clé comme modulateur de la transcription dépendante du REa dans les cellules MCF-7,
indépendamment du recrutement de celui-ci.

Nous montrons dans un second temps que I’extinction de RhoA augmente I’expression du
REa, que ce soit en absence ou en présence d’E,. Cet effet est opposé a celui obtenu lors de
I’extinction de RhoB et surtout n’affecte pas le niveau d’expression de I’ARNm de REa. En
effet, sous ARNI dirigé contre RhoB, une diminution de I’expression du REa. est observée, a la
fois au niveau de I’ARNm et de la protéine. Il apparait donc que RhoA et RhoB régulent tout
deux I’expression du REa mais par des mécanismes différents. Dans le cas de RhoA, il est a
déterminer a présent si elle module la stabilité du REa en analysant la demi-vie et la

dégradation par le protéasome lorsque RhoA est inhibé.
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Dans la mesure ou nous avons observé cette regulation a la fois en absence et en présence de
E,, un dialogue spécifique actif en absence de toute stimulation cestrogénique semble donc
exister en RhoA et le REa. Ce dialogue est renforcé lors d’une stimulation cestrogénique par
I’activation rapide de RhoA lui-méme vers sa forme liée au GTP et inversement par I’inhibition
de I’expression du REa par RhoA.

En ce qui concerne RhoC, il contrdle également I’expression du REa, toujours au niveau post-
transcriptionnel, mais seulement en présence de E,, confirmant un réle physiologique encore
différent dans la signalisation liée au REa.

L’ensemble de ces résultats démontrent que, d’une part RhoA et RhoC modulent le recrutement
du REa sur ses genes cibles, et que d’autre part, RhoA est un acteur majeur du contréle de
I’activité transcriptionnelle du REa. En ce qui concerne le géne de RP, les 3 protéines Rho que
nous avons étudiées modulent positivement le recrutement du REa sur le promoteur de ce gene
mais seulement RhoA et RhoB contrélent I’activité transcriptionnelle du REa sur I’expression
du RP avec des effets opposés. La encore, il apparait que deux dialogues distincts existent entre

le REa et chacune des deux protéines RhoA et RhoB.

Un axe majeur a développer est a présent I’identification des réles respectifs de RhoA et RhoB
non seulement dans la signalisation du REa mais également dans le déterminisme de
I’agressivité d’une tumeur, le passage de I’état RE négatif a I’état RE positif et enfin dans

I’acquisition des résistances aux traitements hormonaux.
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I11. RhoB contrdle I’expression de HDACL in vitro et in vivo

Introduction

Dans cette troisieme partie du travail, nous avons étudié les relations entre RhoB et HDACL.
En effet, lors des travaux décrits précédemment, il nous est apparu que RhoB semblait réguler
de facon majeure I’expression de HDACL.

Comme nous I’avons vu précédemment, les protéines Rho sont impliquées dans les cancers du
sein. Les HDAC, éléments clés de la régulation transcriptionnelle, jouent également un role
important dans les cancers dans les quels elles sont souvent surexprimées, en particulier dans
les cancers mammaires. Nous avons décrits les travaux de Krusche qui montrent que les
HDAC1 et HDACS3 sont présentes, au niveau nucléaire, dans respectivement 40 et 44% des
cellules de cancers mammaires [11]. De plus, les expressions de ces deux HDAC dans des
cellules de cancers du sein invasifs correlent avec I’expression des RH et celle de HDAC1 est
un margueur pronostic indépendant de bon pronostic, de survie sans récidive mais pas de survie
globale.

Les inhibiteurs d’HDACs sont a I’étude pour étre utilisés en particulier dans les cancers du sein
n’exprimant pas les récepteurs hormonaux. Cette approche permet en effet, dans des modéles
de cellules de cancers du sein RE négatives, de ré-exprimer le REa afin de pouvoir traiter
ensuite par un anti-cestrogéne, le tamoxifene par exemple [11]. Comme nous I’avons vu dans la
revue bibliographique, les associations d’inhibiteurs de HDAC et d’ADN MéthylTransférase
sont également développées [337, 338]. Dans des cellules RE positives, des inhibiteurs
d’HDAC, tels que la TSA, répriment I’expression du REa permettant d’envisager dans ce cas
un réle inhibiteur de prolifération plus direct de ces molécules [326 , 327 , 328 , 329].
Concernant les protéines Rho, des données suggérent une relation entre RhoB et HDACL. Il a

en effet eté montré que RhoB est surexprimé apres un traitement par la trapoxine A (inhibiteur
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d’HDAC) et inhibé par HDACL. De plus, un traitement de cellules cancéreuses avec des FTIs
ou des GGTIs aboutit a la dissociation de HDAC1 et I’association de HAT sur le promoteur de
RhoB [11]. Au sein du laboratoire, il a été montré sur des cellules cancéreuses pulmonaires que
la TSA induit une re-expression de RhoB [11].

Considérant I’ensemble de ces données et nos observations préliminaires, cette étude a eu pour
but de déterminer I’implication de RhoB dans les cancers du sein hormonodépendants et de

caracteriser un éventuel dialogue entre RhoB et HDACL.

RhoB

Les différents axes abordés

(1)

(1) Effet de RhoB sur HDACL1 :
expression/localisation

(2) Effet de HDAC1 sur RhoB :
expression/ activation
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Abstract

Introduction:

RhoB has been reported to exert positive and negative effects on cancer pathophysiology but an
understanding of its role in human cancers, including breast cancers, remains incomplete. We
recently demonstrated that RhoB promotes the expression of ERo in a manner correlated with cell
proliferation in ER positive breast cancers (data submitted) and investigated then a possible cross-
talk with HDACI, a major ERa corepressor.

Methods:

Protein and mRNA levels of HDAC1 were analyzed in vitro and in vivo, according to the
expression of RhoB. We used siRNA sequences to specifically down-regulate RhoB expressions
in ERa positive breast adenocarcinoma MCF-7 cells and adenoviral contructs to overexpress it.
Results were confirmed in 3 other breast cancer cell lines both ER positive and negative and in
vivo using RhoB deficient mice. In parallel, we down-regulated HDAC1 expression using siRNA
sequences to study a potential control on RhoB expression. We then analyzed the effects of RhoB
down-regulation on HDAC] recruitment on 4 ERo target genes.

Results:

Our data strongly suggest that RhoB, besides stimulating the expression of ERa, positively
controls at transcriptional and post-transcriptional levels, the expression of HDAC1 and modulates
its recruitment to the promoter of ERa target genes. The modulation of HDACI1 expression by
RhoB is independent of the ER status. We could evidence a crosstalk as HDACI] itself exerts a
positive control on RhoB expression.

Conclusions:

We then documented a crosstalk between RhoB and HDACI, with a reciprocal positive effect on
their expression. The involvement in ER signaling and the relevance of such crosstalk have to be

investigated further in breast cancers.



Introduction

Prenylated proteins such as Rho small GTPases are key elements in crosstalk and integration of
growth factor signal transduction pathways. Indeed, a variety of growth factors present in the tumor
microenvironment activate Rho proteins [1], especially RhoB [2-4]. Like other Rho family
proteins, RhoB cycles between GTP- (active) and GDP (inactive)-bound states, forming interactions
with a variety of regulators and effectors that modulate activity and influence important processes in
cancer, including neoplastic transformation, survival, invasion, and metastasis [5]. Rho GTPases,
including RhoA, RhoB, and RhoC, have been implicated in the control of several critical cellular
functions, including regulation of the actin cytoskeleton, cell proliferation and oncogenesis [6].
RhoB rapidly appeared as an immediate early response gene [2, 7-9]. In contrast to its relatives
RhoA and RhoC, RhoB has been shown to play a negative role in oncogenesis in mice, where it has
been shown to function as a tumor suppressor gene on the basis of investigations of genetically
RhoB-deficient strains [10]. Similarly, tumor suppressive functions of RhoB have been documented
in human cancer cells [11]. Unlike most of the small GTPases, RhoB has a short half-life [11] and is
an immediate early response gene that is induced by a variety of stimuli, including growth factors
EGF, PDGF, TGFB [2, 7-9, 12] or DNA-damaging agents [13, 14]. In response to cellular stress,
RhoB appears to play a regulatory role in sensing the level of damage in cells and quickly triggering

either subsequent protective responses [14-16] or cell death induction [10, 17, 18].

Although no constitutively active mutants of Rho GTPases have been detected in human tumors
[19-21] and reviewed in [22] and [5], a correlation has been demonstrated between Rho protein
overexpression and poor clinical outcome in breast cancers [23]. Specific RhoB overexpression has
been correlated to disease progression [24] and we recently documented a feed-forward loop
between RhoB and Estrogen Receptor (ER) alpha. Our results suggest that the role of RhoB in

tumorogenesis involves a dual effect depending on the cellular context, with a potential pro-



oncogenic function in hormone dependant breast cancer cells (data submitted). ERa transcriptional
effects are not only determined by ligands as estradiol, but also by crosstalk between ERa and
growth factor signaling [25], always resulting in the dynamic and transient formation of cofactors
complexes, on each considered target gene.

ERa cofactors include coactivators (p160 family with SRC-1 and SRC-3, CBP/P300/pCAF, ...) and
corepressors (NcoR, SMRT). In those transcriptional complexes, acetylation and deacetylation of
the e-amino group of Lys residue are key reversible reactions. They are catalysed by the opposing
actions of histone acetyltransferase (HAT) and histone deacetyltransferase (HDAC) respectively.
HDACs have been correlated with a repression of gene transcription and extensively studied as
therapeutic targets, in particular in the context of cancers. HDACI is one of the class I of HDAC,
which are homologous to the yeast histone deacetylases Rpd3 and Hdal. Analyzing invasive breast
carcinoma, Krusche et al detected HDAC]1 protein expression in the nucleus of mammary luminal
epithelial cells but not in basal cells and observed the presence of nuclear HDACI1 and HDAC3
proteins in 40 and 44% of breast tumors respectively [26]. They also found that HDACI level
correlated significantly with estrogen and progesterone receptors expression and that HDAC1 was
an independent prognostic marker of better disease free survival (DFS) but not overallsurvival (OS)
in patients with invasive breast carcinoma [26]. Similary, Zhang et al analyzed HDAC]1 mRNA
levels in invasive breast tumors and showed that HDACI mRNA levels were elevated in ER and
PR positive tumors [27]. They also found that patients with breast tumors displaying high levels of
HDACI1 mRNA levels tended to have a better prognosis; however, in this study, HDAC1 was not
found to be independent prognostic marker of either DFS or OS. Several HDAC inhibitors are in
clinical trials in breast cancers. The combination for example of TSA and AZA, a DNMT inhibitor,
restored sensitivity to tamoxifen in MDA-MB 235 human breast cell lines and in nude mice. This
effect was due to the re-expression of a functional ERa and the level of tamoxifen growth

suppression paralleled that of ERa re-expression [28].



Some studies have shown a link between HDAC1 and RhoB. RhoB was found to be significantly
upregulated by trapoxin A, an HDAC inhibitor and repressed by HDACI [29]. Moreover, treatment
with prenylation inhibitors (FTIs and GGTIs) of cancer cells results in HDAC1 dissociation, HAT
association and histone acetylation of the RhoB promoter [29]. In our laboratory, it was shown that
a HDAC inhibitor (TSA) induces a significant RhoB re-expression in lung cancer cell lines whereas

only a slight effect was observed with a méthyltransférase inhibitor (5-azacytidine) [30].

Thus, an important goal of the present study was to determine the involvement of RhoB in
hormone-dependent breast cancers and to investigate hypothesized cross talks between RhoB and

HDACT signaling.



Materials and Methods

Cell culture and reagents

The human breast adenocarcinoma cell lines MCF-7, T47D, SK-BR-3 and MDA-MB-231 were
obtained from the American Tissue Culture Collection. Cells were grown routinely in Dulbeco’s
modified Eagles’s medium (DMEM, Lonza), supplemented with 5% fetal bovin serum (FBS,
Pan). Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) were grown in DMEM with 10% FBS. Cells were

treated with E, (Sigma) as indicated.

SiRNA transfection

Transient transfection of siRNA (40 nM) was performed using Oligofectamine® according to the
manufacturer’s instructions in OptiMEM (Invitrogen). The siRNA sequences of the oligonucleotide
duplexes (Eurogentec) were siBl (5’-CCGUCUUCGAGAACUAUGU-dTdT-3") and siB2
(5’-UGAUAUCCCUUGUCUGUAA-dTAT-3’), specific for 2 independent coding regions of RhoB,
siA2  (5’GCAGGUAGAGUUGGCUUUG-dTAT3’) for a coding region of RhoA, siER
(5°-GGGAGAAUGUUGAAACACA-dATAT3’), specific for a coding region of ERa, siHDACI
(sc-29343) specific for a coding region of HDACI1 (Santa Cruz Biotechnology) and the non-
specific sequence siControl (siC), (5’-GACGUGGGACUGAAGGGGU-dTdT-3). When indicated,
cells were deprived of E,, 3 days after transfection, by growing them in phenol red-free medium
containing 5% DCC-FBS for 3 additional days, and then by treating them with E, or ethanol for the

indicated times.



Adenoviral constructs expressing RhoB and transduction protocol

Replication-defective (deltaEl, E3) adenoviral (Ad) vectors expressing RhoB under the
transcriptional control of the CMV promoter were constructed with the Adeasy System (Qbiogen)
as described previously [31]. 500,000 MCF-7 cells were plated 24h prior to transduction with
adenoviral vectors (control empty vector, AdC, or expressing RhoB, AdB) at a multiplicity of

infection (MOI) of 100:1.

Western Blot analysis of human cell lines

Cells were lysed into lysis buffer as already described [12]. Cell extracts were separated by SDS-
PAGE and then transferred to PVDF membranes (Amersham). Proteins were visualized using the
enhanced detection system (Amersham) and the following antibodies against RhoB (sc-180), ERa
(sc-543), HDACI (sc-7872), SRC-1 (sc-6996), SRC-3 (sc-7216) from Santa Cruz Biotechnology,
PR (PgR636 clone) from Dako, B actin (MAB1501) from Chemicon, and the secondary antibodies
antimouse (MP21120) and antirabbit (MP23145) horseradish peroxydase from Interchim. Protein
abundance was quantified by densitometric phosphoimager analysis (GE healthcare). Relative

band intensities were quantified by densitometric analysis.

Quantitative Reverse Transcribed PCR (qRT-PCR) in MCF-7 cells

Total RNA was isolated 16h after stimulation by E,, using RNeasy kit according to the
manufacturer’s instructions (Qiagen), then reverse-transcribed using iScript™cDNA Synthesis Kit
(Biorad). Quantitative PCR was performed with an iQreal-time PCR detection system (Biorad)
using iIQ™ SYBR® Green Supermix (Biorad). The primer pairs used were: for GAPDH, 5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC-3" and 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3"; for 28s 5'-
TCGCTGGGTCTTGGATGTC-3" and 5'-AGCAGATTGTGACAGACCATTCC-3"; for ERa 5'-

CCACCAACCAGTGCACCATT-3" and 5-GGT CTTTTCGTATCCCACCTTTC-3'"; for RhoB



5’-GTGCCTGTCGATCGTGTTC-3 and 5 -GCGGTCGTAGTCCTCCTG-3’; for HDACI
5’-TGCGGCAGCATTCTAAGGTT-3’ and 5’-CAAGCTCCACATCAGTCCTTCC-

3’(Eurogentec).

Analysis of MEF generated and uteri collected from RhoB -/- mice

Homozygous (-/-) and heterozygous (+/-) mutant strains of RhoB deficient mice [10] were housed
in polycarbonate cages in a room with controlled temperature and humidity where food and water
were provided ad libitum. Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) were generated and grown in
cell culture facilities [10]. They were then lysed as described above [12]. 6 week-old mice uteri
were collected and lysed in Bunone buffer [32]. Protein and total RNA were then extracted and
analyzed as described in the above paragraphs with specific murine antibodies and primers.
Antibody against murine ERa was used (sc-542) from Santa Cruz Biotechnology. The following
primer pairs were used: 5'-TCATGGAGTCTGCCAAGGA-3' and 5’-
AGCCAGAGGCATAGTCATTGC-3’ for murine ERa; 5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3'
and 5-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3' for murine GAPDH; 5’-
GTGCCTGCTGATCGTGATCGTGTTC-3’ and 5’GCGGTCGTAGTCCTCCTG-3’; for murine
RhoB; 5’-TGCGGCAGCATTCTAAGGTT-3" and 5’CAAGTCCCACAGTCCTTCC-3* for

murine HDACI.

Chromatin Immunoprecipitation (Chlp) Assay

Chlp assays were performed with modifications of the procedure of Metivier [33], as described.
Briefly, 10° cells were synchronized by 3 days of culture in DMEM 5% DCC-FCS and then
treated during 1h with E; (50 nM) or ethanol (control). Antibody used for the immunoprecipitation

was HDACI (sc-6299) from Santa Cruz biotechnology.



Quantitative PCR were performed on an iCycler (Biorad) using the following primers (Eurogentec):
5-CCACCAACCAGTGCACCATT-3' and 5'-GGT CTTTTCGTATCCCACCTTTC- 3' for ER« ;
5’- GGC AGG CTC TGT TTG CTT AAA GAG CG -3’ to amplify the fragment of the human pS2;
5’-TCTCCTCCCTCTGCCCCTATATTC-3" to amplify the fragment of the human PR promoter
flanking the + 745 AP-1 DNA binding motif where ER is known to bind; 5-
CTCAGGTAGAAGGAGAAGATG-3’ and 5’-CTGGGCGGTGTCAAAGTG-3’ to amplify the
fragment of the human cathepsin D; 5’- GGC CAT CTC TCA CTA TGA ATC ACT TCT GC -3’
and 5- GGC AGG CTC TGT TTG CTIT AAA GAG CG -3 for cyclinD1
5’-GGCGACACAGCAGTGGGGAT-3’ and 5’-TCTCCTCCCTCTGCCCCTATATTC-3*  for
c-myc. For the purifications of inputs, 20 ul of extract were removed and heated at 65°C, DNA was
then purified as for the immunoprecipitates, and was quantified by quantitative PCR as described
below. The specificity of the immunoprecipitation of ERo was controlled by the use of rabbit IgG

instead of the polyclonal anti-ERa antibody (Data not shown).

Cell growth determination

48h hours after siRNA transfection or transduction, cells were seeded at a density of 1,500 cells
per well in 6-well plates in DMEM 5% FBS with ethanol (control) or E; (50 nM) and counted
daily during the next 4 days with a coulter counter (Beckman Coulter). A Kruskall Wallis test was

performed and the significance threshold was determined at 0.0125 using Bonferroni correction.

Statistical analysis

Student’s ¢ test was performed to compare the means of values from different experiments.

Differences were considered statistically significant at p < 0.05 (*), p < 0.01 (*¥) and p < 0.001



Results

RhoB strongly controls HDAC1 expression at both the protein and mRNA levels

As a first approach, we analyzed the effect of the extinction of two key Rho proteins, RhoA and
RhoB on the expression of three major transcriptional cofactors : on the one hand, the coactivators
SRC-1 and SRC-3 and on the other hand the corepressor HDACI1. Only RhoB extinction
decreased HDAC1 whereas SRC-1 and SRC-3 were not modified and RhoA extinction had no
effect (Supplemental Figurel). This dramatic decrease was observed both in the absence and
presence of estradiol (E;). In Figure 1A, we then characterized this inhibition by using a second
siRNA sequence versus a coding region of RhoB (respectively 90% and 78% for siB1 and siB2).
Performing immunocytochemistry (Figure 1B), we first had an expected nuclear localization of
HDACI1 within MCF-7 cells treated by siC. We confirmed again the major decrease of HDAC1
level associated to RhoB depletion, but with no obvious change of the subcellular localization.

We then demonstrated that RhoB down-regulation decreases HDACI expression at both the
protein and mRNA levels (Figure 1C) as the two siB sequences induced 60 to 75% of the control
expression. According to the experiments, higher levels of mRNA inhibition could be reached (cf
Figure 4B) but were not constant. Nonetheless, this clear inhibition of HDAC1 mRNA cannot
totally support the dramatic decrease observed at the protein level. Besides, RhoB overexpression
significantly increased the expression of HDACI and of ERa as we recently submitted

(Figure 1D).

RhoB deficient mice exhibit a dramatically decreased expression of HDAC1
We also confirmed the involvement of RhoB in the control of HDACI expression in vivo using
mice that are genetically deficient in RhoB (Figure 2). A major decrease of HDAC1 expression

was visualized in mouse embryo fibroblasts (MEFs) collected from RhoB+/- mice with an even



more dramatic decrease in MEFs collected from RhoB-/- mice (Figure 2A). In the uterus (Figure
2B), a similar effect of RhoB down-regulation was observed, but to a lesser extent, as HDACI1
expression could still be detected both in RhoB +/- and RhoB-/- mice. A comparison of mRNA
levels expressed in uteri from wild-type, heterozygote and homozygote mice confirmed a parallel
decrease in RhoB, ERa and HDACI mRNA expressions (Figure 2C). Altogether, these results
extended the support for a hypothesized regulatory relationship between RhoB and HDACT.

As we recently generated data showing that RhoB extinction decrease the proliferation of MCF-7
cells (data submitted), we analyzed the effect of HDACI extinction. Even a 64% down-regulation

of HDACI1 had no effect on MCF-7 proliferation during 4 days (Supplemental Figure 2).

RhoB control on HDAC1 expression is partially regulated by the proteasome

As we evidenced a differential effect of RhoB down-regulation on the mRNA and the protein
levels of HDACI1 in MCF-7 cells, we hypothesized a potential control of HDAC] protein stability
by RhoB. Therefore, we associated a proteasome inhibitor treatment, the MG132, to RhoB down-
regulation, in the presence of E, (Figure 3).

Regarding RhoB, that has a short half-life time, the MG132 did increase its expression but slightly
in the presence of siC (10%), whereas siB2 down-regulation was efficient both in the absence and
presence of MG132 (80% down-regulation).

Regarding HDACI, that has a similar short half-life time, the MG132 treatment also slightly
increased its expression in the presence of siC (25%). A 60% decrease was observed in the
presence of siB2 and with the treatment with MG132, a partial rescue was observed with only a
25% decrease. This result suggests that RhoB controls partially HDACI expression via the
proteasomal degradation. This should be clearly confirmed by measuring and comparing the half-

life times of HDAC1 when RhoB is down-regulated or not.



RhoB controls HDAC1 expression in breast cancer cell lines, independently of their ERo
status

We extended the study of RhoB down-regulation on HDAC1 expression to additional breast
cancer cell lines (Figure 4A). We used MCF-7 and T47D cells as ER positive cell lines and MDA-
MB-231 and SKBR3 as ER negative cell lines. As already described, RhoB extinction down-
regulates ERo expression in MCF-7 and in T47D (data submitted). Besides, we confirmed a
decrease of HDACI1 expression with RhoB depletion not only in MCF-7 cells but in the T47D
cells (model of hormone-dependent cells) and in SKBR3, MDA-231 cells (models of non

hormone-dependent cells).

HDAC1 down-regulation decreases RhoB expression at both the protein and mRNA levels

Besides this control exerted by RhoB on HDAC1 expression, we wanted to investigate further the
potentiality of a reciprocal regulation of HDAC1 on RhoB expression. In Figure 4A, we used
siRNA versus HDAC1 and showed variable but significant decreases of RhoB expression in
MCEF-7, T47D, MDA-MB-231 and SK-BR3 cells (65, 55, 48 and 45 % respectively). The
depletion of HDACI1 has no significant consequence on ERa expression in the two ER positive
cell lines. In Figure 4B, we observed that HDACI depletion induces a 80% decrease of RhoB
mRNA in MCF-7 cells. The slight increase of ERa mRNA in the presence of siHDAC1 (p<0.05)
does not appear to have any consequence on ERa protein level. These results clearly demonstrate

a cross-regulation between HDAC1 and RhoB.

RhoB down-regulation controls HDAC1 recruitment on some ERo target genes
We hypothesized that the ability of RhoB to modulate HDAC1 expression could impair the major

transcriptional functions of ERa, HDACI1 being a major corepressor of ERa.



We used Chlp analysis to study the effect of RhoB down-regulation on the recruitment of HDAC1
onto ERa, pS2, PR, cathepsin D, cyclin D and c-myc genes promoters at early times, i.e. at 1h after
E, stimulation (Figure 5). The efficiency of the immunoprecipitation was at least 80% (data not
shown) and its specificity was controlled by the use of nonspecific rabbit IgG in place of the
specific antibodies. Controls never exceeded 15% of the signals obtained with HDACT1 antibody.
Following siB1 transfection, the recruitment of HDACI to the pS2 gene promoter dramatically
decreased (rate 0.4 + 0.05 compared to siC). The recruitment of HDAC1 on PR gene increase with
the depletion of RhoB versus siRNA control (1.67 + 0.35 rate). Besides, the recruitment did not
significantly changed neither on ER ¢, cathepsin D, cyclin DI nor c-myc promotors.

These results showed that the decrease of HDACI expression under RhoB depletion does not
regulate the recruitment of HDACI on various targets genes of ERa. Nonetheless, RhoB down-

regulation does modify significantly the recruitment of HDAC1 on some specific genes.



Discussion

Although the tumor suppressor function of RhoB has been documented in many human cancers [11,
34], RhoB overexpression was suggested to be associated with tumor progression in breast cancers.
The mechanism of this apparent antagonism of RhoB function in oncogenesis remains to be
elucidated. We have shown here a positive cross-talk between RhoB and HDAC1 that does not rely
on ER« expression.

The mechanism of this effect is far from being elucidated, but a direct interaction of RhoB with
the ERa dependant transcriptional machinery should not be excluded since a direct interaction
between ERo and RhoGDIa in breast cancer cells has been demonstrated [35]and we have shown

here a strong nuclear localization of RhoB in ERa positive tumor tissues.

Our data bring together lines of evidence to support this cross-talk. Firstly, cellular results
demonstrated that the level of RhoB controls the expression of HDACI1 in ERa positive and
negative breast cancer cell lines. In MCF-7 cells, RhoB has the same effect both in the absence
and presence of E, outlining the potential physiological consequences, independently of the
estrogenic impregnation. This effect is less dramatic at the mRNA level than at the protein level.
Premiminary experiments suggest that RhoB could regulate HDACI1 at a post-transcriptional
level, especially via a control of the proteasomal degradation of HDACI. This has to be confirmed
by analyzing the role of RhoB on HDACI half-life time. Besides, microRNA which regulates
mRNA could be keys regulators of this regulation [36].

We also clearly demonstrated in vivo the control of RhoB on HDACI1 expression in uterus, an
estrogen dependant tissue, and in MEF cells, from a RhoB-/- mouse model. MEF cells do express
ERo but with a lower physiological relevance. In uteri, we observed a better correlation between
HDACIT mRNA and protein down-regulations, with a complete absence of HDACI1 visualization

in the blots of RHoB-/- mice. This observation does not exclude the possibility of additional post-



transcriptional regulations we suggested above, but highlights the strong impact of RhoB on
HDACI expression in vivo. A physical interaction between RhoB and HDACI may happen as a
nuclear localization of RhoB has been already described (data submitted).

In parallel, we generated data to demonstrate that HDACT1 positively regulates RhoB expression,
again both at the mRNA and protein levels, suggesting a strong positive feed-back loop. HDAC1
being a major corepressor not only of ERa, we demonstrated that RhoB can control the
recruitment of HDAC1 on some genes whose activation is ERa-dependant. Strikingly, the
decreased level of HDACT1 under RhoB depletion could lead to either a decrease, an increase or no
effect on HDACI recruitment on various genes. The potential consequences of HDAC1 down-
regulation and impaired recruitments under RhoB influence have to be inestigated further.

It must be outlined that the closely related protein RhoA had no effect on HDAC1 expression and
that RhoB down-regulation did not impair SRC-1 and SRC-3 coactivators. The physiological
relevance of such a strong reciprocal control has to be deciphered in breast cancers and in other
tissues. Nonetheless, a major issue is to define now the potential cross talks existing between
RhoB and other HDAC of class I, and eventually of other classes. Indeed, numerous inhibitors of
HDAC are now developed [28]and may interfere with RhoB functions either as tumor suppressor
or pro-proliferative agent [30]and data submitted. Although HDACI inhibition did not alter the
proliferation of MCF-7 cells, a complete extinction of HDAC1 may have to be analysed in various
cell lines.

In conclusion, RhoB appears to be a key inducer of HDACI and inversely. Our new findings shed
light on the potential role of RhoB in tumorogenesis involving an effect on a major corepressor,

HDACI.
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Legends to figures

Figure 1: Effect of RhoB expression on HDAC1 expression in MCF-7 cells

A and B: After 24h of culture, MCF-7 cells were transfected with control siRNA (siC) or sequences
versus RhoB (siB1, siB2). 48h later, cells were lysed and HDACI expression was evaluated by
western blot (A), immunochemistry (B) or by RT-PCR (C).

In Figure 1C, error bars represent the mean values £ SD from triplicate conditions, Figure 1A is

representative of 3 experiments.



D: After 24h of culture, MCF-7 were transfected with Adenovirus control (AdC) or Adenovirus
RhoB (AdRhoB) at MOI 100. 48h later, cells were lysed and HDACI1, RhoB, HDACI1, ERa and

actin expressions were evaluated by western blot. Representative of 3 experiments.

Figure 2: Effect of RhoB expression on HDAC1 expression in RhoB deficient mice

A: Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) were lysed and ERa, RhoB, HDACI1 and actin
expressions were determined by western blot. Representative of 3 experiments.

B and C: On 6 weeks old mice, uteri were collected and lysed. ERa, RhoB, HDACI1 and actin
expressions were determined by western blot (B) and ERa, RhoB and HDAC1 mRNA expressions
by qRT-PCR, relative to GAPDH expression (C). In Figure 2C, error bars represent the mean values

+ SD from triplicate conditions.

Figure 3: Effect of MG132 on RhoB control of HDAC1 expression in MCF-7 cells

After 24h of culture, MCF-7 were transfected with siRNA control (siC) or siRNA versus RhoB
(B2). 48h later, cells were treated with MG132 (4uM) during 7h. After this treatment, cells were
lysed and HDACI1, RhoB and actin expressions were evaluated by western blot. Representative of 3

experiments.

Figure 4: Reciprocal effects of RhoB and HDAC1 down-regulations on their respective
expressions in 4 breast cancer cell lines

After 24h of culture, MCF-7, T47D, SK-BR-3 and MDA-MB 231 cells were transfected with
siRNA control (siC) or sequence versus RhoB (siB6) or HDACI1 (siHDAC1). 48h later, cells were

lysed.



A: RhoB, ERoa, HDACI and actin expressions were evaluated by western blot. Representative of 3
experiments.
B: RhoB, ERa and HDACI expressions were quantified by qRT-PCR in MCF-7 cells. Error bars

represent the mean values = SD from triplicate conditions.

Figure 5: Effect of RhoB down-regulation on HDAC1 recruitment on different genes in MCF-
7 cells

After 24h of culture, MELN cells were transfected with siRNA control (siC) or sequence versus
RhoB (siB1). After 3 days without estrogen followed by 1h of E, stimulation, cells were lysed,
sonicated and immunoprecipitation of HDAC1 was performed. Quantification of the recruitment of
HDACI on the different genes promotors was performed by quantitative PCR. Representative of 3

experiments.

Supplemental Figure 1: Effect of RhoA and RhoB down-regulation on the expression of SRC-
1, SRC-3 and HDAC1 in MCF-7 cells

After 24h of culture, MCF-7 cells were transfected with siRNA control (siC), siRNA versus RhoA
(siA2) or versus RhoB (siB11) with estrogen or not. 48h later, cells were lysed and SRC-1, SRC-3,

HDACI and actin expressions were evaluated by western blot. Representative of 2 experiments.

Supplemental Figure 2: Effect of HDAC1 inhibition on MCF-7 proliferation
B: After 24h of culture, MCF-7 were transfected with siRNA control (C) or sequence versus
HDACI. The last day of counting, HDACI1 and actin expressions were evaluated by western blot.

Representative of 3 experiments.



Conclusion

L’ensemble de nos résultats a donc démontré I’existence d’une régulation positive entre la protéine
RhoB et le corépresseur HDAC1 dans des modeles de cancers du sein hormonodépendants ou non.
Ceci a déja été décrit dans des modeles de cellules de cancers pulmonaires mais pas dans des
modeles de cancers du sein a ce jour.

Nous avons mis en évidence tout d’abord dans des modeles in vitro, mais également in vivo, que
RhoB régule positivement 1’expression d’HDACI. Il est important de souligner que RhoA ne
présente aucun effet notable sur I’expression de HDAC1 dans les cellules MCF-7. RhoB apparait
comme ayant un role régulateur de HDACI dans les cellules cancéreuses mammaires, de maniere
indépendante du statut hormonal. Effectivement, I’effet de RhoB a été confirmé sur 4 lignées de
statut hormonal différent et nous avons observé la modification de 1’expression de HDACI a la fois
en absence et en présence d’E, dans les cellules MCF-7. In vitro, I’'inhibition de HDACI lors de
I’extinction de RhoB est plus marquée au niveau protéique qu’au niveau de I’ARNm. Ceci peut
s’expliquer en partie par le fait que RhoB semble contrdler la dégradation par le protéasome de
HDACI. Nous mesurerons les temps de demi-vie de HDACI sous I'influence de RhoB pour mieux
en comprendre le mécanisme. Il existe donc fort probablement une régulation post-
transcriptionnelle avec une modification de la stabilité de la protéine HDACI1, mais également, des
régulations de I’expression de HDACI par la présence de micro-ARN sont maintenant décrite. Dans
le modele de souris déficientes en RhoB, les diminutions des taux d’ARNm et de protéines sont
plus marquées et corrélées, ce qui n’élimine pas la possibilité de régulations post-transcriptionnelles
exercées par RhoB sur I’expression de HDAC1 dans des conditions physiologiques.

Nous avons montré précédemment que 1’extinction de RhoB inhibe la prolifération des cellules
MCEF-7 mais pas celle de cellules RE négatives (résultats soumis). Nous avons montré dans cette
étude que I’inhibition d’HDC1, qui entraine un certain niveau d’inhibition de 1’expression de RhoB

dans les 4 lignées RE positives et RE négatives analysées, n’a pas d’effet sur la prolifération des



cellules MCF-7. Le dialogue existant entre RhoB et HDAC1 semble donc ne pas avoir un impact
majeur sur la prolifération.

Enfin, nous avons démontré que le recrutement d’HDACI lors de I’extinction de RhoB varie en
fonctions des genes cibles du REa considérés et n’est donc pas la conséquence directe de
I’expression totale ’HDACI. Toutefois, aucune corrélation entre ces recrutements différentiels et
I’expression de ces génes n’a été observée (données non montrées). L’existence d’une interaction
physique directe entre HDACI et RhoB est a envisager car a la différence de RhoA et RhoC, RhoB
a été décrit comme pouvant avoir une localisation nucléaire (travaux soumis et [37]).

L’extension de nos résultats a d’autres HDACs, notamment a d’autres HDACs de la classe I a
laquelle appartient HDACI, permettra de déterminer si RhoB a un effet spécifique sur HDACI et si
inversement, d’autres HDAC controlent 1’expression et les activités de RhoB. Ceci est
particulierement important dans la mesure ou les inhibiteurs d’HDAC actuellement développés
tendent a évoluer vers de nouvelles molécules présentant une plus grande spécificité a 1I’égard d’une
classe ou méme d’une HDAC donnée [37].

L’ensemble de ces résultats démontre un autre role possible de RhoB dans la cancérogénese
mammaire, indépendamment du statut hormonal. Cette protéine qui a un rdle de pro-oncogene dans
des modeles de cancers du sein hormonodépendants, régulerait 1’expression d’HDACI,
corépresseur du REa. Toutefois, I'importance relative de ces deux phénomenes 1’un par rapport a

I’autre reste encore a déterminer.
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Discussion

L’ensemble de nos résultats a donc démontré I’existence d’un dialogue réciproque entre la
protéine RhoB et le corépresseur HDAC1 dans des modeles de cancers du sein
hormonodépendants ou non. Cet effet avait déja été demontré dans des modéles de cellules de

cancers pulmonaires mais pas dans des modeles de cancers du sein a ce jour.

Nous avons mis en évidence tout d’abord dans des modéles in vitro mis également in vivo que
RhoB régule positivement I’expression d’HDACLI. Il est important de souligner que RhoA ne
présente aucun effet notable sur I’expression de HDACL dans les cellules MCF-7. RhoB
apparait comme ayant un role régulateur de HDAC1 dans les cellules cancéreuses mammaires
de maniére indépendante du statut hormonal. Effectivement, I’effet de RhoB a été confirmé sur
4 lignées de statut hormonal difféerent et nous avons observé la modification de I’expression de
HDAC1 a la fois en absence et en présence d’E; dans les cellules MCF-7. In vitro, I’inhibition
de HDAC1 lors de I’extinction de RhoB est plus marquée au niveau protéique qu’au niveau de
I’ARNmM. De plus, RhoB semble contréler la dégradation par le protéasome de HDACL. Nous
mesurerons les temps de demi-vie de HDAC-1 sous I’influence de RhoB pour mieux en
comprendre le mécanisme. Il existe donc fort probablement une régulation post-
transcriptionnelle avec une modification de la stabilité de la protéine HDAC1, mais également,
la présence de micro-ARN régulant I’expression de HDAC1 est possible. En effet, il a été
décrit dans des cellules cancéreuses prostatiques que miR-449a réprime I’expression de
HDACI, entrainant un arrét de la croissance cellulaire [348]. Dans le modéle de souris
déficientes en RhoB, les diminutions des taux d’ARNmM et de protéines sont plus marquées et
sont toujours corrélées et confirment la possibilité de régulations post-transcriptionnelles

exercees par RhoB sur I’expression de HDAC1.

Nous avons montré précédemment que I’extinction de RhoB inhibe la prolifération des cellules

MCF-7 mais pas de cellules RE négatives (résultats soumis). Nous avons montré dans cette
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étude que I’inhibition d’HDC1, qui entraine un certain niveau d’inhibition de I’expression de
RhoB dans les 4 lignées RE positives et RE négatives analysées, n’a pas d’effet sur la
prolifération des cellules MCF-7. Le dialogue existant entre RhoB et HDAC1 semble donc ne
pas avoir un impact majeur sur la prolifération dans le modéle et les conditions que nous avons
étudiés.

Enfin, nous avons démontré que le recrutement d’HDACL1 lors de I’extinction de RhoB varie
en fonctions des génes cibles du REa considérés et n’est donc pas la conséquence directe de
I’expression totale d’HDAC1. Toutefois, aucune corrélation entre ces recrutements différentiels
et I’expression de ces génes n’a été observée (données non montrées).

L’existence d’une interaction physique directe entre HDAC1 et RhoB est a envisager car a la
différence de RhoA et RhoC, RhoB a été décrit comme pouvant avoir une localisation
nucléaire (travaux soumis). L’extension de nos résultats a d’autres HDACs, notamment a
d’autres HDACs de la classe | a laquelle appartient HDAC1, permettra de déterminer si RhoB a
un effet spécifique sur HDAC1 et inversement. Ceci est particulierement important dans la
mesure ou les inhibiteurs d’HDAC actuellement développés tendent a évoluer vers de
nouvelles molécules présentant une plus grande spécificité a I’égard d’une classe ou méme
d’une HDAC donnée [313]. Si les inhibiteurs d’HDAC répriment suffisamment I’expression de
RhoB, leur effet anti-proliferatif sera amplifié ou a I’inverse contrarié en fonction du réle
spécifique de RhoB dans le modeéle cellulaire considéré,

L’ensemble de ces résultats démontre donc un autre rble possible de RhoB dans la
cancerogenese mammaire, indépendamment du statut hormonal. Cette protéine qui a un réle de
pro-oncogéene dans des modeles de cancers du sein hormonodépendants, régulerait I’expression
d’HDAC1, corépresseur du REa. Toutefois, I’importance relative de ces deux phénomenes I’un

par rapport a I’autre reste encore a déterminer.
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CONCLUSION GENERALE
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La découverte des RE, puis des voies de signalisation oestrogéniques associées, s’est avérée
d’une grande utilité dans le développement des traitements des cancers du sein. Elle a permis
de comprendre I’efficacité du mécanisme de castration utilisée depuis Beatson a des fins
thérapeutiques, de réserver I’hormonothérapie aux tumeurs exprimant les RH et de développer
plusieurs molécules (anti-cestrogenes puis AAs). Cependant, les cliniciens sont
quotidiennement confrontés aux problémes de résistances qu’elles soient de novo ou acquises,
apres une phase plus ou moins longue d’hormonosensibilité. Depuis plusieurs années, le travail
des chercheurs a permis une meilleure compréhension des différentes voies de signalisation
oestrogénique et de leurs interactions complexes avec les autres voies de signalisation
intracellulaires. De nouvelles associations thérapeutiques, actuellement objet d’étude clinique,

sont la conséquence de cette recherche.

Dans notre équipe, I’axe initial de recherche visait a déterminer si les protéines prénylées
étaient impliquées dans la régulation du REa et par quels mécanismes. Il a tout d’abord été mis
en éevidence que des protéines prenylées contrdlent positivement la prolifération des cellules
MCF-7 et négativement la transcription dépendante d’un ERE dans des cellules MELN [196].
Ces résultats ont éte complétes par I’étude in vitro des effets de I’association du tamoxifene
avec des inhibiteurs de farnésyl transférase (FTI-277 et R115, 777) [214 , 215]. Apres avoir
démontré que I’association tamoxiféne et inhibiteur de FTI pouvait avoir un effet au moins
additif sur I’inhibition de la prolifération des cellules MCF-7, une étude clinique de phase Il a
été initiee apres obtention d’un PHRC. Bien que I’objectif principal de I’étude n’ait pas éeté
atteint (seulement une patiente sur 20 a présenté une réponse objective), un bénéfice clinique a
été observé pour 50% des patientes avec une durée moyenne du bénefice de 10,2 mois [215].
De plus, la possibilité d’identifier un marqueur précoce (& 2 mois), de réponse au traitement

(peptide du fibrinogene a) par analyse protéomique s’est réveélée particulierement prometteuse.
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Ensuite, en utilisant la C3 exoenzyme, il est apparu qu’au moins une des protéines Rho (Rho A,

B et C) pouvait avoir un effet négatif sur la transcription dépendante du REa. [342].

L’objectif de mon travail de thése a donc eté d’identifier le r6le spécifique de chacune de ces
protéines Rho dans les activités du REa.

Dans un premier temps, nous démontrons que les 3 protéines Rho modifient le recrutement du
REa lui-méme sur des génes cibles, alors que seuls RhoA et RhoB contrélent la trancription
dépendante du REa. Ces contrbles ne sont pas identiques pour RhoA et RhoB et sont
également spécifiques pour chaque géne cible considéré. Ceci est en accord avec I’extréme
diversité et complexité de chaque complexe de cofacteurs recrutés de facon dynamique pour
permettre la stimulation ou au contraire le freinage de la transcription d’un géne donné.

Ensuite, nous démontrons que RhoA, RhoB et RhoC régulent également mais de maniére
différente I’expression du REa. L’étude des mécanismes par lesquels passe cette régulation
permettra de mieux comprendre les effets spécifiques de chacune de ces protéines. En effet, les
régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles potentiellement exercées par RhoB
ont certainement des implications différentes de la régulation exclusivement post-
transcriptionnelle observée pour RhoA. Toute modification de I’expression, de la stabilité, des
phosphorylations et acétylations du REa. (ARNm et/ou protéine) peuvent en effet avoir des
conséquences sur le passage a I’hormonosensibilité ou I’hormonorésistance d’une cellule
tumorale.

Enfin, nous avons mis en évidence un réle activateur de RhoB sur la prolifération et donc un
role de pro-oncogeéne spécifique aux cellules mammaires hormonodépendantes. L’ensemble de
nos résultats souligne in vitro et in vivo I’importance des liens réciproques existant entre RhoB
et le REa, avec la possibilité pour E, de stimuler le passage rapide de RhoB vers son état actif

lié au GTP.
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Dans une derniere partie qui est en cours, nous mettons en évidence I’existence d’un dialogue
entre HDAC1 et RhoB dans divers modeéles cellulaires de cancers du sein RE négatifs ou non et
in vivo. Le contrdle positif tres fort exercé par RhoB sur HDACL est ici indépendant de la
présence ou de I’absence du REa et apparait majoritairement au niveau protéique. Ce travail
sera poursuivi dans les semaines a venir avec une collaboration avec I’équipe de Vincent
Cavailles a Montpellier (INSERM U896). Nous déterminerons si RhoB contréle I’expression
uniquement de HDACL ou s’il peut aussi moduler I’expression d’autres HDACs de la classe I.
Il sera également important de caractériser I’existence ou non d’une interaction directe entre
RhoB et HDACL1 et les mécanismes par lesquels RhoB régule I’expression de HDAC1 (temps

de demi-vie, dégradation, modifications post-traductionnelles).

En conclusion, ces travaux ont permis d’établir que chacune des 3 protéines Rho étudiées joue
bien un réle spécifique dans les voies de signalisation associées au REa. Leur implication dans
les réponses physiologiques du REa aux stimulations cestrogéniques et dans la sensibilité a
I”’hormonothérapie des cancers du sein restent autant de domaines a étudier. En effet, RhoA,
RhoB et RhoC jouent potentiellement un role dans les étapes essentielles que sont I’évolution
d’une cellule normale vers une cellule tumorale, I’augmentation de I’agressivité d’une tumeur,
la modification de son statut hormonal et I’acquisition de résistances aux traitements. Les
analyses de I’expression des protéines Rho, soit totale, soit sous leur forme active et/ou
phosphorylée est a envisager sur des échantillons importants de tumeurs de patientes afin de

rechercher des corrélations avec différents facteurs pronostiques.

Une caracteristique de ce travail aura été de toujours travailler en lien étroit avec les services
cliniques et d’anatomopathologie de [I’Institut Claudius Regaud et les autres équipes
toulousaines ou régionales impliquées dans ce domaine, grace entre autres aux réseaux
ResisTH et au RTRS (Fondation RITC). Une préoccupation majeure en cancérologie

mammaire aujourd’hui est en effet de développer une recherche en transfert qui facilite le
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développement d’essais cliniques mdrement réfléchis entre chercheurs et cliniciens. Les
données biologiques qui pourront étre ainsi recueillies et analysées devraient servir a renforcer

toute recherche effectuée en amont.
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Résume

L’hormonothérapie est recommandée dans environ deux tiers des cancers du sein exprimant le
récepteur des cestrogenes (RE) et/ ou le récepteur de la progestérone (RP). Cependant, il y a
apparition systématique de résistances qui imposent la recherche de nouvelles cibles
thérapeutiques. Les cestrogénes agissent via le REa mais il a ét¢ démontré des interrelations
majeures entre le REa et la voie de facteurs de croissance en particulier avec les protéines Rho.
L’objectif de ce travail de theése était de déterminer s’il existe un dialogue entre le REa et les
protéines Rho A, B et C, les éventuels mécanismes mis en jeu et I’implication dans la
tumorigenése mammaire.

Dans un premier temps, nos résultats ont permis de mettre en évidence que RhoB est un
¢lément clé de la régulation de I’expression du REa et du RP. Pour cela, nous avons utilisé¢ des
modeles cellulaires, animaux et des tumeurs de patientes. En effet, une régulation réciproque
positive existe entre ces deux protéines et RhoB apparait comme ayant un rdle de pro-
oncogene dans des cellules de cancers du sein hormonodépendantes, contrairement a son role
connu de suppresseur de tumeur pour d’autres cancers. De plus, RhoB modifie clairement les
activités transcriptionnelles liées au REa et 1’équilibre des cofacteurs, y compris du REa lui-
méme, recrutés sur le promoteur de RP.

Dans un second volet de ce travail, nous nous sommes concentrés sur les effets de RhoA et
RhoC sur les activités du REa. RhoA et RhoC modifient également le recrutement de REa sur
les promoteurs de différents geénes cibles du REa mais sans corrélation avec les modulations
d’activités transcriptionnelles observées. A I’inverse de RhoB, RhoA diminue I’expression du
REa alors que RhoC n’a pas d’effet.

L’ensemble de ces résultats nous a donc permis de montrer que malgré leur treés forte
homologie, RhoA,B et C ont toutes 3 des roles, mais différents, sur I’expression et les effets
transcriptionnels du REa dans les cellules de cancers du sein. De plus, I’'importance de RhoB
comme agent pro-prolifératif dans des cellules mammaires hormonodépendantes est un axe
majeur a développer.

MOTS CLES: Adénocarcinomes mammaires, protéines Rho A, B et C, récepteurs des
cestrogenes, HDACI.
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