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RESUME 

IMPLICATION DU RECEPTEUR-RELIE A L'CESTROGENE ALPHA DANS LA 

PROLIFERATION DES CELLULES CANCEREUSES COLIQUES 

Thomas Lassalle 

Departement d'anatomie de biologie cellulaire, Departement de medecine-
Service de gastroenterologie, Faculte de medecine et des sciences de la 
sante, Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada 

Le recepteur-relie a l'cestrogene alpha (ERRa) est un recepteur 

nucleaire orphelin ayant une forte homologie de sequence avec les 

recepteurs a l'cestrogene, en particulier dans son domaine de liaison a I'ADN. 

Dans I'intestin, ERRa est principalement exprime dans I'epithelium et ce du 

duodenum jusqu'au colon, et une plus grande expression genique est 

observee dans les tissus cancereux de colon compares aux tissus sains 

adjacents. Plusieurs etudes ont de plus documente le role majeur de la forme 

complete de ERRa dans le controle du metabolisme energetique et 

mitochondrial. Dans ces fonctions, les partenaires d'interaction PGC-1a et 

PGC-ip semblent necessaires a I'activation transcriptionnelle de ERRa. Un 

troisieme membre de cette famille des PGC-1, le co-activateur PRC, est induit 

lors de la proliferation cellulaire mais son recrutement aupres de ERRa n'a 

pas ete etudie. Un variant d'epissage alternatif de ERRa, ne possedant pas le 

cinquieme exon, a ete rapporte dans la litterature lors d'une analyse 
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genomique a large echelle. L'expression genique de ce variant semblait 

restreinte aux tissus sains non cancereux mais son expression detaillee et sa 

caracterisation ne furent pas effectuees. 

L'objectif principal de ma maTtrise est d'etudier le role et I'implication de 

ERRa dans la proliferation des cellules cancereuses coliques. Comme 

premier objectif, nous avons voulu determiner I'implication de ERRa dans la 

croissance des cellules cancereuses du colon. Nous avons par la suite voulu 

caracteriser le variant d'epissage alternatif ERRaAexon5 dans I'epithelium du 

colon. Finalement, nous avons amorce I'etude d'une possible interaction entre 

ERRa et PRC, un nouveau co-activateur de la famille des PGC-1. 

Selon nos resultats, la forme complete de ERRa, qui est exprimee plus 

fortement dans les cellules et tissus cancereux de colon en comparaison a 

leurs homologues sains, confere un avantage proliferatif aux cellules 

cancereuses. En effet, en reduisant l'expression de ce recepteur nucleaire par 

interference d'ARN, nous avons remarque un ralentissement de la croissance 

cellulaire de certaines lignees cellulaires cancereuses coliques. De plus, le 

variant d'epissage alternatif de ERRa, qui agit comme un dominant negatif de 

la forme complete, est faiblement exprime dans les cellules cancereuses de 

colon comparativement aux cellules saines. Une surexpression de ce variant 

dans les memes lignees cellulaires cancereuses coliques diminue aussi 

considerablement la croissance de ces cellules. Finalement, PRC semble etre 
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un nouveau partenaire d'interaction de ERRa, co-activant I'activite 

transcriptionnelle de celui-ci. 

Ces resultats suggerent un role important de la forme complete de 

ERRa dans la proliferation des cellules cancereuses du colon. Cette proteine 

pourrait s'averer etre une nouvelle cible potentielle pour le traitement du 

cancer colorectal. 
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S-lNTRODUCTION 

1. Le systeme digestif 

1.1. Caracteristiques generates 

Le tube digestif a pour principales fonctions de digerer la nourriture, 

d'absorber les nutriments dans le sang ou la lymphe et d'evacuer les residus 

indigestibles (MARIEB et LACHAINE, 2005). II est compose de plusieurs 

organes divises en 2 groupes, soit les organes du tube digestif, la bouche, le 

pharynx, I'oesophage, I'estomac, I'intestin grele et le gros intestin, se 

terminant par I'anus, et les organes annexes, les dents, la langue, la vesicule 

biliaire, les glandes salivaires, le foie et le pancreas (Figure 1.A.). 

Histologiquement, le tube digestif se compose de 4 couches tissulaires : la 

muqueuse, soit la couche la plus interne donnant sur la lumiere du tube 

digestif, la sous-muqueuse, la musculeuse et la sereuse, la couche la plus 

externe (Fig 1.B.). Ces differentes couches tissulaires possedent des 

fonctions bien distinctes. La muqueuse, comprenant I'epithelium reposant sur 

un tissu conjonctif, le chorion, va permettre I'absorption des produits de 

digestions et assurer une protection contre les agents infectieux. La sous-

muqueuse, qui est composee de tissu conjonctif lache renfermant entre autre 

des vaisseaux sanguins et lymphatiques, va permettre d'irriguer les autres 

tissus. La musculeuse, qui est responsable du mouvement de peristaltisme, 
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est generalement composee de 2 couches musculaires bien distinctes, soit 

une couche circulaire interne et une couche longitudinale externe. Finalement, 

la sereuse est composee de tissu conjonctif lache recouvert d'une couche 

unique de cellules epitheliales squameuses, le mesothelium. Son role 

principal est un role de protection et elle sert a maintenir I'integrite du tube 

digestif (MARIEB et LACHAINE, 2005). 

1.2. Le gros intestin 

Le gros intestin, ou colon, est compose de plusieurs segments, selon 

I'axe proximal-distal: le caecum, situe a la jonction avec I'intestin grele, 

I'appendice vermiforme, le colon ascendant, transverse, descendant, 

sigmo'ide, le rectum et le canal anal (MARIEB et LACHAINE, 2005). Sa 

principale fonction est d'absorber I'eau des residus alimentaires indigestibles 

afin de les solidifier et de les evacuer hors de I'organisme sous forme de 

feces. La muqueuse colonique est constitute d'un epithelium simple 

prismatique formant de longues cryptes ou glandes (Fig 1.C.) (SANCHO et 

al., 2004). A la base de ces cryptes se trouve le compartiment des cellules 

souches qui, avec leur caractere pluripotent, vont donner naissance a 

differentes cellules progenitrices multipotentes. Ces cellules progenitrices vont 

se determiner en cellules progenitrices monopotentes qui vont migrer dans les 

deux tiers inferieurs de la crypte et, suite a I'arret du cycle cellulaire, vont se 
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Figure 1. Le tube digestif et la structure de la muqueuse colonique. (A) Le 

systeme digestif est compose des organes du tube digestif (la bouche, le pharynx, 

I'cesophage, I'estomac, I'intestin grele et le gros intestin se terminant par I'anus) et 

des organes annexes (les dents, la langue, la vesicule biliaire, les glandes salivaires, 

le foie et le pancreas). (B) Les 4 couches tissulaires de la muqueuse du colon sont la 

muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la sereuse. (C) L'epithelium 

colonique est compose de longues cryptes et d'un epithelium simple 

prismatique. Les cellules souches, localisees dans le fond de la crypte, vont 

subir plusieurs divisions cellulaires et donnees naissance aux cellules 

progenitrices. Ces cellules vont effectuer une migration ascendante et 

progressivement entamer un processus de differentiation cellulaire. Les 3 

types cellulaires differenties presents dans la crypte du colon sont les cellules 

absorbantes (colonocytes), les cellules a mucus et les cellules 

enteroendocrines. 

A : Adapte de http://www.acreunion.fr/pedagogie1/circons/port1/site_web/fonctionnutrition/tubedigestif.htm 

B : Adapte de http://www.ac-orleans-tours.fr/svt/theme3/extissu.htm 

C : Adapte de Sancho et al., 2004 

http://www.acreunion.fr/pedagogie1/circons/port1/site_web/fonctionnutrition/tubedigestif.htm
http://www.ac-orleans-tours.fr/svt/theme3/extissu.htm
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differencier et donner naissance aux trois types cellulaires differences 

retrouves dans I'epithelium colonique: les colonocytes ou cellules 

absorbantes, les cellules caliciformes ou cellules a mucus et les cellules 

enteroendocrines ou cellules secretant differentes hormones. Ces cellules 

sont retrouvees dans le tiers superieur de la crypte colonique et vont 

continuer leur migration jusqu'a la surface epitheliale avant de se detacher et 

mourir par anoTkose dans la lumiere du tube digestif (SANCHO et al., 2004). 

2. La proliferation cellulaire 

Au niveau du colon sain, la proliferation cellulaire est un evenement qui 

a lieu dans les cellules retrouvees au bas de la crypte colique. Les cellules qui 

cherchent ainsi a se multiplier vont suivre differentes etapes compilees dans 

ce qu'on appelle le cycle cellulaire. 

2.1. Le cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire, dont les differentes etapes menent a la division 

cellulaire, est constitue de deux stades principaux : I'interphase et la mitose 

(Fig 2). Ces differents stades vont varier dans le temps majoritairement selon 

le type cellulaire. L'interphase est composee de 3 phases distinctes, soit G1, 

S et G2, avec une phase possible de quiescence cellulaire, GO. Les cellules 

qui sont dans cette phase, dont la duree est tres variable, vont entrer dans le 

cycle cellulaire en reponse a differents stimuli, comme des facteurs de 
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croissance ou des hormones mitogeniques. La phase G1, ou phase de 

doublement du contenu proteique, peut durer de dix heures a quelques jours. 

Suit ensuite la phase S ou phase de synthese d'ADN ou il y a duplication de 

la chromatine. Cette phase dure environ six heures. Finalement, la phase G2, 

ou phase de preparation a la division cellulaire, la mitose. Durant cette phase, 

qui dure environ quatre heures, il y aura une condensation de la chromatine 

en chromosomes, ainsi qu'une duplication des centrioles et des centrosomes 

(Notes de cours Dre Rivard H06). La mitose quant a elle est composee de 

quatre phases distinctes, soit la prophase, la metaphase, I'anaphase et la 

telophase. Lors de la prophase, la membrane nucleaire se dissout et il y a la 

formation du fuseau mitotique a partir des deux centrioles places aux 

extremites de la cellule. Les microtubules qui projettent vers le centre de la 

cellule vont allez s'attacher aux kinetochores des chromatides sceurs qui sont 

reliees par leur centromere. Lors de la prochaine phase, la metaphase, il y 

aura un positionnement des chromosomes par les microtubules sur un plan 

equatorial. Par la suite, lors de I'anaphase, il y aura separation des deux 

chromatides sceurs qui vont migrer aux sens opposes de la cellule vers les 

centrioles. Finalement, lors de la telophase, il y a la division cellulaire ou 

cytodierese au cours de laquelle une nouvelle enveloppe nucleaire va se 

former et il y aura I'apparition de deux nouvelles cellules filles (Notes de cours 

Dre Rivard H06). 
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Figure 2. Le cycle cellulaire. (A) Schema representatif du cycle cellulaire qui est 

constitue de 2 stades principaux : I'interphase et la mitose. L'interphase possede 

3 phases distinctes : G1, S et G2. La mitose est composee de 4 phases : la 

prophase, la metaphase, I'anaphase et la telophase. Les differentes phases du 

cycle cellulaire sont regulees par les complexes cyclines-cdks. 

Adapte de http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2001/press.html 

http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2001/press.html
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2.1.1. La regulation du cycle cellulaire 

Tout au long de la progression du cycle cellulaire, plusieurs points de 

controle sont presents afin de verifier et de controler au moment present I'etat 

de la cellule ainsi que son environnement immediat. Ainsi, les quatre points 

de controles majeurs sont situes avant I'entree en phase S, pendant la phase 

S, avant I'entree en phase M et pendant la phase M. Lors du premier point de 

controle, la cellule s'assure d'avoir un environnement favorable a la poursuite 

du cycle cellulaire. Le deuxieme point de controle est utile afin que la cellule 

s'assure que la replication de I'ADN se passe correctement. Lors du troisieme 

point de controle, avant I'entree en mitose, la cellule verifie que son ADN est 

bien replique. Finalement, le dernier point de controle pendant la mitose sert a 

controler que tous les chromosomes soit bien attaches et bien alignes au 

fuseau mitotique afin d'obtenir une separation adequate de ceux-ci. 

L'environnement de la cellule est toujours verifie lors de ces trois derniers 

points de controle (Notes de cours Dre Rivard H06). Derriere ce systeme de 

regulation du cycle cellulaire se trouve deux families de proteines, les cdks 

(cyclin-dependent kinase) et les cyclines. Les cdks sont des serine/threonine 

kinases ayant une expression constitutive. Cependant, leur activite va osciller 

tout au long du cycle cellulaire permettant ainsi une regulation de la 

phosphorylation de proteines importantes pour la poursuite du cycle cellulaire. 

Cette variation d'activation est regulee par une famille de proteines, les 

cyclines, dont I'expression cyclique des membres de cette famille a differentes 

phases du cycle cellulaire va permettre de reguler I'activite des cdks. En effet, 
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il existe quatre cyclines principales chez les vertebres, les cyclines A, B, D et 

E, ayant chacune une expression distincte lors du cycle cellulaire. II existe 

aussi quatre cdks majeures chez les vertebres, les cdks 1, 2, 4 et 6. Les 

cyclines vont ainsi s'associer aux cdks pour former un complexe cycline-cdk 

afin de reguler differentes proteines du cycle cellulaire. II existe aussi 

differents inhibiteurs du cycle cellulaire agissant soit en empechant la 

formation des complexes cycline-cdk, soit en inhibant I'activite de ces 

derniers. Ces inhibiteurs sont regroupes en deux families, la famille des INK 

(p15INK4B, p16INK4A, p18INK4C et p19INK4D), qui inhibe la formation des 

complexes cycline D-cdk 4/6, et la famille des CIP/KIP (p21c ip, p27KIP1 et 

p57KIP2), qui inhibe I'activite des complexes cycline E-cdk2, cycline A-cdk2 et 

cycline B-cdk1 (Notes de cours Dre Rivard H06). 

Si on se concentre sur la regulation du cycle cellulaire et la proliferation 

des cellules epitheliales intestinales, on se rend compte que plusieurs voies 

de signalisation y sont impliquees, telles les voies de signalisation des MAP 

Kinases ERK 1/2 (ALIAGA et al., 1999, RIVARD et al., 1999), Wnt/p-catenine 

(PINTO et al., 2003), PI3K/Akt (SHENG et al., 2003) et Notch (FRE et al., 

2005). En effet, il a ete montre en utilisant une souris transgenique 

surexprimant I'inhibiteur de wnt secrete DKK1, et ce sous le controle du 

promoteur de la villine, que le nombre et la taille des cryptes et des villosites 

de I'intestin grele etaient grandement diminues (PINTO et al., 2003). Une 

autre etude a montre qu'un traitement avec I'inhibiteur selectif de la PI3K, le 

LY-294002, reduisait de 80% la croissance des cellules epitheliales 
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intestinales de rat (RIE) et resultait en une accumulation de ces cellules en 

phase G1 du cycle cellulaire (SHENG et al., 2003). De plus, la surexpression 

d'un mutant dominant negatif de PI3K dans les cellules RIE amenait une 

baisse des niveaux de Akt phosphoryle ainsi que de cycline D1. Au niveau de 

la voie de signalisation des MAP kinases ERK 1/2, une etude a repertorie 

I'importance de cette voie pour I'entree en phase S des cellules epitheliales 

intestinales de rat IEC-6 (RIVARD et al., 1999). Un traitement des cellules 

IEC-6 avec I'inhibiteur des MKK-1/2, le PD-98059, amene une augmentation 

de I'expression de I'inhibiteur p27KIP1, alors que la surexpression de ras dans 

les cellules IEC-6 amene une diminution de I'expression de ce meme 

inhibiteur ainsi qu'une augmentation de I'activite transcriptionnelle dependante 

de E2F. 

2.2. Le cancer colorectal 

Le cancer colorectal est la troisieme cause de deces par cancer au 

Canada, et ce autant chez I'homme que chez la femme, apres le cancer de la 

prostate et des poumons chez I'homme et des poumons et des seins chez la 

femme (http://www.statcan.ca/francais/studies/82-003/archive/2001/12-2-

c f.pdf). Le cancer colorectal va se caracteriser par differents stades 

histologiques, allant de bien differentie a peu differentie. En premier lieu, il y 

aura la formation de cryptes aberrantes hyperproliferatives, menant par la 

suite au stade d'adenome, ou tumeur benigne, alors que plusieurs cryptes 

vont s'embrancher (CARDOSO et al., 2007). A ce stade, la membrane basale 
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n'est pas encore traversee par les cellules cancereuses. Ensuite vient le 

stade d'adenome tardif puis carcinome precoce, alors que les cellules 

cancereuses vont penetrer dans le stroma a travers la membrane basale, et 

elles pourront ainsi atteindre la circulation lymphatique et sanguine et se 

developper en metastase (CARDOSO et al., 2007, VAN LEEUWEN et al., 

2007). Dans le cancer colorectal, ces changements histologiques peuvent 

s'expliquer par des changements genetiques repertories sous deux voies 

principales : la voie d'instabilite chromosomique (CIN) et la voie d'instabilite 

des microsatellites (MSI), la premiere voie engendrant environ 85% des 

cancers colorectaux (SOREIDE et al., 2006) (Fig 3). Cette voie, qui se 

caracterise par des modifications de parties ou de chromosomes entiers, 

affecte plusieurs genes. La mutation du gene suppresseur de tumeur APC 

(adenomatous polyposis coli) semble d'ailleurs etre I'etape cle et initiatrice a 

la formation d'un adenome precoce dans les cas de cancer colorectaux 

(CARDOSO et al., 2007, SOREIDE et al., 2006). Ces alterations du gene 

APC font en sorte que la (3-catenine n'est plus degradee et ainsi accumulee, 

menant a une activation exageree de la proliferation cellulaire. D'autres 

mutations de genes sont retrouvees a des stades plus avances dans la 

carcinogenese colorectale, citant les mutations de I'oncogene K-ras important 

dans la voie de signalisation des ERK MAPK [Mitogen-activated protein 

kinase), alors que cette voie, qui regule la proliferation cellulaire, est activee 

de facon constitutive. II y a aussi la mutation du gene suppresseur de tumeur 

p53, qui permet le passage d'adenome a carcinome, etant mute dans 45% 
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Figure 3. La cascade genetique de la carcinogenese colorectale. Les alterations 

genetiques observees dans le cancer colorectal peuvent etre separees en 2 voies, 

soit la voie d'instabilite chromosomique (CIN) et la voie d'instabilite des 

microsatellites (MSI). Le cancer est le resultat d'une accumulation de mutations qui 

vont fournir un potentiel proliferatif et invasif aux cellules tumorales. 

Adapte de Soreide et al., 2006 
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des cancers colorectaux (CARDOSO et al., 2007). Ainsi, la mutation enframe 

des erreurs de replication et des mutations dans I'ADN etant benefiques a la 

proliferation cellulaire des cellules cancereuses, car p53, considere 

normalement comme le gardien du genome en reperant ces erreurs et en 

recrutant les enzymes importantes a la reparation, n'est plus fonctionnel. 

Concernant I'autre voie impliquee dans le developpement de la 

carcinogenese colorectale, la voie d'instabilite des microsatellites, il s'agit de 

defauts au niveau des enzymes responsables de la reparation des 

mesappariements de I'ADN, qui menent a des erreurs dans la replication de 

I'ADN (SOREIDE et al., 2006). Certains genes seront ainsi mutes, comme par 

exemple encore une fois la p-catenine, qui aura ce meme effet pro-pro I iferatif, 

alors que la proteine ne pourra pas etre ciblee et degradee par le proteasome. 

Toutes ces alterations genetiques vont ainsi mener a des changements 

histologiques et morphologiques et seront responsables du developpement du 

cancer colorectal. 

3. Les recepteurs-relies a I'cestrogene (ERRs) 

3.1. Decouverte et structure 

Les ERRs sont des recepteurs nucleases orphelins n'ayant pas a ce jour 

de ligand naturel connu. lis font partie du troisieme groupe de I'arbre 

phylogenetique des recepteurs nucleases qui comprend aussi les recepteurs 
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des androgenes (ARs), progesterones (PRs), mineralocorticoi'des (MRs), 

glucocorticoTdes (GRs) et estrogenes (ERs) (GIGUERE, 2002). La famille des 

ERRs est composee de trois membres, soit ERRa (NR3B1), p (NR3B2) et y 

(NR3B3). ERRa et p furent decouverts en 1988 lorsqu'un groupe de 

recherche a utilise l'ADNc du domaine de liaison a I'ADN (DBD) de ERa et I'a 

pris comme sonde d'hybridation sur une bibliotheque d'ADNc de testicule 

humain (GIGUERE et al., 1988). lis ont ainsi identifie deux nouveaux genes 

encodant pour deux nouveaux recepteurs nucleaires ayant une similitude 

structurelle dans leur DBD avec les ERs : ERR1 ou ERRa humain (hERRa) et 

ERR2 ou ERRp humain (hERRp). ERRy humain (hERRy), quant a lui, a ete 

clone en 2000 par Heard et collaborateurs alors que ce groupe de recherche 

a crible une banque d'EST et effectue une recherche BLAST pour des 

sequences similaires a certains recepteurs nucleaires (HEARD et al., 2000). 

Les genes des differents isoformes des ERRs sont localises sur les 

chromosomes 11q12-q13, 14q24.3 et 1q41 pour hERRa, p et y 

respectivement (EUDY et al., 1998, SHI et al., 1997). 

Lorsque Ton regarde I'organisation structurelle des recepteurs ERRs, on 

voit qu'elle est semblable a celle des autres recepteurs nucleaires de la 

superfamille, soit composee de 5 domaines principaux (Fig 4). A I'extremite 

amino-terminale se retrouve la region A/B contenant normalement la fonction 

de transactivation ligand-independante AF-1, qui est cependant presente 

uniquement sur I'isoforme y. Certains co-activateurs interagissent de facon 

specifique avec ce domaine (HENTSCHKE et BORGMEYER, 2003). Suit 
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Figure 4. Les recepteurs a I'oestrogene et les recepteurs-relies a 

I'oestrogene. Representation schematique de la sequence d'acides amines des 

differents recepteurs. Le domaine A/B comprend une fonction de transactivation 

ligand independante, AF-1. Le DBD comprend 2 doigts de zinc responsables de 

la liaison du recepteur a I'ADN. Le domaine D est un domaine charniere et 

comprend un signal de localisation nucleaire (NLS). Le LBD comprend la fonction 

de transactivation ligand dependante AF-2 ainsi que des sites de liaisons aux co-

activateurs. Le domaine F lorsque present est responsable de I'interaction avec 

les co-represseurs. 

Adapte de Ariazi et al., 2006 
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ensuite la region C ou DBD qui contient deux motifs en doigts de zinc 

permettant la reconnaissance et la liaison de sequence specifique sur I'ADN 

ainsi qu'une sequence de dimerisation des recepteurs, une autre etant situee 

dans le domaine de liaison a I'ADN (LBD) (PERLMANN et al., 1996). Le DBD 

est d'ailleurs la region possedant le plus d'homologie de sequence entre les 

ERRs et les ERs. Cette forte homologie va permettre aux ERRs de lier la 

sequence consensus palindromique inversee ERE (AGGTCAnnnTGACCT) 

(HENTSCHKE et al., 2002, PETTERSSON et al., 1996, VANACKER et al., 

1999) mais lier avec plus de specificite la sequence ERRE (TnAAGGTCA) 

(GEARHART et al., 2003, GIGUERE, 2002). Par la suite, on retrouve le 

domaine charniere D qui contribue au repliement de la proteine et qui contient 

aussi un signal de localisation nucleaire present chez les differents ERs et 

ERRs (ZHOU et al., 2006). On retrouve ensuite le domaine E ou LBD qui 

contient aussi la fonction de transactivation ligand-dependante AF-2. Ce 

domaine est responsable de la liaison des co-activateurs transcriptionnels et 

possede aussi une fonction de dimerisation (ROLLEROVA et 

URBANCIKOVA, 2000). Le LBD comprend une poche de liaison au ligand 

qui, pour ERRa, est la plus petite poche de liaison au ligand repertoriee a 

travers les differents recepteurs nucleases. Etant remplie de chalne laterale 

d'a.a., le volume restant de cette poche est de 100 A, faisant en sorte qu'un 

ligand possible ne pourrait pas depasser 4-5 atomes non-hydrogene 

(KALLEN et al., 2004). II est cependant repertorie dans la litterature la 

presence d'un antagoniste synthetique selectif de ERRa, le XCT790, qui 
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pourrait etre utilise afin d'elucider les roles physiologiques de ERRa (BUSCH 

et al., 2004). Finalement, en C-terminal se situe le domaine F qui n'est pas 

retrouve chez tous les recepteurs nucleases et qui est absent chez ERRa. 

3.2. La liaison a I'ADN 

3.2.1. Les ERRs et les differentes sequences consensus 

Le DBD est le domaine ayant le plus d'homologie entre les recepteurs 

ERRs et ERs, soit 70% entre ERRa et les ERs (ARIAZI et JORDAN, 2006). 

Ce fort degre d'homologie va permettre aux ERRs de lier la sequence 

consensus ERE reconnue par les ERs. En effet, ERRa (VANACKER et al., 

1999a), ERRp (PETTERSSON et al., 1996) et ERRy (HENTSCHKE et al., 

2002) vont lier la sequence consensus ERE sous forme d'homodimere. Les 

ERRs vont cependant reconnaTtre avec plus d'affinite la sequence consensus 

ERRE qui consiste en la moitie de la sequence palindromique inversee ERE 

avec un ajout de trois nucleotides en 5' (TnAAGGTCA). Cette sequence a 

prealablement ete decouverte comme etant liee par le recepteur nucleaire 

orphelin important dans le metabolisme endocrinien, SF-1 (HAMMER et al., 

1999), et porte aussi le nom de SF-1 response element (SFRE). ERRa va lier 

ERRE sous forme de monomere (JOHNSTON et al., 1997) et aussi sous 

forme d'homodimere (VANACKER et al., 1999b). D'ailleurs, une etude a 

montre que le deuxieme nucleotide en 5' de la sequence consensus ERRE 
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est important pour la specificite de liaison d'ERRa a ERRE (BARRY et al., 

2006). La presence d'un nucleotide C o u G a cette position va mener a la 

liaison d'ERRa sous forme de monomere alors que la presence d'un 

nucleotide A ou T va faire en sorte qu'ERRa se liera a ERRE sous forme 

d'homodimere. ERRp va quant a lui se lier a ERRE sous forme de monomere 

(GEARHART et al., 2003) et ERRy va s'y lier sous forme d'homodimere 

(HENTSCHKE et al., 2002). Une etude a documente I'interaction possible in 

vitro entre ERRa et ERRy, I'heterodimere forme agissant cependant comme 

represseur de I'activite transcriptionnelle d'ERRa et ERRy sur un promoteur 

contenant la sequence ERRE (HUPPUNEN et AARNISALO, 2004). 

3.2.2. Les ERRs et la voie oestrogenique 

Comme mentionne precedemment, les ERRs et les ERs ont un haut 

degre d'homologie dans leur DBD, et les ERRs peuvent lier la sequence ERE. 

ERa et (3 ont ete documentes comme liant la sequence ERE sous forme 

d'homo ou heterodimere (ROLLEROVA et URBANCIKOVA, 2000). A 

I'inverse, une etude a aussi rapporte qu'ERa, mais pas ERp, pouvait lier 

ERRE sous forme d'homodimere (VANACKER et al., 1999b). De plus, il a ete 

montre qu'ERRa et ERa pouvaient interagir in vitro par essais de proteines 

GST (JOHNSTON et al., 1997). Avec toutes ces donnees, il n'est pas 

surprenant de voir qu'ERRa et ERa vont reguler I'expression de memes 

genes cibles dont I'expression est induite par I'oestrogene. II a ainsi ete 

rapporte, dans un modele murin, qu'ERRa regulait a la hausse I'expression du 
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gene de I'osteopontine dans les osteoblastes, cette proteine servant de 

molecule d'adhesion permettant un meilleur remodelage osseux, et ce en se 

liant a des sequences ERRE presentes sur le promoteur de ce gene 

(VANACKER et al., 1998). Au niveau des cellules de I'endometre, une etude a 

rapporte la liaison d'ERRa sur le promoteur du gene de la lactoferrine 

(ZHANG et TENG, 2000), qui est une glycoproteine liant le fer et possedant 

de multiples fonctions. ERRa va lier differentes sequences ERE et ERRE 

presente sur le promoteur de ce gene et le transactiver de facon constitutive. 

ERRa a aussi ete repertorie comme regulant plusieurs genes ayant un effet 

direct sur la production d'oestrogene. Ainsi, dans le sein, ERRa regule 

I'expression de I'aromatase, une enzyme impliquee dans la conversion des 

androgenes en oestrogene (YANG et al., 1998). De plus, ERRa va lier le 

promoteur et activer I'expression de la SULT2A1 (dehydroepiandrosterone 

(DHEA) sulfotransferase), qui sert a stabiliser le DHEA, precurseur de la 

testosterone, cette derniere etant le substrat de I'aromatase (SEELY et al., 

2005). Aussi, ERRa va activer la transcription du gene de pS2, un marqueur 

de cancer du sein (LU et al., 2001). Une etude a aussi repertorie une 

competition de liaison a I'ADN et aux co-activateurs pour ERRa et ERa, et ce 

sur le promoteur de la lactoferrine dans les cellules de I'endometre (ZHANG 

et TENG, 2001). En effet, les deux recepteurs competitionnent pour la liaison 

aux sites ERE presents sur le promoteur mais aussi pour la liaison au co-

activateur SRC-1 (steroid receptor co-activator 1) in vitro. II a aussi ete 

rapporte que le gene d'ERRa etait une cible directe d'ERa (LIU et al., 2003). 

18 



Sur le promoteur du gene ERRa, il y a la presence de multiples sequences 

consensus reconnues par les recepteurs steroTdiens (MHRE), soit trois 

sequences ERRE et deux sequences ERE, ces motifs ayant une orientation 

telle qui peuvent etre reconnus par differents recepteurs nucleases (LIU et al., 

2005). Les MHRE sont d'ailleurs ties bien conserves autant sur le promoteur 

d'ERRa murin qu'humain. Ainsi, dans les cellules MCF-7 provenant de 

carcinomes de sein, un traitement a I'cestrogene augmente la liaison d'ERa 

sur le promoteur d'ERRa in vivo et augmente I'expression de ce dernier. 

3.3. Les variants d'epissage 

II est connu que plusieurs recepteurs nucleaires ou facteurs de 

transcription possedent differents variants d'epissage alternatif qui peuvent 

posseder une expression differentielle specifique a un tissu. D'autres aussi 

auront une difference d'expression entre le tissu sain et cancereux. Un groupe 

de recherche a ainsi documente un differential d'expression de variants 

d'epissage entre le tissu sain et cancereux en effectuant une etude sur plus 

de 2 millions de marqueurs de sequences exprimees (EST) (XU et LEE, 

2003). lis ont ainsi documente la presence d'un variant d'epissage d'ERRa 

ayant une deletion de I'exon 5 (ERRaAexon5), present dans le tissu sain et 

absent dans le tissu cancereux. L'epissage de I'exon 5 amene une deletion de 

57 a.a. se retrouvant a la jonction du domaine charniere D et du LBD. La 
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region de dimerisation presente dans le LBD d'ERRa reste intacte mais la 

deletion amene la perte d'un aa important, la Phenylalanine 329 (Phe329). 

3.3.1. L'importance de la phenylalanine 329 

L'importance de cet a.a. a ete montree dans une etude utilisant un 

mutant d'ERRa ayant une mutation de la Phe329 en une Alanine (F329A) 

(CHEN et al., 2001). Par analyse cristallographique, ils ont documente que la 

chame laterale de la Phe329 etait situee dans la poche de liaison au ligand, 

mimant ainsi la liaison constante d'un ligand sur ERRa. La douzieme helice 

alpha du LBD (H12) va ainsi se placer en position active en recouvrant 

I'ouverture de la poche de liaison au ligand, liberant la fonction de 

transactivation AF-2 pour permettre la liaison des co-activateurs 

transcriptionnels, la liaison se faisant sur les helices 3, 4 et 12. Ainsi, avec le 

mutant F329A, ce groupe de recherche a montre que I'helice H12 n'allait plus 

se placer en position active sur la poche de liaison au ligand, ne liberant pas 

la fonction de transactivation AF-2 et ne permettant pas la liaison des co-

activateurs transcriptionnels. lis ont done observe un effet dominant negatif du 

mutant F329A sur la forme complete d'ERRa et ce en diminuant 

considerablement I'activation transcriptionnelle de la forme complete. De plus, 

ils ont montre que le co-activateur GRIP1 (glutamate receptor interacting 

protein 1) n'avait plus d'effet de potentialisation sur le mutant F329A, compare 

a son effet marque sur la forme complete. Le mutant ne semblait done pas 

etre lie et active par le co-activateur. 

20 



3.4. L'expression des ERRs 

3.4.1. L'expression dans les differents tissus et modeles murins 

Chez I'humain adulte, une etude a repertories l'expression de l'ARNm 

d'ERRa dans differents tissus (SHI et al., 1997). Ainsi, ERRa est fortement 

exprime dans le coeur et le muscle squelettique, avec une forte mais moindre 

expression dans le rein, le pancreas, le petit intestin et le colon. Dans un 

modele murin adulte, une autre etude a montre une forte expression de 

l'ARNm d'ERRa dans le cceur, le cerveau, le muscle et le rein (SLADEK et al., 

1997). Au niveau du tube intestinal murin, une etude a montre l'expression 

d'ERRa et ce de I'estomac au colon, avec une forte expression dans les 

differents segments de I'intestin, soit le duodenum, le jejunum et I'ileon 

(CARRIER et al., 2004). La forte expression d'ERRa est done observee dans 

les tissus ayant un metabolisme energetique cellulaire eleve et nous laisserait 

presager un role d'ERRa dans le metabolisme lipidique et energetique. 

Un groupe de recherche a ainsi genere une souris deficiente pour 

ERRa, la souris ERRa_/", afin d'etudier le role de cette proteine (LUO et al., 

2003). lis ont observe premierement que la souris etait viable, fertile et 

qu'aucune anomalie morphologique n'etait apparente, suggerant qu'ERRa ne 

semble pas avoir de role significatif dans le developpement murin. 

Cependant, ils ont repertorie que le poids et la masse graisseuse des souris 

ERRa"'" etaient inferieurs a ceux des souris de type sauvage, soit ERRawt 
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(wild type), lis ont ainsi remarque que le nombre d'adipocytes ne variait pas 

entre les deux souris, mais que leur taille etait reduite chez les souris ERRa"7". 

lis ont de plus montre que les souriceaux ERRa";" etaient resistants a I'obesite 

induite par une diete riche en gras en les comparant avec les souriceaux 

ERRawt, laissant presager un role d'ERRa dans le metabolisme energetique 

et lipidique. Sachant que I'intestin est le premier organe implique dans le 

metabolisme des lipides alimentaires, une etude s'est penchee sur le role 

d'ERRa dans I'intestin, utilisant le modele murin ERRa"/_(LUO et al., 2003). lis 

ont effectue une analyse de type micropuce sur des tissus d'intestin des 

souris ERRa_/" et ERRawt afin de verifier s'il y avait une expression 

differentielle de genes entre les deux groupes. lis ont repertorie une 

diminution dans I'expression de genes importants dans le metabolisme 

energetique mitochondrial, plus precisement dans la chatne de transport des 

electrons. Les genes dont I'expression est diminuee codent pour la NADH 

dehydrogenase et la cytochrome c oxydase, impliques dans la formation 

d'un gradient electrochimique en couplant le transfert d'electrons a la pompe 

a protons, ainsi que I'ATP synthase, qui, en utilisant le gradient 

electrochimique va permettre la synthese d'ATP. lis ont de plus montre que 

chez les souris ERRa_/" comparees aux souris ERRawt, il y avait une 

diminution de la p-oxydation mitochondriale dans les cellules epitheliales 

intestinales et ce en mesurant la capacite d'oxydation de I'acide palmitique. 

On peut done observer un role potentiel d'ERRa dans le metabolisme 

mitochondrial. A partir de ces memes analyses de micropuce, le groupe de 
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recherche a aussi observe une modulation a la baisse, dans les souris 

ERRa"A comparees aux souris ERRawt, de genes impliques dans le 

metabolisme lipidique intestinal. L'expression des genes codant pour la 

PLRP2 (pancreatic lipase-related protein 2), la L et l-FABP (liver et intestinal 

fatty acid binding protein) ainsi que la apoA-IV (apolipoprotein A-IV) sont 

regules a la baisse chez les souris ERRa_/~ comparees aux souris ERRawt. La 

PLRP2 est une lipase pancreatique, alors que la L et l-FABP sont des 

proteines liant les lipides et permettant le transport de ces derniers. ApoA-IV, 

quant a elle, est une composante des lipoproteines riches en triglycerides tels 

les chylomicrons qui sont secretes par les enterocytes et qui sont importants 

dans le transport lipidique. Ce groupe a, de plus, montre que le gene d'apoA-

IV etait une cible directe d'ERRa alors que celui-ci interagit avec le promoteur 

d'apoA-IV et qu'il en active la transcription. De plus, suite a un gavage riche 

en lipides des souris ERRoc-/- et ERRawt, ils ont remarque que l'expression 

d'apoA-IV etait augmentee dans les souris controles mais pas dans les souris 

mutantes, permettant ainsi de bien documenter le role d'ERRa dans le 

metabolisme lipidique intestinal. 

Chez I'humain adulte, ERRp est exprime dans le cerveau et I'intestin, 

et tres faiblement dans le rein, le cceur et les testicules (GIGUERE et al., 

1988). L'ARNm de ERRp n'est cependant pas detecte dans le colon humain 

(CAVALLINI et al., 2005). Le role le plus important d'ERRp se situe 

principalement au niveau du developpement embryonnaire, une etude ayant 

montre que les souris deficientes pour ERRp, les souris ERRp_/", mourraient in 
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utero aux jours embryonnaires 9.5 a 10.5, et ce suite a un developpement 

placentaire anormal (LUO et al., 1997). 

ERRy quant a lui est fortement exprime chez I'adulte dans le coeur, le 

cerveau, le placenta, le rein et le pancreas, avec des niveaux plus faibles 

dans la rate, la prostate et I'intestin grele (HEARD et al., 2000). 

3.4.2. L'implication des ERRs dans les cancers 

3.4.2.1. Cancers hormonaux-dependants 

Comme mentionne precedemment, ERRa peut reguler I'expression de 

plusieurs genes cibles d'ERa tels que pS2, I'aromatase, I'osteopontine et la 

lactoferrine. Ainsi, on vient de voir qu'ERRa peux moduler la voie de 

signalisation de I'cestrogene. Plusieurs etudes se sont done interessees a 

I'expression et l'implication d'ERRa dans differents cancers hormonaux-

dependants. II a ainsi ete montre par immunohistochimie que I'expression et 

la localisation nucleaire d'ERRa etait augmentee dans les tissus de 

carcinomes de sein compares aux tissus sains adjacents (SUZUKI et al., 

2004). De plus, un groupe de recherche s'est interesse a l'implication d'ERRa 

dans le cancer du sein. lis ont remarque que les tumeurs ERRa-positives 

etaient generalement ERa-negatives et ErbB2-positives, ce dernier etant un 

recepteur transmembranaire a activite tyrosine kinase dont I'expression est 

associee avec une agressivite tumorale accrue (ARIAZI et al., 2002). II a 
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aussi ete montre qu'ERRa pouvait moduler a la baisse la transcription de 

genes cibles suite a un traitement a I'estradiol en effectuant une repression 

active sur ERa, et ce dans les cellules de carcinome de sein MCF-7. 

Cependant, ces cellules expriment tres faiblement le recepteur ErbB2, une 

autre etude ayant montre qu'ERRa allait agir comme un activateur de la 

transcription de genes cibles dans les cellules de carcinome de sein SK-BR-3 

surexprimant ErbB2 (KRAUS et al., 1987, KRAUS et al., 2002). En resume, 

ERRa agit comme un mauvais facteur pronostique dans le cancer du sein. 

Son expression dans les tumeurs est majoritairement associee a une absence 

d'expression d'ERa et une expression du mauvais facteur pronostique ErbB2. 

Celui-ci pourrait contribuer a la phosphorylation d'ERRa, qui agirait a son tour 

sur differents genes cibles d'ERa. Ainsi, ERRa serait une cible therapeutique 

distincte de ERa dans les cancers hormonaux-dependants, alors que le 

traitement anti-cestrogenique usuel n'aurait pas d'effet sur I'activite 

constitutive de ERRa. 

ERRy quant a lui, avec une expression augmentee dans les tissus 

cancereux compares aux tissus sains adjacents, a ete montre comme etant 

un bon facteur pronostique pour le cancer du sein. ERRy est associe avec 

I'expression positive de ERa et ErbB4, autre membre de la famille des 

recepteurs membranaires a activite tyrosine kinase, qui est cependant un 

facteur de bon pronostique (ARIAZI et al., 2002). 

Si on regarde maintenant I'expression d'ERRa dans le cancer de 

I'ovaire, un groupe de recherche a montre qu'il y avait une augmentation de 
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I'expression d'ERRa dans les lignees cellulaires et les tissus cancereux 

compares a leurs homologues sains (SUN et al., 2005). Cependant, dans ce 

cas, les cancers expriment aussi des hauts niveaux d'ERa, mais repondent 

mal a un traitement hormonal. II est ainsi envisage qu'ERRa agirait sur les 

genes cibles d'ERa et ne repondrait pas a un traitement avec des anti-

oestrogenes. lis ont aussi, par une analyse de Kaplan-Meier, documente que 

le taux de survie des patients avec un cancer positif pour ERRot etait moindre 

que ceux n'exprimant pas ERRa. ERRa est done aussi un mauvais facteur 

pronostique dans le cancer ovarien. 

Dans le cas du cancer de I'endometre, deux etudes ont montre une 

augmentation de I'expression d'ERRa dans les tissus et lignees cellulaires 

cancereuses compares a leurs homologues sains (GAO et al., 2006, 

WATANABE et al., 2006). Tout comme dans le cancer du sein, une 

correlation negative a ete repertoriee entre I'expression d'ERRa et d'ERa 

dans les tissus cancereux de I'endometre (GAO et al., 2006). De plus, une 

surexpression d'ERRa dans les cellules Ishikawa de cancer de I'endometre 

diminue I'activite transcriptionnelle induite par I'cestrogene sur I'element de 

reponse ERE couple a la luciferase (WATANABE et al., 2006). lis ont aussi 

repertorie qu'une baisse d'expression d'ERRa par ARN interference (siRNA) 

dans cette lignee cellulaire augmentait I'activite transcriptionnelle induite par 

I'cestrogene sur le meme element de reponse. 
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En ce qui concerne le cancer de la prostate, les avis sont partages. En 

effet, une premiere etude a montre une localisation nucleaire de ERRa dans 

les tissus cancereux de prostate alors que le stroma ne presentait pas 

d'expression de ce recepteur (FUJIMURA et al., 2007). Cependant, une etude 

qui cherchait a verifier ['implication d'ERRa dans le cancer de la prostate a 

montre que cette fois-ci, il y avait une baisse d'expression d'ERRa dans les 

tissus cancereux prostatiques en comparaison aux tissus sains (CHEUNG et 

al., 2005). De plus, une surexpression d'ERRa dans les cellules PC-3 de 

cancer de la prostate diminue la proliferation de cette lignee cellulaire. 

3.4.2.2. Cancer du colon 

Ainsi, plusieurs etudes ont repertorie I'expression et I'implication d'ERRa 

dans les cancers hormonaux dependants, augmentant ainsi la perspective 

pour ERRa d'etre implique dans la voie de signalisation a I'oestrogene 

(SUZUKI et al., 2004, ARIAZI et al., 2002, KRAUS et al., 1987, KRAUS et al., 

2002, SUN et al., 2005, GAO et al., 2006, WATANABE et al., 2006, CHEUNG 

et al., 2005). Cependant, qu'en est-il d'ERRa dans d'autres cancers, comme 

le cancer du colon? Une seule etude a repertorie I'expression d'ERRa dans le 

colon (CAVALLINI et al., 2005). Dans cette etude, il est documente que 

I'expression de l'ARNm d'ERRa est augmentee dans le tissu cancereux 

compare au tissu sain de colon, alors que celui d'ERRy, qui est plus 

faiblement exprime, n'est pas module. De plus, l'ARNm d'ERRp n'a pas ete 

27 



detecte, alors que celui de PGC-1a (un co-activateur) n'est pas module entre 

le tissu sain et cancereux. II a aussi ete montre que I'expression de l'ARNm 

d'ERRa augmentait avec le grade histologique du cancer, de bien a peu 

differencie, ainsi que le stade d'envahissement tumoral, alors que celles 

d'ERa et ERp etaient inverses et diminuees selon les memes criteres. II s'agit 

cependant de la seule etude qui a repertorie I'expression d'ERRa dans le 

cancer du colon. 

4. Les co-activateurs de la famille PGC-1 

4.1. Decouverte et structure 

Les PGC-1 sont des co-activateurs transcriptionnels agissant 

directement sur plusieurs recepteurs nucleases et facteurs de transcription. 

Cette famille comprend trois membres, soit PGC-1 a, PGC-1 p et PRC (Fig 

5.A.). PGC-1 a fut decouvert en 1998 alors qu'un groupe de recherche a utilise 

la technique de double-hybride dans des levures afin d'identifier des proteines 

interagissant avec PPARy dans les cellules adipeuses brunes murines 

(PUIGSERVER et al., 1998). lis ont ainsi repertorie pour la premiere fois ce 

co-activateur et ont remarque que I'expression de son ARNm etait augmentee 

dans le tissu adipeux brun de souris exposees au froid. De plus, I'expression 

de PGC-1 a etait en correlation avec I'expression de proteines cles du 

metabolisme mitochondrial (ATP synthase, cytochrome c oxydase). Par la 
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suite, en 2002, ce meme groupe a effectue une recherche dans une 

bibliotheque d'EST afin de trouver des transcrits similaires a la region amino-

terminale de PGC-1a, qui est conserve chez les humains et les rongeurs (LIN 

et al., 2002). lis ont ainsi repertorie PGC-1(3, le deuxieme membre de cette 

famille de co-activateurs. Finalement, toujours en 2001, un autre groupe de 

recherche a documente la presence d'un troisieme membre de la famille de 

co-activateurs PGC-1, PRC, alors qu'ils ont effectue une recherche dans des 

banques de donnees pour des nouvelles proteines ayant une similarite de 

sequence avec PGC-1 a (ANDERSSON et SCARPULLA, 2001). 

Au niveau structurel, la majorite des etudes ont ete effectuees sur le co-

activateur PGC-1 a, en relation avec ses differents partenaires d'interaction. 

Ainsi, ce dernier est compose principalement d'un domaine d'activation a son 

extremite amino-terminale, d'un domaine central agissant comme domaine de 

repression de son activite et d'un domaine en carboxy-terminal possedant 

differents motifs responsables de la liaison a des facteurs d'epissage des 

ARNm, soit le motif riche en serine et arginine et le motif de reconnaissance 

de I'ARN. Ainsi, le domaine d'activation contient un certain nombre de motifs 

riches en leucine, les motifs LXXLL, trois au total pour PGC-1 a, deux pour 

PGC-1 p et un pour PRC (FINCK et KELLY, 2006) qui sont responsables de la 

liaison du co-activateur aux recepteurs nucleases. Une fois lie aux recepteurs 

nucleases sur les promoteurs cibles, le co-activateur, via son domaine amino-

terminal, peut recruter d'autres co-activateurs tels que SRC-1 ou CBP/p300 

possedant un domaine, absent chez les PGC-1, responsable de I'acetylation 
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des histones. Cela permet une ouverture de la chromatine afin que la 

machinerie transcriptionnelle soit recrutee afin d'amorcer la transcription des 

genes cibles. Lorsque PGC-1a n'est pas lie aux recepteurs nucleases et 

facteurs de transcription, sa conformation est telle que le domaine de 

repression va agir sur le domaine d'activation afin d'empecher sa liaison aux 

co-activateurs tels que SRC-1 et CBP/p300 (PUIGSERVER et al., 1999). 

PGC-1a est aussi connu comme interagissant avec I'ARN polymerase II afin 

de permettre la transcription des genes cibles (WALLBERG et al., 2003). De 

plus, PGC-1a peut lier l'ARNm et recruter differents facteurs importants a 

I'epissage (MONSALVE et al., 2000). 

4.2. L'expression dans les tissus 

L'ARNm de PGC-1a, dans les tissus murins, est fortement exprime dans 

le cceur, le rein, le tissu adipeux brun et le cerveau (PUIGSERVER et al., 

1998). Chez I'humain, l'expression de l'ARNm de PGC-1a est elevee dans le 

cceur, le rein, le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux brun, alors qu'il 

est peu exprime dans le tissu adipeux blanc, I'intestin grele et le colon 

(LARROUY et al., 1999). De plus, certaines etudes ont montre que 

l'expression de PGC-1a pouvait etre induite lors d'un besoin energetique et ce 

apres une stimulation par le froid ou un jeune (PUIGSERVER et al., 1998, 

SCHREIBERetal.,2003). 
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Figure 5. Les co-activateurs de la famille PGC-1. (A) Representation schematique 

de la sequence d'acides amines des differents co-activateurs. Le domaine en rose 

correspond au domaine d'activation, celui en jaune correspond au domaine riche en 

proline. Les barres noires correspondent aux motifs riches en leucine LXXLL, et les 

domaines vert turquoise correspondent au motif riche en serine et arginine et au 

motif de reconnaissance de TARN. (B) Schema representatif de I'implication de PGC-

1a, en partie avec ERRa, dans la biogenese mitochondriale et dans l'oxydation des 

acides gras. L'expression de PGC-1 a est augmentee suite a une demande 

energetique. Ce dernier va en synergie avec les differents recepteurs, NRF-1, 

PPARa et ERRa notamment, activer la transcription de genes cibles importants pour 

la phosphorylation oxydative et la p-oxydation des acides gras. 

A : Adapte de Finck et al., 2006 

B : Adapte de Tiraby et al., 2005 
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Pour ce qui est de PGC-ip, I'expression de son ARNm chez I'humain est 

presque similaire a celle de PGC-1a, etant exprime dans le foie et le muscle 

et a des niveaux plus eleves dans le cceur et le tissu adipeux brun. Ces tissus 

ont une haute capacite oxydative et un haut metabolisme energetique (LIN et 

al., 2002). 

L'expression de l'ARNm de PRC chez I'humain possede cependant 

moins de fluctuations a travers les differents tissus avec une expression plus 

ubiquitaire. On observe cependant une legere predominance dans les 

poumons, le placenta, le muscle squelettique et le cceur (ANDERSSON et 

SCARPULLA, 2001). 

4.3. L 'interaction entre PGC- 1ccet ERR a 

Comme je viens de le decrire dans les chapitres precedents, PGC-1a et 

ERRa sont conjointement exprimes dans les tissus a haute capacite 

oxydative et a haut metabolisme energetique. Une etude a montre que PGC-

1a induit I'activite du promoteur du gene d'ERRa, et ce via ERRa lui-meme, 

augmentant ainsi son expression (LAGANIERE et al., 2004). Une autre etude 

a par la suite montre que PGC-1a, et via ERRy cette fois, augmentait 

I'activation du promoteur du gene d'ERRa (LIU et al., 2005). Finalement, il a 

ete montre qu'ERRa et ERRy competitionnaient pour la liaison au promoteur 

du gene d'ERRa (ZHANG et TENG, 2007). ERRa et PGC-1a sont de plus 
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des acteurs directs dans la regulation du metabolisme energetique (Fig 5.B.). 

Ainsi, une premiere etude a repertorie I'interaction in vitro entre PGC-1a et 

ERRa, et ce via le troisieme motif LXXLL sur PGC-1a (L3) et le domaine de 

transactivation AF-2 de ERRa (HUSS et al., 2004). De plus, une etude a 

specifiquement demontre que PGC-1a interagissait avec ERRa lorsque ce 

dernier etait present sous forme de dimere sur le promoteur du gene pS2, la 

phosphorylation de ERRa augmentant la formation du dimere (BARRY et 

GIGUERE, 2005). Plusieurs etudes se sont ensuite penchees sur la 

cooperation d'ERRa et PGC-1a dans la regulation du metabolisme 

energetique. Ainsi, une etude a montre que PGC-1a, via ERRa, induisait la 

biogenese mitochondriale et ce en augmentant I'expression de l'ARNm de 

differents acteurs du metabolisme mitochondrial, tel que le facteur de 

transcription mitochondrial mtTFA, important pour la replication et la 

transcription de I'ADN mitochondrial (SCHREIBER et al., 2004). Comme 

autres genes regules a la hausse, ils ont documente I'isocitrate 

dehydrogenase (IDH3A), ainsi que I'ATP synthase beta (ATPsynp) et 

cytochrome c (Cyt c), ces derniers etant impliques dans la phosphorylation 

oxydative. Dans cette meme etude, ils ont repertorie qu'ERRa se liait 

directement sur les promoteurs des genes ATPsynp et Cyt c dans les cellules 

SAOS2. Une autre etude a sensiblement obtenu les memes resultats, mais 

cette fois dans les cellules de myoblastes C2C12 (MOOTHA et al., 2004). II 

est done bien etabli qu'ERRa et PGC-1a regulent a la hausse I'expression de 

genes importants dans le metabolisme mitochondrial. II a aussi ete montre 
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que PGC-1a, via ERRa, regulait la transcription du gene de la mitofusine 2 

(Mfn2), une proteine membranaire mitochondriale (SORIANO et al., 2006). 

PGC-1a et ERRa ont ete repertories comme ayant des roles tout aussi 

importants dans d'autres mecanismes responsables du metabolisme 

energetique cellulaire. Ainsi, ERRa lie in vitro et active avec PGC-1a le 

promoteur de la MCAD (Medium-chain acyl coenzyme A dehydrogenase), qui 

est une enzyme cle de la p-oxydation des acides gras dans la mitochondrie 

(SLADEK et al., 1997). D'ailleurs, il est connu que I'expression de MCAD est 

elevee dans les tissus utilisant preferentiellement les lipides comme source 

d'energie, comme le cceur, les reins et le tissu adipeux brun. Ces tissus 

expriment aussi des niveaux eleves d'ERRa et PGC-1a. De plus, ERRa et 

PGC-1a sont aussi recrutes sur le promoteur du gene de la PDK4 (pyruvate 

dehydrogenase 4) afin de moduler a la hausse son expression (WENDE et 

al., 2005). La PDK4 est une enzyme qui a comme substrat le PDC (pyruvate 

dehydrogenase complex), dont I'activite est inhibee suite a sa 

phosphorylation. Le PDC est responsable de I'oxydation du glucose, menant 

par la suite a I'inhibition de la p-oxydation des acides gras. Ainsi, en inhibant 

le PDC, la PDK4 se voit inhiber I'oxydation du glucose et activer la p-

oxydation des acides gras dans les mitochondries. Ceci est consistant avec le 

role de ERRa et PGC-1a dans ('utilisation preferentielle des acides gras en 

tant que substrat energetique. 
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4.4. Le co-activateur PRC 

Lorsque Ton regarde les co-activateurs PGC-1a et PGC-1(3, on se rend 

compte que leur role principal est au niveau de la regulation du metabolisme 

energetique. Peu est cependant connu sur le dernier membre de cette famille 

de co-activateurs, PRC. Une etude, qui a repertorie pour la premiere fois 

I'existence de PRC, a montre que ce co-activateur lie in vitro le NRF-1 

{nuclear respiratory factor 1), qui est un facteur de transcription activant le 

promoteur de nombreux genes mitochondriaux (ANDERSSON et 

SCARPULLA, 2001). Cette etude a revele dans les tissus humains une 

expression de PRC relativement ubiquitaire, mais avec une legere 

predilection dans les poumons, le placenta, le muscle squelettique et le cceur. 

Par contre, il y a une tranche augmentation de I'expression de PRC suite a la 

stimulation de la proliferation des cellules BALB/3T3 quiescentes 

(ANDERSSON et SCARPULLA, 2001). En effet, en comparaison avec 

I'expression stable de PGC-1a lors de la stimulation de la proliferation, celle 

de PRC est augmentee apres seulement une heure de stimulation au serum, 

alors que les niveaux de PRC sont tres faibles dans les memes cellules a 

confluence, ce qui laisse presager un role cle du co-activateur PRC dans la 

progression du cycle cellulaire. 

5. Hypothese de recherche et objectifs 

Avec toutes les etudes que je viens de vous exposer et qui demontrent: 
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a. qu'ERRa possede un role important dans la voie de signalisation de 

I'estrogene et le metabolisme energetique cellulaire. 

b. qu'ERRa est plus fortement exprime dans le cancer du colon compare 

au colon sain et est un facteur de mauvais pronostique pour plusieurs autres 

cancers 

c. qu'ERRctAexon5, qui ne possede pas la phenylalanine 329 important 

pour I'activite constitutive d'ERRa, mais dont le domaine de dimerisation est 

encore present, est exprime principalement dans le tissu sain. 

d. qu'une interaction entre PRC et ERRa pourrait contribuer au role de 

ERRa dans la carcinogenese. 

L'hypothese de mon projet de recherche etait que le recepteur nucleaire 

ERRa, dans sa forme complete, amene un avantage proliferatif aux 

cellules cancereuses du colon. 

Pour ce faire, nous avons trois objectifs principaux afin de verifier notre 

hypothese de recherche : 
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1) Etudier I'implication d'ERRa dans la croissance des cellules 

cancereuses du colon. 

2) Caracteriser le variant d'epissage alternatif ERRaAexon5 dans les 

cellules epitheliales intestinales normales et cancereuses et son role 

dans la croissance des cellules cancereuses colorectales. 

3) Documenter et caracteriser I'interaction entre ERRa et le co-activateur 

PRC. 
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II-MATERIEL ET METHODES 

1. Culture cellulaire 

1.1. Cellules 293T 

La lignee cellulaire 293T est une lignee fcetale humaine transformer de 

reins qui nous a ete fournie par le Dr. Fernand-Pierre Gendron (Departement 

d'anatomie et biologie Cellulaire, Universite de Sherbrooke, QC, Canada). Les 

cellules ont ete cultivees dans un milieu Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM) (Wisent, Saint-Bruno, Quebec) en presence de 10% de serum fcetal 

bovin (FBS) (Wisent), 2mM de L-glutamine (Invitrogen, Burlington, Ontario), 

10mM Hepes (Wisent) et 100U/ml penicilline-100ug/ml streptomycine 

(Wisent) a 37 °C dans une atmosphere a 95% air et 5% C02. Le milieu a ete 

change aux trois jours et les cellules ont ete reensemencees dans un ratio de 

1:12a I'atteinte de la confluence. 

1.2. Cellules HI EC et IEC-6 

La lignee cellulaire HIEC est une lignee non immortalisee humaine qui 

provient de I'isolement de cellules epitheliales d'intestin grele fetal 

(PERREAULT et BEAULIEU, 1996). Cette lignee cellulaire a ete 

gracieusement donnee par le Dr. Jean-Francois Beaulieu (Departement 
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d'anatomie et biologie Cellulaire). Les cellules ont ete cultivees dans un milieu 

DMEM (Wisent) en presence de 5% de FBS (Wisent), 2mM de L-glutamine 

(Invitrogen), 10mM Hepes (Wisent) et 100U/ml penicilline-100ug/ml 

streptomycine (Wisent) a 37 °C dans une atmosphere a 95% air et 5% C02. 

Le milieu a ete change aux trois jours et les cellules ont ete reensemencees 

dans un ratio de 1 :4 a I'atteinte de la confluence. La lignee IEC-6 est une 

lignee immortalisee issue de la crypte de I'ileon de rat (QUARONI et al., 

1979). Les extraits proteiques totaux des cellules IEC-6 ont ete donnes par la 

Dre. Nathalie Rivard (Departement d'anatomie et biologie Cellulaire). 

1.3. Cellules DLD-1 et HCT-116 

Les cellules des lignees DLD-1 et HCT-116 sont des cellules 

cancereuses provenant d'adenocarcinome de colon humain et ont ete 

gracieusement fournies par la Dre. Nathalie Rivard (Departement d'anatomie 

et biologie cellulaire). Les cellules ont ete cultivees dans le meme milieu et les 

memes conditions que la lignee cellulaire 293T. Le milieu a ete change aux 

trois jours et les cellules ont ete reensemencees dans un ratio de 1 :12 a 

I'atteinte de la confluence. 

2. Extraction de proteines et immunobuvardage de type Western 
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2.1. Extraction des proteines (Methode Laemmli) 

Les cellules sont rincees une fois avec du PBS 1X. Elles sont recoltees 

avec un grattoir et transferees dans un tube eppendorf puis centrifugees a 

6000 rpm a T. P. dans une microcentrifugeuse de table. Les cellules sous 

forme de culot sont resuspendues dans du Laemmli 1X (62.5mM Tris-HCI pH 

6.8 (Invitrogen), 2.3% SDS (Laboratoire MAT, Beauport, Quebec, Canada), 

10% glycerol (Fisher, Pittsburg, PA, Etats-Unis), 0.005% bleu de bromophenol 

(VWR, Mississauga, ON, Canada), 5% p-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, 

Oakville, ON, Canada)), dans un volume relatif a la grosseur du culot. Les 

echantillons sont ensuite denatures en les bouillant pendant 5 minutes a 95-

100 °C puis doses par la methode de Lowry. Les echantillons sont conserves 

a -80 °C jusqu'a leur migration sur gel pour I'immunobuvardage de type 

Western. 

2.2. Extraction des proteines (Methode Triton) 

Les tissus humains, qui proviennent de differents patients de la Dre. 

Julie Carrier, sont reduits en poudre dans I'azote liquide a I'aide d'un mortier, 

puis resuspendus dans un tampon de lyse Triton (50mM Tris-HCL (Invitrogen) 

pH 7.5, 1% Triton X-100 (ICN Biomedicals, Aurora, OH), 100mM NaCI 

(Fisher), 5mM EDTA pH 8 (Fisher), 40mM p-glycerophosphate (Sigma-

Aldrich), 5% glycerol (Fisher)) auxquel nous ajoutons differents inhibiteurs de 

proteases (aprotinine 1 :1000 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, Etats-
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Unis), leupeptine 1 :1000 (Sigma-Aldrich), pepstatine 1 :1000 (Sigma-Aldrich) 

et PMSF 1 :100 (Sigma-Aldrich)). Les echantillons sont ensuite homogeneises 

a I'aide d'un polytron jusqu'a opacite du melange. lis sont ensuite incubes sur 

glace pendant 20 minutes puis centrifuges a 13500 rpm a 4 °C pour 10 

minutes. Le surnageant contenant les proteines est ainsi recupere puis dose 

par la methode de Bradford. Les echantillons sont conserves a -80 °C jusqu'a 

leur migration sur gel pour I'immunobuvardage de type Western. 

2.3. Immunobuvardage de type Western. 

On utilise de 30 a 100)a,g de proteines, dependamment de la 

concentration de nos echantillons, que nous avons dilues dans du Laemmli 

1X pour un volume final total de 50|il. Nous les avons ensuite denatures en 

les bouillant pendant 5 minutes a 95-100 °C puis fait migrer avec notre 

marqueur de poids moleculaire Rainbow (Invitrogen) sur un gel d'acrylamide 

10% (375mM Tris-HCI pH 8.8 (Invitrogen), 33% d'une solution 

d'acrylamide/Bis 30% (Bio-Rad), 0.1% SDS (Laboratoire MAT), 0.1% 

persulfate d'ammonium (EM Science, Toronto, ON, Canada), 0.04% TEMED 

(EM Science)) en conditions denaturantes. La migration est effectuee a 20mA 

(PowerPac Universal, Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) pendant environ 

1h15 dans du tampon de migration (25mM Tris (Invitrogen), 190mM glycine 

(Roche Diagnostics), 0.1% SDS (Laboratoire MAT)). Une fois la separation 

des proteines terminee, elles sont transferees sur une membrane de PVDF 

0.45um (GE Healthcare), prealablement activee dans du methanol. Le 
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transfert est effectue a 250mA pendant 1h30 dans du tampon de transfert 

(25mM Tris (Invitrogen), 190mM glycine (Roche Diagnostics), 20% methanol 

(EMD, San Diego, CA, Etats-Unis)). Par la suite, la membrane est coloree au 

rouge de Ponceau 0.2% (Sigma-Aldrich) pour visualiser les proteines et 

verifier I'efficacite de notre migration et de notre transfert. La membrane est 

decoloree dans de I'eau et saturee subsequemment dans une solution 

contenant 10% de lait en poudre (Carnation, Nestle) dilue dans du TBS/T 

(20mM Tris-HCI pH 7.6 (Invitrogen), 140mM NaCI (Fisher), 0.3% Tween-20 

(EMD)) (blotto). Le blocage de la membrane est effectue durant 1 h et la 

membrane est par la suite incubee toute la nuit a 4 °C avec I'anticorps 

primaire dilue dans du blotto. La membrane est ensuite lavee sous agitation 3 

fois 10 minutes dans du TBS/T avant d'etre incubee 1h a T.P. avec I'anticorps 

secondaire couple a la peroxydase de raifort (HRP) dilue dans du blotto. A la 

fin de I'incubation, la membrane est a nouveau lavee 3 fois 10 minutes dans 

du TBS/T. Afin de reveler les proteines presentes sur la membrane, cette 

derniere est incubee pendant 1 minute avec un melange reactionnel de la 

trousse de revelation ECL™ Western Blotting Detection (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, Angleterre). Un film radiographique Biomax Light (Kodak, 

Toronto, ON, Canada) est place sur la membrane pendant un certain temps et 

ensuite revele dans une chambre noire. 
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Tableau 1. Liste des anticorps utilises 
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Experience 

WB 

WB;IF; IHC 

WB 

WB 

WB 

IP 

IP 

IP 

WB 

WB 

IF 

IHC 

Proteine reconnue 

ERRa 

ERRa 

ERRy 

PRC 

(3-actine 

Flag 

HA 

(IgG souris) 

IgG lapin (couple a HRP) 

IgG souris (couple a HRP) 

IgG lapin (couple a Alexa Fluor 488) 

IgG souris (couple a la biotine) 

Espece 

Lapin 

Lapin 

Lapin 

Lapin 

Souris 

Souris 

Souris 

Souris 

Ane 

Mouton 

Ane 

Chevre 

Dilution 

1/10 000 

1/3 000; 
1/200; 
1/125 

1/8 000 

1/1 000 

1/10 000 

3ul 

3ul 

3ul 

1/5 000 

1/10 000 

1/500 

1/1 000 

No de catalogue / 
Compagnie 

Genere Dr Giguere 

NLS5402/Novus 
Biologicals 

Genere Dr Giguere 

Genere Dr Scarpulla 

MAB1501R/ 
Chemicon International 

200472-21 / 
Stratagene 

Sc7392 / Santa Cruz 

12-371 /Upstate 

NA934 / GE 
Healthcare 

NA931 /GE 
Healthcare 

A21206/Molecular 
Probes 

12-445/Upstate 

3. Immunolocalisation en fluorescence 

Les cellules sont ensemencees 24 heures avant I'experience dans des 

chambres Labtek (VWR). Par la suite, elles sont lavees rapidement dans du 

PBS 1X, puis fixees avec du paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) 4%/PBS 20 

minutes a T.P. Une premiere serie de 3 lavages de 5 minutes est effectuee 

puis les cellules sont permeabilisees avec du Triton (ICN Biochemicals) 

0.1%/PBS 10 minutes a T.P. Apres 3 autres lavages de 5 minutes, les cellules 
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sont bloquees avec du BSA (Sigma-Aldrich) 2%/PBS 15 minutes a T.P., puis 

incubees avec I'anticorps primaire dilue dans du BSA 2%/PBS 2 heures a 

T.P. Les cellules sont encore lavees 3 fois 5 minutes et incubees avec 

I'anticorps secondaire couple a la FITC dilue dans la meme solution et ce 30 

minutes a T.P. dans le noir. A la fin de I'incubation, les cellules sont lavees 3 

fois 5 minutes puis le contour des puits est decolle et la lamelle est montee 

avec du Vectashield contenant du DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, Etats-Unis). Les lames sont ensuite observees sur le microscope a 

fluorescence Leica DMRXA disponible au departement d'anatomie et biologie 

cellulaire. 

4. Immunohistochimie 

4.1. Fixation des tissus 

Les tissus sont incubes toute la nuit a 4°C sous agitation dans une 

solution de paraformaldehyde 4%, puis rinces 2 fois dans de I'ethanol 70% 

avant d'etre places dans des histo-cassettes (Fisher). Les tissus sont 

conserves dans I'ethanol 70% a 4°C jusqu'a ce qu'ils soient circules dans la 

paraffine au service de pathologie du Centre Hospitalier Universitaire de 

Sherbrooke. Les tissus sont ensuite inclus dans des blocs de paraffine afin 

d'etre utilises pour des coupes histologiques de 5^m a I'aide d'un microtome 

Spencer 820 (American Optical Company). 
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4.2. Immunohistochimie 

Les coupes histologiques sont sechees a 60°C pendant 45 minutes et 

elles sont deparaffinees dans des bains de xylene (EMD) 3 fois 5 minutes. 

Les lames sont ensuite deshydratees dans des bains a gradients decroissants 

d'EtOH, soit 3 fois 3 minutes dans I'EtOH 100%, 2 fois 3 minutes dans I'EtOH 

95%, 1 fois 3 minutes dans I'EtOH 80% et finalement 1 fois 5 minutes dans 

I'eau distillee. Pour permettre la reactivation des antigenes, les lames sont 

portees a ebullition 20 minutes dans une solution d'acide citrique 10mM pH 

6.0 (Fisher). Les lames sont ensuite refroidies pendant 20 minutes puis 

rincees 1 fois 1 minute avec du PBS 1X. Les tissus sont ensuite delimites a 

I'aide d'un crayon gras Pap Pen (Invitrogen) puis les lames sont saturees en 

proteines avec du Protein Blocking Agent (Beckman-Coulter) pendant 20 

minutes. Elles sont par la suite incubees avec I'anticorps primaire dilue dans 

du PBT (PBS, 0.1% BSA (Sigma-Aldrich), 0.2% Triton X-100 (ICN 

Biochemicals)) toute la nuit a 4°C dans une chambre humide. Les lames sont 

ensuite lavees 1 fois 1 minute dans du PBS et incubees avec I'anticorps 

secondaire couple a la biotine dilue dans du PBT pendant 30 minutes a T.P. 

dans une chambre humide. Les lames sont a nouveau lavees 1 fois 1 minute 

dans du PBS et incubees 30 minutes a T.P. avec un complexe 

streptavidine :HRP (Vector Laboratories) dilue 1/1 000 dans du PBT. Les 

lames sont lavees 1 fois 1 minute dans du PBS puis elles sont mises en 

contact avec une solution DAB (Vector Laboratories) jusqu'a coloration brune. 

Le DAB va reagir avec I'enzyme HRP et ainsi permettre une coloration brune 
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des proteines reconnues par I'anticorps primaire. Suite a I'atteinte de la 

coloration brune, la reaction est arretee par une incubation de 5 minutes dans 

I'eau distillee. Les lames sont ensuite colorees a I'hematoxyline afin de colorer 

les noyaux des cellules en bleu. Pour ce faire, les lames sont plongees 

rapidement 10 fois dans une solution d'hematoxyline Harris (VWR) 

prealablement filtree puis elles sont incubees 5 minutes dans une solution 1% 

HCI 1N (Fisher) dans I'eau. Les lames sont ensuite rincees 2 minutes dans 

I'eau distillee puis deshydratees dans un gradient croissant d'EtOH, soit 2 

fois 1 minute dans I'EtOH 80%, 2 fois 1 minute dans I'EtOH 95%, 3 fois 1 

minute dans I'EtOH 100% et 3 fois 1 minute dans le xylene (EMD). Les lames 

sont ensuite montees avec du medium a montage Cytoseal™ 60 (VWR) et 

des lamelles en verres 24x60mm N°.1 (VWR). 

5. Detachement sequentiel des cellules epitheliales le long de la 

crypte colique de souris adulte 

La procedure est basee sur la technique de Weiser readaptee de I'etude 

effectuee par Menard et collaborateurs (MENARD et al., 1987). Le colon 

d'une souris adulte est inverse sur un tube de polyethylene Tubing PE 240 

(BD Biosciences) puis ligature en segments d'environ 4cm avec du fil a 

coudre. Les differents segments sur le tube sont ensuite coupes puis laves 2 

par 2 dans des erlenmeyers de 50ml 2 fois avec 20ml de solution de Krebs 

pH 7.5 (5mM KCI (Fisher), 1.2mM MgS04 (Sigma-Aldrich), 1.2mM KH2P04 

(Fisher), 118nM NaCI (Fisher) et 100mM Na2HP04 (Fisher)). La dissociation 
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cellulaire est ensuite effectuee en ajoutant 10ml de solution EDTA pH 7.5 

(2.5mM EDTA (Sigma-Aldrich), 0.25M NaCI (Fisher) et 0.5mM DTT (Sigma-

Aldrich)) aux erlenmeyers de 50ml contenant les segments. Par la suite, les 

segments sont agites pendant 5 minutes avec des intervalles de repos sur 

glace comme suit: 1 minute agitation, 1 minute repos, 1 minute agitation, 1 

minute repos, 1 minute agitation. La suspension cellulaire est recoltee dans 

un tube Falcon de 15ml puis conservee sur glace. 10ml de solution EDTA pH 

7.5 est a nouveau ajoute et le meme patron d'agitation est effectue. Ces 

etapes sont recommencees jusqu'a ce que I'epithelium ne se detache plus et 

que la solution d'EDTA soit ainsi limpide. Les tubes Falcon de 15ml contenant 

les differentes fractions epitheliales sont centrifuges a 1000rpm pendant 5 

minutes a 4°C puis les fractions sont lavees 1 fois avec 10ml de solution de 

Krebs et recentrifugees avec les memes conditions. Les proteines totales sont 

ensuite extraites selon la methode triton comme decrit precedemment. 

6. Clonage du shERRa 

A partir des siARNs cibles contre ERRa documentes dans la litterature 

(SCHREIBER et al., 2003), nous avons genere un shARN cible contre ERRa 

(Tableau 2. Sequences 1 et 2). Nous avons hybride les deux oligonucleotides 

ensemble. Pour ce faire, nous avons utilise 20|ig de chaque oligonucleotide a 

1ng/^il, done 20|J, auquel nous avons rajoute 5(il de tampon d'hybridation 10X 

(0.1M Tris-HCI pH 7.5 (Sigma-Aldrich), 1M NaCI (Fisher), 0.01 M EDTA 
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(Sigma-Aldrich)) et 5fal d'eau. Nous avons incube le melange a 65°C pendant 

10 minutes puis laisse la temperature de I'eau descendre tranquillement 

jusqu'a T.P. Nous avons digere le vecteur d'expression plentiU6/V6 par les 

enzymes de restrictions BamHI (Roche Diagnostics) et Xhol (Roche 

Diagnostics), et nous avons effectue la ligation des oligonucleotides hybrides 

dans le vecteur d'expression en utilisant la T4 DNA ligase (New England 

Biolabs) selon les indications du manufacturier. La ligation a ete transformee 

dans les bacteries competentes Stable 3 (Invitrogen) et les clones positifs ont 

ete determines par digestion avec I'enzyme de restriction BSTXI (Roche 

Diagnostics). N'ayant pas d'expression suffisante de notre shERRa, nous 

avons decide de changer le promoteur U6 par le promoteur H1. Pour ce faire, 

nous avons digere notre vecteur d'expression comprenant le shERRa ainsi 

que le vecteur pLP-H1 par les enzymes de restrictions EcoRI (Roche 

Diagnostics) et BamHI (Roche Diagnostics) afin d'extraire les fragments du 

promoteur U6 et H1 respectivement. Nous avons mis sur gel d'agarose 1% 

les produits de digestion et nous avons extrait du gel la bande correspondant 

au vecteur plentishERRa sans le promoteur U6 et la bande correspondant au 

promoteur H1, et ce avec la trousse QIAEX gel extraction kit (Qiagen, 

Maryland, Etats-Unis) en suivant les instructions du manufacturier. Nous 

avons ensuite ligue les deux fragments en utilisant la T4 DNA ligase (New 

England Biolabs) en suivant les instructions du manufacturier. La ligation a 

ete transformee dans les bacteries competentes Stable 3 (Invitrogen) et les 
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clones positifs ont ete determines par une digestion avec I'enzyme de 

restriction Ndel (Roche Diagnostics). 

Tableau 2. Sequences des amorces utilisees 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Nom 

shERRa sens 

shERRa A/S 

hERRa sens 

hERRa A/S 

PRC Xhol sens 

PRC Xhol A/S 

PRC-HA sens 

PRC-HA A/S 

Sequence 

5'GATCCCTGAGAAGCCTGGGATGCTCTTTTCAAGAGAAAGAGCAT 
CCCAGGCTTCTCAI 1 I I I I 3' 

5'TCGAGTTCCAAAAAATGAGAAGCCTGGGATGCTCTTTCTCTTGA 
AAAGAGCATCCCAGGCTTC 3' 

5' CCGAGATCTTCCAGCCAGGTGGTGGGCATTGAGCCT 3' 

5' CCGGAATTCGTCCATCATGGCCTCGAGCATCTCCAA 3' 

5' CCGGAATTCCCGGCTCGAGGCCGCCCGGGCAGG 3' 

5' CCTGCCCGGGCGGCCTCGAGCCGGGAATTCCGG 3' 

5'CCGGTCGACATGTATGATGTTCCTGATTATGCTAGCCTCCCGGC 
GGCGCGCCGGGGACGGAGAGACGGAGTC 3' 

5' CCGAGATCTCCGTCAGAGCCGTGAGCAGCG 3' 

7. Etablissement des lignees stables 

7.1. Production des lentivirus 

10 fj,g de I'ADN lentiviral contenant les genes necessaires a la formation 

des capsides virales (PLP1, PLP2 et VSVG) et 10ug de nos ADN cibles 

separement (plentiHIshERRa, plentiU6shEGFP, 

plentiadapteurhERRaAexon5 (clone par Gerald Bernatchez) et 

plentiadapteur) ont ete melanges sous la hotte dans la salle de culture. Le 

melange d'ADN a ete transfecte sur des cellules 293T ensemencees la veille 
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dans des boTtes de petris de 100mm. Pour ce faire, 60jal/puit de Lipofectamine 

2000 (Invitrogen) a ete pre-incube a 750^1/puit de milieu Opti-MEM 

(Invitrogen) pendant 5 minutes a T.P. L'ADN a aussi ete pre-incube a 750fil 

d'Opti-MEM. 750|al de Lipofectamine 2000 melange a I'Opti-MEM est ensuite 

rajoute a chaque tube d'ADN et le melange est incube pendant 30 minutes a 

T.P.. Le 1.5ml de chaque melange est combine avec 3.5ml d'Opti-MEM pour 

un volume final de 5ml. Le milieu de culture des cellules 293T est enleve et le 

5ml de chaque tube contenant I'ADN et la Lipofectamine 2000 est lentement 

ajoute aux differentes boites de petris de cellules. Les cellules sont ensuite 

incubees pendant 4 heures a 37°C et le melange est remplace par 7ml de 

milieu frais DMEM 10% FBS. Les cellules sont ensuite incubees pendant 2 

jours a 37°C dans un incubateur designe present dans la salle de virus. 

7.2. Recolte des virus 

Le milieu de culture contenant les virus est preleve a I'aide d'une 

seringue de 10ml (BD Biosciences) puis filtre sur un filtre de 0.45^m (Pall 

Corporation, Ann Harbor, Ml, Etats-Unis). Les particules virales sont 

aliquotees dans des tubes eppendorf de 1.5ml et conservees a -80°C. 

7.3. Infection des lignees cellulaires 

La veille de I'infection, les cellules DLD-1 et HCT116 sont ensemencees 

dans des boites de petris de 60mm afin d'obtenir une confluence cellulaire 

d'environ 50% le lendemain. Les cellules sont ensuite infectees comme suit: 

50 



1.5ml de suspension virale, a laquelle nous avons ajoute 1.5)al de polybrene 

(Sigma-Aldrich) 4|ig/jJ (concentration finale de 4^g/ml) a ete ajoute sur les 

cellules DLD-1 et HCT116 auxquelles nous avions retire le milieu de culture. 

Les cellules sont incubees 1 heure a 37°C et 2ml de milieu frais DMEM 10% 

FBS contenant 2]ul de polybrene 4[ig/[i\ ont ete ajoute a chacune des boites 

de petris. Les cellules sont ainsi incubees pendant 2 jours a 37°C. Suite a ces 

2 jours d'incubation, le milieu est retire et remplace par 5ml de milieu frais 

approprie. Les cellules sont incubees pendant 1 jour. 

7.4. La selection des cellules 

Les cellules, decollees par methode enzymatique avec de la trypsine 

(Invitrogen, NY, Etats-Unis), sont diluees pour un ratio de 1 :2 puis 

transferees dans des boites de petris de 100mm. La selection est effectuee 

avec les antibiotiques appropries, soit la blasticidine (Invitrogen), soit le G418 

(Sigma-Aldrich), a des concentrations respectives de 5 ^g/ml et 400 |ag/ml. La 

selection est maintenue pendant quelques jours et les cellules sont 

ensemencees a un ratio de 1 :3 a I'atteinte de la confluence. 

7.5. Les courbes de croissance 

Les cellules sont recoltees puis denombrees avec le Particle counter Z1 

(Coulter Beckman, Mississauga, Ontario) disponible dans le laboratoire de la 
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Dre Rivard. Les cellules sont ensuite ensemencees dans des plaques 12 puits 

(Sigma-Aldrich) a raison de 15 000 cellules par puits au depart et ce en 

triplicata. Elles sont par la suite recoltees et denombrees a nouveau aux 

differents jours d'incubation. 

8. Analyse de FACS 

Les cellules sont recoltees puis denombrees avec un hemacymetre 

(Hausser Scientific, Horsham, PA, Etats-Unis). Elles sont ensuite 

ensemencees dans des plaques de 6 puits (Corning, New-York, Etats-Unis) a 

250 000 0/puits. 24 heures suivant I'ensemencement, les cellules sont 

synchronises par la methode de double blocage a la thymidine (HOSONO et 

al., 2005). L'exces de thymidine a pour effet de bloquer le cycle cellulaire a la 

transition G1/S en inhibant la ribonucleotide reductase, empechant ainsi la 

production de nucleotides precurseurs au dCTP. Ainsi, les cellules qui se 

trouvent en phase S ne peuvent la completer, alors que celles qui sont en G1 

ne peuvent pas amorcer la synthese d'ADN. Pour ce faire, les cellules sont 

incubees 16h avec du milieu adequat contenant une concentration finale de 

2mM de thymidine (Sigma). Ce premier blocage donne une population 

heterogene contenant des cellules en phase S et des cellules en transition 

G1/S. Les cellules sont ensuite rincees avec du PBS et incubees pendant 10h 

avec du milieu frais. Les cellules sont ensuite bloquees une deuxieme fois en 

etant incubees a nouveau avec du milieu contenant une concentration finale 

de 2mM thymidine pendant 14h. A la fin de ce second blocage, on obtient une 
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population cellulaire homogene en transition G1/S. La reinitiation du cycle 

cellulaire est effectuee en incubant les cellules avec du milieu frais. A 

differents temps (0, 1, 2, 4, 8, 12 et 24h), les cellules sont recoltees et 

denombrees. Pour ce faire, les cellules sont decollees par methode 

enzymatique avec de la trypsine (Gibco BRL) puis resuspendues dans 5ml de 

milieu frais. Elles sont ensuite denombrees avec un hemacymetre (Hausser 

Scientific) et environ 1 x 106 0 sont placees dans un tube falcon 15ml puis 

centrifugees pendant 5 minutes a 1700rpm a 4 °C. Le culot de cellules est 

lave une fois avec 1ml de PBS 1X froid. II est resuspendu dans 1ml de PBS 

1X froid puis 3ml d'EtOH 100% froid est ajoute goutte-a-goutte au falcon 

place sur un vortex a vitesse maximale. Les cellules sont ainsi fixees O/N a 4 

°C. Elles sont ensuite centrifugees pendant 5 minutes a 1700rpm a 4 °C, puis 

lavees une fois avec 1 ml de PBS 1X froid. Le culot est resuspendu dans 

500JLII de solution de coloration (460|LX1 d'eau, 38(j.l Na citrate (Fisher) 50mM, 

0.25(j.i de RNAse A 1mg/ml, 1.75|jJ de iodure de propidium (Sigma-Aldrich) 

1mg/ml) et les cellules sont analysees avec le FACS calibur (Becton-

Dickenson). 

9. Injection dans les souris 

9.1. Commande des souris 

Des souris femelles CD-1 nues agees de 6 a 8 semaines ont ete 

commandees (Charles Rivers, Saint-Constant, Quebec). Toutes les souris 

recoivent une diete normale, en plus d'avoir acces a I'eau osmosee et a la 
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nourriture ad libitum. Toutes les experiences sont conduites sous les 

recommandations du conseil canadien de protection des animaux ainsi que 

du comite ethique pour ('experimentation animale de I'Universite de 

Sherbrooke 

9.2. Preparation des cellules pour /'injection 

Les cellules a injecter sont decollees par methode enzymatique avec de 

la trypsine (Invitrogen), puis denombrees avec le Particle counter Z1 (Coulter 

Beckman). Les cellules sont resuspendues dans du milieu de culture cellulaire 

approprie afin d'obtenir une concentration de 2 millions de cellules dans 

100>l, puis gardees sur glace jusqu'a I'injection. 

9.3. Injection des cellules dans les souris 

Les souris sont anesthesiees (injection intra-peritoneale d'un melange 

de ketamine (87mg/ml) -xylazine (13mg/ml) (Rogar STB, Pointe Claire-

Dorval, Qc, Canada). L'injection de 2 millions de cellules est ensuite effectuee 

au scapula des souris avec une seringue 1ml et une aiguille 27G Vi 

(Beckman-Coulter, Mississauga, ON, Canada). 

9.4. Mesure des tumeurs 

Sur une periode de 2 Vz semaines, les tumeurs sont mesurees a I'aide 

d'une regie electronique digitale de precision (VWR) a defaut de 2 jours par 
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semaine a intervalles reguliers. La longueur et la largeur des tumeurs sont 

mesurees. 

9.5. Sacrifice des souris et mesure du poids des tumeurs 

Sous anesthesie, les souris sont euthanasiees par dislocation cervicale. 

Les tumeurs sont alors prelevees puis pesees a I'aide d'une balance Mettler 

AE 166 (Fisher). Le volume des tumeurs a ete calcule selon la formule : 

(Longueur x (2 x Largeur))/2. 

10. Clonage de pEYFP-ERRa et pECFP-ERRaAexon5 

Nous avons effectue une reaction de PCR avec I'ADN des vecteurs 

pCMXhERRa et plentihERRaAexon5 et les oligonucleotides commandes 

(Tableau 2. Sequences 3 et 4). Le melange reactionnel etait de 5\x\ de tampon 

10X fourni avec I'enzyme (1X), 1fjJ de I'oligonucleotide sens (100ng), 1̂ 1 de 

I'oligonucleotide anti-sens (100ng), 1|J de dNTP (25mM), 40fJ d'eau, 1̂ ,1 de 

I'enzyme Pfu (Stratagene) et finalement 1|j.l de I'ADN de I'un ou I'autre de nos 

vecteurs (500ng). La reaction de PCR a ete effectuee comme suit: 1 cycle 

initial de 1 minute a 95°C, suivi de 35 cycles de 1 minute a 95°C, 1 minute a 

60°C et 1 minute a 72°C. Le produit final a ete mis sur gel d'agarose 1%, 

migre par courant electrique, extrait avec la trousse QIAEX gel extraction kit 

(Qiagen) selon les indications du manufacturier, puis digere par les enzymes 

Bgl II (Roche Diagnostics) et Eco Rl (Roche Diagnostics). Nous avons, par la 
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suite, digere les vecteurs pEYFP-C1 et pECFP-C1 par les memes enzymes 

de restrictions. Les vecteurs digeres ainsi que les produits de PCR digeres 

ont ete mis sur gel d'agarose 1%, migres avec un courant electrique puis 

extraits du gel avec la trousse QIAEX gel extraction kit (Qiagen) selon les 

recommandations du manufacturier. Par la suite, nous avons utilise la T4 

DNA ligase (New England Biolabs) selon les recommendations du 

manufacturier afin de liguer le fragment correspondant a ERRa dans le 

vecteur pEYFP-C1 digere et le fragment correspondant a ERRaAexon5 dans 

le vecteur pECFP-C1. Les produits des ligations ont ete transformes dans les 

bacteries competentes Top Ten (Clontech) et les clones positifs ont ete 

demontres selon differents patrons de digestion enzymatique. L'integrite des 

clones n'ont cependant pas ete verifiee par sequengage. 

10.1. Preparation des cellules et transfection transitoire 

Les cellules DLD-1 ont ete ensemencees sur des lamelles 18X18mm 

d'epaisseur 1 (Fisher), prealablement placees sterilement dans des plaques 6 

puits (Corning), afin d'obtenir 70% de confluence le lendemain. Nous avons 

transfecte 1 fj.g des 2 differents ADN dans les plaques 6 puits (Corning), soit 

seul, soit les 2 ensembles. L'ADN a ete incube dans 250|J d'Opti-MEM. Un 

volume de 2^1/fig d'ADN de Lipofectamine 2000 a ete incube dans 250jal/puits 

d'Opti-MEM. Le tout est incube 5 minutes a T.P. et 250|al du melange 

Lipofectamine 2000/Opti-MEM est ajoute a I'ADN, pour etre ensuite incube 
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pendant 30 minutes a T.P. Le 0.5ml de chaque melange est rajoute 

directement au milieu de culture des cellules, qui sont ensuite incubees une 

journee a 37°C. 

10.2. Preparation des cellules et microscopie a fluorescence 

Le milieu des cellules est enleve, puis elles sont lavees avec du PBS 1X. 

Les cellules sont par la suite fixees et permeabilisees par un traitement avec 

de I'EtOH 70% pendant 30 minutes, puis rincees avec du PBS 1X. Par la 

suite, dans la noirceur, on rajoute une dilution 1/100 dans I'eau d'iodure de 

propidium (Sigma-Aldrich) 0.1mg/ml et on laisse incuber pendant 30 minutes. 

Les lamelles contenant les cellules sont ensuite inversees et montees sur des 

lames (VWR) avec du medium a montage Cytoseal™ 60 (VWR). Les cellules 

sont ensuite observees avec le microscope motorise Olympus BX61. 

11. Immunoprecipitation 

11.1. Preparation des cellules et transfection transitoire 

Les cellules 293T sont ensemencees dans des boites de petris 100mm 

afin d'obtenir 70% de confluence le lendemain. Nous avons transfecte un total 

de 10|o.g d'ADN par boite de petri. Pour I'experience d'interaction entre les 2 

formes d'ERRa, 5|ag du vecteur pCMXhERRa et 5^g du vecteur 
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plentihERRocAexon5-flag ont ete melanges. Pour les experiences d'interaction 

entre les formes d'ERRa et les co-activate urs, 5p,g des vecteurs 

pCMXhERRa ou plentihERRaAexon5 et 5|ug des vecteurs pcDNA3PGC-1a-

HA ou pSVsportPRC-HA ont ete melanges. L'ADN a ete incube dans 250>l 

d'Opti-MEM. Un volume de 2[i\/[xg d'ADN de Lipofectamine 2000 a ete incube 

dans 250|J/boite de petri d'Opti-MEM. Le tout est incube 5 minutes a T.P. et 

250(J du melange Lipofectamine 2000/Opti-MEM est ajoute a I'ADN, pour etre 

ensuite incube pendant 30 minutes a T.P. Le 0.5ml de chaque melange est 

combine avec 4.5ml d'Opti-MEM pour un volume final de 5ml. Le milieu de 

culture des cellules 293T est enleve et le 5ml de chaque tube contenant I'ADN 

et la Lipofectamine 2000 est lentement ajoute sur les cellules. Les cellules 

sont ensuite incubees pendant 4 heures a 37°C et le melange est remplace 

par 10ml de milieu frais DMEM 10% FBS. Les cellules sont ensuite incubees 

pendant 2 jours a 37°C. 

11.2. Extraction des proteines totales et immune-precipitation 

Les proteines sont extraites par methode de lyse triton puis dosees par 

methode de Bradford comme decrit precedemment. Les billes proteine A 

Sepharose (GE Healthcare) sont prealablement gonflees dans du tampon de 

lyse Triton contenant les inhibiteurs de proteases comme decrit 

precedemment. Le volume de tampon ajoute correspond a 100|ul de tampon 

pour 0.01g de billes. Les billes sont ainsi incubees pendant 1 heure a 4°C 

sous agitation. 500(ag de proteines totales sont ensuite dilues dans le tampon 

58 



triton contenant les inhibiteurs de proteases pour un volume total de 800(il, 

auxquels nous rajoutons 50fal de billes gonflees. Le melange est ensuite 

incube pendant 45 minutes a 4°C sous agitation, avant d'etre centrifuge a 

5000rpm 5 minutes a 4°C. On a rajoute au surnageant 3JU.I de I'anticorps anti-

HA, de I'anticorps anti-flag ou des IgG de souris et nous avons agite pendant 

2 heures a 4°C. Par la suite, nous avons ajoute 50jul de billes gonflees et nous 

avons agite pendant 1 heure a 4°C, avant de centrifuger le tout a 5000rpm 

pendant 5 minutes a 4°C. Les billes deposees sont ensuite lavees 3 fois avec 

du tampon triton contenant les inhibiteurs de proteases puis centrifugees a 

3000rpm 30 secondes a T.P. Les billes sont ensuite resuspendues dans 60>l 

de laemmli 2X, puis elles sont amenees a ebullition pendant 5 minutes, avant 

d'etre centrifugees a 5000rpm 5 minutes a 4°C. Le surnageant est recupere et 

les proteines sont conservees a -80°C jusqu'a leur migration sur gel pour 

immunobuvardage de type Western. 

12. Clonage HA-PRC 

12.1. Mutation ponctuelle dans le vecteurpSVsportPRC 

Lors du clonage de PRC dans le vecteur pSVsport (ANDERSSON et 

SCARPULLA, 2001), le fragment de PRC avec les sites de restrictions Sal I et 

Not I aux extremites a ete insere dans le vecteur digere Xho I et Not I, les 

sites de Sal I et de Xho I etant compatibles, mais pas complementaires. II en 
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resulte que ni le site Sal I ni le site Xho I sont maintenant disponible. Nous 

avons done en premier lieu recree le site Xho I afin de pouvoir y inserer une 

etiquette HA par la suite. Pour ce faire, nous avons utilise la trousse Quick 

Change Site Directed Mutagenesis Kit (Invitrogen) nous permettant d'inserer 

une mutation ponctuelle dans notre sequence. Nous avons done effectue un 

melange de 5jil de tampon 10X fourni dans la trousse (1X), 1.25^1 de 

I'oligonucleotide sens (125ng) (Tableau 2. Sequence 5), 1.25u.l de 

['oligonucleotide anti-sens (125ng) (Tableau 2. Sequence 6), ^\^.\ de dNTP 

(25mM), 39.5(il d'eau, 1uJ d'enzyme Pfu Ultra fournis dans la trousse, et 

finalement 1jxl de notre ADN (500ng). La reaction de PCR a ete effectuee 

comme suit: 1 cycle initial de 30 secondes a 95°C, suivie de 12 cycles de 30 

secondes a 95°C, 1 minute a 55°C et 8 minutes a 68°C. Le produit final a ete 

digere par I'enzyme Dpn I fournie dans la trousse, puis transforme dans les 

bacteries competentes Top Ten (Clontech). Les clones positifs ont ete 

demontres par une digestion avec les enzymes Xho I (Roche Diagnostics) et 

Bgl II (Roche Diagnostics). 

12.2. Insertion de I'etiquette HA a I'extremite amino-terminale de PRC 

Nous avons par la suite effectue une reaction de PCR avec I'ADN de 

notre vecteur pSVsportPRC et les oligonucleotides commandes (Tableau 2. 

Sequences 7 et 8). Le melange reactionnel etait de 5|J de tampon 10X fourni 

avec I'enzyme (1X), 1jJ de I'oligonucleotide sens (100ng), 1 p,l de 

I'oligonucleotide anti-sens (100ng), 1 JLXI de dNTP (25mM), 40|al d'eau, 1 JLXI de 
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I'enzyme Taq polymerase (New England Bioloabs) et finalement 1 JLLI de notre 

ADN (500ng). La reaction de PCR a ete effectuee comme suit: 1 cycle initial 

de 1 minute a 95°C, suivie de 35 cycles de 30 secondes a 95°C, 1 minute a 

60°C et 1 minute a 72°C. Le produit final a ete mis sur gel d'agarose 1%, 

migre par courant electrique, extrait avec la trousse QIAEX gel extraction kit 

(Qiagen) selon les indications du manufacturier, puis digere par les enzymes 

Sal I (Roche Diagnostics) et Bgl II (Roche Diagnostics). Nous avons par la 

suite digere le vecteur pSVsportPRC nouvellement mute pour le site Xho I par 

les enzymes Xho I (Roche Dignostics) et Bgl II (Roche Diagnostics). Le 

vecteur digere ainsi que le produit de PCR digere ont ete mis sur gel 

d'agarose 1%, migres avec un courant electrique puis extraits du gel avec la 

trousse QIAEX gel extraction kit (Qiagen) selon les recommandations du 

manufacturier. Par la suite, nous avons utilise la T4 DNA ligase (New England 

Biolabs) selon les recommandations du manufacturier afin de liguer le 

fragment de PCR au vecteur digere. Le produit de la ligation a ete transforme 

dans les bacteries competentes Top Ten (Clontech) et les clones positifs ont 

ete demontres selon differents patrons de digestion enzymatique. 

13. Essai luciferase 

13.1. Preparation des cellules et transfection transitoire 

Les cellules 293T ont ete ensemencees dans des plaques 12 puits afin 

d'obtenir environ 50-60% de confluence cellulaire le jour de la transfection. 
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Chaque condition a ete realisee en triplicata. Les experiences ont ete 

repetees au moins 3 fois. Les differents ADN sont melanges, soit 0 ou 0.2|ag 

du vecteur d'expression pCMXhERRa; 0, 0.2, 0.4 ou 0.8|ag du vecteur 

d'expression plentihERRaAexon5; 0 ou 0.4jag du vecteur d'expression 

pcDNA3PGC-1aHA; 0 ou 0.4 îg du vecteur d'expression pSVsportPRC. A 

chaque melange est ajoute 0.4(ag du vecteur d'expression pS2-l_uc et 0.1p.g 

du vecteur d'expression pCMXp-galactosidase. Les melanges d'ADN sont 

incubes dans 750|_tl d'Opti-MEM (Invitrogen) pendant 5 minutes. En parallele, 

2[i\/\ig d'ADN de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) sont incubes dans 

750|al/condition d'Opti-MEM et ce pendant 5 minutes. 750(il du melange 

Lipofectamine 2000/Opti-MEM est ensuite rajoute a chaque melange d'ADN 

puis incube pendant 30 minutes. Le milieu des cellules est enleve et 500^1 de 

chaque melange ADN/Lipofectamine 2000/Opti-MEM est depose 

delicatement sur les cellules. Le tout est incube pendant 4 heures a 37°C. Le 

melange est ensuite remplace par du milieu frais approprie puis incube pour 

toute la nuit. 

13.2. Essais I uciferases 

Les cellules sont d'abord lysees dans un volume de 300(il de tampon de 

lyse (25mM Gly-Gly (Sigma-Aldrich), 15mM MgS04 (Sigma-Aldrich), 14mM 

EGTA pH 7.8 (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (ICN Biomedicals), 2mM DTT 

(Sigma-Aldrich)) pendant 30 minutes sous agitation. A 100jal des cellules 

62 



lysees, on ajoute ensuite 1 OOJLXI de tampon d'essai (25mM Gly-Gly (Sigma-

Aldrich), 15mM MgS04 (Sigma-Aldrich), 14mM EGTA pH 7.8 (Sigma-Aldrich), 

19mM K2HP04 (Fisher), 6mM ATP (Sigma-Aldrich) et 3mM DTT (Sigma-

Aldrich)) et 10Ojal d'une solution de luciferine (25mM Gly-Gly (Sigma-Aldrich), 

15mM MgS04 (Sigma-Aldrich), 16mM EGTA pH 7.8 (Sigma-Aldrich), 0.023% 

luciferine (Invitrogen)). On effectue ensuite la lecture de luciferase avec un 

luminometre MinitLumat LB9506 (Berthold Technologies, Guelph, ON, 

Canada). Pour I'essai p-galactosidase, on incube 20^1 de lysat de cellules 

avec 150jal d'une solution de p-galactosidase (60mM Na2HP04 (Fisher), 

40mM NaH2P04 (Sigma-Aldrich), 10mM KCI (Fisher), 1mM MgCI2 (Fisher), 

0.35% p-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), 0.1% ONPG (Sigma-Aldrich)) 

jusqu'a I'obtention d'une coloration jaune. On lie ensuite I'absorbance a 

420nm avec un spectrophotometre a plaques Benchmark PlusTM (Bio-Rad). 

Pour I'analyse des resultats, on divise la valeur de luciferase par la valeur de 

p-galactosidase pour obtenir I'activite relative de I'activite luciferase. 

14. Analyse des resultats 

Pour les analyses d'expression des differents isoformes de ERR, un 

total de 16 tissus humains sains et cancereux paires provenant de differents 

patients de la Dre Julie Carrier ont ete analyses. Dans ce memoire, les 

resultats presentes sont representatifs de 4 experiences independantes 
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effectives. En ce qui concerne les echantillons sains et de polypes de souris, 

un total de 12 echantillons paires ont ete analyses et les resultats presentes 

sont representatifs de 3 experiences effectuees independamment. Pour les 

experiences necessitant des souris immunodeficientes nues CD-1, un total de 

8 souris a ete utilise. 
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III-RESULTATS 

1. Implication de ERRct dans la proliferation des cellules epitheliales 

coliques 

1.1. Expression de ERRa dans le colon humain 

Cavallini et collaborateurs ont documente dans la muqueuse du colon 

humain la presence d'ARNm codant pour ERRa et ERRy, et I'absence de 

ERRp (CAVALLINI et al., 2005). De plus, cette equipe a observe une 

expression genique plus importante de ERRa dans les echantillons de cancer 

en comparaison avec le colon sain, I'expression de ERRy n'etant pas 

modulee. Nous avons done verifie par immunobuvardage de type Western 

I'expression proteique de ERRa dans des lignees cellulaires d'origine 

intestinale disponibles localement. Nous avons remarque une expression 

d'ERRa definitivement plus forte dans les lignees cancereuses colorectales 

humaines, en comparaison avec les lignees HIEC et IEC-6 (Fig 6.A.). En fait, 

sur cet immunobuvardage, ERRa n'est pas detecte dans la population de 

cellules saines intestinales humaines non-immortalisees HIEC et la lignee 

saine epitheliale intestinale de rat IEC-6. De plus, nous avons determine que 

ERRa etait localise principalement au noyau des cellules de la lignee 

HCT116, tel que visualise par immunofluorescence et contre-coloration 

nucleaire au DAPI, avec un leger marquage cytoplasmique (Fig 6.B.). 
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Figure 6. Expression d'ERRa dans les lignees cellulaires intestinales. (A) 

Immunobuvardage de type Western sur des extraits proteiques totaux d'une lignee 

saine intestinale humaine(HIEC), d'une lignee saine intestinale de rat (IEC-6) et de 

sept lignees cancereuses coliques humaines (DLD-1, Lovo, HT29, HCT116, 

Colo205, Caco 2-15 et T84) ainsi qu'un controle positif de cellules 293T transferees 

transitoirement avec la construction pCMXhERRa (CTL+). Un anticorps polyclonal 

pour ERRa humain (1/10 000) genere dans le laboratoire du Dr Giguere ainsi qu'un 

anticorps polyclonal commercial pour (J-actine (Chemicon 1/10 000) ont ete utilises 

(*: bande non-specifique). (B) Immunofluorescence sur des cellules HCT116. Un 

anticorps polyclonal commercial pour ERRa (Novus 1/3 000) a ete utilise et les 

lames ont ete montees avec un milieu de montage contenant du DAPI puis 

visualisees a un grossissement de 40X. 
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Par la suite, afin de completer les observations publiees faites sur 

I'expression genique de ERRa, nous avons investigue I'expression proteique 

de ERRa dans les tissus sains et cancereux de colon humain. Par 

immunobuvardage de type Western, nous avons ainsi analyse I'expression de 

ERRa dans du lysat provenant d'une banque interne de tissus cancereux de 

colon, apparie au colon sain du meme patient. Ainsi, malgre une expression 

plutot heterogene de ERRa entre les differents echantillons, nous 

remarquons une augmentation de I'expression proteique d'ERRa dans les 

tissus cancereux de colon en comparaison avec les tissus sains adjacents 

(Fig 7.A.). Puisque I'expression genique de ERRy fut deja rapportee 

(CAVALLINI et al., 2005) son expression proteique fut determinee par 

immunobuvardage de type Western dans les memes echantillons de tissus 

cancereux et sain du colon (Fig 7.A.). Comme nous pouvons le voir avec cet 

immunobuvardage de type Western representatif, nous n'observons pas de 

modulation de I'expression de ERRy entre le tissu sain et le tissu cancereux 

de colon apparie. Afin de caracteriser la localisation de ERRa selon I'axe 

crypte-intercrypte du colon, nous avons procede a des evaluations 

immunohistochimiques de colon humain. Dans I'epithelium non cancereux, 

ERRa est detecte principalement dans le noyau des cellules epitheliales du 

deux-tiers inferieur de la crypte.(Fig. 7.B.). Dans les cellules du haut de la 

crypte et de la region inter-crypte, I'expression de ERRa est surtout 

cytoplasmique. II est connu que ces cellules sont differenciees et non 

proliferatives. Une hypothese a cette observation sera exposee plus loin dans 
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Figure 7. Expression des isoformes ERRa et y dans le tissu sain et cancereux 

de colon. (A) Exemple d'lmmunobuvardage de type Western sur des extraits 

proteiques totaux de tissus cancereux (T : tumoral) et de tissus sains adjacents (N : 

normal) de colon. Des anticorps polyclonaux commerciaux pour ERRa (Novus, 1/3 

000) et p-actine (Chemicon, 1/10 000) ainsi qu'un anticorps polyclonal pour ERRy 

humain (1/8 000) genere dans le laboratoire du Dr Giguere ont ete utilises. (B, C) 

Immunohistochimie sur des tissus sains et de cancer de colon bien differencie. Les 

tissus ont ete colores a I'hematoxyline et un anticorps polyclonal commercial pour 

ERRa (Novus, 1/125) a ete utilise. Pour le controle (CTL), nous avons utilise un 

tissu de colon cancereux bien differencie sans anticorps primaire. Les tissus ont ete 

visualises a un grossissement de 40X. 
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le memoire. L'immunolocalisation de ERRa fut aussi effectuee sur du tissus 

provenant d'un specimen de cancer du colon bien differencie (Fig 7.C.)- II est 

a noter que I'expression de ERRa y est restreinte aux cellules epitheliales 

avec une expression dans les cellules du stroma tres faible. De plus, 

I'expression de ERRa est fortement nucleaire, tel qu'attendu d'un recepteur 

nucleaire sous sa forme active. 

1.2. Expression de ERRa dans le colon murin 

Bien que mon projet concerne principalement le colon humain, la 

perspective d'etudes sur I'animal nous a stimule a determiner I'expression de 

ERRa dans le colon murin. Nous avons ainsi remarque qu'ERRa possede 

une forte localisation nucleaire dans les cellules epitheliales tout au long de 

I'axe vertical de la crypte colique (Fig 8.B). Afin de valider la localisation 

uniforme de ERRa le long de cet axe dans la crypte, nous avons effectue une 

isolation epitheliale en sequence de type Weiser qui a ete mise au point dans 

le laboratoire du Dr Jean-Francois Beaulieu, Universite de Sherbrooke, 

Sherbrooke, QC, Canada. Brievement, cette technique consiste a inverser un 

segment de colon sur un tube et a le ligaturer avec du fil a coudre, afin 

d'exposer I'epithelium, pour ensuite I'agiter a intervalles definis dans une 

solution d'EDTA. Ceci permet la recolte des differentes fractions epitheliales, 

allant des cellules se detachant facilement du haut de la crypte colique aux 

cellules du bas de la crypte moins exposees. Nous avons par la suite 
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Figure 8. Expression d'ERRa chez la souris. (A) Immunobuvardage de type 

Western sur des extraits proteiques totaux de colon sain (N : normal) et de polypes 

(P : polype) de souris ainsi qu'un controle positif de cellules 293T transferees 

transitoirement avec la construction pCMXhERRa (CTL+). Des anticorps polyclonaux 

commerciaux pour ERRa (Novus 1/3 000) et p-actine (Chemicon 1/10 000) ont ete 

utilises. (B) Immunohistochimie sur des tissus sains de colon de souris. Les tissus 

ont ete colores a I'hematoxyline et un anticorps polyclonal commercial pour ERRa 

(Novus 1/3 000) a ete utilise. Le controle (CTL) etant un tissu sans anticorps 

primaire. Les tissus ont ete visualises a un grossissement de 40X. 
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determine par immunobuvardage de type Western que I'expression proteique 

de ERRa le long de I'axe vertical de la crypte colique etait homogene (non 

illustre). Ceci est conforme aux etudes immunohistochimiques precedemment 

effectuees. Par la suite, nous avons determine, par immunobuvardage de 

type Western, I'expression de ERRa dans la muqueuse du colon normal et 

celle provenant d'adenome du colon de souris deficientes pour le gene APC 

(souris APCM\n+/). Tel qu'observe a la figure 8.A., I'expression de ERRa est 

sensiblement la meme dans les echantillons de colon normal et d'adenome. 

1.3. Effet d'une baisse d'expression de ERRa sur la croissance 

cellulaire et tumorale 

Afin d'etudier plus en detail le role et I'implication de ERRa dans la 

proliferation des cellules cancereuses colorectales, nous avons choisi comme 

premiere strategie celle d'une diminution forcee de ERRa. L'expression d'un 

shARN ciblant ERRa dans des cellules exprimant de hauts niveaux de notre 

proteine d'interet devrait nous permettre de mettre en evidence un phenotype 

cellulaire different et attribuable a la diminution de ERRa. De plus, nous avons 

opte pour une approche de modification stable de I'expression de ERRa. Pour 

se faire, plusieurs shARN ciblant differentes regions de l'ARNm d'ERRa ont 

ete clones dans un vecteur d'expression lentiviral et sous le controle du 

promoteur Pol III U6 (Xia 2003). En raison d'insucces de tous les shRNA-
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lentivirus testes a diminuer I'expression proteique de ERRa, nous avons plutot 

opte pour I'utilisation de vecteurs d'expression sous le controle du promoteur 

H1. Ce promoteur etant probablement plus puissant a induire I'expression de 

nos differents shARN ciblant ERRa, nous avons obtenu une construction 

lentivirale qui diminue efficacement I'expression de ERRa, tel qu'observe par 

immunobuvardage de type Western d'un resultat representatif (Fig 9.A.). 

Suite a ces etudes de validation, nous avons infecte les cellules 

cancereuses d'origine colique DLD-1 et HCT116 avec ce shARN lentivirus et 

obtenu des populations cellulaires stables modifiees. Les resultats obtenus 

dans ces deux lignees cellulaires sont sensiblement similaires, mais nous 

avons observe un effet plus prononce dans la lignee DLD-1 (Fig 9.A. et 9.D.). 

Nous avons done effectue la majorite de nos experiences avec cette lignee 

cellulaire. En premier lieu, nous avons effectue une cinetique de croissance 

comparant les cellules DLD-1 shEGFP (controle) et DLD-1 shERRa. Nous 

avons constate une diminution tres significative de la croissance des cellules 

DLD-1 shERRa a 3 et 5 jours post ensemencement (Fig 9.B.), cette 

diminution de croissance etant aussi observee avec la lignee cellulaire 

HCT116 (Fig 9.E.). II est a note que dans nos boites de petris de cellules, 

nous n'avons pas observe d'augmentation quant au nombre de cellules 

flottantes entre les DLD-1 shEGFP et les cellules DLD-1 shERRa. De plus, en 

effectuant une coloration au bleu Trypan afin de denombrer le nombre de 

cellules en mort cellulaire en comparaison aux cellules saines, nous n'avons 
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pas observe d'augmentation dans les pourcentages de cellules mortes sur les 

cellules saines. 

Afin d'evaluer plus en detail I'effet d'une reduction d'expression de 

ERRa sur la proliferation cellulaire, nous avons effectue une analyse du cycle 

cellulaire par cytometrie de flux. En synchronisant au prealable les cellules 

etudiees, cette analyse nous permet d'evaluer leur contenu en ADN et ainsi 

leur progression dans le cycle cellulaire. Ultimement, cette technique vise a 

documenter un blocage ou un ralentissement d'une phase du cycle cellulaire 

qui serait responsable de la baisse de croissance cellulaire des DLD-1 sous-

exprimant ERRa. Afin de synchroniser les cellules DLD-1 en phase S, nous 

avons utilise la methode de double blocage a la thymidine. Les cellules furent 

par la suite liberees du blocage et recueillies aux temps 0, 1, 2, 4, 8, 12 et 24 

heures. Suite a la fixation et au marquage de I'ADN par I'iodure de propidium, 

les cellules furent soumises a une analyse FACS utilisant les equipements 

disponibles dans le laboratoire du Dr Steimle (FACS calibur Becton 

Dickenson). Tel qu'illustre a la Figure 9.C., il y a un ralentissement a 2 et 4 

heures post-synchronisation du passage du contenu en ADN de 2n a 4n dans 

les cellules DLD-1 shERRa, en comparaison avec les cellules DLD-1 shEGFP, 

meme si la synchronisation des cellules DLD-1 shERRa semble legerement 

incomplete. D'ailleurs, la mesure du pourcentage de cellules DLD-1 shEGFP 

dans chaque phase du cycle cellulaire demontre qu'a 2 heures post-

synchronisation, environ 28% des cellules ont un contenu d'ADN de 2n, done 

consistant avec la phase G1, 65% sont en transition entre I'etat 2n et 4n, done 
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Figure 9. Effet de la baisse d'expression d'ERRa sur la proliferation des 

cellules DLD-1 et HCT116. (A) Immunobuvardage de type Western sur des extraits 

proteiques totaux des lignees cellulaires stables DLD-1 shEGFP et DLD-1 shERRa. 

Des anticorps polyclonaux commerciaux pour ERRa (Novus 1/3 000) et p-actine 

(Chemicon 1/10 000) ont ete utilises. (B) Courbe de croissance des cellules DLD-

1 shEGFP et DLD-1 shERRa. Les cellules ont ete denombrees en utilisant un 

compteur de cellules. (C) Analyse de FACS sur les cellules DLD-1 shEGFP et DLD-

1 shERRa apres synchronisation par la methode de double blocage a la thymidine. 

Les cellules ont ete traitees avec de I'iodure de propidium puis analysees. (D) 

Immunobuvardage de type Western sur des extraits proteiques totaux des lignees 

cellulaires stables HCT116shEGFP et HCT116shERRa. Des anticorps polyclonaux 

commerciaux pour ERRa (Novus 1/3 000) et p-actine (Chemicon 1/10 000) ont ete 

utilises. (B) Courbe de croissance des cellules HCT116shEGFP et HCT116shERRa. 

Les cellules ont ete denombrees en utilisant le compteur de cellules du laboratoire de 

la Dre Rivard. 
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en phase S, et 6% sont en etat 4n, done en phases G2/M. Par comparaison, 

les pourcentages dans les cellules DLD-1shERRa sont de 45, 42 et 10%, 

pour les phases G1, S et G2/M, respectivement. II semble done y avoir un 

leger retard des cellules DLD-1 sous exprimant ERRa a passer de la phase 

G1 a la phase G2/M. Ce retard est plus notable pour I'analyse en cytometrie 

de flux a 4 heures post-synchronisation ou ces pourcentages sont de 8, 21 et 

70%, pour les cellules DLD-1 shEGFP et de 20, 26 et 50% pour les cellules 

DLD-1 shERRa. Cette experience fut cependant realisee qu'a une occasion et 

d'autres experiences doivent etre effectuees afin de confirmer ce premier 

resultat. 

Nous avons par la suite voulu voir si cette proliferation cellulaire moindre 

in vitro, associee a une reduction d'expression de ERRa, etait aussi 

observable en essai de tumorigenese in vivo. Nous avons done injecte les 

cellules DLD-1shERRa et DLD-1shEGFP sous la peau de souris nues CD-1 

et avons documente la croissance tumorale subsequent^. Ainsi, sur une 

periode de deux semaines et demie, nous avons observe une croissance 

tumorale inferieure pour les tumeurs DLD-1 shERRa, comparees aux tumeurs 

DLD-1 shEGFP, et ce en mesurant le volume des tumeurs a differents temps 

post injection (Fig 10.A.). Nous pouvons par ailleurs visualiser cette difference 

de taille des tumeurs sur la photographie representative d'une souris (Fig 

10.B.) et sur celle representant les tumeurs des huit souris analysees (Fig 

10.C). Lors du sacrifice des souris, nous avons recueilli et pese les tumeurs. 
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Figure 10. Effet de la baisse d'expression d'ERRoc sur la croissance tumorale 

dans les souris immunodeficientes CD-1. (A) Courbe de croissance des tumeurs 

apres injection sous-cutanee de 2 000 000 de cellules DLD-1shEGFP et DLD-

IshERRa dans les souris immunodeficientes nues CD-1. (B) Photo representative 

d'une souris immunodeficiente nue CD-1 precedant I'extraction tumorale. La couleur 

des etoiles est en relation avec la couleur des courbes du graphique en A. (C) Photo 

des tumeurs des huit souris experimentales. (D) Graphique representatif du poids 

des tumeurs. 
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Comme on peut le voir sur le graphique representatif du poids des tumeurs, 

les tumeurs DLD-1shERRoc avaient un poids moindre de moitie en 

comparaison avec le poids des tumeurs DLD-1shEGFP (Fig 10.D.). De 

maniere inattendue, I'immunobuvardage de type Western effectue avec les 

extraits proteiques de tumeurs representatives n'a pas confirme la persistance 

de la sous expression de ERRa dans les tumeurs associees aux cellules 

DLD-1shERRa, alors que ceci avait ete confirme peu avant I'injection 

cellulaire (non illustre). Cette observation peut etre secondaire a la perte 

relative des cellules exprimant de fort niveaux de shERRa, tel que discute 

ulterieurement. 

2. Caracterisation du variant d'epissage alternatif ERRaAexon5 

2.1. Expression de ERRaAexon5 dans le colon humain 

II a ete repertorie dans la litterature la presence d'un variant d'epissage 

alternatif de ERRa, ERRaAexon5, dont I'expression genique etait restreinte 

au tissu sain, done absente des tissus cancereux etudies (XL) et LEE, 2003). 

Cet exon 5 contient entre autre la region codante pour la phenylalanine 329 

presente dans la poche de liaison au ligand et responsable de I'activite 

constitutivement active de ERRa. D'ailleurs, la mutation de cet a. a. confere 

au mutant des proprietes de dominant negatif sur la forme complete (CHEN et 

al., 2001). Nous avons done voulu documenter I'expression de ce variant 
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dans le colon humain. Pour ce faire, Gerald Bernatchez a effectue sur I'ADNc 

de lignees cellulaires d'origine intestinale un essai d'amplification par PCR en 

temps reel, utilisant des amorces reconnaissant des regions adjacentes a 

I'exon 5, des temps d'elongation favorisant I'amplification d'un segment d'ADN 

complementaire correspondant a ERRaAexon5 et un arret de I'amplification 

en phase exponentielle. Dans le resultat preliminaire illustre a la figure 11.A., 

I'expression genique de ERRaAexon5 fut documentee a des niveaux evidents 

dans les cellules HIEC (correspondant a un faible nombre de cycle 

d'amplification). Bien que plus faiblement exprime, I'expression de 

ERRaAexon5 est aussi observable dans certaines lignees cellulaires 

cancereuses. II est a noter que I'expression differentielle de ERRoc et 

ERRaAexon5 ne peut etre evaluee dans cet essai. Seule I'expression 

genique de ce variant avait ete repertorie dans la litterature et nous avons 

done effectue un immunobuvardage de type Western afin de verifier si une 

proteine correspondant au ERRaAexon5 etait belle et bien exprimee dans des 

lignees cellulaires d'origine intestinale. Bien que la faible expression de ce 

variant rende sa detection ardue, nous avons documents I'expression de 

ERRaAexon5 dans du lysat provenant de la lignee cellulaire saine HIEC, mais 

non dans ceux provenant de lignees cellulaires cancereuses d'origine 

colorectale (Fig 11.B.). II est a noter que dans cet echantillon de HIEC, la 

forme complete est aussi observable. 

Par la suite, nous avons verifie la localisation cellulaire du variant 

d'epissage ERRaAexon5 (Fig 11.C et D.). A defaut de posseder un anticorps 
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capable de differencier la forme complete de la forme epissee de ERRa, nous 

avons clone les deux formes dans des vecteurs permettant I'expression de 

proteines fusionnees a leur extremite amino-terminale avec une etiquette 

fluorescente distincte. Nous avons ainsi genere deux proteines fluorescentes, 

soit ERRa fusionnee a la proteine jaune EYFP, mais reconnue par le filtre vert 

du microscope, et ERRaAexon5 fusionnee a la proteine bleu cyan ECFP. Ces 

vecteurs d'expression furent separement et transitoirement transfectes dans 

des cellules DLD-1 et la localisation des proteines fut documentee par 

microscopie a fluorescence. Tel que decrit precedemment dans la section 

1.1., il y a une localisation nucleaire de la proteine fluorescente correspondant 

a la forme complete, et ce en se basant sur la fluorescence de I'iodure de 

propidium qui colore les noyaux des cellules en rouge (Fig 11 .C). Cependant, 

la fluorescence correspondante au variant d'epissage ERRaAexon5 est 

principalement cytoplasmique (Fig 11.C). Nous avons par la suite verifie si 

une co-transfection des deux constructions resulterait en une relocalisation 

cellulaire partielle de I'une ou I'autre des deux proteines. Ceci ne fut pas 

observe, la forme complete restant localisee au noyau et la forme epissee au 

cytoplasme (Fig 11.D.). Ce resultat observe par microscopie a fluorescence 

soutien I'hypothese que la localisation cytoplasmique observee dans les 

cellules humaine du haut de la crypte colique (Fig 7.B.) resulte de I'expression 

du variant d'epissage alternatif ERRaAexon5, aussi reconnu par I'anticorps 

utilise. Nous observons done une expression de ERRaAexon5 dans les 

cellules a proliferation lente, non-differenciees et non-cancereuses HIEC, 
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Figure 11. Expression d'ERRccAexon5 dans les lignees cellulaires intestinales. 

(A) L'ARN total de la lignee saine intestinale ainsi que des lignees cancereuses 

coliques DLD-1, HCT116 et Caco 2-15 a ete extrait. L'ADNc a ete genere par RT-

PCR et une experience de PCR quantitatif en temps reel a ete effectuee. 

L'experience a ete interrompue avant I'atteinte de la phase plateau et les produits ont 

ete mis sur gel d' agarose 1% et migre par courant electrique. Le controle (CTL+) 

consiste en un produit de PCR fait a partir d'une dilution de notre construction 

plentihERRctAexon5. Brievement, la construction a ete generee dans notre 

laboratoire par Gerald Bernatchez en utilisant des oligonucleotides complementaires 

aux extremites de la sequence de ERRa, comprenant les sites de restriction des 

enzymes BamHI en N-terminal et EcoRI en C-terminal, ainsi que d'autres 

complementaires a la sequence correspondant a la fin de I'exon 4 et au debut de 

I'exon 6. Une succession de trois PCR a permis de generer un produit correspondant 

a ERRccAexon5 qui a ete insere dans le vecteur d'expression lentiviral 

plentiadapteur. (B) Immunobuvardage de type Western sur des extraits proteiques 

totaux d'une lignee saine intestinale humaine (HIEC), d'une lignee saine intestinale 

de rat (IEC-6) et de six lignees cancereuses coliques humaines (DLD-1, Lovo, HT29, 

HCT116, Colo205 et Caco 2-15) ainsi qu'un controle positif de cellules 293T 

transferees transitoirement avec la construction plentihERRaAexon5 (CTL+). Un 

anticorps polyclonal commercial pour ERRa (Novus 1/3 000) reconnaissant 

ERRaAexon5 a ete utilise. (C, D) Microscopie a fluorescence sur des cellules DLD-1 

transferees transitoirement avec les differentes constructions de pEYFP-ERRa et 

pECFP-ERRccAexon5. Les cellules ont prealablement ete traitees avec de I'iodure de 

propidium puis visualisees a un grossissement de 40X. 



sfr J? ^ ^ 
. s * >' 

W # ^ ^ ^ - ERRo&exonS 

hTBP 

B 

#° • ,^V///o/o^ 
ERRa 
ERR«aexonS 

b TP 9 a c <Je propidium Superposition 

PsBssir 

S3£ ^ w n w r r T ' ^ - "£MEL<£I£K3HI 

$1 :.-3«BBBWSasB6»r^ 

1 x*P& tsOnpPJt̂ R 

D 
pEYFP-ERRa pECFP-ERRafiexor>5 

!\F1Y-Tfr,-. 

^•^#1 

** 
i 

• M i 

80 



ainsi qu'une expression d'une forme de ERRa, que nous suggerons etre le 

variant d'epissage, dans le cytoplasme des cellules du haut de la crypte de 

colon, ces cellules etant non-proliferatives, differenciees et non-cancereuses. 

II serait interessant de verifier I'expression proteique du variant d'epissage 

alternatif dans les cellules Caco-2/15 a differents stades de differenciation, 

cette detection pourrait etre possible avec un anticorps plus specifique a 

ERRaAexon5. Nous pouvons cependant observer que I'expression de la 

proteine de ERRaAexon5 est restreinte a des cellules non-cancereuses. 

2.2. Interaction directe entre ERRa et ERRaAexon5 

Un aspect interessant de I'expression de ERRaAexon5 est son potentiel 

de dominant negatif sur I'activation trancriptionnelle de la forme complete. 

Cette action est plausible puisque le mutant pour la phenylalanine 329 de 

ERRa, encode par I'exon 5, possede cette caracteristique (XU et LEE, 2003). 

Nous avons done voulu caracteriser I'activite dominante negative de ce 

variant. Pour ce faire, nous avons tout d'abord determine si I'interaction 

caracteristique des homodimeres de ERRa etait preservee avec le variant 

ERRaAexon5. Tel qu'illustre a la Figure 12.A., un essai d'immunoprecipitation 

utilisant des extraits cellulaires de cellules 293T transferees avec ERRa et 

ERRaAexon5 a demontre une interaction entre les formes completes et 

epissees de ERRa. Ceci etait attendu considerant la presence du domaine de 
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Figure 12. Interaction entre ERRa et ERRaAexon5. (A) Immunobuvardage de type 

Western representant une immunoprecipitation effectuee sur des cellules 293T 

transferees transitoirement avec les deux constructions pCMXhERRa et 

plentihERRaAexon5-flag. 500jig d'extrait de proteines totales des cellules 

transferees ont ete immunoprecipites avec 3|il d'un anticorps polyclonal commercial 

pour I'epitope flag (Stratagene) ou des IgG de souris commerciaux (Upstate). Un 

anticorps polyclonal pour ERRa humain (1/10 000) genere dans le laboratoire du Dr 

Giguere a ete utilise pour I'immunobuvardage de type western. (B) Essai luciferase 

effectue sur le promoteur de pS2 couple a la luciferase dans des cellules 293T. Les 

cellules 293T ont ete co-transfectees transitoirement avec 0 et 0.2|ag du vecteur 

d'expression pCMXhERRa; 0, 0.2, 0.4 et 0.8|ig du vecteur d'expression 

plentihERRaAexon5; 0 et 0.4|ig du vecteur d'expression pcDNA3PGC-1aHA; 0.4^g 

du vecteur d'expression de la luciferase sous le controle du promoteur de pS2 et 

0.1 ng du vecteur d'expression pCMXp-galactosidase. Les essais ont ete effectues en 

triplicata et les cellules ont ete recoltees 48 heures apres la transfection et analysees 

pour leur activite luciferase. Les donnees ont ete normalisees avec les valeurs de la 

p-galactosidase. 
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dimerisation de ERRa dans le variant d'epissage. Nous avons par la suite 

effectue des essais luciferase a I'aide du promoteur du gene de pS2 couple a 

la luciferase, celui-ci etant une cible directe de ERRa. On peut ainsi 

remarquer qu'en comparaison avec la forme complete de ERRa, la forme 

epissee n'active pas le promoteur de pS2 (Fig 12.B.). De plus, I'ajout du 

principal co-activateur de ERRa, PGC-1a, n'augmente pas I'activite luciferase 

associee a la transfection de ERRaAexon5, bien qu'une induction soit 

manifeste en presence de la forme complete. Aussi, I'ajout de concentration 

croissante de ERRaAexon5 reduit proportionnellement I'activation du 

promoteur de pS2 engendree par ERRa et PGC-1a. 

2.3. Effet d'une surexpression de ERRaAexon5 sur la croissance 

cellulaire et tumorale 

Ayant en main un autre outil d'etude des fonctions de ERRa (un 

dominant negatif), nous avons determine I'effet d'une surexpression stable de 

ce variant d'epissage alternatif de ERRa sur la croissance des cellules 

cancereuses DLD-1, celles-ci n'exprimant pas de niveaux proteiques 

detectables de ERRaAexon5. Ce variant fut done clone dans un vecteur 

d'expression lentiviral afin de generer les virus necessaires a I'infection de 

cellules DLD-1, ainsi qu'a I'obtention de populations cellulaires stables 

surexprimant ERRaAexon5. La fonctionnalite du modele fut premierement 

83 



verifiee par immunobuvardage de type Western et nous avons bel et bien 

observe I'expression de ERRaAexon5, en comparaison avec les cellules 

DLD-1 infectees avec le vecteur lentiviral seul (Fig 13.A.). Par la suite, nous 

avons, tout comme precedemment pour les cellules DLD-1 shERRa et DLD-

IshEGFP, effectue une courbe de croissance. Tel qu'observe a la Figure 

13.B., les cellules DLD-1 ERRaAexon5 ont une croissance moins rapide que 

les cellules DLD-1 plentiadapteur controles. Ces deux populations cellulaires 

furent soumises a une analyse du cycle cellulaire par cytometrie de flux et 

nous avons constate que les cellules surexprimant le variant d'epissage 

alternatif avaient un cycle cellulaire ralenti compare au controle. Cet effet etait 

similaire a celui observe avec les cellules DLD-1 shERRa (section 1.3.). En 

effet, a 2 heures post-synchronisation, les pourcentages des cellules en G1, 

S, et G2/M etaient de 29, 64 et 7% pour les cellules controles comparees a 

48, 36 et 13% pour les cellules DLD-1 ERRaAexon5 (Fig 13.C). Au temps 4 

heures post-synchronisation, les differents pourcentages de cellules dans les 

differentes phases etaient de 8, 27 et 64% pour les cellules controles et de 

21, 29 et 46% pour les cellules exprimant le variant d'epissage alternatif. 

Ces populations cellulaires de DLD-1 furent aussi injectees sous la peau 

de souris immunodeficientes nues CD-1. En concordance avec les analyses 

in vitro, nous avons constate une moindre croissance des tumeurs DLD-

1ERRaAexon5 en comparaison aux tumeurs DLD-1 plentiadapteur, ainsi 

qu'un poids moindre des tumeurs au sacrifice des souris (Fig 14.A., B., C. et 

D.). Nous avons aussi extrait les proteines d'echantillons de tumeurs et 
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Figure 13. Effet d'une surexpression d'ERRctAexon5 sur la proliferation des 

cellules DLD-1. (A) Immunobuvardage de type Western sur des extraits proteiques 

totaux des lignees cellulaires stables DLD-1 plentiadapteur et DLD-1 ERRaAexon5. 

Des anticorps polyclonaux commerciaux pour ERRa (Novus 1/3 000) et p-actine 

(Chemicon 1/10 000) ont ete utilises. (B) Courbe de croissance des cellules DLD-

1 plentiadapteur et DLD-1 ERRocAexon5. Les cellules ont ete denombrees en utilisant 

le compteur de cellules du laboratoire de la Dre Rivard. (C) Analyse de FACS sur les 

cellules DLD-1 plentiadapteur et DLD-1 ERRccAexon5 apres synchronisation par la 

methode de double blocage a la thymidine. Les cellules ont ete traitees avec de 

I'iodure de propidium puis analysees. 
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Figure 14. Effet de la surexpression d'ERRaAexon5 humain sur la croissance 

tumorale dans les souris immunodeficientes CD-1. (A) Courbe de croissance des 

tumeurs apres injection sous-cutanee de 2 000 000 de cellules DLD-1plentiadapteur 

et DLD-1ERRaAexon5 dans les souris immunodeficientes nues CD-1. (B) Photo 

representative d'une souris immunodeficiente nue CD-1 precedent I'extraction 

tumorale. La couleur des etoiles est en relation avec la couleur des courbes du 

graphique en A. (C) Photo des tumeurs des huit souris experimentales. (D) 

Graphique representatif du poids des tumeurs. 
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n'avons pas observe I'expression du variant d'epissage alternatif de ERRa 

par immunobuvardage de type Western (non illustre). Nous sommes 

cependant convaincus que les cellules injectees possedaient bel et bien cette 

surexpression car ERRaAexon5 fut observe dans I'extrait de cellules DLD-1 

preparees pour I'injection et la cinetique de croissance effectuee avec cette 

population de cellules DLD-1 ERRocAexon5 a confirme leur habituelle faible 

croissance comparee aux cellules controles. 

3. Caracterisation de I'interaction entre ERRa et le co-activateur PRC 

II est reconnu dans la litterature que PGC-1a et PGC-ip sont des co-

activateurs trancriptionnels de ERRa (FINCK et KELLY, 2006). Ces deux co-

activateurs font partie de la famille des PGC-1 qui contient aussi un troisieme 

membre, PRC. Celui-ci semble implique dans la proliferation cellulaire mais 

aucune etude n'a documente son interaction avec ERRa. Nous avons tout 

d'abord demontre I'expression de PRC dans plusieurs lignees cellulaires 

intestinales humaines, par immunobuvardage de type Western (Fig 15A). Le 

but principal de cet objectif etait de documenter une possible interaction entre 

PRC et ERRa. Un anticorps commercial pour PRC n'etant pas disponible, 

nous avons obtenu par collaboration des anticorps developpes dans le 

laboratoire du Dr. Scarpulla (VERCAUTEREN et al., 2006). La quantite etant 

tres limitee et I'anticorps ne nous permettant pas une detection claire de PRC, 
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Figure 15. Effet potentiel de PRC sur la transcription genique mediee par 

ERRa. (A) Immunobuvardage de type Western sur des extraits proteiques totaux des 

differentes lignees cellulaires intestinales. Le controle (CTL+), consiste en des 

cellules 293T transferees transitoirement avec la construction pSVsportPRC. Un 

anticorps polyclonal pour PRC (1/1 000) genere dans le laboratoire du Dr Scarpulla a 

ete utilise. (B) Immunobuvardage de type Western representant une 

immunoprecipitation effectuee sur des cellules 293T transferees transitoirement 

avec les constructions pCMXhERRa ou plentihERRaAexon5-flag puis 

pSVsportPRC-HA. 500|ig d'extrait de proteines totales des cellules transferees ont 

ete immunoprecipites avec 3u.l d'un anticorps polyclonal commercial pour I'epitope 

HA (Sigma) ou des IgG de souris commerciaux (Upstate). Un anticorps polyclonal 

commercial pour ERRa (Novus 1/3 000) ainsi qu'un anticorps polyclonal genere dans 

le laboratoire du Dr Scarpulla ont ete utilises. (C) Essai luciferase effectue sur le 

promoteur de pS2 couple a la luciferase dans des cellules 293T. Les cellules 293T 

ont ete co-transfectees transitoirement avec 0 et 0.2\xg du vecteur d'expression 

pCMXhERRa; 0 et 0.2jig du vecteur d'expression plentihERRocAexon5; 0 et 0.4(ig du 

vecteur d'expression pSVsportPRC; 0.4|ag du vecteur d'expression de la luciferase 

sous le controle du promoteur de pS2 et 0.1 |ig du vecteur d'expression pCMXp-

galactosidase. Les essais ont ete effectues en triplicata et les cellules ont ete 

recoltees 48 heures apres la transfection et analysees pour leur activite luciferase. 

Les donnees ont ete normalisees avec les valeurs de la p-galactosidase. 
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nous avons decide d'etiqueter la construction de PRC, regue du meme 

laboratoire, avec une etiquette HA. Nous avons ainsi pu effectuer des essais 

de co-immunoprecipitation entre cette nouvelle construction et la forme 

complete de ERRa, ainsi qu'avec la forme epissee de la proteine. Dans les 

cellules 293T transferees avec PRC-HA et ERRa (ou ERRaAexon5), 

rimmunoprecipitation de PRC-HA resulte en la detection de ERRa, mais non 

du variant d'epissage alternatif (Fig 15.B.). Afin de determiner si cette 

interaction est fonctionnelle, nous avons effectue des essais luciferase a I'aide 

du promoteur pS2 couple a la luciferase. Nous observons un effet positif de 

PRC sur I'activation transcriptionnelle du promoteur mediee par la forme 

complete d'ERRa, alors qu'aucun effet de PRC n'est remarque sur 

ERRaAexon5 (Fig 15.C). 

89 



IV-DISCUSSION 

Les travaux effectues dans le cadre de ma maTtrise ont permis de 

montrer I'importance de la forme complete d'ERRa dans la proliferation des 

cellules cancereuses du colon. Nous avons aussi documente pour la premiere 

fois la presence d'un variant d'epissage alternatif d'ERRa dans le colon, que 

nous avons caracterise comme interagissant directement avec la forme 

complete et se comportant comme un dominant negatif de cette derniere. 

Nous avons aussi montre que PRC etait un nouveau co-activateur 

transcriptionnel d'ERRa. 

Objectif 1 : Etudier I'implication d'ERRa dans la croissance des cellules 

cancereuses du colon 

[-'importance d'ERRa et son role majeur dans le metabolisme 

mitochondrial sont tres bien documentes dans la litterature (MOOTHA et al., 

2004, SCHREIBER et al., 2004, SLADEK et al., 1997, SORIANO et al., 2006). 

Cette proteine regule I'expression de differents genes important pour la 

biogenese et les fonctions mitochondriales (chalne de transport des electrons, 

la transcription de I'ADN mitochondrial, la p-oxydation des acides gras, e t c . ) . 

Nous venons de documenter une baisse de proliferation des cellules 

cancereuses coliques DLD-1 suite a la baisse d'expression de ERRa par 

shARN ou a la surexpression d'un dominant negatif de cette proteine. 
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L'analyse des resultats de FACS nous permet de suggerer que c'est bel et 

bien la proliferation qui est modulee. En effet, autant dans l'analyse des 

cellules DLD-1shERRa que des cellules DLD-1ERRaAexon5 en comparison 

avec leurs controles respectifs, nous n'observons pas d'augmentation 

marquee du nombre de cellules en phase sub-G1, representant les cellules 

apoptotiques dans ces analyses. De plus, par essais de coloration au bleu 

trypan, nous n'avons pas observe d'augmentation du pourcentage de cellules 

mortes. 

La mitochondrie, dans son role d'usine energetique cellulaire, genere 

I'ATP necessaire aux fonctions cellulaires mais aussi des especes d'oxygene 

reactif (ROS, reactive oxygen species) (FRUEHAUF et MEYSKENS, 2007). 

Ces ROS, a concentrations non toxiques dans la cellule, donnent un avantage 

proliferatif a plusieurs types cellulaires (BURDON, 1995). Nous suggerons 

ainsi que la baisse de croissance des cellules DLD-1shERRa et DLD-

1ERRaAexon5, en comparison avec nos cellules DLD-1shEGFP et DLD-

Iplentiadapteur, pourrait etre attribuable au fait que ces cellules possedent un 

metabolisme mitochondrial grandement diminue, ce qui entrame de part le fait 

meme une concentration de ROS generes tellement faible qu'ils ne pourraient 

plus amener cet avantage proliferatif aux cellules. En effet, la baisse 

d'expression de ERRa par shRNA, ou I'utilisation d'un dominant negatif 

reduisant I'activite transcriptionnelle de cette proteine, ont pu resulter en une 

moindre induction de plusieurs genes importants pour la fonction 

mitochondriale et done une reduction du metabolisme mitochondrial. Cette 
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avenue reste cependant a etre plus etudiee en effectuant differentes 

experiences complementaires a partir des modeles cellulaires generes, 

notamment en evaluant leur respiration mitochondriale, leur production de 

ROS, comme documente (HAVENS et al., 2006), ainsi qu'en analysant 

I'expression de certains composants du metabolisme mitochondrial. 

II est aussi possible que ERRa module directement I'expression de 

proteines impliquees dans le cycle cellulaire. Par contre, la liste des genes 

frequemment modules par des facteurs de transcription favorisant la 

tumorigenese est relativement longue. De plus, I'analyse preliminaire de 

cytometrie de flux ne nous permet pas pour le moment de nous orienter avec 

precision sur un point de controle du cycle cellulaire affecte par ERRa. Cette 

experience de FACS devra etre repetee et completee par ('immunodetection 

de plusieurs proteines impliquees dans le cycle cellulaire. Pour le moment, 

I'hypothese d'une modulation relativement specifique de I'expression de 

certaines proteines du cycle cellulaire n'est pas supportee par la litterature. En 

effet, une analyse d'immunoprecipitation de la chromatine par ERRa suivie 

d'hybridation sur micropuces d'ADN de promoteur, n'a pas revele 

d'enrichissement pour des promoteurs de gene du cycle cellulaire (DUFOUR 

et al., 2007). Par contre, cette experience a confirme le role de ERRa dans la 

regulation de genes mitochondriaux et associes au metabolisme energetique. 

Cependant, il a ete montre, et ce dans le cancer de la prostate, que autant 

ERRp que ERRy diminuaient la croissance des cellules cancereuses via une 

induction des inhibiteurs P21W A F 1 / C I P 1 pour ERRp et P21W A F 1 / C I P 1 ainsi que 
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p27 pour ERRy, ces inhibiteurs intervenant au niveau de la transition G1/S 

du cycle cellulaire (YU et al., 2007, YU et al., 2008). II y ait montre aussi que 

ces deux recepteurs nucleases pouvaient se lier directement sur le promoteur 

de ces inhibiteurs et en activer leur transcription. Ces etudes nous montrent 

done rimportance de certains membres de la famille des recepteurs ERR 

dans la regulation du cycle cellulaire et plus precisement a la transition G1/S. 

II s'agirait cependant vraisemblablement de I'effet inverse que nous obtenons 

avec ERRa et les cellules cancereuses du colon, ou nous observons une 

augmentation de la proliferation cellulaire des cellules cancereuses suite a la 

baisse d'expression de ERRa. II n'est cependant pas exclu qu'ERRa puisse 

jouer un role dans la transition G1/S du cycle cellulaire en interagissant avec 

differents intervenants de ce points de restriction. 

De facon interessante, plusieurs etudes ont documente une 

augmentation de I'expression de ERRa dans differents cancers lorsque 

compares a leurs tissus sains respectifs (ARIAZI et al., 2002, GAO et al., 

2006, SUN et al., 2005, SUZUKI et al., 2004, WATANABE et al., 2006). De 

plus, I'etude de Cavallini et collaborateurs (CAVALLINI et al., 2005) a 

demontre qu'il y avait une augmentation de I'expression de l'ARNm codant 

pour ERRa proportionnelle a la progression tumorale. Cette plus grande 

expression est aussi observee dans les lignees cellulaires provenant de 

cancer du colon tel que demontre par nos immunobuvardages de type 

Western. De plus, dans nos echantillons de tissus sains et cancereux 

humains, nous avons observe une expression relativement heterogene de 
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I'expression de ERRa, mais avec une tendance a la hausse dans le tissu 

cancereux. L'essence de notre hypothese est que cette plus grande 

expression de la proteine ERRa serait suffisante pour amener un avantage 

proliferatif a ces cellules. II est a noter cependant que nous n'observons pas 

de modulation de I'expression de ERRy dans les differents tissus sains et 

cancereux de colon, laissant presager un role specifique de I'isoforme a dans 

la carcinogenese colorectale. L'activite d'un facteur de transcription est 

frequemment determinee par la localisation nucleaire. En accord avec la 

litterature, nous avons documente la localisation nucleaire de ERRa dans nos 

cellules et tissus cancereux. Cette distribution subcellulaire etait attendue de 

part le role de ERRa en tant que recepteur nucleaire. L'analyse 

immunohistochimique de ERRa fut effectuee sur un echantillon de cancer du 

colon bien differencie. La correlation observee par Cavallini et collaborateurs 

(CAVALLINI et al., 2005) entre I'expression genique de ERRa et des 

marqueurs de progression tumorale nous fait speculer qu'une analyse 

immunohistochimique effectuee dans un echantillon de cancer de colon mal 

differencie aurait peut-etre revele une expression nucleaire de ERRa encore 

plus forte. L'evaluation et la validation de la valeur pronostique de ERRa dans 

le cancer du colon requierent un plus grand nombre d'echantillons, qui sont 

actuellement non disponibles. II est a noter que nous n'avons pas observe de 

modulation similaire de ERRa dans les tissus des souris, ou du moins que 

cette modulation etait moins evidente. II se pourrait que ERRa soit implique 

majoritairement dans des etapes plus tardives de la carcinogenese, 
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expliquant cette modulation moins evidente dans les polypes de souris, en se 

rappelant I'augmentation de I'expression de ERRa avec le grade histologique 

du cancer de colon humain (CAVALLINI et al., 2005). Nous observons 

cependant la meme localisation nucleaire et epitheliale de ERRa le long de 

I'axe vertical de la crypte du colon, une etude precedente ayant montre par 

hybridation in situ chez la souris la localisation presqu'exclusive de ERRa 

dans les cellules epitheliales de I'axe crypte-villosite intestinale (CARRIER et 

al., 2004). Les resultats de cet objectif montrent que la forme complete 

d'ERRa, dont I'expression est augmentee dans le cancer du colon, amene un 

avantage proliferatif aux cellules cancereuses coliques. Nous avons 

documente la baisse de cet avantage proliferatif grace a 2 techniques 

differentes, soit I'utilisation d'un shARN ou d'un dominant negatif. Une autre 

approche tout aussi interessante aurait ete d'utiliser un antagoniste de ERRa, 

par exemple le XCT790, et ainsi verifier la baisse d'avantage proliferatif des 

cellules cancereuses coliques observee. L'avantage apporte par cette 

technique pourrait aussi s'extrapoler dans un modele murin in vivo, alors que 

les 2 approches precedentes ne sont pas utilisables. Par contre, cet 

antagoniste de ERRa possede une selectivite limitee et inhibe faiblement le 

recepteur PPARy (BUSCH et al., 2004), bien exprime dans le colon humain et 

murin. 
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Objectif 2 : Caracteriser le variant d'epissage alternatif ERRaAexon5 

dans I'epithelium du colon. 

Comme nous venons de le montrer, la forme complete de ERRa 

semble etre importante pour la proliferation des cellules cancereuses. Une 

etude a documente I'existence d'un variant d'epissage alternatif de ERRa 

exprime dans le tissu sain mais non dans le tissu cancereux (XL) et LEE, 

2003). De par le fait que ce variant possede une deletion de l'exon5 contenant 

la phenylalanine 329, et qu'une etude ait repertorie I'importance de cet a. a. 

pour I'activite constitutive de la proteine (CHEN et al., 2001), I'equipe de 

recherche a emis I'hypothese que ce variant constituait un dominant negatif 

de la forme complete. Nous avons done cherche a savoir premierement si ce 

variant etait exprime dans les cellules intestinales. Effectivement, 

ERRaAexon5 est exprime dans les cellules saines plus fortement que dans 

les cellules cancereuses. Considerant les travaux anterieurs de Xu et 

collaborateurs en 2003, la presence, meme faible, du variant ERRaAexon5 

dans les cellules cancereuses du colon etait inattendue. Afin de valider et 

mieux documenter la presence de ce variant dans le colon, des etudes de 

RPA (RNAse protection assay) vont etre effectuees sur les extraits d'ARN de 

nos differents tissus sains et cancereux. Cette technique va nous permettre, 

et ce de facon tres sensible, de quantifier I'expression de rARNm de la forme 

complete et du variant d'epissage dans les differents tissus sains et 
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cancereux a notre disposition, I'anticorps disponible ne reconnaissant pas 

assez le variant pour I'expression proteique. 

Par la suite, nous avons cherche a caracteriser ce variant et sa relation 

avec la forme complete de ERRa. Nous avons documente par essais de co-

immunoprecipitation que ERRaAexon5 interagissait avec la forme complete 

de ERRa. Cependant, en determinant la localisation cellulaire des deux 

formes de la proteine, nous avons remarque qu'elles ne co-localisaient pas au 

sein des memes compartiments cellulaires. En effet, la forme complete est 

exprimee au noyau alors que la forme epissee est majoritairement observable 

dans le cytoplasme. N'etant pas dans le meme compartiment cellulaire, il est 

difficile d'imaginer comment le variant ERRaAexon5 dimerise avec ERRa et 

agit tel un dominant negatif par non recrutement de co-activateurs. Cet 

evenement fut toutefois deja repertorie dans la litterature pour un variant d'un 

facteur de transcription, CIITA, qui agissait comme dominant negatif en etant 

majoritairement localise au cytoplasme (CAMACHO-CARVAJAL et al., 2004). 

Travaillant de plus en surexpression, il est fort possible que la majorite du 

variant d'epissage possede une localisation cytoplasmique mais que le peu 

localise au noyau soit suffisant pour agir comme dominant negatif sur la forme 

complete. II est a noter de plus qu'une autre etude a documente la localisation 

de differents mutants de CIITA (HAKE et al., 2000). II y est documente que 

dans des cellules exprimant de forts niveaux des mutants au cytoplasme, le 

signal soit tel qu'on ne puisse detecter la fluorescence du signal nucleaire 

provenant des mutants qui y sont pourtant exprimes. On peut done croire que 
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notre variant d'epissage de ERRa est majoritairement exprime au cytoplasme 

mais qu'il possede aussi une localisation nucleaire, certes plus faible, mais lui 

permettant d'interagir avec la forme complete et de constituer un dominant 

negatif. II serait interessant de produire un anticorps specifique ciblant un 

peptide provenant de la nouvelle sequence exon 4-exon 6, et ce afin de mieux 

documenter la localisation cellulaire du variant d'epissage alternatif. II est 

cependant interessant de noter que nous observons une localisation 

majoritairement cytoplasmique du variant considerant que le NLS est encore 

present, et ce en etudiant la sequence du variant en comparaison avec la 

sequence des recepteurs ERRp et ERa (ZHOU et al., 2006). II est fort 

possible que le NLS ne soit pas obligatoirement necessaire a maintenir le 

recepteur au noyau, mais que ce maintient soit plutot regule par ['interaction 

avec d'autres proteines, cette interaction n'etant plus possible avec la perte 

de I'exon 5. De plus, nous avons montre que ERRaAexon5 n'active pas la 

transcription du promoteur pS2, cible de ERRa, et ce en comparaison avec la 

forme complete. De plus, par immunoprecipitation, nous avons montre que le 

principal co-activateur de ERRa, PGC-1a, interagissait avec la forme 

complete mais pas avec le variant d'epissage alternatif (donnee non 

montree). Cette observation est consistante avec I'etude effectuee sur le 

mutant F329A de ERRa dans laquelle celui-ci ne recrutait plus les co-

activateurs transcriptionnels en raison d'un changement de conformation 

(CHEN et al., 2001). Cette observation est aussi consistante avec nos 

resultats obtenus par essais luciferase ou ERRaAexon5 n'etait pas active par 
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le co-activateur PGC-1a, alors que la forme complete I'etait. De plus, nous 

avons observe I'effet dominant negatif du variant sur la forme complete alors 

que le variant diminue significativement I'activation de la transcription du 

promoteur pS2 par ERRot. 

Comme mentionne precedemment, nous avons montre qu'une 

surexpression de ERRaAexon5 dans les cellules DLD-1 diminuait leur 

proliferation. Nous avons aussi montre qu'une surexpression de ce variant 

d'epissage alternatif resultait en sa localisation majoritairement cytoplasmique 

dans les cellules DLD-1. On sait de plus que les cellules du haut de la crypte 

colique sont des cellules differenciees non-proliferatives. Or, une localisation 

nucleaire et cytoplasmique de ERRa est observable dans les cellules du haut 

de la crypte colique. Cette double immuno-localisation pourrait resulter de 

I'expression et de la reconnaissance par I'anticorps utilise des deux formes de 

la proteine ERRa. II se pourrait ainsi que le variant d'epissage ERRaAexon5 

soit exprime dans le processus de differenciation terminale des colonocytes, 

afin de reguler et de controler, en conjunction avec differents facteurs, I'arret 

de proliferation cellulaire. Cette possible implication de ERRaAexon5 dans la 

differenciation des colonocytes merite d'etre approfondie. Nous avons par 

contre documente dans cette etude que ERRaAexon5, exprime dans le colon, 

interagissait avec ERRa mais pas le co-activateur transcriptionnel PGC-1a et 

qu'il agissait comme un dominant negatif de la forme complete, malgre sa 

localisation majoritairement cytoplasmique. 
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Objectif 3 : Documenter et caracteriser I'interaction entre ERRa et le co-

activateur PRC. 

Le co-activateur PRC, faisant partie de la famille des co-activateurs 

PGC-1, interagit avec le facteur NRF-1, permettant ainsi I'activation de gene 

cibles importants dans le metabolisme mitochondrial. Cependant, I'expression 

de PRC n'est pas augmentee suite a induction de la thermogenese 

adaptative, comme le sont PGC-1a et PGC-1 (3 . Par contre, suite a la 

stimulation par I'ajout de serum de I'entree dans le cycle cellulaire apres 

quiescence cellulaire, il fut demontre que I'expression de PRC etait 

grandement augmentee, mais pas celle de PGC-1 a (ANDERSSON et 

SCARPULLA, 2001, VERCAUTEREN et al., 2006). Cette observation 

suggere un role de PRC dans la proliferation cellulaire. Nous avons done 

premierement documente la presence de la proteine PRC dans certaines 

lignees cancereuses du colon. Une etude plus exhaustive devra cependant 

etre effectuee a plus grande echelle, par PRC quantitatif en temps reel, afin 

de quantifier la presence de PRC dans les tissus sains et cancereux. Cet 

objectif visait a amorcer I'etude d'une interaction possible entre PRC et ERRa. 

Ainsi, nous avons documente que ces deux proteines interagissaient entre 

elles et que le co-activateur ne liait pas le variant d'epissage altematif 

ERRaAexon5, tel que mentionne precedemment pour le co-activateur PGC-

1a. ERRa est done d'une nouvelle cible pour ce co-activateur jouant un role 
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dans la regulation mitochondriale et dont I'expression est induite suite a la 

reprise du cycle cellulaire. De plus, nous avons montre que PRC majorait 

I'activation transcriptionnelle de ERRa sur le promoteur de pS2, alors qu'il 

n'avait aucun effet sur le variant d'epissage alternatif. Cependant, il faut 

mentionner que I'activation de PRC sur ERRa est legerement plus faible que 

celle de PGC-1a sur ERRa. II est documente dans la litterature que PGC-1a 

est recrute sur le LBD de ERRa via son troisieme motif LXXLL, soit le motif 

L3. Lorsque la structure de PGC-1a et PRC est comparee, on se rend compte 

qu'un seul motif LXXLL est conserve entre PGC-1a et PRC, soit le motif L3. II 

serait done interessant d'investiguer plus en detail la liaison entre PRC et 

ERRa. Des etudes de proteines GST sont presentement en cours dans notre 

laboratoire avec les differents domaines de ERRa afin de cibler le domaine 

responsable de I'interaction entre ERRa et PRC. De plus, il est tentant de 

speculer une fonction de cette interaction dans la proliferation cellulaire et 

ultimement le cancer. Entre autre, des etudes d'immunoprecipitation de la 

chromatine nous permettraient d'approfondir sur les possibles genes cibles 

regules par ERRa via le co-activateur PRC. Ceci devra etre aborde dans des 

etudes fonctionnelles ulterieures. Nous venons cependant de montrer que le 

co-activateur PRC est un nouveau co-activateur de ERRa en interagissant 

avec celui-ci et en activant la transcription de promoteur cible d'ERRa. 

101 



V. CONCLUSIONS 

Les resultats obtenus dans le cadre de ma maTtrise ont permis de 

reveler I'importance de la proteine ERRa dans la proliferation des cellules 

cancereuses colorectales. En effet, par I'utilisation de deux techniques 

distinctes, soit le shARN cible contre la forme complete de ERRa, ainsi que 

I'utilisation d'un variant d'epissage dominant negatif de la forme complete, 

nous avons documente qu'une diminution de I'expression et de I'activite 

transcriptionnelle de la forme complete reduisait la croissance cellulaire, la 

tumorigenese in vivo et la progression dans le cycle cellulaire. Plusieurs 

experiences restent encore a faire afin de preciser le role et I'implication de 

ERRa dans la proliferation cellulaire et le cancer. Nous avons de plus 

caracterise le variant d'epissage alternatif ERRaAexon5 et son interaction 

avec la forme complete de la proteine. Nous avons montre que ERRaAexon5 

agissait comme un dominant negatif de la forme complete et qu'il etait 

incapable de recruter les co-activateurs transcriptionnels. Finalement, nous 

avons identifie un nouveau partenaire d'interaction de ERRa, PRC, membre 

de la famille des co-activateurs PGC-1, et documente son activite co-

activatrice de ERRa. Le laboratoire est presentement a completer I'analyse de 

la liaison entre PRC et ERRa, afin de pouvoir mieux caracteriser cette liaison 

et explorer sa fonction dans les cellules epitheliales intestinales humaines 

normales et cancereuses. 
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