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RESUME

En 2024, le cancer du sein restait le plus fréquemment diagnostiqué mondialement et la
premiére cause de mortalité par cancer chez les femmes. Les formes luminales exprimant
le récepteur des cestrogeénes (ER) et de la progestérone (PR) représentent environ 70 % des
cas et sont principalement traitées par hormonothérapie. Cependant, environ 40 % de ces
tumeurs développent des résistances thérapeutiques, notamment en raison de mutations,

de modifications épigénétiques et d'une dérégulation de la signalisation en aval.

S'appuyant sur des résultats préliminaires montrant qu’'une administration pulsée
d'cestradiol (E2), par rapport a une exposition continue, augmente |'expression du
récepteur cestrogénique alpha (ERa), ce projet visait a évaluer si I'E2 pulsé peut améliorer
la sensibilité a I'hormonothérapie dans des lignées cellulaires de cancer du sein ER+
(CAMA-1, T47D, MCF-7). En effet, notre hypothése postule qu'un niveau élevé de

récepteurs multiplie les cibles thérapeutiques et optimise 'efficacité des traitements.

Ce travail s'est articulé en deux parties. La premiére partie a permis de caractériser, par
Western blot, I'impact d'un traitement d'E2 pulsé, comparé a un traitement continu, dans
des lignées cellulaires de cancer du sein. Les résultats ont révélé qu’une exposition continue
a I'E2 pendant 72 h entrainait une diminution de I'expression du récepteur ERa, tandis que

le traitement pulsé induisait, au contraire, une augmentation de son expression.

Dans un second temps, I'exploration des mécanismes sous-jacents a exclu l'implication
d'une régulation transcriptionnelle de novo. En revanche, I'utilisation de cycloheximide
supporte I'hypothése d'un contréle traductionnel, cet inhibiteur abolissant sélectivement la
hausse d’ERa induite par les pulses d’E2. Enfin, le blocage du protéasome 26S parle MG132

n'a montré aucune inversion du profil d'expression différentiel entre les deux cinétiques.

Dans l'ensemble, ces résultats suggérent qu'une exposition pulsée d'E2 permet
d’augmenter I'expression d'ERa via des mécanismes traductionnels, offrant ainsi un levier

pour améliorer la sensibilité des cellules cancéreuses aux hormonothérapies.

Vi



ABSTRACT

In 2024, breast cancer remained the most frequently diagnosed malignancy worldwide and
the leading cause of cancer-related mortality in women. Luminal subtypes characterized by
estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR) expression account for
approximately 70% of cases and are primarily managed with endocrine therapy. However,
nearly 40% of these tumors eventually develop resistance to endocrine treatments, often
driven by mechanisms involving mutations, epigenetic alterations, and dysregulation of

downstream signaling pathways.

Based on preliminary findings showing that pulsed estradiol (E2) administration, compared
with continuous exposure, increases estrogen receptor alpha (ERa) expression, this project
aimed to evaluate whether a pulsed regimen could enhance sensitivity to endocrine therapy
in three ER-positive breast cancer cell lines (CAMA-1, T-47D, MCF-7). Our hypothesis posits
that maintaining higher receptor levels provides more therapeutic targets, thereby

improving treatment efficacy.

This work was divided into two main parts. The first part aimed to characterize, by Western
blot analysis, the effects of pulsed E2 treatment compared with continuous exposure in
breast cancer cell lines. The results demonstrated that continuous exposure to E2 for 72
hours led to a decrease in ERa expression, whereas pulsed treatment induced, conversely,

an increase in receptor expression.

Subsequently, an investigation of the underlying mechanisms ruled out the involvement of
de novo transcriptional regulation. In contrast, the use of cycloheximide supported the
hypothesis of translational control, as this inhibitor selectively abolished the E2-induced
increase in ERa. Finally, inhibition of the 26S proteasome by MG132 showed no reversal of

the differential expression profile between the two kinetics.

Overall, these findings suggest that pulsed E2 exposure increases ERa expression via
translational mechanisms, thereby offering a promising pathway for improving the

sensitivity of cancer cells to hormone therapies.

vii
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INTRODUCTION
1. Le cancer du sein

1.1. Données épidémiologiques sur le cancer du sein

En 2022, pres de 20 millions de nouveaux cas de cancer ont été diagnostiqués et cette
maladie aurait été la cause de plus de 9 millions de décés (Ferlay et al. 2024). Les prédictions
pour 2050 indiquent une hausse de 77 % de nouveaux cas de cancer par rapport a ces
données. Cette progression rapide s'explique notamment par le vieillissement et la
croissance de la population, mais également par des évolutions dans |'exposition aux

facteurs de risque, comme le tabagisme, la consommation d'alcool et I'obésité (OMS 2026).

Le cancer du sein demeure un enjeu majeur de santé publique. En 2022, il représentait
11,6 % de l'ensemble des cancers diagnostiqués cette année-la, ce qui en faisait le
deuxiéme cancer le plus fréquent, tous sexes confondus. Chez la femme, il occupait la
premiére place tant en termes d’incidence qu’en termes de mortalité (Figure 1) (Bray et al.

2024 ; Wilkinson et Gathani 2022).

(A) Both sexes (B)
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Figure 1. Répartition de I'incidence et de la mortalité par cancer en 2022 (A) chez les deux sexes, (B) chez la femme.
Les deux sexes confondus, le cancer du sein est le second en termes d'incidence, alors que chez la femme, il est le premier,

tant en termes d'incidence qu’en termes de mortalité. (Bray et al. 2024).

Malgré cette incidence élevée, le taux de mortalité ne cesse de diminuer, gréce a
I'amélioration du dépistage et a I'optimisation de |'offre thérapeutique (Mubarak et al.

2024).



1.2. Les facteurs de risque associés au cancer du sein

Les progrés technologiques et cliniques ne bénéficient pas de la méme maniére a toutes
les populations, révélant d'importantes disparités géographiques. A I'échelle mondiale, les
pays dits « a hauts revenus » (incluant la Belgique) affichent les incidences de cancer du sein
les plus élevées. En Amérique du Nord, en Europe, en Australie et en Nouvelle-Zélande,
cette incidence est environ 4 fois supérieure a celle observée en Asie ou en Afrique centrale.
Inversement, la mortalité est plus importante dans les pays « a faibles ou moyens revenus ».
Cette disparité majeure s’explique par deux facteurs principaux. Premiérement, les pays « a
hauts revenus » disposent de programmes de dépistage permettant un diagnostic et une
prise en charge précoce des cancers. Deuxié¢mement, le mode de vie occidental expose
davantage les populations a un ensemble de déterminants déléteres (Wilkinson et Gathani

2022 ; Bray et al. 2024).

En 2022, la Belgique comptait un peu plus de 11 000 nouveaux cas de cancer du sein chez
les femmes (Ferlay et al. 2024). Globalement, I'incidence brute du cancer pour 100 000
habitants est plus élevée en Belgique que la moyenne des pays de I'UE-14 (les pays inclus
dans |'Union européenne entre 1995 et 2004 et possédant des conditions socio-
économiques similaires). Par rapport a la moyenne de I'UE-14, l'incidence brute pour 100
000 habitants en Belgique est supérieure de 4 % chez les femmes. Cependant, ces
comparaisons internationales doivent étre interprétées avec prudence compte tenu de
I'hnétérogénéité des méthodes de collecte de données en fonction des pays (Vers une

Belgique en bonne santé 2022).

La maitrise du cancer du sein passe également par une compréhension approfondie de son
étiologie et des nombreux facteurs de risque qui influencent son développement. Parmi les
causes identifiées, on retrouve des facteurs reproductifs, liés a I'exposition hormonale, tels
qu’une ménarche précoce, une ménopause tardive, une nulliparité ou une parité faible, une
grossesse tardive, ainsi que la prise de contraceptifs hormonaux ou de traitements
hormonaux substitutifs lors de la ménopause. A ces éléments s'ajoutent des facteurs non
reproductifs, liés a I'environnement et a I'hygiéne de vie, lesquels incluent I'obésité, une

densité mammaire élevée, une alimentation déséquilibrée, ainsi que la consommation



dalcool et le tabagisme. Enfin, certaines mutations génétiques s'averent fortement
prédisposantes au développement de la maladie, en particulier les mutations germinales
des génes BRCA1 et BRCA2 (Obeagu et Obeagu 2024 ; Wilkinson et Gathani 2022 ; Wang
et al. 2025).

1.3. Classification des cancers du sein

Il existe deux manieres de classer les cancers du sein : la classification histologique et la

classification moléculaire.

La classification histologique repose sur I'examen morphologique de la tumeur.
Lorsqu’un cancer du sein est suspecté, une biopsie est réalisée afin de confirmer le
diagnostic et de permettre une analyse anatomopathologique du tissu. L'étude
histologique du prélevement permet d'évaluer l'architecture tumorale, le degré de
différenciation cellulaire, le caractere infiltrant de la tumeur ainsi que d'autres
caractéristiques morphologiques importantes. Cette classification, intégrée et
régulierement actualisée dans la classification des tumeurs du sein de I'Organisation
mondiale de la Santé (OMS), distingue les lésions in situ des lésions invasives. Les
carcinomes invasifs sont ensuite classés en carcinomes de type non spécial et en types
spéciaux, ces derniers présentant des caractéristiques morphologiques et architecturales
particulieres. Parmi les types spéciaux figurent notamment les carcinomes lobulaires,
tubulaires, mucineux, papillaires et cribriformes (Cserni 2020; Rakha et al. 2023).
Aujourd’hui, avec ses 44 types histologiques, le cancer du sein est considéré comme une
maladie trés hétérogene (Cserni 2020; Eliyatkin et al. 2015), et les différences
phénotypiques entre les sous-types influencent le diagnostic, le traitement et, par
conséquent, le pronostic des patientes. Pourtant, certains cancers appartenant au méme
type histologique peuvent présenter des comportements biologiques différents. Il est donc
devenu essentiel d'établir une classification moléculaire des cancers du sein, basée sur
des profils d'expression et/ou d'altérations biologiques. Le taux de prolifération tumorale,
les voies de signalisation activées au sein de cette derniére et méme sa composition
cellulaire sont autant de caractéristiques qui peuvent étre expliquées par le profil

moléculaire de la tumeur (Perou et al. 2000 ; Zhang 2023).



Actuellement, la classification moléculaire repose sur I'expression de biomarqueurs clés : le
récepteur a des cestrogénes (ERa), le récepteur de la progestérone (PR), le récepteur 2 du
facteur de croissance épidermique humain (HER2) et le marqueur de prolifération Ki-67.
Environ 70 % des cancers du sein expriment ER, la majorité d'entre eux expriment
également PR. Ces tumeurs ER+/PR+ sont subdivisées en type Luminal A (Ki-67 <20 % ;
HER2-) ou Luminal B (Ki-67 > 20 % ; HER2+) selon I'expression de HER2 et le taux de
prolifération. Les tumeurs HER2-enrichies sont négatives pour les récepteurs hormonaux,
mais positives pour le récepteur HER2. Enfin le type basal-like, ou «triple négatif »,
n‘exprime ni ER, ni PR, ni HER2 (Rivenbark et al. 2013 ; Orrantia-Borunda et al. 2022). Les
sous-types luminal A et luminal B sont associés a de meilleurs pronostics, avec une survie a
5 ans de 94,4 % et 90,7 %, respectivement ; tandis que celle des types HER2-enrichis et
basal-like est de 84,8 % et de 77,1 %, respectivement (Figure 2) (Orrantia-Borunda et al.

2022).

Luminal A Luminal B HER2-enrichi Basal-like

. NP 0
A . ';' t /
HER2 A J

m—

Figure 2. Classification moléculaire des cancers du sein invasifs selon I'expression d’ER, PR et HER2. L'histologie est
visualisée via coloration hématoxyline-éosine ; I'expression d’ER, PR et HER2 est révélée par immunohistochimie, permettant
de différencier quatre sous-types : Luminal A (ER*/PR*/HER2", Ki-67 < 20 %), Luminal B (ER*/PR*/HER2*, Ki-67 > 20 %), HER2-
enrichi (ER/PR/HER2"), Basal-like (ER/PR/HER2’). Adapté de Rivenbark et al. 2013.



En complément de la classification histologique et moléculaire, il est important de
déterminer le stade tumoral. Pour cela, la classification TNM (Tumor, Node,
Metastasis) évalue la taille de la tumeur (Tumor), 'atteinte ganglionnaire (Nodes) et la
présence de métastases (Metastasis). Parallelement, le grade histopronostique (de 1 a 3)
est établi selon le degré de différenciation tumorale: les tumeurs de grade 1, bien
différenciées, présentent un meilleur pronostic que les tumeurs de grade 3, peu

différenciées.
1.4. Traitements du cancer du sein

La stratégie thérapeutique du cancer du sein est dictée par son profil moléculaire ainsi que
par son stade d'évolution. Pour les tumeurs localisées, des approches focales telles que la
chirurgie et la radiothérapie sont privilégiées. En cas de dissémination métastatique, il est
nécessaire d'intervenir a I'échelle systémique en incluant la chimiothérapie, les thérapies

ciblées, 'hormonothérapie et I'immunothérapie (Nounou et al. 2015).

Pour les tumeurs localement avancées ER+, des traitements néoadjuvants avec des
inhibiteurs d’aromatase, comme le létrozole ou l'anastrozole, peuvent étre utilisés pour
réduire la taille des tumeurs avant une intervention chirurgicale (Ellis et al. 2011). A l'inverse,
les thérapies adjuvantes sont administrées apres la chirurgie ou la radiothérapie,
notamment pour réduire le risque de récidive, ou chez les patientes présentant des tumeurs

inopérables (Nounou et al. 2015).

L'hormonothérapie constitue le traitement de référence pour les tumeurs mammaires ER+,
visant a bloquer la signalisation cestrogénique (Figure 3). Il en existe 3 grandes classes

pharmacologiques (Hartkopf et al. 2020 ; Gao et al. 2024) :

e Les Inhibiteurs de I’Aromatase (Al) : Représentés notamment par I’Anastrozole, ces

inhibiteurs agissent en amont du récepteur en inhibant l'activité de |'aromatase,
I'enzyme clé dans la biosynthése des cestrogénes. lls s'avérent particulierement
efficaces chez les femmes ménopausées, chez quiils réduisent significativement les taux
d’hormones circulantes. Des essais cliniques ont dailleurs validé la supériorité des

inhibiteurs d’aromatase par rapport au Tamoxiféne chez cette population en termes de



réduction des récurrences, des métastases et de la mortalité globale (‘Aromatase
Inhibitors versus Tamoxifen in Early Breast Cancer’ 2015; 'Results of the ATAC
(Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination) Trial after Completion of 5 Years'
Adjuvant Treatment for Breast Cancer’ 2005).

e Les Modulateurs Sélectifs des Récepteurs aux Estrogenes (SERM) : Le Tamoxiféne en

est I'exemple principal. En bloquant l'activation d’ERa, cette molécule constitue le
standard thérapeutique préférentiel chez les femmes préménopausées. Néanmoins,
son activité agoniste partielle sur 'endometre expose a des effets secondaires notables.
Des études cliniques d'envergure, telles que NSABP P-1 et STAR, ont ainsi corrélé
I'usage prolongé du Tamoxiféne a un risque accru d'hyperplasie et de carcinome de
I'endomeétre (Wolmark and Dunn 2001 ; Rangel-Méndez et al. 2019).

e Les Dégradeurs Sélectifs des Récepteurs aux (Estrogénes (SERD): Ces composés

induisent la dégradation d'ERa via la voie du protéasome. Cette déplétion abolit la
signalisation intracellulaire, réprimant la prolifération et provoquant l'apoptose des
cellules mammaires ER+ (Yeh et al. 2013). Parmi eux, le Fulvestrant est couramment
indiqué chez les femmes postménopausées ou avec un cancer du sein ER+ avancé,
affichant une efficacité supérieure a celles des Al, dans ces conditions (Robertson et al.
2016). Plus récemment, I'Elacestrant a enrichi cette classe, spécifiquement indiqué en

cas de détection d'une mutation au niveau du géne ESRT.

Cancer localisé Cancer
avancé/métastatique

pré-ménopause post-ménopause pré-ménopause post-ménopause si mutation
ESRI1
TAMOXIFEN INHIBITEURS DE TAMOXIFEN INHIBITEURS DE FULVESTRANT
(SERM) L'AROMATASE (SERM) L'AROMATASE  (SERD) + ELACESTRANT
(AI) (AI) PALBOCICLIB (SERD)
(INHIBITEUR
CDK&4/6)

Figure 3. Les thérapies endocriniennes données aux patientes atteintes d'un cancer du sein ER+/HER2- en fonction
de I'étendue du cancer et du statut hormonal de la patiente.
Malgré leur efficacité, ces approches thérapeutiques induisent l'arrét de la signalisation
cestrogénique de maniére systémique, ce qui génére des effets secondaires lourds altérant

la qualité de vie des patientes. Ces manifestations incluent principalement des bouffées de



chaleur, des sueurs nocturnes, un risque accru d'ostéoporose ainsi que des complications

cardiovasculaires (Mortimer et al. 2008).

1.5. Résistance a I'hormonothérapie

Malgré l'efficacité initiale de I'hormonothérapie chez une proportion importante de
patientes atteintes d'un cancer du sein précoce, le développement de résistance demeure
un enjeu clinique majeur. Environ 50 % des patientes atteintes d'un cancer du sein avancé
ou métastatique ne répondent pas a 'hormonothérapie ou développent une résistance au

cours de leur traitement (Gao et al. 2024).

Les mécanismes de résistance sont classés en deux catégories : les résistances primaires et
les résistances secondaires. Les résistances primaires correspondent a l'absence de
réponse initiale au traitement. Elles se manifestent par une récidive précoce survenant dans
les deux ans suivant le début d'un traitement adjuvant ou, dans le contexte métastatique,
par une progression tumorale observée dans les six mois suivant l'initiation du traitement.
A linverse, les résistances secondaires, également appelées résistances acquises,
apparaissent apres une phase initiale de réponse thérapeutique (Hartkopf et al. 2020 ; Gao

etal. 2024).

Ces résistances peuvent étre causées par différents mécanismes tels que des mutations sur
le géne du récepteur des cestrogénes (ESRT), la perte de |'expression du récepteur,
I'implication de voies de signalisation alternatives qui contournent le blocage d'ERa, des

dérégulations au niveau du cycle cellulaire.

— Les mutations du géne ESR1 concernent 20 a 40 % des cancers avancés et/ou
métastatiques initialement traités par hormonothérapie. Majoritairement localisées au
niveau de « hot spots » du domaine de liaison du ligand, elles induisent une activation
constitutive d'ERa, indépendante de ['cestradiol. Parmi les mutations les plus
fréquemment observées figurent Y537S et D538G. Afin de cibler spécifiquement ces
formes mutées du récepteur et de contourner les mécanismes de résistance associés,

de nouveaux SERD oraux ont été développés, parmi lesquels I'Elacestrant constitue



actuellement la seule molécule approuvée en clinique (Hartkopf et al., 2020 ; Lin et al.,
2025).

La surexpression ou l'activation de récepteurs a activité tyrosine kinase, tels que les
récepteurs de certains facteurs de croissance (comme [‘Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR)), constituent un enjeu majeur. Ces récepteurs permettent en effet aux
cellules tumorales de contourner la signalisation de I'ERa en activant des voies de
signalisation intracellulaires alternatives, telles que les cascades MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) et PI3K/Akt. En plus de linduction de [activité
transcriptionnelle d'ERaq, ces voies de signalisation envoient des signaux de croissance
et de survie. Elles sont également capables de réduire |'expression du récepteur a la
surface des cellules, ce qui constitue un autre mécanisme de résistance tumorale
(Hartkopf et al. 2020 ; Rani et al. 2019). Pour éviter cela, il est possible de combiner
I'hormonothérapie a des inhibiteurs de la voie PI3K/Akt/mTOR, tels que I'Inavolisib ou
le Gedatolisib (Ismaili 2026).

La dérégulation du cycle cellulaire constitue également un mécanisme de résistance
a I'hormonothérapie. Il a notamment été démontré que le traitement par tamoxifene
peut entrainer une accumulation de la cycline D1, favorisant I'activation des CDK4/6
(Cyclin Dependant Kinases 4 and 6). Cette activation induit la phosphorylation de la
protéine du rétinoblastome (Rb), permettant ainsi la transition des cellules de la phase
G1 vers la phase S du cycle cellulaire (Hartkopf et al. 2020 ; Gao et al. 2024).

Afin de limiter ces mécanismes de résistances, des inhibiteurs de CDK4/6, tels que le
Palbociclib ou le Ribociclib, sont utilisés en association avec de I'hormonothérapie. Dans
les cancers du sein avancés ou métastatiques, la Food and Drug Administration (FDA)
recommande leur association avec des inhibiteurs de I'aromatase. Plusieurs études
cliniques, dont les essais PALOMA et RIBOLARIS, ont démontré l'efficacité de cette

stratégie thérapeutique (Rani et al. 2019 ; Ismaili 2026).



2. Les cestrogénes et leur récepteur

2.1. La nature des cestrogénes

Les cestrogenes sont des hormones stéroidiennes lipophiles dérivées du cholestérol (Tan
and Muto 1986 ; Gallez et al. 2021). Brievement, la stéroidogenése (Figure 4) débute par la
conversion du cholestérol en progestagenes, qui subissent une série de modifications
biochimiques pour donner des androgénes. Finalement, I'aromatase, I'enzyme ciblée par
les Al (évoquée dans la partie 1.4.), convertit les androgénes en cestrogénes (Stanczyk and

Archer 2023).

Cholestérol

|

Prégnénolone —— 17-Hydroxyprégnénolone

l

Progestérone —— 17-Hydroxyprogestérone —— Androsténedione ——— Testostérone

DHEA

AROMATASE

Estrone «———  Estradiol

\ Estriol /

Figure 4. Voie de biosynthése des cestrogénes adaptée de Ali and Coombes 2000. La DHEA est la

déhydroépiandrostérone.

Les cestrogénes sont principalement produits durant la vie reproductive des femmes, dans
les ovaires. Cette production repose sur la « 2-cell Hypothesis » : sous l'influence de
I'Hormone Lutéinisante (LH), les cellules de la theque synthétisent les précurseurs
androgéniques. Ces derniers diffusent alors vers les cellules de la granulosa qui,
dépourvues de la machinerie enzymatique nécessaire a la synthése des androgénes de

novo, assurent leur aromatisation finale en cestrogénes (Stanczyk and Archer 2023).

Il existe également une faible production extragonadale d'cestrogénes, notamment dans le
foie, le tissu adipeux, les os, le cerveau et les vaisseaux sanguins (Barakat et al. 2016). Ces

cestrogénes agissent localement, de facon intracrine, voire paracrine, tandis que les



cestrogénes sécrétés par les ovaires circulent dans le sang et peuvent ainsi agir a distance

de leur site de production (Simpson 2003 ; Vrtacnik et al. 2014).

En raison de leur caractére lipophile, les cestrogénes sont insolubles dans le plasma et
nécessitent des protéines de transport. La Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) lie les
cestrogénes (et les androgénes) avec une forte affinité et une haute spécificité (Hammond
2016). L'Albumine est également capable de lier les cestrogénes de fagon non spécifique
mais possede une affinité 3 a 4 fois plus faible pour ces hormones que la SHBG (Hammond
2016). Cependant, l'albumine étant une protéine trés abondante dans la circulation
sanguine, malgré sa faible affinité pour I'cestradiol, elle est responsable du transport de 61

% de I'E2, contre 37 % pour la SHGB (Kuhl 2005).

Ces protéines, produites par le foie, régulent la fraction libre d’'hormones dans la circulation
sanguine, seule forme biologiquement active capable de diffuser a travers les membranes
cellulaires, selon I'hypothese del'« hormone libre». Cependant, ce modéle est
partiellement incomplet en raison des différences de vascularisation et de perméabilité
vasculaire selon les tissus. Certains épithélia sensibles aux hormones sexuelles sont séparés
des capillaires par d'autres cellules, ou ces hormones peuvent agir directement ou via des

modifications métaboliques qui les rendent actives (Hammond 2016).

Chez I'humain, il existe quatre cestrogénes naturels majeurs dont la nomenclature (de E1 a
E4) reflete le nombre de groupements hydroxyles (Figure 5). Ces molécules interviennent
a différents stades physiologiques au cours de la vie des femmes (Stanczyk et Archer 2023 ;

Gregory et al. 2025 ; Greene et al. 2025) :

— Le 17B-cestradiol (E2) est la forme principale produite par les ovaires durant le cycle
menstruel et sa concentration sérique est fortement dépendante de la phase du cycle
(Kuhl 2005) :

- 30 pg/mL en phase folliculaire précoce ;
- 150-350 pg/mL en phase pré-ovulatoire ;
- 100-210 pg/mL en phase lutéale.

A la puberté, il assure le développement des caractéres sexuels et la prolifération de

I"épithélium des glandes mammaires. Présentant |'affinité la plus élevée pour I'ERa et
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une demi-vie courte (20-30 minutes pour la fraction circulante), il constitue la forme

d'intérét de ce travail.

L'cestrone (E1), bien que synthétisée par les ovaires, est majoritairement issue de la
conversion de l'androsténedione dans les tissus périphériques. Aprés la ménopause,
c'est la forme principalement produite par les tissus extragonadaux.

L'cestriol (E3) est I'hnormone clé de la grossesse. Trés faiblement concentrée chez la
femme lorsqu’elle n'est pas enceinte (10 pg/mL), sa concentration sérique peut
atteindre les 210 ng/mL lors d'une grossesse (Kuhl 2005). Bien qu’il agisse en
cestrogene faible dans la majorité des tissus, son action est compléte sur I'épithélium
vaginal et utérin. Cette forme interviendrait notamment dans la régulation du flux
sanguin utéro-placentaire.

L'estétrol (E4) est produit spécifiquement par le foie du foetus durant la gestation. Son
role physiologique reste encore a élucider, mais cette forme est caractérisée par une
biodisponibilité orale de 90 %, comparée a 10 % pour I'E2, et une longue demi-vie de

28332 h.

Estriol (E3) Estetrol (E4)

Figure 5. Structure chimique des cestrogénes naturels. Structures moléculaires obtenues via la base de données
ChemSpider.

2.2. Les récepteurs des cestrogénes

Les cestrogénes exercent leurs effets biologiques par liaison a leurs récepteurs (ER),

membres de la superfamille des récepteurs nucléaires. En raison de la nature lipophile de

leurs ligands, ces récepteurs agissent comme des facteurs de transcription (Hewitt and

Korach 2018). On distingue deux isoformes principales : le récepteur des cestrogénes a
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(ERa) et le récepteur des cestrogenes 3 (ERB) (Arnal et al. 2017). En plus de ces récepteurs
nucléaires, la signalisation cestrogénique peut également étre relayée par un récepteur
membranaire couplé a une protéine G appelé GPER (Yu et al. 2026). Dans le cadre de ce

travail, seule l'isoforme ERa sera étudiée.

L'ERa est codé par le géne ESR1, localisé sur le chromosome 6. Ce géne, d'une longueur
de 300 kb, est constitué de huit exons. La protéine ERa comprend 595 acides aminés et
présente un poids moléculaire d’environ 66 kDa (Arnal et al. 2017). Comme I'ensemble de
la famille des récepteurs nucléaires, ERa est organisé en six domaines fonctionnels (Figure
6): les domaines A/B, C, D, E et F possedent chacun un ou plusieurs réles importants

(Habara et Shimada 2022).

Brievement, la région N-terminale, comprenant les domaines A/B, héberge le domaine
d’activation fonctionnelle AF-1, qui interagit avec divers co-régulateurs et participe a
I'activation de la transcription (Hewitt et Korach 2018 ; Habara et Shimada 2022). Le
domaine C correspond au domaine de liaison a 'ADN (DBD), replié en une structure de
deux doigts de zinc et responsable de la reconnaissance spécifique des éléments de
réponse aux cestrogenes (ERE) sur le génome (Arnal et al. 2017). Enfin, le domaine E porte
a la fois le domaine de liaison au ligand (LBD) et la fonction d'activation AF-2 (Habara et

Shimada 2022).

- —©

Figure 6. Les 6 domaines d’ERa, orientés de I'extrémité N-terminale a I'extrémité C-terminale. Les domaines

O EAIB

responsables des fonctions clés sont illustrés dans les encadrés pointillés. AF-1 : fonction d'activation-1; DBD :

domaine de liaison a 'ADN ; LBD : domaine de liaison du ligand ; AF-2 : fonction d'activation-2.

Bien que cette structure compléte corresponde a la forme majoritaire d’ERa (66 kDa), il
convient de noter que d’autres isoformes peuvent étre générées par protéolyse, par

épissage alternatif ou par des sites internes d’entrée des ribosomes (IRES).
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e ERa4é existe chez les mammiféres. Cette forme, dépourvue des 173 premiers acides
aminés a l'extrémité N-terminale, ne contient pas les domaines A/B avec la région
AF-1. On la retrouve dans de nombreux types cellulaires, notamment dans les
cellules cancéreuses mammaires et colorectales (Arnal et al. 2017). Certaines études
ont montré que cette isoforme pouvait avoir un effet inhibiteur sur la croissance de
certaines lignées cancéreuses mammaires (Penot et al. 2005) ;

e ERa36, principalement exprimé dans les tissus de cancer du sein, est dépourvu des
AF-1 et AF-2. En plus des régions DBD et LBD, il possede un domaine
supplémentaire de 27 acides aminés, localisé en C-terminal (Arnal etal. 2017 ; Wang
et al. 2005). Cette isoforme est surtout présente dans le cytoplasme et a la
membrane plasmique, grace a des sites de myristoylation potentiels (Wang et al.

2005).
2.3. Régulation de I'expression d’ERa

Le controle de I'expression d’ERa repose sur un réseau de régulation complexe dont
I'imbrication exacte reste encore a élucider. Cette régulation intervient a chaque étape clé

du cycle de vie du récepteur.

Dans le cadre de ce mémoire, nous explorons les hypothéses moléculaires pouvant
expliquer la hausse de I'expression d'ERa observée lors de traitements pulsés d'E2. Afin de
contextualiser ces travaux, cette section dresse un état de 'art des connaissances actuelles
concernant les régulations transcriptionnelles, traductionnelles et protéolytiques de ce

récepteur.

2.1.1. Régulation transcriptionnelle, épigénétique et post-transcriptionnelle

Le contréle initial de I'expression d’ERa s'exerce au niveau transcriptionnel. A ce stade, la
transcription du géne ESR1 et la stabilité de ses transcripts sont influencées par une
multitude de facteurs. L'expression d’ESRT repose notamment sur I'utilisation différentielle
et tissu-spécifique de sept promoteurs, ainsi que sur des mécanismes d'épissage alternatif
conduisant a une grande diversité de transcripts et aux isoformes de 66 kDa, 46 kDa et 36

kDa (Reid et al. 2002). Ces promoteurs sont également sensibles a des modulations
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épigénétiques et a |I'action de divers facteurs de transcription, parmi lesquels ERa lui-méme

peut exercer un rétrocontrole (positif ou négatif) (Reid et al. 2002 ; Castles et al. 1997).

Parallélement a la production des transcripts, leur survie dans le cytoplasme constitue un
autre systeme de régulation. La stabilité des ARNm d’ESR1 est fortement dictée par la
composition nucléotidique de leur région 3'UTR (untranslated region). La richesse de cette
région en adénines et en uraciles (séquences AU) constitue un signal classique de
déstabilisation et de dégradation rapide des transcripts (Reid et al. 2002). A ce controle de
la stabilité s'ajoute également l'action de microARN (miRNA) spécifiques, qui ciblent ces
mémes régions régulatrices non traduites et induisent le clivage de I’ARNm ou la répression

de sa traduction (Lorent et al. 2019).

2.1.2. Régulation de la traduction

Une fois les ARNm d’ESRT exportés hors du noyau, la quantité effective de protéine ERa
synthétisée dépend directement de la cinétique de la machinerie traductionnelle. Boyer et
al. (2024) ont montré notamment que I'hélicase a ARN elF4A agissait comme un régulateur

critique de la traduction des transcripts d’ESR1.

En parallele, ERa participe lui-méme a une boucle de rétroaction complexe appelée
« décalage traductionnel » (translational offsetting) : en modulant directement l'appareil de
traduction global, il ajuste I'expression de ses propres génes cibles indépendamment des

variations transcriptionnelles (Lorent et al. 2019).
2.1.3. Régulation par la dégradation

Le cycle fonctionnel d'ERa s'achéve par sa clairance protéique, un mécanisme

paradoxalement indispensable a son activité transcriptionnelle.

Alors que la demi-vie basale du récepteur cestrogénique dépasse initialement 24 heures,
elle chute drastiquement a seulement 3 ou 4 heures en présence d'E2. Ce renouvellement
rapide dépend de sa polyubiquitination induite par le ligand, menant a sa prise en charge
et a sa dégradation par le protéasome 26S (Nawaz et al. 1999 ; Reid et al. 2002). Selon le
modele décrit par Reid et al. (2002), cette élimination permanente est critique pour 'activité

transcriptionnelle du récepteur. En effet, elle permet de libérer cycliquement les

14



promoteurs des genes cibles, maintenant ainsi la réactivité et la sensibilité de la cellule

tumorale aux stimulations hormonales ultérieures.

2.4. Les voies de signalisation

La liaison des cestrogénes a leur récepteur déclenche des cascades de signalisation
complexes que I'on peut diviser en deux catégories principales selon leur cinétique et leur
localisation. Alors que la voie génomique induit des effets transcriptionnels en quelques
heures, la voie MISS (Membrane-Initiated Steroid Signaling) est responsable de réponses

cellulaires rapides.

La voie génomique (Figure 7) débute par la liaison du ligand E2 au domaine LBD du

récepteur. Cette interaction induit un changement conformationnel majeur, entrainant la
dissociation des protéines chaperonnes (HSP) et I'homodimérisation de I'ERa. Apres
translocation nucléaire, le dimére régule |'expression de ses génes cibles selon deux

mécanismes distincts (Hewitt et Korach 2018 ; Vrta¢nik et al. 2014 ; Adlanmerinietal. 2022) :

- Lavoie génomique classique : L'ERa interagit directement avec la chromatine au
niveau de séquences promotrices spécifiques appelées « Estrogen Responses
Elements » (ERE). Cette liaison permet le recrutement de co-régulateurs (activateurs
ou répresseurs, selon le ligand) via les domaines AF-1 et AF-2, modulant I'ouverture
de la chromatine et le recrutement de I’ARN polymérase Il (Hewitt et Korach 2018).
Parmi les génes cibles emblématiques de cette voie figurent notamment PGR
(codant pour le récepteur de la progestérone) et GREB1 (Growth Regulation by
Estrogen in Breast cancer).

- Lavoie génomique indirecte : Pour le tiers des génes régulés par les cestrogénes
dépourvus de séquences ERE, 'ERa n’interagit pas directement avec I'’ADN. Il se lie
via des interactions protéine-protéine a d‘autres facteurs de transcription
préalablement fixés sur leurs propres éléments de réponse (Vrta¢nik et al. 2014), tels

que Sp1 ou AP-1 (Hewitt et Korach 2018).

L'ERa peut étre également activé en I'absence d'cestrogénes par la voie indépendante du
ligand. Ce mécanisme repose sur des phosphorylations activatrices du récepteur,

principalement au niveau de son domaine AF-1 (Vrtacnik et al. 2014). Ces phosphorylations
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induisent la translocation nucléaire du récepteur et son interaction avec des cofacteurs,
permettant ainsi une régulation transcriptionnelle méme en conditions de privation

hormonale (Adlanmerini et al. 2022).

Enfin, une fraction minoritaire d'ERa (notamment l'isoforme de 36 kDa (Lee et al. 2008)) est
localisée a la membrane plasmique et permet l'initiation de la voie MISS (Figure 8). Cette
intégration membranaire, permise par la palmitoylation des résidus cystéine ou par
interaction avec des protéines d'échafaudage, ou avec le GPER déclenche des cascades de
signalisation ultra-rapides. L'activation de ces récepteurs stimule des kinases partenaires
(telles que c-Src ou la PI3K) et des protéines G (Ga, Ggy), engageant ainsi des voies de
transduction intracellulaires majeures, notamment les cascades des MAPK, de la
phospholipase C et de la voie PI3K/Akt/mTOR (Hewitt et Korach 2018 ; Adlanmerini et al.
2022 ; Yasar et al. 2017).

€2 7
\ ?R I
HSP HSP \ Voie
\_/ indépendante
du ligand
| e e
: | |
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: I —
Voie classique Voie “ancrée”

Figure 7. Les mécanismes d’activation et de régulation de la voie génomique. L'activation de la voie génomique peut étre
induite par le ligand (E2) ou via des signaux extracellulaires (comme des facteurs de croissance (GF)) par la voie indépendante
du ligand (fleches brunes). Aprés dimérisation du récepteur, il peut entrer dans le noyau et réguler la transcription de ses génes
cibles. La liaison a I'ADN peut se faire de fagon directe, comme dans la voie classique, ou via l'interaction avec des facteurs de

transcription, c’est la voie génomique indirecte.
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Cascades
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Figure 8. lllustration de la voie MISS activée par le GPER ou le ERa membranaire. La voie MISS (Membrane-Initiated Steroid
Signaling) débute par la liaison de I'cestrogéne (E2) au récepteur couplé aux protéines G (GPER) ou a une fraction membranaire
de I'ERa. Cette interaction stimule la formation d'un complexe de signalisation impliquant des protéines d'échafaudage, des
protéines G et des kinases, telles que Src et PI3K. Ces activations déclenchent des cascades de signalisation rapides (MAPK, Akt,
PKA, PKC) qui peuvent aboutir a I'activation de 'ERa et son entrée dans le noyau.
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HYPOTHESES, OBJECTIFS & STRATEGIE EXPERIMENTALE

L'hormonothérapie est le traitement de référence des cancers du sein ER+. Malgré son
efficacité initiale, des résistances primaires ou acquises surviennent fréquemment au cours
du traitement, favorisant la récidive et la progression tumorale. La compréhension des
mécanismes induisant ces résistances est donc devenue essentielle afin de limiter la
progression du cancer et de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques (Hartkopf

et al. 2020, Gao et al. 2024).

Dans ce contexte, 'équipe du Pr. Christel Péqueux explore les effets d’'une administration
pulsée d'E2 sur l'efficacité d’hormonothérapies classiques en utilisant le Tamoxiféne ou le
Fulvestrant. En effet, des résultats préliminaires ont montré que I'administration d'E2 pulsée,
plutdét que continue, permet d'augmenter I'expression d’ERa dans des xénogreffes de

cancer du sein ER+ (Figure 9).

\ E2 continuous E2 pulsed

ERa |

Figure 9. Figure 3. Inmunofluorescence d’ERa dans des xénogreffes de cancer du sein ER+ implantées chez des souris,
traitées par E2 administré en continu ou de maniére pulsée. ERa est visualisé en rouge ; les noyaux sont contre-colorés au

DAPI (gris). Barre d'échelle = 50 pm. Résultat généré par Vincent Wuidar.

Etant donné que le récepteur ERa est la cible principale de 'hormonothérapie, I'hypothése
de travail est la suivante : un traitement pulsé a I'E2, en augmentant I'expression d’ERq,
pourrait améliorer la sensibilité des cellules cancéreuses ER+ a ces thérapies et

potentiellement restaurer celle des cellules résistantes.

L'objectif de ce travail est de caractériser I'effet de I'administration pulsée d'E2 sur
I'’expression d’ERa dans différentes lignées cellulaires de cancer du sein ER+ : CAMA-

1, MCF-7 et T47D.

Dans ce but, la stratégie expérimentale s’articulait en deux grandes parties :
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1.

Caractérisation de I'impact d'un traitement pulsé versus continu d'E2 sur I'expression
du récepteur des cestrogenes (ERa), ainsi que sur I'expression de ses génes cibles

(PGR, GREBT1).
Identification des mécanismes responsables de la modulation d'ERa induite par le

traitement pulsé d'E2 par l'exploration des mécanismes transcriptionnels,

traductionnels et post-traductionnels.
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MATERIEL & METHODE

1. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires CAMA-1 (#HTB-21 ; ATCC), MCF-7 (#HTB-22 ; ATCC) et T-47D (#HTB-
133 ; ATCC), trois lignées humaines de cancer du sein de type luminal et hormonosensibles,
sont cultivées en routine selon les recommandations de la firme d’origine, '’American Type
Culture Collection (ATCC), a 37 °C, sous atmosphére humidifiée et contenant 5 % de CO,.
Les cellules sont maintenues dans du milieu de culture standard correspondant au
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1x (DMEM) contenant du rouge phénol (#10938-025 ;
Gibco, ThermoFisher Scientific), supplémenté avec 10 % de sérum bovin foetal (FBS)
(#10270, Gibco ; ThermoFisher Scientific) décomplémenté, 1 % de pénicilline-
streptomycine (#15140-122; Gibco, ThermoFisher Scientific) et 1 % de L-glutamine
(#25030-024, Gibco ; ThermoFisher Scientific).

Les cellules sont passées a l'aide de 0,05 % de trypsine-EDTA (#25300-054 ; Gibco,
ThermoFisher Scientific), ensuite inactivée par le FBS contenu dans le milieu de culture, puis
déposées dans des boites de Pétri. Les manipulations ont été réalisées sous une hotte a flux

laminaire stérile (DTB120 ; Technigen).
1.1. Traitements cellulaires

Pour les traitements a I'E2 (107 M), les cellules CAMA-1, MCF-7 et T-47D sont ensemencées
a environ 200 000 cellules/puits et cultivées durant deux jours afin d'atteindre une

confluence de 70 %.

Ensuite, les cellules subissent une étape de déprivation pendant une nuit. Pour cela, elles
sont rincées avec 1 mL de tampon phosphate salin (PBS) et mises dans du milieu DMEM 1x
sans rouge phénol (#31053-028 ; Gibco, ThermoFisher Scientific), additionné de 1 % de
pénicilline-streptomycine et de 1 % de L-glutamine, contenant ou non 2 % de FBS, selon
I'expérience réalisée par la suite. En effet, pour un traitement a I'E2 sur des cellules

destinées a une analyse par RT-gPCR, le milieu DMEM 1x sans rouge phénol est
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supplémenté avec 2 % de FBS décomplémenté et déstéroidé. A l'inverse, les cellules

destinées a une expérience de Western Blot sont cultivées dans un milieu dépourvu de FBS.

Les cellules sont ensuite traitées avec de I'E2 (#E8875; Sigma-Aldrich) soit en continu

pendant 24 h, 48 h ou 72 h, soit selon un schéma pulsé (Figure10).

— Pour les traitements continus, les cellules sont exposées a un milieu de déprivation

supplémenté en E2 durant 24 h, 48h ou 72 h avant la fin de I'expérience.

— Pour les traitements pulsés, les cellules sont exposées a un milieu de déprivation
supplémenté en E2 pendant 4 h, puis replacées dans un milieu de déprivation sans E2
pendant 20 h. Ce cycle (4 h d’exposition a I'E2 suivies de 20 h de privation) est répété 1,

2 ou 3 fois selon les conditions expérimentales.

L Il 1 1 Ll |
T U T T 1

~ J-1 J1 J2 J3 J4
@ \ Déprivation Extraction

; - - - &~>----- o~ ----- |

Cellules CAMA-1/ MCF-7/ T-47D J-1 L J2 J3 J4
Déprivation Extraction

Figure 10. Design expérimental des traitements cellulaires in vitro des cellules CAMA-1, MCF-7 et T-47D.

La concentration d'E2 choisie (107 M) est basée sur des résultats préliminaires qui ont
démontré une efficacité pour induire la signalisation d'ERa au sein des lignées cellulaires

d'intérét.

En vue de déterminer les mécanismes moléculaires expliquant la hausse d’expression
d’'ERa, les cellules ont été exposées a différents inhibiteurs en complément des cinétiques
d'E2. A titre de contrdle négatif, du DMSO 0,1% (v/v) dilué dans le milieu de privation a été
appliqué sur les cellules durant les derniéres 24 h précédant la fin du traitement. L'inhibition
de la transcription a été induite dans les cellules a I'aide de I'actinomycine D (10 M), tandis
que le blocage de la traduction globale a été réalisé a I'aide de cycloheximide (12,5 pg/mL).
Ces deux inhibiteurs ont été également appliqués sur les cellules 24 h avant la fin du
traitement. Afin de bloquer l'activité du protéasome 26S, les cellules ont été traitées au

MG132 (10 M) deux heures avant la fin de la manipulation.
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Au terme de ces traitements, le milieu est aspiré, les cellules sont rincées avec du PBS froid
et les plaques sont conservées a -80°C lorsqu’elles ne sont pas utilisées immédiatement

pour une extraction d’ARN ou de protéines.
2. Extraction protéique et Western Blot

2.1. Extraction protéique

A I'issue des traitements cellulaires, les protéines sont extraites a I'aide de 100 pL d'un
tampon de lyse RIPA (Table 1), supplémenté avec 0,1 % (v/v) de «PhosSTOP »
(#04906837001 ; Roche) et 0,04 % (v/v) de «cOmplete » (#04693116001; Roche),
respectivement des inhibiteurs de phosphatases et de protéases. A I'aide de ce tampon, les
cellules sont scrappées et les lysats incubés pendant 30 minutes sur glace. Ensuite, ils sont
centrifugés pendant 10 minutes a 10 000 rpm a 4 °C. Le surnageant, contenant les
protéines, est ensuite récupéré et stocké a -20 °C en vue d’'analyses ultérieures par Western

Blot.

Table 1. Composition du RIPA

Réactifs Concentrations finales Références
Tris buffer (pH 7,4) 0,05M #2449.2 : Carl Roth ; 2 99 %
NaCl 0,175 M #P029.2 ; Carl Roth ; 299 %
Igepal-CA630 1% (v/v) #13021-100ML ; Sigma-Aldrich
Triton X-100 1% (v/v) #1.08603.1000 ; Merck

Millipore

#06750-100G ; Sigma-Aldrich

Déoxycholate de sodium 1% (w/v) .97 9
; o

Sel de dodécylsulfate de 0.1 % (w/v) #1.13760.1000 ; Merck
sodium (SDS) o oWy Millipore
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2.2. Quantification protéique

Une fois extraites, les protéines sont quantifiées afin que tous les échantillons comparés lors
du Western Blot possedent la méme quantité de protéines initiale. Pour ce faire, un dosage
colorimétrique a I'aide du kit « DC Protein Assay » (#5000111 ; Bio-Rad Laboratories) et
d'une courbe étalon de différentes concentrations d’albumine sérique bovine (BSA)
(#A2153-100G ; Sigma-Aldrich ; > 96 %), couvrant une gamme de 0,15625 mg/mL a 10
mg/mL, est réalisé. Ce kit de quantification contient 3 réactifs et son mécanisme

colorimétrique repose sur deux étapes de réductions successives :

- Le Réactif A est une solution alcaline permettant l'interaction des ions Cu?*, contenus
dans le Réactif S, avec les liaisons peptidiques entre les acides aminés. L'interaction

des ions Cu?* avec les protéines va permettre leur réduction en ions Cu®.

- Un Réactif B, correspondant au réactif de Folin, est réduit par les acides aminés

aromatiques et les ions Cu*, induisant une coloration bleue.

Ainsi, l'intensité de la coloration bleue dépend de la concentration en protéines totales

présentes dans I'échantillon.

L'absorbance est déterminée a laide d'un spectrophotometre (MultiSkan FC;
ThermoFisher Scientific) et la concentration de chaque échantillon est calculée a partir de

la courbe étalon de BSA.

En pratique, 5 pL de chaque échantillon et de chaque point de la courbe étalon sont
déposés en triplicat sur une plaque 96-puits. Sont ajoutés successivement 25 pL du mélange
de Réactif A/S (préparé en raison de 20 pL de S pour 1 mL de A) et 200 pL du Réactif B. La

plaque est ensuite incubée pendant 15 minutes, sous agitation, a I'abri de la lumiére.
2.3. Western Blot - préparation des échantillons

Suite a la quantification, chaque échantillon est dilué dans du tampon RIPA afin d’obtenir
une concentration finale de 1 pug/pL de protéines dans un volume de 20 pL. Un cinquiéme

de ce volume final est composé de Loading Buffer 5X (Annexe 1), un tampon de chargement
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dénaturant. En plus de la dénaturation chimique des protéines, elles subissent également
une étape de dénaturation thermique par leur incubation pendant 5 minutes a 95 °C dans
un bloc chauffant, avant d'étre immédiatement placées sur glace pour stabiliser I'état

dénaturé.

2.4. Western Blot - électrophorése SDS-PAGE et transfert sur membrane de
PVDF

Apres dénaturation, les échantillons sont chargés sur gels de polyacrylamide (Annexe 2),

chacun séparé en deux parties aux propriétés physico-chimiques distinctes :

— Le gel de compression, faiblement concentré en acrylamide (4 %) et affichant un pH de
6,8, a pour réle de comprimer les protéines en une bande étroite a la bordure du gel
de séparation. Cette focalisation repose sur la différence de mobilité électrophorétique

entre les ions glycines et chlorures a ce pH.

— Dans le gel de séparation, plus concentré en acrylamide et avec un pH fixé a 8,8, les
ions glycines sont ionisés et migrent plus rapidement, permettant aux protéines de
migrer librement. Le pourcentage d'acrylamide de ce gel dépend de la taille de la

protéine a séparer (Table 2).

Table 2. Pourcentage d‘acrylamide des gels de séparation

Protéines d'intérét Tailles % d'acrylamide
ERa 66 kDa 10 %

PR 119 kDa 8%
GREB1 216 kDa

Une fois la cuve de migration installée (contenant les gels et du tampon de migration 1X
(Annexe 1), 5 uL de marqueur de poids moléculaire (PageRuler Prestained Protein Ladder ;

ThermoFisher Scientific) et 20 pL de chaque échantillon sont chargés sur le gel. Ensuite, la
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migration estlancée a 50V pendant = 15 minutes, permettant la compression des protéines

dans le gel a 4 % d'acrylamide, avant de passer a 100 V pendant environ 2 h.

Suit une étape de transfert des protéines. Dans une cuve remplie de tampon de transfert
1X (Annexe 1) et refroidie par un glagon, les protéines sont transférées a 100 V pendant 1
h sur une membrane de PVDF (Polyvinylidene Fluoride ; Perkin Elmer Life Science),
préalablement activées en les plongeant dans 3 bains successifs de méthanol, d'eau

désionisée et de tampon de transfert 1X.
2.5. Immunodétection

A la suite du transfert, les sites de liaison aspécifique sont saturés lors d'une étape de
blocage, qui permet de limiter le bruit de fond lors de I'immunodétection. Pour ce faire, les
membranes de PVDF sont incubées pendant 2 h, sous agitation, dans du lait (Régilait) 5 %

dilué dans du tampon de lavage 1X (Annexe 1).

Les membranes sont ensuite incubées, overnight a 4 °C sous agitation, avec les anticorps
primaires (Annexe 3) spécifiques des protéines d'intérét. A l'issue de 3 lavages de 5 minutes
dans du tampon de lavage 1X sous agitation, permettant d'éliminer les anticorps primaires
non fixés, les membranes sont incubées avec I'anticorps secondaire (Annexe 4) adéquat
couplé a une Horseradish Peroxydase (HRP), pendant 1 h a température ambiante. Apres
une nouvelle série de 3 lavages, les protéines d'intérét sont immunodétectées. Le luminol
présent dans le kit « Pierce™ ECL Western Blot Substrate » (#32209 ; ThermoFisher
Scientific) ou, si nécessaire, le kit « Western Lightning® Plus-ECL » (#NEL105001EA ;
PerkinElmer) est oxydé par la HRP couplée aux anticorps secondaires, ce qui engendre

I'émission de photons, détectés par 'appareil ImageQuant 800.

La quantification des niveaux d'expression de protéines a été réalisée en utilisant le logiciel
« Quantity One ». L'expression des protéines d'intérét est normalisée par rapport a
I'expression d'une protéine de ménage, la déshydrogénase de glycéraldéhyde-3-

phosphate (GAPDH), qui est exprimée de la méme maniére dans toutes les conditions.
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3. Extraction de I’ARN total et RT-qPCR
3.1. Extraction de I’ARN total

L'extraction d’ARN a partir des cellules CAMA-1, T-47D et MCF-7 est réalisée via le kit « High
Pure RNA Isolation Kit» (#11828665001 ; Roche, Indianapolis, IN, USA). Les cellules,
cultivées en plaques 6-puits, sont scrappées et lysées dans un mélange de 100 pL/puits de
PBS autoclavé et 200 uL/puits de Lysis/Binding Buffer, sur glace, et les lysats sont transférés
sur les colonnes d’extraction fournies par le kit. Le Lysis/Binding Buffer contient des agents
chaotropiques assurant simultanément la lyse des cellules et I'inactivation immédiate des
RNAses cellulaires, ainsi que de I'éthanol, qui facilite 'adsorption des acides nucléiques sur
la membrane de silice. Apres centrifugation a 8000 g pendant 30 secondes, les filtrats sont
éliminés et les colonnes sont incubées avec de la DNAse | pendant 15 minutes a
température ambiante. Plusieurs étapes de lavage se succedent ensuite afin d’éliminer les

impuretés (des sels contaminants, des protéines, des résidus d’ADN digérés, ...).

1) Centrifugation (30 s a 800 g) avec 500 pL de Wash Buffer | ;
2) Centrifugation (30 s a 800 g) avec 500 pL de Wash Buffer Il ;

3) Centrifugation (2 min 30 s a vitesse maximale) avec 200 pL de Wash Buffer Il ;

Finalement, les ARN sont élués grace au tampon d'élution et les ARN totaux sont récupérés

dans des tubes Eppendorf.

3.2. AQuantification de I’ARN

La concentration et la pureté des ARN élués sont déterminées par spectrophotométrie a
I'aide du Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). La mesure de
I'absorbance a différentes longueurs d’'onde de chaque échantillon permet de déterminer
a la fois sa concentration en ARN (pic a 260 nm) et la présence de contaminants via deux

ratios d'absorbance :

— Le ratio A260/A280: une valeur proche de 2 indique une bonne pureté de

I'échantillon ; alors qu’une valeur inférieure a 1,8 indique une contamination protéique.
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— Le ratio A260/A230 doit étre supérieur ou égal a 2. Une valeur plus faible suggere la

présence de contaminations par des agents chaotropiques ou des solvants.

3.3. Transcription inverse

En vue de I'analyse de I'expression génique dans nos cellules, I’ARN total doit étre converti
en ADN complémentaire (ADNc) par transcription inverse. Pour ce faire, 1 ug d’ARN est
dilué dans de I'eau RNAse-free pour atteindre un volume de 16 pL. Sont ensuite ajoutés 4
pL de mix enzymatique provenant du kit « FastGen Scriptase || cDNA 5x Ready » (#LS64 ;
Nippon Genetics). Ce mix contient la transcriptase inverse, des dNTPs et un mélange
d’amorces aléatoires en plus d'Oligo(dT)s. Le choix de ces amorces permettra donc de
convertiren ADNc 'entiéreté des ARN présents dans la cellule. Aprés homogénéisation des
mélanges, les échantillons sont placés dans un thermocycleur SimpliAmp Thermal Cycler

(Applied Biosystems ; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) suivant ce programme :

I.  Hybridation des amorces : 25 °C pendant 10 minutes ;
ll.  Synthése de I'ADNc : 42 °C pendant 60 minutes ;

lIl.  Dénaturation et inactivation thermique de la transcriptase inverse : 85 °C pendant 5
minutes.

Les ADNc obtenus sont conservés a -20 °C jusqu'a leur utilisation.
3.4. PCR quantitative

L'expression des génes d'intérét (ESR1, PGR et GREBT) a été quantifiée par réaction de
polymérisation en chaine quantitative (QPCR). Cette technique, aussi appelée PCR en temps
réel, repose sur l'intégration d'un agent intercalant fluorescent, le SYBR Green, au sein des
amplicons double-brin. Le thermocycleur QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific, USA) est

utilisé pour mesurer la fluorescence, proportionnelle a la quantité d’amplicons.

Les ADNc, dilués 10x dans de I'eau RNAse-free, sont analysés en triplicat sur plaques 96-
puits. Chaque puits contenait 2 uL d’ADNc et 10 pL de mix réactionnel PCR (Annexe 5). Le
programme d’amplification (Figure 11) comprend 45 cycles de trois phases : dénaturation

a 95°C, hybridation des amorces a 50 °C et extension a 72 °C.
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Figure 11. Programme d’un cycle de qPCR. Dénaturation a 95 °C pendant 10 secondes ; Hybridation des amorces a 60 °C

pendant 30 secondes ; Extension des amorces a 72 °C pendant 1 seconde. Créé avec BioRender.

Pour garantir la fiabilité des résultats, deux contréles de spécificité ont été appliqués :

— Les amorces sont congues pour chevaucher une jonction exon-exon, empéchant

I'amplification d’ADN génomique contaminant.

— La réalisation d'une courbe de fusion post-PCR est un controle de la spécificité
permettant de déterminer le pic de fusion des amplicons. Comme tous les amplicons
sont supposés posséder la méme composition en bases, ils doivent tous avoir la méme

température de fusion.

Finalement, les niveaux d'expression ont été normalisés par rapport a la moyenne
géométrique de deux génes de ménage : GAPDH et TBP. En plus, une gamme étalon (50 a

2 ng/pL) d’extraits de placenta humain a été utilisée pour assurer la quantification.

4. Analyse statistique

Les données des expériences ayant pu étre répliquées au moins trois fois indépendamment
ont été soumises a des analyses statistiques, réalisées avec la version 8 de GraphPad Prism.
La normalité des distributions a été systématiquement explorée a l'aide des tests de

Shapiro-Wilk, d’Anderson-Darling, d’Agostino et Pearson et de Kolmogorov-Smirnov.

Lorsque la condition de normalité était respectée, les données ont été représentées sous
forme d’histogrammes de moyennes * SEM et soumises a une ANOVA a un facteur suivie

d'un test de comparaisons multiples de Tukey. Dans le cas contraire, les données ont été
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exprimées sous forme d’histogrammes de médianes avec |'écart interquartile et le test non
paramétrique de Kruskal-Wallis suivi du test de Dunn a été appliqué. Pour I'ensemble des

analyses, le seuil de significativité statistique a été fixé a 0,05.
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RESULTATS

1. L’estradiol pulsé augmente I'expression d’ERa dans les cellules

CAMA-1 et MCF-7

Des travaux antérieurs de I'équipe ont démontré qu'un traitement pulsé d'E2 permettait
d'augmenter l'expression d'ERa in vivo (Figure 9). L'objectif de ce point A.1. est de

transposer cette observation in vitro.

Pour ce faire, les cellules CAMA-1 ont été soumises a deux protocoles distincts de
traitement a I'E2 (107 M) sur une cinétique de 24 h, 48 h et 72 h : le premier correspondant
a une exposition continue et le second a une exposition pulsée a raison de 1, 2 ou 3 pulses
successifs (chaque pulse durant 4 h, espacés toutes les 20 h (Figure 10)). L'expression

protéique d'ERa a été analysée par Western Blot.

Dans les cellules CAMA-1, les résultats indiquent une tendance a maintenir, voire a

légerement augmenter, I'expression d'ERa lors de traitements a I'E2 (Figure 12).

Afin de vérifier si ce profil d’expression est conservé dans une autre lignée cellulaire, une
analyse préliminaire a été menée sur la lignée MCF-7 (Figure 13). L'analyse du Western Blot
montre un profil d'expression similaire a celui observé dans les cellules CAMA-1, c'est-a-
dire un maintien de l'expression d'ERa lors de traitements a I'E2. Cependant, dans les
cellules MCF-7, il semblerait que I'expression protéique d’ERa soit augmentée lors de

traitements pulsés d'E2, par rapport au traitement continu de 72 h.

Ces résultats suggerent donc que |'expression d’'ERa est maintenue, voire augmentée, lors
de traitements continus a I'E2 et que, dépendamment de la lignée cellulaire,

I'administration pulsée d'E2 peut augmenter |'expression d’ERa.
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Figure 12. Expression de la protéine ERa aprés traitement continu ou pulsé a I’'E2 dans les cellules CAMA-1. A) Blots représentatifs
d'un Western Blot. B) Quantification de |'expression protéique. Les résultats ont été normalisés par rapport au contréle de charge
(GAPDH). La quantification a été réalisée a l'aide du logiciel Quantity One et I'analyse statistique sur GraphPad Prism (version 8). Un test
non paramétrique de Kruskal-Wallis (p = 0,0523), suivi d'un test de comparaisons multiples de Dunn, a été réalisé. Le seuil de

significativité est fixé a 0,05. Les résultats sont exprimés en médiane [écarts interquartiles]. N = 6 réplicats issus de 3 expériences

indépendantes.
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Figure 13. Expression de la protéine ERa aprés traitement continu ou pulsé a I'E2 dans les cellules MCF-7. A) Blots
représentatifs du Western Blot. B) Quantification de I'expression protéique. Les résultats ont été normalisés par rapport au
contréle de charge (GAPDH). La quantification a été réalisée a l'aide du logiciel Quantity One et la mise en forme a l'aide de
GraphPad Prism (version 8). Ces données sont issues d'une seule expérience, n = 2 réplicats techniques. Par conséquent,
aucun test statistique n'a pu étre réalisé. Le premier duplicat technique de la condition E2c 72 h a été exclu lors de la

quantification en raison d'une viabilité cellulaire insuffisante.



2. Maintien de l'activité transcriptionnelle d’ERa sous stimulations
cestrogéniques

Afin de caractériser I'impact fonctionnel d'un traitement pulsé par rapport a une exposition

continue a I'E2, nous avons évalué l'activité transcriptionnelle du récepteur a travers

I'analyse de l'induction de ses principaux génes cibles, PGR et GREBT.

Pour ce faire, I'expression des génes PGR et GREBT a d'abord été quantifiée a I'échelle
transcriptionnelle par RT-qPCR, avant d'étre validée au niveau protéique par analyse de

I'expression protéique de PR et GREB1 par Western Blot.

Dans les cellules CAMA-1 (Figure 14), l'expression des ARNm de PGR augmente
significativement lors de traitements continus a I'E2 ; alors que le niveau d’ARNm reste
stable et comparable a celui du contrdle tout au long de la cinétique pulsée. Le gene cible
GREB1, quant a lui, semble répondre aux deux modalités d'exposition. Cependant, la

hausse des ARNm n’est significative qu’en réponse aux traitements continus d’'E2.

L'analyse de I'expression protéique de PR et GREB1 dans les cellules CAMA-1 (Figure 15)
concorde avec les niveaux d’/ARNm observés ci-dessus. L'expression protéique de PR est
significativement augmentée lorsque les cellules sont traitées a I'E2 en continu, alors qu’elle
reste stable lors des traitements pulsés. L'expression protéique de GREB1 affiche plutét une
tendance a étre globalement augmentée en réponse aux traitements d'E2, sans distinction

d'une cinétique d’exposition.

Globalement, ces résultats montrent un maintien de l'activité transcriptionnelle d'ERa sous

traitement continu et pulsé d'E2 dans la lignée CAMA-1.

2.1. Données complémentaires dans d’autres lignées ER+

Les protocoles d'analyse de l'activité transcriptionnelle d'ERa appliqués dans la lignée
CAMA-1 ont été étendus a d'autres lignées cellulaires de cancer du sein ER+, a savoir les

cellules MCF-7 et T-47D, lors d'une seule expérience.
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Figure 14. Niveau d’ARN messagers des génes PGR et GREB1 aprés traitement continu ou pulsé a I'E2 des cellules
CAMA-1. L'expression de PGR et GREBT a été analysée par RT-qPCR. Les résultats sont normalisés par rapport a la moyenne
géométrique de deux contrdles internes (GAPDH et TBP) et par rapport a la moyenne des conditions contréles. L'analyse
statistique a été réalisée sur GraphPad Prism (version 8). Pour le géne PGR, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (p <
0,001), suivi d'un test de comparaisons multiples de Dunn, a été réalisé. Pour le géne GREBT, une ANOVA a un facteur (p =
0,0004), suivie d'un test de comparaisons multiples de Tukey, a été effectuée. Le seuil de significativité est fixé a 0,05 (*: p <
0,05; **: p <0,01; **:p <0,001). Les résultats sont exprimés en médiane [écarts interquartiles] (PGR) ou en moyenne *

SEM (GREB1). N = 9 réplicats, issus de 3 expériences indépendantes.
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Figure 15. Expression protéique de PR et GREB1 aprés traitement continu ou pulsé a I'E2 des cellules CAMA-1. A) Blots
représentatifs d'un Western Blot. B) Quantification de I'expression protéique. Les résultats ont été normalisés par rapport au
contréle de charge (GAPDH). La quantification a été réalisée a I'aide du logiciel Quantity One et |'analyse statistique sur
GraphPad Prism (version 8). Pour la protéine PR, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (p = 0,0008), suivi d'un test de
comparaisons multiples de Dunn, a été réalisé. Pour la protéine GREB1, une ANOVA a un facteur (p = ns), suivie du test de
comparaisons multiples de Tukey, a été effectuée. Le seuil de significativité est fixé a 0,05 (**: p < 0,01 ; ***: p < 0,001). Les
résultats sont exprimés en médiane [écarts interquartiles] (PR) ou en moyenne + SEM (GREB1). N = 6 réplicats issus de 3

expériences indépendantes pour PR, et n = 4 réplicats issus de 2 expériences indépendantes pour GREB1.



Les analyses par RT-gPCR (Figure 16) révéelent que le profil d’expression des génes PGR et
GREB1 dans les cellules T-47D et MCF-7 a tendance a augmenter en réponse a |'exposition
a I'E2 et ce, indépendamment de la cinétique de traitement. Cette observation s'oppose a
celle réalisée pour les cellules CAMA-1, ou le niveau d’ARNm de PGR semble chuter et ou
celui de GREB1 semble étre maintenu a un niveau basal en réponse a une exposition pulsée

d'E2.

Bien que ces données revétent un caractére préliminaire, les profils d’expression obtenus
ici révelent une hétérogénéité de réponse selon le modele cellulaire étudié (voir

Discussion).

L'analyse par Western Blot de I'expression protéique de PR et GREB1 dans les cellules MCF-
7 (Figure 17) montre une induction importante de I'expression de ces deux protéines suite
a l'exposition a I'E2, indépendamment de la modalité d'administration. De maniéere
intéressante, I'expression de PR est soutenue a la fois par le traitement continu et pulsé,
s'écartant ainsi des profils d’expression observés dans la lignée CAMA-1 (Figure 15). De
plus, I'expression de GREB1 est également augmentée en réponse aux traitements

hormonaux.

Ces données a caractére préliminaire confirment donc la capacité d'ERa a exercer son

activité transcriptionnelle sous exposition continue ou pulsée d'E2.

1. Invalidation de I’hypothése d’une régulation transcriptionnelle de
novo

La deuxieme partie de ce travail a pour objectif d'explorer les hypothéses possibles pour
expliquer cette hausse de I'expression d’ERa (plus ou moins importante selon la lignée

cellulaire considérée) lors de traitements pulsés d'E2.
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Figure 16. Niveau d’ARN messagers de PGR et GREB1 apreés traitement continu ou pulsé a I'E2 dans plusieurs lignées
de cancer du sein ER+ (CAMA-1, T-47D et MCF-7). Les résultats sont normalisés par rapport a la moyenne géométrique de
deux contréles internes (GAPDH et TBP) et par rapport a la moyenne des conditions contréles. Ces données sont issues d'une

seule expérience, n = 2 réplicats techniques. Par conséquent, aucun test statistique n'a pu étre réalisé.
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Figure 17. Expression des protéines PR et GREB1 aprés traitement continu ou pulsé a I'E2 dans les cellules MCF-7. A)
Blots représentatifs du Western Blot. B) Quantification de I'expression protéique. Les résultats ont été normalisés par rapport
au contrdle de charge (GAPDH). La quantification a été réalisée a I'aide du logiciel Quantity One et la mise en forme a l'aide
de GraphPad Prism (version 8). Ces données sont issues d'une seule expérience, n = 2 réplicats techniques. Par conséquent,
aucun test statistique n'a pu étre réalisé. Le premier duplicat technique de la condition E2c 72h a été exclu lors de la

quantification en raison d'une viabilité cellulaire insuffisante.



Afin de déterminer si cette augmentation d’expression découle d’'une modulation
transcriptionnelle en amont, nous avons évalué I'impact de la cinétique d’administration de
I'E2 sur la synthése de ses propres transcripts. L'hypothése sous-jacente était qu'un
traitement pulsé induirait une augmentation de la transcription du géne ESR1, par rapport

a un traitement continu.

Pour ce faire, une analyse par RT-qPCR a été menée sur les cellules CAMA-1 afin de
quantifier les niveaux d’ARNm du géne ESR1 aprés 24 h, 48 h ou 72 h de traitement continu

ou pulsé a I'E2 (Figure 18).

Les résultats suggerent qu'indépendamment de la cinétique d’administration, 'exposition
a I'E2 induit une diminution hautement significative des niveaux d’ARNm d’ESR1 par rapport
au contréle non traité. De fagcon importante, aucune différence n'est observée entre le profil

d’expression des transcripts sous traitement continu et sous traitement pulsé.

L'absence de variation des niveaux d’/ARNm d’ESR1 entre les deux modes d’administration
démontre que l'augmentation de l'expression d'ERa en conditions pulsées n’est

probablement pas due a une modulation transcriptionnelle.

Afin de valider la portée de ces observations, une seule expérience complémentaire de RT-
gPCR a 72 h a été réalisée sur d'autres lignées cellulaires de cancer du sein ER+ (MCF-7 et

T-47D) (Figure 19).

Les résultats ont révélé des profils semblables entre les CAMA-1 et les MCF-7, caractérisés
par une diminution des niveaux de transcripts d'ESRT sous E2, indépendamment de la

modalité d'exposition.

A contrario, la lignée T-47D s'est distinguée comme la seule a présenter une augmentation

apparente de |'expression des transcripts d’ESR1 spécifiquement lors du traitement pulsé.

Afin d'apporter une démonstration fonctionnelle au niveau protéique, I'expression d’'ERa a
été analysée par Western Blot sous blocage transcriptionnel. Cette étude a été menée sur
la lignée cellulaire T-47D en mesurant I'impact de I'actinomycine D, un inhibiteur global de

la transcription, aprés 72 heures de traitement pulsé ou continu (Figure 20).
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Figure 18. Niveau d’ARN messager du géne ESR1 apreés traitement continu ou pulsé a I'E2 dans les cellules CAMA-1.
L'expression d’ESRT a été analysée par RT-qPCR. Les résultats sont normalisés par rapport a la moyenne géométrique de deux
contréles internes (GAPDH et TPB) et par rapport a la moyenne des conditions contréles. L'analyse statistique a été réalisée
sur GraphPad Prism (version 8). Un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (p = 0,0004), suivi d’un test de comparaisons
multiples de Dunn, a été réalisé. Le seuil de significativité est fixé a 0,05. Les résultats sont exprimés en médiane [écarts

interquartiles]. N = 9 réplicats issus de 3 expériences indépendantes.
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Figure 19. Comparaison des niveaux d’ARN messagers du géne ESR1 aprés traitement continu ou pulsé a I'E2 dans
plusieurs lignées de cancer du sein ER+ (CAMA-1, T-47D, MCF-7). L'expression d'ESR1 a été analysée par RT-qPCR apres
72 h de traitement continu ou pulsé a I'E2. Les résultats sont normalisés par rapport a la moyenne géométrique de deux
contréles internes (GAPDH et TBP). Ces données sont issues d'une seule expérience, n = 2 réplicats techniques. Par

conséquent, aucun test statistique n'a été effectué.



En condition controle (DMSO 0,1 %), le profil d’expression protéique chez les T-47D
confirme la cinétique attendue : le traitement continu (E2c 72h) induit une baisse du niveau
d'ERa par rapport au contréle non traité, tandis que le traitement pulsé (E2p 72h) préserve
efficacement le niveau de récepteurs. Le blocage de la transcription induit par

I'actinomycine D ne léve pas cette différence.

Ce résultat démontre donc que méme chez les cellules T-47D, la persistance d'ERa sous

I'effet d'une exposition pulsée n'est pas due a une hausse de la transcription du gene ESRT.

L'ensemble de nos modéles cellulaires converge vers l'interprétation suivante : la hausse
d'expression d'ERa par les traitements pulsés ne dépend pas d'une régulation
transcriptionnelle de novo. Dans les parties suivantes, nous allons donc analyser les
hypothéses d'une hausse de la traduction des transcripts d’ESRT (B.2.) ou d'une diminution

de la dégradation d'ERa (B.3.) sous traitement pulsé.

2. Implication de la traduction active dans la hausse d’ERa induite par
le traitement pulsé

Nos observations précédentes ayant exclu I'implication d'une régulation transcriptionnelle
de novo dans l'induction d'ERa par des traitements pulsés, nous avons testé I'hypothese
d'une hausse de la traduction des transcripts d’ESRT déja disponibles dans la cellule, en

réponse a une administration pulsée d’'E2.

Pour explorer cette piste, les cellules T-47D ont été soumises aux protocoles classiques
d'exposition a I'E2 pendant 72 h, avec ceci de différent que, 24 h précédant la fin du
traitement, les cellules ont soit été traitées avec du DMSO (0,1 %), soit avec du

cycloheximide.

En condition contréle (DMSO 0,1 %), I'analyse par Western Blot (Figure 21) confirme les
cinétiques attendues : le traitement continu (E2c 72h) induit une diminution hautement
significative de I'expression protéique d'ERa par rapport au témoin non traité, tandis que le

traitement pulsé (E2p 72h) augmente significativement les niveaux de récepteurs.
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Figure 20. Expression de la protéine ERa aprés traitement continu ou pulsé a I'E2, en présence ou en |'absence
d’actinomycine D dans les cellules T-47D. A) Blots représentatifs d’'un Western Blot. B) Quantification de |'expression
protéique. Les résultats ont été normalisés par rapport au contréle de charge (GAPDH). La quantification a été réalisée a l'aide
du logiciel Quantity One et I'analyse sur GraphPad Prism (version 8). Un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (p = 0,0215),
suivi d'un test de comparaisons multiples de Dunn, a été réalisé. Le seuil de significativité est fixé a 0,05. Les résultats sont

exprimés en médiane [écarts interquartiles]. N = 3 réplicats issus de 3 expériences indépendantes.
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Figure 21. Expression de la protéine ERa aprés traitement continu ou pulsé a I'E2 en présence ou en |'absence de
cycloheximide dans les cellules T-47D. A) Blots représentatifs d'un Western Blot. B) Quantification de |'expression
protéique. Les résultats ont été normalisés par rapport au contréle de charge (GAPDH). La quantification a été réalisée a
I'aide du logiciel Quantity One et I'analyse statistique sur GraphPad Prism (version 8). Une ANOVA a un facteur (p < 0,001),
suivie d'un test de comparaisons multiples de Tukey, a été réalisée. Le seuil de significativité est fixé a 0,05 (*: p < 0,05 ; ***:
p < 0,001 ; ns: non significatif). Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. N = 3 réplicats issus de 3 expériences

indépendantes.



Or, le traitement au cycloheximide abolit complétement ce profil d’expression. Les tests de
comparaisons multiples de Tukey démontrent qu’en |'absence de traduction active, le
niveau d'ERa en conditions pulsées s'effondre et devient équivalent a celui observé sous
traitement continu, aucune différence significative n'étant détectée entre ces deux
conditions (ns). De plus, le niveau global d’ERa sous cycloheximide reste bas dans toutes

les conditions expérimentales par rapport au témoin DMSO initial.

Ainsi, par I'inhibition de la traduction, ces résultats démontrent que, dans la lignée T-47D,
la persistance et I'accumulation d’'ERa induites par I'administration pulsée d'E2 proviennent
trés probablement d'une hausse de la traduction des transcripts d’ESR1. Il reste cependant

a étendre cette observation a nos autres modeéles cellulaires.

3. Hypothése de la dégradation: le réle du protéasome dans la
modulation de I'expression d’ERa

Afin de considérer 'ensemble des mécanismes régulateurs post-traductionnels potentiels,
nous avons exploré une troisieme hypothese : celle d'une diminution de la dégradation de
la protéine ERa sous l'effet de la cinétique pulsée. En effet, 'E2 est classiquement connue
pour induire la clairance de son propre récepteur via la voie ubiquitine-protéasome. Nous
avons donc cherché a déterminer si le profil d'accumulation observé sous traitement pulsé

résultait d'un blocage ou d'un ralentissement de cette machinerie de dégradation.

Pour tester cette possibilité, les cellules T-47D ont été soumises aux protocoles d'exposition
continus ou pulsés a 'E2 pendant 72 h et traitées au cours des deux dernieres heures avec

du MG132, un inhibiteur du protéasome 26S, ou avec du DMSO (contrdle).

L'analyse par Western Blot (Figure 22) montre qu’en conditions controles (DMSO 0,1 %), le
profil d'expression d'ERa reste conforme a nos observations antérieures. Le traitement au
MG132, quant a lui, semble préserver la diminution de I'expression d'ERa lorsque les
cellules sont traitées avec de I'E2 en continu ; alors qu'il entraine plutdt une augmentation
de l'expression du récepteur en condition pulsée. De plus, il semblerait que cette

augmentation sous MG132 soit encore plus importante que celle observée sous DMSO.
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Bien que ces résultats requiérent des réplicats supplémentaires pour faire I'objet d'une
validation statistique, la dualité apparente des profils obtenus sous MG132 apporte des
arguments en faveur d’'un double niveau de régulation. D'une part, I'accumulation accrue
d'ERa sous traitement pulsé indique que le protéasome reste fonctionnel dans cette
condition et que le pool de récepteurs continue de subir un turn-over basal actif. D'autre
part, la persistance de la diminution d’'ERa sous exposition continue, méme en présence de
MG132, suggeére qu'une accélération de la dégradation n’est pas le mécanisme

responsable de cette régulation négative.
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Figure 22. Expression de la protéine ERa apreés traitement continu ou pulsé a I'E2 en présence ou en I'absence d'un
inhibiteur du protéasome (MG132) dans les cellules T-47D. A) Blots représentatifs d'un Western Blot. B) Quantification
de I'expression protéique. Les résultats ont été normalisés par rapport au contréle de charge (GAPDH). La quantification a
été réalisée a 'aide du logiciel Quantity One et I'analyse statistique a l'aide de GraphPad Prism (version 8). Les résultats sont

exprimés sous forme de moyenne + SEM. N = 2 réplicats issus de 2 expériences indépendantes.
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DISCUSSION

L'objectif principal de ce travail était de caractériser I'impact de la cinétique d'exposition a
I'cestradiol (continue versus pulsée) sur la régulation d’ERa au sein de modeles cellulaires
de cancers du sein hormono-dépendants. Et ceci, dans le but ultime d'évaluer si une
administration pulsée d'E2 peut constituer un moyen d'augmenter ['efficacité de

I'hormonothérapie, voire de pallier 'apparition de résistances a ces traitements.

L'analyse globale de nos données révéle des profils d'expression distincts entre les
différentes cinétiques de traitement. Selon la lignée cellulaire, une diminution des niveaux
d'expression d’ERa, conforme au rétrocontréle négatif classiquement décrit, peut étre
observée sous traitement continu (Figures 20, 21 et 22) . Cependant, nos résultats mettent
en évidence des exceptions notables ou I'expression d’ERa est maintenue a un niveau basal
(Figure 12), voire légérement augmentée (Figure 13). L'administration pulsée, quant a elle,
induit une accumulation, plus ou moins marquée, d'ERa. Et c’est cette augmentation de

I'expression d’'ERa qui nous intéresse ici.

Afin de déterminer les processus impliqués dans cette diversité de réponses, nous avons

exploré trois niveaux de régulations potentiels :

- Une hausse de la transcription du géne ESR1 codant pour ERa ;
- Une augmentation de la traduction des transcripts de ce géne ;

- Une diminution de la dégradation d'ERa.

L’hypothése transcriptionnelle : Une hausse de la transcription du géne ESR1 ?

Afin de déterminer si I'accumulation d'ERa observée en condition pulsée découle d'une
augmentation de la synthése de ses propres transcripts, nous avons exploré une potentielle
modulation de la transcription du géne ESR1 par deux approches complémentaires. Dans
un premier temps, les niveaux d’ARNm d’ESRT ont été quantifiés par RT-gqPCR suite a une
exposition continue ou pulsée d'E2. Dans un second temps, une approche fonctionnelle a

été menée en bloquant la transcription de novo par traitement a I'actinomycine D.

L'analyse par RT-qPCR a été menée en parallele sur plusieurs lignées cellulaires ER+. Dans

la lignée CAMA-1 (Figures 18 et 19), ou l'étude s'appuie sur trois expérimentations
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indépendantes (Figure 18), I'exposition a I'E2 induit une diminution robuste des niveaux
d’ARNm. De maniére remarquable, cette répression est identique quelle que soit la
cinétique d’administration. Une tendance similaire a été observée dans la lignée MCF-7
(Figure 19), bien que ces résultats ne soient issus que d'une seule expérience préliminaire
et doivent donc étre interprétés avec prudence. A ce stade, I'absence de divergence entre
les deux cinétiques d'administration indique néanmoins que la hausse d'expression d’'ERa

ne semble pas découler d'un rebond de la transcription ou d’une stabilisation des ARNm.

Cependant, la lignée T-47D (Figure 19) s’est distinguée des CAMA-1 et MCF-7. L'analyse
quantitative de ses transcripts a en effet révélé une augmentation apparente de I'expression
des ARNm d’ESR1 lors des traitements pulsés d'E2. Si ce résultat pouvait initialement laisser
penser a une augmentation transcriptionnelle propre a cette lignée, plusieurs éléments
invitent a la nuance. D'une part, a l'instar des observations menées chez les MCF-7, ces
données sontissues d'une seule expérience indépendante et nécessitent d'étre répliquées.
D'autre part, une simple augmentation du pool d’ARNm ne garantit pas a elle seule une
augmentation proportionnelle de I'expression du récepteur au niveau protéique.
L'utilisation d'un inhibiteur fonctionnel de I’ARN polymérase Il a donc permis de trancher

définitivement.

Ainsi, les effets de la cinétique d’administration de I'E2 sous inhibition transcriptionnelle par
I'actinomycine D ont été évalués dans les cellules T-47D (Figure 20). Les résultats ont montré
que le blocage de I'ARN polymérase Il n'a pas altéré le profil d’expression caractéristique
du récepteur. Ce maintien de I'accumulation protéique d’ERa en conditions pulsées, en
dépit de l'arrét total de la néotranscription, démontre que ce phénoméne s'affranchit de

mécanismes transcriptionnels.

Bien qu'il soit nécessaire de répliquer cette validation fonctionnelle au sein des autres
lignées de cancer du sein ER+, 'ensemble de ces résultats converge pour indiquer que la
hausse d’ERa, induite par une exposition pulsée a I'E2, ne découle pas d'une augmentation

de la transcription du géne ESR1.

La régulation négative des transcripts d’ESRT par I'E2 est assez bien documentée dans la

littérature scientifique. D'une part, les articles de Stoica et al. (2000, 2003) ont démontré
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que I'E2 active de facon ultra-rapide la voie PI3K/Akt. Par I'utilisation d'inhibiteurs
pharmacologiques et de mutations inactivatrices, ces auteurs ont établi que la kinase Akt
contribue a la répression de la transcription du géne ESRT, ainsi qu’a la déstabilisation de
la forme protéique d'ERaq, suite & une exposition a I'E2 (10°M) pendant 6 h. De plus, les
travaux d'Ellison-Zelski et al. (2009) suggérent que le complexe E2-ERa, par sa fixation sur
une région spécifique d'un promoteur d’ESR1, est capable de réprimer sa transcription deés
4 h de traitement a I'E2 (10® M). Ce mécanisme direct recrute un complexe répresseur
contenant notamment la protéine Sin3A, capable d'induire des modifications post-
traductionnelles sur les histones. Il en résulte alors une condensation de la chromatine

fermant I'accés au promoteur, expliquant la chute drastique des niveaux d’ARNm.

En écartant définitivement I'hypothése d'une régulation transcriptionnelle de novo pour
expliquer la persistance d’ERa spécifique a la cinétique pulsée, l'investigation des
mécanismes sous-jacents doit désormais se concentrer sur les voies traductionnelles ou sur

les processus de dégradation protéique.
L’hypothése traductionnelle : Une hausse de la traduction des transcripts ESR1 ?

Ayant exclu la contribution transcriptionnelle de novo, nous avons testé I'hypothése selon
laquelle I'augmentation de I'expression d'ERa sous traitement pulsé reposerait sur une

hausse de la traduction des ARNm d’ESR1.

L'évaluation fonctionnelle de ce mécanisme par le cycloheximide, un inhibiteur de
I'élongation traductionnelle (Figure 21), a apporté un argument statistiquement robuste en
faveur de cette hypothese. En effet, I'abolition compléte du profil d'accumulation d’ERa en
présence de cycloheximide démontre que le maintien du stock de récepteurs sous l'effet
des pulses d'E2 requiert une synthése protéique active. En |'absence de traduction, la
cinétique pulsée perd son effet protecteur, et les niveaux de récepteurs s'effondrent pour

atteindre un plateau bas, équivalent a celui induit par un traitement continu.

Comme mTORC1 est un régulateur majeur de la synthése protéique (Zhang et al. 2014) et
qu'il peut étre induit par la signalisation cestrogénique via la voie PI3K/Akt, il serait trés
instructif d'évaluer les effets de l'inhibition de ce complexe par la rapamycine, sous

traitement a I'E2 continu ou pulsé. En effet, il est aujourd’hui bien établi que I'E2 peut
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déclencher une signalisation rapide non génomique capable de stimuler la voie
PI3K/Akt/mTORC1 (Hewitt et Korach 2018). Les travaux d'Alayev et al. (2016) ont notamment
démontré que l'activation de cette cascade engendre une interaction physique entre le
complexe mTORC1 (via la protéine Raptor) et ERa, menant a la phosphorylation du
récepteur sur sa sérine 167. Cette modification post-traductionnelle permettrait a la fois de
stabiliser le récepteur et d’augmenter son activité transcriptionnelle. Ainsi cette cascade
moléculaire orchestrerait un double mécanisme régulateur : d'une part, elle préserverait le
pool d’ERa préexistant en le protégeant de la dégradation et, d’autre part, elle stimulerait

I'efficacité de la traduction des transcripts d’ESR1 via 'activation de la protéine ribosomale

Sé6.
Une diminution de la dégradation d’ERa par le protéasome ?

Bien que nos analyses précédentes indiquent que l'augmentation de l'expression d'ERa sous
traitement pulsé d'E2 requiert une activation de la traduction, cela n’exclut pas la contribution d'une

diminution de la dégradation protéique.

Afin d'explorer cette piste, I'expression d’'ERa a été analysée par Western blot aprés une
exposition continue ou pulsée a I'E2, combinée ou non a un traitement au MG132, un

inhibiteur du protéasome 26S (Figure 22).

Les profils d'expression obtenus révelent deux réponses distinctes selon la cinétique

d'administration.

D'une part, sous traitement continu a I'E2, I'ajout de MG132 ne léeve pas la régulation
négative d'ERa observée en condition controle (DMSO). Ce résultat suggére donc que le
protéasome n'est pas le principal responsable de cette modulation de I'expression du
récepteur. Nous pouvons donc émettre I'hypothése qu’en condition continue prolongée, la
cellule maintient I'extinction de l'expression d’'ERa non pas en dégradant activement la
protéine via la machinerie protéasomale, mais plutot via d'autres mécanismes tels qu'un

blocage de la transcription (Ellison-Zelski et al. 2009) ou de la traduction (Alayev et al. 2016).

En revanche, en condition pulsée, I'inhibition du protéasome induit une accumulation d’'ERa

encore plus marquée qu'en présence de DMSO. Cela soutient I'existence d'un turn-over
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basal actif et suggére qu'une modulation (au moins partielle) de la dégradation

protéasomale participe a la dynamique du récepteur sous cette cinétique d’exposition.

Il convient toutefois de souligner que ces données sont issues d'un nombre restreint de
manipulations indépendantes (n = 2) et devront faire I'objet de réplicats biologiques

supplémentaires pour consolider statistiquement cette tendance.

L'implication du protéasome 26S dans la clairance d’ERa induite par I'E2 est un mécanisme
largement documenté dans la littérature. Il est établi que la liaison de I'E2 diminue
drastiquement la demi-vie du récepteur, la réduisant a seulement 3 a 4 heures ; tandis que
des ligands antagonistes comme le Tamoxiféne exercent un effet stabilisateur (Wijayaratne
et McDonnell 2001). Ce renouvellement rapide dépend d'une polyubiquitination de la
protéine directement induite par 'E2 (Nirmala et Thampan 1995 ; Nawaz et al. 1999). Et, les
travaux pionniers de Nawaz et al. (1999) ont notamment démontré qu'un blocage du
protéasome par le MG132 (10 M) abolissait complétement la diminution d'ERa induite par

24 heures de traitement a I'E2 (107 M).

Cependant, nos observations a long terme (72h) sous traitement continu s'opposent a ces
conclusions historiques; une divergence qui pourrait s'explique par des différences
méthodologiques. D'une part, alors que notre étude s'appuie sur des lignées cellulaires de
cancer du sein exprimant nativement ERa, Nawaz et al. ont utilisé des cellules Hela
transfectées de maniére transitoire afin qu’elles surexpriment ERa. Ce systeme artificiel
déconnecte le gene ESRT de ses séquences régulatrices endogenes (situées parfois loin en
amont ou en aval du géne). D'autre part, la temporalité des protocoles différe : nos analyses
s'étendent sur 72 h contre 24 h dans I'étude de 1999. Enfin, pour pallier la forte cytotoxicité
du MG132, celui-ci n'a été appliqué que durant les deux derniéres heures de notre

protocole, la ol Nawaz et al. I'ont maintenu pendant I'intégralité des 24 h d'exposition.

Les effets de I'E2 continu versus pulsé sur I'activité transcriptionnelle d’ERa

Ainsi, aprés avoir mis en évidence |'accumulation d’ERa sous I'effet des traitements pulsés
et caractérisé les mécanismes traductionnels et de dégradation sous-jacents, il convient
désormais d'évaluer I'impact de cette dynamique sur l'activité transcriptionnelle du

récepteur.
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Pour ce faire, nous avons étudié l'induction de deux génes cibles d'ERa : PGR et GREBT, tant

au niveau de leurs ARNm que de leurs expressions protéiques.

Les résultats de RT-qPCR obtenus dans les cellules CAMA-1 (Figure 14), issus de trois
expériences indépendantes, suggérent une hausse globale mais non significative des
niveaux de transcripts de GREBT, et ce, en réponse aux deux cinétiques d’'exposition. En
revanche, I'induction de PGR ne semble s’'opérer qu’en condition de traitement continu. Ces
profils transcriptionnels s'accordent avec les analyses d’expression protéique réalisées en
parallele par Western Blot (Figure 15). Malgré I'absence d'induction de la transcription de
PGR, l'induction de la transcription de GREBT sous cinétique pulsée nous permet de

conclure quant a l'efficacité de I'activité transcriptionnelle dans les cellules CAMA-1.

Cette étude a également été menée de maniere préliminaire (n = 1) au sein de deux autres
lignées cellulaires ER+, les MCF-7 et les T-47D. Dans ces deux lignées, le traitement a I'E2
stimule l'expression des ARNm de PGR et GREBT1, indépendamment du mode
d’administration (Figure 16). Toutefois, I'ampleur de cette induction transcriptionnelle
s'avere trés hétérogene d'une lignée a l'autre. Par exemple, GREB1 et PGR semblent induits

de facon beaucoup plus importante dans la lignée MCF-7 que dans les deux autres lignées.

Ces disparités peuvent résulter de variations inter-lignées concernant les taux d'expression
basaux de ces genes. En effet, les profils quantifiés (Figure 23) permettent d'expliquer la
trés forte induction observée chez les MCF-7 puisque ces génes y sont initialement tres
faiblement exprimés & |'état basal. A 'opposé, les niveaux de PGR et GREB1 dans les cellules

T-47D sont beaucoup plus importants.

Cette absence de divergence transcriptionnelle entre les profils continus et pulsés au sein
des lignées MCF-7 et T-47D s'accorde avec les conclusions de Cavailles et al. (2002). Ces
auteurs ont démontré que les effets génomiques de I'E2 étaient équivalents sous exposition
pulsée ou continue, dés lors que |'exposition hormonale totale (concentration x temps)
restait constante. Cependant, ce choix expérimental introduit une différence
méthodologique majeure avec notre protocole. Dans leurs travaux, les cellules MCF-7
étaient soit exposées en continu a de I'E2 peu concentré (0,29 nM), soit soumises a un pulse

d'une heure a une concentration beaucoup plus élevée (7 nM). A l'inverse, dans notre
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approche, la concentration d'E2 (1 nM) est strictement identique entre les conditions

pulsées et les conditions continues.

En somme, |'évaluation de l'activité génomique d’ERa révele que la capacité du récepteur
a stimuler ses génes cibles est conservée sous I'effet des traitements pulsés d'E2. Bien que
I'amplitude et le profil d'induction varient selon la lignée cellulaire et le géne considéré,

comme l'illustre la réponse contrastée de PGR et GREB1 dans la lignée CAMA-1.
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Figure 23. Comparaison des niveaux basaux d’ARN messagers de PGR et GREB1 dans les différentes lignées de
cancer du sein ER+ : CAMA-1, T-47D et MCF-7. Les résultats sont normalisés par rapport a la moyenne géométrique de
deux contréles internes (GAPDH et TBP). Ces données sont issues d’'une seule expérience, n = 2 réplicats techniques. Par

conséquent, aucun test statistique n'a pu étre réalisé.
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES

En conclusion, nos travaux démontrent qu’une cinétique d’'exposition pulsée d'cestradiol
permet d'induire une hausse de l'expression d'ERa. L'exploration des mécanismes
moléculaires responsables de cette modulation du récepteur nous a conduits a la
conclusion d'une double régulation post-transcriptionnelle. D'une part, I'augmentation de
I'expression d'ERa proviendrait d’'une hausse de la traduction des transcripts d’ESRT,
comme le révéle I'abolition de ce profil en présence de cycloheximide. D'autre part, la
dégradation protéasomale semble également jouer un réle dans la modulation des niveaux

protéiques d'ERa sous exposition pulsée d'E2.

Sur le plan fonctionnel, les pools d'ERa accumulés en réponse a une cinétique d’exposition
pulsée conservent pleinement leur activité transcriptionnelle. L'induction des génes cibles
PGR et GREB1 s'opeére de maniére équivalente entre les deux cinétiques d’administration,
bien que I'amplitude de la réponse soit dépendante des niveaux basaux propres a chaque

lignée cellulaire.

Ces résultats ouvrent plusieurs axes de recherche complémentaires, structurés selon trois

échelons de validation :

e Consolidation des résultats: Bien que certaines tendances intéressantes se
dégagent, certaines manipulations n‘ont pu étre réalisées en trois réplicats
indépendants (notamment celle avec le MG132). Ainsi, la réalisation de réplicats
biologiques supplémentaires est indispensable pour consolider statistiquement le
role du protéasome. Par ailleurs, I'exploration des mécanismes moléculaires
impliqués dans la modulation de I'expression d’'ERa par les inhibiteurs n'a été
réalisée que dans les cellules T-47D. Il serait donc utile d'étendre ces protocoles aux
autres lignées de cancer du sein ER+ afin de vérifier si les mécanismes de traduction
et de dégradation identifiés y sont conservés.

o Elargissement du modéle expérimental : Afin de généraliser nos observations a
d'autres profils tumoraux, |'étude pourrait étre étendue a d'autres lignées
mammaires ER+, telles que les cellules ZR-75-1. Sur le plan pharmacologique, le

recours a des molécules plus spécifiques que le MG132, comme la lactacystine,
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permettrait d'affiner I'analyse de la clairance d’ERa. Enfin, I'évaluation des effets
d'autres types d'cestrogénes (estrone, cestriol) permettrait de déterminer si cette
dynamique d'accumulation est propre a |'cestradiol (E2).

Ouvertures mécanistiques et alternatives méthodologiques : Pour caractériser
précisément la signalisation impliquée, I'usage de la rapamycine permettrait de
tester si l'activation traductionnelle dépend de la voie non génomique
PI3K/Akt/mTORC1. En paralléle, I'emploi de chloroquine servirait a explorer la
contribution éventuelle d'autres voies cataboliques comme |'autophagie ou la
dégradation lysosomale. Enfin, transposer |'utilisation d'cestrogénes exogénes a
I'échelle de l'organisme humain se heurte a des limites majeures en raison des
risques systémiques cardiovasculaires et oncologiques bien documentés chez les
patientes (Zhang et al. 2021). Une alternative méthodologique a leur utilisation
consisterait a s'affranchir de toute stimulation hormonale en ayant recours a des
stratégies de transfection pour induire 'expression d’ERa. A terme, 'application de
ces cinétiques d'exposition pulsées sur des modeéles cellulaires ER+ résistants aux
traitements endocriniens constitueraient également une étape clé pour évaluer leur

potentiel de resensibilisation aux hormonothérapies.
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ANNEXES :

Annexe 1. Composition des solutions utiles a la réalisation d'un Western Blot

Solution

Tampon Tris 1,5 M pH 8,8
(250 mL)

Tampon Tris 0,5 M pH 6,8
(250mL)

SDS 10% (50 mL)

Loading Buffer 5X (10 mL)

Tampon de migration 10X (1L)

Tampon de transfert 5X (1L)

Tampon de lavage 10X (1L)

Composition

45,43g de Tris

15,14g de Tris

5g de SDS

6,25 mL de Tris 0,5 M pH 6,8

1g de SDS

12,5 mg de Bleu de
Bromophénol

2,5 mL de Glycérol

1,25 mL de B-
mercaptoéthanol

30g de Tris

1449 de Glycine

10g de SDS

15g de Tris
72g de Glycine
30g de Tris

87,7g de NaCl

10 mL de Tween-20

Référence

#2449.2 ;: Carl Roth ; 299 %

#2449.2 ;: Carl Roth ; 299 %

#1.13760.1000 ; Merck
Millipore

/

#1.13760.1000 ; Merck
Millipore

#15375 ; Serva

#7530.1 ; Carl Roth ; =2 98 %

#M3148-100ML ; Sigma ; 99 %

#2449.2 ;: Carl Roth ; 299 %
#HNO7.3 ; Carl Roth ; = 99 %

#1.13760.1000 ; Merck
Millipore

#2449.2 ;: Carl Roth ; 299 %
#HNO7.3 ; Carl Roth ; = 99 %
#2449.2 ;: Carl Roth ; 299 %
#P029.2 ; Carl Roth ; 2 99 %

#8.22184.0500 ; Sigma-
Aldrich
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Annexe 2. Composition des gels de polyacrylamide en fonction de leur concentration en
acrylamide

4% d'acrylamide = 8% d'acrylamide = 10% d’acrylamide

H20 désionisée 6,4 mL 7,9 mL 7,14 mL
Tris 1,5 M pH 8,8 / 3,75 mL 3,75 mL
Tris 0,5M pH 6,8 2,5mL / /
Acryl 40% 37.5 : 1
#10681.01 ; Serva 1,04 mL 31 mt 3,9 mL
SDS 10% 100 pL 150 L 150 L
APS 100 mg/mL.
#A3678 ; Sigma 100 L 75ub 7Sut
N, N, N, N'-
Tétraméthyléthylénediamine
(TEMED)
10 uL 5puL 5puL
#420581000 ; g’ H H

ThermoScientific ; 99%

Annexe 3. Anticorps primaires utilisés

Cible Dilution Espéce Référence
ERa 1/1000, lait 5% Lapin anti-humain Cell Signaling #8644
PR b 1/1000, BSA 5% Lapin anti-humain Cell Signaling #3157
GREB1 1/1000, lait 5% Lapin anti-humain Millipore MABS62
GAPDH 1/10 000, lait 5% Souris anti-humain Chemicon MAB474

Annexe 4. Anticorps secondaires utilisés

Cible Dilution Espéce Référence
Anti-souris couplé a la o . . Cell Signaling

HRP 1/2000, lait 5% Cheval anti-souris 47076
Anti-lapin couplé a la o . & et Cell Signaling

HRP 1/2000, lait 5% Chévre anti-lapin 47074
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Annexe 5. Composition du mix PCR, pour un puit (10 uL)

Réactifs Volume

H.O RNAse free 2,8 uL
Primer sens (20 pM) 0,6 pL
Primer anti-sens (20 uM) 0,6 pL
FastStart Universal SYBR Green
Master (ROX)
6L
(#4913914001, Roche
Allemagne)
Annexe 6. Amorces spécifiques
Géne Amorce sens (5'-3")
ESR1 GCT-TAC-TGA-CCA-ACC-TGG-CAG
PGR GGC-ATG-GTC-CTT-GGA-GGT

GREB1 TTG-TTC-CAG-TTC-CCT-CTT-CC

GAPDH ACC-CAC-TCC-TCC-ACC-TTT-GAC

TBP GAC-TCC-CAT-GAC-CCC-CAT

Concentration finale

1,2 uM

1,2 uM

1x

Amorce anti-sens (3'-5’)

GGA-TCT-CTA-GCC-AGG-CAC-ATT-C

CCA-CTG-GCT-GTG-GGA-GAG

GGG-GTG-ATC-AGA-AGG-TGG-T

ACC-CTG-TTG-CTG-TAG-CCA-AAT-T

CAA-CCA-AGA-TTC-ACT-GTG-GAT-AC
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