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RESUME

L’hexachlorobenzéne (HCB) est un cancérigéne épigénétique largement répandu dans
I’environnement. II a été¢ démontré qu’une exposition de cing jours 4 ’HCB rend les rats
femelles plus susceptibles au développement de tumeurs hépatiques que les males, suite a
I’injection d’un initiateur de tumeurs 95 jours plus tard. Les cancérigénes épigénétiques
peuvent favoriser le développement de tumeurs en inhibant les interactions
intercellulaires. Les jonctions adhérentes sont impliquées dans I’interaction entre les
cellules et dans la signalisation intracellulaire. Elles sont formées d’un complexe de
protéines cytoplasmiques lié & une famille de protéines transmembranaires, les
cadhérines. Les jonctions lacunaires permettent la communication directe entre des
cellules adjacentes. Elles sont formées de canaux cylindriques, composés par une famille
de protéines appelées connexines.

Des travaux antérieurs ont démontré que I’HCB inhibe la communication
intercellulaire par les jonctions lacunaires et I’expression des connexines hépatiques
uniquement chez les femelles traitées 4 I’"HCB. Aucune diminution n’a été détectée chez
les males. Un dimorphisme sexuel a aussi été observé au niveau des connexines
hépatiques chez le rat : les males ont des niveaux basaux de connexine 32 plus élevés que
les femelles, mais des niveaux de connexine 26 plus bas.

L’objectif principal de ce projet était de déterminer les mécanismes de régulation
hépatique de la connexine 32 chez les rats, plus particulierement chez les femelles
exposées 4 ’HCB. Cet objectif comportait trois volets : (1) déterminer si ’expression de
la E-cadhérine est inhibée chez les femelles traitées a I’HCB, et si cette inhibition est due
a une activation de la voie de signalisation de la kinase liée aux intégrines (« Integrin-
Linked kinase », ILK), une voie reconnue pour réguler la E-cadhérine ; (2) confirmer, a
’aide d’un modele in vitro I’implication de la voie de ’ILK dans la régulation de la E-
cadhérine et de la connexine 32 ; et (3) caractériser la régulation transcriptionnelle de la
connexine 32 en étudiant la liaison des facteurs de transcription sur son promoteur, lors
de I’exposition a I’HCB et au niveau basal.

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont démontré qu’une exposition a

PHCB active la voie de signalisation de I’ILK chez les femelles, mais pas chez les méles.
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Cette activation résulte en I’inactivation de la GSK3p, ce qui diminue I’expression de la
E-cadhérine. Parallélement, I’ILK active la protéine Akt, qui transloque dans le noyau et
inhibe I’expression de la connexine 32 en diminuant la liaison d’un facteur de
transcription sur son promoteur. La liaison d’un autre facteur de transcription est
également inhibée ; ce facteur se lie dans la séquence basale du promoteur et est
également impliqué dans le dimorphisme sexuel basal dans I’expression de la connexine
32 hépatique. L’inhibition de la liaison de ces deux facteurs améne une baisse de
I’expression de la connexine 32.

Globalement, en activant une seule voie de transcription I"’HCB prédispose les rats
femelles au développement de tumeurs hépatiques en inhibant & la fois les jonctions
lacunaires, via une inhibition de la connexine 32, et les jonctions adhérentes, via une
inhibition de la E-cadhérine. Ces travaux proposent une donc une voie de signalisation,
allant du cytoplasme de la cellule jusqu’a une action nucléaire, pouvant expliquer la
baisse des interactions cellule-cellule via une inhibition concomitante des jonctions
lacunaires et adhérentes. Etant donné que I’activation de la voie de I’ILK est un
événement courant dans la cancérogenése et que I’inhibition des interactions
intercellulaires 1’est également, ce mécanisme pourrait étre présent lors de la

cancérogenése dans d’autres tissus que le foie.

|

( {i';;i;e-lle Plaﬁte , O
e =

Michel Charbonneau Daniel G.Cyrb

|




REMERCIEMENTS

En premier lieu, je tiens a remercier mes directeurs de recherche :
- Michel Charbonneau, pour son éternel positivisme, pour ses encouragements et
pour sa confiance.
- Daniel G.Cyr, pour m’avoir transmis sa passion pour la science, pour sa
disponibilité et pour sa confiance.
Merci 4 vous deux d’avoir cru en moi, dans les bons comme dans les moins bons
moments. Merci pour m’avoir guidé lors de ces années qui resteront gravées dans ma
mémoire. Merci pour cet enseignement que j’espére pouvoir transmettre aussi bien dans

quelques années. J’espére pouvoir vous cotoyer encore dans les années a venir..!

Merci 4 Guylaine Lassonde, technicienne du Dr Charbonneau, pour ces conseils, pour son

aide, mais surtout pour sa grande amitié. Je vais m’ennuyer de toi !

Merci a Julie Dufresne, assistante de recherche du Dr Cyr, pour son enseignement, sa

passion et son expertise. Merci surtout pour ton amitié.

Merci & Mary Gregory, assistante de recherche du Dr Cyr, pour ses conseils, son aide et
son chocolat ! Dis merci & Caroline pour m’avoir diverti grace & ses livres lors de mes

(quelques) temps libres.

Merci pour leur aide et leur amitiés a tous mes collégues de laboratoires au fil des années
(désolée, la liste est trop longue pour tous vous nommer, mais vous vous connaissez D,
plus particulierement, & Noél et 2 Benjamin pour avoir égayer mes derniéres années, a

Robert, Stéphane et Jean-Marc, pour leurs conseils « de grands ».

Merci 4 mes amis des autres laboratoires pour ces belles années. Un merci tout spécial a

Martin pour sa confiance, ses conseils et ses BD.



VI

Merci 4 ma famille, mon pére Roger, ma mére Nicole et mon grand frére Jean-Frangois
pour leurs encouragements et leur amour. Merci pour votre soutient moral dans mes

moments de doutes. Merci aussi 2 Michelle pour son enthousiasme et son soutient moral.

Finalement, merci a Frédéric pour ton amour, ta grande patience, tes encouragements,
mais surtout pour étre 13 dans les bons et les moins bon moments. Garde confiance, je

vais arréter d’aller & 1’école un jour !



V11

TABLE DES MATIERES

RESUME ...ttt sttt st s e e e s s s s 11
REMERCIEMENTS ....veiiuimimiririrunuinererintnsesesssenssssesesesesesssssssssssesessssssssosessssmssssonsssans v
TABLE DES MATIERES ......ccvetetiiiirenesesenencsesssssesesssesesesesesessssessssssssssscscsenenesesens VIl
LISTE DES ABREVIATIONS.....c.ccretimemrerenesrenntasesesssesssessssssssssssssssessssessssssessssssnenns XI
LISTE DES FIGURES........ccouiietrtreememeiteestssenssesssnssssesesesesssssssessssssssssssssosososssensassens XIII
INTRODUCTION .....cviiiiiiniiiieenccnesenieseesasssesssesesesese s st se s sssesssesosesessonenessees 1
PREMIERE PARTIE : REVUE DE LA LITTERATURE .....vvvevvvieisieieccecacnesesesensesnsssnsesens 3
PREMIERE PARTIE, SECTION 1 : LES JONCTIONS LACUNAIRES .......ccoveererererereererrennns 7
1. LES JONCTIONS LACUNAIRES ......covvvrtrirenrersereraresenesesesesesesssesssssssssssssncscsenenssesensans 7
1.1. Le rdle de la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires.....7
1.2, Structure des connexines et des jonctions lacunaires...........c..ooeeveeeeveeeveennn. 8
1.3. Importance de la connexine 32 dans le foi€............coovueeeveciererirereeerennnnen. 15
1.4. Régulation des connexines et 1a connexing 32............ccouvveveveeeemeereerseerernnnns 16
1.4.1. Séquengage du géne et du promoteur de connexine 32....................... 18
1.4.2. Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation................... 21

1.5.  Importance des jonctions lacunaires dans la cancérogenése.................. 23
1.6. Interactions entre les jonctions lacunaires et les jonctions adhérentes ......25
PREMIERE PARTIE, SECTION 2 : LES JONCTIONS ADHERENTES........c.vveceerereremereneenns 28
2. LES JONCTIONS ADHERENTES .....cccotetrtruiuererennnneserssesesensnnnsesesssesesssssosssossseensons 29
2.1. Le role et la structure des jonctions adhérentes ...........o.ceveveveevereveeeeeeerennns 29
2.2. Importance des jonctions adhérentes dans la cancérogenése..................... 31

2.3. Implication de la voie de I'ILK dans la régulation de I’expression de E-

CAANETINE ...ttt s eeeesee et eesaeessaaasesesssesseessesansesssssssesssesse s sesesees 31



Vill

2.3.1. Implication de la voie dans la cancérogenese ..........c.ccevevvveeeneeiencenes 32
2.3.2. Description de la voie de signalisation............ccoceeveeieiiiniiiiininncne. 34
2.3.4. Le role de la Glycogéne Synthétase kinase-3f........ccooeeuemvrinierreennne. 36

2.4. Définition de ]a cancérogengse. ........cooeveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaieaen 35
PREMIERE PARTIE, SECTION 3 : L’HEXACHLOROBENZENE .......cocceeerinenericienennes 41
3. L HEXACHLOROBENZENE ....ccceeeteeruienteeienntestestesssesseessessnessssssnsssesssessnessesnsssess 41
3.1. Définition et caractéristiques de I’hexachlorobenzeéne.............ccooverierenennnns 41
3.2. Utilisation, sources d’émission et distribution environnementale.............. 41
3.3. Dose journaliére d’eXpOSItion ........cccoccvieirureririenieieenienteine e eesseseenens 42

3.4. Politiques gouvernementales concernant 1’hexachlorobenzéne au Canada 42

3.5. Evidences de la cancérogenése due a I’hexachlorobenzéne............c.ccun.. 42
3.6. Les effets de I’hexachlorobenzéne sur les jonctions lacunaires............... 43
3.6.1 Le protocole ABC ......c.coiiiiiniinininiiecicinteteisssesesnsssseesesseesnnas 43
3.6.2. Inhibition des jonctions lacunaires par I’hexachlorobenzéne ............. 46
HYPOTHESE DE RECHERCHE .....ccveotrerereneeniestistssiosinnisiessiesssssssessessessassessnsassasssas 48
SECONDE PARTIE : ARTICLES ....cueeriieiirrenninininiessnesneisieiinssessssssesssssssssnsssessassess 51

SECONDE PARTIE, SECTION 1: INVOLVEMENT OF THE INTEGRIN-LINKED KINASE
PATHWAY IN HEXACHLOROBENZENE-INDUCED GENDER-SPECIFIC RAT

HEPATOCARCINOGENESIS. ...uetiievreeereeirissseesssreressesssssasesssesessasessssssssonsesssessssussssnnns 53
1.1. Résumé frangais de 1’article ..........coovvvniininininiiiirieneene e 53
1.2. Contribution de Iétudiante............cccoevvuveeeerrrerriciniereeesesrnreeesessssesessanesssnne 54

SECONDE PARTIE, SECTION 2: ACTIVATION OF THE INTEGRIN-LINKED KINASE

PATHWAY DOWN-REGULATES HEPATIC CONNEXIN32 VIA NUCLEAR AKT .....ccecev. 67
2.1. Résumé frangais de 1’article .........ceoveevcreviininnininniniiniiiniieneneeeneeenenns 67
2.2. Contribution de PPEtUdIAntE. ..........ceveeveierrccceirisiscessssessseraresesesarasasasessnse 68

SECONDE PARTIE, SECTION 3: SEXUAL DIMORPHISM IN THE TRANSCRIPTIONAL
REGULATION OF LIVER CONNEXIN32 IN HEXACHLOROBENZENE-TREATED RATS.. 103
3.1. Résumé frangais de 1’article ..........ceccevereinuerunsinininiiiniiniennneneeesssnenes 103

3.2. Contribution de I’tUGIAnte........eeeeeeeeiireeereeetiireessisreeteseeetsesessssssaneseresssans 104



1X

TROISIEME PARTIE: DISCUSSION ET CONCLUSIONS......oeeeueeeeeeeeeeeeeesesseesseesssssnsos 143

Mécanisme de I’hépatocancérogenése induite par I’HCB chez les rats

FEMEIIES ...ttt 145
La voie de I'ILK et 1a cancérogenése............ccouvueeerereeereereeerereesncecnesesesnereneas 148
Importance du mécanisme présenté dans la législation concernant 'HCB...... 149
Avenues thérapeutiques impliquant la voie de PILK .........c.ccooeevvrvrreerrennennn. 150
Perspectives d’études découlant de ces résultats .............c.eevevveeeereirnecreennnne 152
Les récepteurs impliqués dans I’activation de la voie de I'ILK par ’HCB.153
Le role de Snail dans I’inhibition de la E-cadhérine...........cccoceevevrennenee. 154
Identification des facteurs de transcription............ccoeeveveveveveercneeeceeenencnnn. 155
L’implication de 1a connexing 26 ...........cccceeeeeereerevinreneeenneeeresrenessessennenens 157
Conclusion GENETalE.............cceeevirireririeverinieree e 158
CONTRIBUTION A L’ AVANCEMENT DES CONNAISSANCES .....cueuevererererererenesnnenenens 159

BIBLIOGRAPHIE .....uvttiiieteeeeieiieteeeieeeeeeeaesesessssseesesnssessasssssessssssesssssssssssssssssssssnnses 161






XI

LISTE DES ABREVIATIONS

ARN
AMP
ADP
ATP
BPC

CL

CT
Cx26 KO
Cx32 KO
DEN

El et E2
EAF
EGF
EHEN
EMSA
EMT
GSK3p
HCB
HNF-1
ILK
KDa

M1 aM4
MAPK

mp

NF-1
NT

Acide ribonucléotique messager

Adénosine monophosphate

Adénosine diphosphate

Adénosine triphosphate

Biphényls polychlorés

Domaine cytoplasmique en boucle des connexines
Extrémités C-terminale des protéines

Déficience en connexine 26

Déficience en connexine 32

Diéthylnitrosamine

Domaines extracellulaires en boucle des connexines
Foyers prénéoplastiques

Facteur de croissance épithélial
N-éthyl-N-hydroxyéthylnitrosamine
Electrophoresis Mobility Shift Assay

Transition épithéliale-mésenchymale

Glycogene synthétase kinase-3f
Hexachlorobenzéne

Hepatocyte Nuclear Factor-1

Kinase liée aux intégrines

kiloDalton

Domaines transmembranaires en hélice-a des connexines
Mitogen-Activated Protein Kinase

«maping point», localisation sur le géne a partir du site
d’initiation de la transcription

Nuclear factor-1

Extrémité N-terminale des protéines



PKA
PKC
Ser473
siRNA
Thr308
VEGF
WT

X1

Protéine kinase A

Protéine kinase C

Sérine 473

Small interference RNA, ARN d’interférence
Thréonine 308

Facteur de croissance épithéliale vasculaire

Wildtype, de type sauvage



X1

LISTES DES FIGURES ET DES TABLEAUX

Figure 1 :

Figure 2 :

Figure 3 :

Figure 4 :

Figure 5 :

Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10

Tableau 1:

LISTE DES FIGURES

Mod¢le représentant la structure conservée des connexines

Mod¢le représentant la structure des jonctions lacunaires

Représentation des différents types de connexines selon le type

de connexines présentes dans un tissu

Représentation schématique de la structure du géne de la

connexine

Séquence du promoteur de la connexine 32 actif dans le foie

de rat adulte

Schéma de la jonction adhérente

Activation de la voie de ’'ILK

Role de GSK3p lorsque la voie de I’ILK est inactive

Protocole ABC utilisé pour I’étude des effets de
Phexachlorobenzéne sur les jonctions lacunaires et sur

Phépatocancérogenése

: Mécanisme d’action de I’hexachlorobenzéne dans le foie des

rats femelles

LISTE DES TABLEAUX

: Distribution des connexines dans les différents tissus chez le

rat

10

12

14

20

22

30

33

38

45

147






INTRODUCTION

L’hexachlorobenzéne (HCB), un polluant environnemental, est un cancérigéne
épigénétique. 11 a été démontré qu’une exposition & 'HCB rend les femelles plus
susceptibles que les maéles au développement de tumeurs hépatiques (Larouche, 1993;
Rizzardini et Smith, 1982). Une modulation des interactions cellule-cellule est un
mécanisme utilisé par les cancérigénes épigénétiques afin de promouvoir la formation de
tumeurs (Ruch et Trosko, 2001).

Les jonctions lacunaires permettent une communication directe entre des cellules
adjacentes. Elles sont composées de quelques-uns jusqu’a des milliers de canaux
cylindriques, formés d’une famille de protéines appelées connexines (Laird, 1996). Les
jonctions lacunaires permettent le passage direct de petites molécules (<1 KDa), incluant
les ions et les messagers secondaires, d’une cellule a I’autre. Par leurs fonctions, elles
participent au maintient de I’homéostasie dans les tissus et a4 la coordination de
I’épithélium. Une inhibition de la communication intercellulaire par les jonctions
lacunaires et une mauvaise expression des connexines ont toutes deux été associées a la
cancérogenése (Chipman et al., 2003).

Des résultats antérieurs chez le rat ont démontré qu’une exposition de cing jours a
PHCB inhibe la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires dans le foie 95
jours suivant ’exposition chez les femelles exposées (Plante et al., 2002). Cette baisse de
la communication est précédée d’une inhibition des connexines hépatiques au jour 50, et
ce, uniquement chez les femelles, les méles ne présentant aucune modification tant au
niveau des connexines ou de la communication intercellulaire. Par contre, ces travaux ont
démontré que les niveaux hépatiques basaux de connexines présentent un dimorphisme
sexuel : les méles ont plus de connexine 32 que les femelles, mais moins de connexine 26.
Cependant, les mécanismes contrélant la régulation basale des connexines et impliqués
dans le dimorphisme sexuel ou menant a une baisse de leur expression suite & une
exposition a des substances épigénétiques sont trés peu connus.

Une inhibition des protéines formant les jonctions adhérentes a également été
associée a la cancérogeneése (Van Aken et al., 2001; Conacci-Sorrell et al., 2002). Plus

particuli¢rement, une baisse de I’expression de la E-cadhérine est un événement important



dans le processus de la formation des tumeurs. Il a été démontré que les jonctions
adhérentes et les jonctions lacunaires sont étroitement reliées (Wang et Rose, 1997,
Meyer et al., 1992). Plus particuliérement, les connexines et les cadhérines sont souvent
inhibées de fagon concomitante dans les tumeurs, suggérant des mécanismes communs de
régulation.

L’objectif principal de cette étude était de déterminer les mécanismes de
régulation hépatique de la connexine 32 chez les rats, plus particuliérement chez les
femelles exposées 4 ’HCB. Cet objectif comportait trois volets : (1) déterminer si
’expression de la E-cadhérine est inhibée chez les femelles traitées a I'HCB, et si cette
inhibition est due a une activation de la voie de signalisation de la kinase liée aux
intégrines (« Integrin-Linked kinase », ILK), une voie reconnue pour réguler la E-
cadhérine ; (2) confirmer, a ’aide d’un modéle in vitro I’implication de la voie de I'ILK
dans la régulation de la E-cadhérine et de la connexine 32; et (3) caractériser la
régulation transcriptionnelle de la connexine 32 en étudiant la liaison des facteurs de
transcription sur son promoteur, lors de I’exposition a I’HCB et au niveau basal. Les
expériences réalisées afin de répondre a ces questions ont été réalisées soit in vivo avec
des rats males et femelles exposés a I’'HCB, soit in vitro a I’aide d’une lignée cellulaire
d’hépatocytes de rats.

La premiére partie de cette thése est une revue de la littérature abordant les grands
thémes de ce projet. La premiére section présente les caractéristiques et les fonctions des
jonctions lacunaires. Un intérét particulier est porté a la connexine 32 puisque la majeure
partie des travaux y est consacrée, de par son importance dans la cancérogenese
hépatique. Cette premiére section permettra au lecteur de se familiariser avec les
jonctions lacunaires et de comprendre leur implication dans le processus de
cancérogenése. Par la suite, la deuxiéme section est un sommaire des connaissances
concernant les jonctions adhérentes : leur structure, leurs fonctions et également leur
implication dans la cancérogenése. Le réle de la voie de I’'ILK dans la régulation de la E-
cadhérine y est également abordé. Finalement, la derni¢re section de cette revue de la
littérature a pour sujet ’HCB. Cette bréve introduction permettra de mieux comprendre

la législation entourant son utilisation et les impacts d’une exposition. Les résultats



antérieurs sur les effets de I’HCB sur la communication intercellulaire et les connexines y
sont également résumés.

La deuxiéme partie de cette thése est constituée des trois manuscrits rédigés a
partir des résultats obtenus dans le cadre de ce projet de doctorat. Le premier a été publié
dans la revue « Toxicological Sciences » en 2005. Le deuxiéme manuscrit a été accepté
pour publication dans la revue « Carcinogenesis », tandis que le troisiéme le sera soumis
sous peu.

Finalement, la troisiéme partie de ce document présente une discussion sur des
sujets n’ayant pas été abordés préalablement et les conclusions générales de ce projet. La

contribution des présents travaux aux domaines de recherche de la cancérogenése

environnementale et des jonctions intercellulaires y est également soulignée.






PREMIERE PARTIE
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PREMIERE PARTIE, SECTION 1 : LES JONCTIONS LACUNAIRES

1. Les jonctions lacunaires

1.1. Le role de la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires

Les jonctions lacunaires, aussi connues sous leur nom anglais « Gap Junctions », sont
présentes a la membrane plasmique de presque tous les types de cellules. Elles ont été
observées pour la premiére fois vers la fin des années 50 chez les grenouilles et I’humain
(Robertson, 1957). Quelques années plus tard, il a été suggéré que ces structures
pouvaient étre spécialisées dans la communication intercellulaire, par 1’observation de
molécules voyageant entre des cellules adjacentes (Kanno et Loewenstein, 1964; Simpson
et al., 1977). Il est maintenant confirmé que le réle principal des jonctions lacunaires est
de coordonner la communication intercellulaire et la réponse tissulaire dans les tissus lors
de différents processus (Giepmans, 2004; Krutovskikh et Yamasaki, 1997; Trosko et
Ruch, 1998). Par exemple, elles permettent : (1) la transmission rapide des potentiels
d’action dans le cceur et les tissus neuraux; (2) la diffusion de métabolites et de
nutriments, tel que les nucléotides et le glucose, entre les cellules adjacentes; (3) la
propagation de messagers secondaires, comme le calcium, I’inositol-triphosphate et les
nucléotides cycliques, qui peuvent étre impliqués dans 1’apoptose, la transcription
génique et le contréle de la croissance; (4) la régulation du développement embryonnaire
en dispersant les signaux morphologiques et en défendant les barriéres des compartiments
en développement; (5) I’élimination de dérivés métaboliques non désirés, facilitée par un
gradient de lintérieur du tissus vers le systéme vasculaire pour I’excrétion. Par ces
fonctions, les jonctions lacunaires sont donc fortement reliées 4 I’homéostasie des tissus.
Ainsi, un dysfonctionnement des jonctions lacunaires dans un tissu a des conséquences
non négligeables sur le contrdle de la prolifération cellulaire, sur I’apoptose et sur le
fonctionnement normal du tissu. D’ailleurs, plusieurs maladies humaines ont été associées
a des mutations au niveau des connexines, les protéines qui composent les jonctions
lacunaires (Richard, 2003). Par exemple, des mutations de la connexine 32, composante
majeure des jonctions lacunaires dans le foie, mais également présente dans les cellules

de Schwann du syst¢me nerveux, ont été associées a une dégénération neurologique



appelée la maladie Charcot-Marie-Tooth (Abrams et al, 2000). La dysplasie
oculodentodigitale, se manifestant par des malformations des os, a été associée, quant a
elle, a différentes mutations du géne de la connexine 43 (Roscoe et al., 2005). Des
mutations du géne codant pour la connexine 26 sont responsables de problémes
d’audition et de surdité (White, 2000; Lefebvre et Van De Water, 2000). Ce ne sont que
quelques exemples de pathologies reliés aux connexines; plusieurs autres maladies reliées
4 une déficience des jonctions lacunaires ont aussi été identifiées. Depuis quelques
années, |’utilisation de souris déficientes (souris « knockout ») ou de techniques in vitro
ont grandement facilité la compréhension de ces problémes en permettant I’étude de la
structure des jonctions lacunaires, de celle des connexines qui les forment, de leur

assemblage et du contrdle de leurs fonctions.

1.2. Structure des connexines et des jonctions lacunaires

Les jonctions lacunaires sont formées a partir d’une famille de protéines
transmembranaires, les connexines. Ces protéines sont hautement conservées dans
’évolution et sont classées selon leur poids moléculaire. La premiére connexine clonée a
été la connexine 32, la connexine la plus importante de par son abondance dans le foie
(Kumar et Gilula, 1986; Paul, 1986; Zhang et Nicholson, 1989). Chez I’humain et les
rongeurs, 21 connexines différentes ont maintenant été clonées et séquencées. Les
connexines présentes sont différentes d’un tissu & 1’autre; dans un tissu, généralement
deux ou trois types de connexines sont exprimés (Tableau 1). Chaque connexine est
régulée de fagon indépendante tant au niveau transcriptionnel, traductionnel que post-
traductionnel, ainsi que lors de sa dégradation (Laird, 2005; Cruciani et Mikalsen, 2002).
Malgré cette grande diversité au niveau des tissus et de leur expression, la structure des

connexines demeure semblable d’un type & I’autre et d’une espéce a I’autre.



Tableau 1 : Distribution des connexines dans les tissus chez le rat

Type de Tissu Référence
connexine
Cx26 foie, glande mammaire, intestin, |Lautermannetal, 1998 ; Lee et Rhee,
ancré 2nididyme. cochlé 1998 ; Monaghan et al., 1996 ; Pozzi
pancreas, cpididyme, X ce, etal., 1995 ; Kuraoka et al., 1993; Lee
placenta, peau, rein et al., 1992; Dufresne et al., 2003
Cx29 cerveau, systéme nerveux Eiberger et al., 2006
Cx30 cerveau, peau, cochlée Nagy et al., 1999 ; Dahl et al., 1996 ;
Lautermann et al., 1999 ; Goliger et
Paul, 1994
Cx30.2 2 Oyamada et al., 2005
Cx30.3 rein, peau Tucker et Barajas, 1994 ; Hennemann
et al., 1992
Cx31 rein, peau, placenta Tucker et Barajas, 1994
Cx31.1 peau, épithélium Budunova et al.,, 1996 ; Goliger et
Paul, 1994 ; Hennemann et al., 1992a
Cx32 glande mammaire, foie, systéme | Munari-Silem, 1996 ; Pozzietal,
nerveux. pancréas. thyroide. rein 1995 ; Krutovskikh et al., 1995 ;
CIVEuX, pancreas, thyroide, rein, | zp..0 e Nicholson, 1994, 1989 -
épididyme Kuraoka et al., 1993 ; green et al.,
1996 ; Dufresne et al., 2003
Cx33 testicule Tan et al., 1996
Cx36 oeil, systéme nerveux central Al Ubaidi et ali’ 2:’3392 Belluardo et
al.,
Cx37 ceeur, endothélium, estomac, Haefliger et al., 2000; Chang et al.,
testicul . 1996 ; Goliger et Paul, 1994 ; Reed et
esticule, ovaire, peau, poumon al., 1993 ; Willecke et al., 1991
Cx39? muscles Cruciani et Mikalsen, 2006 ; von
Maltzahn et al., 2004
Cx40 ceeur, endothélium, muscles lisses, | Beckeretal., 1998 ; Groenewegen et
al,, 1998 ; Little et al. ,1995
poumon
Cx43 cceur, endothélium, ceil, cellules ]9C9Y6f et I\:L, '9_93,; MO;';ggga" lf‘ al,
. . . T ; Munari-Silem, 5 Pozzi et
immunitaires, épididyme, glande | ), 905" Goliger et Paul, 1994
mammaire, ovaire, utérus, Butterweck et al., 1994
pancréas, thyroide, peau
Cx45 cerveau (embryonnaire)’ coeur, Davis et al., 1995 ; Butterweck et al.,
intestin. rein. boumon. peau 1994 ; Hennemann et al., 1992b ;
intesun, rem, p » P Willecke et al., 1991
Cx46 ceeur, rein, lentille de I’ceil Hopperstad et al., 2000 ; Davis et al.,
1995 ; Rup et al., 1993
Cx47 cerveau, moelle épiniére Kleopaet al., 2(2)88 ; Teubner et al.,
1
Cx50 ceeur, lentille de I’ceil Hopperstad et al., 2000 ; Zampighi et
al., 1999 ; White et al., 1992
Cx57 Peau, cceur, rein, testicule, ovaire, Manthey et al., 1999

intestin

a : Bien que la connexine 39 a été identifée chez ’humain et la souris; la séquence chez le rat est partielle

pour I’instant.

Tableau inspiré de Cyr, Pillet et Nicholas., 2001
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Les connexines sont des protéines transmembranaires en forme de « M », possédant
deux domaines extracellulaires en boucles (E1 et E2), un domaine cytoplasmique en
boucle (CL), deux queues cytoplasmiques, la C-terminale et la N-terminale (NT et CT),
et quatre domaines transmembranaires traversant la membrane en rangées paralleles (M1
4 M4) (Figure 1) (Sosinsky et Nicholson, 2005). La C-terminale varie d’une connexine a
I’autre, tant au niveau de la séquence qu’au niveau de sa longueur. En général, plus la

queue C-terminale est longue, plus le poids moléculaire de la protéine est élevé.

Figure 1: Modéle représentant la structure conservée des connexines

Les connexines sont composées de quatre domaines transmembranaires en hélice a (M1 a
M4), reliés entre eux par deux boucles extracellulaires (E1 et E2) et une boucle intracellulaire
(CT). Les régions N-terminale (NT) et C-terminale (CT) se retrouvent du c6té cytoplasmique.




Les jonctions lacunaires sont en fait un regroupement de pores aqueux
cylindriques, constitués de connexines (Laird, 1996). Chacun des canaux est formé par
deux structures hexamériques, les connexons, composées eux-mémes par six connexines
provenant de chacune des cellules adjacentes (Figure 2). Les connexines se regroupent en
connexon dans I’appareil de Golgi ou dans le reticulum endoplasmique, selon le type de
connexines (Laird, 1996; Laird, 2005). Les connexons sont par la suite amenés a la
membrane, soit par des vésicules de transport, soit par des expansions tubulaires. A la
membrane, ils se lient avec les connexons de la cellule adjacente pour former un canal.
Finalement, les connexons se regroupent en plaques, ou en groupes, comprenant d’une
centaine a quelques milliers de canaux.

Les domaines transmembranaires en hélices-a. (M1 a M4) des connexines forment
les parois de ce pore aqueux; il semble que ce soient les domaines M1 et M3 qui tapissent
Pintérieur du pore de par leurs composantes hydrophiles (Nunn et al., 2001). La liaison
de deux connexons permet la formation d’un pore aqueux d’environ 1,5 4 2 nm entre les
deux cellules et le passage rapide de petites molécules (<1000 Da) d’une cellule a I’autre.
Ainsi, les messagers secondaires, les ions, les acides aminés et d’autres petites molécules
pourront passer directement d’une cellule & I’autre et permettrent la communication
rapide entre les cellules. Les domaines extracellulaires E1 et E2 sont responsables de la
liaison des connexons I’un & I’autre (Yeager, 1998). Il a été suggéré que E2 est la
composante déterminante de la compatibilité des connexons formés de connexines de
types différents (connexons hétérotypiques, sujet abordé subséquemment), alors que la
partie comprise entre la NT et le E1 (NT, M1 et E1) est responsable du voltage et, en
partie, de ’ouverture des canaux (White et al., 1995). Finalement, il a été suggéré que la
boucle cytoplasmique, CL, joue un réle dans la fermeture du canal, dans un modéle
appelé « ball and chains ». Selon ce modéle, la queue C-terminale, CT, peut se lier 4 un
récepteur sur la boucle CL, ce qui crée un encombrement et ferme le pore (Seki et al.,
2004; Roscoe et al., 2005).
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Figure 2: Modéle représentant la structure des jonctions lacunaires

Six connexines s’oligomérisent ensembles afin de former une structure cylindrique appelée
connexon. Les connexons sont insérés a la membrane de la cellule et peuvent se lier aux
connexons de la cellule adjacente afin de former un canal reliant les deux cellules. Le
regroupement de centaines de ces canaux forme la jonction lacunaire. Les jonctions lacunaires
permettent ainsi ’échange de petites molécules entre les deux cellules voisines.
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Comme il a été mentionné précédemment, différents types de canaux peuvent étre formés,
selon les connexines présentes dans le tissu. Un connexon formé d’un seul type de
connexines est appelé « homomérique », alors qu’un connexon comportant plus d’un type
de connexines est appelé « hétéromérique » (Figure 3). De plus, les deux connexons
formant le pore peuvent avoir la méme composition en connexines (« homotypique »), ou
étre de compositions différentes (« hétérotypique »). 11 a été démontré que selon le type
de connexines qui forme les connexons, les propriétés du canal peuvent varier et avoir
une perméabilité différente (Goldberg et al., 2004). Par exemple, dans des cellules C6 de
gliomes modifiées afin d’exprimer soit la connexine 32 ou la connexine 43, ’adénosine
passe 12 fois mieux dans les pores composé de connexines 32 que dans des pores
composés de connexines 43 (Goldberg et al., 2002). Par contre, les molécules
d’adénosine-triphosphate (ATP), -diphosphate (ADP) et -monophosphate (AMP) passent
mieux dans les pores composés de connexines 43, suggérant que 1’ajout de phosphate a la
molécule d’adénosine change ses propriétés et sa capacité de passer a travers les jonctions
lacunaires (Goldberg et al., 2002). Dans des lignées stables de cellules HeLa exprimant
soit la connexine 40 ou la connexine 43, ou les deux, des études de transfert de colorants
ont permis de déterminer que les canaux homotypiques de connexines 43 sont cinq fois
plus perméables au jaune de Lucifer que les canaux homotypiques de connexines 40; les
canaux hétérotypiques de connexines 40 et 43 ont, quant 4 eux, une perméabilité
intermédiaire (Valiunas et al., 2002). Ces études démontrent bien I’importance de la
composition des canaux et des propriétés que ceux-ci peuvent avoir selon le type de
connexines qui les composent. Dans le foie, deux types de connexines sont présentes
entre les hépatocytes, la connexine 26 et la connexine 32. On retrouve ainsi dans le foie
des connexons homomériques formés de connexine 32 ou de connexine 26, des
connexons hétéromériques, ainsi que des pores homotypiques et hétérotypiques (Falk et
Lauf, 2001). Il est a noter que la connexine 43 est aussi présente dans le foie, mais
uniquement au niveau des canaux biliaires et des vaisseaux sanguins; elle ne forme pas de

jonctions lacunaires entre les hépatocytes.
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Figure 3: Représentation des différents types de connexines selon le type de

connexines présentes dans un tissu

Les connexons peuvent étre formés d’un seul (connexons homomériques) ou de
différents types de connexines (connexons hétéromériques). Les pores
intercellulaires peuvent également étre formés de connexons de mémes types
(pores homotypiques) ou de types différents (pores hétérotypiques).




1.3. Importance de la connexine 32 dans le foie

La connexine 32 est la plus abondante dans le foie; elle est 50 fois plus transcrite et 20
fois plus détectée au niveau protéique que la connexine 26, I’autre connexine qui forme
les jonctions lacunaires entre les hépatocytes (Zhang et Nicholson, 1989). Elle est ainsi la
plus étudiée dans les recherches en hépatocancérogenése. Elle est également
probablement la plus impliquée des deux dans la cancérogenése hépatique puisque son
absence favorise le développement de tumeurs. 1l a été démontré que les souris
déficientes en connexine 32 (Cx32 KO) ont une plus grande susceptibilité au
développement de tumeurs hépatiques provoquées chimiquement ou par radiation que les
souris de type sauvage (« wildtype », WT) (Omori et al., 2001; Temme et al., 1997; King
et Lampe, 2004a). Les souris Cx32 KO démontrent également un niveau plus bas de
connexine 26 que les souris WT, ce qui suggére que la présence de la connexine 32 peut
influencer celle de la connexine 26. Les études concernant les souris Cx32 KO proposent
que la perte de connexine 32 favorise 1’expansion clonale des cellules initiées, c’est-a-dire
le développement de la tumeur et sa croissance (Omori et al., 2001; Temme et al., 1997;
King et Lampe, 2004a). Cette hypothése a été confirmée par une étude utilisant
différentes lignées de souris Cx32 KO. Chez ces souris, I’absence de connexine 32
n’affecte pas le nombre de Iésions présentes suite a4 une injection d’un initiateur de
tumeurs, mais en favorise la croissance (Moennikes et al., 1999). Plus récemment, des
analyses morphologiques et morphométriques des lésions formées par 1’administration
d’un initiateur de tumeurs chez des souris témoins et Cx32 KO, ont confirmé que les
lésions sont légérement plus nombreuses chez les souris Cx32 KO, mais surtout plus
grosses, appuyant I’effet de promotion de 1’hépatocancérogenése provoquée par la perte
de connexine 32 (Evert et al., 2002). Ces résultats appuient le role des jonctions
lacunaires dans le contréle de la prolifération cellulaire et de ’apoptose, puisqu’en leur
absence, les cellules tumorales peuvent se multiplier de fagon clonale et faire grossir la
tumeur. Il est a noter que Ieffet d’une déficience en connexine 26 sur
I’hépatocancérogenése ne peut étre étudié puisque les souris Cx26 KO meurent au stade
embryologique suite & des problémes d’apports de nutriments & travers le placenta
(Willecke et al., 2002).
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Au niveau hépatique, d’autres études ont également démontré des modulations de
la connexine 32 ou de la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires aussi
bien dans des tumeurs « bien formées » que lors des premiers stades de la cancérogenese.
Par des techniques de micro-injection de colorant in vivo, Krutovskikh et Yamasaki,
(1997) ont observé une inhibition de la communication par les jonctions lacunaires aux
premiers stades de 1’hépatocancérogenése expérimentale chez le rat. De plus, ni la
protéine, ni les transcrits de la connexine 32 n’étaient détectables dans des foyers
prénéoplastiques (EAF) présents dans le foie de ces rats. Il a également ét¢ démontré que
plus I’hépatocancérogenése progresse, moins les niveaux de connexine 32 sont €levés.
En effet, une quantité décroissante de connexine 32 a été observée dans les cellules non-
traitées, initiées (traitées avec du N-ethyl-N-hydroxy-ethylnitrosamine (EHEN)), des
cellules de foyers, des cellules de nodules hyperplastiques et des cellules de carcinomes
(Yamasaki et al., 1993). Des résultats semblables ont été obtenus dans 24 spécimens de
cancer du poumon : dans les tissus cancéreux peu différenciés, la connexine 32 n’est pas
détectée et les niveaux de connexine 43 sont considérablement réduits par rapport au tissu
différentié (Jinn et al., 1998). Ces résultats suggérent que lors de la progression de la
cancérogenése, il y a mise en place de voies de signalisation ou de mécanismes

d’inhibition de la connexine 32, ce qui favorise le développement des tumeurs.

1.4. Régulation des connexines et la connexine 32
Il a été démontré que des changements de phosphorylation des connexines peuvent

amener une fermeture des canaux, modifier la liaison des connexons, modifier le transport
des connexines & la membrane et empécher la communication intercellulaire par les
jonctions lacunaires (Lampe et Lau, 2004; Laird, 2005). Cette phosphorylation peut étre
faite par différentes kinases et la réponse obtenue peut varier selon le type de connexines
et le tissu (Cruciani et Mikalsen, 2002). Par exemple, il a été démontré que I’AMP
cyclique et la protéine kinase A (PKA) peuvent moduler la communication par les
jonctions lacunaires de trois fagons, selon le type cellulaire : (1) une augmentation lente
de la communication par ’augmentation de la transcription des connexines ou une
augmentation des niveaux protéiques; (2) une diminution rapide de la communication par

les jonctions lacunaires; ou encore (3) une augmentation rapide de la communication, ces
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deux derniéres réponses étant probablement dues a des changements de phosphorylation
des connexines (Cruciani et Mikalsen, 2002). La plupart des connexines possédent des
sites de phosphorylation, majoritairement situés dans la partie C-terminale cytoplasmique
(Cruciani et Mikalsen, 2002). La connexine 32 ne fait pas exception et peut étre régulée
par phosphorylation.

Dans les hépatocytes, la conductance des jonctions lacunaires est augmentée apres
seulement quelques minutes en réponse a une exposition a des analogues de I’AMP
cyclique; cette augmentation serait due & une hausse de la phosphorylation de la
connexine 32 (Saez et al., 1986). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études in
vitro, démontrant que la PKC et la PKA peuvent toutes deux phosphoryler la connexine
32 au niveau de la sérine 233 (Takeda et al., 1987; Takeda et al., 1989). Cette
phosphorylation empéche la dégradation de la protéine, augmentant ainsi la
communication entre les cellules vraisemblablement par une stabilisation et augmentation
du nombre de canaux (Elvira et al., 1993). 1l a également été démontré que les « mitogen-
activated protein kinases » (MAP-kinases) peuvent inhiber I’expression de la connexine
32, et que I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques des MAP-kinases empéche cette baisse
(Yamamoto et al., 2004).

La calmoduline a également été associée a la régulation de la connexine 32. Elle
peut réguler la connexine 32 en se liant sur deux sites, un situé dans la queue N-terminale
et 'autre prés de la partie C-terminale (Torok et al., 1997). 1l a été suggéré que la
calmoduline peut interagir avec la connexine 32 avant la formation des connexons et agir
comme une sous unité intégrale régulant I’ouverture et la fermeture des connexons de
connexines 32 (Peracchia et al., 2000). Le récepteur du facteur de croissance épithéliale
(epithelial growth factor, EGF) peut également phosphoryler la connexine 32 suite 4 une
stimulation & ’EGF; cette action est par contre grandement inhibée par la liaison de la
calmoduline sur la connexine 32 (Diez et al., 1998). Au niveau transcriptionnel, peu
d’études ont démontré I'implication de voies de signalisation dans la régulation des
connexines, incluant la connexine 32. Cependant, la région promotrice du géne de la

connexine 32 chez le rat est bien caractérisée.
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1.4.1. Séquengage du géne et du promoteur de connexine 32
Le géne de la connexine 32 est localisé sur le chromosome X. I a été séquencé et cloné
pour la premiére fois en 1986 par deux équipes différentes (Paul, 1986; Kumar et Gilula,
1986). Depuis son séquengage, plusieurs équipes ont caractérisé a la fois le géne (Figure
4) et sa région promotrice (Figure 5). 1l a été démontré que le géne de la connexine 32 est
composé d’un cadre de lecture ouvert sur un seul exon, précédé par un large intron
d’environ 6 kb et un petit exon non-codant en aval (Miller et al., 1988). Le géne de la
connexine 32 est particulier puisque trois régions promotrices différentes ont pu étre
identifiées (Miller et al., 1988; Bai et al., 1993; Bai et al., 1995). La premiére est
localisée en aval du premier exon, ne posséde pas de boite TATA, mais des sites Spl et
des CCAAT ont pu étre identifiés. Ce promoteur est actif dans le foie des rats adultes.
Les deux autres promoteurs sont situés a D’intérieur de 1’intron, possédent des boites
TATA et sont actifs dans les tissus neuraux et embryogéniques, mais sont inactifs dans le
foie adulte (Neuhaus et al., 1995; Neuhaus et al., 1996). Le géne transcrit a partir des
promoteurs consiste en trois exons, Ia, Ib et II, qui sont épissés alternativement afin de
produire deux messager (ARNm) différents (Figure 4). L’exon Ia forme la plus grande
partie de la région non traduite en 5° du transcrit présent dans le foie, alors que I’exon Ib
est présent principalement dans le transcrit spécifique aux tissus nerveux. Le troisieme
exon II est partagé par les deux transcrits et contient le reste de région non traduite en 5’,
la région codante en son entier et la région non traduite en 3°.

Des ilots CpG ont également été identifiés dans la séquence, suggérant que la
régulation de la connexine 32 pourrait aussi étre influencée par la méthylation de son
promoteur. Il a été démontré que la méthylation de cytidines a I’intérieur d’ilots CpG, un
regroupement de cytidines et de guanines dans la séquence d’un géne, peut inhiber la
transcription du géne (Jones et Baylin, 2002; Laird, 2003; Cedar, 1988). Cette hypothése
est supportée par une étude de la méthylation des promoteurs des connexines 32 et 43,
dans deux lignées d’hépatocytes de rats : les MH,C,, une lignée bien différenciée qui
exprime la connexine 32, mais pas la connexine 43, et les WB-F344, une lignée non
transformée qui exprime la connexine 43, mais pas la connexine 32 (Piechocki et al.,
1999). Les auteurs ont démontré que dans les cellules WB-F344, le promoteur de la

connexine 32 est méthylé, alors que celui de la connexine 43 ne I’est pas. Par opposition,
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le promoteur de la connexine 43 est méthylé dans les MH,C,, alors que celui de la
connexine 32 ne I’est pas. 1l a également été démontré que le promoteur de la connexine
32 est méthylé dans les cellules de carcinomes rénaux, ce qui inhibe sa transcription et
inhibe son expression (baisse des niveaux d’ARNm) (Yano et al., 2004). Finalement,
plusieurs sites conservés de liaison aux facteurs de transcription ont été identifiés dans la
séquence promotrice de la connexine 32. Toutes ces études démontrent la complexité de
la régulation de la connexine 32, mais également que les processus favorisant le
développement de tumeurs hépatiques peuvent inhiber la transcription et le

fonctionnement de la connexine 32 de nombreuses fagons.



Exon la Exon 1b Exon 2

Promoteur 1 Promoteurs 2 et 3 'd I\

e N ee—

Messager spécifique au foie adulte Messager spécifique aux tissus neuraux et
aux tissus embyrognéniques

|| Région 5’ non-traduite spécifique au promoteur 1
- Région 5’ non-traduite spécifique aux promoteurs 2 et 3

. Région 5’ non-traduite commune

r o e e s TS Séquence codante

- Région 3’ non-traduite commune

Figure 4: Représentation schématique de la structure du géne de la connexine
L’expression géne de la connexine 32 est sous le contrdle de trois promoteurs, le promoteur 1
est actif dans le foie de rat adulte, alors que les promoteurs 2 et 3 sont actifs dans les tissus
neuraux et embryogéniques. Trois exons sont présents et leur épissage différentiel mene a la
formation de deux messagers différents, exprimés dans les différents tissus.
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1.4.2. Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation
Différentes régions ont été identifiées dans la séquence du promoteur de la connexine 32
actif dans le foie (Promoteur 1, figure 4 ; figure 5). Ces études ont majoritairement été
réalisées a I’aide de vecteurs d’expression couplés a un géne rapporteur, dans lesquels
différentes parties de la région promotrice ont été clonées. Bai et collaborateurs (1993)
ont identifi€ une région promotrice entre -800 et -358, une région inhibitrice entre -358 et
-179 et la région du promoteur basal entre -179 et -134 (Figure 5A). Plusieurs sites de
liaison pour des facteurs de transcription ont également identifiés, notamment des sites
Spl, HNF-1, RXR, YY1 et NF-1 (Figure 5B) (Bai et al., 1993; Bai et al.,, 1995;
Piechocki et al., 1999; Piechocki et al., 2000; Koffler et al., 2002; Field et al., 2003;
Morsi et al., 2003). Cependant, la contribution réelle de chacun de ces facteurs de
transcription n’est pas claire. Par exemple, il a été démontré que des mutations dans deux
des quatre sites Sp1 situés entre -200 et -112 abolissent I’activité du promoteur, alors que
des mutations dans les deux autres étaient sans effets (Piechocki et al., 2000). Les
résultats étaient semblables lorsque les sites YY1 étaient mutés; certains ont un effet,
alors que d’autres non. De plus, il semble y avoir des mécanismes différents contrdlant la
régulation de la connexine 32 in vitro et in vivo (Bai et al., 1995; Morsi et al., 2003). En
effet, en utilisant la technique de mobilité électrophorétique (« Electrophoresis Mobility
Shift Assay », EMSA), il a été démontré que les complexes formés par la liaison de
facteurs de transcription aux différentes portions du promoteur de la connexine 32
peuvent étre différents selon les lignées cellulaires utilisées, ou si les extraits proviennent
de tissus (Morsi et al., 2003; Piechocki et al., 2000; Bai et al., 1995). Cependant, il est &
noter que la lignée d’hépatocytes de rat MH,C, semble étre un bon modéle pour I’étude
de la régulation du promoteur de la connexine 32 puisqu’il a été démontré que les
complexes formés lors ’EMSA sont similaires & ceux formés lors d’analyses utilisant des
tissus (Field et al., 2003; Morsi et al., 2003). Finalement, aucune étude ne démontre si
certaines régions et certains facteurs de transcription peuvent étre impliqués dans la

cancérogenése.
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Représentation schématique du promoteur de la connexine 32 actif dans le foie

A
Région de régulation Région de régulation Promoteur
positive négative
-800 -358
B
HNF-1 YY-1

-753 CAGATC CTTQAGTTAA TGGTTGACAT TCTGTTTACC  TAAATGATTG
707 CCAAGAGTTT CTGCTTACAT ATGACAGATE WACTGCCTTA GECCTAAGAG
-657 [TAGAA G‘ACA% Ylfrr TAAGTA HAGTTTTATGA TTCTGGGATG  TAACTAGAAT
607 GACTGCGACT GCAGTCTATC TCCAGCGATT AAGTACATGG GGAAAAAGCA
557 AATGATAGCC TGCTATCGCT ATATAGGTAG GGAGCAAGAC CCTCTCCCAT
-507 TTTGACCTCT GGTGTTTTTG TCCTCCCAAT T TTTAGAGCCT
457 GGGATCTAGA GGAGATAGCA TACAGCACCA GAGTCCTCTA TGCTGCATGC
407 CACAAAGTGG TCTTACTTGA AGGCCAAGAG TTGGCATAGE [FGAGATGTGT
-357 TTCAGTTAGT TGGCATTTTA
-307 ATGCTTTCTT TTTAGATCCA
257 AATICCATIGQ GAACTCAGAG ATCAATCTTG TTTAATGATT GTGTGTGGAA
207 CGGGGGTGGG S(:)(-:]"I‘GGTﬂA:?F-'GTTTCTCTIGC TTCCTctEgi]gﬂgm_Gggc
-157 ATGTCAAGCT CCGGTCCTEG EJéETGCTTGTC CCTCCCCT]‘GGSP-IGCTGG(FCTTT
-107 GACAGTACCT AGTGGCATTG AACAGACAGA CACGCCTGCA TACATTCCCT
-57  GGGAAAAAGC AGTTGCAACC AGGTG

Figure 5: Séquence du promoteur de la connexine 32 actif dans le foie de rat adulte

(A) Représentation schématique des différentes régions promoteur de la connexine 32 actif
dans le foie (Figure 4), tel que suggéré par Bai et collaborateurs (1993). (B) Séquence du
promoteur de la connexine 32. Les sites de liaison des facteurs de transcription sont indiqués
par des boites. Un site NF-1 est indiqué par un trait rouge. Trois boites CCAAT sont
également indiquées par un trait bleu foncé. Les séquences surlignées correspondent aux
portions du promoteur impliquées dans la régulation de la connexine 32 dans le foie selon
Morsi et collaborateurs (2003) ; ( Fr70 ;Ff53);Ffii0};Fr26).

Figure inspirée de Piechocki et al., 2000
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1.5. Importance des jonctions lacunaires dans la cancérogeneése

Comme il a ét¢ mentionné précédemment, la communication intercellulaire par les
jonctions lacunaires est trés importante afin de maintenir I’homéostasie a ’intérieur des
tissus. Par leur communication rapide, les jonctions lacunaires permettent le passage de
messagers secondaires et de molécules importants pour le contrdle de ’apoptose et de la
prolifération cellulaire. 11 a été suggéré que lorsqu’une cellule coupe les liens qui
'unissent aux autres cellules du méme tissu, plusieurs éléments qui contrdlaient sa
coordination avec les autres cellules ne lui sont plus transmis. Elle devient alors en
mesure de proliférer sans les contraintes des cellules avoisinantes, ce qui favorise le
développement des tumeurs. Cette hypothése est appuyée par les études de Yamasaki
(Yamasaki et al., 1993) qui ont démontré une relation inverse entre les capacités de
communication et la prolifération cellulaire.

En 1966, Loewenstein fut le premier a4 proposer que la communication
intercellulaire par les jonctions lacunaires pouvait étre impliquée dans le cancer
(Loewenstein, 1966). Depuis, il a été démontré que des agents promoteurs de tumeurs
peuvent moduler I’expression des connexines qui les forment, empécher leur
transcription, ou tout simplement inhiber la communication par les jonctions lacunaires
(Yamasaki et al., 1999; Trosko et Ruch, 1998). Les agents promoteurs de tumeurs sont
des substances qui favorisent le dévelopement clonal des tumeurs cancéreuses (voir
section 2.4; Trosko et Ruch, 1998). Plusieurs produits considérés comme des
carcinogénes €pigénétiques peuvent moduler la communication intercellulaire par les
jonctions lacunaires. Ce mécanisme de promotion de tumeur est associé, entre autre, au
TCDD (Warngird et al., 1996), au pentachlorophénol (Sai et al., 2000), au 3,4,5,3°,4’-
pentachlorobiphényl (Bager et al., 1994), aux biphényls polychlorés (BPC), au clofibrate
(Krutovskikh et al., 1995), au DDT (Tateno et al., 1994; Ruch et al., 1994) et au cadmium
(Fang et al., 2001).

De nombreuses études in vitro ont démontré les caractéristiques tumorales
acquises en absence de connexines. Par exemple, il a été démontré que des fibroblastes
de rat, des cellules exprimant la connexine 43 peuvent inhiber la croissance de cellules

tumorales transformées (Goldberg et al., 1994). Cependant, si 1’expression de la
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connexine 43 est inhibée dans ces mémes cellules, elles perdent cette capacité. Dans le
méme ordre d’idée, I’inhibition de la connexine 43 dans des cellules BALB/c 3T3 améne
une perte de la communication par les jonctions lacunaires et une augmentation de la
croissance cellulaire (Ruch et al., 1995). Lors de la transfection de dominants-négatifs de
connexine 43 dans des cellules de carcinomes de vessie de rat BC31, des canaux se
forment, mais leur perméabilité est altérée et la croissance des cellules est augmentée
(Krutovskikh et al., 2000). Plus récemment, I’utilisation d’ARN d’interférence (siRNA)
et ’ARN en épingle (« short hairpin RNA ») spécifiques & la connexine 43 dans des
lignées cancéreuses de sein a inhibé la communication intercellulaire par les jonctions
lacunaires, et a augmenté la croissance cellulaire ainsi que la capacité de migration de ces
cellules (Shao et al., 2005).

De plus, plusieurs études in vitro ont démontré que les connexines pouvaient étre
considérées comme des génes inhibiteurs de tumeurs par leur capacité a renverser le
phénotype cancéreux (Trosko et Ruch, 1998). Par exemple, il a été démontré que la
connexine 32 peut renverser les capacités métastasiques dans des cellules de carcinomes
rénaux, les Caki-1, ainsi que diminuer leur développement en tumeurs lorsque injectées
dans des souris immunodéficientes (nude mice) (Fujimoto et al., 2005a; Fujimoto et al.,
2005b). 1l a été démontré qu’une surexpression de la connexine 32 peut également
renverser le phénotype cancéreux dans le cancer du poumon (King et Lampe, 2004b). 1l
en est de méme pour les autres types de connexines. Par exemple, une surexpression de
la connexine 26 peut modifier le phénotype cancéreux dans des cellules du sein et de la
prostate (Tanaka et Grossman, 2004; Momiyama et al., 2003). Hirschi et al. (1996) ont
observé un changement au niveau de la prolifération cellulaire et ’apparition de fonctions
de cellules plus différentiées dans des cellules de carcinomes mammaires humains,
lorsque celles-ci sont transfectées avec la connexine 26 ou la connexine 43. Zhu et al
(1991), ont également démontré que la transfection de connexine 43 dans des cellules de
Mesnil et al. (1995) ont obtenu un résultat semblable, soit une baisse du niveau de
croissance cellulaire, en transfectant des cellules HeLa avec la connexine 26.

Ces études démontrent bien I’importance des modulations de la communication

intercellulaire par les jonctions lacunaires lors de la cancérogenése. Cependant, il existe
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d’autres types de jonctions entre les hépatocytes dans le foie, notamment les jonctions
serrées et les jonctions adhérentes. Ces autres jonctions peuvent également étre modulées

lors de I’hépatocancérogenése.

1.6. Interactions entre les jonctions lacunaires et les jonctions adhérentes

Il existe différents types de jonctions entre les cellules participant au contrdle de
I’homéostasie a I'intérieur des tissus. Outre les jonctions lacunaires, les hépatocytes
forment également deux autres types de jonctions, les jonctions adhérentes et les
jonctions serrées. Ces trois types de jonctions interagissent ensemble afin de permettre
une bonne interaction cellule-cellule, ainsi qu’une signalisation et une communication
efficace (Li et Herlyn, 2000; Yamamoto et al., 2004; Yamamoto et al., 2005).
Conséquemment, des modulations des protéines des jonctions serrées et adhérentes ont
également été associées a la cancérogenése (Frixen et al., 1991; Mareel et al., 1994).
Dans les tumeurs, les protéines formant ces jonctions sont souvent inhibées ou mal
localisées, ce qui empéche le bon fonctionnement de la jonction, et peut également
perturber la formation ou I’efficacité des autres jonctions (Conacci-Sorrell et al., 2002;
Martin et al., 2004; Itoh et Bissell, 2003; Chunthapong et al., 2004; Howard et al., 2005).

Plus particuli¢rement, les jonctions lacunaires et les jonctions adhérentes
interagissent dans de nombreuses situations. 1l a été démontré, par immunoprécipitation
dans des hépatocytes de rat, que la connexine 32 est associée avec ’occludine et la
claudine 1, des protéines des jonctions serrées, ainsi qu’avec la ZO-1, une protéine
présente dans les jonctions adhérentes et serrées (Kojima et al., 2001). Fujimoto et al.
(1997) quant a eux, ont démontré une co-localisation entre la cadhérine épithéliale (E-
cadhérine) et la connexine 26, ainsi qu’entre 1’a-caténine, une protéine de jonctions
adhérentes, et la connexine 26 dans le foie de rat.

De plus, il a été suggéré que, dans certains types cellulaires, les jonctions
adhérentes doivent étre formées pour permettre le rapprochement des membranes des
cellules adjacentes et ainsi permettre aux connexons des deux cellules de se lier et
d’établir la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires (Giepmans, 2004).
Cette hypothése est soutenue par une étude démontrant que la E-cadhérine et 1’a.-caténine

sont co-localisées avec les jonctions lacunaires nouvellement formées dans des
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hépatocytes, ce qui suggére que les jonctions adhérentes favorisent la formation des
jonctions lacunaires (Fujimoto et al., 1997). Dans des cellules murines de peau P3/22,
modifiées de facon a ce qu’elles expriment la E-cadhérine, I’établissement des jonctions
adhérentes permet la formation de cibles d’actine ; ces cébles transportent alors les
connexines 43 du cytoplasme vers la membrane, et permettent la commnunication
intercellulaire par les jonctions lacunaires entre les cellules (Hernandez-Blazquez et al.,
2001). Des résultats similaires ont été obtenus par une autre équipe travaillant également
dans des cellules épidermales de souris (Jongen et al., 1991). Dans des cellules de
Novikoff, des cellules de foie de rat, I’utilisation d’un anticorps contre la E-cadhérine
empéche la formation des jonctions adhérentes, mais améne également une baisse de la
formation des jonctions lacunaires et de la communication intercellulaire, tel que
démontré par une inhibition du transfert de colorant (Meyer et al., 1992).

Finalement, plusieurs études démontrent une inhibition des protéines des jonctions
adhérentes, dont la E-cadhérine, concomitante a4 une inhibition de la synthese des
connexines ou a une modulation des connexines ou de la communication intercellulaire
lors de la cancérogenése. Pour I’instant, il n’est pas encore déterminé si les deux baisses
sont simultanées, si la baisse de E-cadhérine provoque une baisse des connexines, ou
vice-versa. Dans une série d’expériences & I’aide de lignées cellulaires de cellules
épithéliales de trachée de rat normales et d’autres lignées représentant différents stades
d’avancement dans la cancérogenése, il a été démontré que les cellules normales ou de
stades tumorales précoces communiquent par les jonctions lacunaires et expriment la E-
cadhérine. Par contre, les populations plus cancéreuses perdent la capacité de
communiquer par les jonctions lacunaires, expriment de faibles niveaux de connexines et
n’expriment plus la E-cadhérine (Terzaghi-Howe et al., 1997). Dans des cancers de la
prostate chez I’humain, il a été démontré que le processus de cancérogenése est associé
avec une perte de la E-cadhérine et un changement dans I’expression des connexines, qui
se traduit par une perte de la connexine 32 et une augmentation de la connexine 43
(Habermann et al., 2001). Ces différences dans les niveaux d’expression des connexines
et de la E-cadhérine sont induits par une augmentation des niveaux d’estrogénes, tel que
démontré par une exposition au benzoate d’oestradiol, et résultent en une perte

d’adhésion et de communication intercellulaire (Habermann et al., 2001). Finalement,
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dans les mélanomes, il a été démontré qu’il y a un changement au niveau de I’expression
des cadhérines : les kératinocytes commencent a exprimer la N-cadhérine au lieu de la E-
cadhérine et cessent de communiquer entre eux par les jonctions lacunaires. Cependant,
la restauration des niveaux de E-cadhérine par transfert rétroviral du géne rétablit la
communication intercellulaire entre les kératinocytes (Hsu et al., 2000). Ces résultats
démontrent bien les interrelations existantes entre les protéines des différents types de
jonctions. Ils suggérent également qu’il existe des mécanismes communs pouvant réguler

a la fois les protéines des jonctions lacunaires et celles des jonctions adhérentes.
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PREMIERE PARTIE, SECTION 2 : LES JONCTIONS ADHERENTES

2. Les jonctions adhérentes

2.1. Le role et la structure des jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes sont impliquées dans 1’organisation tissulaire, 1’adhésion entre
les cellules, mais également dans la transduction de signaux au noyau, entre autre par leur
implication dans la voie de Wnt (Goodwin et Yap, 2004; Schambony et al., 2004; Nusse,
2005). Elles sont présentes a la membrane de pratiquement tous les types cellulaires et
sont composées d’un complexe de protéines cytoplasmiques et membranaires. Parmi
celles-ci, les cadhérines sont les protéines qui permettent la liaison aux cellules
adjacentes. Plus de 80 membres de cette famille ont été découverts chez les vertébrés et
les invertébrés, dont les premiéres cadhérines découvertes, ou classiques, sont la
cadhérine épithéliale, la cadhérine neurale et la cadhérine endothéliale vasculaire (E-
cadhérine, N-cadhérine et VE-cadhérine) (Nollet et al., 2000; Goodwin et Yap, 2004). Ce
sont des glycoprotéines intégrales et transmembranaires ayant un domaine extracellulaire
contenant cinq régions répétées de cent dix acides aminés. Ces régions de liaison
permettent aux cadhérines de se lier de fagon homotypique.

Les cadhérines sont liées a un complexe de protéines cytoplasmiques par leur
domaine intracellulaire (Figure 6). Pour les cadhérines classiques, dont la E-cadhérine
présente dans le foie, ce complexe est composé des caténines, aussi connues sous le nom
de plakoglobines (Goodwin et Yap, 2004; Knudsen et Wheelock, 2005; Beavon, 2000;
Giepmans, 2004). La B-caténine se lie 4 la fin de la région cytoplasmique de la cadhérine
et recrute la ZO-1. L’a-caténine se lie au complexe également via la cadhérine. La ZO-1
et Pa~caténine se lient ensuite directement au cytosquelette d’actine o elles interagissent
avec d’autres protéines liées 4 I’actine. La caténine p120, quant a elle, se lie également &
la queue de la cadhérine, mais plus prés de la membrane ou elle servirait de point
d’ancrage. Un bon assemblage de ces protéines est important pour le fonctionnement
adéquat des jonctions adhérentes. La E-cadhérine, plus particuliérement, est essentielle et
son absence ou encore une mauvaise régulation de cette protéine a été associée a la

cancérogenése.
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Membrane 1 Membrane 2

B-caténine

E-cadhérine

actine

a-caténine

Figure 6: Schéma de la jonction adhérente

La E-cadhérine est une protéine transmembranaire qui se lie de fagon homotypique
avec une E-cadhérine de la cellule adjacente. La B-caténine se lie a la queue de la E-
cadhérine, et recrute la ZO-1. L’a-caténine se lie également a la E-cadhérine. Ces
deux derniéres protéines se lient au cytosquelette d’acine. La P-120 se lie également a
la E-cadhérine, mais plus prés de la membrane de la cellule pour y ancrer la jonction.
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2.2. Importance des jonctions adhérentes dans la cancérogenése

Une modulation des jonctions adhérentes a été observée dans des tumeurs provenant de
différents types de tissus (Shao et al., 2005; Conacci-Sorrell et al., 2002). Par ceux-ci, un
changement de régulation et/ou d’expression de la E-cadhérine a été observé dans le
cancer des poumons (Ohira et al., 2003), le cancer du systéme gastrique (Joo et al., 2000),
le cancer de la prostate (Chunthapong et al., 2004), le cancer du sein (Howard et al.,
2005; Fearon, 2003; Hajra et al., 2002) et le cancer du foie (Jiao et al., 2002). Une perte
d’adhésion a également été associée au caractére métastatique des tumeurs; la perte de la
E-cadhérine permettrait a la cellule tumorale de quitter la tumeur vers un site distant
(Frixen et al., 1991; Beavon, 2000; Genda et al., 2000; Lu et al., 2003).

Une inhibition de la E-cadhérine a également été associée a la transition
épithéliale-mésenchymale (« Epithelial-Mesenchymal Transition », EMT). Ce processus
est caractérisé par une perte de la E-cadhérine, une relocalisation de la B-caténine au
noyau, I’acquisition d’une forme cellulaire allongée et par I’acquisition de la capacité de
migrer & travers la matrice extracellulaire (Kim et al., 2002). Ce processus est trés
important durant le développement, mais a également été associé a la cancérogeneése,
surtout lors de I’acquisition du caractére métastasique (Kang et Massague, 2004). 11 a été
démontré que la baisse de la E-cadhérine lors de la EMT implique I’activation de la voie
de I'ILK (Oloumi et al., 2004).

2.3. Implication de la voie de PILK dans la régulation de Pexpression de E-

cadhérine

Les intégrines sont des récepteurs situés a la membrane plasmique des cellules et
impliqués dans I’adhésion cellulaire et dans la signalisation intracellulaire (Dedhar,
2000). Ce sont des récepteurs hétérodimériques composés d’une sous-unité o et d’une
sous-unité B (Hynes, 2002). L’activation des intégrines par des facteurs de croissance ou
par d’autres stimuli provenant de la matrice extracellulaire, induit une cascade de
phosphorylation qui débute par une augmentation de ’activité de I’ILK et se terminant
par des changements au niveau de la régulation de génes impliqués dans une stimulation
de prolifération cellulaire, dans une inhibition de 1’apoptose, de la différenciation et des

interactions cellule-cellule (Figure 7) (Hannigan et al., 2005). De nombreuses études ont
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démontré que 1’activation de la voie de 'ILK méne & une inhibition de la E-cadhérine
(Wu et al., 1998; Oloumi et al., 2004; Huang et Wu, 1999; Wu et Dedhar, 2001;
Hannigan et al., 2005; Tan et al., 2001). Bien qu’il a longtemps été pensé que cette baisse
serait due a la translocation de la B-caténine dans la noyau, qui agirait alors comme co-
facteur de transcription pour en inhiber sa transcription, de récentes études ont suggere
que la baisse de I’expression de la E-cadhérine serait plutot régie par I’activation de Snail,
un facteur de transcription de la famille des « zinc fingers » dont I’activité serait elle-
méme contrdlée par GSK3B (Zhou et al., 2004; Bachelder et al., 2005). 11 a été démontré
que Snail peut se fixer sur des sites «E-box» situé dans le promoter de E-cadhérine et
inhiber sa transciption (Peinado et al., 2004 ; Bachelder et al., 2005). Etant associée 4 une
augmentation de la prolifération cellulaire et a4 une inhibition de I’apoptose, une

surexpression de la voie de I'ILK a également été associée a la cancérogencse.

2.3.1. Implication de la voie dans la cancérogenése
L’ILK est une protéine bien conservée dans les différentes espéces de vertébrés et
d’invertébrés. Elle a été découverte en 1996 et identifiée comme une protéine
interagissant avec la sous-unité cytolasmique de I'intégrine B1 (Hannigan et al., 1996).
Bien que son activité soit généralement basse dans les tissus normaux, elle peut cependant
étre stimulée par les interactions cellulaires et les facteurs de croissance (Wu, 2001; Wu
et Dedhar, 2001). Des niveaux élevés d’ILK ont été observés dans des tumeurs de
différents types cellulaire, notamment dans les cellules gliales, la thyroide, les poumons,
la peau, le colon, la prostate, les ovaires et les seins (Koul et al., 2005 ; Younes et al.,
2005 ; Dai et al., 2003 ; Wu et Dedhar, 2001; Persad et Dedhar, 2003; Hannigan et al.,
2005). 11 a été démontré que ’intensité du marquage immunohistochimique spécifique a
ILK augmente graduellement avec la progression du stade de la tumeurs dans la
cancérogenése de 1’ovaire, ainsi que dans le cancer de la prostate (Ahmed et al., 2003;
Graff et al., 2001). Il a également été proposé que I’'ILK pourrait étre considéré comme
un oncogéne puisque I’injection de cellules exprimant de haut niveaux de ILK induit la

formation de tumeurs chez des souris immunodéficientes (Wu et al., 1998).
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Figure 7: Activation de la voie de PILK
Lorsque la voie de I'ILK est activée par les intégrines ou par des facteurs de croissance, les
niveaux d’ILK augmentent, la Akt est activée et la GSK3p est inactivée par phosphorylation.

Akt, B-caténine et Snail transloquent tous trois dans le noyau. On observe alors une baisse de la
E-cadhérine.
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De plus, lors d’études in vitro, I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de ’ILK diminue la
croissance de cellules humaines de carcinome du colon (Hill et Hemmings, 2002). Des
résultats similaires ont été obtenus lorsque des cellules de carcinomes de prostate ont été
traitées avec des inhibiteurs de I’'ILK ou des siRNA spécifiques a I’ILK; la prolifération
de ces cellules ralentissaient de fagon significative (Tan et al., 2004). Dans cette étude, il
a également été¢ démontré que le facteur de croissance épithélial vasculaire (VEGF) active
IILK, ce qui favorise I’angiogenése. Finalement, la voie de signalisation de I'ILK est
impliquée dans de nombreux processus et comprend de nombreuses ramifications. Entre
autre, la voie de I'ILK a été associée a la migration des cellules, la survie et la
prolifération cellulaire, la transduction de signaux vers le noyau et I’adhésion focale
(Grashoff et al., 2004; Huang et Wu, 1999; Wu, 2001). Ainsi, la cascade présentée dans
le cadre de cette thése n’est pas exclusive et ne traitera pas de toutes les protéines pouvant
étre activées ou inactivées par 'ILK, mais seulement de quelques cibles importantes et

ayant été impliqués dans la régulation de la E-cadhérine.

2.3.2. Description de la voie de signalisation
Une fois activée, I’'ILK peut phosphoryler de nombreuses protéines. Une des cibles de
ILK est la protéine Akt (Akt/PKB) (Figure 7, étape 1). Sous sa forme active
phosphorylée, la protéine Akt peut alors a son tour phosphoryler d’autres kinases, dont la
glycogéne synthétase kinase-3 (GSK3p) (étape 2), et migrer ensuite dans le noyau ou
elle module des facteurs de transcription impliqués dans le contrdle de 1’apoptose, de la
prolifération cellulaire et dans la différenciation (étape 3) (Brazil et Hemmings, 2001;
Pekarsky et al., 2000). L’ILK peut également phosphoryler GSK3pB, ce qui la rend
inactive (étape 4). La phosphorylation de la GSK3f améne une translocation nucléaire de
B-caténine (étape 5) et I’activation de Snail (étape 6). Ces deux facteurs de transcription
peuvent modifier ’expression de génes impliqués, entre autre, dans la prolifération
cellulaire et les interactions cellules-cellules (étape 7). En résumé, 1’activation de la voie
de 'ILK ameéne P’activation de la protéine Akt et I’inactivation de la GSK3p, ce qui

module la transcription génique par I’activation ou [I’inhibition de facteurs de
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transcription. Les conséquences de la phosphorylation de ces différents membres de la

voie de I’ILK sont discutées ci-dessous.

2.3.3. Akt, roles nucléaire et cytoplasmique
Une fois recrutée a la membrane suite 4 une stimulation par divers facteurs, la protéine
Akt doit étre phosphorylée au niveau de la thréonine 308 (Thr308) et de la sérine 473
(Ser473) afin d’étre activée (Song et al., 2005; Brazil et Hemmings, 2001). De plus,
certaines études récentes suggérent qu’une troisiéme phosphorylation sur une tyrosine
pourrait également étre impliquée dans I’activation compléte de la protéine Akt (Conus et
al., 2002; Jiang et Qiu, 2003). 11 est reconnu depuis longtemps que la phosphorylation sur
la Thr308 implique la PDK1. Cependant, la phosphorylation de la Ser473 est plus
controversée (Song et al., 2005). Plusieurs candidats pouvant étre impliqués dans la
phosphorylation de la protéine Akt sur la Ser473 ont été suggéré, dont la protéine Akt
elle-méme, la kinase MAPKAP, la PDK1, la PDK2 et bien siir I'ILK (Toker et Newton,
2000; Leslie et al., 2001; Leslie et al., 2001). En 1998, Delcommenne et collaborateurs
ont démontré que sous sa forme active, I’ILK peut phosphoryler la protéine Akt sur la
Ser473, alors qu’une forme déficiente inactive en est incapable. Par la suite, il a été
suggeéré que I'ILK agit plutét par un mécanisme indirect, jouant le réle de protéine
adaptatrice lors de la phosphorylation de la protéine Akt (Lynch et al., 1999). Cependant,
cette hypothése a été démenti deux ans plus tard griace a des études d’activité kinase en
gel («in-gel kinase assay »), des études de spectroscopic de masse et
d’immunoprécipitation qui ont démontré I’action directe de 'ILK sur la protéine Akt
(Persad et al., 2001). Finalement, des études plus récentes ont confirmé que I’inactivation
de 'ILK réduit de fagon significative le niveau de phosphorylation de la protéine Akt sur
la Ser473 (Troussard et al., 2003).

Une fois phosphorylée, la protéine Akt devient active et peut alors phosphoryler
d’autres protéines 4 la membrane et dans le cytoplasme afin de les activer ou de les
désactiver. La premiére cible de la protéine Akt a avoir été identifiée a été la GSK3p
(Cross et al., 1995). A cette époque, la GSK3p était presque exclusivement associée a la
glycogenése; le premier role de la protéine Akt a ainsi été associé au métabolisme du

glucose. De nombreuses cibles de la protéine Akt ont par la suite été identifides,
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impliquant la protéine Akt dans la croissance cellulaire, I’angiogenése, la transcription, la
survie cellulaire, I’apoptose et dans la synthése protéique (Brazil et Hemmings, 2001;
Brazil et al., 2004).

Il a été suggéré que la protéine Akt pourrait agir comme facteur de transcription
ou moduler ’activité d’autres facteurs de transcription puisqu’elle migre dans le noyau
suite & une stimulation des cellules par des facteurs de croissance (Figure 7) (Andjelkovic
et al., 1997; Meier et al., 1997; Neri et al., 2002). Cette hypotheése est appuyée par
I’identification récente d’un motif d’exportation nucléaire dans la séquence de la protéine
Akt ; une mutation dans ce domaine, sans altérer I’activité de la protéine, maintient de la
protéine Akt dans le noyau (Saji et al., 2005). De plus, il a été¢ suggéré que la
translocation nucléaire de la protéine Akt peut étre facilitée par le Tcll, un oncogéne
impliqué dans le développement de la leucémie humaine (Pekarsky et al., 2000). Dans le
noyau, la protéine Akt peut phosphoryler différentes protéines et ainsi contréler leur
action (Neri et al., 2002). Il a également été suggéré que la localisation nucléaire pourrait
étre associée a la cancérogenése puisque que la protéine Akt est localisée dans le noyau
dans des tissus cancéreux humains provenant de la thyroide, et qu’elle permet la
migration de cellules de la thyroide cancéreuses humaines a travers des membranes dans
les chambres Boyden in vitro (Vasko et al., 2004; Saji et al., 2005). Cette hypothése est
appuyée par une étude récente qui démontre que la quantité nucléaire de la protéine Akt
augmente avec la progression des stades de la tumeurs dans des tissus de cancer de la
prostate (Van de Sande et al., 2005). Toutes ces études démontrent I’importance de la
protéine Akt dans le cancer et elles suggerent que la localisation nucléaire pourrait étre
importante pour la régulation de I’expression de génes importants pour la progression de

la cancérogenése.

2.3.4. Le role de la Glycogéne Synthétase kinase-3p
L’ILK et la protéine Akt peuvent toutes deux phosphoryler la GSK3p (Cohen et Frame,
2001). Un des role de la GSK3p est de controler la localisation et la quantité de la -
caténine (Figure 8). Lorsqu’elle est active, la GSK3p se lie a la portion cytoplasmique
libre de la B-caténine, c’est-a-dire la portion non liée aux jonctions adhérentes comme il a

été vu précédemment, pour la cibler afin d’étre dégradée par la voie des protéosomes
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(Figure 8) (Cohen et Frame, 2001; Kim et Kimmel, 2000; Frame et Cohen, 2001).
Cependant, lorsqu’elle est inactivée par la phosphorylation de I’'ILK ou de la protéine Akt
lors de I’activation de la voie de I’ILK, la GSK3pB ne peut plus se lier a la B-caténine.
Cette deriére s’accumule alors dans le cytoplasme, et pourra ensuite migrer dans le
noyau ou elle agira comme co-facteur de transcription, liée au TCF (Figure 7) (van Noort
et al., 2002).

Un autre role de la GSK3p est de phosphoryler Snail (Figures 7 et 8). Deux sites
consensus de phosphorylation de la GSK3p ont été identifiés sur la séquence de Snail; ces
sites contrdlent sa localisation et sa dégradation (Zhou et al., 2004). Il a été démontré que
I’inactivation de la GSK3p, par des siRNA ou par des inhibiteurs spécifiques, stimule la
transcription de Snail et diminue les niveaux de la E-cadhérine dans les cellules
mammaires et épithéliales (Bachelder et al., 2005). Snail peut alors se lier a des sites E-
box sur le promoteur de la E-cadhérine et en diminuer la transcription.

Une inactivation de la GSK3p a également été associée a la cancérogenése (Gotoh
et al., 2003; Kim et Kimmel, 2000). Cette section apporte un constat important, a savoir
qu’individuellement, tous les membres de la voie de 'ILK ont été associés au cancer et

peuvent tous étre des impliqués dans différentes étapes de la cancérogenése.
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Figure 8: Role de 1a GSK3p lorsque la voie de 'TLK est inactive

Dans la cellule au repos, 'ILK est peu exprimée, la protéine Akt n’est pas active, mais la
GSK3p est active. La GSK3p se lie a la B-caténine et a Snail et les cible pour la dégradation,
empéchant ainsi leur action comme facteurs de transcription.
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2.4. Définition de la cancérogenése

11 est généralement admis que la cancérogenése est un processus comportant trois stades :
I’initiation, la promotion et la progression (Pitot, 1993). Lors de I’initiation, des cellules
acquiérent des mutations (cellules initiées); ces mutations peuvent étre héréditaires,
spontanées ou induites par une agent chimique ou physique. Ces substances sont appelées
«initiateurs de tumeursy, ou cancérigénes génotoxiques. Parmi ces substances, notons le
bromure d’éthidium, le diéthylnitrosamine, les radiations ulta-violettes et 1’urétane (Beck
et al., 2001). Les mutations sont assez fréquentes dans I’organisme; Pitot et al. (1996) ont
estimé que prés de 1 cellule sur 1000 est altérée dans le foie de rat; Mirsalis et al (1994)
ont obtenu des résultats semblables chez les hépatocytes de souris. Ces mutations
peuvent étre réparées par la cellule, mais peuvent également étre fixées lors de la
réplication de la cellule et étre passées des cellules méres aux cellules filles (Pitot, 1993;
Ou et al., 2001).

L’étape de la promotion est définie comme une expansion clonale sélective de
cellules initiées vers le stade de foyers (ou foci) de cellules altérées. Les cellules initiées,
sous I’influence d’un agent promoteur, se diviseront sans étre influencées par les cellules
saines environnantes. Les cancérigénes épigénétiques, comme le phénobarbital, le
dichlorodiphényltrichloroéthane et les BPC, favorisent généralement cette expansion
clonale en modulant I’expression de génes impliqués dans I’inhibition de I’apoptose,
Paugmentation de la division cellulaire et dans leur contréle. Trois principales
caractéristiques définissent cette étape importante : 1) la promotion est réversible; si
I’exposition au promoteur cesse, le nombre et la grosseur des foyers diminuent; 2)
Iexposition au promoteur doit se faire de fagon continue et/ou dans un laps de temps
assez important; 3) il existe un seuil sous lequel aucun effet n’est détectable (Mills et al.,
1995; Pitot et al., 1981).

Finalement, la progression est un processus de transformation pendant lequel les
foyers de cellules initiées acquiérent de nouvelles caractéristiques permettant une
croissance autonome et menant au stade de néoplasme. Ces cellules peuvent, par
exemple, acquérir la capacité de se mouvoir, et ainsi de métastaser.

Certains produits chimiques, appelés génotoxiques, peuvent favoriser la

cancérogenése en induisant des mutations sur I’ADN. Ces mutations peuvent ensuite étre
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fixées et mener a la promotion et i la progression de la tumeur. Cependant, plusieurs
produits ne causeront pas de mutations, mais vont plutot modifier ’expression des génes
et favoriser la phase de la promotion. On appelle ces substances des promoteurs de
tumeurs ou cancérigénes épigénétiques. L’hexachlorobenzéne fait partie de cette

catégorie.
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PREMIERE PARTIE, SECTION 3 : L’HEXACHLOROBENZENE

3. L’hexachlorobenzéne

3.1. Définition et caractéristiques de I’hexachlorobenzéne

L’hexachlorobenzéne (HCB) est un polluant répandu dans P’environnement. Cet
hydrocarbure aromatique polyhalogéné de formule chimique C¢Clg est hautement
lipophile et est retrouvé commercialement sous forme de poudre. Dans des conditions
environnementales normales, son taux de dégradation est trés bas; sa demi-vie a été
estimée a 1,9 ans dans I’air et 4 6,3 ans dans I’eau et les sédiments (Barber et al., 2005).
Au Canada, ’HCB a été introduit commercialement dans les années 40, majoritairement
comme fongicide. Entre 1948 et 1972, 17 fongicides différents contenaient jusqu’a 80%
d’HCB (Tuttle, 1979). Les producteurs en aspergeaient les grains de blé, d’avoine,
d’orge et de seigle pour les protéger de la moisissure lors de I’entreposage et du transport.

Il était également utilisé pour la préservation du bois.

z

3.2. Utilisation, sources d’émission et distribution environnementale
Bien que son utilisation soit interdite de nos jours, ’HCB est encore largement répandu

dans I’environnement. En effet, de par ses propriétés lipophiles et sa longue demi-vie,
PHCB est bioaccumulable. De plus, il est également toujours reliché dans
I’environnement comme dérivé secondaire dans de nombreux processus industriels
(Mumma et Lawless,1975; Barber et al., 2005). Par exemple, I’'HCB est utilisé dans 1’art
pyrotechnique ainsi que dans la fabrication de fusées de détresse. Au niveau industriel, il
sert d’agent de controle pour les anodes en graphite et dans la synthése de caoutchouc
pour pneus De plus, il est toujours produit lors de la synthése d’autres pesticides, ou
présent dans ceux-ci sous forme de contaminant, lors de la synthése de solvants chlorés
ou encore rejetés dans les déchets des industries. L’incinération de ces déchets peut étre
une autre source d’émission d’HCB par la combinaison post-combustion de différents
produits.  Tous ces processus maintiennent des taux importants d’HCB dans

I’environnement.



42

3.3. Dose journaliére d’exposition
L’HCB est retrouvé dans tous les niveaux de la chaine alimentaires, autant que dans I’air,

I’eau, le sol et les sédiments (Barber et al., 2005). La dose journaliére d’exposition pour
un Canadien moyen (70 kg) est estimée a 6,2 ng/kg de poids corporel (Newhook et Meek,
1994). L’HCB s’accumule principalement dans les graisses et peut méme étre transféré
via le lait maternel (Herrero et al., 1999; Brady et Siyali, 1972; Ando et al., 1985; To-
Figueras et al., 1997; Barber et al., 2005). Au Canada, bien que les populations nordiques
aient les plus grandes concentrations, ’HCB a été détecté dans tous les individus testés de
la région des Grands Lacs (Williams et al., 1988). Cette large distribution et les effets

nocifs de son exposition ont poussé le Gouvernement Canadien a légiférer son utilisation.

3.4. Politiques gouvernementales concernant ’hexachlorobenzéne au Canada
L’utilisation directe de I'HCB a été interdite dans les années 1970 suite a la

reconnaissance de plusieurs pays industrialisés des risques qu’il présentait pour la santé
humaine. Plusieurs pays et agences l'ont d’ailleurs classé comme possiblement
cancérigéne pour I’humain, compte tenu de son potentiel cancérigéne démontré chez les
animaux (Agence internationale de recherche sur le cancer (IARC), 1987; Conseil
canadien du Ministére des ressources et de I’environnement (CCREM), 1987). L’HC3 a
d’ailleurs été classé dans le groupe 1 de la Liste des substances prioritaires pour les

évaluations de risques du Canada en 1993 (Gouvernement du Canada, 1993).

3.5. Evidences de la cancérogenése due & ’hexachlorobenzéne
Il a été démontré que I’HCB est un cancérigéne épigénétique chez plusieurs espéces

(Amold et al., 1985; Cabral et al., 1979; Smith et al., 1987), c’est-a-dire qu’il ne
favorisera pas le développement de tumeurs en causant des mutations sur I’ADN, mais va
plutdt modifier I’expression de génes, créant un microenvironnement favorisant le
développement de tumeurs suite & une exposition a un initiateur (Siekel et al., 1991;
Gorski et al., 1986). De plus, plusieurs études ont permis de démontrer qu’il existe un
dimorphisme sexuel encore inexpliqué dans la réponse a ’HCB, les femelles étant plus
susceptibles au développement de tumeurs que les maéles (Smith et Cabral, 1980;
Lambrecht et al., 1983; Pereira et al., 1982; Krishnan et al., 1991; Larouche, 1993).
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Chez I’humain, il existe peu d’évidence d’hépatocancérogenése. Une étude chez
un seul travailleur a soulevé la possibilité d’un lien entre un exposition 2 I’'HCB et le
développement d’une tumeur hépatique (Selden et al., 1989). Cepedans, d’autres causes a
cette tumeur n’ont cependant pas été exclues puisque ce travailleur était exposé a un
mélange de substances chlorées, contenant majoritairement de I’HCB, dans le cadre de
son travail. Comme I’exposition 8 ’HCB est grande chez 1’humain, il est primordial de
connaitre les mécanismes d’action de ’HCB. 1l a été démontré que plusieurs cancérigénes
épigénétiques favorisent le développement de tumeurs en modulant les interactions entre
les cellules, ce qui favorise le développement clonal des cellules initiées (Trosko et Ruch,

1998).

3.6. Les effets de I’hexachlorobenzéne sur les jonctions lacunaires
3.6.1 Le protocole ABC

Des études précédentes réalisées dans notre laboratoire ont également démontré qu’une

exposition a ’HCB favorise le développement de tumeurs induit par la diéthylnitrosamine
(DEN) de fagon plus importante chez les femelles rats que chez les males (Krishnan et al.,
1991; Larouche, 1993). Cette étude a été réalisée a I’aide d’un protocole particulier
appelé le protocole ABC (Figure 9). Le protocole ABC comporte trois étapes : les rats
sont d’abord exposés a I’HCB, le promoteur de tumeurs, pendant 5 jours consécutifs par
gavage (phase A), une période sans traitement de quatre-vingt-quinze jours (phase B)
permet ensuite une diminution de 'HCB dans le foie des animaux jusqu’a devenir
pratiquement indétectable au niveau hépatique, puis on initie la cancérogenése au jour
cent a I’aide du DEN (phase C). Suite & cette administration, le développement de
tumeurs débute dans le foie des femelles (phase C) (Larouche, 1993). Ce protocole
différe des protocoles d’initiation-promotion habituels utilisant d’abord un initiateur de
tumeurs afin de favoriser des mutations dans les cellules, puis 1’administration
subséquente d’un agent promoteur de tumeur afin de favoriser le développement des
cellules initiées en foyers. En inversant I’initiateur et le promoteur, ce protocole nous
permet de comprendre les effets de ’HCB seulement et de mieux déterminer les
mécanismes €pigénétiques utilisés par ’HCB pour favoriser le développement de

tumeurs. En effet, en étudiant la période comprise entre les jours cinq et cent, soit sans
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qu’il n’y ait d’initiation, on isole I’effet de ’HCB et on peut ainsi mieux comprendre ces

effets en tant qu’agent favorisant I’hépatocancérogenése.
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Inhibition des connexines hépatiques
Baisse de [a communication intercellulaire

' par les jonctions lacunaires
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C: Période d’hépatocancérogenése

Jour 100: DEN (Diéthylnitrosamine)
Jour 100-465 : Formation de tumeurs

Figure 9: Protocole ABC utilisé pour P’étude des effets de Phexachlorobenzéne sur les
jonctions lacunaires et sur Phépatocancérogenése

Les rats sont d’abord exposés a ’hexachlorobenzéne (HCB) durant cinq jours consécutifs (A).
Une période sans traitement (B) permet ensuite 1’élimination de ’HCB dans le foie. La période
d’hépatocancérogenése débute (C) suite a Dinjection d’un initiateur de tumeur, le
diéthylnitrosamine (DEN), au jour 100. Des études antérieures (Plante et al., 2002) ont
démontré une baisse de la communication par les jonctions lacunaires au jour 100, précédée
d’un inhibition de I’expression des connexines hépatiques au jour 50.
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3.6.2. Inhibition des jonctions lacunaires par Phexachlorobenzéne
Les études présentées dans le cadre de cette thése de doctorat font suite a une série
d’expériences effectuées dans le cadre de ma maitrise et publiées dans le journal
Carcinogenesis en 2002 (Plante et al., 2002). Les principaux résultats seront présentés ici
afin de mieux expliquer les bases de la thése de doctorat.

Tout d’abord, des rats males et femelles ont été exposés & ’HCB pendant cinq
jours consécutifs, conformément au protocole ABC, et sacrifiés au jour 100 afin de juger
les effets de I'HCB sur la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires au
moment de I’injection du DEN (Figure 9). Des analyses de transfert de colorants ont
permis de démontrer une baisse significative de la communication intercellulaire par les
jonctions lacunaires chez les femelles traitées par rapport aux femelles témoins. Afin de
déterminer si la baisse de la communication était due & un changement préalable de la
régulation des connexines, des rats ont par la suite été traités selon le protocole ABC,
mais les analyses ont cette fois été faites au jour 50, soit au milieu de la phase B. Des
analyses de type Northern blot ont démontré une baisse significative des niveaux des
connexines 32 et 26 de 30% et 40% respectivement. De plus, des analyses
d’immunobuvardage de type Western on démontré que cette baisse était encore plus
importante au niveau des protéines, puisque la baisse était alors de 63% pour la connexine
26 et de 90% pour la connexine 32 (Plante et al., 2002).

Lors de cette étude, il a également été démontré que les connexines hépatiques
sont régulées différemment chez les femelles par rapport aux miles. En effet, il a été
démontré que les méles ont des taux basaux de connexines 32 huit fois plus élevés que les
femelles, mais des taux de connexine 26 trois fois plus bas. Ces différences peuvent étre
abolies en majeure partie lorsque des femelles sont ovariectomisées, puisque les niveaux
de transcrits baissent alors de 66% pour la connexine 26, alors que ceux de la connexine
32 deviennent environ six fois plus abondants. Ces résultats suggérent que les facteurs
ovariens sont d’importants régulateurs des connexines hépatiques et que I’HCB pourrait
agir via une voie de signalisation régulée par les ovaires. Cependant, des analyses
subséquentes ont démontré que 'HCB diminue de fagon significative les niveaux de
connexines hépatiques des femelles ovariectomisées, réfutant ainsi la possibilité¢ d’un

effet de I’HCB sur des facteurs ovariens.
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Ces résultats démontraient que les connexines hépatiques, plus particuliérement la
connexine 32, étaient trés importantes dans le mécanisme de I’hépatocancérogenése
induite par ’HCB dans le foie des rats. Cependant, les voies de signalisation impliquées
dans la régulation transcriptionnelle des connexines demeuraient inconnues. Une
meilleure compréhension la régulation de la connexine 32 devenait alors une priorité afin
de mieux comprendre comment ’HCB pouvait rendre les rats femelles plus susceptibles

au développement de tumeurs hépatiques.
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HYPOTHESE DE RECHERCHE

Plusieurs constatations peuvent étre faites suite a la lecture de la revue de la
littérature qui précéde. Tout d’abord, I’hexachlorobenzéne, un polluant environnemental
largement répandu dans I’environnement, est un cancérigéne épigénétique, favorisant le
développement de tumeurs hépatiques de fagon plus importante chez les rats femelles que
chez les rats maéles. Il a été démontré que chez des rats exposés a I’hexachlorobenzéne
selon le protocole ABC, la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires est
inhibée au jour 100 et que cette diminution provient d’une baisse des connexines 26 et 32
observée au jour 50. Il existe également un dimorphisme sexuel dans la régulation des
connexines hépatiques, les males et les femelles ayant des niveaux basaux différents de
connexines. Cependant, les mécanismes controlant I’expression des connexines
hépatiques sont peu connus.

Les jonctions lacunaires et les jonctions adhérentes sont étroitement reliées. De
plus, dans les tumeurs, les protéines formant ces deux types de jonctions sont souvent
inhibées. Ceci suggére I"activation de voies de signalisation communes au deux types de
protéines jonctionnelles, soit les connexines et les cadhérines.

La voie de I'ILK est activée lors de la cancérogenése dans différents tissus.
L’expression de cette voie améne des changements dans les interactions cellule-cellule,
dont une baisse de I’expression de la E-cadhérine.

Basé sur ces constatations, ’objectif principal de la thése de doctorat était donc
de caractériser la régulation hépatique de la connexine 32 chez les rats, et plus
particuliérement chez les femelles. Cet objectif principal se subdivisait en trois sous-
objectifs : (1) déterminer si la voie de ’ILK est activée in vivo chez les rats femelles
exposées 4 I’HCB ; (2) confirmer I’implication de 1’activation de la voie de I’ILK dans
Pinhibition de la connexine 32 observée in vivo, a ’aide d’un modele in vitro ; et (3)
caractériser la régulation transcriptionnelle de la connexine 32 en étudiant les liaisons des
facteurs de transcription sur son promoteur lors de I’exposition 4 I’HCB et dans le cadre
du dimorphisme sexuel. Les expériences réalisées afin de répondre a ces sous-objectifs
constituent chacun un chapitre dans la deuxiéme partie de cette thése et ont été soumis a

des revues de littérature sous forme de trois manuscrits différents.
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SECONDE PARTIE,SECTION 1:
INVOLVEMENT OF THE INTEGRIN-LINKED KINASE PATHWAY IN
HEXACHLOROBENZENE-INDUCED GENDER-SPECIFIC RAT
HEPATOCARCINOGENESIS

Cet article a d étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Isabelle Plante, Daniel G.Cyr et Michel Charbonneau
Toxicological Sciences, 88(2), 346-357,2005, doi: 10.1093/toxsci/kfi323

1.1.Reésumé francais de l'article

L'activation de la voie de la kinase liée aux intégrines (ILK) module les interactions
cellule-cellule, un mécanisme épigénétique menant ala transformation des cellules
épithéliales. Chez des rats femelles exposés a I'hexachlorobenzéne (HCB) pendant cing
jours consécutifs et sacrifiés 45 jours plus tard, la communication intercellulaire par les
jonctions lacunaires est inhibée au niveau hépatique. L'hypothése de recherche de cette
étude est que I'HCB inhibe également I'expression de la E-cadhérine et que cette baisse
est causee par l'activation de la voie de signalisation de I'lLK. Les niveaux hépatiques
d'ILK étaient élevés chez les femelles traitées a I'HCB. Par contre, les niveaux
cytoplasmiques/membranaires de la protéine Akt, une cible de I'ILK, et sa forme active
phosphorylée étaient diminués chez les femelles traitées. Des analyses de cytométrie en
flux ont démontré une augmentation concomitante des niveaux nucléaires de la protéine
Akt; ceci suggere que l'activation de la protéine Akt par I'lLK résulte en la translocation
nucléaire de la protéine Akt. L'ILK et la protéine Akt peuvent toutes deux phosphoryler
la glycogene synthétase kinase-3(3 (GSK3[3), ce qui l'inactive. Les niveaux hépatiques de
phospho-GSK3(3 étaient plus élevés chez les femelles traitées a I'HCB, résultant en une
baisse de son activité. Une inactivation de la GSK3[3 ameéne la translocation nucléaire de
la (3-caténine. Des analyses d'immunohistochimie et de cytométrie en flux ont démontré
une translocation nucléaire de la [3-caténine chez les femelles traitees a 'HCB. Les
niveaux protéiques de la E-cadhérine étaient diminués chez les femelles traitées.
Finalement, I'exposition d'une lignée des hépatocytes de rat en culture (MH;C1y a des

inhibiteurs spécifiques de la GSK3(3 a confirmé que Il'activation de la voie de I'lLK est
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directement reliée a l'inhibition de I'expression de la E-cadhérine via l'inactivation de la
GSK3p. Cependant, I'expression de la connexine 32 n'est pas modulée par la GSK3p.
Finalement, cette étude a permis de démontrer que la voie de signalisation de I'lLK est
activée par I'HCB dans le foie des rats femelles, résultant en une inhibition de
I'expression de la E-cadhérine. La baisse concomitante de la communication
intercellulaire n'est pas reliée ni a la baisse de la E-cadhérine, ni & l'inactivation de la
GSK3p.

1.2. Contribution de I'étudiante

Toutes les expériences présentées dans cet article ont été réalisées par I'étudiante. Le
premier manuscrit de [larticle a également été écrit par I'étudiante. Finalement,
I'étudiante a participé a la version finale de l'article en apportant les corrections
nécessaires et en participantau choix du journal de publication.
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SECONDE PARTIE, SECTION 2:
ACTIVATION OF THE INTEGRIN-LINKED KINASE PATHWAY DOWN-
REGULATES HEPATIC CONNEXIN32 VIA NUCLEAR AKT

Isabelle Plante, Michel Charbonneau et Daniel G.Cyr

Accepté pour publication, Carcinogenesis, 2006

2.1. Résumé francais de P’article

Les jonctions lacunaires permettent la communication intercellulaire grice a des canaux
composés d’une famille de protéines, appelées connexines. Nous avons démontré
précédemment que la connexine 32 est inhibée dans le foie des rats femelles exposés a
’hexachlorobenzéne (HCB), un cancérigéne épigénétique. Cette baisse est concomitante
a une activation de la voie de I’Intégrine-Linked kinase (ILK), menant & I’activation et la
translocation nucléaire de la protéine Akt et en I’inactivation de la glycogéne synthétase
kinase-3f (GSK3P). La E-cadhérine, une protéine des jonctions adhérentes, est
également inhibée dans le foie de ces rats femelles, par I’inactivation de la GSK3p.
L’objectif de cette étude était de déterminer le role de la voie de I’ILK dans la régulation
de la connexine 32, en utilisant un modéle in vitfro. Afin de mimer I’activation de la voie
de I'ILK, des cellules provenant d’une lignée cellulaire d’hépatocytes de rat, les MH,C,,
ont été transfectées de fagon transitoire avec un vecteur d’expression exprimant le géne
de I'ILK (cellules ILK+). Les cellules ILK+ avaient des niveaux d’ARNm de connexine
32 significativement plus bas que les cellules transfectées avec le vecteur témoin. Dans
les cellules ILK+, la protéine Akt était également activé et transloqué dans le noyau.
L’utilisation subséquente d’un vecteur d’expression exprimant le géne de la protéine Akt
constitutivement actif a permis de démontrer une baisse de ’expression de la connexine
32, ce qui confirmait le réle de la protéine Akt dans la régulation de la connexine 32.
Finalement, des cellules transfectées avec un vecteur d’expression exprimant le géne de la
protéine Akt actif uniquement dans le noyau, ont démontré une diminution des niveaux
protéiques de la connexine 32 comparativement aux cellules transfectées avec un vecteur
exprimant Akt de type sauvage, ce qui suggére que la forme nucléaire active de la

protéine Akt est responsable de la baisse de connexine 32 observée. Ces résultats
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démontrent que la connexine 32 est inhibée lors de 1’activation de la voie de I’'ILK dans
les hépatocytes de rats et que cette baisse est due a I’activation et a la translocation

nucléaire de la protéine Akt.

2.2. Contribution de I’étudiante

Toutes les expériences présentées dans cet article ont été réalisées par I’étudiante. Le
premier manuscrit de I’article a également été écrit par I’étudiante. Finalement,
I’étudiante a participé a la version finale de I’article en apportant les corrections

nécessaires et en participant au choix du journal de publication.
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ABSTRACT

Gap junctions mediate intercellular communication through channels composed of
proteins, termed connexins (Cxs). We have shown that Cx32 is down-regulated in the
liver of female rats exposed to hexachlorobenzene (HCB), an epigenetic environmental
carcinogen. This is concomitant with the activation of the Integrin-linked kinase (ILK)
pathway, leading to the activation and nuclear translocation of Akt and the inactivation of
GSK3p. E-cadherin, an adherens junction protein, is also down-regulated in the liver of
these female rats, due to the inactivation of GSK3p. Using an in vitro model, the aim of
this study was to determine the role of the ILK pathway in the regulation of Cx32. In
order to mimic the activation of the ILK pathway, a well-differentiated rat hepatoma cell
line, MH,C,, was transiently transfected with an expression vector for ILK (ILK+ cells).
ILK+ cells displayed significantly lower Cx32 mRNA levels and Akt was also activated
and translocated into the nucleus. Using a constitutively-active Akt expression vector, we
showed that Akt transfected cells had lower Cx32 mRNA levels, indicating a role for Akt
in Cx32 regulation. Finally, using an Akt-NES vector, a nuclear-active form of Akt, we
showed that Cx32 protein levels were decreased in transfected cells as compared with
cells transfected with the wild-type inactive Akt vector suggesting that the nuclear form
of Akt is responsible for the down-regulation of Cx32. Overall, these data indicate that
Cx32 is down-regulated by the ILK pathway activation in rat hepatocytes and that this is

mediated via the activation and nuclear translocation of Akt.
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INTRODUCTION

It has been reported that in several types of cancers, a decrease in gap junctional
intercellular communication (GJIC) is associated with the development of tumors. Gap
junctions are intercellular channels formed by proteins termed connexins (Cxs). Gap
junctions allow direct communication between cells by allowing the exchange of small
molecules (< 1 kD) between neighbouring cells (1). It has been shown that epigenetic
carcinogens can promote tumor formation by down-regulating Cxs and consequently
GJIC (2). However, the intracellular signaling pathways implicated in the regulation of
Cxs are poorly understood.

Adherens junctions are implicated in cell-cell interactions and in intracellular
signaling. They are formed primarily by a large family of single-pass calcium-dependent
transmembrane proteins termed cadherins (3). It has been suggested that there exists a
functional relationship between adherens and gap junctions, and furthermore, that in
certain tissues, adherens junctions are necessary to allow binding of adjacent cellular
plasma membranes. This subsequently allows the connexons from each cell to bind and
form the intercellular pores of the gap junction. In certain cancers, both adherens and gap
junctions are down-regulated, suggesting the existence of common pathways controlling
the expression of these two types of intercellular junctions (4,5).

The activation of the Integrin-Linked kinase (ILK) pathway has been shown to down-
regulate the expression of E-cadherin in intestinal and mammary epithelial cells as well as
in human colon carcinoma cell lines (6). The ILK pathway is a phosphorylation signaling
cascade leading to the regulation of genes involved in the control of cellular proliferation,

differentiation and cell-cell interactions (7). The ILK phosphorylation cascade can
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modulate changes in gene expression via the activation of nuclear transcription factors
(6,7).

We have demonstrated that exposure to hexachlorobenzene (HCB), an epigenetic
environmental carcinogen, resulted in significantly lower levels of both Cx32 and Cx26 as
well as GJIC in the livers of female rats sampled 45 days after the administration of HCB
(8). However, Cxs and GJIC in males were unaltered. These changes coincided with a
down-regulation of E-cadherin induced by the activation of the ILK signaling pathway
(5). Using both in vivo and in vitro approaches we were able to demonstrate that the ILK
pathway was activated in the liver of HCB-treated rat females and that this activation
decreased the expression of E-cadherin via inactivation of GSK3p, a down-stream target
of ILK. However, Cx32 levels were not affected by the inactivation of GSK3p in vitro,
although Cx32 mRNA levels were decreased by 50% in HCB-treated cells as compared
to the untreated control cells. These results suggested that the regulation Cx32 by HCB
occurs either downstream of ILK via a second pathway or through another unidentified
signaling pathway parallel to ILK (5). In HCB-treated female rats, hepatic nuclear Akt
protein levels were increased. It has been shown that once activated by phosphorylation,
including ILK-induced phosphorylation, Akt phosphorylates different proteins in the
cytoplasm and can then translocate into the nucleus where it phosphorylates transcription
factors and modulates gene expression (9,10).

Since HCB exposure down-regulates hepatic Cx expression in rat both in vivo and
in vitro, and since E-cadherin is decreased by HCB-induced ILK pathway activation, it is
possible that Cx levels are also modulated by the same pathways, but using an

intermediate other than GSK3p. Consequently, the objective of this study was to assess
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whether or not the activation of the ILK pathway is implicated in hepatic Cx32

regulation.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture conditions

Rat liver cells line (MH,C,) was purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA). Cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM) supplemented with 10% FBS at 37°C with 5% CO, .

Transfection and vectors

An ILK expression vector pcDNA3.1/V5-his A was generously provided by Dr. S.
Dedhar (University of British Columbia). A constitutively active myr-Aktl expression
vector pUSEamp(+) was purchased from UpState Biosciences (Upstate Biosciences,
Chicago, IL). The Akt-NES-GFP and Akt-WT-GFP expression vectors pPEGFP-C1 were
generous gifts from Dr. M.D. Ringel (Ohio State University). Cells (95% confluent) were
transiently transfected using 40 pg/ml lipofectamine 2000 (InVitrogen Life Technologies)
in DMEM without FBS, according manufacturer’s instructions. Cells were lysed 24h later
and total protein or total RNA was isolated from the lysate. PCL-neo (Promega, Madison,
WI) was used as a control vector, and is represented as control group on the graphs. Table

1 summarizes the different vectors used in this study.
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Western blot analysis

Cytoplasm and nuclear/membrane proteins were extracted from MH,C, cells using the
NE-PER Cytoplamic and Nuclear Protein extraction kit (Pierce Biotechnology, Rockford,
IL, USA). The purity of the nuclear enrichment fraction was determined using albumin as
a marker for the cytoplasmic fraction and the transcription factor Spl as a marker for the
nuclear fraction (Fig. 1). Overexposed films show less than 6% cross contamination
between cytoplasmic and nuclear extracts (data not shown). Protein levels were
determined using the Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON,
Canada). A 50 pg aliquot of total proteins was subjected to SDS-Polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) on either a 10 or 12% gel and subsequently transferred onto a
nitrocellulose membrane. Membranes containing the transferred proteins were blocked
with PBS containing 5% powdered milk and 0.05% Tween and then hybridized overnight
at 4°C with the appropriate primary antibody (rabbit anti-ILK, 1.0-2.0 mg/ml, Upstate,
Chicago, IL; goat anti-Akt, 0.4 mg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; rabbit

r*3_Akt, 2.5 mg/ml, Biosource International, Camarillo, CA; rabbit anti-

anti-phospho-Se
Spl, 0.4 mg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; rabbit anti-Albumin, 2.8
mg/ml, DakoCytomation, Denmark). Following the hybridization, the membranes were
washed in PBS containing 0.05 % Tween and incubated for 1hr at room temperature with
the appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody (anti-rabbit, 0.08-0.2 pg/ml,
Santa Cruz Biotechnology; anti-goat, 0.3 pg/ml, Santa Cruz Biotechnology; anti-mouse-
IgG, 4.5 pg/ml; Sigma-Aldrich, Toronto, ON, Canada). Signal detection was done by

chemiluminescence using a commercial kit (Lumilight, Roche Diagnostic, Laval, QC,

Canada).
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Cytoplasmic protein loading was standardized by measuring actin levels, using a murine
monoclonal anti-actin antibody (1.0 pg/ml; Sigma-Aldrich). The membranes containing
the proteins were washed and subsequently incubated for 1 h at room temperature with
the secondary antibody (3.6 pg/ml; anti-mouse-IgG conjugated to peroxidase; Sigma-
Aldrich). Signal detection was done by chemiluminescence using the Lumilight kit
(Roche Diagnostic). Nuclear protein loading was verified using Ponceau red (5% Ponceau
red in 5% acetic acid) staining and quantified using Fluor-S™ Multilmager Bio-Scan

transilluminator (Bio-Rad laboratories).

Immunoprecipitation

Aliquots (50 pl) of protein G-Agarose (Roche Diagnostic) were incubated overnight at
4°C with 8 pg of murine anti-Cx32 antibody (Sigma-Aldrich). Total proteins (100 pg)
for each sample were add and incubated for an additional hour at 4°C. Agarose beads
were collected by centrifugation and washed in PBS. The agarose beads were then
incubated in Laemmli sample buffer and boiled for 10 min. The resulting proteins were
then subjected to SDS-PAGE on a 12% gel and subsequently transferred onto a
nitrocellulose membrane. Membranes containing the transferred proteins were blocked
with PBS containing 5% powdered milk and 0.05% Tween and then hybridized overnight
at 4°C with anti-mouse Cx32 (Sigma-Aldrich). Following the hybridization, the
membranes were washed in PBS containing 0.05 % Tween and incubated for 1 h at room
temperature with peroxidase conjugated anti-mouse-IgG (4.5 pg/ml; Sigma-Aldrich).
Signal detection was done by chemiluminescence using a commercial kit (Lumilight,

Roche Diagnostic).
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Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction

Total cellular RNA was isolated from MH;C; cells using the phenol-chloroform
extraction method of Sambrook and Russell (11). The RNA was reverse transcribed
using an oligo d(T)16-18 primer (Amersham Pharmacia Biotech) and MMLV reverse
transcriptase (Canadian Life Technologies) according to the manufacturer's instructions.
The cDNA templates (500 ng) were amplified for Cx32 (reverse primer: CAG GCT GAG
CAT CGG TCG CTC TT; forward primer: CTG CTC TAC CCG GGC TAT GC) using
30 cycles of a two-step PCR; denaturation at 94°C for 30 s, annealing and elongation at
69°C for 60 s. ILK was amplified with specific primers (reverse primer: TTG AGC TTT
GCC AGG AAG TT; forward primer:ATG TGA TGA ATC GTG GGG AT). RT-PCR
products were separated on either a 1 or 2% agarose gel and visualized by ethidium
bromide staining. Cx32 mRNA levels were standardized using GAPDH expression as a
standard (reverse primer: GCC GGG ACA GGC GGC AGG TTA G; forward primer:

GGG TGA GGT GAG CAT GGA GGA CG).

Immunofluorescence Microscopy

MH,C; cells transfected with the Akt-NES-GFP and Akt-WT-GFP expression vector,
were fixed 10 min with cold methanol at -20°C and permeabilized with PBS-Triton
(0.3%) for 15 min at room temperature. Nuclei were stained using 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) and examined under a fluorescent microscope. The localization of
Akt was visualized using the ImagePro Plus computer software (Media Cybernetics,

Silver Spring, MD).
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Flow Cytometric analyses

MH,C; cells were transfected with the Akt-NES-GFP and Akt-WT-GFP expression
vectors. One day (24h) later the cells were fixed for 10 min in cold methanol at -20°C
and then permeabilized with PBS-Triton (0.3%) for 15 min at room temperature. Cells
were blocked using PBS-BSA (5%) for 30 min at 37°C and then incubated for 90 min at
37°C with a mouse anti-Cx32 antibody (Sigma-Aldrich) diluted in PBS-BSA (5%). The
cells were then washed with PBS, and incubated 45 min at room temperature with goat
anti-mouse-phycoerythrin labeled antibody (Jackson Laboratories, Bar Harbor, MA).
Cx32 expression was quantified using flow cytometry (50 000 events). Only positive
events in GFP stained cells were used to analyze Cx32 protein levels using a

FACSCalibur system.

Statistics

Statistical differences between groups were determined by ANOVA followed a posteriori
by a Turkey test for multiple comparisons between experimental groups. Each experiment
was done in triplicate using 3 to 4 independent samples per group (n=12). Significance
was established at p<0.05. All statistical analyses were done using the SigmaStat

computer software (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA).

RESULTS
In order to determine if HCB-induced down-regulation of Cx32 observed in vivo results
from the activation of the ILK pathway, MH,C;, a well-differentiated rat hepatoma cell

line, were transiently transfected with an ILK expression vector in order to overexpress
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ILK. Using RT-PCR, we confirmed that the expression of ILK was increased in cells
transfected with the ILK expression vector. In these cells (MH;C;-ILK+), ILK mRNA
levels were two-fold higher than in cells transfected with the negative control vector (Fig
2A), while ILK protein levels were increased 3-fold, as determined by western blot
analyse (Fig 2B).

Our previous studies have shown that HCB can stimulate ILK in rat liver and that
this is associated with decreased Cx32 levels. In the present study, we observed a 2-fold
decrease in Cx32 mRNA levels in MH,C;-ILK+ cells relative to controls (Fig 3). This
indicates that the activation of the ILK pathway results in a down regulation of Cx32 in
rat hepatocytes.

Our previous results showed that Akt, a down-stream target of ILK, was increased
in hepatic nuclei of HCB-treated females, suggesting its activation by ILK. Akt can be
activated by phosphorylation at the plasma membrane by a variety of kinases, including
ILK. Western blot analysis indicated that whereas there was no change in cytoplasmic
Akt protein levels in MH,C;-ILK+ (Fig 4A), there was a nearly four-fold increase in
nuclear/membrane Akt protein levels as compared to untransfected cells (Fig 4B). Using
a phospho-specific anti-Akt antibody, we then showed that there was also a nearly 2-fold
increase in phospho-Akt cytoplasmic protein levels in MH;C;-ILK+ cells as compared to
the control (Fig 4C). Furthermore, there was a four-fold increase of phospho-Akt
nuclear/membrane protein levels in MH,;C;-ILK+ cells as compared to the control (Fig
4D). These results indicate that the overexpression of ILK and subsequent activation of
the ILK pathway in rat hepatocytes can activate the Akt intracellular pathway via an
increase in Akt phosphorylation. As such, this provides a functional experimental tool to

assess the role of ILK and Akt on gap junctional proteins. The ILK pathway can activate
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either Akt, as described above, or can inactivate GSK3p and promote the nuclear
translocation of cytoplasmic B-catenin. Our previous work has also demonstrated that
chemical inhibitors of GSK3p failed to alter Cx32 levels in MH,C; cells, suggesting that
ILK is acting via another cellular target, such as Akt.

In order to determine if hepatic Cx32 down-regulation occurred via the activation
of Akt by ILK, we mimicked ILK-induced Akt activation by transfecting MH,C; cells
with an expression vector containing an active mutated form of Akt (MH,C,-Akt+). This
vector expresses a constituvely active form of Akt due to the presence of 11 N-terminal
amino acid residues of avian c-src that are required for protein myristoylation at the
amino terminus of Akt. This signal sequence allows Akt to be translocated to the plasma
membrane where it can be activated by phosphorylation. We first determined the
efficiency of the transfection using western blot analysis. In all samples, a band at 60
kDa, corresponding to endogenous Akt, was observed (Fig. 5). A second heavier band
was detected (around 64 kDa) in the fractions of MH,C,—Akt+ cells, corresponding to the
exogenous mutated form of Akt produced by the vector. A marked increase in exogenous
Akt was present in the cytoplasmic and membrane fraction of MH;C; cells transfected
with the Akt vector (MH;C;-Akt+) (Fig 5). In these cells, however, there was also an
increase in Akt protein levels in the nuclear/membrane fraction of MH,;C;-Akt+,
suggesting the activation and increased expression of Akt (Fig 5). There was also a
substantial increase in active phospho-Akt in both the cytoplasmic and nuclear/membrane
fractions of MH,C;-Akt+ cells as compared to MH,C, cells, confirming the transfection
of the phosphorylated active form of Akt (Fig 5). To determine the role of Akt in Cx32

regulation, we then measured Cx32 mRNA levels in MH;C;, and MH,C;-Akt+ cells.
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Using semi-quantitative RT-PCR, we observed a 40% decrease in Cx32 mRNA levels
(Fig 6 ). Cx32 protein levels were determined by Western blot analyses following Cx32
immunoprecipitation. Results indicate a 40% decreased in Cx32 protein levels in MH,C;-
Akt+ cells as compared to MH,C; cells. These results suggest that the activation of Akt
results in the down-regulation of Cx32 expression at both the mRNA and protein level.
Akt can act either at the membrane and cytoplasmic levels, where it can
phosphorylate effector proteins, or at the nuclear level, where it can act as a transcription
factor or phosphorylate other transcription factor(s) (10). In order to determine if the
decrease in Cx32 induced by Akt was due to nuclear translocation of Akt, we tested two
other vectors coupled to a green-fluorescent protein (GFP) containing either a wild-type
inactive Akt (Akt-WT+) or a mutated nuclear-only active form of Akt (Akt-NES+), in
which the nuclear-export sequence was modified in order to retain Akt in the nucleus.
Using immunofluorescence microscopy, we first demonstrated that in MH;C,;-Akt-NES+
cells, Akt was present in the nuclei of transfected cells, while in MH;C;-Akt-WT+, the
GFP was distributed throughout the cytoplasm (Fig 7A). As a result of the low
transfection rate observed with the Akt-NES+ vector (approximately 5% of cells), we
used flow cytometric approach to analyse the expression of Cx32 only in those cells that
expressed the nuclear Akt (Figs 7Bi and 7Bii). While there were no differences in Cx32
levels between untransfected control cells and cells transfected with the WT inactive
vector (MH;C,;-Akt-WT+ cells) (Fig 7Biii), there was a significant 25% decrease in Cx32
protein levels in cells transfected with the nuclear-only active vector (MH;C;-Akt-NES+)
as compared to either MH,C-Akt-WT+, or untransfected cells (Fig 7Biii). These results

suggest that nuclear Akt can regulate, at least in part, hepatic Cx32.
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DISCUSSION

We have previously shown that HCB-treatment in female rats decreases hepatic Cx32 and
Cx26 levels (8). Furthermore, we have also shown both in vivo and in vitro, that the
hepatic ILK pathway is activated by HCB-treatment in female rats, and that this
activation results in a decrease in the expression of E-cadherin (5). This decrease appears
to result from the inactivation of GSK3f, a down-stream target of ILK. However, Cx32
levels were not affected by the inactivation of GSK3p in vitro, suggesting that HCB-
induced Cx32 down-regulation occurs either downstream of ILK via the activation of a
second sub-pathway, or by another unidentified parallel signaling pathway (5).
Consequently, the objective of this study was to assess whether or not the activation of
the ILK pathway is implicated in hepatic Cx32 regulation, and if so, to identify the sub-
pathways implicated in this regulation. In the present study, we have demonstrated that
the overexpression of ILK in MH,C, results in the activation and nuclear translocation of
Akt, and that this activation is associated with a decrease in Cx32 mRNA levels.
Combined with our previous results, the present data suggested that the activation of the
ILK pathway by HCB results in the down-regulation of both E-cadherin and Cx32,
although this appears to be regulated via two different down-stream targets, GSK3pB and
Akt respectively.

ILK is an evolutionarily conserved protein kinase, implicated in both integrin and
growth-factor signaling. ILK basal activity is usually low, but can be stimulated by cell-
cell interactions as well as by certain growth factors, including the epidermal growth
factor receptor (EGFR) (12,13). Interestingly, it has been shown that HCB can stimulate

EGFR (14,15). Stimulation of EGFR can activate the ILK pathway and consequently the
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PI3K pathway which is associated with the recruitment of Akt to the plasma membrane
(16). Whether or not EGFR or PI3K are implicated in ILK and Akt activation leading to
the modulation of cell-cell interaction by HCB in female rats remains to be elucidated.

The role of the ILK pathway in the regulation of Cxs is not well defined. In
another study it has been suggested that the loss of betal integrin function and inhibition
of integrin clustering up-regulates the expression of Cxs in embryonic stem (ES) cell-
derived cardiomyocytes, by beta-catenin/Wnt-dependent pathways (17). Down-regulation
of both adherens and gap junctions have been reported in certain malignant tumors,
suggesting the existence of common pathways regulating the expression of proteins
comprising these intercellular junctions (4,18). This study and our preivous one are the
first to demonstrate a pathway by which both gap and adherens junction proteins are
down-regulated. Moreover, since both ILK pathway activation and decreased cell-cell
interactions are hallmarks of cancer, our results suggest that this mechanism may
represent a general mechanism implicated in carcinogenesis.

Little is known about pathways implicated in the regulation of Cxs. Several
studies have shown that certain Cxs can be post-trancriptionally regulated by
phosphorylation at different steps in the assembly of gap junctions, such as intracellular
trafficking, assembly, gating and degradation (19). Various kinases have been implicated
in Cx phosphorylation, including the mitogen-activated protein kinase (MAPK) (20).
Cx43 has been reported to be regulated by a p38-MAPK in Sertoli cells (21), as well as
liver Cx32 following partial hepatectomy in rat (22). Glucocorticoids have also been
shown to be important regulators of hepatic GJIC and Cx32 expression (23).

However, while phosphorylation events are important for the post-translational

regulation of Cx32, few studies have focused on the involvement of signaling pathways in
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the transcriptional regulation of Cx32. In our previous studies, HCB exposure resulted in
Cx32 down-regulation and increased Akt translocation into the nucleus, suggesting that
nuclear Akt might be important in Cx32 regulation, as well as in carcinogenesis (8) (5). In
the present study, ILK overexpression induced the nuclear translocation of Akt and a
decrease in Cx32 mRNA levels. In order to determine whether or not Akt was responsible
for the lower Cx32 levels, we transfected cells with an Akt expression vector. The
resulting decrease in Cx32 mRNA levels indicated that the Akt pathway was at least
partly responsible for the lower Cx32 levels. To determine if nuclear Akt was responsible
for the lower Cx32 levels, cells were transfected with an expression vector (Akt-NES)
that produced a modified active Akt which is specifically targeted to the nucleus. Flow
cytometric analysis indicated a decrease in Cx32 expression in MH;C; cells transfected
with the nuclear active only Akt-NES, as compared to either inactive Akt-WT transfected
or untransfected cells. Whether or not these effects are the result of Akt acting as a
transcription factor or via the activation or inactivation of other transcription factors in the
nucleus remains to be established.

Interestingly, it has been shown that Akt can phosphorylate Foxa-2 (hepatocyte
nuclear factor-3p), a transcription factor from the forkhead family (24). This factor is a
member of the same family as HNF-1, which has been associated with Cx32 regulation
(25,26). It has also been suggested that Sp1 may play a role in Cx32 regulation, since the
Cx32 promoter contains several Spl sites and DNA-protein complexes have been
identified in shift assays (25,27,28). Spl is a member of the Sp family of transcription
factor frequently found in promoters lacking a TATA box and in the promoter regions of
housekeeping genes (29). Spl transcription factors have been associated with the

stimulation of the rat Cx32 promoter by acting at several sites along the 5’ flanking
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region of the gene (27). A recent study has reported that Akt is required for the induction
of VEGF, a critical event in carcinogenesis, and that this activation involves the
phosphorylation and binding of Sp1l to the VEGF promoter region (30). Whether or not
Akt can modulate Cx32 transcriptional regulation by acting on HNF-1 or Sp1 remains to
be elucidated.

Recent studies have suggested that the nuclear localization of Akt may be
important in the process of carcinogenesis. Indeed, it has been shown that Akt is localized
into the nucleus of human thyroid tumors, and allows cell migration in a Boyden chamber
in vitro (9,31). Furthermore, levels of nuclear Akt increase with stages of tumor
progression in prostate cancer (32). Our study suggests a pro carcinogenic role of Akt in
modulating a decreased Cx32 expression, an important hallmark of hepatocarcinogenesis.
In summary, we have demonstrated that the overexpression of ILK in rat hepatocytes
leads to the activation of Akt and its nuclear translocation. Active Akt is implicated in
Cx32 down-regulation via its nuclear effects, although we cannot discount the possibility
that cytoplasmic Akt also contributes to lowering levels of Cx32. Together with our
previous studies, these data suggest that the activation of the ILK pathway decreases cell-
cell interactions by decreasing both gap and adherens junctions, via activation of two
parallel branches of the same pathway. Since the down-regulation of junctional proteins
as well as the overexpression of ILK are hallmarks of carcinogenesis, this suggests that
this mechanism can be a widespread event not only in HCB-induced or chemically-

induced tumors, but may also be implicated in different types of cancers.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Determination of cross contamination between nuclear and cytoplasmic
fractions. Cytoplasm (C) and nuclear (N) proteins were extracted from MH,C; cells
using the NE-PER Cytoplamic and Nuclear Protein extraction kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA). An aliquot of proteins (50 pg) from each sample was subjected to
Western blot analysis. Nuclear compartment enrichment has been determined using

albumin as a cytoplasmic marker and Sp1 transcription factor as a nuclear marker.

Figure 2: ILK mRNA and protein levels in MH;C; and MH,C;-ILK+ cells. MH,;C,;
cells were transiently transfected with either control or ILK expression vectors and lysed
24h later. (A) mRNA was extracted and used for semi-quantitative RT-PCR analysis
using ILK-specific primers. Samples were standardized for loading using GAPDH. Data
are expressed as the mean £ SEM (n = 12, from three independent experiments). **
indicates a significant difference from controls (p<0.01). (B) Cells were lysed and an
aliquot of proteins from each sample was subjected to Western blot analysis using ILK
antisera. Amounts of proteins loaded were 50 pg. Data were standardized for loading
using an actin antisera. Data are expressed as the mean + SEM (n = 12, from three

independent experiments). * indicates a significant difference from controls (p<0.05).

Figure 3: Connexin32 mRNA levels in MH;C; and MH,C;-ILK+ cells. MH,;C, cells
were transiently transfected with either control or ILK expression vectors and lysed 24h
later. mRNA was extracted using the phenol-chloroform method and then used for RT-

PCR analysis using Cx32 specific primers. Data were standardized for loading using
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GAPDH mRNA levels. Data are expressed as the mean + SEM (n = 12, from three

independent experiments). ** indicates a significant difference from controls (p<0.01).

Figure 4: Akt and phospho-Akt protein levels in MH;C; and MH;C,-ILK+ cells.
MH;C; cells were transiently transfected with either control or ILK expression vectors
and lysed 24h later. Cells were lysed using the NE-PER cytoplasmic and nuclear protein
extraction kit (Pierce Biotechnology) and an aliquot of protein (50 pg) from each sample
was subjected to Western blot analysis using (A,B) Akt antisera or (C,D) phospho-Akt
antisera. Data were standardized for loading using an actin antisera for cytoplasmic
fractions. Data are expressed as the mean + SEM (n = 12, from three independent
experiments). *, ** *** indicate a significant difference from controls (p<0.05; p<0.01;

p<0.005, respectively).

Figure 5: Akt and phospho-Akt protein levels in MH;C; and MH,;C;-Akt+ cells.
MH;C; cells were transiently transfected with either control or active Akt expression
vectors and lysed 24h later. Cells were lysed using NE-PER cytoplasmic and nuclear
protein extraction kit (Pierce Biotechnology) and an aliquot of protein (50 pg) from each
sample was subjected to Western blot analysis using Akt antisera or phospho-Akt
antisera. Data were standardized for loading using an actin antisera for the cytoplasmic

fractions.

Figure 6: Connexin32 mRNA and proteins levels in MH,C; and MH,;C,-Akt+ cells.

MH,C, cells were transfected with either control or active Akt expression vectors and
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lysed 24h later. (A) mRNA was extracted using the phenol-chloroform method and then
used in RT-PCR analysis using Cx32 specific primers. Data were standardized for
loading using GAPDH mRNA levels. Data are expressed as the mean + SEM (n = 12,
from three independent experiments). (B) Proteins were extracted and Cx32
immunoprecipitated (IP) as described in material and methods. The nitrocellulose
membrane containing IP Cx32 was subjected to immunoblotting using an anti-Cx32
antisera. Data are expressed as the mean + SEM (n = 7) The experiment was repeated

once. ** indicates a significant difference from controls (p<0.01).

Figure 7: Effect of Akt localization in MH;C;, MH,;C;-Akt-WT+ and MH,;C;-Akt-
NES+ cells on Cx32. (A) MH,C, transfected using cells using Akt-WT-GFP (I) and Akt-
NES-GFP (II) expression vectors pEGFP-C1. Nuclei were stained using 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) and examined under a fluorescent microscope (III and IV). The
localization of Akt was analyzed using the ImagePro Plus computer software (V and VI)
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD). (B) MH,C; transfected using cells using Akt-
NES-GFP and Akt-WT-GFP expression vectors pEGFP-C1, and incubated with a mouse
anti-Cx32 antibody (Sigma-Aldrich) and a goat anti-mouse-phycoerytrin antibody
(Jackson Laboratories). Only positive events in GFP staining (red quadrant in “i”’) were
used to analyze Cx32 protein levels (ii). Cx32 expression was quantified by flow
cytometry (50 000 events) with a FACSCalibur system (iii). b indicates a significant

difference from a (p<0.05).
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Table 1: List of transfection vectors used in Akt experiments and their activity.

Name of the vector Term used to designed transfected cells Transfected
Akt status
PCL-neo MH,C, Not applicable
myr-Aktl MH,C,-Akt+ Active
Akt-WT-GFP MH,C,-Akt-WT+ Inactive
Akt-NES-GFP MH,C,-Akt-NES+ Nuclear only

active
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Figure 5

Phospho-
Akt Akt

C Akt+ C Akt+

Exogenous Akt

Cytoplasm Endogenous Akt 60 kD

Actin 42kD

Membranal/
Nucleus

Exogenous Akt
Endogenous Akt 60 kD



100

Figure 6

Akt

C

430 bp
*k

Cx31 jumm sl 389

GAPDI

v v v
= < )
= = =

(sjlun Lireajiqae)
S[9A3] VAW ZEUIXauuo))

1.2 9
0,0 <

Akt+

Ctrl
vector

Akt

C

28 KD

Cx32

Akt+

Ctrl
vector

0.8 9

.
o
=

(syun Larejrqae)
S[9Ad] urjoad Zguixauuo)

0.6 9
0.4 4

v
2
<



Figure 7

A

HOOON

1000X

1000X

Lo

101

000X

Akt-

1000X il

1000X

C 125.0 « a
P I
9 100.0 -
2 b
£
8 ? 75.0 4
[=]
52
o 50.0 ¢
22
e
2 250
s
(=]
. 0.0

: Akt- Akt-

WT+ NES+






103

SECONDE PARTIE. SECTION 3:
SEXUAL DIMORPHISM IN THE TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF LIVER

CONNEXIN32 IN HEXACHLOROBENZENE-TREATED RATS

Isabelle Plante, Daniel G.Cyr et Michel Charbonneau

Manuscrit en préparation pour soumission

3.1. Résumé francais de ’article

L’hexachlorobenzéne (HCB), un polluant environnemental, est un cancérigéne
épigénétique. 11 a été démontré qu’une exposition & ’HCB favorise le développement de
tumeurs hépatiques de fagon plus importante chez les rats femelles que chez les méles.
Cette prédisposition a été associée a une baisse des interactions cellule-cellule. Les
femelles exposées 8 ’HCB démontrent une activation hépatique de la voie de la kinase
associée aux intégrines (« Integrin-Linked kinase », ILK), résultant en inhibition de
Pexpression de la E-cadhérine, une protéine des jonctions adhérentes, et de la connexine
32, une protéine des jonctions lacunaires, via une inhibition de la glycogéne synthétase
kinase-3p (GSK3B) et une activation de la protéine Akt, respectivement. De plus, un
dimorphisme sexuel a été démontré au niveau de ’expression hépatique basale de la
connexine 32 ; les males ayant environ huit fois plus de connexine 32 que les femelles.
Le promoteur de la connexine 32 a été étudié et comporte différentes régions impliquées
dans la régulation hépatique. Cependant, I’implication de ces régions promotrices dans
I’inhibition de la connexine 32 n’est pas connue. L’objectif de ces études était donc de
caractériser la régulation transcriptionnelle de la connexine 32 (1) au niveau du
dimorphisme sexuel, ainsi que (2) lors de I’exposition & ’HCB. Des rats males et
femelles ont été exposés a I’HCB durant cinq jours consécutifs, puis les foies ont été
échantillonnés 45 jours plus tard. Des analyses de mobilité électrophorétique
(« Electrophoresis Mobility Shift Assay », EMSA) ont permis de démontré qu’une région
située dans le promoteur basal du promoteur de la connexine 32 est impliqué dans le
dimorphisme sexuel, puisque le complexe formé par un facteur de transcription et un
fragment, le Fr26 était moins intense chez les femelles que chez les méles. La liaison de

ce facteur de transcription était également moins importante chez les femelles traitées a
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I’HCB par rapport aux femelles témoins. Une autre région du promoteur de la connexine
32, le Fr110 est impliquée dans ’inhibition de I’expression de la connexine 32 puisque le
complexe formé par ce fragment et son facteur de transcription était moins intense chez
les femelles traitées 4 1’HCB par rapport aux femelles témoins. La liaison de ce complexe
est controlée par la voie de I'ILK puisque I’augmentation de I’expression de la protéine
Akt dans des hépatocytes de rats (MH,C;) en réduit I’intensité. En conclusion, cette
étude a permis de démontrer que le dimorphisme sexuel observé dans I’expression
hépatique de la connexine 32 est associée a la liaison moins importante d’un facteur de
transcription dans la partie basale du promoteur chez les rats femelles. Une exposition &
I’HCB ameéne une baisse encore plus importante de la liaison de ce facteur chez les
femelles, ainsi que la baisse de liaison d’un autre facteur de transcription via ’activation
de la protéine Akt. Ces résultats suggérent que la baisse de I’expression de la connexine
32 chez les femelles résulte d’une perte de la liaison de deux facteurs de transcription

positifs sur le promoteur.

3.2. Contribution de I’étudiante

Toutes les expériences présentées dans cet article ont été réalisées par I’étudiante. Le
premier manuscrit de Darticle a également été écrit par I’étudiante. Finalement,
I’étudiante participera la version finale de I’article en apportant les corrections nécessaires

et en participant au choix du journal de publication.
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ABSTRACT

Hexachlorobenzene (HCB) is an epigenetic carcinogen rendering female rats susceptible
to liver tumor formation through down-regulation of Cx32, a gap junction protein. A
sexual dimorphism in respect to Cx32 expression has also been shown in rat liver with
untreated males having 8-fold more Cx32 mRNA than untreated females. The objectives
of this study were to (1) determine if the observed sexual dimorphism in the expression of
Cx32 is associated with a gender-specific binding of transcription factors on the Cx32
promoter; (2) identify regions of the Cx32 promoter implicated in the HCB-induced
down-regulation of Cx32 in female rat liver; and (3) determine if HCB exposure
modulates the binding of transcription factors on the Cx32 promoter through Akt
activation, a key down-stream messenger in the Integrin-linked kinase (ILK) pathway,
which is activated in HCB-treated females. Male and female rats were exposed to HCB
during 5 consecutive days and sampled 45 days later. Liver nuclear proteins were
extracted, incubated with specific fragments of the Cx32 promoter and analysed using
EMSA. A complex formed by a fragment of the basal promoter (F126) and a transcription
factor of approximately 60 kDa was less intense in female rats as compared to males;
mutation experiments showed that two binding sites are necessary for the binding of this
complex. Following HCB exposure, the intensity of two complexes was decreased in
females, but not in males (Fr26 and Fr110). Binding of a complex comprised of a 60 kDa
and a 110 kDa protein to the 5’ region of Fr110 appears to be controlled by the ILK
pathway, since overexpression of Akt in rat hepatocytes (MH,C;) inhibits its formation.

Overall, these results suggest that both the sexual dimorphism and the down-regulation of
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Cx32 in HCB-treated female rats are mediated by a reduction in the binding of activating

transcription factors on the Cx32 promoter.
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INTRODUCTION

Gap junctions are composed of intercellular channels, or connexons, formed by a family
of proteins termed connexins [22]. Adult rat hepatocytes express only two connexins:
Cx32 and Cx26. These channels permit bidirectional communication between cells by
selectively allowing the passage of ions, metabolites and secondary messengers. Gap
junctional intercellular communication (GJIC) is essential for the regulation of
homeostasis. A down-regulation of Cxs and gap junctional intercellular communication
(GJIC) in tumor cells has been well documented [3]. Many epigenetic carcinogens have
been shown to promote tumor formation by disturbing gap junctional intercellular
communication (GJIC) [20].

Hexachlorobenzene (HCB), a widespread environmental pollutant, is an
epigenetic carcinogen. We and others have reported that HCB exposure renders females
more susceptible than males to chemically-induced liver carcinogenesis [21] [15] [9] [8]
[10]. We have reported that a 5 day exposure to HCB results in a decrease in GJIC in
females [17]. Hepatic mRNA and protein levels for Cx32 and Cx26 were also
significantly lower at day 50 in livers of HCB-treated females when compared to controls,
whereas in males there were no differences between controls and HCB-treated rats. These
changes are consistent with the occurrence of sexually dimorphic tumor formation [21]
[25] [4]). Our studies have shown that HCB-induced tumor promotion in females is
associated with the activation of the Integrin-Linked kinase pathway (ILK) in which Akt,
a down-stream target of ILK, regulates Cx32 expression [18];[19]. Furthermore, a marked
sexual dimorphism was observed in Cx32 and Cx26 basal mRNA levels, since there were

8-fold lower and 3-fold higher, respectively, in females as compared to males.
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Cx32 is expressed at levels that are approximately 10-fold higher than Cx26 in the liver
[26]. Cx32 knockout mice are more susceptible to chemically-induced liver tumor
formation, suggesting a more important role of Cx32 in carcinogenesis [14] [24] [6].
However, the transcription factors implicated in the decrease of Cx32 during
hepatocarcinogenesis are unknown. Three promoters have been identified that are
involved in regulating Cx32 expression. The first is located upstream of the first exon,
lacks a TATA box, contains a CCAAT box and Spl elements which stimulate Cx32
expression in adult rat liver [12] [13] [5]. Two additional promoter regions located within
the intron have been shown to regulate Cx32 expression in neural and embryonic tissues,
but are inactive in adult rat liver. Several transcriptional factors have been shown to bind
to response elements in the Cx32 promoter. These include HNF-1, Spl, YY1 and NF-1.
However, their role in carcinogenesis remain to be determined [2] [1] [16] [11] [5] [7].
The objectives of this study were to (1) determine if the observed sexual
dimorphism in the expression of Cx32 is associated with a gender-specific binding of
transcription factors on the Cx32 promoter; (2) identify regions of the Cx32 promoter
implicated in the HCB-induced down-regulation of Cx32 in female rat liver; and (3)
determine if HCB exposure modulates the binding of transcription factors on the Cx32

promoter through Akt activation, a key down-stream messenger in the ILK pathway.

MATERIAL AND METHODS
Animals
Male and female Sprague-Dawley rats (180-200 g) were purchased from Charles River

Canada (St. Constant, QC). Rats were maintained under a constant photoperiod of 12 h
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light:12 h dark and received food and water ad libitum. All animal protocols used in this

study were approved by the University Animal Care Committee.

Animal treatments

Rats were administered HCB (100 mg/kg) or vehicle (corn oil, controls) by gavage for 5
consecutive days, and killed 45 days after the last HCB dose. At this time point (day 50),
a significant decrease in hepatic Cx32 and Cx26, both at mRNA and protein levels, and
an overexpression of the ILK pathway in female rats had been previously observed [17].
HCB administered to rats using this experimental protocol does not cause liver injury as
determined by the absence of morphological changes and normal plasma levels of alanine
aminotransferase. At the time of sampling, rats were anesthetized by isoflurane inhalation

and the liver was removed, frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C for subsequent

analyses.

Cell Cultures and transfection

MH,C; rat liver cells were purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA). Cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% FBS at 37°C with 5% CO; .

Cells grown at 95% confluence were transiently transfected using 40 pg/ml lipofectamine
2000 (InVitrogen Life Technologies, Invitrogen Canada, Burlington, ON) in DMEM
without FBS, according to the manufacturer’s instructions. Cells were lysed 24h later for
extraction of nuclear proteins. Constitutively active myr-Aktl expression vector

pUSEamp(+) was purchased from UpState Biosciences. PCL-neo (Promega, Madison,
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WI) was used as a negative control vector; no differences were observed between PCL-
neo transfected cells and untransfected cells. These transfections did not affect cell
viability as determined by trypan blue exclusion assays and methylthiazoletetrazolium

(MTT) colorimetric analysis.

Nuclear protein extraction

Nuclear proteins from liver and MH,C, rat hepatocytes were extracted using the Nuclear
and Cytoplasmic NE-PER protein extraction kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
USA), according to the manufacturer’s instructions. Protein concentrations were assessed

using Bio-Rad Protein Assay reagents (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada).

Electrophoresis Mobility Shift Assay (EMSA)

Electrophoresis Mobility Shift Assays (EMSA) were done according to Morsi et al.
(2004). Briefly, Cx32 promoter fragments (10 pmol of sense oligonucleotides) were
incubated with T4 Polynucleotide Kinase (InVitrogen Life Technologies) and [y-32P]ATP
(3000 Ci/mmol), for 30 min at 37°C, and subsequently purified on a NICK™ Sephadex
column (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC, Canada). The labelled DNA probe
was then incubated with the corresponding antisense fragment. Radioactive double
stranded DNA (20 fmol) were incubated with 4 pg of nuclear protein in EMSA
incubation buffer (40 % glycerol, 10 mM MgCl, 5 mM EDTA, 100 mM Tris pH 7.5, 500
mM NaCl, 5 mM DTT, 2 pg\ml de poly dI-dC) for 30 min at room temperature. When
appropriate, samples were incubated 30 min at room temperature with either antibody or

non-radioactive probe prior to incubation with the radioactive probe. Samples were then
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separated on a 4% non-denaturating gel, dried and analysed using a Molecular Dynamics
Phosphorimager (Phosphorlmager SI™ Molecular Dynamics, Amersham Biosciences).
Fragments (Fr26, Fr53, Fr70, Fr26mA, Fr26mB, Fr110A, Fr110B, Fr110C, Fr110AmA
and Fr110AmB) used for EMSA were synthesized by InVitrogen (InVitrogen Life
Technologies). The sequence Fr110 was obtained by cutting the full-length promoter of
Cx32 with restriction enzymes. The promoter was generously donated by Dr S. Minchin
from The University of Birmingham, UK. Briefly, the promoter was sequentially cut in
appropriate buffer with Alu 1 for 1 hour and Mbo I for another hour. The fragments were
separated on a 2% agarose gel and the Fr110 fragment was extracted from the gel using
QIAquick® Gel Extraction kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). The sequence of

each fragment is indicated in Table 1.

Southwestern blot

Southwestern blots were done according to Bai et al. (1995), with few modifications.
Briefly, nuclear proteins were processed on a 12% SDS-PAGE and transferred onto
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked 1 hr at room temperature in blocking
buffer (5% dry milk, 4% glycerol, 1 mM MgCl, 0.5 mM EDTA, 10 mM Tris pH 7.4, 50
mM NacCl, 0.5 mM DTT, 0.05% Tween) and then incubated 2 hr at room temperature in
blocking solution containing 7.5 X 10° CPM of radioactive double stranded DNA (Fr26
and Fr110A probes). After hybridization, membranes were washed twice (15 min each) in
blocking solution and rinsed in washing buffer (100 nM NaCl, 10 mM Tris pH 7.6, 1 mM
EDTA), then analysed using a Molecular Dynamics Phosphorimager (Phosphorlmager

SI™ Molecular Dynamics).
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Statistical analysis

Statistical differences between groups, i.e. control vs HCB-treated groups or between
MH,C,; vs MH,C;-Akt+, were determined using either a Student-t test when there were
only two experimental groups or an ANOVA followed a posteriori by a Tukey test for
multiple comparisons between multiple experimental groups. Each experiment was
repeated three times using 3 or 4 independent samples per group. Significance was set at
p<0.05. All statistical analyses were done using the SigmaStat computer software (Jandel

Scientific Software, San Rafael, CA).

RESULTS
The sexual dimorphism in Cx32 expression
The first objective was to determine if the sexual dimorphism observed previously for
hepatic Cx32 expression was due to differential transcription factor binding to the
promoter. In these experiments, we used four different fragments of the Cx32 promoter to
conduct EMSA analyses (Table 1, Fr26, Fr53, Fr70 and Fr110). These fragments
represent critical regions implicated in the down-regulation of Cx32 in primary cultures
of hepatocytes: Fr26 is located in the basal promoter, Fr53 are both located in positive
regulatory regions and Fr110 partlially located in a negative regulatory region and
partlially in a positive region [11]. The gender-specific Cx32 regulation in rat liver was
assessed using EMSA by looking at the formation of complexes between these fragments
and nuclear protein extracts from male and female rats.

Using F26, only one specific protein-DNA complex was formed when incubated
with liver nuclear protein. In male rats, the Fr26 complex was two-fold more abundant

then in female liver extracts (Figure 1A). Using Fr53, two specific complexes were
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formed; neither of them showed significant differences between males and females
(Figure 1B). For Fr110, only one complex was formed, and it did not differ between the
two groups (Figure 1C). For Fr70, no specific complexes were formed when incubated
with hepatic samples (data not shown). These results suggest that the sex-specific
regulation of Cx32 is under the control of a transcription factor binding to the Cx32

promoter between mp -153 to mp -127.

Modulation of transcription factors on Cx32 promoter by HCB

In previous studies, we have shown that Cx32 expression was decreased in the livers of
HCB-treated female rats as compared to controls, while there were no differences
between HCB-treated and control males [17]. Changes in binding complexes formed
between nuclear proteins and the different fragments of the Cx32 promoter were assessed
in control and HCB-treated animals of both sexes. For Fr26, the binding complex formed
with liver nuclear proteins showed a significant 5-fold decrease in HCB-treated female
livers as compared to controls (Figure 2A). In males, there were no differences between
HCB-treated and control animals (Figure 2B). For fragment Fr53, two different binding
complexes were formed. For this fragment, there were no differences between the control
and HCB-treated groups for either male or female rat livers (Figures 3A and 3B). Finally,
using Fr110 we observed the formation of a single binding complex. This complex was
decreased 3-fold in HCB-treated females as compared to controls (Figure 4A). In males,
there were no differences between the control and HCB-treated groups (Figure 4B).
Taken together, these EMSA analyses indicate that HCB exposure resulted in a decrease
in two binding complexes in female rat livers in Fr26 and Fr110 regions of the Cx32

promoter. This suggests that the decrease in Cx32 expression previously observed may
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have resulted from a decrease in the binding of activating transcription factors. Moreover,
consistent with the gender-specific effect of HCB, these changes were not observed in

male rat livers.

Modulation of transcription factor binding to Cx32 promoter by Akt

We have previously shown that HCB exposure leads to the activation of the ILK pathway
in female rat livers, and that the decreased Cx32 expression appears to result from the
activation of Akt [18] [19]. In order to assess the similarity between the effects of HCB
and of Akt activation on complexes binding to the Cx32 promoter, nuclear proteins were
extracted from MH,C; cells transfected with a constitutively active Akt vector (MH,C,-
Akt+ cells) as described in a previous paper [19] and were used for EMSA with Fr110
and Fr26. For both MH,C; and MH,C,-Akt+, the complexes formed (Figure 5) were
similar to those observed using rat liver extracts (Figure 1). No differences were observed
between MH,;C; and MH,C;-Akt+ cells for Fr26, suggesting that the Akt-driven down-
regulation of Cx32 is not exerted via transcription factors binding to this region of the
promoter (Figure 5A). However, a significant 20% decrease was observed in complex
formation resulting from binding to Fr110 (Figure 5B). Extrapolation of this in vifro data
suggests that one of the two transcription factors implicated in the HCB-induced Cx32

decrease in rat liver is modulated via ILK pathway activation, namely through Akt.

Identification of transcription factors in Fr26 and Fr110 complexes
The Fr26 fragment contains various consensus binding sequences, including an Sp site
and a site similar to the androgen receptor (AR) and estrogen receptor (ER) binding sites.

In order to determine if these sites were important for F126 complex formation, two
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different mutated fragments were synthesized: Fr26 mA contains a mutation in the Sp site
and Fr26 mB contains a mutation in the AR/ER site (Table 1). Surprisingly, both
unlabelled mutated probes failed to compete with the Fr26 complex (Figure 6A, lanes 4 to
7), suggesting that both mutations aborted the binding of protein to the Cx32 promoter. In
order to confirm these results, mutated probes were labeled and incubated with nuclear
extracts. No specific complexes were observed with either probe, confirming the
necessity of both intact sites for proper Fr26 complex formation (Figure 6A, lanes 8 to
11). In order to determine if the complex observed was the result of a member of the Sp
family binding to this site, Spl or Sp3 antibodies were incubated with nuclear proteins
prior to Fr26 fragment analysis. Supershift analysis suggested, however, that the complex
formed between Fr26 and nuclear extracts does not involve Spl or Sp3 (Figure 6B, lanes
1 to 6). Surprisingly, ERa, ERB and AR antibodies also failed to supershift the Fr26
complex (Figure 6B, lanes 7 to 15).

Fr110 fragment is a 110 pb fragment and contains various binding sites. Thus, in
order to restrain the number of possibilities, the Fr110 fragment was cut into three
overlapping fragments (Fr110A, Fr110B and Fr110C) to determine which particular
region is involved in Fr110 complex formation (Table 1). Only EMSA using the Fr110A
radiolabeled probe resulted in the formation of a specific complex (Fr110A), suggesting
that Fr110/Fr110A complex is formed on DNA between mp —373 to —335 (Figure 7A).
Fr110A contains a hepatocyte nuclear factor-1 (HNF-1) site and a Myb site. In order to
determine the implication of these binding sites in Fr110/Fr110A complex formation, two
mutated probes were synthesized: Fr110A mA contains a mutation in HNF-1 site and

Fr110A mB contains a mutation in Myb site (Table 1). While competition assays using
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Fr110A mA unlabeled probe abolished the formation of Fr110/Fr110A complex (Figure
7B, lanes 4 and 5), Fr110A mB failed to compete with the Fr110/Fr110A complex
formation (Figure 7B, lanes 6 and 7). These results were confirmed with radiolabeled
Fr110 mA and Fr110 mB: a Fr110/Fr110A complex is formed even if the HNF-1 site is
mutated (Figure 7B, lanes 8 and 9), while mutation in the Myb site inhibits Fr110/Fr110A
complex formation (Figure 7B, lanes 10 and 11). Together, these results suggest that an
HNF-1 intact site is not required for Fr110/Fr110A complex formation, while the Myb
site must to be intact. Supershift analysis suggested, however, that the complex formed
between Fr110/Fr110A and nuclear extracts do not involve B-myb (Figure 7C, lanes 3 to
5). Since the B-myb site is similar to the glucocorticoid receptor (GR) binding site,
supershift assays using a GR antibody were done; GR antibody also failed to supershift
the Fr110/Fr110A complex (Figure 7C, lanes 6 to 8).

In order to better characterize proteins implicated in both Fr26 and Fr110/Fr110A
complexes, Southwestern blots were performed. Using Fr26 radiolabeled probe, a single
band was observed, around 60 kDa (Figure 8A). Using Fr110A as a probe, two bands

were observed, one around 60 kDa, and one around 110 kDa (Figure 8B).

DISCUSSION

In the present study, we have demonstrated that HCB-induced down-regulation of Cx32
results from a decrease in the binding of transcription factors to the Cx32 promoter, one
of these (Fr26) also being implicated in the sex-specific regulation of Cx32. In vitro
experiments suggested that HCB-induced Cx32 down-regulation results, at least in part,
from an Akt-induced decrease in the binding of a transcription factor to the Cx32

promoter (Fr110). Data suggested that these two factors are activating factors since a
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decrease in their binding is associated with down-regulation of Cx32 expression at the
same time point.

Various transcription factors have been associated with Cx32 regulation. In the
liver, few studies have looked at the promoter of Cx32, and studies suggest that different
transcription factors may be implicated in Cx32 regulation in vivo and in vitro. A 760 bp
sequence upstream of the first exon was first identified as the promoter region due to its
ability to induce a strong luciferase activity in reporter gene assays [2]; this study also
identified an activating regulatory region between mp -800 and mp -358, a negative
regulatory region between mp -358 and mp -179, and a basal promoter region between
mp -179 and mp -134. This basal promoter region contains two Sp1 sites, but no TATA
and CAT box elements.

In our study, the Fr26 fragment (mp -152 to mp -127), located in the basal
promoter region, forms a single binding complex when incubated with rat hepatic nuclear
extracts. Southwestern analysis suggested that the transcription factor involved in the
formation of that complex is a protein of about 60 kDa. This is in agreement with a report
by Bai and co-workers; using a fragment comprising most of the basal promoter region
(mp -177 to mp -106) they reported three binding complexes for the HuH7 human
hepatoma cell line and the FAO-1 rat hepatoma cell line [1]. However, using rat liver
tissue, only one complex was formed, located between mp -152 and mp -127, and which
involved the binding of a 60 kDa protein. This suggests that only this region of the basal
promoter is important for the in vivo regulation of Cx32. In contrast, using the same
experimental conditions for the EMSA, three binding complexes with Fr26 have been
shown in liver nuclear extracts from male Wistar rats [11]. Whether or not a strain-

specific difference in binding is responsible for this discrepancy is not clear.
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The regulation of Cx32 appears to differ from in vivo to in vitro systems and to
depend on cell lines used. Using hepatocytes in primary culture, in which Cx32
expression is decreased as compared to liver extracts, three or five complexes were
formed with the Fr26 fragment, depending upon the condition of the cells [11]. As
previously described, three binding complexes were formed using either the HuH7 human
hepatoma cell line or the FAO-1 rat hepatoma cell line [1]. However, only one complex
was observed for MH,C, nuclear extracts, which is similar to whole rat liver. MH,C; is a
differentiated rat hepatoma cell line that expresses Cx32. These results suggest that in the
more differentiated MH,C, cell line, Cx32 regulation appears similar to the in vivo
situation.

Results suggest that the Fr26 fragment is associated with an activating
transcription factor, since the intensity of the binding complex is decreased in female rats
as compared to males, and it is further reduced by HCB in females, correlating with Cx32
mRNA levels observed [17]. The sexual dimorphism suggests that this may be regulated
in part by ovarian factors and, interestingly, the Fr26 complex is situated in the basal
promoter region. Results also suggest that two binding sites are important for the
formation of the complex: an Sp site, located around mp -139, and an ER/AR site, located
around -147. Indeed, mutations on either site abrogate the formation of the complex. The
Fr26 complex was not the result of Spl or Sp3 binding, as shown by the absence of a
supershift when liver nuclear proteins were preincubated with an antibody against Sp1 or
Sp3. Using a longer sequence (mp -179 to mp -33) than our Fr26 (mp -152 to mp -127),
Piechocki and co-workers [16] found three binding complexes were formed using MH,C;
all of which competed with unlabeled oligonucleotides for Spl. These results are

consistent with our results and suggest that the transcription factor binding to the basal
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promoter binds to the Sp DNA binding site; however the binding protein is not Spl or
Sp3. Other members of the Sp family have also been shown to bind to this site [23];
whether or not the Fr26 complex is formed by the binding of another member of this
family to this promoter region remains to be elucidated.

Results suggest that another binding site is also important for the formation of the
Fr26 complex, since mutations in the ER/AR binding site inhibit the formation of the
complex. However, neither ER nor AR seem to be binding to this site, as shown by the
absence of supershift using either ERa, ERP or AR specific antibodies. Interestingly,
both Sp and ER/AR sites have to be intact to allow the formation of the Fr26 complex.
Consequently, data suggest that this complex is formed by either a single transcription
factor binding simultaneously to both sites, or by multiple transcription factors.
Results obtained for the Fr53 (mp -687 to mp -635) and Fr70 (mp -757 to mp -688)
probes differed from previously reported observations. Using Fr70, we observed a band at
the bottom of the gel; however, this band seemed to be non-specific, since it was not
competed by unlabelled probe. The use of Fr53 resulted in the formation of two
complexes rather than for the single complex observed by Morsi and co-workers in the
liver [11]. Here again, a strain-specific difference may explain this discrepancy. Since no
variation between males and females and no HCB-induced effects were observed for
these binding complexes using the Fr53 fragments, it suggests that transcription factors
binding to this region are not implicated in the decrease of Cx32 mRNA levels following
HCB exposure, nor in the sex-specific regulation of Cx32.

Another protein-DNA complex was decreased in HCB-treated females as

compared to controls, in a region that is not well-characterized, but appears to be
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important in chemical-induced Cx32 down-regulation. Interestingly, the binding complex
formed between liver nuclear proteins and Fr110 also occurred in MH,C; cells. There was
a 20% decrease in the intensity of this Fr110 complex in MH,C,-Akt+ cells as compared
to wild type MH,C; cells_suggesting that HCB-induced Akt activation is involved in the
decrease of Fr110 complex. Using overlapping shorter sequences, we demonstrated that
the Fr110 complex is formed between mp -373 and -335 (Fr110A). Moreover, using
mutation assays, we showed that a Myb binding site located around mp -347 has to be
intact to allow formation of the complex, whereas a mutation in the HNF-1 site located at
-356 had no effect. However, preincubation of the complex using either B-Myb or GR
specific antibodies failed to supershift the complex. Southwestern analyses using Fr110A
probe demonstrated that the Fr110 complex was formed either by two different
transcription factors, one of approximately kDa and one of approximately 110 kDa, or by
a single transcription factor of approximately 60 kDa which can dimerize, resulting in a
110 kDa complex.

In this study, we have shown that the sexual dimorphism observed in Cx32
mRNA levels in female rats as compared to males, resulted from decreased binding of a
transcription factor in the basal promoter region of Cx32. Moreover, we have shown that
the decreased binding of transcription factors was also implicated in the female specific
HCB-induced decrease of Cx32. Results suggest that HCB exposure decreases Cx32
levels by inhibiting the binding of at least two transcription factors on the Cx32 promoter,
including one which seems to be regulated by Akt. Together, our results suggest that
HCB renders females more susceptible to hepatocarcinogenesis by decreasing the binding

of transcription factors implicated in the expression of Cx32.
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Table 1: Sequences of the fragments of the promoter used as probes for EMSA.

Name of the fragment and
mapping point

Sequence

Fr26 (mp —-152 to -127)

5’-AAG CTC CGG TCC TGG GCT GCT TGT CC-3’

Fr53 (mp —687 to -635)

5’-GAT CAA CTG CCT TAG CCC TAA GAG TAG AAG ACA
TTT TTT AAG TAA GTT TTA TG-3’

Fr70 (mp -757 to —688)

5’-GAT CCT TCA GTT AAT GGT TGA CAT TCT GTT TAC CTA
AAT GAT TGC CAA GAG TTT CTG CTT ACA TAT GAC A-3’

Fr110 (mp —373 to —264)

5’-CTG AGA TGT GTT AAG CAG CCA AAT CCA GTT CAG
TAC CCC CAC ATA GGT CCA ATA TGG CAT TTT AAT GAC
AAA TGA TGC TTT TCT TCC TCT GGG ACA GGG CAA GAA
CTT TAG A-3’

Fr110A (mp -373 to —335)

5’-CTG AGA TGT GTT AAG CAG CCA AAT CCA GTT CAG
TAC CCC-3’

Fr110B (mp —340 to —299)

5’-TAC CCC CAC ATA GGT CCA ATA TGG CAT TTT AAT
GAC AAA TGA-Y

Fr110C (mp —304 to —264)

5’-AAA TGA TGC TTT TCT TCC TCT GGG ACA GGG CAA
GAA CTTTAG A-3’

Fr26 mA 5’-AAG CTC CGG TCC TGA AAT GCT TGTCC-3’
(mp -152 to -127)
Fr26 mB 5-AAG CTC CTT TCC TGG GCT GCT TGT CC-3’
(mp -152 to —-127)
Fr110A mA 5-CTG AGA TGT GTT AAG CAG TTG AAT CCA GTT CAG
(mp —373 to —335) TAC CCC-3°
Fr110A mB 5’-CTG AGA TGT GTT AAG CAG CCA AAT CCA AGG CAG

(mp 373 to —335)

TAC CCC-3’
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Gender-specific binding of transcription factors from liver nuclear
extracts on rat Cx32 promoter fragments in female and male rats.

Radiolabelled promoter fragments Fr26 (A), Fr53 (B) and Fr110 (C) were incubated with
nuclear protein extract, resolved on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel and
analysed using a Molecular Dynamics Phosphorimager (PhosphorImager SI"™ Molecular
Dynamics). For every panel, lane 1 represents unspecific binding and lane 10 competition
assays using 100-fold molar excess of unlabelled probe. Lanes 2 to 5, represent nuclear
extracts from females and lanes 6 to 9, represent nuclear extracts from males. * indicates

a significant difference from females (p<0.05).

Figure 2: Effect of hexachlorobenzene on complexes formed from rat Cx32
promoter fragment Fr26 (mp -152 to mp -127) and liver nuclear extracts from
control and HCB-treated animals.

Radiolabelled promoter fragment Fr26 was incubated with nuclear protein extract,
resolved on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel and analysed using a Molecular
Dynamics Phosphorimager (Phosphorlmager SI™ Molecular Dynamics). For both
panels, lane 1 represents unspecific binding and lane 10 competition assays using 100-
fold molar excess of unlabelled probe. Lanes 2 to 5, represent nuclear extracts from
control animals and lanes 6 to 9, represent nuclear extracts from HCB-treated animals. *

indicates a significant difference from controls (p<0.05).
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Figure 3: Effect of hexachlorobenzene on complexes formed from rat Cx32
promoter fragment Fr53 (mp -687 to mp -635) and liver nuclear extracts from
control and HCB-treated animals.

Radiolabelled promoter fragment Fr53 was incubated with nuclear protein extract,
resolved on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel and analysed using a Molecular

I™ Molecular Dynamics). For both

Dynamics Phosphorimager (PhosphorImager S
panels, lane 1 represents unspecific binding and lane 10 competition assays using 100-
fold molar excess of unlabelled probe. Lanes 2 to 5, represent nuclear extracts from

control animals and lanes 6 to 9, represent nuclear extracts from HCB-treated animals.

Figure 4: Effect of hexachlorobenzene on complexes formed from rat Cx32
promoter fragment Fr110 (mp -373 to mp -264) and liver nuclear extracts from
control and HCB-treated animals.

Radiolabelled promoter fragment Fr110 was incubated with nuclear protein extract,
resolved on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel and analysed using a Molecular

I™ Molecular Dynamics). For both

Dynamics Phosphorimager (Phosphorlmager S
panels, lane 1 represents unspecific binding and lane 10 competition assays using 100-
fold molar excess of unlabelled probe. Lanes 2 to 5, represent nuclear extracts from

control animals and lines 6 to 9, represent nuclear extracts from HCB-treated animals.

Figure 5: Effect of hexachlorobenzene on complexes formed from rat Cx32
promoter fragments and nuclear extracts from MH,;C; and MH, C;—Akt" cells.
Radiolabelled promoter fragments were incubated with nuclear protein extract, resolved

on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel and analysed using a Molecular Dynamics



131

Phosphorimager (PhosphorImager SI™ Molecular Dynamics). For both panels, lane 1
represents unspecific binding. (A) Lines 2 to 4, represent nuclear extracts from MH,;C;
and lanes 5 to 7, represent nuclear extracts from MH,C; overexpressing Akt (MH,C;-
Akt") cells. (B) Lanes 2 to 4, represent nuclear extracts from MH;C; and lanes 5 to 7,
represent nuclear extracts from MH,C, overexpressing Akt (MH;C;-Akt") cells.**

indicates a significant difference from controls (p<0.01).

Figure 6: Analyses of binding sites on fragment Fr26 (mp -152 to mp -127).

Radiolabelled promoter fragments were incubated with nuclear protein extract and
resolved on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel and analysed using a Molecular
Dynamics Phosphorimager (Phosphorlmager SI"™ Molecular Dynamics). (A) Effects of
mutation in two different binding sites on the formation of Fr26 complex. Lane 1
represents unspecific binding, lane 2 liver nuclear extract with labeled Fr26 probe and
lane 3 the competition assay using 100-fold excess of molar unlabelled probe. Lanes 4
and 5 (Fr26 mA) and lanes 6 and 7 (Fr26 mB) represent competition assays using either
100- or 200-fold molar excess of unlabelled mutated probes. Lanes 8 and 10 represents
liver nuclear extracts with the labeled mutated probes and lanes 9 and 11 competition
assays using 100-fold molar excess of unlabelled mutated probes. (B) Antibodies were
pre-incubated with nuclear protein extract for 30 minutes. Radiolabelled fragment Fr26
was then incubated with nuclear protein extract and resolved on a 4% non-denaturating

polyacrylamide gel.
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Figure 7: Analyses of binding sites on fragment Fr110 (mp -373 to mp -264).
Radiolabelled promoter fragments were incubated with nuclear protein extract and
resolved on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel and analysed using a Molecular

I™ Molecular Dynamics). The Fr110 was

Dynamics Phosphorimager (Phosphorlmager S
divided into three overlapping probes (Fr110A, Fr110B and Fr110C). (A) Lanes 1, 4 and
7 represent unspecific binding, lanes 2, 5 and 8 liver nuclear extract with the labeled
probes and lanes 3, 6 and 9 the competition assay using 100-fold molar excess of
unlabelled probes. (B) Effects of mutations into two different binding sites on the
formation of Fr110/Fr110A complex. Lane 1 represents unspecific binding, lane 2 nuclear
extract with the labeled Fr110A probe and lane 3 competition assay using 100-fold molar
excess of unlabelled probe. Lanes 4 to 7 represent competition assays using either 100- or
200-fold molar excess of unlabelled mutated probes (Frl10A mA and Fr110A mB
respectively). Lanes 8 and 10 represent liver nuclear extracts with the labeled mutated
probes and lanes 9 and 11 competition assays using 100-fold molar excess of unlabelled
mutated probes. (C) Antibodies were pre-incubated with nuclear protein extract for 30

min. Radiolabelled fragment Fr110A was then incubated with nuclear protein extract and

resolved on a 4% non-denaturating polyacrylamide gel.

Figure 8: Characterization of Fr26 and Fr110/Fr110A complexes using
Southwestern and LC-MS.

Nuclear protein extracts were resolved on 12% SDS-PAGE polyacrylamide gels and
transferred to nitrocellulose membranes. After blocking, membranes were incubated 2 hr
at room temperature with 7.5 X 10° CPM of radiolabelled Fr26 (A) or Fr110A (B)

fragments and analysed using a Molecular Dynamics Phosphorimager (PhosphorImager
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SI™ Molecular Dynamics. For both panels, lane 1 represents molecular weight markers

and lane 2 nuclear liver samples.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 7
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Nos travaux antérieurs ont démontré que I’'HCB est un cancérigéne épigénétique
environnemental qui favorise le développement de tumeurs hépatiques chez les rats
femelles en inhibant la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires. Cette
baisse de communication est engendrée par une diminution de Pexpression des
connexines qui composent les jonctions lacunaires entre les hépatocytes, soit la connexine
26 et la connexine 32. De plus, il existe un dimorphisme sexuel dans la régulation
hépatique des connexines: au niveau basal, les femelles ont beaucoup moins de
connexine 32 que les males, mais plus de connexine 26. Cependant, les mécanismes
impliqués dans la régulation des protéines des jonctions lacunaires sont peu connus, tant
au niveau de leur régulation « normale » que lors d’une baisse engendrée par des
perturbateurs. Le principal objectif de cette étude était de mieux comprendre la
régulation hépatique de la connexine 32, la connexine la plus importante dans les
hépatocytes, en identifiant une voie de signalisation activée par ’HCB dans le foie des
rats femelles et en étudiant la régulation transcriptionnelle de cette protéine.

Les trois articles présentés dans le cadre de cette thése aménent individuellement
différents éléments de réponses a cette grande question. Puisque les résultats et les
conclusions de ces articles ont déja été discutés dans la deuxiéme partie de cette thése, ces
€éléments ne seront pas repris. Cependant, ensembles, ces trois articles aménent de
nouvelles connaissances dans trois domaines scientifiques, soit la régulation des protéines
jonctionnelles, la cancérogenése et la toxicit¢ de I'HCB. Ce sont ces contributions

communes et globales 4 la science qui seront discutées dans cette troisiéme partie.

Mécanisme de I’hépatocancérogenése induite par HCB chez les rats femelles

Tout d’abord, les résultats combinés des expériences réalisées dans le cadre de ce projet
de doctorat nous permettent de proposer un mécanisme d’action de I’HCB dans le foie
des rats femelles (Figure 10). Lors d’une exposition a ’HCB, la voie de I'ILK est activée
uniquement chez les rats femelles ; cette activation se traduit par une augmentation du
niveau de 'ILK. L’ILK phosphoryle alors la protéine Akt, ce qui I’active. Une fois
activée, la protéine Akt transloque dans le noyau des hépatocytes, ou elle peut soit former

un complexe avec un facteur de transcription ou le phosphoryler, ce qui en empéche la



146

liaison au promoteur de la connexine 32 (Fr110). Il est a noter qu’un autre facteur de
transcription se liant 4 une partie basale du promoteur (Fr26) est également inhibé lors de
I’exposition 4 I’HCB, mais par un mécanisme indépendant de la protéine Akt. La perte
de la liaison de ces facteurs inhibe la transcription de la connexine 32 et diminue les
niveaux d’ARNm et de protéine dans la cellule. Cette inhibition est d’autant plus
importante puisque chez les femelles, les niveaux de connexine 32 sont déja plus bas que
chez les males, suite & une liaison moins importante du facteur de transcription au niveau
du promoteur basal (Fr26). L’exposition & 'HCB provoque donc un « knockdown »
chimique de la connexine 32 chez le rat femelle. Parallélement, I’activation de la voie de
'ILK par I’HCB résulte en I’inactivation de la GSK3p par phosphorylation. Cette
inhibition de la GSK3p améne une baisse de I’expression de la E-cadhérine. Une telle
baisse de la E-cadhérine a été associée a une inhibition des jonctions adhérentes et
favorise le développement de tumeurs.

Ainsi, deux effecteurs paralléles de la méme voie de signalisation, la protéine Akt
et la GSK3p, provoquent I’inhibition de deux types de jonctions impliqués dans les
interactions cellulaires (Figure 10). Bien que I’implication de la voie de I'ILK dans la
régulation des cadhérines soit bien déterminée, son rdle dans la régulation des jonctions
lacunaires est peu connu. Une seule autre étude a été publiée lors de la réalisation des
expériences présentées dans le premier article et rapporte des résultats similaires (Czyz et
al,, 2005). Cette étude démontre qu’une perte de fonction de I’intégrine B1 affecte
I’expression des connexines dans des cardiomyocytes dérivés de cellules souches, par des
voies de signalisation dépendantes de la Wnt et la B-caténine. Ces résultats suggerent que
I’expression des connexines cardiaques, tout comme celles du foie, est inhibée par des
mécanismes dépendants des intégrines et appuient nos travaux de recherche. La baisse de
P’interaction entre les cellules démontrée par nos travaux favoriserait le développement de
la cancérogenése en inhibant le contrdle des cellules environnantes sur la différentiation,
la prolifération cellulaire et I’apoptose. Globalement, les résultats présentés identifient
une voie de signalisation impliquée dans la baisse des interactions cellule-cellule, un

mécanisme de cancérogenése fréquent dans différents types de tumeurs.
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Figure 10: Mécanisme d’action de ’hexachlorobenzéne dans le foie des rats femelles
L’hexachlorobenzéne active la voie de I'ILK. Cette activation se traduit par une
augmentation des niveaux d’ILK. L’ILK phosphoryle la Akt, ce qui I’active et permet sa
transclocation nucléaire. La présence de la protéine Akt dans le noyau résulte en une baisse
de la liaison d’un facteur de transcription sur une portion (Fr110) du promoteur de la
connexine 32. La liaison d’un autre facteur dans la portion du promoteur basal (Fr26) est
aussi inhibée par I’HCB, mais par des mécanismes inconnus, indépendants de ’action de la
protéine Akt. L’inhibition de ces deux facteurs résulte en une baisse de la transcription de
la connexine 32 au jour 50 et en une perte subséquente de la communication intercellulaire
par les jonctions lacunaires. L’activation de la voie de ’'ILK résulte également en une
inhibition de la GSK3B. Cette inhibition améne une baisse de transcription de la E-
cadhérine au jour 50, perturbant ainsi les jonctions adhérentes.
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La voie de 'ILK et la cancérogenése
Une activation de la voie de I'ILK a été associée a la cancérogenése, puisque (1) des

niveaux élevés de I’ILK ont été observés dans des tumeurs de plusieurs tissus, (2)
Pactivation de la protéine Akt ainsi que sa translocation nucléaire résultent en une
inhibition de I’apoptose, une augmentation de la prolifération cellulaire et favorisent
I’angiogenése, (3) une inactivation de la GSK3B méne & une activation de facteurs de
transcription, ce qui module I’expression de certains génes et (4) une baisse de la E-
cadhérine permet aux cellules tumorales d’échapper au controle des cellules saines
environnantes et favorise le caractére métastasique des cellules (Persad et Dedhar, 2003;
Hannigan et al., 2005). Plusieurs expériences in vitro impliquant la surexpression ou
Pinhibition des différents membres de cette voie de signalisation ont confirmé ces rdles
(Oloumi et al., 2004; Troussard et al., 2003; Hannigan et al., 2005).

Nos résultats expérimentaux ont permis de démontrer que la voie de I’'ILK est
activée par une exposition & ’HCB et ce, uniquement chez les femelles, pas chez les
méles. Puisque les femelles sont plus susceptibles que les méiles au développement de
tumeurs suite a une exposition a I’HCB, ces données suggérent une grande importance de
ce mécanisme dans I’hépatocancérogenése. Cependant, des résultats supplémentaires
seraient nécessaires pour confirmer le role de ce mécanisme dans la formation de
tumeurs. En effet, puisque les expériences ont été réalisées au jour 50, soit avant la
formation des tumeurs, il serait intéressant de vérifier si une surexpression de la voie de
PILK ou la translocation d’Akt provoquent la formation de tumeurs hépatiques suite a
Pinjection de DEN. De plus, nos résultats précédents (Plante et al., 2002) démontrent que
la baisse de la communication intercellulaire est présente au jour 100, alors que ’HCB a
presqu’été complétment éliminé du foie (Larouche, 1993 ; Krishnan et al., 1991); ces
résultats suggérent que les changements moléculaires induits par ’HCB peuvent perdurer
plusieurs jours apres 1’exposition a ’HCB. 1l est a noter que nos travaux sont les premiers
a démontrer ’activation de la voie de I'ILK par un polluant environnemental.
Conséquemment, deux questions découlent de ces observations: (1) est-ce que
Pactivation de la voie de I’ILK est impliquée dans la baisse des connexines dans d’autres
tissus que le foie ? ; (2) est-ce qu’il s’agit d’un mécanisme unique a ’HCB, ou si d’autres

cancérigénes épigénétiques utilisent le méme mécanisme ?
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Tel qu’il a été mentionné précédemment, des niveaux élevés d’ILK ont été
observés dans des tumeurs de différents types cellulaires, notamment la prostate, les
ovaires et les seins (Wu et Dedhar, 2001; Persad et Dedhar, 2003; Hannigan et al., 2005).
I est intéressant de noter qu’une inhibition des connexines a été observée dans les
tumeurs de tous ces tissus : une baisse des connexines 32 et 43 a été observée dans le
cancer de la prostate (Habermann et al., 2002; Hossain et al., 1999), une baisse de la
connexine 43 dans celui des seins (Shao et al., 2005; Laird et al., 1999) et des ovaires
(Umbauer et al., 2000). Ces études suggérent donc qu’une activation de la voie de I'ILK
pourrait étre associée & une baisse des connexines dans ces tissus, ce qui en ferait un
mécanisme fréquent. Tel qu’il a été mentionné précédemment, une autre étude appuie
cette hypothese, puisque I’expression des connexines cardiaques est aussi inhibée par des
mécanismes dépendants des intégrines (Czyz et al., 2005). D’autres travaux sont
nécessaires afin de confirmer I’hypothése d’un mécanisme « universel » impliquant la
voie de I’ILK dans la baisse des connexines.

De plus, étant donné la grande quantité de polluants environnementaux ayant des
propriétés semblables de promotion de la cancérogenése, il est probable que la voie de
'ILK soit activée par d’autres cancérigénes épigénétiques. 1l a été démontré que certains
composés chimiques ayant une structure ou des propriétés chimiques similaires a 1’HCB
peuvent inhiber la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires ou modifier
I’expression des connexines (Ruch et Trosko, 2001; Trosko et Ruch, 1998). C’est le cas,
entre autre, des biphényls polychlorés (BPC) (Bager et al., 1994; Kolaja et al., 2000;
Warngérd et al., 1996; Sai et al., 2000). S’il s’avére que ces cancérigénes épigénétiques
peuvent inhiber les jonctions lacunaires en activant la voie de I’ILK, la connaissance de
ce mécanisme pourrait aider 4 une meilleure législation et une meilleure prévention des

effets néfastes de ces cancérigénes épigénétiques.

Importance du mécanisme présenté dans la législation concernant ’HCB
La dose journali¢re tolérée (TDI, Tolerable Daily Intake, ou ADI, « Acceptable Daily

Intake ») est la quantité maximale d’une substance a laquelle un étre humain moyen peut
étre exposée chaque jour la vie durant, sans qu’il n’y ait de conséquences pour sa santé

(Hayes, 2001). Dans le cas d’un cancérigéne épigénétique, la valeur de la TDI est
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calculée a partir d’un critére mécanistique avec seuil relatif a la promotion (Beck et al.,
1996). Le(s) mécanisme(s) de I’hépatocancérogenése suite & une exposition a I’HCB
étai(en)t, jusqu’ici, inconnu. Conséquemment, le risque de cancérogenése a été calculé a
partir d’'une approche utilisée pour les composés génotoxiques, soit une régression de
I’incidence des tumeurs par rapport & la dose d’exposition chez les rats (Gouvernement du
Canada, 1993). Régle générale, la TDI pour la formation de cancers est supérieure st elle
repose sur une approche épigénétique, plutdt que sur une approche génotoxique. Nos
travaux suggérent que la législation présente concernant I’HCB est inappropriée puisque
la dose acceptable est possiblement trop sévére (TDI plus petite que celle d’une
évaluation qui serait basée sur la baisse de connexine 32).

Le mécanisme présenté dans le cadre de la cette thése offre une opportunité
d’effectuer une évaluation épigénétique. En effet, il serait possible de calculer une TDI
plus appropriée en exposant des rats a des doses croissantes d’HCB et en utilisant soit la
baisse de connexine 32, soit la translocation nucléaire de la protéine Akt ou encore
I’augmentation des niveaux d’ILK comme événement épigénétique. D’autre part puisque
nous avons démontré que la voie de I’'ILK est activée par ’HCB dans les hépatocytes de
rat en culture (MH;C)), il serait également possible d’utiliser une approche in vitro pour
évaluer ces paramétres. Si des hépatocytes humains en culture répondent de la méme
facon, ce modéle permettrait alors une bonne évaluation du potentiel cancérogenese de
I’HCB chez I’humain. Si I’activation de la voie de I'ILK ou la baisse des connexines se
révéle un mécanisme de cancérogenése épigénétique présent dans divers tissus et activé
par plusieurs substances, I’utilisation de ces paramétres pourrait amener une réévaluation

des TDI et une meilleure légalisation de I’utilisation de ces substances.

Avenues thérapeutiques impliquant la voie de PILK
Le mécanisme de cancérogenése présenté dans le cadre de cette theése pourrait également

mener a de nouvelles stratégies pour des traitements contre le cancer. Tout d’abord, tel
qu’il a été mentionné précédemment, les connexines sont considérées comme des
suppresseurs de tumeurs. Il a été démontré que la présence des connexines et que la
restauration de la communication intercellulaire par les jonctions lacunaires diminuent le

phénotype cancéreux dans de nombreux modeles (Hirschi et al., 1996; Fujimoto et al.,
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2005b; King et Lampe, 2004b; Tanaka et Grossman, 2004). Ainsi, des molécules
chimiques pouvant rétablir la communication par les jonctions lacunaires pourraient aider
a ralentir le processus de cancérogenése. Cette avenue a été envisagée au cours des
derniéres années. 11 a été démontré que le Resveratrol, un polyphénol présent dans le vin,
les raisins et différents fruits et légumes peut rétablir la communication par les jonctions
lacunaires dans des cellules épithéliales de foie de rat traitées avec des agents cancéreux
(Nielsen et al., 2000). De méme, deux études différentes ont démontré des effets
semblables pour des molécules présentes dans le thé vert (Kang et al., 2000; Sai et al.,
2000). Ces études suggérent que I’utilisation de molécules naturelles ou de molécules
synthétiques dérivées de ces substances pourrait ralentir la progression des tumeurs en
rétablissant la communication entre les cellules. Cependant, le mécanisme de
cancérogenése présenté dans le cadre de cette étude suggére qu’il serait possible, et
probablement plus simple d’un point de vue pharmaceutique, d’obtenir les mémes
résultats en inhibant la voie de I’ILK, ou des certains de ces effecteurs.

Tout d’abord, il a été suggéré que des inhibiteurs de la voie de I'ILK pourraient
étre utilisés dans une thérapie contre le cancer (Hannigan et al., 2005; Yoganathan et al.,
2002). Peu d’inhibiteurs spécifiques d’ILK ont été identifiés jusqu’a maintenant.
Cependant, il a été démontré qu’une exposition a une classe de molécules (KP-SD-1 et
KP-392) peut inhiber spécifiquement I’activité de I’'ILK, ce qui résulte en une baisse de la
croissance de cellules cancéreuses en culture et lors de xénogreffes dans des souris
immunodéficientes (Tan et al., 2004; Tan et al., 2001; Persad et al., 2001). Ces études ont
démontré qu’une exposition a ces substances résulte en une inhibition de la cycline D1 et
de la prolifération cellulaire, ainsi qu’en une inhibition de la capacité métastatique des
cellules. De plus, il a été démontré que I’inactivation d’ILK par des inhibiteurs
spécifiques améne une inhibition de 1’activation de la protéine Akt et de ses effets sur la
survie cellulaire et sur I’angiogenése.

L’inactivation de la protéine Akt a aussi été envisagée dans la lutte contre le
cancer (Hanada et al., 2004; Luo et al., 2005). Cependant, jusqu’a récemment, aucun
inhibiteur spécifique de la protéine Akt n’était identifié. Des inhibiteurs de la PI3K tel
que la Wortmannine et le LY-294002 résultent en une inhibition de I’activation de la

protéine Akt et en une augmentation de 1’apoptose, mais ces molécules agissent
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également sur d’autres kinases qui sont également contrdlées par la voie PI3K, tel que la
PKC ou la SGK («serum- and glucocorticoid-induced kinase») (Cheng et al., 2005;
Brognard et al., 2001). Plusieurs compagnies pharmaceutiques se sont lancées dans la
course pour développer une molécule pouvant étre utilisée dans des recherches cliniques,
et récemment, des inhibiteurs spécifiques de la protéine Akt ont été découverts et se sont
révélés efficaces pour rétablir ’apoptose dans différents types cellulaires (Kumar et
Madison, 2005; Lindsley et al., 2005). Cependant, aucun essai clinique n’a encore été
rapporté, ni d’essais in vivo sur des animaux.

Le role de la protéine Akt dans la cancérogenése est de plus en plus reconnu.
Récemment, il a été suggéré que sa translocation nucléaire est plus particuliérement
importante dans le cancer (Vasko et al., 2004; Saji et al., 2005; Van de Sande et al.,
2005). 1I est a noter que les résultats présentés dans le cadre de notre étude sont les
premiers a démontrer un rdle de la protéine Akt nucléaire dans la régulation
transcriptionnelle d’une protéine. De plus, lors de I’exposition & I’'HCB, les niveaux
nucléaire de la protéine Akt étaient augmentés, ce qui supporte un rdle potentiel de la
translocation nucléaire dans la cancérogenése (Plante et al., 2005).

La baisse de la connexine 32, la translocation nucléaire de la protéine Akt ou
encore 1’augmentation du niveau de I'ILK pourraient servir de marqueurs précoces de
I’hépatocancérogenése. En effet, puisque que nos expériences ont été réalisées avant
I’injection de I’initiateur de tumeurs, selon le modéle ABC, et donc avant la formation de
tumeurs (Larouche,1993; Krishnan et al., 1991), les résultats suggérent que I’activation de
voies de signalisation inhibant I’expression des connexines et de la E-cadhérine
hépatiques est un événement précoce lors de la cancérogenése (Larouche, 1993; Krishnan
et al., 1991; Plante et al., 2002). Ces études démontrent bien que I’utilisation d’inhibiteurs

de la protéine Akt ou de I’ILK est une avenue prometteuse dans le traittement du cancer.

Perspectives d’études découlant de ces résultats

Les travaux présentés dans le cadre de cette thése identifie une voie de signalisation
impliquée dans la cancérogenése hépatique, allant des effets dans le cytoplasme jusqu’au

niveau de la liaison de facteurs de transcription sur la promoteur d’une protéine cible.
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Cependant, ils soulévent également quelques questions qui pourraient étre étudiée

ultérieurement.

Les récepteurs impliqués dans I’activation de la voie de I'ILK par ’'HCB

La voie de 'ILK peut étre activée par différents récepteurs membranaires. Par exemple,
lors de sa découverte, I’'ILK a été identifiée comme une kinase interagissant avec la sous-
unité cytoplasmique de I’intégrine B1 (Hannigan et al., 1996). Tel qu’il a été mentionné
précédemment, les intégrines forment une famille de récepteurs hétérodimériques a la
surface des cellules répondant aux molécules de la matrice extracellulaire (Hynes, 2002).
Environ huit sous-unités B et dix-huit sous-unités o ont été identifiés jusqu’a maintenant,
formant vingt-quatre intégrines distinctes (Taddei et al., 2003). Chacune des sous-unités
est composée d’un large domaine extracellulaire, d’un segment transmembranaire et d’un
domaine cytoplasmique court (sauf la B4 qui posséde un long domaine cytoplasmique)
(Hynes, 2002). Dans le foie, les intégrines Blal, Bla2 et Blas ont été identifiées (vom
Dahl et al., 2003; Yuan et al., 2000; Pinkse et al., 2004). 1l serait donc opportun de
vérifier si I’HCB active les intégrines directement.

Il a été démontré que les intégrines peuvent interagir avec le récepteur du facteur
de croissance épithéliale (EGFR) dans les processus de prolifération et de survie
cellulaire. En effet, I’inhibition soit du EGFR ou de I’intégrine B1, dans des cellules de
tumeur en croissance sur du Matrigel, résulte en une cessation de la prolifération
cellulaire et en la restauration d’une morphogenése normale (Wang et al., 1998; Wang et
al., 2002). Des résultats similaires ont été obtenus en inhibant les MAPK ou la PI3K,
pouvant toutes étre activées par 1’un ou I’autre de ces récepteurs. Plus encore, une
inhibition de la sous-unité B1 résulte en une baisse des niveaux du EGFR (Reginato et al.,
2003). De méme, un blocage de la sous-unité f1 empéche I’activation de la p38 MAPK
par le facteur de croissance de transformation-p (TGF-B) (Bhowmick et al., 2001). Une
surexpression de I’intégrine a5B1 résulte également en une augmentation de I’expression
du récepteur au TGF-P de type II (Wang et al., 1999). Il a finalement été suggéré qu’une
stimulation par ’EGF peut activer I'ILK via le EGFR (Mongroo et al., 2004). Ces
résultats suggérent un réle important du EGFR dans Pactivation de I'ILK, et en fait
également une cible potentielle expliquant les effets de I’HCB.
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I1 a été démontré qu’une exposition a I’HCB diminue la liaison de I’EGF a son
récepteur, diminue les niveaux du EGFR a la membrane plasmique des hépatocytes, mais
augmente les niveaux dans les microsomes, et provoque une augmentation dose-
dépendante de I’activité de la tyrosine kinase liée au EGRF (Randi et al., 1998; Randi et
al., 2003). Ces résultats suggérent que I’HCB active le EGFR, provoquant ainsi son
internalisation. Des études plus récentes réalisées par cette méme équipe démontrent que
I’HCB peut également stimuler les récepteurs de I’insuline et du récepteur au facteurs de
croissance similaires a I’insuline de type I (« inslulin-like growth factor », IGF-IR) dans
les glandes mammaires de rats (Randi et al., 2006). Finalement, des résultats réalisés
dans notre laboratoire démontrent que I’HCB peut stimuler le récepteur de I’EGF dans les
cellules mammaires ce qui résulte en une augmentation de I’expression de I'ILK et une
baisse de E-cadhérine (Girard, 2003). Tous ces résultats appuient I’implication possible

du EGFR dans I’activation de la voie de I’ILK par ’HCB dans les hépatocytes de rats.

Le role de Snail dans I’inhibition de la E-cadhérine

Lorsque notre étude a débuté, il était admis que I’inactivation de la GSK3p lors de
I’activation de la voie de I’ILK résultait en une baisse de la transcription de la E-
cadhérine par la liaison du complexe B-caténine/TCF sur son promoteur (Novak et al.,
1998). Cependant, des études récentes ont suggéré que I’inhibition de I’expression de la
E-cadhérine serait plut6t due a I’activation du facteur de transcription Snail engendrée par
I’inactivation de la GSK3p dans des cellules épithéliales mammaires et de peau normales,
et dans des cellules embryonnaires de rein (Zhou et al., 2004; Bachelder et al., 2005).
Nos résultats expérimentaux ont démontré que, bien que les niveaux de la E-cadhérine
soit plus bas chez les femelles traitées 4 ’HCB (Figure 6, article 1), ni la protéine ni le
transcrit de Snail ne sont présents dans le foie des femelles témoins ou traitées & I’HCB
(Figure 5, article 1). Ces résultats soulévent deux hypothéses : I’inhibition de la E-
cadhérine se fait soit (1) par un autre membre de la famille de Snail dans le foie, soit (2)
par un autre effecteur contrdlé par la GSK3B. Le role de Snail dans la régulation de la E-
cadhérine n’a jamais été démontré dans le foie ; il est possible que la régulation de E-
cadhérine soit différente selon les tissus. Il a été démontré que la protéine Slug, un autre

membre de la famille de Snail, peut inhiber I’expression de la E-cadhérine dans I’ovaire
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et les cellules mammaires (Kurrey et al., 2005; Hajra et al., 2002). Cependant,
Pimplication de la GSK3p dans le contréle de Slug demeure inconnue.

Il est également possible que I’inhibition de la E-cadhérine hépatique soit
indépendante des membres de la famille de Snail. Les résultats in vifro obtenus dans le
cadre de ce projet confirment que I’inhibition de la GSK3p est impliquée dans la baisse
d’expression de la E-cadhérine dans le foie (Figure 11, article 1). Conséquemment,
'implication du complexe B-caténine/TCF dans la régulation de la E-cadhérine ne peut
pas €tre réfutée dans le cadre de nos travaux. Le facteur de transcription modulé par
’inactivation de la GSK3p et impliqué dans la régulation hépatique de la E-cadhérine

reste encore a déterminer.

Identification des facteurs de transcription

Les analyses transcriptionnelles réalisées dans le cadre de ces travaux de doctorat ont été
basées majoritairement sur les travaux de I’équipe de Stephen D. Minchin. Les membres
de ce laboratoire ont identifié dans le promoteur de la connexine 32 des régions
importantes pour sa transcription dans le foie de rat (Morsi et al., 2003; Field et al., 2003).
Nos analyses EMSA ont été réalisées a I’aide des quatre différentes parties du promoteur
identifiées par cette équipe (Fr26, Fr53, Fr70 et Fr110). Il est a noter que les essais
impliquant le fragment Fr70 n’ont pas permis d’identifier de liaison spécifique entre les
protéines nucléaires et cette portion du promoteur. Il est peu probable que cette
différence provienne d’un aspect technique EMSA puisque le protocole utilisé est
identique a celui de I’équipe de Minchin. Les extraits nucléaires provenaient cependant de
lignées différentes de rats (Sprague-Dawley pour nos expériences, et Wistar dans le cas
de Minchin). L’écart entre nos résultats et ceux de 1’équipe de Minchin pour le Fr70 ne
peut donc pas étre expliqué.

Les EMSA permettent de déterminer si des facteurs de transcription, compris dans
’extrait de protéines nucléaires, se lient 4 différentes portions du promoteur. Toutefois,
elles ne permettent pas d’identifier ces facteurs ; d’autres analyses, soit des « supershifts »
ou des analyses a I’aide de sondes mutées sont nécessaires pour identifier ces facteurs.
Lors de nos analyses, deux facteurs de transcription ont varié avec les traitements (dont

un est particllement régulé par la protéine Akt, et l’autre est impliqué dans le
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dimorphisme sexuel). L’identité de ces facteurs de transcription demeure inconnue pour
I'instant. En effet, bien qu’un site YY1 a été identifié dans la région Fr110 du promoteur
et un site Sp1 dans la région Fr26, I’utilisation d’anticorps spécifiques a ces protéines n’a
pas mené a la formation de complexes comprenant la sonde marquée liée au facteur de
liaison et a I’anticorps (« supershift ») (article 3). Deux raisons principales peuvent
expliquer cette absence de formation de complexe.

Tout d’abord, il est possible que la liaison de I’anticorps sur le facteur de
transcription empéche sa liaison a I’ADN. En effet, dans certaines situations, la liaison de
I’anticorps peut : (1) modifier la structure tridimensionnelle de la protéine et changer ainsi
le site de liaison a I’ADN ; (2) bloquer le site de liaison de la protéine a I’ADN ; ou
encore (3) créer un encombrement et nuire a la liaison a I’ADN (Sambrook et Russell,
2001). Toutes ces situations vont modifier la liaison du facteur de transcription a I’ADN,
et empécher la formation du complexe. Cependant, dans la plupart des cas, ces situations
vont provoquer la disparition de la bande, ou du moins une baisse de son intensité,
phénomeéne que nous n’avons pas observé.

L’autre raison pouvant expliquer 1’absence de complexe est que le facteur de
transcription lié a la sonde marquée soit un autre facteur que celui visé par 1’anticorps.
Cette deuxiéme hypothése est la plus probable. Etant donné la longueur des sondes
utilisées (26 et 110 paires de bases), plusieurs sites de liaison a des facteurs de
transcription connus sont présents. Par exemple, pour le fragment 110, des sites pour les
facteurs c-myb, NF-1 (« nuclear factor-1 »), HNF-1 (« hepatocyte nuclear factor-1 ») et
Sp1 ont été identifiés et pourraient étre impliqués dans la régulation de la connexine 32.
Il est intéressant de noter que la régulation de deux de ces facteurs, c-myb et Spl, a été
associée a une activation de la protéine Akt (Pore et al., 2004; Lauder et al., 2001; Tanno
et al,, 2002). De plus, le facteur HNF-1 fait partie de la famille des facteurs de
transcription « forkhead » (Piechocki et al., 2000). Il a été démontré que la protéine Akt
peut phosphoryler Foxa-2, aussi connu sous le nom de HNF-3p (« hepatocyte nuclear
factor-3f »), un autre membre de la famille des « forkhead » (Wolfrum et al., 2003).

Dans le cas du fragment Fr26, bien que cette séquence soit plus courte, il
comporte également plusieurs autres sites de liaison possible pour des facteurs de

transcription connus. Nos résultats antérieurs ont démontré que les maéles ont plus de
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connexine 32 que les femelles. Conséquemment, il est intéressant de noter que I’un des
sites identifiés sur le Fr26 correspond 4 SRY, un facteur relié a la régulation de génes
chez le méle. Bien que son implication semble étre importante lors de la différentiation
sexuelle, il est possible que ce facteur puisse étre responsable de la différence
d’expression de la connexine 32. Par ailleurs, lorsque les femelles étaient
ovariectomisées, les niveaux de connexine 32 devenaient alors presque similaires a ceux
des males, ce qui suggére plutét un mécanisme impliquant les hormones femelles (Plante
et al., 2002). Ces observations suggérent qu’une hormone sexuelle est impliquée dans la
régulation de la connexine 32, mais son identité demeure inconnue.

D’autres expériences seraient nécessaires pour confirmer que I’un ou I’autre de
ces facteurs se lie dans les portions Fr26 et Fr110 du promoteur de la connexine 32.
Cependant, I’identification de ces facteurs permettrait de mieux comprendre le role de la
protéine Akt dans I'inhibition de I’expression de la connexine 32, ainsi que le

dimorphisme sexuel observé.

L’implication de la connexine 26

Tel qu’il est mentionné dans I’introduction, deux connexines forment les jonctions
lacunaires dans les hépatocytes de rat, la connexine 32 et la connexine 26. Cette thése
porte uniquement sur la connexine 32, puisque plusieurs études démontrent son
importance dans I’hépatocancérogenése (voir section 1.3). Cependant, nos résultats
antérieurs démontrent que I’HCB inhibe également I’expression de la connexine 26 dans
le foie des femelles. Un autre point soulevé par ces travaux de recherche est ’implication
et la régulation de I’autre connexine hépatique, la connexine 26. Bien que son
implication semble moins importante dans la cancérogenése hépatique, 1’inhibition de la
connexine 26 par 'HCB peut également favoriser le développement de tumeurs
hépatiques chez les rats femelles et étre influencée par I’activation de la voie de I’ILK
(Plante et al., 2002). Tel qu’il a été mentionné dans la premiére partie de cette thése, les
souris déficientes en connexine 26 meurent au stade embryonnaire, ce qui empéche
I’étude de I’hépatocancérogenése chez ces animaux (Willecke et al., 2002). Les souris
Cx32 KO, quant a elles, démontrent également des niveaux plus bas de connexine 26, ce

qui suggerent que la connexine 32 influence I’expression de la connexine 26 dans le foie
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(Temme et al., 2000). Ainsi, il est possible que la baisse d’expression de la connexine 26
observée chez les femelles traitées a I’HCB soit due : (1) 4 la perte de la connexine 32, (2)
a Pactivation de la voie de I’ILK, ou (3) a une autre voie de signalisation activée (ou
inactivée) parallélement par ’HCB. Des travaux supplémentaires seraient nécessaires

pour discriminer entre ces différentes possibilités.

Conclusion générale

En conclusion, les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont permis de démontrer
qu’une exposition a ’HCB active la voie de signalisation de I'ILK uniquement chez les
rats femelles. Cette voie de signalisation résulte en I’inhibition de deux types de jonctions
intercellulaires, soit les jonctions lacunaires et les jonctions adhérentes, via deux
effecteurs paralléles différents. La baisse d’expression de la connexine 32 est engendrée
par une liaison moins importante de deux facteurs de transcription sur son promoteur,
dont un est controlé par la translocation nucléaire de la protéine Akt. L’autre facteur de
transcription est également impliqué dans le dimorphisme sexuel observé au niveau basal
dans le foie des rats. Ces travaux présentent donc un nouveau mécanisme pouvant
expliquer a la fois une baisse de la connexine 32 et de la E-cadhérine lors de la
cancérogenése. De plus, comme cette baisse des protéines jonctionnelles et que
’activation de la voie de ’ILK ont souvent été observées dans des tumeurs de nombreux
tissus, ces résultats suggerent que ce mécanisme pourrait &tre présent lors de la
cancérogenése dans des tissus autre que le foie. Finalement, les résultats présentés

proposent une nouvelle cible thérapeutique prometteuse dans la lutte contre le cancer.
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CONTRIBUTION A L’AVANCEMENT DES CONNAISSANCES

Les travaux présentés dans le cadre de ce projet de doctorat contribuent a 1’avancement
des connaissances & plusieurs niveaux. Tout d’abord, dans le domaine des interactions
cellulaires, ils ont permis I’identification d’une voie de signalisation permettant
d’expliquer la baisse concomitante des connexines et de la E-cadhérine dans de nombreux
processus. Ils supportent également la thése de Iinteraction entre les jonctions lacunaires
et les jonctions adhérentes dans le foie. Deuxiémement, ils ont permis de mieux
comprendre la régulation de la connexine 32 en identifiant a la fois ’implication nouvelle
de la voie de 'ILK dans sa régulation, et plus particuliérement de la protéine Akt, mais
¢galement en identifiant la région du promoteur impliquée cette régulation. Un
meécanisme de régulation a ainsi été identifié, allant d’effecteurs cytoplasmiques jusqu’a
un facteur de transcription impliqué dans la baisse de I’expression de la protéine.
Finalement, Iétude transcriptionnelle a permis de déterminer que le dimorphisme sexuel
observé au niveau hépatique est influencé par la liaison d’un facteur de transcription dans
la partie basale du promoteur de la connexine 32.

Une importante contribution est aussi faite dans le domaine de la cancérogenése,
plus particuliérement celle induite par I’HCB. Les résultats permettent de mieux
comprendre I’effet hépatique de I'HCB et d’identifier un mécanisme d’action
prédisposant les rats femelles a la cancérogenése. Ils proposent également une voie de
signalisation pouvant étre importante dans d’autres tissus et/ou par d’autres polluants,
puisqu’une activation de la voie de I’'ILK est présente dans différents tissus, de méme que
Pinhibition des interactions cellulaires. Finalement, ils identifient deux régions du
promoteur de la connexine 32 susceptibles d’étre impliquées dans 1’hépatocancérogenése
induite par d’autres stimuli.

De fagon plus générale, les travaux de recherche ont permis la mise au point d’une
nouvelle méthode pour quantifier la translocation nucléaire de protéines par cytométrie en
flux. Ils apportent également un nouveau réle nucléaire pour la protéine Akt et appuient
la théorie récente du role de sa localisation cellulaire dans la cancérogenése. En
conclusion, en utilisant une grande variété de techniques de biologie moléculaire, les
travaux ont permis de comprendre par des approches in vitro les mécanismes impliqués

dans la cancérogenése hépatique induite par 1’HCB in vivo.
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