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Résumé

Les estrogénes sont des hormones capables d’affecter le systtme immunitaire. Il a été
démontré que les estrogénes peuvent méme moduler la maturation et le développement
des cellules immunitaires dans la moelle osseuse et le thymus. Les mécanismes sous-
jacents A cette modulation sont cependant encore trés mal compris. Puisque les effets des
estrogénes sont principalement médiés par I’entremise de récepteurs nucléaires, les
récepteurs estrogénes alpha (ERa) et béta (ERp), et que ces récepteurs sont exprimés dans
la plupart des cellules matures et immatures du syst¢éme immunitaire, nous avons étudié

de role de ERa et ERP lors de la maturation de cellules immunitaires humaines.

Pour ce faire, un modele de différentiation cellulaire in vitro a été utilis€ : la
différenciation de cellules humaines promyéloides HL-60 en neutrophiles par incubation
avec du diméthyl sulfoxide (DMSO). Les cellules HL-60 n’exprimant pas de fagon
endogeéne le ERB et exprimant trés peu le ERa, il a été possible de les transfecter pour
faire en sorte qu’elles surexpriment ERa (HL - 60a) ou ERB (HL - 60B). Ces cellules
nous ont permis d’étudier de fagon spécifique le role de chacun des récepteurs estrogénes

dans le contexte d’une différenciation cellulaire.

Les cellules HL-60, HL-600. et HL-60f ont été incubées pendant cinq jours dans un
milieu contenant 1.25% de DMSO et différentes concentrations physiologiques de 17pB-
estradiol (0 M, 108 M et 10® M). Les effets de la surexpression de ERa et ER sur la
concentration, la viabilité et la morphologie cellulaire ainsi que sur la présence de

différents marqueurs de différenciation ont été analysés.

En accord avec la littérature, nos résultats montrent que la viabilité des cellules HL-60
diminue lors d’une exposition au DMSO et que, parallélement, le pourcentage de cellules
exprimant des marqueurs de différentiation augmente, indiquant que les cellules se
différencient en neutrophiles. Les mémes résultats ont été obtenus pour les cellules HL-
60a. Cependant, contrairement aux cellules HL-60 et HL-600, la viabilité des cellules
HL-60B n’est pas diminuée lors du traitement au DMSO. De plus, le pourcentage de

cellules HL-60B exprimant des marqueurs de différentiation n’est pas augmenté de fagon



significative méme aprés cinq jours d’exposition au DMSO. Une étude morphologique
montre également des différences entre la forme du noyau des cellules HL-60f et des
cellules HL-60 et HL-60a. Nos recherches permettent donc de conclure qu’en présence
de DMSO, la surexpression de ERB dans les cellules HL-60 influence négativement la

différenciation de ces cellules en neutrophiles.

Il a également été observé que I’ajout de différentes concentrations de 17B-estradiol dans
le milieu de culture lors de I’exposition au DMSO n’influence aucun des résultats obtenus
lors de cette étude. Les effets modulatoires de ERP sur la différentiation des cellules HL-

60 en neutrophiles sont donc de nature ligand indépendantes.

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent pour la premiere fois qu’une
modulation de I’expression de ERB dans une cellule immunitaire promyéloide peut avoir
un impact sur sa différentiation en cellule immunitaire plus mature et ce, méme en
absence d’estrogénes. La découverte du ER est relativement récente et son r6le dans les
cellules immunitaires est encore bien mal connu. Il est évident que des recherches plus
approfondies sur le role de ce nouveau récepteur pourrait éventuellement nous permettre
de mieux comprendre par quels mécanismes ce dernier influence la différentiation

cellulaire.

Etudiant Directeur de recherche



Introduction

Il est reconnu depuis longtemps que la maniére dont le systéme immunitaire se développe
et répond aux infections et autres stimuli différe selon le sexe. En général, les femmes
ont tendance 2 développer une réponse humorale plus forte et plus soutenue que les
hommes, 2 rejeter les allogreffes plus rapidement et 2 mieux résister a certaines infections
virales et bactériennes. Elles sont également plus susceptibles de développer des
maladies auto-immunes telles le lupus systémique érythémateux (LSE) et I’arthrite

rhumatoide (AR).

Parce que leurs concentrations varient inévitablement entre hommes et femmes, les
hormones sexuelles, particulierement les estrogenes, se sont vite imposées comme
instigateurs potentiels de cette dichotomie immunitaire. Trés tot, en effet, des études ont
démontré que les estrogénes ont la capacité de moduler la réponse immunitaire. En
général, les estrogénes favorisent I’immunité humorale (sécrétion d’anticorps) et ont un
effet suppresseur sur I’immunité cellulaire. Une des fagons par laquelle ces hormones
semblent influencer la réponse immunitaire est en affectant la maturation des cellules

immunitaires dans le thymus et la moelle osseuse.

Les estrogénes causent 1’atrophie du thymus, autant chez les femmes enceintes que chez
les souris gestantes ou auxquelles ont a administré de fortes doses d’estradiol. Les
estrogénes affectent également la lymphopoiese des cellules B dans la moelle osseuse et
la concentration sanguines de granulocytes. Les mécanismes exacts par lesquels les
estrogénes influencent la maturation des cellules immunitaires ne sont pas encore connus.
Toutefois, étant donné que la majorité des cellules immunitaires matures et immatures
expriment des récepteurs estrogénes (ERs), il est possible que les estrogenes agissent

directement sur ces cellules pour moduler leur maturation.

Les effets des estrogénes sont principalement médiés par ’entremise de deux récepteurs
nucléaires : le récepteur estrogéne alpha (ERa) et le récepteur estrogéne béta (ERB),

récemment caractérisé.
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La présente étude a été entreprise afin de mieux comprendre le role de chacun des ERs
lors de la maturation et de la différenciation de cellules immunitaires. Pour ce faire, des
cellules promyéloides HL-60 ont été transfectées de fagon a ce qu’elles surexpriment ERa
(HL-600) ou ERP (HL-60B). Ces cellules ont par la suite été exposées simultanément au
diméthyl sulfoxide (DMSO), un composé chimique induisant une différentiation en
neutrophiles, et a différentes concentrations de 17B-estradiol. Durant et aprés les
expositions, certains paramétres ont été évalués : la concentration cellulaire, la viabilité
cellulaire et la présence de marqueurs de différentiation. Ainsi, les résultats obtenus
permettront de déterminer I’influence de I’estradiol et de I’expression de chaque ER lors

de la différenciation de cellules promyéloides en neutrophiles.



Premiére partie

Revue de la littérature



1. LES ESTROGENES

1.1. La famille des hormones stéroidiennes

La famille des hormones stéroidiennes regroupe toutes les hormones ayant pour précurseur
le cholestérol. Elle comprend les hormones du cortex surrénal (glucocorticoides,
minéralocorticoides), et les hormones sexuelles (androgénes, estrogeénes, progestérones).
Principalement synthétisées par des cellules spécialisées du cortex surrénal, des gonades
(testicules et ovaires) et du placenta, ces hormones liposolubles diffusent librement &
travers les membranes cellulaires et entrent dans la circulation sanguine ot elles seront

transportées jusqu’a leur lieu d’action.

1.2 Synthése des estrogéncs

Les hormones stéroidiennes synthétisées par les gonades sont appelées hormones sexuelles.
Le type d’hormone produit par les cellules des différentes gonades (mile ou femelle)
dépend entierement des enzymes qu’elles expriment. Ainsi, les cellules des testicules
possédent un groupe d’enzymes capables de convertir I’androsténédione en testostérone et
les cellules des ovaires possédent une deuxiéme série d’enzymes capables de convertir la
testostérone en estrogénes. Il est 4 noter que les testicules produisent également des

estrogénes en petite quantité.

La synthése des estrogénes est catalysée par le complexe enzymatique d’aromatase
monooxygénase P450 (C19 hydroxylase, 17B-hydroxystéroid déhydrogénase) (Krishnan,
Heath et Bryant, 2000). En trois hydroxylations consécutives, I’androsténédione et la
testostérone sont transformées respectivement en estrone (E;) et en 17B-estradiol (E»)
(Figurel). 1l est généralement reconnu que, dans I’ovaire, la conversion du cholestérol
en androgene se fait dans les cellules de la théque et que les androgénes diffusent ensuite
a Dintérieure des cellules granuleuses pour étre convertis en estrogénes. De récentes
évidences montrent toutefois que les deux types cellulaires auraient la capacité de

produire 2 la fois des androgénes et des estrogénes (Lieberman, 1996).
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Figure 1. Hydroxylation de I’androsténédione et de la testostérone cn cstrone ¢t en 17p-estradiol.

Bien que la plus grande partie des estrogénes soit synthétisée par les ovaires, il est a noter
b z .

que d’autres cellules peuvent également en produire. Par exemple, chez les femmes

ménopausées et les hommes, les estrogénes peuvent étre produits par les cellules

adipeuses, les ostéoblastes, I’endothélium vasculaire, les cellules musculaires de I’aorte,

les cellules glandulaires de I’endométre et certaines cellules du cerveau (Simpson et

Davis, 2001). Les estrogénes produits dans ces différents tissus agissent surtout au

niveau local de fagon paracrine et autocrine (Labrie ef al, 1997, Labrie et al, 1998).

Des trois estrogénes produits par I’organisme, le 17B-estradiol est le plus bioactif.
L’estrone et ’estriol (Es) sont surtout produits par le foie a partir de ’estradiol. Bien que
moins bioactifs que leur précurseur, ils se retrouvent en plus grande concentration dans le
sang, ce qui facilite leur excrétion dans la bile et I'urine sous forme de métabolites
hydroxylés (Gruber et al, 2002). Les effets de I’estrone et de I’estriol sur les différents

tissus de I’organisme sont encore mal connus.



1.3 Transport de estradiol dans ’organisme

Dans le sérum, estradiol est majoritaircment lié de fagon réversible & une protéine
plasmatique appelée SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) (Anderson, 1974).
L’estradiol peut également se lier avec une affinité réduite a I'albumine ou se retrouver
libre dans le sérum (2-3 pourcent de I’E; total). Chez un adulte normal, la concentration
plasmatique de SHBG est d’environ 3mg/I et varie selon la concentration d’estrogenes en
circulation. Ainsi, lors de la grossesse, sa concentration peut devenir jusqu'd cinq fois

plus élevée.

Arrivé au tissu cible, Iestradiol se dissocie du SHBG pour diffuser librement & I’intérieur
des cellules. 11 a été démontré récemment que certaines cellules peuvent exprimer a leur
surface des récepteurs 8 SHBG (Rsupc), ce qui porte a croire que le SHBG pourrait jouer
un role dans Iinternalisation de I’estrogéne par les cellules ou participer & une voie de

signalisation intracellulaire (Rosner ef al, 1998).

1.4 Role des estrogeénes dans I’organisme

Les estrogénes jouent un role prédominant dans le développement et le fonctionnement
des organes sexuels chez la femme. 1ls stimulent entre autres la croissance des ovaires,
des follicules ovariens, de I’épithélium et des muscles lisses du vagin et de I’épithélium
de I'utérus. Ils stimulent la croissance et la prolifération de 1’épithélium ductal et des
tissus conjonctifs de la glande mammaire (Porter, 1974). Ils contribuent a la féminisation

du corps : épaules étroites, hanches larges, distribution des tissus adipeux.

Dans le systéme cardiovasculaire, les estrogénes semblent jouer un role vasoprotecteur.
A court terme, ils provoquent une vasodilatation (Kim er al, 1999) alors qu’a long terme,
ils protegent contre 1’athérosclérose (Clarkson, Anthony et Klein, 1996, lafrati et al,
1997), possiblement en induisant la production de NO et de prostacycline par les cellules
épithéliales des vaisseaux sanguins (Mikkola, Viinikka et Ylikorkala, 1998, Kauser et

Rubanyi, 1997). Cette production de NO inhiberait la prolifération des cellules



musculaires lisses et I’adhésion de plaquettes lors de blessures vasculaires (Gustafsson,

1997).

Au niveau de I’ossature, les estrogénes bloquent I'action des ostéoclastes (résorption du
calcium) (Jilka, 1998) permettant ainsi le maintien de [Iéquilibre du ratio
ostéoblastes/ostéoclastes et, par le fait méme, le maintien de la densité osseuse. Chez les
femmes ménopausées, les thérapies avec estrogénes permettent de rétablir la masse
osseuse et de retarder I'apparition de I’ostéoporose (Christiansen, Christensen et

Transbol, 1981).

Les estrogénes ont un effet sur I’axe hypothalamique hypophysaire (HAP) et sur le
systéme nerveux central. Par leur régulation de I'HAP, ils influencent leur propre
sécrétion par les gonades ainsi que la sécrétion d’autres hormones ayant des effets sur
I’humeur, ’appétit, la régulation des tissus adipeux et la température corporelle (Warner,
Nilsson et Gustafsson, 1999). Les estrogénes ont également un effet neuroprotecteur. Ils
augmentent la sensibilité de certains récepteurs neuronaux (Woolley er al, 1997),
facilitent le remodelage synaptique chez le rat (Garcia-Segura et al, 1999) et réduisent la

production de peptides beta-amyloides par les neuroblastomas (Xu ef al, 1998).

D’autres effets des estrogénes incluent la production de récepteurs a lipoprotéines par le
foie et la diminution du taux de lipoprotéines a faible densité (LDL) dans le sang, la
production de collagéne par les cellules de la peau et la diminution des risques du cancer
du colon (Gruber, 2002). Les estrogénes ont également des effets importants sur le
systtme immunitaire. La troisiéme section de ce mémoire est d’ailleurs entierement

dédiée a ce sujet.



2. LES RECEPTEURS ESTROGENES

2.1. La famille des récepteurs nucléaires

La majorité des effets de I'estradiol sur I’organisme sont médiés par I’entremise de ses
récepteurs nucléaires : le récepteur estrogéne alpha (ERa) et le récepteur estrogene béta
(ERP). ERa et ERP font partie de la famille des récepteurs nucléaires qui est en fait une
superfamille regroupant pas moins de 300 membres, tous impliqués dans la régulation de
transcription de génes (Whitfield ef a/, 1999). Bien que la majorité de ses membres n’ait
toujours pas de ligand connu (récepteurs orphelins), il est généralement reconnu que le
mécanisme de fonctionnement des récepteurs de cette famille implique : (1) la liaison du
récepteur avec son ligand entrainant un changement de conformation du récepteur, (2) la
migration du récepteur activé a I'intérieur du noyau de la cellule, (3) la liaison du
récepteur activé sous forme de monomére ou de dimére a un site spécifique sur ’ADN
provoquant I’activation ou la suppression de I’expression du géne sous contrdle du site

spécifique.

Parmi les récepteurs les plus connus de cette famille, on compte ceux pour la testostérone,
la progestérone, les glucocorticoides, les hormones thyroidiennes, la vitamine A et la
vitamine D (Enmark et Gustafsson, 1999). Contrairement aux ERs qui se retrouvent
presque exclusivement dans le noyau, la plupart de ces récepteurs se retrouvent dans le
cytosol et ne vont dans le noyau qu’une fois activés (Hager ef al, 2000, Wilstrom er al,
2002). Comme pour les ERs, ces récepteurs possédent plusieurs sous-types, souvent deux
ou trois, qui peuvent étre le résultat d’épissage alternatif de I’ARN messager (ARNm)

d’un méme géne ou le produit de genes différents.
2.2 Récepteurs estrogénes alpha et béta
Bien que la structure et les effets des estrogénes soient connus depuis les années 30s, ce

n’est qu’en 1958 que le premier récepteur ER est caractérisé. Ce récepteur sera cloné en

1986 par Green et al.. S’installe alors le dogme du récepteur estrogéne unique par lequel,



supposément, tous les effets des estrogénes sont médiés. Malheurcusement, les évidences
de la présence d’une autre voie d’action des estrogénes s’accumulent rapidement. En
1993, la premiére souris ER knock-out (ERKO) est créée (Lubahn ef al, 1993), invalidant
la théorie voulant que I"absence d’un géne codant pour les ERs soit une condition Iétale.
De plus, I’étude des tissus de cette souris révéle des sites ou les estrogénes se lient

spécifiquement.

En 1994, Smith er al. rapportent le cas d’un homme ne produisant pas de ERs
fonctionnels. Bien que souffrant d’ostéoporose sévere et d’une fertilité réduite, cet
individu est la preuve que, autant chez la souris que chez I’homme, le récepteur estrogene
n'est pas la seule voie d’action des estrogénes. Les conséquences de I'absence de ERs

chez une femme ne sont malheureusement pas connues.

La recherche d’un deuxiéme récepteur estrogéne se poursuit jusqu’en 1996, date ou un
nouveau récepteur estrogéne, le ERp, est cloné chez le rat par Kuiper ef al. Ce méme
récepteur sera par la suite cloné chez I’homme (Mosselman Polman et Dijkema, 1996),

chez la souris (Tremblay e al, 1997) et chez le poisson téléostéen (Socorro ef al, 2000).

2.2.1. Structure de ERa et ERP

ER, rebaptisé ERa, et ERP sont encodés par deux geénes différents. Chez I’humain, le
premier est encodé par un géne situé dans le chromosome 6, alors que le second est
encodé par un géne du chromosome 14 (Enmark et Gustafsson, 1999). Malgré le fait
qu’ils soient le produit de deux génes différents, ERa et ERB possedent la méme structure
générale (Figure 2). Les ERs sont divisés en six domaines ayant chacun une fonction

propre.
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Figure 2. Structure des récepteurs estrogéne alpha ct béta. Les chiffres entre parenthéscs représentent le

pourcentage d’homologie entre ERa ¢t ERP.

Le premier domaine, ou domaine A/B, se trouve a I’extrémité amino terminale de la
protéine. Ce domaine contient la premiére fonction de transactivation (AF-1). AF-1 a
pour fonction d’activer la transcription des génes en interagissant avec les facteurs de
transcription associés a la polymérase 1I (Horwitz et al, 1996). L’action de AF-1 est
ligand indépendant, c’est-d-dire que son activité ne dépend pas de la liaison d’une
molécule d’estradiol au récepteur, mais dépend plutot du contexte cellulaire (Kobayashi
et al, 2000). Le domaine A/B est un des domaines les moins bien conservé entre les
deux récepteurs (alpha et béta). En effet, le domaine A/B de ERP est plus court
(d’environ 38 acides aminés (Dechering, Boersma et Mosselman, 2000)) que ERa, avec
une homologie de seulement 30 pourcent entre les deux récepteurs. Comme le laisse
suggérer les divergences structurales entre les domaines A/B de ERa et ERf, Pactivité
transcriptionnelle de la fonction AF-1 des deux récepteurs n’est pas la méme. Ainsi, des
études utilisant des chiméres (chez lesquelles les domaines A/B des ERs ont été
interchangés) démontrent que 1’activité transcriptionnelle de la fonction AF-1 de ERp est
beaucoup moins grande que celle de ERa (Cowley et Parker, 1999, Pettersson, Delaunay
et Gustafsson, 2000). Le domaine A/B est donc responsable des différences observées

dans I’amplitude de I’activité transcriptionnelle des deux ERs.
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Figure 3. Domaine de liaison avec I’ADN du ER.

Le domaine suivant, le domaine C, est la partie hydrophobique de la protéine qui va se
lier directement a I’ADN. Cette section de la protéine est conservée a plus de 96 pourcent
entre les deux récepteurs. Elle contient deux motifs zinc (zinc-finger motif) qui
consistent en fait en huit cystéines entourant deux ions Zn>*.  Cet arrangement
moléculaire permet a certains acides aminés du domaine C, la boite P, d’établir un contact
direct et spécifique avec 1’élément de réponse du récepteur estrogene (ERE) sur ’ADN
(Schwabe et al, 1993) (Figure 3). L’ERE est généralement constitué du palindrome 5’
AGGTCAnnnTGACCT 3’ (Beato, 1989). Certains promoteurs posseédent toutefois des



11

EREs fonctionnels dont la séquence dévie légérement de ce consensus (Kuntz et Shapiro,
1997). La dimérisation des ERs au site de liaison avec le ERE a pour elfet de stabiliser
cette liaison. Ainsi, une perte de spécificité peut étre compensée jusqu’a un certain point
par I’augmentation de I’affinité des diméres. Dans lc domaine C, trois acides aminés du
motif zinc participent au processus de dimérisation des ERs (Pettersson et Gustafsson,

2001).

Le domaine D est appelé «charniére» de la protéine. Cette partie permet en effet aux ERs
de plier ou d’altérer leur conformation et leur est nécessaire pour se lier avec une affinité
maximale aux molécules d’estradiol (Tsai et O’Malley, 1994). Le domaine D n’est
conservé qu’a 30 pourcent entre ERa et ERB, mais ne semble pas influencer I'activité

transcriptionnelle des récepteurs.

A Textrémité carboxyle de la protéine, on retrouve le domaine E. Ce domaine contient
principalement le domaine de liaison au ligand (ligand-binding domain ou LBD).
Comme son nom I’indique, cette partie confére au récepteur sa spécificité pour I’estradiol
(Mueller-Fahrnow et Egner, 1999). Le LBD est constitué de douze hélices alpha ainsi
que deux courts feuillets béta (Dechering er al, 2000). Leur structure secondaire forme un
«sandwich alpha hélicoidale» dans lequel s’incorpore le ligand. Bien qu’il n’y ait
qu’environ 60 pourcent d’homologie entre les domaines E de ERa et ERB, la plupart des
acides aminés conservés se situent aux endroits ol la protéine contacte directement son
ligand (Dechering ef al, 2000), ce qui pourrait expliquer pourquoi I'affinité des deux
récepteurs est quasiment le méme pour I’estradiol. L’affinité des deux récepteurs n’est

cependant pas le méme pour tous les ligands.

Quoique principaux ligands physiologiques des ERs, les estrogénes ne sont pas les seuls a
pouvoir se lier a ces récepteurs. De nombreuses autres molécules exogenes (i.e. qui ne se
retrouvent pas naturellement dans 1’organisme) peuvent en effet venir se lier au LBD des
ERs et entrainer des réponses transcriptionnelles semblables ou carrément différentes de
celles causées par I’estradiol. Ces molécules sont appelées SERMs (Selective Estrogen

Receptor Modulators) et ont un effet agoniste, total ou partiel, ou antagoniste sur
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Iactivité de transcription des ERs, dépendamment du type de récepteur impliqué (ERa ou
ERP) et du contexte cellulaire. Parmi les SERMs les plus connus, on retrouve le
tamoxifenc et le raloxiféne, deux agonistes partiels utilisés comme traitement contre le
cancer du scin (Dutertre et Smith, 2000) et le ICI 182,780, un antagoniste pur que I'on
utilise pour bloquer toute activité des ERs (Biberger et von Angerer, 1996). Il existe
également toute une panoplic de phytoestrogénes (estrogénes dérivés de plantes), dont la
génistéine, le coumestrole et I’entérodiole (Humfrey, 1998), qui ont généralement une
plus grande affinité pour ERB (Kuiper et Gustafsson, 1997). Ainsi donc, le domaine E
des ERs est responsable de I'affinité que chaque récepteur posséde pour un ligand

particulier.

Le domaine E referme également la seconde fonction d’activation (AF-2) du ER.
Comme AF-1, AF-2 sert & I’activation de la transcription. Ce qui le distingue toutefois de
AF-1 est sa dépendance 2 la liaison du ligand. AF-2 est constitué d’une hélice alpha
(H12) essentielle A son activité et dont la conformation tend & changer en fonction de la
présence et du type de ligand se liant au ER (Mueller-Fahrnow et Egner, 1999). HI2 joue
un peu le role d’un couvercle qui se referme sur la cavité du LBD dans lequel le ligand
vient s’engouffrer. H12 ainsi placé devient capable de se lier a une série de co-activateurs
qui faciliteront I’activation, ou la répression, de la transcription. Contrairement a la
fonction AF-1, I’activité transcriptionnelle de la fonction AF-2 est relativement bien
conservée entre les récepteurs ERo et ERP et ne semble pas étre responsable des

différences entre les activités transcriptionnelles des deux récepteurs (Cowley et Parker,

1999).

En plus du LBD et du AF-2, le domaine E contient : une région participant, avec le
domaine C, 2 la dimérisation des monoméres de ER (Forman et Samuels, 1990), une
région d’interaction avec les protéines de «heat shock» (Pratt et Toft, 1997) et une région
constituant le signal de translocation nucléaire du ER (Ylikomi e al, 1992). Cette
derniére région permet la translocation du récepteur fraichement synthétisé du cytoplasme

au noyau cellulaire.
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Le domaine F est trés peu conservé entre les deux ERs. [l semble étre impliqué dans le
maintien de ER dans une conformation optimale pour interagir avec différents co-
activateurs et co-répresseurs. Il serait également important pour Pactivation ou la
répression de la transcription lors d’une liaison avec un anticstrogéne (Montano ef al,

1995).

2.2.2. Isoformes de ERa et ERf

Bien qu’encodés par seulement deux génes, ERa ct ERB possédent de nombreux
isoformes. Ces isoformes sont soit le produit de la transcription d’un méme géne, mais a
partir de promoteurs différents, soit le produit de I’épissage alternatif d’'un méme ARNm.
L’ARNm de ERa et ER est constituée de huit exons et encode pour des protéines de 595
acides aminés (66KDa) et 530 acides aminés (59KDa) respectivement (Dechering,

Boersma et Mosselman, 2000).

Les isoformes répertoriés de ERa sont surtout le produit d’épissage alternatif de ’ARNm
aux jonctions intron/exon, ayant pour résultat des ARNms auxquels il manque un ou
plusieurs exons complets (Fuqua er al, 1991, Koehorst er al, 1993, Miksicek, 1993,
Zhang, Borg et Fuqua, 1993, Daffada e al, 1994, Pfeffer, Fecarotta et Vidali, 1995).
Quoique certaines variantes de ’ARNm de ERa soient associées au cancer du sein chez
I’humain (Daffafa ef al, 1994, Leygue ef al, 1996), trés peu d’information est disponible
sur la transcription de ces ARNms en protéines et sur le role physiologique de ces
protéines. Récemment, une version tronquée de ERa, TERP-1 (Truncated Estrogen
Receptor Product-1), a été rapportée chez le rat (Resnick er al, 2000). TERP-1, a laquelle
il manque les domaines A/B, C et D, est capable d’inhiber la transcription de certains
génes en formant des hétérodimers inactifs avec les ERs. Chez la souris, cinq variantes de
I’ARNm (mERa A, B, F1, F2 et H) ont été décrites, toutes étant des produits d’épissage a
’intérieur de ’exon 1 et toutes codant pour une méme protéine de 66KDa (Kos ef al,

2000).
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ERP posséde également plusicurs isoformes dont la fonction premiére semble étre
d’inhiber I'action des estrogénes. Lisoforme ERBex, par exemple, est unc version de
ERB dont unc partic de I’extrémité carboxyle (exon 8) a été remplacée par vingl-six
nouveaux acides aminés et qui ne peut ni se lier & I’estradiol, ni se lier 3 ’ADN. ERfcx
peut, par contre, former des hétérodimeres avec ERa et I’empécher de se lier au ERE,
inhibant du méme coup Iactivation de la transcription (Ogawa ef al, 1998). Trois autres
variantes de ERP (ERB3, ERP4 et ERP5) sont également caractérisées par le
remplacement de 1’exon 8 par d’autres acides aminés. Comme pour ERfcx, ces trois
isoformes, ne lient pas I’estradiol et empéchent I'activation de genes sous contrdle de

EREs (Moore ¢f al, 1998).

Une autre variante, ERPAS, caractérisée cette fois par un épissage de I’exon 5, agit
également en récepteur dominant négatif lorsque cotransfectée avec ERa ou ERP dans

des cellules humaines 293T (Inoue ef al, 2000).

Certains isoformes de ERP sont caractérisés non pas par la perte d’exons, mais par
I’addition de nucléotides. Par exemple, chez le rat et la souris, ERB2 possede une
insertion de 54 nucléotides entre les exons 5 et 6, ce qui a pour effet de diminuer son

affinité avec ’estradiol (Petersen ef al, 1998, Lu et al, 2000).

La présence de tous ces isoformes de ERa et ERP laisse & penser qu’ils peuvent jouer un
rdle spécifique dans certains tissus ou types cellulaires. Malheureusement, bien peu de
données sont présentement disponibles quant 2 I'importance de leur role physiologique.
Il est & noter que les génes de ERa et ERP sont polymorphiques, et que cette source de
variabilité, en plus des différents isoformes, vient encore complexifier I’étude des

fonction des ERs (Nilsson et al, 2001).

2.3 Voies d’action génomiques des ERs

La voie d’action la plus importante des estrogénes est la voie génomique, c’est-a-dire

celle passant par I'induction de I’expression de génes. L’autre voie d’action, la voie non
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génomique, fait référence a toute autre voie d’action des estrogénes qui nc requiére pas
I"activation de la transcription de génes. Cette derniere sera le sujet de la section 2.4. Une
fois liés a I’estradiol, les ERs dimérisent et vont se lier & un ERE sur I’ADN, entrainant
I'expression ou la répression d'un géne. Les récentes études dans le domaine de la
régulation de la transcription par les ERs commencent i peine 2 lever le voile sur la
complexité réelle de cette régulation. La prochaine section traitera donc du mécanisme le
plus connu d’initiation de transcription des ERs: la voie d’initiation «classique». Les

sections subséquentes traiteront des mécanismes alternatifs.

2.3.1 Voie d’initiation classique

En absence d’estradiol, le récepteur estrogéne se trouve majoritairement dans le noyau de
la cellule, formant des hétérocomplexes avec des protéines chaperonnes (Pratt et Toft,
1997). Ces chaperonnes, comprenant entre autres les protéines Hsp-90 (Heat-shock
protein-90), Hsp-70 (Heat-shock protein-70) et les immunophilines (Cyp40, FKBP5I et
FKBP52), ont pour fonction de maintenir les ERs dans des conformations propices ala
liaison avec estradiol (Heinlein et Chang, 2001). Une fois lié a4 son ligand, le ER se
dissocie de ses chaperonnes, change de conformation et se lie au ERE sous forme de
dimere. Dans le promoteur d’un géne régulé par I’estradiol, on retrouve généralement
plusieurs copies de ERE auxquelles viennent se lier une multitude de dimeres de ERs
(Martinez et Wahli, 1989, Naar er al, 1991). Les ERs peuvent se lier aux ERES sous
forme d’homodiméres (ERa-ERa, ERB-ERP) ou encore sous forme d’hétérodimeres

(ERa-ERP) (Pettersson et al, 1997, Kuiper and Gustafsson, 1997).

Une fois lié au ERE, le dimére de ERs doit recruter une série de protéines, appelées
communément co-régulateurs, qui permettront de stabiliser le complexe de préinitiation a
la boite TATA et le recrutement de la machinerie de transcription (Figure 4). L’activité
transcriptionnelle des ERs dépend de AF-1 et AF-2. Comme il a été mentionné
précédemment, la liaison d’un ligand au ER entraine un changement de conformation de
I’hélice 12 (H-12) de AF-2. Ce changement de conformation permet le recrutement des

premiers co-régulateurs, les co-activateurs de la famille pl60 (160-KDa coactivators



16

family). Cettc famille est composée entre autres des protéines SRC-1 (Steroid Receptor

Coactivator-1), TIF2 (Transcriptional Intermediary Protein 2)/ GRIP1 (Glucocorticoid

Voie d'initiation O
classique

Cytoplasme

Complexe de
chaperons

(HSP 59, 70, 90)

Transcription du géne

Figure 4. Voie d’initiation classique des récepteurs estrogéne

Receptor Interacting Protein 1), et ACTR (Activator of Thyroid and Retinoid acid
receptors)/AIB1 (Amplified In Breast cancer 1)/p300/cAMP-response element binding
protein Binding Protein (CBP) interacting protein (Chen et al, 2000). Tous les membres
de cette famille posséde au moins trois motifs LXXLL (L pour leucine, X pour n’importe
quel acide aminé) qui interagissent directement avec AF-2 (Torchia et al, 1997, Heery et
al, 1997, Voegel et al, 1998). La fonction des protéines pl60 est surtout de recruter

d’autres activateurs de transcription comme p300/CBP, CARM1 (Coactivator-associated
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Arginine Methyltransferase 1), pCAF (p300/CBP-associated factor) et BRGI (Brahma-
related gene 1) possédant la capacité intrinseque de remodeler la chromatine.  Ces
protéines, la plupart connues sous le nom de HATs (ATP-dependent chromatin
remodelling enzymes in conjunction with histone acetyltransferases), permettent le
relichement de la chromatine et facilite ’accés au site d’initiation de la transcription

(Kingston et Narlikar, 1999).

Beaucoup d’autres co-activateurs interagissant directement avec AF-2 on €€ décrits
(LeDouarin ef al, 1995, Yeh et Chang, 1996, Chen er al, 1997, Glass, Rose et Rosenfeld,
1997, Puigserver et al, 1998, Yanagisawa er al, 1999). Leur fonction demeure cependant
incertaine. Plus récemment, plusieurs équipes de recherche ont découvert un imposant
complexe capable d’interagir avec AF-2 et nécessaire a I’activité optimale des ERs. Ce
complexe, le complexe DRIP/TRAP (VDR-interacting proteins/thyroid hormone
receptor-associated proteins) est composé de plus de quinze nouvelles protéines dont
I’une d’entre elles, DRIP205/TRAP220, lie directement AF-2 (Freedman, 1999, lto et al,
1999, Burakov ef al, 2000, Kang ef al, 2002). Ce complexe, dont la fonction semble €tre
de créer un «pont» entre le ER et ’appareil de transcription, est recruté plus facilement
par ERP que par ERa (McKenna, Lanz et O’Malley, 1999). Cette préférence pour ERp
pourrait expliquer en partie les différentes activités transcriptionnelles des deux

récepteurs.

Bien que AF-2 soit responsable du recrutement de la plupart des co-régulateurs, plusieurs
indices suggérent que certains de ces co-régulateurs peuvent également lier AF-1. Ainsi,
il a été démontré que p300/CBP et TIF2 peuvent se lier a AF-1 et AF-2 et permettre un
effet de synergie entre les deux fonctions (Kobayashi et a/, 2000, Benecke, Chambon et
Gronemeyer, 2000). 11 est connu que I’activité transcriptionnelle de AF-2 est équivalente
entre les récepteurs ERo et ERP. Cependant, dépendamment du contexte cellulaire,
I’activité transcriptionnelle de ERa est souvent beaucoup plus importante que celle de
ERP. Sachant que I’activité de AF-1 chez ERp est faible relativement a I’activité de I'AF-
1 de ERa (Cowley et Parker, 1999), I’effet synergique de p300/CBP et TIF2 entre AF-1 et

AF-2 pourrait expliquer les différentes activités transcriptionnelles de ERa et ERp.



Le recrutement de co-activateurs par les ERs permet le recrutement subséquent du
complexe de pré-initiation de transcription i la boite TATA. Ce complexe est formé des
TBPs (TATA-box binding proteins) qui recruteront la polymérase d’ARN II au site

d’initiation de transcription (Dechering ef al, 2000).

En plus des co-activateurs, il existe des co-régulateurs qui, une fois liés aux ERs, inhibent
la transcription au lieu de la promouvoir. Ces co-régulateurs sont appelés co-répresseurs
et possédent, pour la plupart, une activité de déacétylation. Cette activité, contrairement a
celle des HATS, stabilise la structure de la chromatine et limite ainsi ’acces aux sites
d’initiation de transcription. Parmi les co-répresseurs de ER les plus connus, on retrouve
les protéines REA (repressor of estrogen receptor activity) (Montano er al, 1999, Delage-
Mourroux ef al, 2000), NCoR (nuclear receptor co-repressor) (Horlein er al, 1995) et
SMRT (silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) (Chen et
Evans, 1995). Ces protéines entre en compétition avec d’autres co-régulateurs pour les
sites de liaisons sur AF-2. La liaison de AF-2 avec un co-activateur ou un co-répresseur
dépend de plusieurs facteurs dont la nature du ligand 1i¢ au ER, la concentration relative

de chaque co-régulateur ainsi que le contexte cellulaire.

2.3.2. Voies d’initiation non classiques

La liaison de ERs avec un ou plusieurs sitess EREs dans un promoteur entraine la
transcription ou la répression du géne sous le contrdle de ce promoteur. C’est la voie
d’action classique des ERs. Il existe toutefois plusieurs autres voies, dites alternatives, par
lesquelles les ERs peuvent promouvoir ou réprimer I’expression d’un géne sans se lier

directement a I’ADN.

Par exemple ERa et ERP peuvent interagir directement avec le complexe de facteurs de
transcription nucléaires Jun-Fos (Teyssier et al, 2001) pour stimuler ou inhiber la
transcription 2 partir d’un site AP-1 (activating protein-1) (Paech er al, 1997, Webb et al,

1999). En présence de ERa, I’estradiol agit comme agoniste et stimule la transcription a
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partir de ce site, tandis qu’en présence de ERp, I’estradiol devient un antagoniste. Cettc
différence d’activité transcriptionnelle serait due au fait qu’une activation optimale du sitc
AP-1 par les ERs requiert absolument les domaines AF-1 et AF-2. Ces domaines sont
nécessaires a la stabilisation et a I’activation du complexe formé par les dimeres Jun-Fos
et leurs co-activateurs (SRC-1, GRIPI, etc.). Etant donné la faible activité du domaine
AF-1 de ERB, ce dernier agit en inhibant la transcription aux sites AP-1 en présence
d’estradiol (Hall, Couse et Korach, 2001). Cette action inhibitrice est dominante puisque
dans des cellules MCF-7 exprimant ERa, la transfection de ER[} cause une diminution de
Iactivité transcriptionnelle aux sites AP-1. Cette diminution est proportionnelle a la

quantité de ERp transfectée dans les cellules (Maruyama er al, 2001).

ERP peut cependant favoriser ’activation de la transcription aux sites AP-1 s’il est en
présence d’anti-estrogénes tel le tamoxifene (Paech et al, 1997, Maruyama ef al, 2001).
En effet, en présence de ERB-tam, I’activation de la transcription 4 partir de AP-1 devient

indépendante de la présence des sites AF-1 et AF-2 (Webb ef al, 1999).

L’activation de la transcription par les ERs aux sites AP-1 dépend donc non seulement de
la concentration relative des deux types de récepteurs (ERa et ERB) dans la cellule, mais
également du ligand présent. Parmi les génes possédant un site AP-1 et dont la
transcription peut étre activée par I’estradiol, on retrouve certains genes pro-
inflammatoires comme les génes de I'IL-1p et de linterleukine 6 (IL-6) (Wisdom, 1999)
et le géne de la cycline D1 impliqué dans la régulation du cycle cellulaire. La modulation
de la transcription par ERs-Jun-Fos pourrait donc jouer un rdle important dans la
pathogéneése de certains cancers du sein (Castro-Rivera, Samudio et Safe, 2001, Foster et

al, 2001, Kovacs et al, 2001).

Une deuxiéme voie alternative d’initiation de transcription implique I’interaction des ERs
avec le facteur de transcription nucléaire Spl. Les ERs se lient directement au Spl,
permettant & ce dernier d’étre recruté a un site spécifique (GC-rich promoter sequence)
sur ’ADN. Lors de I'activation de la transcription par ERs-Spl, I’estradiol agit en

agoniste autant en présence de ERa qu’en présence de ERP. Cependant, I’activité
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transcriptionnelle de Pestradiol avec ERP est beaucoup moindre que celle avec ERa,
phénomene due, encore une fois, a la faible activité du domaine AF-1 de ERB (Saville ef

al, 2000, Safe, 2001).

Parmi les génes régulés par Eo/Spl, on retrouve c-fos, cathepsin D, le récepteur d’acide
rétinoide la, Dadénosine déaminase, E;F1, bcl-2 et la protéine se liant au facteur de
croissance «insuline-like» 4 (insuline-like growth factor-binding protein 4) (Porter ef al,
1997, Duan, Poter et Safe, 1998, Sun, Porter et Safe, 1998, Wang et al, 1998, Xie, Duan
et Safe, 1999, Qin, Singh et Safe, 1999, Wang ef al, 1999, Dong ef al, 1999). Ces génes,
comme la cycline DI, semblent jouer un réle important dans le fonctionnement des

cellules cancéreuses mammaires.

Récemment, Vyhlidal ef al. ont rapporté la présence de sites ‘GC-rich’ couplés a des
moitiés de palindromes de sites EREs (ERE1/2) dans le promoteur du gene TGFa
(transforming growth factor a). Ces sites ERE1/2 ont un effet synergique sur I'activité
transcriptionnelle des complexes ERs-Spl (Vyhlidal er al, 2000, Safe, 2001). Cette
découverte suggere que I’activité transcriptionnelle médiée par les ERs aux sites GC-rich

pourrait étre modulée par la présence ou I’absence de séquences ERE1/2 contigués.

Les ERs peuvent également influencer la transcription & partir d’éléments de réponse de
NFxB (NFkB RE). Ainsi, il est reconnu que ERa inhibe la transcription & partir de ces
sites. Les mécanismes par lesquels cette inhibition est accomplie restent cependant
matiére A controverse. Par exemple, ERa inhibe la transcription du géne de I'IL-6. Galien
et Garcia démontre que ERa peut interagir avec la sous unité c-rel/ du complexe NF«kB et
empécher ce complexe de se lier 2 son élément de réponse dans le promoteur de I'IL-6
(Galien et Garcia, 1997). Les résultats de Kurebayashi et al, pour leur part, semblent
indiquer que ERa prévient la transcription de I'IL-6 sans empécher NFxB de se lier a
NFkB RE (Kurebayashi et al, 1997). Une meilleure connaissance des mécanismes par
lesquels les ERs régulent ’activité de NFxB pourrait permettre de mieux comprendre
comment I’estradiol régule I’expression de génes pro-inflammatoires comme TNF-a
(tumor necrosis factor-a), RANTES (regulated on activation normal T cell expressed and

secreted), interleukine-2 (IL-2) et IL-6 (Evans ef al, 2001, McMurray ef al, 2001, Galien
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et Garcia, 1997). Comme des sites AP-1 sont également impliqués dans la transcription
de certains génes pro-inflammatoires, il est fort probable que les ERs puissent influencer

la transcription de ces génes a partir de plusieurs sites d’initiation dilférents.

D’autres éléments de réponse dont 1’élément de réponse électrophilique/antioxydant
(EpRE/ARE) (Montano ef al, 1999, Montano et Katzenellenbogen, 1997) et un élément
de réponse du géne c-fos (0.4-kb human c-fos gene promoter) (Ishibashi et Kawashima,
2001) peuvent également étre activés par I'entremise des ERs. Les mécanismes sous-

jacents restent cependant obscurs.

2.3.3 Voies d’initiation ligand indépendante

Il est de plus en plus clair que I’activation du récepteur estrogéne peut se produire en
absence de ligand. Celte activation est appelée «activation ligand indépendante» et
semble étroitement reliée 2 I’activité kinase/phosphatase des cellules. En effet, lorsqu’un
ER se lie 2 son ligand, des enzymes comme la tyrosine kinase E, dépendante
phosphorylent le récepteur, se qui permet son activation (Denton, Koszewski et Notides,
1992, Ali ef al, 1993). Conséquemment, un signal intracellulaire capable d’induire la
phosphorylation des ERs pourrait provoquer I’activation de ces récepteurs, et ce, méme

en I’absence de leur ligand.

Ainsi, la cascade intracellulaire Ras-MAPK (mitogen-activated protein kinase), initiée par
le facteur de croissance de 1’épiderme (EGF), induit la phosphorylation de résidus sérines
du domaine AF-1 de ERa et de ERB. Cette phosphorylation ne dépend pas de la présence
de E, et cause I’activation des ERs (Kato ef al, 1995, Bunone ef al, 1996, Tremblay ef al,
1997). Cette voie d’activation pourrait expliquer pourquoi les effets de EGF sur certains
tissus (épithélium mammaire et utérus) imitent ceux de I’E, chez les souris
ovariectomisées (Ignar-Trowbridge et al, 1992, Briand er al, 1999) et pourquoi ces effets
sont abolis chez les souris ERKO (Curtis ef al, 1996). D’autres facteurs de croissance
peuvent également activer les ERs tels I’insuline et le facteur de croissance «insulin-

like»-1 (IGF-1) (Newton et al, 1994).
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Le domaine AF-1 n’est pas leur scul lieu de phosphorylation des ERs.  L’adénosine
monophosphate cyclique (cAMP) active la protéine kinasc A (PKA) qui induit
I’activation de ERa. Bien qu’il ait été démontré que cette activation dépend de la
présence de AF-2 (El-Tanani ct Green, 1997), le site de phosphorylation 2 Pintérieur de
ce domaine n’a pas encore été délerminé. Cependant, il est certain que PKA phosphoryle
une sérine (Ser 236) dans le DBD de ERa, ce qui accroit la dimérisation des ERs

(Pettersson et Gustafsson, 2001).

Les cyclines sont des protéines régulant la progression du cycle cellulaire. Certaines
d’entres elles sont également impliquées dans unc voic d’activation ligand indépendante
des ERs. Le complexe cycline A-cdk2 (cyclin-dependent kinase 2) phosphoryle les
résidues sérines 104 et 106 de ERa, augmentant I’activité transcriptionnelle du récepteur
indépendamment de la présence de E;. Cette augmentation a pour conséquence une
augmentation de la prolifération cellulaire (Trowbridge, Rogatsky et Garabedian, 1997,
Rogatsky, Trowbridge et Garabedian, 1999). La cycline D1 active également les ERs en
I’absence de E,. Toutefois, cette activation n’implique pas de phosphorylation et serait
plutét due au fait que la cycline D1 est capable de former un «pont» entre le ER et SRC-1
(Zwijsen ef al, 1998). Ainsi, la cycline D1 (par la voie ligand indépendante) et les ERs
(par I'intermédiaire de AP-1) s’activent réciproquement. Cette activation réciproque

pourrait étre impliquée dans la pathogénése de certains cancers du sein.

Il existe d’autres molécules capables d’activer les ERs en absence de Es. Parmi elles on
retrouve la dopamine, I'héréguline, la toxine du choléra et le 3-isobutyle-1-
methylxanthine (IBMX) (Smith, Conneely et O’Malley, 1993, Kato er al, 1995, Ince,
Montano et Katzenellenbogen, 1994). Cependant, leur capacité d’activation des ERs
dépend grandement du promoteur ainsi que du type de cellules dans lequel ils sont

étudiés.
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2.4 Voies d’action non génomiques des ERs

La plupart des effets de Iestradiol sont médiés par la régulation de la transcription de
genes.  Cependant, un nombre croissant d’études fait élat d’elfets estrogéniques trop
rapides pour étre expliqués par une voie d’action génomique des ERs. Ainsi, il est de

plus en plus évident que les estrogénes peuvent agir par une voie dite non génomique.

Les effets non génomiques des estrogénes ont les caractéristiques suivantes : (1) ils sont
trop rapides (de quelques secondes a quelques minutes) pour étre compatibles avec une
modification de la synthése d’ARNm ou de protéines, (2) ils peuvent etre observés méme
dans des cellules hautement spécialisées (ex. spermatozoides) qui ne font pas de synthése
de novo d’ ARNm ou de protéines, (3) ils peuvent étre induits par des estrogenes couplés a
des protéines de masse moléculaire trop grande pour traverser les membranes cellulaires
et se rendre au noyau (ex. Ep-bovine serum albumin (E>-BSA)), (4) ils ne sont pas
bloqués par des inhibiteurs de synthése d’ARNm ou de protéines, (5) ils sont trés

spécifiques aux estrogénes (Revelli, Massobrio et Tesarik, 1998).

La majorité des effets non génomiques des estrogénes sont compatibles avec I’hypothese
d’un récepteur estrogéne membranaire (ERm), c’est-a-dire exprimé a la surface des
cellules. Bien que ces récepteurs n’aient pas encore été clonés, les preuves de leur

présence ne cessent de s’accumuler.

Pietras et Szego sont les premiers 2 avoir décrit une protéine de surface capable de lier
spécifiquement 1’Ey et de provoquer une augmentation rapide de la concentration
cellulaire d’AMPc (Pietras et Szego, 1977, 1980). Subséquemment, plusieurs études
démontrérent que I'E; pouvait activer des cascades signalétiques intracellulaires pouvant
mener entre autres 2 1’augmentation de la concentration cellulaire d’ions Ca** (Tesarik et
Mendoza, 1995), a I’activation de la synthase d’oxyde d’azote (eNOS, cNOS) (Chen et
al, 1999, Stefano et al, 1999), a I’activation de la phospholipase C (Le Mellay, Grosse et
Lieberherr, 1997) et & la génération d’inositol triphosphate (IP3) (Lieberherr ef al, 1993).
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Les voies signalétiques menant A ces effets non génomiques des estrogenes ne sont pas
encore claires. Cependant, des études laites avec la lignée cellulaire MCF-7 montrent que
I’E, est capable de stimuler activation de la voie signalétique des kinases MAP
(mitogen-activated protein), en passant plus particulierement par I'activation de ERK
(extracellular-régulated kinase) (Figure 5). Celte activation est rapide (cinq minutes) et
résulte de I’activation de kinases proximales telles Ras, raf, et MEK (mitogen-activated
protein kinase kinase) (Migliaccio ef al, 1996, Levin, 2001). Activé par cette cascade,
ERK contribue 2 la prolifération (Castoria e al, 1999) et a la survie (Razandi, Pedram et
Levin, 2000a) des cellules MCE-7. Cette voie de signalisation intracellulaire a également
é1é observée chez les ostéoblastes et les cellules HeLa (Kousteni ef al, 2001). Dans les
cellules du cancer du sein, il a été démontré que I'E; peut également bloquer I'activation
de JNK (c-Jun NHa-terminal kinase), empéchant I’activation subséquente de la cascade

des caspases et de I’apoptose (Razandi, Pedram et Levin, 2000b).

Absence de facteurs de

croissance E,
Radiation

Chimiothérapie l
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Figure 5. Activation de la voie signalétique de ERK et blocage de la voie JNK par E»-ER (Levin, 2001).
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D’autres voies signalétiques passant par un ERm ont également ¢éié rapportées,
notamment dans les ccllules épithéliales (ECs). E, stimule DPactivation de la
phosphoinositol-3-hydroxie kinase, cc qui méne & I'activation de I’Akt kinase et a la
génération d’oxyde nitrique (Simoncini et al, 2000). Dans ces mémes cellules, E; active
I’isoforme p38P de la famille des MAP kinases, menant & la phosphorylation de HSP27
(heat shock protein 27) (Razandi ef al, 2000a). Ces deux voies signalétiques protegent les

ECs de la mort cellulaire.

La plupart des effets non génomiques de I'E; cités plus haut sont inhibés par I’ajout
d’antagonistes de ER tel 1CI-182,780, suggérant fortement que le ERm et les ERs
nucléaires soient en fait deux produits dérivés des mémes génes. Cette hypothese est
soutenue par le fait que plusieurs anticorps spécifiques a4 ERa reconnaissent également
une protéine membranaire présente dans de nombreuses lignées cellulaires (Pappas,
Gametchu et Watson, 1995) et que la transfection de cellules CHO avec un seul cADN de
ER résulte en I’apparition, dans ces cellules, de ERs nucléaires et de ERms (Razandi ef al,
1999). Bien que ces ERms soient encore trés peu caractérisés, ils semblent jouer un role
important dans les mécanismes d’action des estrogénes et agissent peut-étre de facon

synergique avec leurs cousins nucléaires.

Certaines études font état d’actions non génomiques des estrogénes qui ne sont pas
inhibées par des antagonistes de ERs. Par exemple, I’augmentation rapide (moins de cinq
secondes) de I’influx d’ion Ca®* dans les cellules granuleuses de porc causée par Ep n’est
pas affectée par I’ajout de I’antagoniste tamoxiféne (Morley er al, 1992) et I’activation de
cNOS par E; dans les monocytes humains n’est pas bloquée par ICI-182,780 (Stefano et
al, 1999). Dans les cellules pancréatiques béta, E» module la sécrétion de I’insuline en se
liant 2 un récepteur membranaire ayant le profile pharmacologique des récepteurs y-
adrénergiques (Nadal et al, 1998, Nadal et al, 2000). Ces études suggerent qu’il existe
une voie d’action des estrogénes passant par un récepteur autre que les ERms dérivés des

ERs nucléaires.
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Plus récemment, il a été démontre que les ERs nucléaires pouvais ére eux aussi
impliqués dans une voic de signalisation non-genomique en interagissant directement
avec d’autres molécules ou complexes moléculaires. Ainsi, Simoncini ef al. décrivent un
mécanisme d’action non transcriptionnel des ERs dans lequel ces récepleurs interagissent
physiquement et fonctionnellement avec la kinase PI3K. Cette interaction déclanche
I’activation de la cascade de signalisation PI3K. De cette activation découle plusieurs
effets intracellulaires rapides, dont la polyphosphorylatition et la subséquente activation

de la synthase d’oxyde nitrique eNOS (Simoncini ef al, 2002).

Il est clair qu'une mcilleure compréhension des interactions entre les diverses voies
d’action des estrogénes (génomiques et non génomiques) est d’une importance capitale
pour le développement de nouveaux SERMs plus sélectifs, capables de traiter plus
efficacement des maladies comme le cancer du sein, 1’ostéoporose et les maladies

autoimmunes.

2.5 Distribution des ERs dans ’organisme

Comme il a été mentionné précédemment, les estrogénes ont des effets sur une grande
variété de tissus, effets qui sont majoritairement médiés par les ERs. Il n’est donc pas
surprenant de voir que les ERs sont exprimés un peu partout dans I’organisme.
Cependant, la distribution des deux types de ERs (ERa et ERB) dans les tissus n’est pas la

méme, suggérant qu’ils puissent avoir des roles différents.

Chez I’humain, ERa et ERp sont co-exprimés dans la glande mammaire, (Masood, 1992,
Roger et al, 2001), dans I’utérus et les ovaires (Moore ef al, 1998, Lu et al, 1999), dans
I’endothélium vasculaire, les cellules musculaires et les cellules du myocarde (Karas,
Patterson et Mendelsohn, 1994, Register et Adams, 1998, Grohé et al, 1997), dans le
systéme digestif (petit intestin, colon et estomac), et dans le thymus (Brandenberger ef al,
1997, Olsen et Kovaks, 1996, Staples er al, 1999, Igarashi et al, 2001). ERa est
également exprimé dans les ostéoblastes et les ostéoclastes (Komm et al, 1988, Oursler et

al, 1994, Hofbauer et al, 1999), dans les cellules stromales de la prostate (Mikeld ef al,
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2000), et cn petite quantité dans les testicules, les reins ct la rate (Brandenberger ef al,
1997). Pour sa part, ERP est exprimé dans les poumons, les reins, la rate, les testicules, la
prostate et les cellules adipeuses (Brandenberger ef al, 1997, Moore ef al, 1998). Méme
si les effets des cstrogénes sur le cerveau humain sont connus, on sait encore peu de chose
sur Pexpression des ERs dans cet organe. Chez le rat, ERa est plus abondant dans les
noyaux périventriculaire et ventromédiale de I’hypothalamus, tandis que ERB prédomine
dans les noyaux paraventriculaire et supraoptique (Laflamme ef al, 1998). ERa et ERf
sont cependant co-localisés dans le noyau hypotalamique préoptique ainsi que dans

I’hypophyse (Laflamme er al, 1998, Mitchner, Garlick et Ben-Jonathan, 1998).

Il est intéressant de souligner que la distribution des ERs dans I’organisme diflére
quelque peu entre I’humain et les rongeurs. A Pinstar du premier, le rat exprime ERa
dans I’utérus, les testicules, les ovaires, et les reins. ER[ est surtout exprimé dans les
poumons, la prostate, et les ovaires (Kuiper er al, 1996). Cependant, dans la prostate,
ERB est exprimé 2 des niveaux beaucoup plus élevés chez le rat que chez I’humain. Les
testicules, pour leur part, montrent des niveaux d’expression de ERP plus élevés chez
I’humain que chez le rat (Enmark er al, 1997). Ces données font toutefois référence aux
niveaux d’ARN messager trouvés les organes et ne refletent pas automatiquement les
niveaux de protéines exprimés. Chez la souris, les testicules ne semblent pas exprimer
ERB du tout (Couse ef al, 1997). Dans les ovaires, les cellules stromales du cortex
expriment ERB chez I’humain et non chez le rat (Kuiper et al, 1998). Le systeme digestif
est un autre endroit ol ER est exprimé en plus grande quantité chez I’humain que chez
les rongeurs (Enmark et Gustafsson, 1997). On retrouve également des différences
d’expression des ERs dans les organes immunitaires, notamment dans le thymus ot ERf
se retrouve en grande quantité chez I’humain et ou les niveaux d’expression de ce
récepteur sont relativement faibles chez le rat (Enmark et Gustafsson, 1997). Notre
laboratoire a récemment démontré par amplification d’ARN (RT-PCR) la présence ER]
dans le thymus de souris (Appendice A, données non publiées). Ces résultats sont en
contradiction avec deux précédentes études montrant, par buvardage Northern et par
protection d’ARN (RNAse protection assay), ’absence d’expression de ERP dans le

thymus de souris (Tremblay et al, 1997, Couse et al, 1997). Les différences entre nos
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résultats et ceux des précédentes études sont probablement dues aux différentes méthodes
de détection utilisées, le RT-PCR étant plus sensibles. 11 est de plus en plus évident que
des difTérences interespéces importantes existent quant a la distribution des ERs dans les
tissus. Ces différences invitent a la prudence lors d’extrapolations chez I’humain de

résultats obtenus lors d’études utilisant des modeles animaux.

2.6 Les modéles murins aERKO, BERKO et aBERKO

Chez I’humain, on commence & peine 2 élucider le rdle de chacun des ERs dans les
différents tissus. Cependant, plusieurs modéles murins n’exprimant pas un ou les deux

ERs sont maintenant disponibles pour faciliter I’étude des différents roles des ERs.

Les souris aERKO et BERKO se développent normalement et ont approximativement la
méme durée de vie que les souris WT (wild-type) (Couse et Korach, 1999). Cependant,
lorsque ces souris atteignent la maturité sexuelle, elles montrent des signes de déficience,
surtout au niveau du développement des organes reproducteurs et de la fertilité. Une liste
des caractéristiques des souris aERKO et BERKO est présentée dans le tableau 1. Les
différences dans le phénotype des ces souris démontrent que ERa et ERP n’agissent pas

seulement de facon complémentaire, mais ont également leurs fonctions propres.

On connait encore trés peu de chose au sujet des souris aBERKO. Les premiéres études
semblent indiquer que ces souris possédent un phénotype proche de celui des souris
oERKO, mais avec des déficiences un peu plus marquées au niveau du développement

des organes sexuels (Couse ef al, 1999, Ogawa er al, 2000).

Tableau 1. Résumé des différents phénotypes rapportés des souris aERKO et BERKO

Modéle murin ___ Description du phénotype

Létalité de la mutation :

ERa, ER] Non
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Fertilit¢ :
«ERKO
BERKO

Générale :

Les deux sexes sont infertiles
Les femelles sont moins fertiles (portée moins grande); les males sont fertiles

«ERKO expriment normalement ERP

Systéme reproducteur des femelles :

«ERKO

BERKO

Se développe normalement jusqu’d la maturité sexuelle, mais est insensible a I’estradiol,
au DES et i I'hydroxytamoxiféne pendant I’age adulte.

Perte de I'action mitogéniquc de EGF.

Sensible a 'action mitogénique des androgencs.

Les ovaires se développent normalement jusqu’a la maturité.  Cependant, & I'dge adulte
ils ne produisent pas d’ovaires, contiennent des cistes hémorragiques ct ne possedent pas
de corpora lutea.

30-40 % d’incidence de tumeurs aux ovaires & I’dge de 18 mois.

Le systeme reproducteur se développe normalement jusqu’d la maturité sexuelle et est
sensible aux estrogénes ovariens durant I’age adulte.

Les ovaires sc développent normalement jusqu’a I’dge adulte mais n’ont pas une
fréquence d’ovulation normale, ont une sensibilité¢ moindre aux traitements de
superovulation, présentent de multiples follicules préovulatoires ne maturant pas et une

production réduite d’oocytes.

Glandes mammaires :

aERKO

BERKO

Se développent normalement jusqu'a la maturité sexuelle, mais sont insensibles au
développement induit par I'estradiol a I'dge adulte.

Répondent i la progestérone et i la prolactine.

Se développent normalement jusqu'd la maturité sexuelle. Les glandes vierges
ressemblent grossiérement & celles des souris WT du méme dge.

Se différencient normalement a I'age adulie et permettent la lactation durant et apres la

gestation.

Systéme reproducteur des miles :

aERKO

Se développe normalement jusqu’d la maturité sexuelle.

Phénotype a la maturité sexuelle : réabsorption atténuée de fluides menant a la dilatation
du Rete testis, 3 I'atrophie de I’épithélium du tubule séminifére et a une baisse du nombre
de spermatozoides viables.

Perte de fonction chez les spermatozoides illustrée par une incapacité de fertiliser.

Augmentation avec 1’age du poids des vésicules séminales.
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Diminution avec age du poids des testicules.
BERKO Se développe normalement avee aucun signe de défectuosité dans la synthese des

spermatozoides et dans la fertilité,

Systéme neuroendocrinien des femelles :

aERKO La partic antéricure de 1'hypophyse posséde tous les types cellulaires retrouvés
normalement dans la glande, mais produit un nombre plus élevé de sous-unités de
gonadotropine (u-gonadotropine, LH-f3, FSH-B).
Nivcaux plus élevés dans le sérum d’estradiol, de testostérone et de LH, mais niveaux
normaux de¢ progestérone et de FSH.
Réduction significative de la transcription du géne PRL dans I’hypophysc antérieure ainsi
que réduction de la concentration de PRL dans le sérum.
La région préoptique médiale de I'hyppothalamus montre un plus grand niveau de
transcription du génc PR.
L’action rapide de P'estradiol sur les neurones de I’hippocampe est conservée.

BERKO Niveau normal d’estradiol dans le sérum.

Systéme neuroendocrinien des miles :
aERKO Réduction signilicative de la transcription du géne LH-B dans I’hypophyse antérieure.
Niveaux élevés d’estradiol, de testostérone et de LH dans le sérum, mais niveaux

normaux de progestérone et de FSH.

Comportement des femelles :
aERKO N’ont pas les comportements sexuclles normaux induits par Iestradiol et la progestérone,
ont un comportement plus agressil & I'égard des miles et des petits.

BERKO N’ont aucuns problémes comportementaux pouvant nuire 2 la fertilité.

Comportement des miles :
aERKO Sont attirés par les femelles et les montent normalement mais sans pénétration ou
éjaculation. Ont un comportement moins agressif que leurs homologues WT.

BERKO N’ont aucuns probiémes comportementaux pouvant nuire  la fertilité.

Systeme cardiovasculaire :

aERKO L’angiogénése médiée par ’estradiol ainsi que le niveau basal d’oxyde nitrique produit
par les cellules vasculaires sont réduits.
Montre une réponse normale i I’estradiol lors d’études avec le modéle de la blessure de la

carotide.
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Montre unc avgmentation de I'expression des canaux Ca™" de type L.

Montre une production réduite d’apolipoprotéine E dans le sérum en réponse a 'estradiol.

Autres :
«ERKO Les males et les femelles montrent un arrét de la croissance des os longitudinaux,
Ont une tolérance réduite au glucose.

Ne montrent pas de défectuosité dans la synthése des lymphocytes B.

_Sourcc_ : Couse cl_Koruch, 1999 -

3. LES ESTROGENES ET LE SYSTEME IMMUNITAIRE
3.1 La réponse immunitaire dépendante du sexe

1l est reconnu depuis longtemps que la maniére dont le systéme immunitaire se développe
et répond aux infections et autres stimuli différe selon le sexe. En général, les femmes
ont tendance 2 développer une réponse humorale plus forte et plus soutenue que les
hommes, 2 produire plus d’immunoglobulines M (IgM) (Butterworth, McMlellan et
Allansmith, 1967, Eidinger et Garrett, 1972), a posséder un plus grand ratio de
lymphocytes CD4/CD8 dii 2 un moins grand nombre de cellules CD8 en circulation
(Nagel, Chrest et Adler, 1981, Mylvaganam ef al, 1985, Bizzarro ef al, 1987, Amadori ef
al, 1995) et a rejeter les allogreffes plus rapidement (Graff, Lappe et Snell, 1969). Elles
sont également plus susceptibles de développer des maladies auto-immunes tels le lupus
systémique érythémateux (LSE) et I’arthrite rhumatoide (AR) (Olsen et Kovacs, 1996).
Cette dichotomie immunitaire entre les sexes peut avoir plusieurs explications, dont
I’influence des chromosomes sexuels et I'influence des hormones sexuelles et/ou du

systéme neuroendocrinien (Grossman, Roselle et Mendenhall, 1991).

Bien que le niveau basal d’estrogénes ne différe pas tellement entre les hommes et les
femmes, ces derniéres sont exposées dés la maturité a de plus fortes concentrations
d’estrogénes, que ce soit de fagon cyclique (pendant I’ovulation) ou chronique (pendant la
grossesse). Les estrogénes ont donc le potentiel d’étre responsables de fagon directe (par

I’entremise de récepteurs estrogénes dans les organes et cellules du systéme immunitaire)
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et/ou indirecte (par I'entremisec d’autres voies signalétiques) des différences entre les

réponses immunitaires des hommes et des femmes.

3.1.1. Les maladies auto-immunes

Depuis plus de 100 ans, la gente clinicienne soupgonne les estrogénes de pouvoir moduler
la réponse immunitaire. C’est I’étude des maladies auto-immunes qui, en premier, met la
puce i Ioreille aux cliniciens. Les maladies auto-immunes sont des maladies causées par
une attaque incontrolée du systéme immunitaire contre des tissus sains du soi. L’attaque
cause une inflammation chronique et une destruction, souvent totale, des tissus visés. Elle
peut étre systémique, c'est-d-dire que plusieurs tissus ou organes sont attaqués en méme
temps (ex. SLE), locale (un seul organe est atteint, ex. diabéte juvénile) ou un mélange
des deux. Les causes des différentcs maladies auto-immunes sont encore trés mal
connues. Ce qui est connu par contre, c’est la prépondérance du nombre de femmes
atteintes de ces maladies comparativement au nombre d’hommes. Le tableau 2 montre

les différents ratios femme/homme des maladies auto-immunes les plus répandues.

Tableau 2. Ratio femmes vs homme atteints de maladies auto-immunes

Thyroidite d’Hashimoto 50:1
Lupus Systémique Erythémateux 9:1
Maladie de Sjogren 9:1
Maladie de Graves 7:1
Arthrite Rheumatoide 4:1
Sclérodermie 2:1
Diabete de Type | 2:1
Sclérose en plaques 2:1

Source: American Autoimmune Related Diseases Association Inc. (1695)

L’idée que les estrogénes puissent jouer un rdle dans le développement, la progression
et/ou la gravité de ces maladies vient en grande partie des trois observations suivantes :
(1) le ratio femme/homme est généralement plus élevé chez les patients pubéres et que
chez les patients prépubéres ou dgés de 55 ans et plus (ménopause chez la femme)

(Lahita, 1996), (2) les symptdmes de certaines maladies auto-immunes peuvent fluctuer
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en fonction du cycle menstruel (Arnason et Richman, 1969, Latman, 1983) ct (3) la
gravité des symptomes peut également étre modulée lors de la grossesse et/ou la période
postpartum (Dstensen, 1999). Ces observations semblent en effet corréler avec une
variation des niveaux d’estrogénes chez la femme. L’étude des maladics auto-immunes
chez I’humain est multiparamétique et les cliniciens devront atiendre les résultats
d’études de modeles murins de ces maladies pour confirmer le réle des estrogénes dans

leur modulation.
3.1.2. Effets des estrogénes sur les modéles murins de maladies auto-immunes

Un des modeles murins les plus étudiés est I’hybride NZB/NZW F1, un croisement entre
les souris NZB et les souris NZW. Ces souris hybrides développent une maladie similaire
au SLE humain (Howie et Helyer, 1965, 1968). Chez I’humain, le SLE est caractérisé par
une production anormale de cytokines par les lymphocytes T, une surractivation des
lymphocytes B et la formation d’auto-anticorps et de complexes immunitaires se déposant
dans les petits capillaires. Ces dépdts causent notamment de I’arthrite, des éruptions
cutanées (ailes de papillon), des atteintes glomérulaires et néphrotiques et de la pleurésie

(Elbourne, Keisler et McMurray, 1998).

Les femelles NZB/NZW développent la maladie a un plus jeune age, produisent plus
d’auto-anticorps et ont une espérance de vie plus courte que les miles de la méme espece.
Le traitement de souris NZB/NZW ovariectomisées avec différentes doses physiologiques
d’estradiol, provoque une augmentation de la concentration de prolactine dans le sérum et
I’accélération de la maladie auto-immune (Elbourne Keisler et McMurray, 1998). La
castration des méles peu aprés la naissance entraine également une accélération de la
maladie, montrant que si ’estradiol a le potentiel d’exacerber la réponse auto-immune
chez les femelles NZB/NZW, les hormones miles, notamment les androgénes, ont plutot

un effet suppresseur (Roubinian, Papoian et Talal, 1977, Roubinian et al, 1978).

Chez d’autres modéles murins de SLE, telles les souris MRL Ip+/Ipr et SWRxXSJL Fl, les

femelles développent également la maladie plus vite que leurs congénéres males. A sept



34

mois, la plupart des femelles MRL /pi/Iprr sont déja mortes, alors que 20 a 30 pourcent
des males sont encore en vie. Chez les souris SWRXSJL F1, les femelles développent la
maladie sept fois plus vite que les males (Steinberg ef al, 1980, Vidal, Gelpi et Rodrigez-
Sanchez, 1994). Cettc  dichotomie tend & disparaitre une fois les femelles
ovariectomisées. Il est donc probable que pour ces modéles, I’estradiol stimule la réponse

immunitaire humorale et par le fait méme accélére la progression de la maladie.

I faut cependant noter que les effets modulatoires de Iestradiol ne sont pas observés chez
tous les modéles murins de SLE. Par exemple, chez les souris BXSB, ce sont les miles
qui développent la forme la plus sévére de la maladic et la castration, autant chez les

males que les femelles, n’affecte pas la progression du lupus (Eisenberg et Dixon, 1980).

Si I’estradiol semble avoir un effet néfaste sur la progression des maladies auto-immunes
médiées par une réponse humorale, il en va autrement pour les maladies auto-immunes
médiées par une réponse cellulaire. Parmi ces maladies on retrouve I’arthrite rhumatoide
(AR) et la sclérose en plaque (Multiple Sclerosis, (MS)). Ces maladies sont caractérisées
par le développement continu ou sporadique de Iésions dues a Iinfiltration dans les tissus
(joints pour AR, cerveau pour MS) de lymphocytes T auto-réactifs, de lymphocytes B et
de macrophages. Bien que ces maladies soient associées a certains alleles du géne HLA,

leur cause demeure encore incertaine (Jansson et Holmdahl, 1998).

Le modéle d’arthrite induite par le collagéne de type II (CIA) est une maladie auto-
immune non spontanée provoquée chez les souris et les rats par injection de collagéne de
cartilage. Cette injection cause le développement d’une polyarthrite ressemblant a AR.
Aprés injection, les femelles sont plus susceptibles de développer le CIA que les males
(Larsson et Holmdahl, 1987). Cependant, lorsque des femelles ovariectomisées atteintes
de CIA sont traitées avec des doses physiologiques d’estradiol, I'inflammation arthritique
est supprimée (Holmdahl et al, 1987). Ces résultats sont en accord avec de nombreuses
études démontrant qu’une majorité de femmes (54-83 %) atteintes de AR voient leur
condition s’améliorer lors de la grossesse (au moment ou le niveau d’estradiol dans le

sang est le plus élevé) (Neely et Persellin, 1977, @stensen et Husby, 1983, Nelson er al,
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1993) ct voicnt (dans 98 % des cas) leurs symptdmes revenir quatre mois apres
Paccouchement (quand le niveau d’estradiol est redevenu normal) (Neely et Persellin,

1977, Gstensen et al, 1983).

La grossesse améliore également les symptomes de MS et protege les souris contre
I’encéphalomyélite autoimmune (EAE), un modéle murin de MS (Bernardi ef al, 1991,
Hutchinson, 1993, Abramsky ef al, 1984, Brenner, Evron et Abramsky, 1991). Le EAE
est une maladie induite chez les rongeurs par I'injection de protéines de myéline et
d’adjuvants. Le traitement de souris atteintes de EAE avec des doses d’estradiol
semblables A celles observées durant la gestation ralentit la progression de la maladie

(Jansson, Olsson et Holmdahl, 1994).

3.2 Effets des estrogénes sur les cellules immunitaires spécifiques

L’étude des modeles murins de maladies auto-immunes ainsi que les observations faites
chez I’humain montrent clairement que les estrogénes peuvent moduler la réponse
immunitaire. Cependant, la maniére dont les estrogénes influencent cette réponse au
niveau cellulaire et le role des récepteurs ERa et ERB ne sont pas encore clairement

déterminés.

3.2.1. Le thymus et le développement des lymphocytes T

Le thymus est un organe majeur du syst¢éme immunitaire. Il est situé juste au-dessus du
ceeur et est le lieu de maturation des lymphocytes T. Le thymus est divisé en plusieurs
lobules comprenant chacun une portion périphérique, le cortex, et une portion centrale
plus pile, la médulla. Les cellules lymphoides T immatures quittent la moelle osseuse
pour venir s’entasser dans la partie corticale du thymus, ol elles entrent dans une phase
d’intense prolifération avant de continuer leur migration vers la jonction cortico-
médullaire. C’est A cette jonction que se font les sélections positive (reconnaissance du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) du soi) et négative (élimination des

lymphocytes autoréactifs). Ces sélections sont médiées entre autres par les cellules
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épithéliales, dentritiques et par les macrophages présents dans Ie thymus (Anderson ef al,
1996). Seulement 2 % des lymphocytes T immatures seront sélectionnés.  Une fois
matures, les lymphocytes T quittent le thymus pour aller circuler dans le sang et la

lymphe (Janeway et Traverse, 1997).

Dépendamment de leur stade de maturation, les lymphocytes T expriment différentes
molécules de surface. A leur arrivée dans le cortex, les lymphocytes immatures
n’expriment ni le CD8, ni le CD4. Ces cellules sont appelées doubles négatives (DN)
(Olsen et Kovacs, 1996). A la barriére cortico-médullaire, les lymphocytes se mettent a
exprimer ces marqueurs de surface et deviennent des cellules CD4*CD8*pTa:pCD3%ou
doubles positives (DP).  Aprés sélection, les lymphocytes T deviennent soit
TCR/CD3*CD4* (Helper T cells, Th cells) ou TCR/CD3'CD8" (cellules CDS3

cylotoxiques).

Le thymus est grandement affecté par les estrogénes. Autant chez I’humain que chez la
souris, cet organe s atrophie durant la grossesse ou aprés administration de doses
pharmacologiques d’estrogénes (Fosberg, 1984, Hirahara et al, 1994, Rijhsinghani ef al,
1996, Endo et Kanayama, 1998). Aussi, chez le rat, I’augmentation du poids du thymus
suite 2 une ovariectomie est inhibée par une administration d’estrogénes (Windmill,
Meade et Lee, 1993). Plusieurs études commencent a faire la lumiére sur les mécanismes
reliés 2 cette diminution de la masse et de la cellularité du thymus suite & une exposition

aux estrogenes.

Les estrogénes provoquent I’arrét de la maturation des lymphocytes au stade de cellules
DN, causant ainsi la perte presque totale des cellules DP (CD4*CDg8") dans le thymus de
souris Balb/c. Paradoxalement, les estrogénes causent une augmentation significative de
la proportion de lymphocytes matures CD3*CD4*. Une légere augmentation de la
population de lymphocytes CD3"CD8" est également observée. (Screpanti ef al, 1989,
Brunelli ef al, 1992, Rijhsinghani ef al, 1996).
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La diminution drastique dc la population de cellules DP suite &4 une exposition aux
estrogénes pourrait &tre médiée par I'apoptose de ces cellules. Les cellules DP sont en
effet trés sensibles & apoptose. Les thymocytes prélevés chez des souris traitées avec
des cstrogénes ont des niveaux d’apoptose plus élevés en culture que ceux de souris non
traitées (Okasha er al, 2001). L’augmentation de la sensibilité a I’apoptose causée par
une exposition aux estrogénes est spécifique a la population DP. Cette spécificité pourrait
étre expliquée par la distribution des récepteurs estrogénes dans le thymus. ERa et ERB
sont tous deux présents dans les thymocytes (Carbone ef al, 1986, Danel ef al, 1983,
Kawashima er al, 1992, Appendice A, données non publiées). Cependant, I’expression
des ERs est surtout localisée dans la population DP (Mor et al, 2001), alors que les
populations CD3*CD4* et CD3"CD8" expriment moins ces récepteurs (Kawashima ef al,
1992). Une plus forte expression des ERs chez les cellules DP pourrait faire en sorte que
ces cellules soient plus sensibles aux effets des estrogénes que les autres populations de
thymocytes. Théoriquement donc, les estrogénes pourraient agir directement et de fagon

spécifique sur les cellules DP pour augmenter leur susceptibilité a 1’apoptose.

Toutefois, certaines études suggerent que I’apoptose des thymocytes dans le thymus est
due non pas & un effet direct des estrogénes sur les thymocytes, mais par I’entremise
d’effets induits par ces hormones sur les cellules épithéliales du thymus. Ces cellules
possédent en effet des niveaux d’expression de ERs beaucoup plus élevés que les
thymocytes (Seiki et Sakabe, 1997, Kawashima, et al, 1992, Mor et al, 2001). En effet,
de récentes études démontrent que les estrogénes augmentent I’expression de FasL dans
les cellules épithéliales du thymus (Zhou ef al, 1997, Mor et al, 2001). La voie de
signalisation Fas/FasL est une voie capable d’induire I’apoptose chez les cellules
exprimant Fas. Les thymocytes expriment fortement Fas (Mor et al, 2001). Une
augmentation de I’expression de FasL chez les cellules épithéliales du thymus médiée par
les estrogénes pourrait donc induire une augmentation des niveaux d’apoptose chez les

thymocytes. (Zhou et al, 1997, Mor et al, 2001).

Les mécanismes par lesquels les ERs induisent ’expression de FasL dans le thymus et

influencent la sensibilité & I’apoptose des cellules DP restent encore inconnus. Il est
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intéressant de noter que I’expression de ERa dans les cellules stromales est essentielle au
développement normal du thymus chez la souris. ERa cst également nécessaire ala
réponse maximale d’atrophie causée par les estrogeénes (Staples ef al, 1999). Ainsi,
quoique moins marquée que dans les souris WT, unc atrophic du thymus apres traitement
a lestradiol est également observée chez les souris ERKO. Celtte observation démontre
que ERa n’est pas la seule voie par laquelle les estrogénes peuvent induire I’atrophie
thymique et que ERB pourrait également étre un candidat. Il est clair que les estrogenes
peuvent causer I’atrophie du thymus ainsi que la perte de la population de cellules DP. 1l
reste cependant 2 déterminer comment ces phénomeénes affectent la réponse immunitaire.
L’atrophie du thymus pourrait avoir un lien avec les changements dans le systeme

immunitaire observés lors de la grossesse.

A part le thymus, d’autres organes, comme le foie et les intestins, peuvent également
permettrent le développement de lymphocytes T (Abo, 1992, Sato er al, 1993). Toutefois,
la sélection négative dans ces organes serait moins rigoureuse, permettant ainsi la survie
d’une plus grande proportion de lymphocytes T potentiellement auto-réactifs (Abo e al,
1991, Okuyama et al, 1992). Les estrogénes semblent également avoir un effet sur la
maturation extrathymique des lymphocytes T puisqu’il a été démontré chez la souris que
’ovariectomie inactive cette voie de développement dans le foie, tandis que
I’administration d’estrogénes a la capacité de la réactiver (Yahata er al, 1996).
Collectivement, ces observations pourraient expliquer pourquoi les femmes ont plus

tendance que les hommes a développer des maladies auto-immunes.

3.2.2. Les lymphocytes T périphériques

Les effets des estrogénes sur I’activité des différentes populations de lymphocytes T en
périphérie sont complexes et encore trés mal compris. En général, les estrogenes ont
tendance & tempérer I'immunité cellulaire, soit de maniére directe, soit en stimulant la
production d’autres hormones ou cytokines. L’hypersensitivité de type retardée (type IV)
(DTH) est une réponse médiée par des lymphocytes T spécifiques mémoires (c’est-a-dire

qui ont déja rencontré le méme antigéne dans une réponse antérieure). Cette réponse se
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développe quelques heures ou quelques jours aprés I'immunisation.  De nombreuses
études ont démontré que les cstrogénes ont un effet suppresseur sur la réponse DTH,
autant chez la souris que chez I’humain (Luster ef al, 1980, Holmdahl et Jansson, 1988,
Kato ef al, 1988, Carlsten et al, 1989, Carlsten, Holmdahl et Tarkowski, 1991, Carlsten,
Verdrengh et Taube, 1996). Chez les souris femelles ayant subi une brilure sévere (15 %
de la surface du corps), la réponse DTH est abolie 10 jours suivant la brillure. Chez les
males, la réponse DTH n’est pas abolie au jour 10, mais plutot au jour I aprés la brilure
(Gregory ef al, 2000a, 2000b). De plus, chez les femelles, la réponse DTH est rétablie
par I’ovariectomie et de nouveau supprimée lors d’administration d’estradiol (Gregory ef
al, 2000a). L’estradiol serait donc responsable de la suppression A long terme de la
réponse DTH chez les souris femelles ayant subi une brilure sévére. Paradoxalement,
I’administration d’estradiol chez des souris miles restore la réponse DTH chez ces souris

48 heures aprés la brilure. (Messingham, Heinrich et Kovacs, 2001).

Celte dichotomie entre males et femelles ayant subi une briilure sévere n’est pas encore
bien expliquée, mais elle aurait un lien avec les niveaux d’interleukine-6 (IL-6). Chez les
souris méles et femelles ayant subi une brilure sévére, I’abolition de la réponse DTH est
associée A une augmentation de la production d’IL-6 par les macrophages (Gregory er al,
2000a, 2000b). En effet, I’administration d’anticorps anti-IL-6 chez ces souris restore
particllement la réponse DTH (Gregory et al, 2000b). Chez les souris femelles
séverement brillées, 1’estradiol provoque une augmentation de la production d’IL-6 par
les macrophages et une suppression de la réponse DTH au jour 10 aprés la brilure. Chez
les males, on observe le phénoméne contraire au jour 1 apres la brilure, c’est-a-dire que
I’administration d’estradiol entraine une diminution de la production d’IL-6 par les
macrophages et une restauration de la réponse DTH (Messingham, Heinrich et Kovacs,
2001). L’IL-6 est une cytokine qui active ’'HAP et qui, par le fait méme, cause une
augmentation de la production de glucocorticoides dans I’organisme et une diminution de
la réponse immunitaire cellulaire (Bethin, Vogt et Muglia, 2000). La régulation de
I’immunité cellulaire par les estrogénes semble donc se faire par des mécanismes

complexes impliquant plus que des effets directs sur les lymphocytes T. Si, en général,
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les estrogénes tempérent la réponse immunitaire cellulaire, cette régle n’est pas absolue et

peut varier selon les modéles étudiés.

Chez les souris développant le CIA, les traitements 4 estradiol suppriment la
prolifération de lymphocytes T antigénes spécifiques ainsi que la production d’interféron
v (IFNy) par ces cellules (Jansson et Holmdahl, 1998). L’estradiol entraine également
une diminution du nombre et de Iactivité des lymphocytes T CD8" (Ansar Ahmed,
Dauphinee et Talal, 1985, Ansar Ahmed et Talal, 1990). La suppression par I’estradiol
de certaines réponses immunitaires cellulaires est en accord avec les observations
montrant ’effet bénéfique des estrogénes sur les maladies auto-immunes tels le AR, le

MS et leur équivalent murin, le CIA et le EAE.

L’activité des lymphocytes T CD4" peut aussi éwre modulée par les estrogénes. Les
lymphocytes T CD4" peuvent étre grossierement divisés en deux sous-groupes
dépendamment des cytokines qu’ils produisent. Les cellules Thl se caractérisent surtout
par leur production d’interleukine 2 (IL-2), d” IFNy et de TNF-a (tumor necrosis factor-
a). Elles activent la réponse cellulaire en permettant la prolifération et I’activation des

autres lymphocytes et des macrophages.

Les cellules Th2 pour leur part sécrétent de l'interleukine 4 (IL-4), une cytokine
importante pour activer la production d’anticorps par les lymphocytes B et bloquer
I’activation des macrophages, I’interleukine 10 (IL-10), une cytokine reconnue pour son
role anti-inflammatoire et I'interleukine 5 (IL-5), importante pour la production d’IgA.
Ces cellules ont donc plutdt tendance 2 activer la réponse humorale. Les cellules Thl et
Th2 s’inhibent réciproquement : I’IFNy bloque la prolifération des cellules Th2 alors que

I’IL-10 inhibe celle des cellules Thl (Janeway et Travers, 1997).

1l est reconnu que les femmes ont une réponse immunitaire biaisée vers le profile Th2
(Girdon-Gonzalez et al, 2000). Plusieurs études démontrent en effet que les estrogénes ont
tendance a stimuler la production de cytokines de type Th2. Ainsi, une stimulation in

vitro 2 estradiol de cellules CD4" prélevées chez des sujets normaux ou des personnes
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attcintes de MS provoque une augmentation de la production d’IL-10 et une baisse de
production de TNF-a (Tumor necrosis factor-a) (Cutolo ef al, 1995, Gilmore, Weiner et
Correale, 1997). La baisse de production de TNF-a dépend cependant de la dose
d’estradiol puisque des doses correspondant a celles retrouvées normalement dans la
circulation augmente la production de cette cytokine, tandis que des doses voisines de
celles retrouvées lors de la grossesse inhibe sa production (Gilmore, Weiner et Correale,
1997). Des doses physiologiques d’estradiol sont par contre suffisantes pour faire
diminuer ’expression in vitro d’IL-2 et de son récepteur (IL-2R) dans les cellules CD4*

activées de la périphérie (McMurray er al, 2001).

L’influence des estrogénes chez les cellules CD4" des souris est en accord avec celle
observée chez I’humain. Plusieurs études montrent que chez ces rongeurs, des
traitements  d’estrogénes (doses physiologiques) diminuent significativement la
production d’IL-2 par les lymphocytes T (Henriksen et Frey, 1982, Pung ef al, 1985,
Rijhsinghani er al, 1996, Salem ef al, 1999). Chez des souris atteintes d’EAE, I’estradiol
stimule la production d’IL-10 par des lymphocytes CD4" activés de la périphérie,
améliorant par le fait méme la condition des souris (Offner ef al, 2000). Certaines études
montrent que I"IL-4 a également un effet bénéfique sur les symptdmes de 'EAE (Shaw et
al. 1997, Falcone ef al, 1998). Toutefois, une certaine amélioration des symptomes de
I’EAE est également observée chez les souris IL-10 KO et IL-4 KO (Ito ef al, 2001).
Ainsi donc, les estrogénes peuvent influencer la réponse immunitaire vers une réponse de

type Th2 méme en I’absence de certaines cytokines pro-Th2.

Les effets pro immunité humorales des estrogénes sont particulirement évidents dans les
modeles murins du SLE. Chez les souris NZB/NZW et les souris MRL Ipr/Ipr exposées a
des doses physiologiques d’estradiol, on observe généralement une aggravation du lupus
due 2 un intense accroissement de I’activité des lymphocytes B et de la production d’anti-
corps. Paradoxalement, les lésions causées par une attaque cellulaire (ex. sialadénite,
vasculite rénale, inflammations des articulations) connaissent toutes des améliorations

(Carlsten et al, 1992, Carlsten et Tarkowski, 1993).
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Les mécanismes intracellulaires impliqués dans la modulation de la production de
cytokines par les estrogénes sont encore bien mal connus. Les lymphocytes T humains ct
murins expriment dans leur noyau ERa et ERB (Moore er al, 1998, Suenaga ef al, 1998,
2001, Appendice A, résultats non publiés). Les effets des estrogenes pourraient donc étre

médiés par des voies génomiques.

C’est ce qui semble éire le cas pour la régulation de I’expression de TNF-a par I’estradiol.
An et al. ont récemment démontré que la répression de la transcription du géne TNF-a
causée par I’estradiol nécessite le domaine AF-2 des ERs et la présence d’un site
ressemblant & un site AP-1, appelé TNF-a RE (TNF-a response clement) dans le
promoteur du géne (An ef al, 1999). Les ERs n’interagissent toutefois pas directement
avec ce site pour médier la suppression du géne. Le mécanisme semble en effet plus
complexe. Srivastava ef al, montrent que Dactivité répressive des estrogeénes sur
I’expression de TNF-a passe par une cascade impliquant JNK et c-Jun. Le complexe
E»/ER réprime (par un mécanisme encore inconnu) I"activité de JNK qui ne peut ainsi
plus phosphoryler le domaine d’activation du géne c-Jun et augmenter sa transcription.
Une diminution de la protéine c-Jun entraine une diminution de la liaison de complexes
c-Jun/c-Fos au site AP-1 (TNF-a RE) dans le promoteur de TNF-q, causant finalement

une baisse de I’expression de TNF-a (Srivastava ef al, 1999).

Une autre voie génomique des ERs semble également impliquée dans le contrdle de
I’expression de I'IL-2 dans les lymphocytes T de personnes atteintes de SLE. La
calcineurine joue un role clé dans la cascade intracellulaire initiée par I’activation du TCR
et une surrexpression de cette enzyme provoque une augmentation significative de la
production d’IL-2 par les lymphocytes (Clipstone et Crabtree, 1992). 11 a été¢ démontré
que I’estradiol active la transcription de I’ARNm de la calcineurine dans les lymphocytes
T périphériques de patients atteints de SLE, mais pas dans ceux provenant de sujets
normaux (Rider ef al, 1998). Cette activation est probablement médiée par une voie
d’action génomique des ERs puisqu’elle est observée en moyenne 6 heures apres le début
des traitements a I’estradiol et est inhibée par I'ICI 182,780 (voir p.25). Ces résultats

démontrent qu’un déréglement dans une voie de signalisation des estrogénes pourrait
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altérer indirectement la production de cytokines par les lymphocytes T et causer des
réponscs inflammatoires aberrantes telles celles observées lors de maladies auto-

immunes.

L’estradiol peut également moduler P’expression de I’'IL-2R dans les lymphocytes T, cette
fois par une voie non génomique. Ainsi, I’estradiol, couplé ou non a une molécule de
BSA, se lie & des ERs membranaires et induit dans les lymphocytes T une rapide
augmentation des niveaux cytoplasmiques d’ions Ca** (Benten ef al, 1997, Azenabor et
Hoffman-Goeiz, 2000, 2001). Cette augmentation a pour effet de diminuer I’expression
de I'IL-2R. Cette diminution pourrait expliquer en partic comment les estrogénes
inhibent certaines réponses immunitaires cellulaires (ex. DTH). Le mécanisme sous-
jacent a cette diminution de IL-2R est cependant inconnu. Etonnamment, une hausse de
la concentration intracellulaire de Ca** est nécessaire a la différentiation et 2 la
prolifération des lymphocytes T (Crabtree, 1989). Il sera intéressant de découvrir
comment ces deux événements 2 priori contradictoires peuvent étre induits par des voies

similaires.

Les quelques exemples ci-haut montrent que les estrogenes, par I’entremise de leur
récepteur, sont capables d’induire des changements drastiques dans le comportement des
lymphocytes T. Les lymphocytes T ne sont cependant pas les seules cellules du systeme
immunitaire 2 pouvoir étre influencées par ces hormones. Pour avoir une vue d’ensemble
plus réaliste des effets des estrogénes sur la réponse immunitaire, il est donc essentiel de

comprendre comment ils modulent les réponses chez ces autres cellules.
3.2.3. Les lymphocytes B et la réponse humorale

Toutes les étapes de la genese, du développement et de la sélection des lymphocytes B se
déroulent exclusivement dans la moelle osseuse (sauf chez le feetus ou le foie peut
également produire des cellules B). Une fois matures, ces cellules quittent la moelle et
entrent dans la circulation 2 la recherche de leur antigéne spécifique. Une fois activés, les

lymphocytes B produisent des anticorps dont le rdle sera soit de neutraliser des toxines
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soit de faciliter la phagocytose de corps étrangers, avec ou sans la participation des
compléments. Les cellules B ainsi que les anticorps qu’elles produisent forme I’essenticl
de Pimmunité dite humorale. Un déréglement de ce type d’immunité est a la base des
maladies tel le SLE ot une production d’auto-anticorps provoque la destruction de tissus

sains.

Durant la grossesse, on observe une hausse de la proportion d’IgM produite durant une
réponse immunitaire (Baines et Pross, 1982). Comme il a é1é mentionné précédemment,
la grossesse, ainsi que les traitements aux estrogénes, tendent & empirer les symptomes et
la progression de la maladie chez les souris développant le lupus. Dans ces modeles
murins, I'aggravation de la maladie est associée a une augmentation de la production
d’auto-anticorps par les lymphocytes B (Verthelyi et Ahmed, 1994, 1998, Evans ef al,
1997, Kanda, Tsuchida et Tamaki, 1999). Les estrogénes auraient donc le potentiel de
stimuler Pactivité des cellules B. Malheureusement, il semble que les choses ne soient

pas si simples.

Les effets des estrogénes sur la lymphopoiése et I'activité des cellules B sont quelques
peu paradoxaux. Ainsi, quoique capables d’augmenter la réponse humorale, les
estrogénes ont un effet inhibiteur sur la genése des lymphocytes B. Les cellules B
immatures provenant de moelle osseuse peuvent continuer & pousser sur de I’agar semi-
solide en présence d’interleukine 7 (IL-7) (Lee et al, 1989). Ce test a permis de démontrer
que la croissance de cellules B immatures chez les souris gestantes est significativement
diminuée par rapport A celle des souris non gestantes (Medina, Smithson et Kincade,
1993). Des traitements aux estrogénes avec des doses légérement au-dessus des
concentrations physiologiques ont le méme effet (Medina ef al, 2001). La progestérone
ne peut a elle seule inhiber la production de cellules B. Toutefois, lorsque administrée
avec Iestradiol, la progestérone a une effet synergique qui permet une réduction de plus
de 90 % de la dose d’estradiol requise pour inhiber la lymphopoigse (Medina et Kincade,
1994). Donc, une élévation de la concentration d’estradiol dans le sang peut causer un

ralentissement de la production de nouvelles cellules B dans la moelle osseuse sans
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toutefois affecter le nombre de cellules B matures en circulation (Medina, Smithson et

Kincade, 1993).

Le mécanisme par lequel les estrogénes inhibent la lymphopoitse semble impliquer le
géne de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Les souris Ep-bc/-2 expriment
constitutivement la protéine Bcl-2 dans leurs cellules B immatures. Chez ces souris, les
estrogénes n’inhibent pas la maturation des lymphocytes B. Ce résultat suggere que les
estrogénes inhibent la maturation des cellules B par une voie apoptotique et que cetle voie
est bloguée par une expression constitutive de Bel-2 (Medina, Strasser et Kincade, 2000).
Quoique les mécanismes impliqués dans I'induction de I'apoptose par les estrogenes
soient encore mal compris, ils semblent nécessiter la présence des ERs. ERa est
normalement exprimé en faible quantité dans les précurseurs de lymphocytes B
(Smithson er al, 1995). Une étude faite avec des souris ER’ indique que I’inhibition de la
lymphopoiése par les estrogénes est quelque peu compromise lorsque les précurseurs de
cellules B n’expriment pas ERa. (Thurmond er al, 2000). Chez le feetus, les précurseurs
de cellules B n’expriment pas de ERs et ces cellules ne sont pas sensibles a I’apoptose

induite par des traitements aux estrogénes (Igarashi er al, 2001).

Comme pour le thymus, certaines études suggérent que les effets des estrogénes sur les
lymphocytes B immatures soient en partie indirects et se fassent par I’entremise de
cellules non hématopoiétiques (cellules épithéliales, cellules présentatrices d’antigene
(CPA)) de la moelle osseuse. Ainsi, il a été démontré que I’expression de ERa dans les
cellules non hématopoiétiques est essentielle au développement des populations les plus
immatures (pro et pré-B) de lymphocytes B (Thurmond et al, 2000). Aussi, des
expériences in vitro ont montré que chez les cellules non hématopoiétiques de la moelle,
I’estradiol induit la production de cytokines comme I’IL-7 nécessaire au développement

des lymphocytes B immatures (Bellido ef al, 1993).

Contrairement 2 ce qui est observé chez les précurseurs de cellules B dans la moelle
osseuse, les estrogénes semblent avoir un effet anti-apoptotique chez les lymphocytes B

périphériques. Une étude faite avec des souris BALB/c transgéniques (exprimant
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uniquement la chaine lourde y2b d’un auto-anticorps spécifique pour I’ADN) montre que
les estrogénes pourraient eux-mémes induire une augmentation de I’expression de Bcl-2
dans les lymphocytes B périphériques, bloquant ainsi I’apoptose et I'induction de la
tolérance chez ces cellules (Bynoe er al, 2000). En temps normal, le sang de ces souris ne
contient qu’une quantité négligeable de lymphocytes pouvant produire des auto-anticorps,
indiquant une induction de la tolérance chez les cellules B matures. Toutefois, apres
administration d’E,, le nombre de cellules B auto-réactives est accru dans la rate et
I"augmentation de la concentration d’anti-ADN en circulation cause I’apparition
d’agrégats d’immunoglobulines dans les reins. Ce résultat suppose que les estrogenes
pourraient, par I’intermédiaire de Bcl-2, abolir le processus de sélection des cellules B en
périphérie, provoquant une augmentation du nombre de cellules potentiellement auto-
réactives en circulation. Le promoteur de Bel-2 contient des EREs (Teixeira, Reed et
Pratt, 1995) et les lymphocytes B matures expriment ERa et ERB (Suenaga er al, 1998).
1 serait donc possible que I’estradiol puisse agir directement sur I’expression du géne de
Bcl-2, rendant les cellules B plus résistantes 2 I’apoptose et par le fait méme, plus
résistantes 2 I’induction de la tolérance en périphérie. Ceci pourrait expliquer en partie
pourquoi les femmes auraient plus tendance que les hommes a développer des maladies-

autoimmunes.

Il est intéressant de noter que les lymphocytes B matures expriment une plus grande
quantité de ERs que leurs précurseurs dans la moelle osseuse (Igarashi er al, 2001). Cette
différence pourrait expliquer en partie comment les estrogénes peuvent avoir des effets

contraires sur les populations immatures et matures de cellules B.

3.3. Les cellules du syst¢tme immunitaire non spécifique

Les effets immunomodulatoires des estrogénes ne se font par uniquement sentir chez les
protagonistes de I’'immunité acquise. Lors d’une premiére exposition a un pathogene, une
série de cellules immunitaires, la plupart phagocytaires, s’activent a contrdler rapidement
I’indésirable. Ces cellules qui, pour agir, n'ont pas besoin de cellules présentatrices

d’antigénes (APCs) constituent ce que I’on appelle le systéme immunitaire inné ou non
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spécifique. La premicre ligne de défensc I'organisme est constituée entre autres de
neutrophiles, de macrophages et de cellules tucuses naturclles (NK). De plus en plus
d’études démontrent que les estrogénes peuvent également influencer les réponses de ces

cellules.

L’injection intradermale d’une petite quantité de toxine du choléra (0.1 pg) dans la patte
de la plupart des lignées de souris provoque une inflammation qui (1) est rapide et
observée méme chez des souris n’ayant pas été exposées i la toxine précédemment et (2)
n’est pas atténuée chez des souris MRL/I déficientes en lymphocytes T. Cette méthode
représente donc un bon modele pour étudier I'inflammation indépendante de I’immunité
acquise. Chez des souris castrées traitées de cette fagon, I'enflure de la patte est
significativement réduite si les souris sont co-traitées avec des doses physiologiques
d’estrogénes (Josefsson, Tarkowski et Carlsten, 1992). Une étude histologique du site
d’inflammation révéle une diminution de Iinfiltration de cellules polymorphonucléées
(neutrophiles et autres granulocytes) chez les souris traitées aux estrogenes.  Les

estrogénes peuvent donc influencer la réponse immunitaire non spécifique.

3.3.1. Les neutrophiles

Au point de vue cellulaire, I’estradiol affecte négativement I’activité chimiotactique et la

dégranulation des neutrophiles (Buyon ef a/, 1984, Hammerschmidt er al, 1988).

Les neutrophiles sont les premiéres cellules 2 étre recrutées a un site d’inflammation. IIs
contrdlent I’invasion des pathogénes en libérant le contenu de leurs granules (substances
bactéricides) dans les tissus. Ces granules contiennent entre autres des dérivés d’oxygene
trés toxiques dont des ions superoxydes. Il a été démontré que chez les neutrophiles
humains, I’E; réduit significativement la production d’ions superoxydes (Bekesi er al,
2000). Cette réduction pourrait expliquer en partie comment les estrogénes arrivent a

diminuer I’inflammation non spécifique.
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Pour médier leurs actions, les ncutrophiles doivent d’abord se rendre au licu
d’inflammation par chimiotaxie. Le mécanisme par lequel les estrogénes comprometient
la migration des neutrophiles implique vraisemblablement I’oxyde nitrique (NO). Le NO
produit par les neutrophiles réduit I’adhérence de ces cellules ct pourrait nuire a la
migration dans les tissus (Kubes, Suzuki et Granger, 1991). Les neutrophiles prélevés
chez les femmes en phase folliculaire (niveaux d’estrogéncs bas) produisent moins de
protéines nNOS (responsable de la synthése du NO) que ceux prélevés durant I’ovulation
(niveaux d’estrogéne élevés). Les neutrophiles prélevés chez des hommes et traités in
vitro avec de I’E2 produisent également plus de nNOS que ceux non traités (Garcia-
Duran ef al, 1999). Une augmentation de I'expression de nNOS par les estrogénes
pourrait donc étre un mécanisme par lequel ces hormones réduisent la migration des

neutrophiles vers les sites d’inflammation.

Le role des ERs dans I’induction de I’expression de nNOS chez les neutrophiles n’est pas
clair, mais ces récepteurs sont néanmoins essentiels a cetle induction. En effet,
I’augmentation de la production de nNOS par les estrogénes est completement abrogée
par I’ajout de 1CI 182, 780. Les neutrophiles expriment ERa et ERp (Klebanoff, 1977,
Garcia-Duran er al, 1999, Wang er al, 2001) et cette expression est augmentée en
présence d’E; (Garcia-Duran et al, 1999). 11 sera donc intéressant de voir comment

I’augmentation de ’expression des ERs influence I’expression de nNOS.

3.3.2. Monocytes et macrophages

Les estrogénes ont généralement un effet suppressif sur ’activité des macrophages. Ces
cellules, comme les neutrophiles, ont surtout une fonction phagocytaire. Quoique capable
d’éliminer les pathogénes de fagon non spécifique, les macrophages ont besoin de la
stimulation de lymphocytes T pour atteindre leur niveau d’activation maximal. Ces
cellules agissent donc en étroite collaboration avec les cellules Thl. Comme il a été
mentionné précédemment (section 3.2.2.) les estrogénes inhibent la production de TNF-a

par les cellules T. Chez les cellules épithéliales, le TNF-a induit la production de
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molécules adhésives spécifiques tel le MCP-1 pour les macrophages. Des traitements aux
estrogénes réduisent la production systémique de TNF-a par les lymphocytes T,
compromettant ainsi la migration des macrophages vers les sites d’inflammation (Seli ef

al, 2001, lto et al, 2002).

Plus directement, la pré-incubation in vifro de macrophages murins avec des doses
physiologiques d’estradiol cause une diminution significative de la production de TNF-a
(Zhang et al, 2001) et de nitrite (Savita et Rai, 1998), contrairement au neutrophiles, par
ces cellules aprés activation. Chez les macrophages activés du cerveau (microglia), I'Es
inhibe la production de plusieurs médiateurs d’inflammation dont TI'iNOS, Ia

prostaglandine-E(2) (PGE; et la metalloprotéinase-9 (MMP-9) (Vegeto er al, 2001).

La plupart des effets suppresseurs des estrogeénes sur les macrophages sont bloqués par le
ICI 182,780, indiquant que les estrogénes agissent par I’entremise des ERs. L’expression
des ERs chez les macrophages semble dépendre de leur localisation. Ainsi, les
macrophages du cerveau, des tissus synoviaux et ceux en périphérie (monocyles)
expriment ERa et ERB (Vegeto er al, 2001, Cutolo ef al, 1996, Suenaga et al, 1996)
tandis qu’aucun ER n’a été détecté dans les macrophages des tissus pulmonaires (Zhao ef
al. 2001). Les mécanismes par lesquels les ERs médient leurs action dans les

macrophages ne sont pas encore connus.

3.3.3. Les cellules tueuses naturelles

Les cellules NK regroupent une population hétérogéne de cellules caractérisées par leurs
actions cytolytiques et ’expression de certains marqueurs cellulaires propres (NKR-PI,
KIR). Ces cellules jouent un rdle primordial dans I'élimination non spécifique de

pathogenes et de cellules potentiellement cancéreuses.

En général, les estrogénes inhibent les fonctions cytotoxique des cellules NK (Seaman et

Gindhart, 1979, Seaman et al, 1979, Pfeifer et Patterson, 1985, Nilsson et Carlsten, 1994).
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Par exemple, des cellules NK prélevées de souris castrées traitées aux estrogeéncs (doses
physiologiques) montrent une baisse significative de leur capacité de lyser des cellules
YAC-1 comparativement  la capacité des cellules de souris castrées non traitées (Nilsson
et Carlsten, 1994). L’effet suppresscur des estrogénes sur les cellules NK varie cependant

d’une race de souris a I’autre.

Comme les cellules NK expriment les récepteurs ERa et ERB (Currant et al, 2001), ces
récepteurs sont fort probablement impliqués dans les mécanismes régissant les effets
suppresseurs des estrogénes. Par contre, ERa n’est pas essentiel a ces mécanismes
puisque les estrogénes inhibent également la cytotoxicité des cellules NK chez les souris
ERKO. Ces résultats suggeérent donc que ERP et non ERa serait impliqué dans la

diminution de I’activtié cytotoxique des cellules NK (Curran er al, 2001).

4. MODELE CELLULAIRE UTILISE LORS DE L’ETUDE

4.1. Influence des estrogénes sur la différentiation cellulaire

Les estrogénes peuvent influencer le développement de cellules immunitaires immatures,
que ce soit dans le thymus, la moelle osseuse ou le foie (section 3). Les cellules
immunitaires ont toutes un précurseur commun dans la moelle osseuse: la cellule
hématopoiétique pluripotente. Cette cellule se différencie ensuite en précurseur de
cellules lymphoides (qui se différenciera en lymphocytes T ou B) ou en précurseur de
cellules myéloides (qui donnera naissance aux leucocytes polymorphonucléés, aux
platelettes et aux érythrocytes) (Figure 6). On sait bien peut de choses sur les
mécanismes par lesquels les estrogénes influencent la différenciation cellulaire et les roles
des récepteurs ERa et ERP dans ces mécanismes. Les modeles de différenciation
cellulaires sont un moyen simple et pratique d’étudier les effets de diverses substances sur

le développement des cellules immunitaires.
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4.2. Les modéles de différentiation cellulaire

Un déréglement de la lymphopoigse ou de la leucopoitse peut dégénérer en maladies
auto-immunes ou en cancers (leucémie, lymphome). La compréhension des mécanismes
régulant la différentiation cellulaire est donc primordiale pour le développement de

stratégies thérapeutiques capables de prévenir ces conditions.

Les modeles de différenciation cellulaires sont généralement générés a partir de cellules
tumorales. Par exemple, Lozzio et Lozzio ont établi la lignée K562 a partir de cellules
prélevées chez un patient atteint de lcucémic myéloide chronique (Lozzio et Lozzio,
1975). Collins et al. pour leur part, ont généré la lignée promyéloide HL-60 a partir du
sang d’une patiente atteinte de leucémie promyélocytique aigiie (Collins ef al, 1977).
Cette lignée est celle utilisée dans la présente étude et la section suivante lui est

consacrée.

Les lignées servant de modeles de différentiation cellulaire ont généralement les
caractéristiques suivantes : (1) elles sont élernelles (peuvent étre cultivées indéfiniment),
(2) sont au stade blaste, myéloblaste ou promyélocyte et (3) on peut induire leur
différenciation en les traitant avec diverses substances chimiques (Koeffler et Golde,
1980). Dans I’ensemble cependant, les lignées présentent des caractéristiques tres

variées.

4.2.1. Les cellules HL-60

Les cellules HL-60 sont au stade promyélocyte et ont la capacité de se différencier en une
variété de cellules myélomonocytiques. Dépendamment de I’agent utilisé, ces cellules
peuvent devenir des granulocytes (neutrophiles), des monocytes, des macrophages ou des
éosinophiles. La différentiation n’est cependant jamais parfaite, c’est-a-dire que les
cellules HL-60 différenciées n’ont pas toutes les caractéristiques de leurs homologues

normaux (Newburger et al, 1979).
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La différenciation en granulocyte peut étre induite par plusieurs substances dont le
dimétyl sulfoxide (DMSO) (Collins ef al, 1978) et I’acide rétinoide (Breitman, Selonick
et Collins, 1980). Cette différenciation est terminale et produit majoritairement des
métamyélocytes ct des «banded neutrophils» (c.i. stade précédent le neutrophile mature)
plutt que des neutrophiles. Ces cellules se rapprochent toutefois assez des neutrophiles
pour étre capables de tuer des bactéries par phagocytoses ou dégranulation comme leurs
homologues sanguins (Collins ef al, 1979, Newburger ef al, 1979, Miyaura et al, 1981).
11 faut entre quatre et cing jours pour que les cellules HL-60 exposées a 1.25 % de DMSO
se différencient (Collins ef al, 1978). Peu apres leur différenciation, ces cellules entrent

spontanément en apoptose, comme le font les neutrophiles de la périphérie

Les mécanismes par lesquels les substances comme le DMSO induisent la différenciation

cellulaire sont encore inconnus.

Les tableaux 3 et 4 présentent les substances pouvant induire la différenciation des

cellules HL-60 et les caractéristiques phénotypiques des cellules différenciées.

Tableau 3. Substances induisant la différenciation de cellules HL-60.

Type cellulaire induit

Neutrophile Monocyte Macrophage Kosinophil

Substances DMSO Vitamine D, Phorbol esters Medium alkalin
Acide rétinoide Butyrate de Na Téléocidine Acide butyrique
Actinomycine D DIF GM-CSF
Hypoxanthine IFN-y

Ab Antithymocyte TNF

Source: Collins, 1987
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Tablcau 4. Caractéristiques phénotypiques des cellules HL-60 différenciées

FCuructériStique Non induite Nc_llti'opllilc Monoéytc Macrophage Eosihophil -
Myélopéroxidase + l 1 l +
Adhérence au plastique - - - +

Chimiotaxic - + +

Récepteurs & comp-

léments + 1 1 1
Lysosyme + 1 1
Réduction de NBT - + + -
Phagocytose - + + +
Récepteur & insuline + l

Récepteur i transferrine + l l
Activité antimicrobienne - + +

“Source : Collins, 1987. (+) = présenl,_(-); absent, (}) ~ diminution, M augn_w-n_lEon,Blill1c_|107

mentionné dans la littérature.

Ainsi, parmi les nombreux modeles cellulaires de différenciation, la lignée de cellules
promyéloides HL-60 est une des plus utilisée et également une des mieux caractérisée.
De plus, les protocoles de différenciation pour cette lignée sont bien établis et trés bien
documentés. Les cellules HL-60 ont donc été choisies comme modele cellulaire lors de
cette élude. La présence d’une littérature détaillée sur la différenciation de ces cellules
induite par le DMSO permet en effet une analyse approfondie de I’influence de certaines
substances, comme les hormones stéroidiennes, ou de la surexpression de certaines

molécules, comme les ERs, sur cette différentiation.



Deuxiéme partie

Article



Article #1 :

Effects of Estrogen Receptor alpha and beta Expression on Dymethyl
Sulfoxyde-Induced Differentiation of HL-60 Cells into Neutrophils.
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Résumé de P’article #1 (Effects of Estrogen Receptor alpha and beta Expression on

Dymethyl Sulfoxyde-Induced Differentiation of HL-60 cells into Neutrophils.)

De nombreuses études ont démontré que les estrogénes peuvent influencer la maturation
et le développement des cellules immunitaires. Comme les effets des estrogénes sont
principalement médiés par I’entremise de récepteurs nucléaires, les récepteurs estrogene
alpha (ERa) et béta (ERP), nous avons étudié le rdle de ces récepteurs lors de la
maturation de cellules promyéloides HL-60 en neutrophiles. ~ Pour ce faire, nous avons
transfecté des cellules HL-60 pour qu’elles surexpriment soit hERa (HL-60a) ou hERf
(HL-60p). La différentiation en neutrophiles a ensuite été induite avec 1.25 % de
diméthyle sulfoxide (DMSO) en présence de différentes concentrations de 17B-estradiol.
Les effets de I’estradiol ainsi que de la surexpression de hERa et hERP sur la viabilité et
la différentiation des cellules HL-60 ont été analysés par la méthode d’exclusion de bleu

de Trypan, cytométrie en flux et test de réduction de Nitro Bleu de tétrazolium (NBT).

Comme prévu, nos résultats montrent que la viabilité des cellules HL-60 diminue lors
d’une exposition au DMSO et que, parallélement, le pourcentage de cellules capable de
réduire le NBT et d’exprimer le marqueur de différentiation CD11b augmente, indiquant
que les cellules se différencient en neutrophiles. Les mémes résultats ont été obtenus
pour les cellules HL-60a. Cependant, contrairement aux cellules HL-60 et HL-600, la
viabilité des cellules HL-60B n’est pas diminuée lors du traitement au DMSO. De plus, le
pourcentage de cellules HL-60B capable de réduire le NBT et d’exprimer le marqueur de
différentiation CD11b n’est pas augmenté de fagon significative méme apres cinq jours
d’exposition au DMSO. Une étude morphologique montre également des différences
entre la forme du noyau des cellules HL-608, HL-60 et HL-600. La présence de 17-
estradiol dans le milieu de culture n’a eu aucun effet sur les paramétres étudi€s. Nous
concluons que la surexpression de ERp dans les cellules HL-60 affecte négativement leur

différenciation en neutrophiles lors d’une exposition au DMSO.
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Contribution de I’étudiant a Darticle #1 (Effects of Estrogen Receptor alpha and
beta Expression on Dymethyl Sulfoxyde-Induced Differentiation of HL-60 cells into
Neutrophils)

Montage expérimental: L’étudiant & procédé lui-méme a toutes les manipulations
requises par son protocole expérimental (i.e.: culture cellulaire, transfection, isolation
d’ARN, RT-PCR, traitement des cellules, dénombrement des cellules, cytométrie en flux,

etc. (voir article #1, section matériels et méthodes)).

Collecte des données : L’étudiant a procédé lui-méme a la collecte de toutes les données.

Compilation et analyse des résultats : L’étudiant a procédé lui-méme a la compilation

et 4 ’analyse de tous les résultats (voir article #1, section résultats).

Interprétation des résultats : L’étudiant a procédé lni-méme a I’interprétation des

résultats (voir article #1, section discussion).

Rédaction de P’article : L’étudiant est premier auteur de I’article #1. L’article #1 a été

soumis au journal suivant: Journal of Leukocyte Biology.

Contribution des autres auteurs : Mlle Claudine Hamelin a généreusement offert ses
conseils techniques lors du montage de la démarche expérimentale. M. Jacques Bernier

est le directeur de recherche.
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Abstract

Numerous studies in the thymus and bone marrow have shown that the steroid hormone
estrogen can influence the maturation of immune cells. Since estrogen effects are
principally mediated by the estrogen receptors alpha (ERa) and beta (ERB), we have
investigated the role of these receptors during cell differentiation. HL-60 promyeloid cells
engineered to express either hERa (HL-60a) or hERB (HL-60B) were induced to
differentiate into neutrophils using 1.25% DMSO in presence of different concentrations
of 17p-estradiol. The viability and rate of differentiation of DMSO-treated cells were
then assessed. Our results showed that HL-60B cell viability did not decrcase during
DMSO treatment contrarily to HL-60 and HL-60a cells. Moreover, the percentage of
DMSO-treated HL-60B cells capable of reducing NBT or expressing CD11b did not
increase during the treatment as observed in HL-60 and HL-60a cells. Morphological
studies also showed differences between nuclei shape of DMSO-treated HL-60f and the
other cells. The presence of 17f-estradiol did not significantly influence any of the
results. We conclude that ERP negatively modulate DMSO-induced neutrophil

differentiation of HL-60 cells using estradiol-independent mechanisms.
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Introduction

The phenomenon of sexual dimorphism of the immune response has been recognized for
many years. In general, females have heightened humoral responses (1, 2) and are at
higher risk of developping autoimmune diseases than males (3-8). Sex steroids are
thought to play a key role in immune functions. Several observations suggest that
estrogens are particularly potent immunomodulators. For example, the severity of the
symptoms of autoimmune diseases like systemic lupus erythematosus (SLE) and
rheumatoid arthritis (RA) is influenced by pregnancy when estrogen levels are increased
(9-11).  Furthermore, gonadectomy and estrogen therapy alter the onset and the

development of autoimmune diseases in mice (12-15).

The exact mechanisms by which estrogens influence the immune response are still
unknown but they could involve estrogen-mediated modulation of immune cell
maturation. Indeed, it has been demonstrated in humans and mice that an increased
concentration of estrogens can provoke thymus involution with a marked decrease of the
double positive (CD4"/CD8") thymocyte population (16-18). Inversely, estrogens
accelerate the generation of primordial T lymphocytes in the liver (19). Estrogen
treatments have also been shown to inhibit B lymphocytes maturation in the bone marrow
(20-22) while affecting the distribution of polymorphonuclear cells in peripheral blood
(23).

Estrogen effects are mostly mediated by the two nuclear receptors: estrogen receptor
alpha (ERq) and the recently characterized estrogen receptor beta (ERS) (24, 25). Most
immune cells express both receptors (26-32), but their role in estrogen-mediated
modulation of cellular differentiation remains to be elucidated. The aim of this study was
therefore to investigate the role of ERa and ER@B during cellular differentiation in
presence or absence of 17B-estradiol (E;). The human promyeloid cells HL-60,
developed in 1977 by Collins and coworkers (33), can easily be induced to differentiate in

vitro into a variety of different cell types of the myelomonocytic lineage (34). Because
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these cells do not endogenously express high levels of estrogen receptors, they could be
transiently transfected with either ERa or ERB to study the influence of the expression of
each of these receptors on cell differentiation. Our results suggest that ERS negatively
modulate dimethyl sulfoxide-induced neutrophil differentiation of HL-60 cells using L»-

independent mechanisms.
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Materials and Methods

Cells and cell cultures. Promyelocytic HL-60 cells were obtained from Dr. Rafick-
Pierre Sékaly (University of Montreal, Montreal, Canada). Cells were kept in 75 cm?
flasks (Sarstedt, Montreal, Can.) in RPMI 1640 (Bio Media, Drummonville, Can) with
Phenol Red supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum in a fully
humidified environment with 5% CO, at 37°C. The medium also contained Pen/Strept
(100pg/ml), HEPES (10mM) and Glutamine (2mM), all bought from Bio Media, Can.

Cell concentration never exceeded 1 x 10° cells per ml.

Transfections. HL-60 cells were transfected with either plasmid pCMV5-hERa
(generously provided by Professor Benita S. Katzellenbogen, University of Illinois,
Urbana, IL), plasmid pSG5-hERP (generously provided by Professor Jan-Ake
Gustafsson laboratory, Karolinska Institute, Novum, Sweden) or plasmid pCl-neo
(Promega, Madison, W1, USA) as control. Transfections were done by electroporation.
Briefly, 10 x 10° cells in 800 pl RPMI 1640 medium were transferred in Gene Pulser
cuvettes (BIO RAD, Hercules, CA, USA) and electroporation was done using Bio Rad
Gene Pulser II, with set high cap at 925 UF and set volts at 320 V. Electroporated cells
were incubated 15 minutes at room temperature before their transfer into complete RPMI

1640 medium.

Differentiation and Estradiol treatments. Twelve hours before beginning of treatment,
cells were transferred in steroid depleted medium (Bio Media RPMI 1640 w/o Phenol
Red supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FBS stripped with charcoal/dextran,
Pen/Strept, HEPES and Glutamine in concentrations mentioned earlier). The residual
concentration of 17fB-estradiol in serum treated with charcoal/dextran is approximately
5.00 pg/mL (35). For the treatment, 3.0 x 10° cells were transferred into 25cm’ flasks
(Sarstedt, Can) containing 10 ml of steroid depleted medium. Cell differentiation into
neutrophils was induced by adding 1.25% DMSO in the culture medium. 17B-estradiol

treatments began simultaneously. Cells were incubated for five days with DMSO 1.25%



64

and two different concentrations of 17f-estradiol (Sigma-Aldrich, Canada) (10’8 or 10°¢
M), or with vehicle only (0.02% EtOH 100%) (V). A negative control without DMSO or
17p-estrodiol was made (C-) at the same moment. Cell number was determined daily
with a hemocytometer (Hausser Scientific, USA). Cell viability was determined daily by
trypan blue exclusion. Differentiation was assessed by Nitro Blue Tetrazolium (Sigma-
Aldrich, Can) reduction (500pl of cells suspended at 2 x 10° cells/ml in RPMI 1640 w/o
phenol red were incubated 30 min. at 37°C with 0.1% w/v of NBT (Sigma-Aldrich, Can)
in the presence of 10"M of PMA).

Flow cytometry analysis. At day 5 of DMSO treatment, cell mortality was examined by
flow cytometry analysis of propidium iodine (PI) coloration of fixed cells. Briefly, 1x 10°
cells were washed once in PBS and once in Krishan Buffer (PI+ 1% p-formaldehyde
(PFA)) before being incubated 30 min. at 37°C in Krishan Buffer. Cell differentiation
was assessed using human anti-CD11b-FITC (Sigma-Aldrich, Can). 2.5 x 10° cells were
washed twice in PBS before and after incubation with Abs (30 min on ice). Negative
controls consisted of cells that were washed in PBS but not incubated with Abs. Cells
were then fixed in 1% PFA and analysed by flow cytometry. Fluorescence was detected

using Becton Dickinson FACScan flow cytometer equipped with Cellquest Pro software.

Morphological study. For morphological assessment of the cells, Cytospin slide
preparations of 250 pl aliquots of cell suspensions (2.0 x 10% cells) were prepared using a
Cyto-TEK centrifuge (Miles Scientific, IL, USA) and stained with Wright-Giemsa. A

minimum of 200 cells were analysed under light microscope for each experiment.

RT-PCR. 10 x 10° cells were first washed twice in PBS. Total RNA was isolated using 1
ml TRIZOL (Life Technology, Germany). RNA (1 pg) was then treated with Dnase I
Amp Grade (Life Technology, Ger) and then reverse-transcribed into cDNA using oligo
(dT) primers (Life Technology, Ger) and 80 U reverse transcriptase Moloney murine
leukemia virus (M-MLV; Life Technology, Ger). 5 ul of RT products were then used for
PCR amplification (50 pl total) in a Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400 with
primers for hERa (1* amplification: upstream primer: 5’- AAT-TCA-GAT-AAT-CGA-
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CGC-CAG-3’, downstream primer: 5’- GTG-TTT-CAA-CAT-TCT-CCC-TCC-TC-3’;
2" amplification: upstream nested primer: 5’- GAC-AAG-GGA-AGT-ATG-GCT-ATG-
GA-3’, downstream nested primer: 5°’- TTC-ATC-ATT-CCC-ACT-TCG-TAG-C-3’, 260
bp product), and hERP (1 amplification: upstream primer: 5’- TAG-TGG-TCC-ATC-
GCC-AGT-TAT-3’, downstream primer: 5’- GGG-AGC-CAC-ACT-TCA-CCA-T-3’; 2nd
amplification: upstream nested primer: 5’- CGG-AAC-CTC-AAA-AGA-GTC-CCT-GG-
3’, downstream nested primer: 5’- CCG-AAG-TCG-GCA-GGC-CTG-GCA-G-3’, 310 bp
product). For control GAPDH was used (upstream primer: 5’-ACC-ACA-GTC-CAT-
GCC-ATC-AC-3’, downstream primer: 5’-TCC-ACC-ACC-ATG-TTG-CTG-TA-3’,
450-bp product). PCR for hERo (1 and 2™ amplification: 15 minutes at 95.0 °C , 25
cycles: 30 second at 94.0 °C, 1 minute at 54.0 °C, 1 minutes at 72.0 °C), hERp (1** and
2" amplification: 15 minutes at 95.0 °C, 25 cycles: 30 seconds at 94.0 °C, 1 minute at
54.0 °C, 1 minute 72.0 °C; and GAPDH ( 15 minutes at 95.0 °C, 20 cycles: 30 seconds at
94.0 °C, 1 minute at 58.0 °C, 1 minute at 72.0 °C) were performed using 1.25 U
HotStartTag DNA Polymerase (Qiagen, Canada). PCR products were analyzed by
agarose gel (1.5%) electrophoresis with ethidium bromide and quantification was done

using Fluor-S MultiImager (BioRad, Can) and Multi-Analyst 1.1.

Statistical analysis. Results are expressed as mean+SD. Where appropriate, results
were analysed by the Mann-Whitney non-parametric test of significance using the
Statistica software (Statsoft, Tulsa, Ok, USA). Each experiment was repeated at least two

times with similar or identical results.
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Results

Expression of ERa and ERf in HL-60-transfected cells

HL-60 cells are a widely used model of in vitro myeloid cell differentiation. Experiments
done in our laboratory have shown that HL-60 cells do not express ERp mRNA nor ERa
mRNA (Figure 1a). These cells could therefore be induced to produce ERo or ERf to
examine the influence of each receptor on cell differentiation. ERa and ERP mRNA
expression was examined by RT-PCR following transfection (Figurela). ERa mRNA
could not be detected in non-transfected HL-60 cells or HL-60 cells transfected with
pSG5-hERB (HL-60B) or pCl-neo plasmids (HL-60Neo) after 25/25 PCR cycles.
However, hERa mRNA could be detected in HL-60 cells transfected with pCMV5-hERa
(HL-600) and in Jurkat cells (positive control). It has to be noted that hERa could be
detected in non-transfected HL-60 cells and HL-60Neo cells after 30/35 PCR cycles (data
not shown). hERP expression could not be detected in non-transfected HL-60, HL-60c. or
HL-60Neo cells but was expressed in HL-60p and Jurkat cells. It is to be noted that
transfection of either hERo. or hERP in HL-60 did not influence the expression of the
other receptor mRNA (Figure la). cDNA reaction efficiency was controlled by

amplification of GAPDH mRNA.

Changes in cell growth kinetics of HL-60, HL-60a, and HL-60p cells treated with DMSO

Previous studies have shown that HL-60 cells treated with DMSO (1.25%) gradually lose
their capacity to proliferate. Growth arrest is due to terminal differentiation of the
majority of cells into neutrophil-like cells (36). 24 hours after differentiation, HL-60 cells
undergo spontaneous apoptosis like peripheral blood neutrophils (37, 38). We
investigated the influence of 17pB-estradiol on proliferation and viability of non-
transfected and ERa- or ERB-transfected HL-60 cells induced to differentiate with 1.25%
DMSO. Non-induced cells continued to proliferate normally during the 5 days with
viability higher than 95% (Figure 2). The growth curves of HL-60 and HL-60a DMSO-
treated cells reached a plateau 2 days after beginning of the treatment and trypan blue
exclusion assay showed that cell viability started to decrease (down to 75% at day 5 after

beginning of DMSO treatment in both cases) (Figure 3 a-c). These results indicates that,
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as expected, DMSO-induced cells no longer have the capacity to proliferate and start to
die after differentiation. The growth curve of HL-60B cells induced with DMSO was
slower to reach a plateau. Indeed, HL-60pB cells continued to proliferate until the third
day of DMSO treatment (Figure 2c). Moreover, DMSO-treated HL-60B cells viability
never decreased during the 5 days of treatment, staying above 90% (Figure 3c). These
last results suggested that ERB somehow compromised cell apoptosis or cell
differentiation, or both. 178-estradiol treatment (10°M and 10*M) did not influence cell

proliferation in any cases.

HL-60 cell expressing ERf do not enter apoptosis following DMSO treatment

It has been previously reported that HL-60 cells induced to differentiation toward
neutrophils subsequently die by apoptosis (39). To verify if the expression of ERp was
compromising apoptosis in DMSO-treated HL-60 cells, we analyzed the DNA content of
the cells at day five after beginning of DMSO treatment. Cells were sampled, fixed with
PFA, and stained with propidium iodine (PI). Fluorescence was then analyzed by flow
cytometry. Cells showing a subdiploid DNA content were considered apoptotic. Table 1
shows that the percentage of HL-60 and HL-60a DMSO-treated cells undergoing
apoptosis increased significantly compared to non-treated HL-60 and HL-60a cells,
reaching values of 29.3 and 25.2 respectively. However, the percentage of HL-60B-
DMSO-treated cells undergoing apoptosis did not increased significantly compared to
non-treated HL-60B cells. These results are in accordance with trypan blue exclusion
assay results and demonstrate that ER expression prevents induction of spontaneous
apoptosis in HL-60 cells treated with DMSO for 5 days. Once again, 17f-estradiol

treatments did not influence induction of apoptosis.

HL-60p cells are less efficient in reducing NBT than HL-60 and HL-60a cells

To assess whether expression of ERB in HL-60 cells only inhibited apoptosis of
differentiated cells or directly interfered with differentiation, we measured daily (day 1 to
5 after beginning of DMSO treatment) the capacity of cells to reduce NBT. HL-60
differentiation into neutrophils induces respiratory burst activity with the conversion of

oxygen to superoxide anion (40). NBT reduction test is commonly used to quantitate HL-
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60 differentiation since undifferentiated HL-60 cells do not reduce NBT. As expected,
the percentage of non-treated cells capable of NBT reduction never went above 5%
during the 5 days of DMSO treatment. The percentage of HL-60 and HL-60a DMSO-
treated cells reducing NBT steadily increased during the treatment to reach 65% and 80%
respectively at day 5 (Figure 4a,b). On the other hand, the percentage of HL-60f DMSO-
treated cells reducing NBT started to increase 2 days after beginning of DMSO treatment
to reach only 40% at day 5 (Figure 4c). Fig. 5d allows for a comparison of the
percentages of DMSO-treated HL-60, HL-600. and HL-60B capable of NBT reduction.
The percentage of HL-60p DMSO-treated cells capable of NBT reduction was
significantly lower (p<0.01) than the percentage of HL-60 and HL-600. DMSO-treated
cells at day 3, 4 and 5 of treatment. This last result suggested that ERp} expression could
compromise to a certain extent neutrophil differentiation of HL-60 cells, accounting of
the low levels of HL-60p cells undergoing apoptosis at day 5 after beginning of DMSO
treatment.

We also found that contrarily to HL-60p, HL-60a had a tendency to be more efficient
than non-transfected HL-60 in reducing NBT. Strangely, this higher percentage of HL-
60a cells capable of NBT reduction was not paralleled with increased apoptosis,
suggesting that ERa expression does not accelerate cell differentiation but could stimulate
respiratory burst activity in HL-60 cells not yet terminally differentiated. However, this
hypothesis needs to be confirmed. Addition of 17B-estradiol in medium did not affect

significantly cell capacity to reduce NBT in any cases.

CD11b surface expression is not upregulated in DMSO-treated HL-60p cells

Monocytes and neutrophils express surface receptor CD11b (CR3), the B-subunit of the
integrin-ampB2 (MAC-1), important for attachment to C3bi-coated particles and endothelial
cells (41, 42). HL-60 cells that have differentiated into neutrophils also express CD11b,
but immature HL-60 cells do not (43). To assess whether ERP could also affect the
expression of surface marker of differentiation, we quantitated surface CD11b expression
on non-treated and DMSO-treated HL-60p and compared the results with surface CD11b
expression on HL-60 and HL-60a cells. We performed indirect immunofluorescence

with a monoclonal antibody (mAb) directed against CD11b, followed by flow cytometry.
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There was a significant increase of CD11b expression on HL-60 and HL-60a. DMSO-
treated cells compared to non-treated cells, indicating that these cells were indeed
differentiating. However, this increase was not seen for HL-60p DMSO-treated cells
(Table 2). 17B-estradiol treatments did not alter the pattern of CD11b expression for any
cell line.

Taken together, the results of NBT reduction and CD11b expression suggest that

expression of ERP negatively influence HL-60 cell differentiation into neutrophils.

Morphological study

DMSO treatment of HL-60 cells induces well characterized morphological changes (35).
We did a morphological study of non-treated or DMSO-treated HL-60, HL-60a and HL-
60B cells at day S after beginning of treatment using Giemsa-stained cytospin
preparations of randomly sampled cells. Non-treated cells showed, as expected, a
promyelocytic morphology (Figure 5a, c, €). In DMSO-induced HL-60 and HL-60a
cells, we observed a striking morphological change characteristic of terminal
differentiation of myeloid cells. Differentiated cells were smaller, had larger cytoplasm
and exhibited a marked convolution and segmentation of the nuclei, indicating that these
cells were indeed becoming neutrophil-like cells (Fig. 5b, d). HL-60B-induced cells also
exhibited larger cytoplasm but their size did not decrease and their nuclei were less
segmented compared to HL-60 and HL-60c induced cells (Figure 5f). These
morphological differences suggest once again that the expression of ERf in HL-60 cells
affect negatively HL-60 cells capacity to differentiate into neutrophils. 17B-estradiol
treatments did have any impact on the morphological characteristics displayed by induced

cells.
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Discussion

Numerous studies have shown that immune cell differentiation and maturation can be
influenced by estrogens. However, few studies have focused on the potential roles of
estrogen receptor alpha (ERa) and the newly characterized estrogen receptor beta (ERB)
during such differentiation. Surprisingly, our results demonstrate that estrogen receptors,
and most notably ERP, can influence ir vitro immune cell differentiation in a ligand-

independent manner.

Promyeloid HL-60 cells were used as a model of neutrophil differentiation. Our HL-60
subline did not express ERp mRNA and was expressing very low levels of ERa mRNA,
allowing us to transfect HL-60 cells with plasmids coding for either ERa or ERP and to
study the influence of the overexpression of each of these receptors on DMSO-induced
neutrophil differentiation. It has to be noted that previously published results have
reported the expression of ERP in HL-60 cells (44). Differences in ER expression
between HL-60 sublines may be explained by the chromosomal instability of this cell line
(39). The overexpression of ERP in HL-60 cells had many interesting effects on cell

differentiation, effects not seen in HL-60 cells or HL-60 cells overexpressing ERa.

A 4-6 day treatment with 1.25% DMSO induces HL-60 cells to terminally differentiate
into neutrophil-like cells (36). Once differentiated, these cells can no more proliferate
and normally undergo apoptosis after 24 hours. As expected, DMSO-treated HL-60 cells
stopped to proliferate after two days of treatment and subsequently started to undergo
apoptosis. The same pattern was observed for HL-60 overexpressing ERa (HL-60a
cells). However, DMSO-treated HL-60 cells overexpressing ERB (HL-60B) continued to
proliferate until day three of the DMSO treatment and did not become apoptotic even
after five days of treatment (Fig 1, Table 1). Prolonged proliferation and absence of
spontaneous apoptosis in HL-60B cells treated with DMSO suggest that ERP
compromises terminal differentiation of HL-60 cells into neutrophils. This hypothesis is
supported by the finding that, contrarily to DMSO-treated HL-60 and HL-60a cells, the
percentage of HL-60f cells capable of nitro blue tetrazolium (NBT) reduction is not
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increased by DMSO treatment (Fig 2). Moreover, the expression of neutrophil
differentiation marker CD11b is not up-regulated on the surface of DMSO-treated HL-
60B, as it is on surface of HL-60 and HL-60a cells (Table 2). Increased NBT reduction
and CD11b surface expression are two well characterized phenotypic characteristics of
HL-60 cells that have been induced to differentiate into neutrophil-like cells (40, 43).
The failure of HL-60B cells to arbour these distinctive characteristics after exposure to
DMSO confirms the negative influence of ERP on differentiation of HL-60 cells into
neutrophils. Many studies have shown that ERP is often less effective in gene
transcription transactivation than ERa, sometimes even acting as negative dominant
regulator of ERa activity (45-48). It is therefore possible that the overexpression of ERB
in an immature cell could lead to the partial or complete inhibition of transcription of
genes necessary for normal cell differentiation. As mentioned earlier, HL-60 cells
endogenously express low levels of ERo. It is therefore most likely that there is
formation of EROVERP heterodimers in HL-608 cells. Heterodimer formation may block
the activity of ERa, consequently amplifying the negative effect of ERB on gene

transcription transactivation.

Morphological studies shows that, as expected, HL-60 cells treated with DMSO acquire
the morphological characteristics of neutrophil-like cells, as assessed by the reduction in
size, the decrease of chromatin/cytoplasm ratio, and the segmentation of the nuclei (40).
There are no marked differences between the morphology of HL-60, HL-60a and HL-60f
undifferentiated cell or between HL-60 and HL-60a DMSO-treated cells. However,
DMSO-treated HL-60B shows aberrant nuclei shape and no reduction of cell size,
suggesting that differentiation into neutrophil-like cells is somehow deficient compared to
HL-60 and HL-60a cells. The morphological studies lend additional support for our

hypothesis that ERp acts as a repressor of neutrophil differentiation.

Interestingly, the suppressive effects of ERB on neutrophil differentiation do not depend
on the presence of estradiol. In fact, estradiol treatments (10®M and 10°M) did not
significantly influence any results during this series of experiments, whether HL-60 cells

were overexpressing ERa, ERp, or not expressing ERs. These observations correlate with



72

other studies that have shown that estradiol treatments in mice do not directly alter
differentiation of bone marrow myeloid precursors into neutrophils (23, 49, 50).
However, estradiol-treated mice have a tendency to develop neutropenia. Since estradiol
does not influence mature neutrophil survival in vitro (51), it is probable that the observed
diminution of the peripheral neutrophil population is mediated via estradiol effects on

hematopoietic microenvironment.

Many studies have shown that ERs can be activated in a ligand-independent manner,
usually by phosphorylation of the receptor (52-54). Therefore, the suppressive effect of
the overexpression of ERf} on DMSO-induced neutrophil differentiation of HL-60 cells
could be due to ligand-independent phosphorylation of the receptor. Activated ERPs
could then activate or interfere with other transcriptional pathways. For example, it has
been demonstrated that AP-1 activity is decreased in HL-60 cells undergoing DMSO-
induced differentiation into neutrophils (55). Although ERP has been found to inhibit
transcription from an AP-1 site when coupled to E,, it has the opposite effect when
coupled to anti-estrogens like tamoxifen (56). Aberrant activation of ERB by ligand-
independent mechanisms could lead to alterations of AP-1 activity and deregulation of
cell differentiation. Antisense oligonucleotides to the p65 subunit of NF-kappa B block
CD11b expression and alter adhesion properties of DMSO-treated HL-60 (57). ERP has
also been found to be able to inhibit the NF-kappa B pathway (58). Therefore, inhibition
of NF-kappa B activity by overexpressed ERf could explain, at least in part, the absence
of CD11b up-regulation observed for DMSO-treated HL-60B cells. The reason why
overexpression of ERa does not result in repression of differentiation is probably related

to the differences in transcriptional activities between the two estrogen receptors.

Lately, aberrant ER expression has been associated with deregulation of cell proliferation
in many types of cancer (59-61). Although 17B-estradiol itself does not seem to have
sensible effects on neutrophil maturation, it was important to verify if overexpression of
its receptors could influence myelocytic differentiation. = As we have shown,
overexpression of ERP can block HL-60 cell differentiation. It is therefore possible that

aberrant ER expression in immature or mature immune cells could contribute to immune-
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related diseases, independently of the presence of estrogens. How the expression of ERa
and ERP is modulated throughout myeloid maturation into mature immune cells is not
well known. Our findings may give important clues to the understanding of how estrogen
receptor expression in immune cells can be implicated in development of conditions like
neutropenia that have been associated with autoimmune diseases. Further studies on the
role of ERs in immune cells may lead to new therapy options in treatment of immune

diseases.
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Legend

Figure 1. RT-PCR analysis of mRNA expression. Expression of hERa (A) and hERB
(B) mRNA expression in non-transfected and transfected HL-60 cells was analysed. The
length of the amplification product is reported on the right of each panel. Jurkat mRNA

was used as positive control (C). Data of a representative experiment are shown here.

Figure 2. The effect of hERa and hERp expression on proliferation of DMSO-treated
HL-60 cells. 1.25% DMSO was added to cell culture media at day 0 and cell number was
measured by trypan blue exclusion on a cell counter grid. (A, B) Proliferation of HL-60
and HL-60a cells: non-treated cells (#) continued to proliferate while DMSO-treated
cells plus vehicle (m), E; (103M) (x) and E, (10°M) (A) stopped increasing at day 2 after
DMSO addition. (C) Proliferation of HL-60p cells: non-treated cells continued to
proliferate while treated cell population stopped increasing at day 3 after DMSO addition.
The results are given as mean + SD of 6 different cell concentration counts from two

independent experiments

Figure 3. The effect of hERo and hERf expression on viability of DMSO-treated HL-
60 cells. 1.25% DMSO was added to cell culture media at day O and cell viability was
measure daily by trypan blue exclusion under light microscopy. (A, B) Viability of non-
treated () HL-60 and HL-60a cells always stayed above 95% while viability of treated
cells plus vehicle (m) or E; (10°M) (A) steadily decreased during the treatment. (C)
Percentage of viable DMSO-treated HL-60B cells did not decrease compared to non-
treated cells. The results are given as percent of viable cell (mean + SD) of 6 different

counts from two independent experiments.

Figure 4. The effect of hERa and hERP expression on NBT reduction of DMSO-
treated HL-60 cells. The percentage of cells capable of NBT reduction was assessed
daily over the 5 days of the DMSO treatment. (A, B) The percentage of non-treated (¢)
HL-60 and HL-60a cells reducing NBT never went over 5% while the percentage of
treated cells plus vehicle (m), E» (10M) (%) or E? (10'6M) (A) steadily increased to reach
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65 and 80% at day 5. (C) The percentage of treated HL-60f capable of NBT reduction
increased more slowly, reaching only 40% at day 5. (D) Comparison of the percentage of
HL-60 (=), HL-600. (m) and HL-60p () cells positives for NBT reduction after five days
of DMSO treatment in presence of vehicle only. The differences in NBT reduction
capacity at day 3, 4 and 5 of DMSO treatment in presence of vehicle only were shown to
be statistically significant (p<0.01) by using a Mann-Whitney non-parametric test. The
results are given as percent of cell positive for NBT reduction (mean + SD) of 6 different

counts from two independent experiments.

Figure 5. The effect of hERa and hER expression on the morphology of DMSO-
treated HL-60 cells. Photomicrographs of Giemsa-stained cytospin preparations of non-
treated and DMSO-treated cells taken at day 5 after beginning of DMSO treatment are
shown here. (A, C, E) HL-60, HL-60a and HL-60p non-treated cells respectively. (B,
D, F) HL-60, HL-60a and HL-60B DMSO-treated cells respectively. Scale bar, 20 pm.

Table 1. The effect of hERa and hERP expression on mortality of DMSO-treated HL-
60 cells. Cell mortality was assessed at day 5 after addition of DMSO by flow cytometry
analysis of PI incorporation into DNA of fixed cells. Cells were considered dead when
the quantity of PI incorporation was under the value of cells in GO. Results are given as

percent of dead cells (mean + SD) of two independent experiments.

Table 2.  The effect of hERa and hERP expression on CD11b expression on DMSO-
treated HL-60 cells. Cells were treated with 1.25% DMSO for 5 days and analysed by
flow cytometry for CD11b cell-surface expression at day 5. The results are given as

percent of cells positive of CD11b expression (mean + SD) of two different experiments.
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Figure 3.
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Table 1.

Cellular mortality

Cells Treatment Cell death (%)

HL-60 None 70+0
DMSO+V 284 +5

DMSO+E, (10-8M) 29.3+9

HL-60 a None 59+3
DMSO+V 209 +2

DMSO-+E, (10-8M) 252 + 6

HL-60 R None 42 +2
DMSO+V 9.3+8

DMSO+E, (10-8M) 44 *+1
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Table 2.

Cell surface expression of CD11b

Cells Treatment Cells expressing
CD11b (%)

HL-60 None 41+3
DMSO+V 342 +1
DMSO+E, (108M) 26.6 + 2
HL-60 a None 34+4
DMSO+V 27.3+1
DMSO-+E, (108M) 25.9+8
HL-60 B None 25+3
DMSO+V 69+8
DMSO-+E, (10M) 49%5
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Conclusion

Les estrogenes peuvent moduler la réponse immunitaire. Cette modulation passe en
partie par I’influence de ces hormones sur la maturation des cellules immunitaires dans
les organes tels le thymus et la moelle osseuse. Puisque la plupart des cellules
immunitaires matures et immatures expriment des ERs, il est possible que les estrogénes

agissent directement sur ces cellules pour moduler leur différentiation.

Le but de cet étude était d’étudier les effets de I’expression des deux récepteurs
estrogénes, ERa et ERP, sur la différentiation d’une cellule immunitaire. Pour ce faire,
nous avons utilisé des cellules HL-60, HL-60a et HL-60p que nous avons exposées au
diméthyl sulfoxide (DMSO) pour induire leur différentiations en neutrophiles. Les
cellules étaient simultanément incubées avec différentes concentrations de 17f-estradiol
pour étudier les effets de cette hormone sur I’activité des ERs. 1l est a noter que la
concentration de 17f3-estradiol est ajustée au jour | de la différenciation seulement. Le
17B-estradiol est trés rapidement métabolisé dans I’organisme (une demi-vie d’environ 30
minutes). La demi-vie du 17B-estradiol in vitro est de I'ordre de 6-12 heures,

dépendamment du milieu de culture et des cellules. Une

Nos résultats démontrent que la surexpression de ER[} dans les cellules promyéloides HL-
60 influence négativement la différentiation de ces cellules en neutrophiles. Cette
influence est ligand indépendante puisque I’ajout de différentes concentrations de 17p-
estradiol dans le milieu n’a pas affecté les résultats. Ces résultats montre pour la premiére
fois que I’expression de ERP dans les cellules promyéloides peut influencer leur
différentiation in vitro, indépendamment de la présence d’estradiol dans le milieu de

culture.

Il est cependant important de noter qu’étant donné la rareté d’anticorps commerciaux
dirigés contre les ERs, il nous a été impossible de vérifier par buvardage Western la
présence des protéines ERa et ERP dans les cellules transfectées durant 1’étude. 11 faut

donc souligner que cette étude ne tient pas compte des possibles variations dans les
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niveaux de transcription des plasmides transfectés. Ainsi, Ies effets inhibiteurs de la
surexpression de ER[3 observés chez les cellules HL-60 pourraient étre du en partie a une
meilleure transcription des ARN messagers de ER[, comparativement aux ARN

messagers de ERq.

L’absence d’effets Le récepteur ERP été caractérisé en 1996 et I’on sait trés peu de
chose quant a son role dans les cellules immunitaires. L’expression aberrante de ERfB
dans les cellules cancéreuses a déja éié associée a une modulation de la prolifération de
ces cellules. Il a également été démontré que ER[ inhibe la différenciation des
ostéoclastes et des ostéoblastes (voir article #l, discussion). Il est possible que
Pexpression aberrante de ERP dans les précurseurs lymphoides et myéloides puissent
compromettre le cours normale de maturation de ces cellules et contribuer au
développement de conditions immunitaires anormales comme la neutropénie pouvant

entrainer des maladies immunitaires plus graves.

Les mécanismes ligand-indépendants par lesquels ERf régule la différenciation des
cellules HL-60 en neutrophils ne sont pas connus. Plusieurs études ont montré que ERf3
est généralement un activateur de transcription moins efficace que ERaq, allant méme
jusqu’a jouer le role d’un régulateur négatif dominant de ERa dans certaines conditions
(voir article, section discussion). Il est donc possible que la surexpression de ER[ dans
les cellules promyéloides HL-60 puisse mener a I’inhibition partielle ou totale de la

transcription de géne nécessaire a la différenciation normale des cellules.

Les corégulateurs de transcriptions se liant avec les récepteurs estrogenes pour activer la
transcription sont également impliqués dans plusieurs autres voies signalétiques,
notamment celles d’autres récepteurs d’hormones. Ainsi, un des mécanismes par lequel
les ERP pourraient inhiber la différenciation des cellules HL-60 est la compétition pour
les corégulateurs de transcription. Privé de leurs coactivateurs, plusieurs facteurs de
transcription ne pourraient plus activer efficacement la transcription de génes nécessaire a

la maturation des cellules myéloides. Comme certains corégulateurs ont plus d’affinité
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pour ER[} que pour ERq, la surexpression de ce dernier ne causerait pas le méme degré
de compétition, laissant assez de coactivateurs libres pour les autres facteurs de

transcription.

Il est également possible que les conditions de culture favorisent I’activation par
phosphorylation des récepteurs estrogénes. En effet, la phosphorylation des récepteurs
estrogenes peut mener 2 leur activation et ce, méme en absence de ligand. Cependant, les
sites de phosphorylation de ERa et de ER[3 ne sont pas tous les mémes (voir revue de la
littérature, section 2.3.3.). Ainsi, il est possible que les conditions de culture favorisent la

phosphorylation de ER et, par le fait méme, son activation.

Un autre mécanisme pouvant expliquer les différentes influences de ERa et de ERf3 sur la
différenciation des cellules HL-60 est l’activation de voies de signalisation non
classiques. Par exemple, il a ét€ démontré que I’activité de AP-1 dans les cellules HL-60
induites a différencier en neutrophiles par exposition au DMSO est réduite
comparativement aux cellules non exposées au DMSO (voir article #1, discussion). Bien
qu’il ait été démontré qu’en présence d’estradiol les ERf inhibent la transcription & partir
de sites AP-1, ces récepteurs peuvent également activer la transcription a partir de ces
sites en présence d’anti-estrogénes. Il serait donc possible qu’une activation ligand-
indépendante des ER3 par phosphorylation ait un effet positif sur ’activité des AP-1 et
meéne a une dérégulation des mécanismes de différenciation. Parce que ERa n’a pas les
mémes activités transcriptionnelles & partir des sites AP-1, cette dérégulation ne serait pas

présente chez les cellules HL-600.

NF-kappa B est une autre voie de signalisation non classique qui pourrait étre affectée
différement par les ERa et les ERB. 1l a été démontré qu’un blocage de la voie NF-kappa
B lors de la différenciation de cellules HL-60 en neutrophiles inhibe I’expression du
marqueur de différenciation CD11b. Les récepteurs estrogenes influencent différement
I’activité de la voie NF-kappa B (voir revue de la littérature, section 2.3.2.). Comme pour

la voie AP-1, une différence d’activation de la voie NF-kappa B entre les cellules HL-600
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et HL-60P pourrait mener aux différences observées quant & la différenciation des cellules

en neutrophiles.

Finalement, il est évident que des recherches plus avancées sur le sujet seront nécessaires
pour mettre en lumiére les mécanismes par lesquels les récepteurs estrogeénes influencent
la différentiation des cellules immunitaires. Il est également évident que ces recherches
devront tenir compte non seulement des voies de signalisation ligand-dépendantes, mais
également des voies ligand-indépendantes, voies dont on ne sait que trés peu de chose a
ce jour. De plus, le fait que certaines cellules non immunitaires, comme les cellules
présentatrice d’antigene et certaines cellules épithéliales, expriment elles aussi des ERs, il
faudra considérer les effets des estrogénes sur ces cellules et leurs répercussion sur les
cellules immunitaires environnantes. Une meilleure connaissance des rdles de chaque ER
lors de la maturation et la différentiation cellulaire pourra sans doute nous permettre
d’élargir nos options quant aux thérapies offertes pour traiter certaines pathologies

immunitaires.
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Appendice A: Résumé des expériences sur les cultures de thymus de fétus de souris

Les estrogénes ont des effets importants sur le thymus et les populations cellulaires
thymiques. Il a été observé lors de la grossesse, alors que les concentrations d’cstrogénes
dans le sang décuplent, que le thymus s’atrophie et la population de thymocytes double
négatifs (CD4', CD8) décline. Cette atrophie thymique est également observée chez les
souris gestantes et les souris non gestantes ayant recu de fortes doses d’estradiol. 1l est
reconnu que les effets des estrogénes sont principalement médiés par I’entremise de deux
récepteurs nucléaires : ERa et ERB. Il est donc trés probable que les ERs aient un réle a

Jouer dans le mécanisme de I’atrophie thymique causé par les estrogénes.

ERa a depuis longtemps été détecté dans le thymus, autant chez I’humain que chez le rat
et la souris. Jusqu’a trés récemment, ce récepteur était tenu comme seul responsable des
effets des estrogénes sur le thymus. Toutefois, une étude récente a démontré qu’une
atrophie thymique se produit également chez des souris ERa/ (ERKO) exposées a
I’estradiol (Staples et al, 1999). Chez ces souris, I’absence de ERa pourrait peut-étre étre
compensée par la présence de ERP dans le thymus. ERp a été détecté dans les thymus
humains et de rats (Mosselman et al, 1996, Kuiper et al, 1996). Cependant, deux études
utilisant la détection par buvardage Northern et protection d’ARN (RNase protection
assay) n’ont pas décelé la présence de ce récepteur dans les thymus de souris (Tremblay

et al, 1997, Couse et al, 1997).

Cette série d’expérimentations sur les cultures de thymus de fétus de souris avait donc
pour buts de (1) vérifier par RT-PCR (une méthode de détection plus sensible) la présence
de ERP dans les thymocytes de souris et (2) analyser I’effet d’une exposition au 17p-

estradiol sur I’expression des ERs dans les thymocytes de souris.

Les résultats de notre étude montre que les thymocytes de fétus de souris expriment
I’ARN messager de ERa et ERPB (Figures 7 et 8). De plus, I’addition de 17B-estradiol
cause une augmentation de I’expression de I’ARN messager de ERa dans les thymocytes

(Figure 9).
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Notre étude montre pour la premiére fois que ER est exprimé dans le thymus des souris
C57BL/6. Cette expression a é1é mesurée par RT-PCR et I’identité de I’ARN messager a
été confirmée par séquengage. L’amplification des ARNs messagers a I’avantage d’étre
beaucoup plus sensible que les méthodes de détection employées précédemment et
explique probablement pourquoi, contrairement aux autres études, nous avons détecté la
présence de I’ARN messager de ERP dans le thymus de souris. 1l reste cependant i
déterminer si la protéine ERf est également exprimée dans cet organe. La présence de
ERP dans le thymus pourrait expliquer pourquoi les estrogénes causent I’atrophie du
thymus chez les souris ERKO. L’étude de cette hypothése pourrait nous permettre de
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents i P’induction de I’atrophie thymique par

les estrogenes.

Notre étude montre également que la présence de 17B-estradiol dans le milieu de culture
induit une augmentation de I’expression de ERa dans les thymus. Les effets de cette
augmentation ainsi que les mécanismes conduisant a cette augmentation ne sont pas

encore connus et seront le sujet de futures études.
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Appendice A : Matériels et méthodes

Souris

Les couples de souris C57BL/6 on été achetés chez Charles River Labs (Wilmington,
MA, USA). Les animaux ont ensuite été accouplés pour obtenir des femelles gestantes.

Les embryons de souris ont été prélevés au jour 15 de la gestation.

Culture de thymus provenant de fétus de souris

La méthode de culture des thymus c’est fait comme suit : huit a dix lobes de thymus
étaient prélevés stérilement sur les fétus de souris dgés de quinze jours et placés sur des
membranes filtres Whatman Nucleopore Track-Etch (épaisseur : 25um, grandeur des
pores : 0.8 wm) supportées par des bloques Surgical Gelfoam (Pharmacia & Upjohn, NJ,
USA) baignant dans 3ml de milieu dans des flacons de cultures de tissus a six puits a fond
plat (Sarstedt, NC, USA). Le milieu dans lequel les lobes de thymus étaient cultivés est
un milieu Bio Media RPMI 1640 sans rouge de phénol et supplémenté avec 10% de
sérum foetal désactivé (FBS, Bio Media, Canada) et traité au charbon/dextran pour
diminuer les quantités endogénes d’hormones stéroides. Le milieu contenait également
des antibiotiques Pen/Strept (100pg/ml) (Bio Media), de ’HEPES (10mM) (Bio Media)
et de la Glutamine (2mM). 0.1nM de 17B-estradiol (Sigma-Aldrich, Canada) était ajouté
aux cultures en utilisant comme véhicule 0.1% EtOH (100%). Les cultures étaient
conservées dans un environnement humide, & une température de 37°C et contenant 5%
CO,. Les lobes étaient récoltés aux jours 0, 2.5 et 5 apres le début des incubations in vitro
et étaient homogénéisés dans du RPMI 1640 sans rouge de phénol pour en extraire les
thymocytes et lymphocytes. La viabilité des cellules était vérifiée par exclusion au bleu

de Trypan et c’est avéré étre de plus de 90% a chaque vérification.
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RT-PCR

L’ARN total des cellules était extrait en utilisant du TRIZOL (Life Technology,
Germany). L’ARN (1.0 pg) isolé était premiérement traité avec de la Dnase I Amp Grade
(Life Technology) et ensuite transcrite en ADN complémentaire en utilisant des amorces
oligos (dT) (Life Technology) et 80 U de transcriptase inverse Moloney murine leukemia
virus (M-MLYV:; Life Technology). S5 pl de produit de la transcription inverse étaient
ensuite amplifiés par PCR (50 pl totale) dans un amplificateur Perkin Elmer Gene Amp
PCR System 2400 en utilisant les amorces suivantes : mERa (amorce sens: 5’-CTA-
CCT-GGA-GAA-CGA-GCC-CA-3’, amorce antisens: 5’-AAG-GCA-CTG-ACC-ATC-
TGG-TC-3’, produit 567-bp), et mERP (série #1: amorce sens: 5’-CAT-TCT-ACA-
GTC-CTG-CTG-TGA-TGA-3’, amorce antisens: 5’-GGG-TCT-CTC-TGT-TTA-CAG-
GCA-A-3’, série #2: amorce sens: 5’-CAT-TCT-ACA-GTC-CTG-CTG-TGA-TGA-3’,
amorce antisens: 5’-CGC-CAA-GCT-TCC-TCT-TCA-GGG-T-3’, produit 230-bp).
Comme témoin de quantification, GAPDH était utilisé (amorce sens: 5’-ACC-ACA-
GTC-CAT-GCC-ATC-AC-3’, amorce antisens: 5°’-TCC-ACC-ACC-ATG-TTG-CTG-
TA-3’, produit 450-bp). PCR pour mERa (15 minutes a 95.0 °C, 35 cycles: 1 minute a
94.0 °C, 1 minute a 54.0 °C, 2 minutes & 72.0 °C), mERP (1 amp, Touchdown: 15
minutes a 95.0 °C, 25 cycles: 30 secondes a4 94.0 °C, 30 secondes & 68.0 °C (-0.5 °C par
cycle), 1 minute 72.0 °C; 2° amp: 15 minutes 4 95.0 °C, 25 cycles: 30 secondes a 94.0 °C,
30 secondes a 58.0 °C, 1 minute & 72.0 °C), et GAPDH ( 15 minutes a 95.0 °C, 20 cycles:
30 secondes 2 94.0 °C, 1 minute a 58.0 °C, 1 minute 4 72.0 °C). L’amlification était faite
en utilisant 1.25 U HotStartTaqg DNA Polymerase (Qiagen, Canada). Les produits de
PCR étaient analysés par migration sur gel d’agarose (1.5%) avec du bromure d’éthidium
et quantifiés en utilisant le Fluor-S Multilmager (BioRad, Canada) et le programme
d’analyse Multi-Analyst 1.1. Les résultats sont semi-quantitatifs lorqu’obtenus de cette

facon.



101

Jour 0 Jour 2.5 Jour 5

RPMI  Véh Es RPMI Véh E> C-

)

- < mERo

e oms A 2 i il W - - <4 GAPDH

Fig.7  Expression de I’ ARN messager de ERa dans les thymus de fétus de
souris. L’expression a ét€ vérifié aux jour 0, 2.5 et 5 aprés mise en culture
dans un milieu RPMI seul (RPMI), un milieu RPMI plus véhicule EtOH
100% (Véh) ou un milieu RPMI plus véhicule plus 17B-estradiol 0.1nM (E,).
L’expression de I’ARN messager de GAPDH a été utilisé comme contrdle de
quantité d’ARN total. Un controle négatif sans ARN a également été ajouté

(C-). Ce résultat est représentatif de trois expériences indépendantes.
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Fig.8 Expression de I’ARN messager de ER[ dans les thymus de fétus de
souris. L’expression a été vérifi€ aux jour 0, 2.5 et 5 aprés mise en culture
dans un milieu RPMI seul (RPMI), un milieu RPMI plus véhicule EtOH
100% (Véh) ou un milieu RPMI plus véhicule plus 17B-estradiol 0.1nM
(Ez). L’expression de I’ARN messager de GAPDH a été utilisé comme
contréle de quantité d’ARN total. Un contrdle positif a été utilisé (cellules
7G7B6). Un controle négatif sans ARN a également été ajouté (C-). Ce

résultat est représentatif de trois expériences indépendantes.
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Expression de ERalpha dans le Thymus de Foetus de Souris
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Fig.9 Expression relative de I'ARN messager de ERa dans les thymus de
fétus de souris aux jours 0, 2.5 et 5 aprés mise en culture dans un milieu
RPMI seul (RPMI), un milieu RPMI plus véhicule EtOH 100% (Véh) ou un
milieu RPMI plus véhicule plus 17B-estradiol 0.InM (17f). La
quantification de I’expression c’est faite par comparaison avec |’expression
de I’ARN messager de GAPDH. Les résultats sont semi-quantitatifs. n=6

(trois expériences indépendantes, doublet pour chaque échantillons).
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