
4 9 8 6  UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

Année 1986 No d'ordre : 7 O 5 

presentée h l'Université de Lille 1 

pour l'obtention du grade de 

DOCTEUR Ès-SCIENCES NATURELLES 

OPTION BIOCHIMIE 

Par 

Pierre FORMSTECHER 

LE SITE DE LIAISON AUX STEROIDES 
DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

CARACTERISATION A L'AIDE DE SONDES 
MOLECULAIRES DIVERSES 

prdsentde le 28 novembre 1986 devant la Commission d'Examen 

JURY 

President : Professeur J. MONTREUIL 
Rapporteurs : Professeur M. DAUTREVAUX 

Professeur B. DESCOMPS 
Professeur G. SPIK 

Examinateurs : Professeur E. BAULI EU 
Professeur S. BERNARD 





UNIVERSITE DES SCIENCES 
ET TECKVIQUES DE LILLE 

DOYENS HONORAIRES DE L'ANCIENNE FACULTE DES SCIENCES 

MM. H. LEFEBVRE, M. PARREAU. 

PROFESSEURS HONORAIRES DES ANCIENNES FACULTES DE DROIT 
ET SCIENCES ECONOMIQUES, DES SCIENCES ET DES LETTRES 

MM. ARNOULT, Mme BEAUJEU, BONTE, BROCHARD, CHAPPELON, CHAUDRON, COR- 
DONNIER, DECUYPER, DEHEWELS, DEHORS, DION, FAUVEL, FLEURY, P.  GERMAIN, 
GLACET, GONTIER, KOURGANOFF, LAMOTTE, LASSERRE, LELONG, Mme LELONG, 
LHOMME, LIEBAERT, MARTINOT-LAGARDE, MAZET, MICHEL, PEREZ, ROIG, ROSEAU, 
ROUELLE, SCHILTZ, SAVARD, ZAMANSKI. 

PROFESSEUR EXERITE 

M. A. LEBRUN. 

ANCIENS PRESIDENTS DE L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET 
TECHNIQUES DE LILLE 

MM. M. PARREAU, J. LOMBARD, M. MIGEON. 

PRESIDENT DE L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES 
DE LILLE 

M. J. CORTOIS. 

CONSTANT E u g è n e  
FOURET R e n é  
GABILLARD R o b e r t  
MONTREUIL Jean 
PARREAU Michel 
TRIDOT G a b r i e l  
VIVIER E m i l e  
WERTHEIMER i iaymond 

E l e c t r o n i q u e  
P h y s i q u e  d u  S o l i d e  
E l e c t r o n i q u e  
B i o c h i m i e  
A n a l y s e  
C h i m i e  a p p l i q u é e  
B i o l o g i e  c e l l u l a i r e  
P h y s i q u e  a t o m i q u e  e t  m o l é c u l a i r e  

PROFESSEURS - I è r e  CLASSE 

M. BACCHUS P i e r r e  A s t r o n o m i e  
M. BEAUFILS Jean P i e r r e  C h i m i e  p h y s i q u e  
M. BIAYS P i e r r e  G é o g r a p h i e  
M. BILLARD Jean P h y s i q u e  d u  s o l i d e  
M. BOILLY B é n o n i  B i o l o g i e  



M. BOUGHON Pierre 
M. BOURIQUET Robert 
M. BREZINSK.1 Claude 
M. CELET Paul 
M. CHAMLEY Hervé 
M. COEURE Gérard 
M. CORDONNIER Vincent 
M. DEBOURSE Jean Pierre 
M. DYMENT Arthur 
M. ESCAIG Bertrand 
M. FAURE Robert 
M. FOCT Jacques 
M. GRANELLE Jean Jacques 
M. GRUSON Laurent 
M. GUILLAUME Jean 
M. HECTOR Joseph 
M. LABLACHE-COMBIER Alain 
M. LACOSTE Louis 
M. LAVEINE Jean-Pierre 
M. LEHMANN Daniel 
-Mme LENOBLE Jacqueline 
M. LHOMME Jean 
M. LOMBARD Jacques 
M. LOUCHEUX Claude 
M. LUCQUIN Michel 
M. MAILLET Pierre 
M. MIGNOT Fulbert 
M. PAQUET Jacques 
M. PROWOST Jean 
M. ROUSSEAU Jean-Paul 
M. SALMER Georges 
M. SEGUIER Guy 
M. SIMON Michel 
M. STANKIEWICZ François 
M. TILLIEU Jacques 
M. VIDAL Pierre 
M. ZEYTOUNTUN Radyadour 

Algèbre 
Biologie Végétale 
Analyse numérique 
Géologie générale 
Géotechnique 
Analyse 
Informatique 
Gestion des entreprises 
Mécanique 
Physique du solide 
Mécanique 
Métallurgie 
Sciences Economiques 
Algèbre 
Microbiologie 
Géométrie ' 

Chimie organique 
Biologie végétale 
Paléontologie - 
Géométrie 
Physique atomique et moléculaire 
Chimie organique biologique 
Sociologie 
Chimie physique 
Chimie physique 
Sciences économiques 
Analyse numérique 
Géologie générale 
Minéralogie 
Physiologie animale 
Electronique 
Electrotechnique 
Sociologie 
Sciences économiques 
Physique théorique 
Automatique 
Mécanique 

PROFESSEURS - 2ème Classe 

M. ANTOINE Philippe 
M. BART André 
Mme BATTIAU Yvonne 
M. BEGUIN Paul 
M. BELLET Jean 
M. BERZIN Robert 
M. BKOUCHE Rudolphe 
M. BODARD Marcel 
M. BOSCQ Denis 
M. BRASSELET Jean-Paul 

Analyse 
Biologie animale 
Géographie 
Mécanique 
Physique atomique et moléculaire 
Analyse 
Algèbre 
Biologie végétale 
Probabilités 
Géométrie et topologie 



M. BRUYELLE Pierre 
M. CAPURON Alfred 
M. CARREZ Christian 
M. CAYATTE Jean-Louis 
M. CHAPOTON Alain 
M. COQUERY Jean-Marie 
Mme CORSIN Paule 
M. CORTOIS Jean 
M. COUTURIER Daniel 
M. CROSNIER Yves 
M. CURGY Jean- Jacques 
Mle DACHARRYMonique 
M. DAUCHET Max 
M. DEBRABANT Pierre 
M. DEGAUQUE Pierre . 
M. DELORME Pierre 
M. DELORME Robert 
M. DE MASSON D'AUTUME Antoine 
M. DEMUNTER Paul 
M. DENEL Jacques 
M. DE PARIS Jean-Claude 
Mlle DESSAUX Odile 
M. DEVRAINNE Pierre 
M. DHAINAUT André 
Mme DHAINAUT Nicole 
M. DORMARD Serge 
M. DOüKHAN Jean-Claude 
M. DUBOIS Henri 
M. DUBRULLE Alain 
M. DUBUS Jean-Paul 
M. DUPONT Christophe 
M. FAKIR Sabah 
M. FONTAINE Hubert 
M. FOUQUART Yves 
M. FRONTIER Serge 
M. GAMBLIN André 
M. GLORIEUX Pierre 

GOBLOT Rémi 
GOSSELIN Gabriel 
GOUD,MAND Pierre 
GREGORY Pierre 
GREMY Jean-Pau 1 
GREVET Patrick 
GUILBAULT Pierre 
HENRY Jean-Pierre 
H E U  Maurice 
JACOB Gérard 
JACOB Pierre 
JACQUILLAT Bertrand 
JEAN Raymond 
JOFFRE Patrick 
JOURNEL Gérard 

Géographie 
Biologie animale 
Informatique 
Sciences économiques 
Electronique 
Psychophysiologie 
Paléontologie 
Physique nucléaire et corpusculaire 
Chimie organique 
Electronique 
Biologie 
Géographie 
Informatique 
Géologie appliquée 
Electronique 
Physiologie animale 
Sciences économiques 
Sciences économiques 
Sociologie 
Informatique 
Analyse 
Spectroscopie de la réactivité chimique 
Chimie minérale 
Biologie animale 
Biologie animale 
Sciences économiques 
Physique du solide 
Spectroscopie hertzienne 
Spectroscopie hertzienne 
Spectrométrie des solides 
Vie de la firme (I.P.A.) 
Algèbre 
Dynamique des cristaux 
Optique atmosphérique 
Ecologie numérique 
Géographie urbaine, industrielle et démograph: 
Physique moléculaire et rayonnements atmosphé- 

r iques 
Algèbre 
Sociologie 
Chimie physique 
I.P.A. 
Sociologie 
Sciences économiques 
Physiologie animale 
Génie mécanique 
Physique spatiale 
Informatique 
Probabilités et statistiques 
Gestion 
Biologie des populations végétales 
Vie de la firme (I.P.A.) 
Spectroscopie hertzienne 



M. KREMBEL Jean 
M. LANGRAND Claude 
M. LATTEUX Michel 
Mme LECLERCQ Ginette 
M. LEFEVRE Christian 
Mlle LEGRAND Denise 
Mlle LEGRAND Solange 
Mme LEHMANN Josiane 
M. LEMAIRE Jean 
M. LE MAROIS Henri 
M. LHENAFF René 
M. LOCQUENEUX Robert 
M. LOSFELD Joseph 
M. LOUAGE Francis 
M. MACKE Bruno 

M. MAIZIERES Christian 
M. MESSELYN Jean 
M. MESSERLIN Patrick 
M. MONTEL Marc 
Mme MOUNIER Yvonne 
-Mme N'GUYEN VAN CHI Régine 
M. PARSY Fernand 
M. PASZKOWSKI Stéphan 
Mlle PAUPARDIN Colette 
M. PERROT Pierre 
M. PERTUZON Emile 
M. PONSOLLE Louis 
M. PORCHET Maurice 
M. POVY Lucien 
M. RACZY Ladislas 
M. RAOULT Jean-François 
M. RICHARD Alain 
M. RIETSCH François 
M. ROBINET Jean-Claude 
M. ROGALSKI Marc 
M. ROY Jean-Claude 
M. SCHAMPS Joël 
Mme SCHWARZBACH Yve t t e 
M. SLIWA Henri 
M. SOMME Jean 
Mlle SPIK Geneviève 
M. STAROSWIECKI Marcel 
M. STERBOUL François 
M. TAILLIEZ Roger 
Mme TJOTTA Jacqueline 
M. TOULOTTE Jean-Marc 
M. TURREL Georges 
M. VANDOfZPE Bernard 
M. VAST Pierre 
M. VERBERT André 
M. VERNET Philippe 
M. WALLART Francis 
M. WARTEL Michel 
M. WATERLOT Michel 
Mme ZINN Justin Nicole 

Biochimie 
Probabilités et statistiques 
Informatique 
Catalyse 
Pétrologie 
Algèbre 
Algèbre 
Analyse 
Spectroscopie hertzienne 
Vie de la firme (I.P.A.) 
Géographie 
Physique théorique 
Informatique 
Electronique 
Physique moléculaire et rayonnementçatmosphé- 

riques 
Automatique 
Physique atomique et moléculaire 
Sciences économiques 
Physique du solide 
Physiologie des structures contractiles 
Géographie 
Mécanique 
Analyse numérique 
Biologie physiologie végétales 
Chimie appliquée 
Physiologie animale 
Chimie physique 
Biologie animale 
Automatique 
Electronique 
Géologie structurale 
Biologie animale 
Physique des polymères 
E.U.D.I.L. 
Analyse 
Psychophysiologie 
Spectroscopie moléculaire 
Géométrie 
Chimie organique 
Géographie 
Biochimie 
Informatique 
Informatique 
Génie alimentzire 
Mathématiques 
Automatique 
Spectrochimie infrarouge et Raman 
Chimie minérale 
Chimie inorganique 
Biochimie 
Gêné tique 
Spectrochimie infrarouge et Raman 
Chimie inorganique 
Géologie 3énErale 
Algèbre 



J'exprime ici ma gratitude à mes Juges : 

Monsieur le Professeur J. MONTREUIL, 

Je vous suis très reconnaissant d'avoir accepté de 

présider le Jury de cette Thèse. J'ai gardé un souvenir 

vivace de vos cours dispensés dans le cadre de l'enseignement 

de la Biologie Humaine. Leur clarté, l'enthousiasme que 

vous y mettiez, l'ouverture permanente qu'ils offraient 

vers les questions essentielles de la biologie, font qu'ils 

restent pour moi un modèle de pédagogie scientifique. 

Veuillez accepter, avec mes remerciements sincères, 

l'expression de mon profond respect. 

Monsieur le Professeur M. DAUTREVAUX 

C'est une grande joie pour moi de vous compter parmi mes 

Juges. Il a y maintenant plus de dix ans que m'avez accueilli 

dans votre laboratoire. Vous avez guidé avec beaucoup de 

bienveillance et de compétence mes premiers travaux. Vous 

avez contribué puissamment par la rigueur et la clarté de 

vos avis à l'orientation ultérieure de mes recherches. Vous 

avez su encourager mon goût pour le travail en équipe et tout 

à la fois restructurer votre groupe de recherches et lui 

permettre une ouverture vers l'extérieur. Soyez-en remercié, 

ainsi que de la confiance que vous me témoignez pour 

l'accomplissement des tâches d'enseignements et d'encadrement 

hospitalier que vous m'avez confiées. Soyez assuré de toute 

ma reconnaissance et de mon fidèle attachement. 





Monsieur l e  Professeur B.  DESCOMPS 

Vous m'avez f a i t  l 'honneur d 'accepter d ' ê t r e  l e  

rapporteur de  c e t t e  thèse.  Vous avez déjà  témoigné dans 

l e  passé de l ' i n t é r ê t  que vous por t i ez  aux travaux r é a l i s é s  

dans notre  l abo ra to i r e ,  en t an t  que Membre du Conseil 

Sc ien t i f ique  du TA-CNRS n o  268. Soyez-en remercié e t  

acceptez l e  témoignage de ma profonde g ra t i t ude .  

Mademoiselle l e  Professeur G .  SPIK 

Vous m'avez f a i t  l 'honneur d 'accepter d ' ê t r e  également 

l e  rapporteur de c e t t e  thèse. Je vous remercie de l ' i n t é r ê t  

que vous avez porté à c e  t r a v a i l .  C 'es t  avec un vi f  p l a i s i r  

que j e  partage avec vous l'enseignement sur  l e s  récepteurs 

du nouveau DEA commun à nos deux Univers i tés .  Soyez 

assurée de ma respectueuse g ra t i tude .  

Monsieur l e  Professeur E. BAULIEU 

Vous m'avez f a i t  l 'honneur e t  l e  p l a i s i r  d 'accepter de 

juger ce  t r a v a i l .  Vous m'avez a c c u e i l l i  au tou t  début 

de  mes travaux e t  vous m'avez permis un s tage de formation 

accélérée  à l a  manipulation des récepteurs des hormones 

s téroïdes .  Surtout vous avez su écouter mes p ro je t s  de 

jeune chercheur, d i scu te r  mes idées e t  me proposer vos 

conse i l s  avec une d i spon ib i l i t é  e t  une ouverture d ' e s p r i t  

qu i  m'ont marqué. La s u i t e  de mes travaux a é t é  l 'occasion 

d'une col laborat ion fructueuse avec vos chercheurs pour l a  

pu r i f i c a t i on  du récepteur de l a  progestérone. Vous ê t e s  r e s t é  

constamment ouvert  à l 'échange des idées au cours des quelques 

séminaires auxquels mes col laborateurs  e t  moi-même avons 

pa r t i c ipé  dans vo t re  l abora to i re .  Enfin vous m'avez témoigné 

vo t r e  confiance en me £a i san t  l ' a m i t i é  d ' a c c u e i l l i r  dans votre  

formation un de mes jeunes col laborateurs .  Soyez remercié pour 

tou t  ce la  e t  veu i l l e z  trouver i c i  l ' express ion de ma 

reconnaissance s incère .  



Monsieur l e  Prof esserir S. BERNARD 

Votre présence dans ce  Jury témoigne de l a  longue 

ami t ié  qui  vous l i e  aux biochimistes l i l l o i s .  Vous avez 

envoyé un de vos élèves à L i l l e  pour q u ' i l  s ' y  forme e t  

mette a i n s i  un peu ses  pas dans l e s  vôtres .  J e  c r o i s ,  e t  

Pa t r i ck  Lustenberger ne me con t red i ra  sans doute pas, que 

vous avez r éus s i  au-delà de toute  espérance. Ce s tage a  

é t é  l 'occasion d'une rencontre e t  l e  départ d'une grande 

ami t ié  en t r e  l e s  deux jeunes chercheurs que nous é t ions .  

Ce t te  amit ié  a  survécu au re tour  de votre  élève dans vo t re  

l abo ra to i r e  dont l e s  l i e n s  avec l e  nôtre  s e  sont r e s se r r é  

en une é t r o i t e  col laborat ion.  J ' a i  eu l 'occasion d 'apprécier  

l a  chaleur de votre  accue i l  au cours de nombreux 

déplacements à Nantes. Soyez assuré  de ma profonde 

gra t i tude .  

C'est  avec p l a i s i r  que j e  remercie tous ceux qui ont  contribué 
/ 

à c e  t r ava i l  : 

Pat r ick  LUSTENBERGER pour l a  col laborat ion de tous l e s  i n s t an t s  

qui  nous a  unis  durant ses t r o i s  années de sé jour  dans l e  l abo ra to i r e  

où nous avons t r a v a i l l é  ensemble au développement des dér ivés  17B-  

carboxamides e t  des ge l s  d ' a f f i n i t é  appl icables  à l a  pu r i f i c a t i on  des 

récepteurs s té ro ld iens .  

Madame T.N. DAO pour sa col laborat ion technique, son dévouement 

e t  sa  g e n t i l l e s s e  dont j ' a i  l e  p r i v i l ège  de bénéf ic ie r  depuis l e  

début de mes travaux. 

Viviane DUMUR pour l a  pa r t  c ap i t a l e  q u ' e l l e  a  p r i s e  dans l ' é tude  de 

l ' i n t e r a c t i o n  des maléimides N-substituées avec l e  récepteur.  Sa 

grande expérience de l a  Biochimie, s a  patience,  son i na l t é r ab l e  bonne 

humeur, jo in tes  aux remarquables q u a l i t é s  d 'expérimentatr ice de 

Pascaline TOULOUSE ont permis au pr ix  d ' e f f o r t s  méri to i res  de mener 

à bien c e t t e  p a r t i e  d é l i c a t e  de no t re  t r a v a i l .  



P i e r r e t t e  MAES pour l e s  deux ans q u ' e l l e  a  pas sé  avec moi à l ' é t u d e  

sys témat ique  des  c o r r é l a t i o n s  s t r u c t u r e - a c t i v i t é  dans l a  s e r i e  des  

176-carboxamides de  l a  dexaméthasone. Son o p i n i â t r e t é  e t  son sens  

d e  l ' o r g a n i s a t i o n  o n t  con t r ibué  à l ' a c q u i s i t i o n  de  r é s u l t a t s  impor- 

t a n t s .  

Que tous  l e s  a u t r e s  membres d e  l ' é q u i p e  des  r é c e p t e u r s ,  Bernard 

SABLONNIERE, Pierre-Marie  DANZE, Claude RICHARD, Bernadet te  MASSELOT 

e t  Française DELPORTE, a i n s i  que nos thésa rds  Stéphane BLICQ, 

P h i l i p p e  LEFEBVRE, Hocine W A D  1, Noureddine BOUZERNA e t  Youness 

BELHASEN s o i e n t  également a s s u r é s  d e  ma sympathie.  C e r t a i n s  d ' e n t r e  

eux développent de  nouveaux prolongements aux t ravaux q u i  f o n t  

l ' o b j e t  de  c e t t e  t hèse ,  tous  con t r ibuen t  à 1' e x c e l l e n t e  ambiance 

e t  au c l i m a t  amical q u i  règne dans l e  l a b o r a t o i r e .  Q u ' i l s  en s o i e n t  

remerc iés .  

Enf i n  j e  n ' a u r a i  ga rde  d ' o u b l i e r  Madame A. MORANDI pour  s a  co l labo-  

r a t i o n  e f f i c a c e ,  dont  l a  f r appe  d e  c e  volumineux manuscr i t  n ' e s t  pas  

l e  moindre exemple, e t  Madame MOREL q u i  v e i l l e  à l ' e n t r e t i e n  du 

l a b o r a t o i r e  e t  d e  l ' a n i m a l e r i e .  

Mes remerciements s ' a d r e s s e n t  également à : 

Monsieur l e  P ro fe s seu r  G.G. ROUSSEAU e t  s e s  c o l l a b o r a t e u r s  pour 

l e u r  r ô l e  c a p i t a l  dans l a  démonstrat ion de l ' a c t i v i t é  an t ig lucocor-  

t i c o i d e  des  176-carboxamides. 

Monsieur L.  DEVOS pour l ' é t u d e  r a d i o c r i s t a l l o g r a p h i q u e  des  deux 

1 7B-carboxamides d e  l a  dexaméthasone. 

Monsieur l e  P ro fe s seu r  A. TARTAR pour l ' a p p l i c a t i o n  des  p rog rames  

d e  p r é v i s i o n  de  s t r u c t u r e  p ro t é ique  à l a  séquence p r ima i r e  du 

r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o l d e s  du r a t  e t  l a  d i s c u s s i o n  des  r é s u l t a t s  

f o u r n i s  p a r  c e s  c a l c u l s .  



Ce t r a v a i l  a  é t é  r é a l i s é  au L a b o r a t o i r e  de  Biochimie S t r u c t u r a l e  

de  l a  F a c u l t é  de  Médecine d e  L i l l e ,  d i r i g é  p a r  l e  P ro fe s seu r  

M. DAUTREVAUX. 

Il a  b é n é f i c i é  ou b é n é f i c i e  encore  des  s o u t i e n s  s u i v a n t s  : 

- C.N.R.S., au t i t r e  du Labora to i r e  Associé  n o  268 (P ro fe s seu r  

BISERTE) jusqu 'en  1983. 

- I.N.S.E.R.M., C.R.E. n o  854.008 :"Etude s t r u c t u r a l e  e t  f o n c t i o n n e l l e  

du r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  du f o i e  d e  r a t  p u r i f i é  sous forme 

non t ransformée.  

- C.E.E. . St imula t ion  Action Con t r ac t  n o  ST2J-0075-1-B (CD) :" 

Hormonal Cont ro l  of euca ryo t i c  gene  express ion  : j o i n t  s tudy on t h e  

i n t e r a c t i o n  of s t e r o i d  and t h y r o i d  hormone r e c e p t o r s  w i t h  cloned genes 

and i t s  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f  icance". 

Une p a r t i e  du t r a v a i l  r appor t é  dans c e t t e  t h è s e  a  d é j à  f a i t  l ' o b j e t  

des  p u b l i c a t i o n s ,  communications e t  mémoire s u i v a n t s  : 

A) PUBLICATIONS 

- Rousseau, G.G. ,  Ki rchhoff ,  J . ,  Formstecher ,  P. and Lus tenberger ,  P. (1979) 
176-carboxamide s t e r o i d s  a r e  a  new c l a s s  of g l u c o c o r t i c o i d  
a n t a g o n i s t s  
Nature 279, 158-1 60. - 

- Formstecher,  P. ,  Lus tenberger ,  P. and Dautrevaux , M. (1980) 
Syn thes i s  of 176-carboxamide d e r i v a t i v e s .  
S t e r o i d s  35, 265-272. - 

- Formstecher ,  P . ,  Lus tenberger ,  P. and Dautrevaux, M. (1981) 
S t r u c t u r e - a c t i v i t y  r e l a t i o n s h i p s  i n  t h e  s t e r o i d a l  176-carboxamide s e r i e s  
i n  P r o t i d e s  of t h e  B io log ica l  F l u i d s ,  vo l .  29, Ed. : H. Pee t e r s ,  1381, 
Pergarnon P r e s s ,  Oxford, pp 393-396. 

- Formstecher , .P . ,  Dumur, V . ,  I d z i o r e k ,  T . ,  Danze, P.M., Sablonnière ,  B .  
and Dautrevaux, M. (1 984) 
I n a c t i v a t i o n  of unbound r a t  l i v e r  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r  by N-alkyl- 
maleimides a t  subzero temperatures .  
Biochim. Biophys. Acta - 802, 306-313. 



B) COWNICATIONS 

- Formstecher,  P. ,  Lus tenberger ,  P. ând Dautrevaux, M. 
S t r u c t u r e - a c t i v i t y  r e l a t i o n s h i p s  i n  t h e  s t e r o i d a l  17B-carboxamide 
s e r i e s .  P r o t i d e s  of t h e  B io log ica l  F l u i d s ,  Colloquium 29, B r u x e l l e s  
May 4-7, 1981. 

- Dumur, V . ,  Formstecher,  P . ,  Dautrevaux, M. 
I n a c t i v a t i o n  of unbound r a t  l i v e r  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r  by N-alkyl 
maleimides. K i n e t i c  s t u d i e s  a t  subzero temperature.  
P o s t e r  p ré sen té  au "6th I n t e r n a t i o n a l  Symposium of t h e  Jou rna l  of 
S t e r o i d  Siochemistry" P a r i s  30 Plai-1 s t  June  1983. 

- Sablonnière ,  B . ,  Formstecher ,  P. and Dautrevaux, M. 
B i func t iona l  s t e r o i d s  a s  a t o o l  f o r  t h e  g l u c o c o r t i c o i d  r ecep to r  
subuni t s tudy . 
7 th  I n t e r n a t i o n a l  Congress of Endocrinology, J u l y  1-7, 1984, 
Québ ec , NTD-3. 

C) MEMOIRE 

- Formstecher,  P. 
Les s t é r o ï d e s  17f3-carboxamides, une nouve l l e  c l a s s e  d ' a n t i g l u c o c o r t i -  
co ldes .  
1980, Mémoire pour l ' o b t e n t i o n  du DERBH, L i l l e .  

Les  r é s u l t a t s  a c q u i s  dans l e  domaine d e  l a  syn thèse  e t  de  l a  
mesure de  l ' a f f i n i t é  des  s t é r o ï d e s  17B-carboxamides o n t  joué un r ô l e  
important  dans l a  mise  au  p o i n t  des  g e l s  d ' a f f i n i t é  p o r t a n t  c e s  
s t é r o ï d e s  comme l i g a n d s  u t i l i s a b l e s  pour l a  p u r i f i c a t i o n  des r é c e p t e u r s  
des  g lucocor t icoZdes  e t  de l a  proges té rone ,e t  on t  condu i t  aux 
p u b l i c a t i o n s  su ivan te s  : 

- Lustenberger ,  P. ,  Formstecher ,  P. and Dautrevaux, 1S. (1981) 
P u r i f i c a t i o n  of r a t  l i v e r  g lucocor t i co id  r e c e p t o r  by a f f i c i t y  chroma- 
tography : des ign  of a s u i t a b l e  adsorbent .  
S. S t e r o i d  Biochem. 14 ,  697-703. - 

- Lustenberger ,  P., Formstecher,  P. and Dautrevaux, M. (1982) 
Rat l i v e r  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r - p u r i f i e d  i n  presence  of molybdate 
i n  "Pro t ides  of t h e  B i o l o g i c a l  F l u i d s  29th Colloquium 1981, Ed. : H. 
P e e t e r s ,  Pergamon P r e s s ,  Oxfard, pp 583-586. 

- Renoir ,  M . ,  Yang, C.R., F o m s t e c h e r ,  P . ,  Lus tenberger ,  P . ,  Wolfson, A., 
Redeuilh,  G . ,  Mes ter ,  J., Richard-Foy, H. and Baul ieu ,  E.E. (1982) 
Proges te rone  r e c e p t o r  £rom chick  oviduet  : p u r i f i c a t i o n  of molybdate 
s t a b i l i z e d  f orm and prel i rninary c h a r a c t e r i z à t i o n  (1 982) 
Eur. J .  Biochem. 127, 71-79. - 



- Idziorek, S., Formstecher, P., Danzé, P.M., Sablonnière, B., 
Lustenberger, P., Richard, C., Dumur, V. and Dautrevaux, M. (1985) 
Characterization of the purified molybdate-stabilized glucocorticoid 
receptor from rat liver. 
Eur. J. Biochem. 153, 65-74. - 

- Lustenberger, P., Blanchardie, P., Denis, M., Fomstecher, P., 
Orsonneau, J.L. and Bernard, S. (1985) 
Non-transformed rabbit liver glucocorticoid receptor : purification 
characterization and transformation. 
Biochimie 67, 1267-1278. - 



Abréviations utilisées : 

DCC : Dicyclohexylcarbodiimide 

DEAE : Diéthylaminoéthyl- 

DTNB : Acide 5-5' dithio-bis-nitrobenzoïque 

DTT : Dithiothréitol 

DXP : N-propyl-9a-fluoro-116, 17a-dihydroxy, 16a-méthyl, 
1-4-androstadiène, 17B-carboxamide 

DXB : N-benzyl ,9a-f luoro, 1 1 B ,  17B-dihydroxy, 1 Ga-méthyl, 1-4 
andros tadiène, 17 B-carboxamide 

HPLC : Chromatographie liquide à haute performance 

HTC : Cellules d'hépatome de rat en culture 

LTR : "~ong terminal repeat" : sequence répétée des deux 
extrémités de génome du rétrovirus. 

MMTV : Virus tumorigène marmnotrope de souris 

PAGE-SDS : Electrophorèse en gradient de polyacrylamide en présence 
de dodécylsulfate de sodium 

SD S : Dodécylsulfate de sodium 

-SH : Groupement sulfhydryl 

TAT : Tyrosine-anino-transférase 

Tris : Tris(hydroxyméthy1)-aminométhane 



TABLE DES MATIERES 

Pages 

A - PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 
1 - FONCTION DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

GENERALITES 

1 - PENETRATION CELLULAIRE DU STEROIDE 
2 - LIAISON DE L'HORMONE AU RECEPTEUR 
3 - TRANSFOWTION DU COMPLEXE GLUCOCORTI- 

COIDE-RECEPTEUR 

a) Conditions d'obtention de la transformation 
in vitro 

b) Facteurs endogènes et exogènes agissant sur 
la transformation 

c) Mécanisme de la transformation 

d) Réalité de la transformation in vivo 

4 - TRANSLOCATION DU COMPLEXE HOKYONE-RECEPTEUR 
DU CYTOPLASME VERS LE NOYAU. LE PROBLEME DE 
LA LOCALISATION CELLULAIRE EFFECTIVE DU 
RECEPTEUR IN VIVO. 

5 - INTERACTIONS AVEC LES CONSTITUANTS DU NOYAU 
CELLULAIRE 

6 - RECYCLAGE ET REGULATION DU RECEPTEUR 
7 - TAUX D'OCCUPATION DU RECEPTEUR ET REPONSE 

BIOLOGIQUE 

II - STRUCTURE DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 
1 - LA LIAISON GLUCOCORTICOIDE-RECEPTEUR : 

APPROCHE PAR LE LIGAND 

1.1. Caractéristiques essentielles de la liaison 

a) à l'équilibre 

b)  aspects cinétiques 

c) aspects thermodynamiques 

1.2. Corrélation structure du stéroïde-activité 
de liaison 

a) généralités 

b) effets des substituants 

c) études de conformation 

d) relation quantitative : QSAR 



1.3.  Marquage d ' a f f i n i t é  

1.4.  An t i co rps  a n t i i d i o t y p i q u e s  

2 - CARACTERISATION DU RECEPTEUR : APPROCHE PAR 
LA PROTEINE 

2.1. Le r é c e p t e u r  non l i é  à l 'hormone. Fac t eu r s  
i n t e r f é r a n t  avec l a  l i a i s o n  9 1 

a )  I n s t a b i l i t é  du r é c e p t e u r  non l i é  à 
1 ' hormone 

b) C y s t é i n e  e s s e n t i e l l e  à l ' a c t i v i t é  d e  
l i a i s o n  92 

c )  Au t re s  aminoacides éventuel lement  impliqués 
dans  l a  l i a i s o n  s t é ro ïde - r écep  t e u r  9  9 

d) Phosphoryla t ion  du r é c e p t e u r  102 

e) E f f e t  du molybdate s u r  l e  r écep teu r  105 

2.2. Fractionnement e t  é tude  s t r u c t u r a l e  du r écep teu r  1 10 

a )  Formes molécula i res  du r é c e p t e u r  110 

b) P r o t é o l y s e  p a r t i e l l e  du complexe hormone- 
r é c e p t e u r  : domaines f o n c t i o n n e l s  du r é c e p t e u r  118 

C) L ' u t i l i s a t i o n  des  a n t i c o r p s  dans l ' é t u d e  des  
domaines des r écep teu r s  123 

3 - ETUDE DU GENE DU RECEPTEUR : APPROCHE PAR L'ADN 125 

3.1. Clonage d e  ~ ' A D N  complémentaire du r é c e p t e u r  des  
g l u c o c o r t i c o i d e s  125 

3.2.  Séquence du cDNA du r é c e p t e u r  des  g lucocor t icoZdes  128 

a )  Séquence complète du cDNA e t  s t r u c t u r e  d é d u i t e  
d e  l a  p r o t é i n e  128 

b) Domaines à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  s t r u c t u r e  du 
r é c e p t e u r  : Homologies d e  séquence avec l e  
r é c e p t e u r  des  oes t rogènes ,  l e  r é c e p t e u r  de l a  
p roges t é rone  e t  l e  p r o d u i t  d e  v-erb-A 129 

B - RESULTATS PERSONNELS 137 

1- CARACTERISATION ET FRACTIONNEMENT DU RECEPTEUR NON 
LIE A L'HORMONE 143 

1 - STABILISATION DU RECEPTEUR NON LIE 

1 .1  . Molybdate 

1.2. Agents r éduc teu r s  des  t h i o l s  

1.3. G lycé ro l  

1.4. Na tu re  du tampon 



2  - FRACTIONNEMENT DU RECEPTEUR NON LIE 
2.1. Précipitation par le sulfate de protamine 

2 . 2 .  Centrifugation en gradient de sucrose 

2 . 3 .  Chromatographie sur hydroxylapatite 

2 . 4 .  Chromatographie d'exclusion de taille 

2.5. Chromatographie d'échange d'ions 

2 . 6 .  Conclusion 

II - UTILISATION DES STEROIDES 176-CARBOXAMIDES POUR 
L'ETUDE DU SITE DE LIAISON DU RECEPTEUR DES GLUCO- 
CORTICOIDES 

1 - SYNTHESE DES STEROIDES 17B-CARBOXAMIDES 
1.1. Préparation des acides 176-carboxyliques 

1.2. Préparation des 176-carboxamides 

2  - L'INTERACTION DES STEROIDES 176-CARBOXAMIDES 
AVEC LE RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES SE FAIT 
AU NIVEAU DU SITE DE LIAISON DU STEROIDE 

2.1 . Modèle expérimental 
2 . 2 .  Mesure par compétition 

2 . 3 .  Interaction directe avec un 176-carboxamide 
tritié 

2 . 4 .  Structure radiocristallographique comparée 
de deux 176-carboxamides de la dexaméthasone 

3 - RELATION STRUCTURE ACTIVITE DE LIAISON DES 176- 
CARBOXAMIDES DE LA DEXAMETHASONE 

4 - DISCUSSION DES RESULTATS AU REGARD DE L'ACTIVITE 
ANTIGLUCOCORTICOIDE DES 176-CARBOXAMIDES DE LA 
DEXAMETHASONE 

III - PREPARATION DE STEROIDES BIFONCTIONNELS POUR L'ETUDE 
DU NOMBRE DE SITES DE LIAISON DU RECEPTEUR 

1 - PRINCIPE 
2  - PREPARATION DE STEROIDES BIFONCTIONNELS ET MESURE 

DE LEUR AFFINITE POUR LE RECEPTEUR 

2.1. Biscarboxamides de la dexaméthasone 

2 . 2 .  Esters en 21 de la dexaméthasone et de 
l'acétonide de triamcinolone 

a) Acétates de la dexaméthasone et de 
l'acétonide de triamcinolone 

b) Esters d'acétonide de triamcinolone 
bifonctionnels 



2.3. Ethers en 21 de la dexaméthasone 

2.4. Dérivés à chaîne longue apparentés à 
l'acétonide de triamcinolone 

3 - CONCLUSION. PERSPECTIVE : UNE NOUVELLE MPROCHE, 
LE STEROIDE LESTE 

IV - UTILISATION DE N-ALKYL ET N-ARYL MALEIMIDES POUR 
L'EXPLORATION DE L'ENVIRONNEMENT DU THIOL ESSENTIEL 
A LA LIAISON DU STEROIDE 

1 - PRINCIPE 
2 - SYNTHESE DES MALEIMIDES ET DES SUCCINIMIDES 

N-SUBSTITUEES 

2.1. Synthèse des maléimides N-substituées 

2.2. Synthèse des N-alkylsuccinimides 

3 - PURIFICATION PARTIELLE DU RECEPTEUR DES 
GLUCOCORTICOIDES 

4 - NECESSITE DE LA STABILISATION DU RECEPTEUR 
LIBRE SOUS UNE FORME HOMOGENE AVANT L'INACTI- 
VATION PAR LA MALEIMIDE 

5 - COMPARAISON DES VITESSES DE REACTIOKDE DIVEPSES 
N-ALKYLMALEIMIDES AVEC LE RECEPTEUR LIBRE. 
EFFICACITE PARTICULIERE DE LA N-BENZmfALEIMIDE 

6 - INTERACTION AVEC LE RECEPTEUR DES N-ALKYLMALEIMIDES 
INACTIVEES PAR LE B-FERCAPTOETHANOL 

7 - COMPETITION ENTRE LA N-NONYLSUCCINIMIDE ET LA 
DEXAMETHASONE TRITIEE POUR LA LIAISON AU RECEPTEUR 

V - SYNTHESE DES RESULTATS OBTENUS AVEC LES 176-CARBOXAMIDES 
ET LES MALEIMIDES N-SUBSTITUEES - COMPARAISON AUX DONNEES 
DE LA LITTERATURE 

VI - CONCLUSION - PERSPECTIVES 

ANNEXE : DONNEES RADIOCRISTALLOGRAPHIQTJES COMPLETES DU DXP ET 
DU DXB, DEUX 17B-CARBOXAMIDES DERIVES DE LA DEXAMETHASONE 251 

APPENDICE TECHNIQUE 

LISTE DES ILLUSTRATIONS 

RESUME 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 



A - PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 





1 FONCTION D U  R E C E P T E U R  

D E S  G L U C O C O R T I C O I D E S  





Les hormones s t é r o ï d e s  exe rcen t  l e u r  a c t i o n  b io log ique  au n iveau  

de l e u r s  t i s s u s  c i b l e s  a p r è s  l a  l i a i s o n  de  l 'hormone à un r é c e p t e u r  

c e l l u l a i r e  cy toso l ique  s p é c i f i q u e .  Le complexe hormone-récepteur 

une f o i s  formé s u b i t  une é t ape  de t r ans fo rma t ion  q u i  permet s a  

mig ra t ion  dans l e  noyau c e l l u l a i r e  où il exerce  son a c t i o n  au niveau 

de  rég ions  s p é c i f i q u e s  de  l a  chromatine. C e t t e  a c t i o n  a b o u t i t  à l a  

mise  en j eu  de l a  réponse  c e l l u l a i r e  sous forme d ' i n d u c t i o n  ou de  

r é p r e s s i o n  de synthèse de  p r o t é i n e s ,  l e  p l u s  souvent  enzymatiques.  La 

f i g u r e  1 résume c e  schéma c l a s s i q u e  du mécanisme d ' a c t i o n  des s t é r o ï d e s  

q u i  a  é t é  é l u c i d é  dans l e s  années 1970 e t  a  f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses 

r evues  (Saul ieu  1975, Grody 1982, Milgrom 1981, Rousseau 1979 e t  

1984a, Schmidt 1982). Nous a l l o n s  procéder  à un commentaire des  

d i f f é r e n t e s  é t apes  de c e  modèle dans l e  c a s  du r é c e p t e u r  des  gluco- 

c o r t i c o I d e s  q u i  e s t  c e l u i  q u i  f a i t  l ' o b j e t  de nos t ravaux depuis  

des  années.  Ce commentaire, b i e n  qu 'assez  d é t a i l l é ,  n e  pré tend  pas  

à l ' e x h a u s t i v i t é ,  mais v i s e  simplement à dégager  l e s  i d é e s  essen- 

t i e l l e s  que l a  communauté s c i e n t i f i q u e  s e  f a i t  de c e  r é c e p t e u r  a i n s i  

que l e s  p r i n c i p a l e s  q u e s t i o n s  q u ' e l l e  s e  pose encore à son s u j e t .  

1 - PENETFATION CELLULAIRE DU STEROIDE 

C e t t e  é t ape  e s t  extrêmement r ap ide  (quelques d i z a i n e s  de 

secondes à 37°C). L 'hypothèse l a  p l u s  communément admise e s t  c e l l e  

d ' une  d i f f u s i o n  s imple du s t é r o ï d e  à t r a v e r s  l a  double couche l i p i -  

d ique  de  l a  membrane c e l l u l a i r e  (Giorg i  1981, Plagemann 1976) 

encore  que des  arguments en  faveur  de l ' e x i s t e n c e  d 'un  système de 

t r a n s p o r t  a c t i f  a i e n t  été appor t é s  pa r  c e r t a i n s  a u t e u r s  ( ~ a o ,  1981, 

Har r i son  1979). La s i g n i f i c a t i o n  physiologique de  c e s  d e r n i e r s  

r é s u l t a t s  a i n s i  que l e s  données concernant  d ' é v e n t u e l s  s i t e s  

membranaires de  l i a i s o n  des  g lucocor t i co ïdes  (A l l e r2  1980, Koch 

1978, Suyemitsu 1975) r e s t e n t  d i s c u t a b l e s .  Il en va  d ' a i l l e u r s  de 

même du r ô l e  éventue l  de l a  t r a n s c o r t i n e ,  p r o t é i n e  plasmatique 





p o r t e u s e  du c o r t i s o l ,  dans l a  p é n é t r a t i o n  c e l l u l a i r e  du s t é r o ï d e  

(Lippman 1974) b i e n  que des  r é c e p t e u r s  de l a  t r a n s c o r t i n e  a i e n t  é t é  

récemment mis en évidence s u r  l e s  membranes c e l l u l a i r e s  de  l a  p r o s t a t e  

chez l'homme (Hryb 1986). Il convient  de remarquer que l e s  glucocor- 

t i c o ï d e s  de synthèse  l e s  p l u s  a c t i f s  t e l s  que l a  dexaméthasone e t  

l ' a c é t o n i d e  de  t r iamcinolone  ne s e  l i e n t  pas  à l a  t r a n s c o r t i n e  e t  

p é n è t r e n t  rapidement dans l e s  c e l l u l e s  c i b l e s .  La t r a n s c o r t i n e  ne 

joue donc sans  doute pas  un r ô l e  c r u c i a l  dans l ' a c t i o n  des glucocor-  

t i c o ï d e s  . 
Une con t rove r se  s i m i l a i r e  e x i s t e  également à propos du mode d '  

e n t r é e  c e l l u l a i r e  des  a u t r e s  hormones s t é r o ï d e s  (De Ryck 1985, 

Milgrom 1973, P i e t r a s  1974) e t  il n 'y  a  guère  que l e  modèle t r è s  

p a r t i c u l i e r  de l ' o v o c y t e  d e  xénope pour o f f r i r  l ' exemple  ind iscu-  

t a b l e  d 'une  i n t e r a c t i o n  de  l a  proges té rone  avec l a  membrane plasmique 

ayan t  un r a p p o r t  d i r e c t  e t  sans  doute pr imordia l  avec l ' a c t i v i t é  

b io log ique  de c e t t e  hormone (Baulieu 1978, Godeau 1978). Ce 

d e r n i e r  modèle r e s t e  une except ion .  

2 - LIAISON DE L'HORMONE AU RECEPTEUR 

Une f o i s  dans l a  c e l l u l e  l e  s t é r o ï d e  s e  l i e  au  r é c e p t e u r  

q u i  e s t  de n a t u r e  e s s e n t i e l l e m e n t  p ro t é ique  e t  p r é s e n t  en  q u a n t i t é  

l i m i t é e  (20 à 30 000 s i t e s  de l i a i s o n  pa r  c e l l u l e ,  s o i t  une concen- 

t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de  l ' o r d r e  de l a  nanomole e t  une a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  de  l i a i s o n  de l ' o r d r e  de 0 , 2  à 0,6 picomole de s t é r o I d e  

p a r  mg d e  p r o t é i n e  c y t o s o l i q u e ) .  C e  r écep teu r  se l i e  de  manière 

s p é c i f i q u e  e t  avec une a f f i n i t é  é l e v é e  aux g l u c o c o r t i c o i d e s .  Les 

c a r a c t é r i s t i q u e s  d é t a i l l é e s  d e  c e  s i t e  de l i a i s o n  s e r o n t  envisagées 

dans l e  second c h a p i t r e  e t  nous nous con ten te rons  de s i g n a l e r  i c i  

que l e  r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  comme l a  p l u p a r t  des  r é c e p t e u r s  

des  hormones s t é r o ï d e s  e s t  peu s t a b l e  en l ' absence  de l i gand ,  q u ' i l  

e s t  s t a b i l i s é  i n  v i t r o  sous forme non l i é e  p a r  l ' a d d i t i o n  d'oxyanions 

du genre  molybdate, vanada te  ou t u n g s t a t e  e t  l ' a d d i t i o n  d ' agen t s  

r é d u c t e u r s  e t  e n f i n  qu'une phosphoryla t ion  du r é c e p t e u r  e s t  peut- 

ê t r e  impliquée dans l ' a c q u i s i t i o n  de sa  c a p a c i t é  à l i e r  l e  s t é r o ï d e  

(Dahmer 1984, Housley 1984) . 



3 - TRANSFORMATION DU COMPLEXE GLUCOCORTICOIDE-RECEPTEUR 

Ce t te  étape cons i s te  en l ' a c q u i s i t i o n  par l e  complexe hormone- 

récepteur de l a  capac i té  à se l i e r  de manière spécifique au matér ie l  

nucléai re  (ADN ou chromatine) pour déclencher l a  réponse c e l l u l a i r e .  

Dans l e  schéma class ique ( f igure  1) il s ' a g i t  d'une modification 

moléculaire qui  précède l a  t rans loca t ion  du complexe du cytoplasme 

vers l e  noyau, mais dans l ' usage  courant l e  terme englobe pa r fo i s  

l e s  deux processus de t ranslocat ion e t  de capaci té  à se  l i e r  à l ' A D N .  

Depuis sa  mise en évidence i n  v i t r o  su r  système a c e l l u l a i r e  (Higgins 

1973, Milgrom 19731, ce  phénomène a f a i t  l ' o b j e t  de t r è s  nombreux 

travaux récemment d i scu tés  dans d ' exce l len tes  revues générales (Danze 

1983, Higgins 1979, Grody 1982, Milgrom 1981, Schmidt 1982). Nous ne 

ferons que résumer i c i  l e s  p r inc ipa les  ca r ac t é r i s t i ques  de ce  phéno- 

mène complexe encore mal compris. 

a )  La transformation du complexe hormone-récepteur cytoso- 

l ique peut ê t r e  obtenue in  v i t r o  par chauffage modéré de l 'échan- 

t i l l o n  (généralement 20 à 25°C pendant 30 à 60 minutes), é léva t ion  

de l a  f o r ce  ionique à O°C, d i l u t i on  ou g e l - f i l t r a t i o n  de l ' é chan t i l l on  

ou encore par é lévat ion du pH. E l l e  s e  ca r ac t é r i s e  par : 

. l ' a c q u i s i t i o n  par l e  complexe d'une a f f i n i t é  accrue vis-à- 

v i s  des noyaux i s o l é s  e t  des supports de type DNA-cellulose. L a  

DNA-cellulose,plus pratique à manipuler que l e s  noyaux isolés ,ne  

l eur  e s t  cependant pas équivalente (Le Fèvre 1979). Plus généralement, 

l ' a f f i n i t é  du complexe transformé pour l e s  échangeurs d ' ions  s e  

trouve modifiée dans un sens acidophi le  : a f f i n i t é  accrue pour l a  

phosphocellulose, l 'hépar ine  agarose e t  1'ATP sepharose, r édu i t e  

pour l a  DEAE e t  l a  QAE ce l lu lose .  Le point  i soé lec t r ique  du complexe 

hormone-récepteur semble augmenter après  transformation d 'après l e s  

études l e s  mieux documentées (Ben O r  1983, Danze 1986). Il en i r a i t  

de même pour l a  charge n e t t e  du complexe (Andreasen 1982b). Ce 

caractère  acidophi le  de la  transformation a é t é  mis au compte du 

dévoilement de charges pos i t ives  à l a  surface  du récepteur (par 

exposit ion de rés idus  de lys ine  e t  d ' a rg in ine) .  



. d'autre part, après bien des polémiques sur les conditions 
expérimentales à utiliser, en particulier sur le recours au molybdate 

dans les tampons d'analyse et la force ionique de ces tampons (Bailly 

1980, Mc Blain 1981) , il semble admis maintenant que la transformation 
du complexe glucocor t ico ïde-récepteur  soit concomitante d'une réduction 

de taille de ce complexe (Alexis 1983, Holbrook 1984a, La Pointe 1986, 

Luttge 1984, Reker 1985, Sablonnière 1986, Sherman 1982, 1983 et 1984, 

Vedeckis 1981 et 1983, Weatherill 1984) observable en gradient de 

sucrose (passage de la forme 8-9s à la forme 4s) et en gel filtration 

(passage de la forme non transformée de 7-8 nm de rayon de Stokes à 

la forme transformée de 5 nm de rayon de Stokes) à condition que les 

tampons d'analyse contiennent du molybdate pour "geler" le processus 

de transformation pendant l'analyse chromatographique ou l'ultracen- 

trifugation. De plus, des formes intermédiaires 6s et 6 nm ont 

récemment été identifiées au cours de la transformation du complexe 

hormone-récepteur de souris (Reker 1985, La Pointe 1986) . 
. la transformation du complexe glucocor t ico lde-récepteur  

semble s'accompagner également d'une stabilisation de ce complexe 

ainsi qu'en témoigne la diminution de la constante de vitesse de 

dissociation de l'hormone après transformation (Mc Blain 1981, 

Moguilewsky 1984, Toth 1983). Mais l'accord n'est pas fait sur ce 

point (Goidl 1977). 

Toutes ces modifications caractérisant la transformation sont 

obtenues exclusivement avec des complexes glucocortico?de-récepteur 

préformés : la liaison préalable de l'hormone est ici indispensable 

comme cela semble être le cas pour la plupart des récepteurs des 

hormones stéroïdes à l'exception du récepteur de la progestérone 

du poulet (Yang 1982). La réversibilité de la transformation des 

complexes glucocort icoïde-récepteur reste une notion discutée 

(Aranyi 1983, Bodine 1984, Milgrom 198 1, Schmidt 1982) . 
b) Un grand nombre de facteurs endogènes et: exogènes ayant 

un effet inhibiteur ou activateur sur le mécanisme de transformation 

ont été décrits dans la littérature (Dahmer 1984, Grody 1982, Schmidt 

1982). On peut distinguer idéalement deux catégories de facteurs. 



D'une p a r t  l e s  f a c t eu r s  a f f e c t a n t  l ' é t ape  de transformation proprement 

d i t e ,  c '  est-à-dire ceux qu i  manifestent  l e u r  e f f e t  exclusivement quand 

on l e s  a j o u t e  avant l ' é t a p e  de transformation e t  qui  n ' i n t e r f è r e n t  

pas avec l a  l i a i son  à l ' A D N  des complexes déjà  transformés. D'autre 

pa r t  l e s  f a c t eu r s  sans e f f e t  su r  l a  transformation elle-même, mais 

capables d '  i n t e r f é r e r  avec l a  1 ia i son  à 1 'ADN des complexes transformés. 

Les f a c t e u r s  endogènes de ce type sont  appelés f a c t eu r s  de trans-  

locat ion.  La d i s t i nc t i on  en t re  l e s  d i f f é r en t s  types de f ac t eu r s  

n ' e s t  pas toujours t r è s  c l a i r e  dans l a  l i t t é r a t u r e ,  d ' au tan t  que 

ce r t a i n s  f a c t eu r s  ont  pu sembler ê t r e  impliqués dans l e s  deux étapes 

de transformation e t  de t rans locat ion.  Ces f ac t eu r s  sont  nombreux e t  

comprennent : 

. l e s  oxyanions de c e r t a i n s  métaux de t r a n s i t i o n  du groupe V I ,  

t e l s  que l e s  ions vanadate, tungs ta te  e t  su r t ou t  molybdate (Dahmer 

1984). Ce dern ie r  inhibe de manière révers ib le  l a  transformation de 

tous l e s  complexes stéroïde-récepteur à une concentra t ion de l ' o r d r e  

de 10 mM. Il n'empêche pas l a  l i a i s o n  à l'ADN de complexes déjà  

transformés à l a  concentrat ion de 10 à 20 mM (Murakami 1981). Il e s t  

largement u t i l i s é  pour s t a b i l i s e r  l e  récepteur l i é  ou non à l'hormone, 

sous sa forme de haut  poids moléculaire.  Le mécanisme moléculaire de 

son ac t ion  s t a b i l i s a t r i c e  e t  i n h i b i t r i c e  de l a  transformation e s t  

encore hypothétique (vo i r  d iscuss ion du Chapitre II 2 .1  e )  mais il 

s ' a g i t  vraisemblablement d'une i n t e r ac t i on  d i r e c t e  du molybdate avec 

l e  récepteur lui-même a i n s i  qu'en témoigne l a  pe rs i s t ance  de ses  

e f f e t s  s u r  des complexes glucocort ico?de-récepteur ou progestérone- 

récepteur hautement p u r i f i é s  sous forme non transformée, pe rs i s t ance  

observée par  l a  p lupar t  des au teurs  (Grandies 1384b, Idziorek 1985b, 

Renoir 1 983, Puri  1982) à 1 'exception d'un seul  (Naray 1 983). L' i n t e r -  

ac t ion  du molybdate avec l e  complexe hormone-récepteur e s t  assez f a i b l e ,  

e t  pou r r a i t  in té resse r  des groupements phosphate ou p lus  probablement 

des rés idus  de cysté ine  access ib les  à l a  surface  du récepteur 

(Dahmer 1984). 



. un ou p l u s i e u r s  r é s i d u s  d e  c y s t é i n e  s e r a i e n t  d ' a i l l e u r s  

i nd i spensab le s  à l a  t ransformat ion  du complexe glucocort ico?de-  

r é c e p t e u r  e t / o u  à sa l i a i s o n  à l ' A D N .  S i  l e s  r é s u l t a t s  ob tenus  avec  

l ' i odoacé tamide  r e s t e n t  c o n t r a d i c t o i r e s  e t  c r i t i c a b l e s  (Bodwell 

1984a,Kalimi 1980, Young 1975), ceux provenant  de  l ' u t i l i s a t i o n  d e  

r é a c t i f s  p l u s  s p é c i f i q u e s  des  c y s t é i n e s  comme l e  N-éthylmaléimide e t  

s u r t o u t  l e s  a c i d e s  5 , 5 ' - d i t h i o b i s  (2-ni t robenzoïque) ,  6 ,6 ' -d i th io -  

b i s  n i c o t i n i q u e  e t  méthylméthanethiosulfonique sont  beaucoup p l u s  

c l a i r s  : l e  t r a i t e m e n t  des  complexes s t é ro ïde - r écep teu r  p a r  l e s  

r é a c t i f s  l e s  p l u s  a c t i f s , a v a n t  ou a p r è s  l ' é t a p e  de t r ans fo rma t ion  

pa r  l a  cha l eu r ,  i n h i b e  l a  l i a i s o n  u l t é r i e u r e  à l a  DNA-cellulose 

(Bodweil 1984a).  Ces r é s u l t a t s  suggèrent  que des  groupements t h i o l s  

son t  l o c a l i s é s  au v o i s i n a g e  immédiat du s i t e  de  l i a i s o n  à l'ADN du 

r écep teu r  t ransformé,  s inon  dans c e  s i t e  lui-même. Bodwell (1984b) 

a  d ' a i l l e u r s  récemment montré que l a  chromatographie c o v a l e n t e  s u r  

une colonne à t h i o l  a c t i v é  immobilisé avec un b r a s  p a r t i c u l i e r  p e r m e t t a i t  

de  r e t e n i r  l e  complexe t ransformé e t  non l e  complexe n a t i f .  De p l u s ,  

l ' a d d i t i o n  d'ADN en s o l u t i o n  i n t e r f è r e  avec l a  r é a c t i o n  du r é c e p t e u r  

avec l e  suppor t ,  c e  que l ' a u t e u r  p r é s e n t e  comme un argument supplé- 

men ta i r e  pour a f f i r m e r  l ' e x i s t e n c e  d e  r é s i d u s  d e  c y s t é i n e  à l a  

su r f ace  du r é c e p t e u r  lui-même, dans s a  r ég ion  de l i a i s o n  à l ' A D N ,  e t  

pour supposer  que c e s  r é s i d u s  p a r t i c u l i e r s  apparemment i n a c c e s s i b l e s  s u r  

l e  r écep teu r  non t ransformé s e r a i e n t  d é v o i l é s  au cours  de l a  t r ans -  

formation.  Il e x i s t e  pour t an t  sûrement d ' a u t r e s  t h i o l s  a c c e s s i b l e s  

s u r  l e  complexe g lucocor t i îo ïde - récep teu r  t ransformé ou ncn a i n s i  

qu'en témoignent l e s  expér iences  r é a l i s é e s  avec d ' a u t r e s  colonnes à 

t h i o l  immobilisé ( Idz io rek  1985a, Bodwell 1984b). Tous c e s  r é s i d u s  

t h i o l s  s o n t  d i s t i n c t s  du r é s idu  impliqué dans l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  

au r é c e p t e u r  ( v o i r  c h a p i t r e  I I ) .  

. d ' a u t r e s  aminoacides semblent impliqués dans l a  l i a i s o n  du 

complexe t ransformé à l ' A D N .  Tout d ' abo rd  des  r é s i d u s  de  l y s i n e  

a i n s i  que l e  suggère les  e f f e t s  du phosphate  de  pyr idoxal ,  b i e n  

é t u d i é s  pa r  l e  groupe d e  Litwack e t  récemment revus (Schmidt 1982, 

Litwack 1985, D i  Sorbo 1982). Ce r é a c t i f  empêche l a  1 i a i s o n  du 

complexe t ransformé au DNA en s e  l i a n t  probablement à des  r é s i d u s  de  



l y s i n e  dévo i l é s  au cour s  de l ' é t a p e  d e  t r ans fo rma t ion .  En e f f e t  l e  

t r a i t e m e n t  p r é a l a b l e  du complexe non t ransformé avec l e  phosphate de 

py r idoxa l ,  s u i v i  de  l a  r éduc t ion  des bases  d e  Sch i f f  formées e t  d e  

l ' e x c è s  d e  r é a c t i f  p a r  l e  borohydrure d e  sodium n'empêche pas l a  

t ransformat ion  u l t é r i e u r e  du complexe q u i  peu t  a l o r s  s e  l i e r  à l'ADN. 

Il y a u r a i t  donc des  r é s i d u s  d e  l y s i n e  dans l e  s i t e  d e  l i a i s o n  à 

l'ADN du complexe a c t i v é .  Le phosphate d e  pyr idoxal  e s t  d ' a i l l e u r s  

p a r f o i s  u t i l i s é  pour é l u e r  l e s  complexes a c t i v é s  l i é s  à l a  DNA- 

c e l l u l o s e .  De même, l ' u t i l i s a t i o n  de l a  1,2-cyclohexanedione, du 

r o s e  bengale  e t  du pyrocarbonate  d ' é t h y l e  o n t  f o u r n i  des  éléments e n  

f a v e u r  d e  l a  présence  d e  r é s i d u s  a r g i n i n e  e t  h i s t i d i n e  au niveau du 

s i t e  d e  l i a i s o n  à l'ADN (Di Sorbo 1980). 

. L ' e f f e t  a c t i v a t e u r  d e  l a  t ransformat ion  p r é s e n t é  p a r  l a  

phosphatase a l c a l i n e  d ' i n t e s t i n  d e  veau e t  l ' e f f e t  r a l e n t i s s e u r  de  

c e r t a i n s  i n h i b i t e u r s  d e  phosphatase ( B a m e t t  1980) o n t  pu l a i s s e r  

penser  que l a  t r ans fo rma t ion  du complexe compor t e ra i t  une é t ape  de  

déphosphorylat ion du r é c e p t e u r .  Ceci  e s t  l o i n  d ' ê t r e  c l a i r emen t  

démontré, b i e n  que l ' a c t i o n  d ' une  phosphoprotéine phosphatase 

endogène a i t  é t é  évoquée. Une d i s c u s s i o n  c l a i r e  e t  complète d e  c e  

problème a récemment é t é  menée p a r  Schmidt (1 982) e t  Housley (1 984).  

Les arguments en f a v e u r  de  l a  phosphoryla t ion  du r é c e p t e u r  sont  

envisagés  p l u s  l o i n .  

. Toute une s é r i e  d e  d é r i v é s  phosphorylés t e l s  q u e  l'AT?, ~ ' A D P ,  1' 

AMP, l e  pyrophosphate,  l e  paranitrophenylphosphate,  l 'a-naphtyl-  

phosphate e t  l e  g lycérophosphate  semblent a c t i v e r  l a  t r ans fo rma t ion  

du complexe glucocorticoTde-récepteur (Ba rne t t  1980 , Holbrook 1983b, 

John 1979, Moudgil 1984 e t  1985). Ces d i v e r s e s  molécules  a g i s s e n t  

dans des  cond i t i ons  t e l l e s  que l ' o p i n i o n  q u i  prévaut  ac tue l lement  quant  

à l e u r  mécanisme d '  a c t i o n  e s t  c e l l e  d 'une i n t e r a c t i o n  physicochimique 

d i r e c t e  avec l e  r é c e p t e u r  lui-même p l u t ô t  qu'un e f f e t  enzymatique en 

r appor t  avec l a  phosphoryla t ion  du r écep teu r .  



. Le rô l e  dans l a  transformation dlune éventuel le  mcllécule d ' m ~  

assoc ié  au complexe glucocortico?de-récepteur a é t é  évoqué par divers 

auteurs  (Anderson 1985, Chong 1982, Economidis 1985, Hutchens 1982, 

Kovacic 1985, Liao 1980, Mayer 1983b,Reker 1983, Rossini  1983, 

Sablonnière 1986, Tymoczko 1983 e t  1984). La plupar t  de ces études 

ont  é t é  menées sur  des préparations cytosoliques s o i t  supplénientées en 

ARN, s o i t  t r a i t é e s  à l a  ribonucléase e t  analysées ensui te  vis-  

à-vis de l eu r s  propr ié tés  physicochimiques (par cen t r i fuga t ion  en 

gradient  de sucrose et /ou en chromatographie d 'exclusion de t a i l l e )  

e t  de l e u r  capaci té  à s e  l i e r  à l a  DNA-cellulose. Un seul  auteur  

a montré plus  directement que l e  complexe hormone-récepteur e s t  une 

r ibonucléoprotéine par des expériences de r é t i c u l a t i o n  chimique 

(Economidis 1985). L'ARN assoc ié  au récepteur s e r a i t  de p e t i t e  t a i l l e  

e t  s e r a i t  perdu au cours de l a  transformation q u ' i l  s e r v i r a i t  peut-être 

à moduler (Kovacic 1985, Sablonnière 1 9 8 6 b ) . ~ e t t e  question de 1 'ARN 

assoc ié  aux récepteurs des hormones connait actuellement un dévelop- 

pement c ro i ssan t  ca r  des r é s u l t a t s  s imi la i res  ont é t é  rapportés pour 

l e s  récepteurs  des oestrogènes (Chong 1982, Thomas 19851, de l a  

progestérone (Liao 1980, Thomas 1986), des androgènes (Liao 1980, 

Mulder 1984) e t  de l a  vitamine D (Franceschi 1984). 11 r e s t e  à 

i d e n t i f i e r  c e t  ARN, ce  qui  r i sque  d ' ê t r e  d é l i c a t ,  c a r  il appara î t  

pour 1' i n s t an t  d i f f i c i l e  à copurif i e r  avec l e  récepteur non 

transformé. 

. Une s é r i e  de dér ivés  assez disparates  ont  ézalernent é t é  c réd i tés  

d'une ac t ion  sur l ' é t ape  de transformation qui  p a r a i t  a i n s i  ac t ivée  

par l e s  acides  aminés basiques (Schmidt 1982) , l e s  bases xanthiques 

(Cake 1978a) e t  l 'hépar ine  (Mc Blain 1984, Moudgil 19841, a l o r s  

q u ' e l l e  e s t  inhibée par  l e  tosyl-lysylchlorométhane (Hubbard 1984b) 

e t  par l ' i o n  l i th ium (Andreasen 1382al.ies cat ions  divalents  ont des 
2 + e f f e t s  encore m a l  compris : M ~ ~ +  e t  Mn empêchent l a  l i a i s o n  du 

2 + récepteur transformé à l ' A D N  tandis  que l e s  e f f e t s  de Ca sont plus 

complexes e t  passeraient  peut-être par l ' a c t i v a t i o n  d'une protéase 
2+ 2+ 2+ 

calcium dépendante (Schmidt 1982). Les ions Zn , Cu , Sn , Fe 
2 + 

e t  cd2+ empêchent égalercent l a  l i a i s o n  à 1 'ADN (Norris 1983). Enfin, 



l ' a c i d e  a r i r i ne t r i ca rboxy l ique  e t  l a  r i famycine  AF/013, deux molécules  

connues pour i n t e r f é r e r  avec des  p r o t é i n e s  l i a n t  l 'ADN empêchent l a  

l i a i s o n  du r é c e p t e u r  a c t i v é  à l ' A D N  (Moudgil 1984). Il en va  d e  même 

pour l a  1 , 1 O-phénantroline, un c h é l a t e u r  d ' i o n  m é t a l l i q u e ,  c e  q u i  

l a i s s e  supposer que l e  r écep teu r  t ransformé e s t  une m é t a l l o p r o t é i n e  

(Schmidt 1981),  e t  pour l e  bromure d 'é th id ium un agent  i n t e r c a l a n t  de 

l ' A D N  (Izawa 1980) . 
. p l u s i e u r s  f a c t e u r s  endogènes i n t e r f é r a n t  avec l a  t r ans fo rma t ion  

ou l a  t r a n s l o c a t i o n  on t  é t é  d é c r i t s  e t  r é c e m e n t  b i e n  revus  (Dahmer 1984). 

Le mieux documenté e s t  1 ' i n h i b i t e u r  thermos t a b l e  de f a i b l e  po ids  molécu- 

l a i r e  (PM < 700) dont  l e s  e f f e t s  semblent s i m i l a i r e s  à ceux du molyb- 

d a t e  e t  dont  l a  n a t u r e  chimique r e s t e  inconnue. P lus  récemment ont  é t é  

d é c r i t s  un i n h i b i t e u r  thermolabi le  de  h a u t  po ids  mo lécu la i r e  (Barriett  

1983) e t  un s t i m u l a t e u r  cytoplasmique thermostab le ,  de h a u t  po ids  

molécula i re ,  e t  s e n s i b l e  à l a  t r y p s i n e  (Schmidt 1985). Ce d e r n i e r  s e r a i t  

ind ispensable  pour  o b t e n i r  une t r ans fo rma t ion  complète du r é c e p t e u r  

p u r i f i é  sous forme non t ransformés  e t  possède des  p r o p r i é t é s  communes 

avec l a  r i bonuc léase .  Enfin,  il e x i s t e r a i t  au moins un i n h i b i t e u r  endogène 

de l a  t r a n s l o c a t i o n  (Dahmer 1984, Isohashi  1986) responsable  d e  l a  dimi~iu- 

t i o n  de l a  l i a i s o n  au  noyau des  é c h a n t i l l o n s  c y t o s o l i q u e s  concen t r é s  en 

complexe hormone-récepteur a c t i v é .  Ce t  i n h i b i t e u r  e s t  t he rmolab i l e  e t  

macromoléculaire.  

. un d e r n i e r  f a c t e u r  à prendre en compte e s t  l a  n a t u r e  du 

s t é r o ï d e  l i é  au r écep teu r .  En e f f e t ,  d è s  l a  mise en évidence de  l ' a c -  

t i v i t é  a n t i g l u c o c o r t i c o ï d e  de  c e r t a i n s  s t é r o ï d e s  d é r i v é s  d e  l a  proges- 

té rcne ,  capab le s  d e  s e  l i e r  au r é c e p t e u r  sans  e n t r a î n e r  de réponse 

g lucocor t i co ïde  , l ' hypo thhse  S'une absence  de t r ans fo rma t ion  e t  de  

migra t ion  au noyau des  complexes s t é ro ïde - r écep teu r  obtenus avec  c e s  

dé r ivés  a  é t é  formulée. Un modèle s e l o n  l e q u e l  l e  r é c e p t e u r  s e r a i t  

une p r o t é i n e  a l l o s t é r i q u e  à l ' a c t i v i t é  r égu lée  p a r  son l i g a n d  s t é r o ï d i e n  

a  même é t é  proposé (Rousseau 1973 e t  1975, Samuels 1970). Ce modèle 

n ' e s t  qu ' imparfa i tement  é t a y é  p a r  l e s  r é s u l t a t s  expérimentaux : s i  l e s  

complexes proges té rone- récepteur  des  g l u c o c o r t i c o l d e s  ne  mig ren t  pas 

au noyau (Rousseau 19731, ceux obtenus avec  l a  co r t exo lone  migrent  mais 

s e  l i e n t  avec une a f f i n i t é  r é d u i t e  au noyau c e l l u l a i r e  (Wira 1974, 



Turne11 1974).  En f a i t  l a  f a i b l e  a f f i n i t é  de  c e s  d é r i v é s  pour l e  

r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  a empêché d e  pousser  p l u s  l o i n  l ' i n -  

v e s t i g a t i o n  e t  rend c e s  premiers  r é s u l t a t s  d i s c u t a b l e s .  La s i t u a t i o n  

a cependant évolué rapidement c e s  d e r n i è r e s  années avec l a  

d e s c r i p t i o n  de nouveaux an t ig lucocor t i co?des  p l u s  a c t i f s .  A ins i ,  

l e  mésylate  de dexaméthasone développé pa r  l e  groupe de  Simons (1981) : 

c e  p r o d u i t  p ré sen te  une a f f i n i t é  r e l a t i vemen t  é l evée  pour l e  

r é c e p t e u r  des  g lucocor t ico?des  e t  s u r t o u t  il s e  comporte corne un 

marqueur covalen t  du r écep teu r .  An t ig lucocor t i co fde  e f f i c a c e  s u r  

l e s  c e l l u l e s  d'hépatome en c u l t u r e ,  il i n d u i t  un t r a n s f e r t  n u c l é a i r e  

beaucoup p l u s  f a i b l e  que ne l e  f a i t  l a  dexaméthasone (Simons 1983 e t  

1986).  Cependant, b i e n  que des  anomalies de  l a  t ransformat ion  

des  complexes c y t o s o l i q u e s  mésylate  de dexaméthasone-récepteur 

e t  qu'une l é g è r e  r é d u c t i o n  d ' a f f i n i t é  des  complexes t ransformés 

v is -à -v is  de  la  DNA-cellulose e t  de séquences s p é c i f i q u e s  de 

gènes r é g u l é s  par  l e s  g lucocor t icoEdes  a i e n t  é t é  observées 

(Mi l l e r  1984, Simons 1984),  e l l e s  ne s u f f i s e n t  pas  à r end re  compte 

de l ' e f f e t  a n t i g l u c o c o r t i c o ï d e  de  l a  molécule.  La s i t u a t i o n  e s t  un 

peu s i m i l a i r e  pour l e  RU 486, l e  p l u s  p u i s s a n t  a n t i g l u c o c o r t i c o f d e  

connu, récemment d é c r i t  par  l e s  chercheurs  du groupe Roussel-Uclaf 

( P h i l i b e r t  1981). Ce p r o d u i t  s e  l i e  de manière non cova len te  au 

r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  avec une a f f i n i t é  extrêmement é l evée  

( supé r i eu re  à c e l l e  de la  dexarnéthasone) . Cependant l a  t r ans fo rma t ion  

e t  l e  t r a n s f e r t  au noyau des complexes RU 486-récepteur des glucocor- 

t i c o ï d e s  appa ra i s sen t  moins e f f i c a c e s  que ceux du complexe 

dexaméthasone-récepteur (Bourgeois 1984, Moguilewsky 1983) . Ce 

p r o d u i t  s t a b i l i s e  i n  v i t r o  e t  i n  v ivo  l e  r é c e p t e u r  sous s a  forme 

non t ransformée de h a u t  poids mo lécu la i r e  (Formstecher 1986, Sablon- 

n i è r e  1986). Enf in ,  l e s  données concernant  l ' a f f i n i t é  du complexe 

RU 486-récepteur pour la  DNA-cellulose e t  s u r t o u t  pour l e s  séquences 

d'ADN s p é c i f i q u e s  de l i a i s o n  des  r écep teu r s  (obtenues à p a r t i r  

du clonage de gènes r é g u l é s  par  l e s  g lucocor t ico?des)  r e s t e n t  

c o n t r a d i c t o i r e s  : l ' a £  f i n i t é  e s t  diminuée pour  l e s  uns (Bourgeois 

19841, acc rue  pour l e s  a u t r e s  (Rajper t  1986). S i  l e s  données 



récentes ne permettent pas encore de comprendre le mécanisme d'action 

des antiglucocorticoZdes, elles relancent l'intérêt des recherches 

sur l'implication de l'étape de transformation dans ce mécanisme. 

c) Tous ces facteurs divers, capables d'interf érer avec 

la transformation et la volumineuse littérature qu'ils ont suscitée 

sont à même d'embrouiller l'esprit le plus rassis. Il faut espérer 

que la purif lcation du récepteur non transf orné, 1 'éclaircissement 

de sa structure, l'isolement et la caractérisation des facteurs 

endogènes interférant avec la transformation, ainsi que l'utilisation 

croissante des séquences d'ADN spécifiques de gènes clonés et de 

systèmesde transcription in vitro pour étudier cette transformation, 

permettront d'y voir plus clair. Néanmoins, quelques auteurs ont 

déjà tenté d'organiser tout ou partie des connaissances déjà 

acquises autour de modèles spéculatifs de la transformation. Un des 

plus achevés est celui récement proposé par Vedeckis (Vedeckis 

1985) et représenté sur la figure 2. Ce modèle rend compte de la 

transformation par un mécanisme central de dissociation des sous- 

unités constituant le com?lexe hormone-récepteur non transformé. 

Il ne tranche pas entre les deux hypothèses principales émises à 

propos de la structure du complexe non transformé, à savoir complexe 

homooligomérique ou hétérooligomérique. Cette dernière hypothèse 

semble pourtant actuellemect étayée d'une manière de plus en plus 

claire (voir Chapitre 2) et une protéine de poids moléculaire 

90 000 ne liant pas le stéroïde fait indiscutablement partie du 

complexe oligomérique non transformé. Son rôle dans la transformation 

est encore mal compris. Cette protiine et peut-être une ou des 

molécules d'Am constitueraient les facteurs liés au récepteur (RBF). 

Le rôle vraisemblable de la dissociation du complexe oligomérique 

dans l'étape de transformation a été confirmé par des expériences 

qui montrent que le complexe oligornérique une fois réticulé par 

des agents bifonctionnels du type diimidates ne peut plus être 

transformé (Aranyi 1984a).~e schéma de Vedeckis décrit une trans- 

formation en deux étapes dont seule la première est sensible au 
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molybdate. Schmidt (19851, étudiant la transformation du récepteur 

purifié, a récement proposé également un modèle en deux étapes, 

la première, sensible à la température et inhibée par le molybdate 

correspondrait à la dissociation du complexe oligomérique, la 

seconde insensible à la température et au molybdate, nécessiterait 

un facteur cytoplasmique macromoléculaire thermostable qui serait 

peut-être une RNAase endogène. 

Enfin pour Gustafsson (1983) la dissociation des sous-unités de 

l'oligomère non activé serait un phénomène à la signification 

discutable in vivo, qui précéderait l'étape de transformation pro- 

prement dite, car il a mis en évidence une forme monornérique non 

transformée du récepteur. Son groupe vient cependant de modifier 

sa conception du récepteur transformé qu'il décrit maintenant comme 

un hétérodimère comportant une unité liant le stérolde et une protéine 

de poids moléculaire 72 000 qui jouerait un rôle important dans la 

spécificité de l'interaction du complexe activé avec l'ADN (Carlstedt- 

Duke 1985, Gustafsson 1386, Wrange 1986). 

d) Réalité de la transformation in vivo : 

Les complexes stéroïde-récepteur ont été essentiellement 

étudiés in vitro à 0°C sur des échantillons préparés en milieu 

très hypotonique ou stabilisés par du molybdate de sodium. Qu'en 

est-il in vivo, à 37°C et en milieu isotonique ? La transformation 

a-t-elle une signification biologique réelle dans la cellule, et 

tous les complexes hormone-récepteur ne sont-ils pas d'emblée 

transformés ? Cette interrogation capitale a suscité des travaux 

qui concluent à la réalité de la transformation in vivo, grâce à 

la mise en évidence de la forme non transformée dans les tissus et 

cellules intacts (Markovic 1980a,Munck 1979, Miyabe 1983, Holbrook 

1983a, Raaka 1983 et 1985). 

Munck (1984) a récemment proposé un modèle cinétique de la 

transformation (figure 31, dans lequel la transformation serait bien 

l'étape irréversible limitante pour la formation des complexes 



Figure  3 - Modèle c i n é t i q u e  d e  l a  t ransformat ion  des  

complexes glucocort ico?de-récepteur  s e l o n  

Munck (1  984) 



nucléai res .  A 37°C e l l e  ne n é c e s s i t e r a i t  avec l a  dexaméthasone que 

30 à 60 secondes dans l e s  thymocytes de r a t  (Holbrook 1984a, 

Munck 1984), a l o r s  qu ' e l l e  appa ra î t  beaucoup plus l e n t e  avec l ' a n t i -  

glucocort icolde RU 486 (Formstecher 1986). Signalons enf in  que Raaka 

(1983) a  proposé un modèle d i f f  é r en t  de c e l u i  de Munck, où l a  

transformation e s t  au con t r a i r e  complètement révers ib le .  Ce modèle 

semble con£ irmé par des r é s u l t a t s  r écen t s  ( Ic  In ty re  1985, Raaka 1985). 

Dans l e s  deux modèles l a  t r ans loca t ion  au noyau e s t  considérée 

comme révers ib le .  Mais nous a l l o n s  vo i r  que l a  no t ion  même de trans-  

locat ion a  é t é  récemment contes tée .  

Enfin, c e r t a i n s  auteurs ont  cherché à voi r  s i  l e  molybdate 

pouvait avo i r  une ac t i on  sur l a  transformation e t  l a  t r ans loca t ion  

du complexe glucocort icolde-récepteur su r  des c e l l u l e s  en c u l t u r e .  

I l s  ont obtenu des r é s u l t a t s  con t r ad i c to i r e s  en faveur (Raaka 1985) 

ou contre (Naray 1983, Svec 1985a) un e f f e t  du molybdate sur l e s  

c e l l u l e s  en t i è r e s .  

4 - TRANSLOCATION DU COEPLEXE HORMONE-RECEPTEUR DU CYTOPLASME VERS 

LE NOYAU. LE LROBLEME DE LA LOCALISATION CELLULAIRE EFFECTIVE 

DU RECEPTEUR I N  VIVO. 

Le modèle communément admis considère qu'en 11a5sence d'homone 

l e  récepteur e s t  l o c a l i s é  dans l e  cytoplasme, probablement sous forme 

soluble, e t  que c e  n ' e s t  qu'après avoir  l i é  l'hormone q u ' i l  migre vers  

l e  noyau (Rousseau 1983). Les arguments en faveur de c e  modèle 

sont  simples : l'hormone radioact ive  i n j e c t é e  à l 'animal e n t i e r ,  

ou a joutée  à des c e l l u l e s  en suspension incubées à 37°C e s t  retrouvée 

essent ie l lement  au niveau du noyau c e l l u l a i r e  avec l e  récepteur.  Au 

con t ra i re  s i  on f ract ionne un t i s s u  en l 'absence d'hormone, l e  

récepteur e s t  retrouvé dans l a  f r a c t i o n  cytosolique.  L 'appar i t ion 

du complexe nuc léa i re  e t  l a  déplé t ion cytosolique concomitantes à 

l a  transformation ont  é t é  mises en évidence à de nombreuses 

repr i ses  i n  v i t r o  (Higgins 1979) confor tant  a i n s i  l e  dogme du 

modèle à deux étapes : l i a i s o n  cytoplasmique puis t r ans loca t ion  

nucléaire.  Mais ce dogme repose en f a i t  su r  une conception vraisem- 



blablement erronée de ce qu'est le cytosol. En effet, le cytosol, 

surnageant d'ultracentrifugation d'un homogénat cellulaire total, a 

été longtemps considéré d'une manière sans doute hâtive et abusivement 

simplificatrice, comme correspondant essentiellement à la fraction 

soluble du cytoplasme. Ce point de vue a été récemment remis en cause 

avec éclat par deux publications concernant le récepteur des oestro- 

gènes dont elles démontrent, avec des techniques différentes, que sa 

localisation première, sous forme non liée à l'hormone, est déjà nuclé- 

aire (King 1984, Wehlshons 1984). Wehlshons (1984) utilisant une tech- 

nique d'énucléation cellulaire à la cytocholasine B sépare les "cyto- 

plastes1' des "nucléoplastes" et retrouve le récepteur des oestrogènes 

exclusivement au niveau de ces derniers. Sa technique de fractionnement 

éviterait les artefacts dus à l'homogénéisation totale couramment 

employée pour préparer le cytosol. De leur côté, King et Greene (1984) 

localisent le même récepteur dans le noyau des cellules cibles par 

irnrnunocytochimie avec un anticorps monoclonal anti-récepteur des 

oestrogènes. Une localisation nucléaire du récepteur de la progestérone 

a également été rapportée chez le poulet (Gasc 1984) et chez l'homme 

(Perrot Applanat 1985) par immunocytochimie, et chez le rat (Wehlshons 

1985) par énucléation cellulaire. Les résultats obtenus en ce qui 

concerne le récepteur de glucocorticoïdes sont contradictoires. Les 

premières études imrnunocytochimiques menées sur le foie de rat (Govindan 

1980, Antakly 1984), les cellules d'hépatome de rat (Gustaf sson 1983) , 
l'hippocampe de rat (Gustafsson 1983) et certaines cellules humaines 

(Papamichail 1980) semblent en faveur d'une localisation surtout 

cytoplasmique du récepteur non lié à l'hormone avec translocation 

vers le noyau du complexe hormone-récepteur. Les expériences 

d'énucléation cellulaire donnent des résultats contradictoires : 

Wehlshons (1985) observe une localisation nucléaire du récepteur 

non lié dans les cellules tumorales GH3 de rat alors que dans les 

mêmes cellules Lukola (1985) obtient le contraire. 

Ces résultats obligent à reconsidérer le modèle classique à 

deux étapes (une cytosolique et une nucléaire) et à proposer 

à côté de celui-ci, le modèle à l'équilibre et le modèle nucléaire 

(figure 4). Le modèle à 1' équilibre, dû à Sheridan (1 979), postule 



(a) modèle en deux é t a p e s  (b) modèle à l ' é q u i l i b r e  

Hormone 

s t é r o ï d e  

(cl modèle n u c l é a i r e  

Récepteur 

non l i é  

F igure  4 - Les t r o i s  modèles de  d i s t r i b u t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  

des  r écep teu r s  des  hormones s t é r o ï d e s  (Clark 1984) 



que l e s  deux formes du récepteur,  l i b r e  ou l i é  à l'hormone, s e  

partagent en t re  l e  cytoplasme e t  l e  noyau e t  que c e t  équ i l ib re  s e r a i t  

rompu de manière a r t i f i c i e l l e  par  l 'homogénéisation t i s s u l a i r e .  Ce 

dernier  modèle proposé pour l e  récepteur des oestrogènes ne  semble 

pas s 'appliquer au récepteur des glucocortico?des c a r  l e s  condi t ions  

u t i l i s é e s  par Sheridan donnent dans ce cas  un r é s u l t a t  en faveur 

du modèle à deux é tapes  (Abbott 1982). 

Quoi q u ' i l  en s o i t ,  l a  remise en cause de l ' é t a p e  de translo- 

cat ion e t  l e s  controverses qui  l'accompagnent (Clark 1984, Szego 1985) 

ne modifient sans doute pas de manière profonde no t re  conception 

du mécanisme d 'act ion des hormones s téroïdes .  La notion de t ransfor-  

mation r e s t e  en e f f e t  admise par l a  p lupar t  des auteurs ,  e l l e  a u r a i t  

simplement l i e u  dans l e  noyau au l i e u  de prendre place dans l e  

cytoplasme, e t  l a  conséquence pr incipale  de tou t  l e  remue-ménage 

entourant ce problème de l oca l i s a t i on  du récepteur non l i é  sera  

peut-être uniquement l a  nécess i t é  de r e f a i r e  l e s  schémas de tous 

l e s  manuels de biochimie montrant l e  c lass ique modèle à deux é tapes  

(Schrader 1984). 

5 - INTERACTION AVEC LES CONSTITUANTS DU NOYAU CELLULAIRE 

Depuis l a  mise en évidence de l 'accumulation nuc léa i re  des 

glucocorticoldes t r i t i é s  e t  de l eu r s  récepteurs dans l e s  c e l l u l e s  

c i b l e s  (Beato 1970, Rousseau 1973, Higgins 1973, Kalimi 1983) l e s  

travaux s e  sont mu l t i p l i é s  pour comprendre l a  nature de l ' i n t e r -  

ac t ion  du complexe glucocort icoïde-récepteur avec l e s  cons t i tuan ts  

du noyau c e l l u l a i r e  e t  son r ô l e  dans la régulat ion de l 'express ion 

des gènes. 

Deux approches e s s e n t i e l l e s  ont  é t é  u t i l i s é e s  successivement dans 

l ' é tude  de ce  problème : 

- l a  première cons i s te  à étudier  l ' i n t e r a c t i o n  des complexes s téroide-  

récepteur avec des noyaux ou des f rac t ions  nuc léa i res  i so lés  e t  à 

essayer de ca r ac t é r i s e r  des s i t e s  spécifiques de l i a i son .  E l l e  

a f a i t  l ' o b j e t  de revues bien documentées (Yamamoto 1976, Higgins 

1979, Walters 1985). La l i a i s o n  nucléai re  mise en évidence sur  



c e l l u l e s  e n t i è r e s  ou s u r  noyaux c e l l u l a i r e s  i s o l é s  i n  v i t r o  e s t  

i n d i s c u t a b l e ,  mais l 'homogénéi té  e t  l a  s a t u r a b i l i t é  des  s i t e s  de 

l i a i s o n  observés l ' e s t  beaucoup moins. L'ADN e s t  l e  c o n s t i t u a n t  

n u c l é a i r e  q u i  a  b i e n  s û r  r e t enu  l e  p l u s  l ' a t t e n t i o n .  Mais l a  l i a i s o n  

des  complexes s t é ro ïde - r écep teu r  t ransformés  à l ' A D N  r é s u l t e  proba- 

blement en grande p a r t i e  d 'une i n t e r a c t i o n  ion ique  ( v o i r  l e  para- 

graphe s u r  l a  t r ans fo rma t ion ) .  C e t t e  l i a i s o n  e s t  en e f f e t  non s a t u r a b l e  

e t  montre a p p a r e m e n t  pas  ou peu de  s p é c i f i c i t é  de  t i s s u  ou 

d'espèce. Les t ravaux p o r t a n t  s u r  l a  comparaison de l ' a f f i n i t é  des  

complexes hormone s t é ro lde - r écep teu r  pour d i v e r s  o l i g o n u c l é o t i d e s  de 

synthèse nono ou D i c a t 4 n a i r e  o n t  cependant donné quelques r é s u l t a t s  

montrant c e r t a i n e s  d i f f é r e n c e s  (Kumar 1983, 1985).  Pour exp l ique r  t o u t e s  

ce s  o b s e r v a ~ i o n s  , on peut  p o s t u l e r  avec Yamamoto (1976) l ' e x i s t e n c e  

s u r  l e  génome d 'un  p e t i t  nombrs d e  s i t e s  à h a u t e  a f f i n i t é  e t  h a u t e  

s p é c i f i c i t é  q u i  s e r a i e n t  complètement masqués p a r  un grand nombre de  s i -  

t e s  moins s p é c i f i q u e s  d ' a f f i n i t é  beaucoup p l u s  f a i b l e .  L'ADN n ' e s t  

cependant pas  l e  s e u l  c o n s t i t u a n t  n u c l é a i r e  pour l eque l  l e s  complexes 

hormone-stéroïde montrent  de  l ' a f f i n i t é .  Des s i t e s  accep teu r s  au 

niveau de l a  chromatine on t  é t é  p o s t u l e s  e t  l e  r ô l e  de c e r t a i n e s  

p r o t é i n e s  non h i s t o n e s  a  é t é  p a r t i c u l i è r e m e n t  é t u d i é  dans l e  c a s  du 

r écep teu r  de  l a  proges té rone  du p o u l e t  (Spelsberg  1983). Des p r o t é i n e s  

masquant l e s  s i t e s  accep teu r s  n u c l é a i r e s  e t  d ' a u t r e s  f a i s a n t  p a r t i e  

d e  ces  s i t e s  a c c e p t e u r s ,  s o i t  s e u l e s ,  s o i t  p l u s  vraisemblablement 

en a s s o c i a t i o n  avec des  séquences p a r t i c u l i è r e s  de L ' A D N  on t  a i n s i  

é t é  p a r t i e l l e m e n t  i s o l é e s  (Spelsberg 1984, Toyoda 1385). Il e s t  

v ra i semblable  que l e s  p r o t é i n e s  de  l a  chromatine jouent  également 

un r ô l e  dans l ' a c t i o n  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s ,  mais c e  problème e s t  

d i f f i c i l e  à aborder .  Enf in ,  il s e  p o u r r a i t  également que l a  m a t r i c e  

n u c l é a i r e  p a r t i c i p e  à l a  l i a i s o n  n u c l é a i r e  des  hormones s t é r o ï d e s  e t  

à l e u r  a c t i o n  (Barrack 1983). 

- l a  seconde approche c o n s i s t e  à u t i l i s e r  l e s  r e s sou rces  de  l a  

b i o l o g i e  mo lécu la i r e  pour  é t u d i e r  l a  r é g u l a t i o n  par  l e s  hormones 

s t é r o ï d e s  de  gènes p a r t i c u l i e r s ,  hormono-sensibles.  C e t t e  approche 

a  p r i s  t o u t  récemment un développement c o n s i d é r a b l e  e t  a  a b o u t i  à 



l ' a c q u i s i t i o n  r a p i d e  d e  r é s u l t a t s  extrêmement impor tan ts  q u i  ont  

f a i t  p rog res se r  de manière s p e c t a c u l a i r e  n o t r e  compréhension de l a  

r é g u l a t i o n  de l ' e x p r e s s i o n  des  gènes euca ryo te s  (Chambon 1984, 

Ringold 1985, Rousseau 1984, Yamamoto 1985). 

L 'é tude  de gènes r égu lé s  par  l e s  g lucocor t ico?des  a  é t é  à l a  base  

de  c e s  r é s u l t a t s ,  en grande  p a r t i e  g râce  au modèle except ionnel  

que c o n s t i t u e  l e  v i r u s  tumorigène mammotrope de  l a  s o u r i s  (Hager 

1984). L 'é tude  d e  c e  r é t r o v i r u s ,  à l ' e x p r e s s i o n  c e l l u l a i r e  i n d u i t e  

p a r  l e s  g lucocor t ico?des ,  a permis d e  l o c a l i s e r  avec p r é c i s i o n  dans  

son fragment LTR des  séquences s p é c i f i q u e s  d'ADN n é c e s s a i r e s  au 

c o n t r ô l e  d e  l a  t r a n s c r i p t i o n  du p rov i rus  p a r  l e s  g lucocor t i co ldes .  

Ces séquences o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  pa r  d i v e r s e s  expér iences  de 

t r a n s f e c t i o n  c e l l u l a i r e ,  e t  c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  s e  s o n t  r é v é l é e s  

également capab le s  de l i e r  i n  v i t r o  d e  manière s p é c i f i q u e  l e  complexe 

glucocortico?de-récepteur p u r i f i é  sous forme transformée.  Ces 

d e r n i e r s  r é s u l t a t s ,  ob tenus  e s sen t i e l l emen t  p a r  des  expér iences  d e  

p r o t e c t i o n  du DNA c o n t r e  l ' a c t i o n  de  l a  DNAase 1 ou l a  méthyla t ion  

au niveau des r ég ions  l i é e s  au r é c e p t e u r ,  o n t  é t é  récemment é tendus  

à d ' a u t r e s  gènes c o n t r ô l é s  par  l e s  g lucocor t i co?des .  

Beato e t  c o l l .  o n t  récemment p u b l i é  une synthèse  des  données 

obtenues par  l e u r  groupe dans l ' é t u d e  des  s i t e s  de l i a i s o n  s p é c i f i q u e  

des  r écep teu r s  d e s  hormones s t é r o ï d e s  ( e s sen t i e l l emen t  glucocor- 

t i c o r d e )  s u r  d i v e r s  gènes (Beato 1986, S c h e i d e r e i t  1986). Il 

a p p a r a î t  que : 

. l e s  gènes r é g u l é s  pa r  l e s  g l u c o c o r t i c o l d e s  cont iennent  des  

s i t e s  de l i a i s o n  pour l e  r écep teu r  des  g lucocor t ico?des  s i t u é s  à une  

d i s t a n c e  v a r i a b l e  du s i t e  d ' i n i t i a t i o n  de l a  t r a n s c r i p t i o n  (d ' env i ron  

100 p a i r e s  de  bases  en amont de c e  s i t e  j u squ ' à  p l u s  de  2600 p a i r e s  

de bases .  

Tout récemment, un s i t e  de l i a i s o n  du r é c e p t e u r  des  glucocor- 

t i c o r d e s  a  également é t é  t rouvé  au niveau du premier i n t r o n  du gène 

de 1 'homone d e  c r o i s s a n c e  humaine ( E l i a r d  1 985, Moore 1985). Il 

p a r a î t  également probable  d 'après  l e s  expér iences  de t r a n s f e c t i o n  



que l e  s i t e  de régulat ion sens ib le  aux glucocorticoïdes (Glucocorticoid 

Response Element :"GRE") puisse conserver son a c t i v i t é  quelque s o i t  

son or ien ta t ion  dans l e  gène. Ces p ropr ié tés  rappel lent  c e l l e s  des 

séquences ac  t i v a t r i c e s  "enhancer" mises en évidence dans l e  génome 

de ce r ta ins  v i rus .  On peut donc imaginer que l e  s i t e  "GRE" se 

comporte comme un "enhancer" contrôlé  par l'hormone s téroïde .  

. l a  séquence de  ces s i t e s  de régulat ion "GRE" apparaî t  

hautement conservée dans d i f f é r en t s  gènes grovenant de d i f fé ren tes  

espèces (homme, rongeurs, poulet) : tous ces  s i t e s  l i e n t  l e  récepteur 

des glucocorticoïdes du r a t  e t  présentent  une homologie de séquence 

baptisée séquence "consensus" comportant en p a r t i c u l i e r  l 'hexanucléo- 

t i d e  TGTTCT. La f i g u r e  5 représente l a  l i a i s o n  de deux molécules de 

récepteurs des glucocorticoïdes à un de ces  s i t e s .  

. l e s  récepteurs  des d i f f é r en t e s  hormones s té ro ïdes  in te rag i ssen t  

avec des séquences d'ADN s imi l a i r e s ,  e t  il appara î t  probable que l e  

s i t e  de l i a i s o n  au DNA des d i f f é r en t s  récepteurs  sont de s t ruc tu r e  

voisine. 

. l a  l i a i s o n  du s té ro ïde  ne s e r a i t  pas absolunent nécessai re  

à l ' i n t e r a c t i o n  spécif ique du récepteur avec l ' A D N .  

Tous ces  r é s u l t a t s  sont extrêmement i n t é r e s san t s .  I i s  l a i s s e n t  

supposer clairement que l ' i n t e r a c t i o n  avec l e s  séquences spécifiques 

de l ' A D N  ne peut à e l l e  seule  expliquer l e  mécanisme d 'act ion des 

hormones s té ro ïdes .  D'autres fac teurs  sans doute chromatiniens 

interviennent à n' en pas douter pour augmenter l a  s p é c i f i c i t é  de 

l ' i n t e r a c t i o n  e t  régu le r  l ' a c c e s s i b i l i t é  de ce  s i t e  sur  l e s  

d i f f é r en t s  gènes en fonction de l a  d i f f é r en t i a t i on  c e l l u l a i r e .  

A ce propos l e  domaine immunogène du récepteur qui n ' e s t  impliqué 

n i  dans l a  l i a i s o n  au s téroïde ,  n i  dans l a  l i a i s o n  à l'ADN (voir  

chapitre 2) pourra i t  jouer un r ô l e  dans une i n t e r ac t i on  avec des 

facteurs  chromatiniens, car  l a  per te  de c e  domine ou son 

a l t é r a t i o n  dans des c e l l u l e s  mutantes nt1 conduit à une l i a i s o n  

anormale à l ' A D N  e t  à l a  pe r t e  de l a  s e n s i b i l i t é  aux glucocor- 

t icoïdes  (Gehring 1983, Okret 1983, Gruol 1984). Rappelons que c ' e s t  



Figure 5 - Vue schématique de l'interaction hypothétique 
de deux monomères du récepteur des glucocorti- 

coïdes avec le site de liaison situé sur le 

LTR de MMTV à la position -186. Les domaines 

de liaison à l'ADN (B) , au stéroïde (A) et le 
domaine antigénique (Cl sont indiqués 

(Scheidereit 1986) 



au niveau de ce domaine que l a  proté ine  72K i d e n t i f i é e  par l e  groupe 

de Gustaf sson s e  l i e r a i t  pour augmenter l a  s p é c i f i c i t é  ci' i n t e r ac t i on  

du récepteur avec l e  DNA (Gustafsson 1986, Carlstedt-Duke 1985). 

Le mécanisme moléculaire par lequel  l ' informat ion apportée par l e  

récepteur au niveau du s i t e  de régulat ion spécif ique du gène e s t  

transmise au s i t e  promoteur e t  déclenche son e f f e t  sur  l a  t ranscr ip-  

t ion e s t  encore t ou t  à f a i t  hypothétique (Tableau 1). 

Un e f f e t  su r  l a  s t r uc tu r e  de l a  chromatine pa ra î t  vraisem- 

blable a i n s i  qu'en a t t e s t e  l ' appa r i t i on  sous l ' e f f e t  de glucocor- 

t icoïdes  de s i t e s  hypersensibles à l a  DNAase 1 sur  l e  fragment 

LTR du v i r u s  mammotrope de sour is  (Zaret 1984). Ces s i t e s  coïncident 

avec l e  s i t e  de régulat ion par l e s  glucocortico?des.  

Enfin, pour ê t r e  complets, signalons que des e f f e t s  post- 

t ranscr ipt ionnels  des récepteurs des hormone-stéroïde ne sont pas 

exclus e t  pourraient  concerner l a  s t a b i l i s a t i o n  d'ARV-messagers 

spécifiques (Rousseau 1984 b) . 

Après avoir  i n t e r a g i  avec l e  noyau l e  récepteur retourne t r è s  

vraisemblablement dans l e  cytoplasme. L ' é t a t  dans lequel  il accomplit 

ce retour e s t  s u j e t  à controverse (vo i r  i e  paragraphe sur  l a  

transformation). Selon des auteurs cormne Munck (1984) e t  Schmidt 

(1 982) l a  transformation du complexe glucocorticoTde-récepteur e t  

l a  d issocia t ion u l t é r i e u r e  du complexe nuc léa i re  se ra ien t  des 

étapes i r r éve r s ib l e s  e t  il e x i s t e r a i t  un v é r i t a b l e  cycle  i n t r a -  

c e l l u l a i r e  du récepteur (Figure 6 ) .  La d i ssoc ia t ion  du complexe 

nucléai re  s'accompagnerait de l a  l i b é r a t i o n  du s té ro ïde  e t  de 

l 'oxydation du récepteur qui  devra i t  sub i r  une étape de réduction 

e t  de phosphorylation pour recouvrer son a c t i v i t é  de l i a i s o n  du 

s téroïde  . 
Selon l e s  élégants travaux du groupe de Samuels (Raaka 1983 e t  

1985, Mc In tyre  1985) basés sur  des études métaboliques u t i l i s a n t  

des acides aminés marqués avec des atomes lourds ,  toutes  l e s  étapes 



ADN 

1 

\ 

\r 

p o i n t  d ' i n i t i a t i o n  

Hypothèse 

Suppression de l ' e f f e t  
d ' une  p r o t é i n e  r é p r e s s e u r  

I n t e r a c t i o n  d i r e c t e  avec 
l ' M N  polymérase 

Déroulement l o c a l  de  la  double 
h é l i c e  d'ADN f a c i l i t a n t  l a  
l i a i s o n  de  l'Am polymérase s u r  
son s i t e  

Modif ica t ion  de l a  conformation de 
l'ADN au niveau du s i t e  d e  l i a i s o n  
du r é c e p t e u r  avec format ion  d ' un  
s i t e  d ' e n t r é e  pa r  des  " f a c t e u r s  
d ' i n i t i a t i o n "  q u i  g l i s s e r a i e n t  
e n s u i t e  jusqu 'au promoteur e t  a c t i -  
v e r a i e n t  l a  polymérase 

P r o b a b i l i t é  de  
l 'hypothèse  

f a i b l e  

f a i b l e  

f a i b l e  

Induct ion  d 'un  changement de  bonne 
s t r u c t u r e  de  l a  chromatine (dépro- 
t e c t i o n  p a r  des  p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s ,  
e f f e t  d 'une  ADN gyrase,  e t c .  . .) 
q u i  s e  p r o p a g e r a i t  jusqu 'au s i t e  
promoteur 

D e s t a b i l i s a t i o n  de l a  double h é l i c e  
d'ADN p a r  i n t e r c a l a t i o n  du s t é r o ï d e  
a p r è s  l i a i s o n  du complexe s t é r o ï d e -  
r é c e p t e u r  à l ' A D N  

E f f e t  chimique : modi f i ca t ion  du 
degré  de  méthyla t ion  des  gènes ,  q u i  
c o n d i t i o n n e r a i t  l e u r  t r a n s c r i p t i o n  

Réf érence 

Ringold 1984 

Il 

Sluyser  1383 

Rousseau 1 984b 

TABLEAU 1 - Hypothèses concernant  l e  mécanisme molécula i re  pa r  

l e q u e l  l e s  complexes s t é ro ïde - r écep teu r  s t imu len t  

l a  t r a n s c r i p t i o n  des  gènes q u ' i l s  c o n t r ô l e n t .  



Figure 6 - Modèle c inét ique de Xunck (1984) 

i,' é tape  de t r a n s i  ormation e s t  i r r é v e r s i b l e  

10 S TETRAMER 4s MONOMER 

F i g u r ~  7 - Modèle à 11éqü i l i 5 r e  de Raaka (1983). Toutes l e s  

étapes son t  révers ib les  e t  l a  r é p a r t i t i o n  du récepteur  

en t re  l e s  d i f fé ren tes  fo rmes  (transformée monomère 4s 

e t  non transformée 13s tétramère) dépend de l a  présence 

de l'hormone 



s e r a i e n t  r é v e r s i b l e s  e t  l e  modèle l e  p l u s  vra i semblable  e s t  c e l u i  d 'un 

é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  d i v e r s e s  formes du r é c e p t e u r  (Figure 7 ) .  Le 

r écep teu r  non l i é  s e r a i t  sous forme ol igomérique 10S, s a  l i a i s o n  à 

1 'hormone e n t r a î n e r a i t  s a  conversion en une forme monomérique 4 s  q u i  

m i g r e r a i t  au noyau mais p o u r r a i t  r e t o u r n e r  e n s u i t e  inchangée dans 

l e  cytoplasme e t ,  a p r è s  l e  dépa r t  de l 'hormone, redonner l a  forme 10s. 

Le r écep teu r  s e r a i t  soumis à un c o n t r ô l e  du type  ''down-régulation" 

en présence de l i g a n d  (Mc I n t y r e  1985).  C e t t e  r é g u l a t i o n  n é g a t i v e  

s e  t r a d u i r a i t  p a r  une diminut ion de 50 % des  s i t e s  r écep teu r s  en 

présence  de l'hormone. C e t t e  diminut ion r é v e r s i b l e  n ' impl ique  aucun 

e f f e t  s u r  l a  synthèse  du r écep teu r  e t  c o r r e s p o n d r a i t  uniquement à 

une diminut ion de 50 % de  sa  demi-vie en présence  de l 'hormone. Cet  

e f f e t  s e r a i t  s p é c i f i q u e  de l a  forme 4S, i n d u i t e  pa r  l 'hormone, dont  

la  s e n s i b i l i t é  à l a  p r o t é o l y s e  s e r a i t  beaucoup p l u s  grande que c e l l e  

de l a  forme 10s (Mc I n t y r e  1985, Svec 1985b) . Dans ce  c a d r e ,  il 

e s t  t o u t  à f a i t  i n t é r e s s a n t  d 'observer  que c e t  e f f e t  de "down- 

r égu la t ion"  n ' e s t  pas  p r é s e n t é  par  l ' a n t i g l u c o c o r t i c o ? d e  RU 486 

(Ra jpe r t  1986) q u i  s t a b i l i s e  l e  r écep teu r  c e l l u l a i r e  sous forme 8 s  

(Formstecher 1986, Sablonnière  1986a) . 
Un c e r t a i n  nombre d ' a u t r e s  f a c t e u r s  phys io logiques  ou non s e  

s o n t  vu a t t r i b u e r  des  e f f e t s  s u r  l e  nombre, l ' a f f i n i t é  e t  l ' a c t i v i t é  

des  r écep teu r s  des  glucocort icoTdes i n  v i v o  ou s u r  des  c e l l u l e s  en 

c u l t u r e .  Ces f a c t e u r s  a i n s i  que l 'on togénèse  e t  l ' é v o l u t i o n  avec l ' â g e  

du taux  des r é c e p t e u r s  ne  s e r o n t  pas  abordés  i c i .  I l s  on t  f o n t  l ' o b j e t  

d ' e x c e l l e n t e s  revues  (Rousseau 1984a,Sibley 1979, H a r r i s  1979). Nous 

s igna le rons  simplement que l e  chromosome codant  pour l e  r é c e p t e u r  

des  g l u c o c o r t i c o l d e s  a  é t é  i d e n t i f i é  chez l a  s o u r i s  (Franck 1980) e t  

chez l'homme (Gehring 1985) où il s ' a g i t  du chromosome 5. En£ i n ,  l e  

problème de l a  r é s i s t a n c e  a c q u i s s  aux g l u c o c o r t i c o I d e s  p ré sen tée  

par  d i f f é r e n t e s  souches tumorales mutantes d ' o r i g i n e  animale ou 

humaine ne s e r a  pas  non p l u s  envisagé.  Il a f a i t  l u i  a u s s i  l ' o b j e t  

de revues  r é c e n t e s  (Stevens 1983, Thompson 1385, H a r r i s  1979). 

L ' ex i s t ence  d'une mutat ion p o r t a n t  s u r  l e  r é c e p t e u r  lui-même e s t  

fréquemment responsable  de l a  r é s i s t a n c e  observée.  De même, nous ne  



f e rons  que s i g n a l e r  l a  d e s c r i p t i o n  de c a s  de r é s i s t a n c e  innée aux 

g lucocor t i co ïdes  chez l'homme, r é s i s t a n c e  en r a p p o r t  avec une 

anomalie h é r é d i t a i r e  des  r écep teu r s  des  g lucocor t i co?des  (Chrousos 

1982, I i d a  1985) p o r t a n t  s u r  l e u r  nombre e t / o u  l e u r  a f f i n i t é  appa ren te  

pour l e  s t é r o ï d e .  

7  - TAUX D'OCCUPATION DES RECEPTEURS ET REPONSE BIOLOGIQUE 

Les premiers  a u t e u r s  q u i  o n t  mis en  évidence l e s  r écep teu r s  

ont  b i en  s û r  cherché à montrer que l a  l i a i s o n  de l 'hormone s u r  son 

r écep teu r  p o t e n t i e l  é t a i t  en r appor t  avec l a  réponse  b io logique  

i n d u i t e  dans  l a  c e l l u l e .  Il a  a i n s i  é t é  v é r i f i é  dans l e s  c e l l u l e s  

HTC, que l ' o r d r e  d ' a f f i n i t é  pour l e  r é c e p t e u r  c y t o s o l i q u e  i n  v i t r o  à 

0°C des d i f f é r e n t s  g l u c o c o r t i c o I d e s  a g o n i s t e s  t e s t é s ,  n a t u r e l s  ou 

de synthèse ,  co r r e sponda i t  par fa i tement  à c e l u i  de l e u r  a c t i v i t 6  

d ' i nduc t ion  enzymatique s u r  l e s  c e l l u l e s  e n t i è r e s  à 37" (Rousseau 

1972, Rousseau 1975). De p l u s ,  il a  é t é  montré dans l e s  mêmes 

c e l l u l e s  HTC d'hépatome de r a t  (Bloom 1980) e t  dans l e  thymocyte de 

s o u r i s  (Dausse 1977), que la réponse b io log ique  observée ( induc t ion  

de l a  t y r o s i n e  amino t r ans fé ra se  ou i r h i b i t i o n  de l ' i n c o r p o r a t i o n  de 

l ' u r i d i n e )  é t a i t  r igoureusement  p r o p o r t i o n n e l l e  au  taux d 'occupat ioq  

pa r  l ' h o m o n e  des r é c e p t e u r s  n u c l é a i r e s  a p r è s  i ncuba t ion  s u r  

c e l l u l e s  e n t i è r e s  à 37°C (Figure 8 ) .  Ces r é s u l t a t s  t r è s  s a t i s f a i s a n t s  

pour l ' e s p r i t  v iennent  d ' ê t r e  remis en  cause  p a r  l ' o b s e r v a t i o n  d 'un  

e f f e t  b io log ique  maximum des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  s u r  l e s  c e l l u l e s  AtT20 

d e  s o u r i s  e t  l e s  c e l l u l e s  d'hépatome de r a t  FU5 à des  doses co r r e s -  

pondant S uns  s a t u r a t i o n  t r è s  p a r t i e l l e  des  r é c e p t e u r s  (Svec 1982, 

Svec 1984, Mercier  1983).  Ces obse rva t ions  son t  en  faveur  de l ' e x i s -  

tence  dans c e s  c a s  d 'un  grand nombre de  r é c e p t e u r s  de  r é se rve .  I l s  

posent  l e  problème de  l ' e x i s t e n c e  de s i t e s  de l i a i s o n  n u c l é a i r e s  à t r è s  

hau te  a f f i n i t é  e t  t r è s  f a i b l e  c a p a c i t é ,  s a t u r a b l e s  pa r  un nombre l i m i t é  

de  complexes hormone-récepteur. Une d i s c u s s i o n  p l u s  géné ra l e  de c e t t e  

ques t ion  d e s  r é c e p t e u r s  de r é s e r v e  dans l e  domaine des  hormones 

s t é r o ï d e s  a é t é  f a i t e  p a r  Wal te rs  (1985). L ' ex i s t ence  de r é c e p t e u r s  

d e  r é se rve  a  é t é  fréquemment observée dans l e  c a s  des  r é c e p t e u r s  de  

membrane. Leur r ô l e  r e s t e  mal compris. 



M O L A R  CONCENTRATION OF DEXAMETHASONE 

Lia i son  au  noyau 
(2 du maximum) 

L i a i s o n  au r é c e p t e u r  
(% du maximum) 

F igu re  8 - R e l a t i o n  e n t r e  taux d 'occupat ion  des  r é c e p t e u r s  des  glucocor- 
t oco ldes  e t  réponse  c e l l u l a i r e  

a )  I n h i b i t i o n  d ' i n c o r p o r a t i o n  de  l ' u r i d i n e  t r i t i é e  dans l e s  
thymocytes (Dausse 1977) 

b) Induc t ion  d e  l a  t y r o s i n e  aminot ransférase  (TAT) dans l e s  
c e l l u l e s  dlhépatome HTC ( ~ l o o m  1980) e t  

c )  dans l e s  c e l l u l e s  FU 5-5 ( ~ e r c i e r  1983) 





II STRUCTURE DU RECEPTEUR 

DES GLUCOCORTICOIDES 





Tenter de d é f i n i r  un récepteur  c ' e s t  s e  l i v r e r  à une 

manière de jeu aux r è g l e s  b ien  cod i f i ées .  La phase p ré l imina i re  à 

c e  j eu  va  c o n s i s t e r  à d é f i n i r  ces  r èg les ,  q u i  son t  i c i  l e s  c r i t è r e s  

à r e s p e c t e r  du po in t  de vue de l a  s p é c i f i c i t é  de  l a  l i a i s o n ,  de 

son a f f i n i t é ,  de l a  concentra t ion  en s i t e s  de l i a i s o n  e t  du rapport  

e n t r e  l a  s a t u r a t i o n  de c e s  s i t e s  e t  l e  déclenchement de l a  réponse 

biologique.  La deuxième phase e s t  c e l l e  du choix des pa r t ena i res  : 

l i gand  e t  récepteur ,  en l 'occurence  i c i  l e s  g lucocor t i co ldes  e t  l a  

p r o t é i n e  cytosol ique  r é c e p t r i c e  de ces  hormones s t é r o ï d e s  part icu-  

l i è r e s .  La t ro is ième phase e s t  c e l l e  du jeu proprement d i t ,  dont l e  bu t  

e s t  d ' a b o u t i r  à une é l u c i d a t i o n  complète de l a  s t r u c t u r e  e t  de l a  

fonc t ion  du récepteur .  Pour a t t e i n d r e  c e  b u t  il va f a l l o i r  au cours 

de l a  p a r t i e  extorquer un maximum de renseignements aux pa r t ena i res  

l igand  e t  proté ine .  Tout l ' a r t  du jeu de l a  recherche s c i e n t i f i q u e  

e s t  contenu dans l e  choix e t  l a  formulation des ques t ions  qui  se ron t  

posées au système expérimental en cause. La pe r t inence  de l a  ques t ion  

condit ionne en e f f e t  l a  r i c h e s s e  de l a  réponse. Il f a u t  cependant 

t e n i r  compte dans son choix  des l i m i t a t i o n s  imposées pa r  l e  système 

expérimental q u i  peut s e  r é v é l e r  incompatible avec l a  formulation d i r e c t e  

de c e r t a i n e s  ques t ions  e s s e n t i e l l e s  e t  passionnantes.  Dans l e  cas 

des  récepteurs  des hormones s t é r o ï d e s ,  p r o t é i n e s  peu abondantes 

e t  i n s t a b l e s ,  il a longtemps é t é  impossibie de procéder à une 

p u r i f i c a t i o n  du polypeptide l i a n t  l e  s t é ro ïde .  L ' i n t e r r o g a t o i r e  

d i r e c t  d'une molécule a u s s i  évanescente a v a i t  a i n s i  de  quoi  r ebu te r  

e t  il a p p a r a i s s a i t  au c o n t r a i r e  beaucoup plus  f a c i l e  de quest ionner 

l e  l igand s u r  s e s  r e l a t i o n s  avec l e  récepteur.  Le l igand,  molécule 

s t a b l e  e t  de  f a i b l e  poids moléculaire,  dont l a  chimie f o u r n i t  de 

t r è s  nombreux analogues s t ruc tu raux ,  a  é t é  largement u t i l i s é  

avec ces  analogues pour o b t e n i r  des i n d i c a t i o n s  sür l a  s t r u c t u r e  

du s i t e  de l i a i s o n  du récep teur  e t  les mécanismes moléculaires 



impliqués dans l ' é t a b l i s s e m e n t  de l a  l i a i s o n  e t  de l a  réponse  

b io logique .  Malheureusement c e t t e  approche s imple,  fondée e s s e n t i e l -  

lement s u r  des expér iences  d i v e r s e s  de  l i a i s o n  e t  des  é tudes  de  

conformation molécu la i r e ,  appor t e  des  renseignements a s s e z  l i m i t é s .  

E l l e  c o n n a î t  un renouveau avec l e  développement des  techniques  de  

marquage d ' a f f i n i t é  e t  l ' u t i l i s a t i o n  des  a n t i c o r p s  a n t i i d i o t y -  

piques.  Ces deux d e r n i e r s  progrès  s u b i s  pa r  c e  que nous a p p e l l e r o n s  

l 'approchel 'par  l e  l igand",  a u t o r i s e n t  à p a r t i r  d 'un  t r a v a i l  c e n t r é  

su r  c e l u i - c i ,  une  c a r a c t é r i s a t i o n  p l u s  d i r e c t e  de l a  p r o t é i n e  d e  

l i a i s o n .  L'approche "par l a  p ro t é ine"  a de son c ô t é  f a i t ,  des  

progrès s p e c t a c u l a i r e s  depuis  que l ' o n  m a î t r i s e  mieux l a  s t a b i l i t é  

du r é c e p t e u r  e t  que l ' o n  s a i t  l e  p u r i f i e r .  C e t t e  p u r i f i c a t i o n  

p a r t i e l l e  ou t o t a l e  a  p e m i s  de  p r é c i s e r  l e s  p r o p r i é t é s  physico- 

chimiques du r é c e p t e u r ,  d ' e n  é t u d i e r  l e s  domaines s t r u c t u r a u x  e t  

d ' o b t e n i r  des a n t i c o r p s  q u i  o n t  joué un r ô l e  cons idé rab le  dans l a  

c a r a c t é r i s a t i o n  d e  c e s  domaines. Ces a n t i c o r p s  son t  également à 

1 ' o r i g i n e  de 1 ' émergence r é c e n t e  de  l a  t ro i s i ème  approche, 

l ' approche  "par l 'ADN1' .  En e f f e t ,  l e  p rog rès  de l a  b i o l o g i e  molé- 

c u l a i r e  e t  l ' e x i s t e n c e  d ' a n t i c o r p s  a n t i r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  on t  

conduit  à L'isolement  de l ' A D N  complémentaire codant pour l e  

r écep teu r  e t  à l a  dé te rmina t ion  de  l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de  c e l u i -  

c i .  Nous a l l o n s  dans  ce c h a p i t r e  env i sage r  successivement l e s  t r o i s  

approches s u i v i e s  pour aborder  l ' é t u d e  du r é c e p t e u r  des  g lucocor-  

t i c o l d e s .  Nous dégagerons des r é s u l t a t s  fo i sonnan t s ,  e t  s u r  c e r t a i n s  

poin ts  p a r f o i s  c o n t r a d i c t o i r e s ,  q u ' e l l e s  on t  l i v r é s ,  l e s  t r a i t s  

e s s e n t i e l s  q u i  donnent ac tue l lement  de  c e  r écep teu r  une image 

encore incomplète ,  mais pour t an t  s ingul iè rement  cohérente .  

1 - LA LIAISON GLUCOCORTICOIDE-RECEPTEUR : APPROCHE PAR LE LIGAND 

1 . 1 .  C a r a c t é r i s t i q u e s  e s s e n t i e l l e s  de l a  l i a i s o n  glucocor-  

t icozde-récep t e u r  

Nous avons d é j à  exposé quelques g é n é r a l i t é s  s u r  l a  

na tu re  des  r é c e p t e u r s  cy toso l iques  des  g lucocor t ico?des  e t  l a  

l i a i s o n  du s t é r o ï d e  honaonal à c e s  r é c e p t e u r s  ( v o i r  c h a p i t r e  1, 



paragraphe 2 ) .  Les a s p e c t s  t héo r iques  e t  l e s  problèmes p r a t i q u e s  

l i é s  à l ' e x p l o r a t i o n  d e  l ' i n t e r a c t i o n  hormone s t é ro ïde - r écep teu r  

on t  f a i t  l ' o b j e t  d 'un  précédent  mémoire (Formstecher 1980a) . Nous 

nous l i m i t e r o n s  i c i  à p r é s e n t e r  l e s  r é s u l t a t s  p r inc ipaux  concernant  

l e s  paramètres  de l i a i s o n  du s t é r o ï d e  au r é c e p t e u r  des  g lucocor t i -  

c o ï d e s .  Une é tude  complète e t  d é t a i l l é e  des  d i v e r s  a s p e c t s  de c e t t e  

l i a i s o n  n ' a  é t é  p o s s i b l e  que pour l e s  quelques s t é r o ï d e s  t r i t i é s  

d i s p o n i b l e s  s u r  l e  marché s c i e n t i f i q u e .  C e t t e  é tude  donne des  

r é s u l t a t s  t r è s  i n t é r e s s a n t s  pour comprendre l e  mécanisme de l a  

l i a i s o n  homone-récepteur  e t  v é r i f i e r  l a  v a l i d i t é  des  modèles 

t héo r iques .  E l l e  e s t  i nd i spensab le  pour l a  c a r a c t é r i s a t i o n  éven- 

t u e l l e  d 'un comportement p a r t i c u l i e r  des a n t i - g l u c o c o r t i c o l d e s  s u r  l e  

p l a n  de  l e u r s  p r o p r i é t é s  de  l i a i s o n  au r é c e p t e u r  e t  pour l a  

compréhension des bases  mo lécu la i r e s  de l ' a c t i v i t é  an t i -g lucocor t i -  

co ïde .  E l l e  a  f a i t  l ' o b j e t  de revues  r e l a t i vemen t  r é c e n t e s  (Bel l  

1979, 1982).  

a )  L ia i son  à l ' é q u i l i b r e  

Du f a i t  d e  l a  l a b i l i t é  du r écep teu r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s ,  

l a  dé t e rmina t ion  des  paramètres  de  l i a i s o n  à 1' é q u i l i b r e  n é c e s s i t e  

de  s t a b i l i s e r  l e  r é c e p t e u r .  En présence  d ' agen t s  r é d u c t e u r s ,  d '  

EDTA e t  d e  molybdate, l a  demi-vie du r écep teu r  dev ien t  largement 

s u p é r i e u r e  au temps n é c e s s a i r e  à 1 ' é t ab l i s semen t  de  1' é q u i l i b r e  

avec tous  l e s  s t é r o ï d e s  t e s t é s  (Bel l  1982) e t  l a  c o r r e c t i o n  proposée 

pour  t e n i r  compte de  l a  d é n a t u r a t i o n  du r é c e p t e u r  e s t  i n u t i l e  

(Be l l  1973). On met en évidence une s e u l e  c l a s s e  d e  s i t e s  de l i a i s o n  

à h a u t e  a f f i n i t é ,  s a t u r a b l e s  e t  s p é c i f i q u e s .  La s p é c i f i c i t é  de 

l i a i s o n  dépend de l a  n a t u r e  du s t é r o I d e .  Les s t é r o ï d e s  de  synthèse  

f l u o r é s ,  t e l s  que l a  dexaméthasone ou l ' a c é t o n i d e  de t r iamcinolone  

ne  s e  l i e n t  qu'au r é c e p t e u r  e t  pas à l a  t r a n s c o r t i n e .  La concen- 

t r a t i o n  des s i t e s  dans l e  f o i e  ou l e  thymus de  r a t  su r r éna lec tomisé  

e s t  0 , 5  à 1 ,O pmol/mg d e  c y t o s o l ,  s o i t  envi ron  3000 à 5000 s i t e s  

p a r  c e l l u l e .  La c o n s t a n t e  de  d i s s o c i a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  de l a  dexamé- 

thasone  e s t  de l ' o r d r e  d e  l a  nM dans d i v e r s  t i s s u s  c i b l e s  (Baxter 

1371, Koblinsky 1982, P r a t t  1975, Yeakley 1980).  L a  v a l e u r  de c e t t e  



cons t an te  mesurée i n  v i t r o  dans du c y t o s o l  dépend de l a  composi t ion 

du tampon d 'homogénéisat ion.  La ca lc ium l i b r e  à une c o n c e n t r a t i o n  

de l ' o r d r e  de l a  micromole p a r  l i t r e ,  e n t r a î n e  une d iminut ion  

apparente  d 'un  f a c t e u r  t r o i s  du K à l ' é q u i l i b r e  p a r  un mécanisme 
d  

inconnu (Rousseau 1982). Les s i t e s  de l i a i s o n  s o n t  apparemment 

indépendants puisque lesdiagrammes de  H i l l  on t  une pen te  é g a l e  à 

l ' u n i t é  (Jones 1980 ; Rousseau 1972 e t  1977). Les d i v e r s  s t é r o ï d e s  

t e s t é s  s e  l i e n t  donc à l a  même c l a s s e  d e  s i t e s  r é c e p t e u r s  ou à deux 

c l a s s e s  de  s i t e s  mutuellement e x c l u s i f s  e t  p ré sen t s  en nombre éga l .  

b) Aspects c i n é t i q u e s  de l a  l i a i s o n  

Les r é s u l t a t s  des  quelques é tudes  r éa l . i s ées  à c e  jour  

sont  regroupés dans l e  t ab l eau  II. 

- Ciné t ique  d ' a s s o c i a t i o n  

. A f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  en  s t é r o ï d e  ( jusque 20 nM) 

l a  c i n é t i q u e  d ' a s s o c i a t i o n  e s t  du deuxième o r d r e  à O". Les s t é r o ï d e s  

t e s t é s  p r é s e n t e n t  des  c o n s t a n t e s  d e  v i t e s s e  d ' a s s o c i a t i o n  v a r i a n t  de 
6 - 1 O,2 à 4 10 M-1 mn . S i  on compare l e s  r é s u l t a t s  concernant  des  

t i s s u s  du même animal (thymus e t  f o i e  de  r a t ) ,  l e s  r é s u l t a t s  s e  

r e s s e r r e n t  e t  l a  c o n s t a n t e  de  v i t e s s e  d ' a s s o c i a t i o n  dépend manifes-  
6  -1 -1 ,  tement a s s e z  peu d e  l a  n a t u r e  du s t é r o ï d e  (0,2 à 0,9 10 M mn 1 .  

. A concen t r a t ion  é l e v é e  e n  s t é r o ï d e  ( jusque 600 mi 

su ivant  l e s  s t é r o ï d e s  t e s t é s )  c e r t a i n s  a u t e u r s  n ' ob t i ennen t  p l u s  une 

c i n é t i q u e  du deuxième o rd re  (Be l l  1978, 1980, 1982 ; Jones 1982 ; 

P r a t t  1975).  P r a t t  (1975) observe  que l a  v i t e s s e  i n i t i a l e  d ' a s s o c i a -  

t i o n  ne v a r i e  pas  l i néa i r emen t  avec l a  concen t r a t ion  en  s t é r o ï d e  : 

il o b t i e n t  une courbe à deux pen te s  dont  l a  ca s su re  a p p a r a î t  pour une 

concen t r a t ion  en  s t é r o ï d e  v a r i a b l e  s e l o n  l e s  ca s  (30 nM pour l ' a c é -  

t cn ide  d e  t r iamcinolone ,  150 nM pour l e  c o r t i s o l )  e t  correspond à 

une s a t u r a t i o n  du r écep teu r  i n f é r i e u r e  à 25 %. Pour exp l ique r  c e s  

r é s u l t a t s  il propose un modèle d e  l i a i s o n  à deux é t a p e s .  

I L S + R  , s S R  - S R '  

k-2 k-2 



-- 
S t é r o ï d e  T i s s u  é t u d i é  Auteurs  x 10-~‘1-'rnn-l x 10-~inn-' k+ l  a K~ 

(nM) (nu) k- Ik+ 1 

Acétonide de Thymus d e  Schaumburg (1972) 0 ,17  ( a )  < 0 , 0 5 ( a )  < 0.3 1.6 ( a )  6 

t r i a m c i n o l o n e  r a t  B e l l  (1973) 0 , 7  O, 26 0 ,37  8 , 8 ( b )  24 

F i b r o b l a s t e s  P r a t t  (1975) 0 ,67  
de s o u r i s  

C e l l u l e s  At-T-20 Yeakley (1980) 1 , 4  0,034 0,024 1.9 8 0  
- 

Dexaméthasone C e l l u l e s  HTC B a x t e r  (1971) 4 ,1  3,O 0.74 3,O 4.1 

T h y m s  d e  r a t  Schaumburg (1972) 0 , 2 8 ( a )  0 ,37(a )  1.3 1 ,9 (a )  1.5 
( a )  

B e l l  (1973) 0.4 3 , l ( b )  8 15 (b) 1 ~ 9  

F o i e  d e  r a t  K o b l i n s k i  (1972) 0.87 l a 2  1.4 3.7 2 ~ 6  

F i b r o b l a s t e s  
d e  s o u r i s  P r a t t  (1975) 0 , 3 1  0.12 0.39 7 ~ 6  19 

C e l l u l e s  At-T.20 Yeakley (1980) 1 ,6  0 ,76  0 ,48  5.6 12 

C o r t i c o s t é r o n e  Thymus d e  r a t  Schaumburg (1972) 0 , 3 3 ( a )  0 , 8 4 ( a )  2.5 3 , 5 ( a )  1 ,4  

C e l l u l e s  At-T.20 Yeakley (1980) 1.4 4 , 9  3.5 24 7 

C o r t i s o l  Thymus d e  r a t  Schaumburg (1972) 0 , 1 7 ( a )  0 , 8 3 ( a )  4.9 8 . 5 ( a )  1.7 

B e l l  (1973) 0.50 16 3 2 5 3 1 , 9  

F i b r o b l a s t e s  
d e  s o u r i s  P r a t t  (1975) 0 , 3  13 43 2 8 op7 - 

P r o g e s t é r o n e  C e l l u l e s  HTC Rousseau ( 1972) " t r è s  34 2 3 
r a p i d e 1 '  

Thymus d e  r a t  J o n e s  (1980) 28 3 9 

Déoxycort i -  Thymus d e  r a t  Schauniburg (1972) 0 , 2 8 ( a )  1 , 5 ( a )  5.2 5 , 3 ( a )  1 ,02 
cos té ro r ie  

11-Déoxycort isol  Thymus d e  r a t  B e l l  (1973) 3 3 130 

(a) à - 5 "  dans  l e  g l y c é r o l  
(b )  i n c u b a t i o n  manifestement  t r o p  c o u r t e  

TABLEAU I I  - Paramèt res  d ' i n t e r a c t i o n  d e  d i v e r s  s t é r o i d e s  avec l e  r é c e p t e u r  d e s  g l u c o c o r t i c o ï d e s  

s e l o n  l e  modele S + R  SR 



La première étape correspondrai t  à l a  formation rapide  d'un complexe SR 

d ' a f f i n i t é  assez f a i b l e ,  su iv ie  de l a  deuxième étape de production 

l en t e  de complexe à haute  a f f i n i t é  S R ' .  Ce modèle o b j i t  à une 

c inét ique michaelienne. La constante  de d i s soc i a t i on  ca r ac t é r i s an t  

l e  premier équ i l ib re  s e r a i t  à peu près l a  même pour l e s  d i f f é r e n t s  

s téroïdes  (80 à 240 nE1) dont l e s  d i f fé rences  d ' a f f i n i t é  pour l e  

récepteur s ' exp l iquera ien t  par l e s  p ropr ié tés  c inét iques  p a r t i c u l i è r e s  

de l a  deuxième réac t ion .  En e f f e t ,  s i  l e s  va leurs  de k apparaissent  2 
également t r è s  vo i s ines  pour l e s  t r o i s  s t é ro ïde s  t e s t é s ,  l a  constante  

de v i t e s s e  de d i s soc ia t ion  k  v a r i e  considérablement. Des r é s u l t a t s  - 2 
s imi la i res  onc é t é  rapportés par l e  groupe de Bell  (Bell  1982, 

Jones 1982) qui  observent des d i f férences  quan t i t a t i ve s  en t re  l e s  

paramètres mesurés pour des s t é ro rdes  agonis tes  e t  antagonis tes  

(Tableau III). L 'appl ica t ion de ce  modèle michaelien à l ' i n t e r a c t i o n  

g lucocor t ico ïde-récepteur  a  é t é  remise en cause par Yeakley (1980). 

Cet auteur a  montré que l a  va r i a t i on  non l i n é a i r e  de l a  v i t e s s e  d '  

associa t ion avec l a  concentrat ion en s t é r o ï d e  peut t r è s  bien s  ' expli-  

quer avec un modèle bimoléculaire simple d ' i n t e r ac t i on  s téroïde-  

récepteur prenant également en compte l ' i n a c t i v a t i o n  du récepteur 

l i b r e .  Notons cependant que s i  une s t a b i l i s a t i o n  co r r ec t e  du récepteur  

l i b r e  n ' é t a i î  pas assurée  dans l e s  expériences i n i t i a l e s  de P r a t t ,  

il n'en a l l a i t  pas de même dans c e l l e s  p lus  récentes  de Jones. 

- Cinétique de d i s soc ia t ion  

La d i s soc i a t i on  du complexe stéroïde-récepteur des 

glucocort icoïdes appa ra î t  comme é t an t  un phénomène simple du premier 

ordre. La constante de v i t e s s e  de d i s soc i a t i on  va r i e  considérablement 

selon l a  na tu re  du s t é ro ïde  t e s t é  e t  il appa ra î t  que l e s  d i f fé rences  

d ' a f f i n i t é  en t r e  s t é ro ïde s  proviennent essent ie l lement  de l eu r s  

d i f férences  de v i t e s s e  de d i s soc ia t ion  du récepteur.  La plupart  des 

auteurs i n t e rp r è t en t  c e  r é s u l t a t  en f a i s a n t  1 'hypothèse que 1 'asso- 

c i a t i on  s t é ro ïde  -récepteur e s t  un phénomène ne mettant pratiquement 

pas en jeu l e s  groupements fonctionnels po r t é s  par l e  noyau s t é ro ïde ,  

ces groupement n ' in tervenant  que pour ar r imer  secondairement l e  



- -- 

Acétonide de triamcinolone 243 0,250 4,91 x I O - ~  1,96 I O - ~  

Dexaméthasone 254 0,246 2.19  IO-^ 8,89  IO-^ 
11-désoxycorticostérone 76,4 0,067 2,36 x 1 0 - ~  0,35 

Progestérone 47,8 0,048 2,37 x 1 0 - ~  0,49 

TABLEAU III - Constantes d'interaction stéroïde-récepteur 
des glucocorticoldes d'après le modèle michaelien 

(Bell 1982) 

k+ 1 
S + R ,-? k+2 

SR d SR' 
k- 1 k-2 

L'acétonide de triamcinolone et la dexamétha- 

sone sont des agonistes puissants, tandis que 

la 11-désoxycorticostérone et la progestérone 

sont des antiglucocorticoldes. 



s t é r o ï d e  au  r é c e p t e u r  e t  diminuer a i n s i  s a  v i t e s s e  de  d i s s o c i a t i o n  

(Miinck 1972, Wolff 1982, E l i a r d  1984).  

- Discordance e n t r e  Kd mesuré à l ' é q u i l i b r e  e t  r appor t  des  
k - 1  

c o n s t a n t e s  de v i t e s s e  k + l  

Les r é s u l t a t s  p u b l i é s  jusqu 'en 1980 montrent  une 

d i f f é r e n c e  q u i  peu t  Z t r e  t r è s  impor tan te  e t  semble p r o p o r t i o n n e l l e  

à l ' a f f i n i t é  du s t é r o ï d e  cons idé ré  pour l e  r écep teu r  (Tableau I I ) .  

Son e x i s t e n c e  a  é t é  cons idé rée  comme un argument en  f aveu r  de  modèles 

d'  i n t e r a c t i o n  s t é ro ïde - r écep teu r  comportant p l u s i e u r s  é t apes  (c f  

supra) .  Mais il semble maintenant  é t a b l i  que l ' e x p l i c a t i o n  l a  p l u s  

vra i semblable  s o i t  l ' absence  de  v é r i t a b l e  é q u i l i b r e  au  cours  des  

mesures d e  K e t / o u  1 ' i n a c t i v a t i o n  p rog res s ive  du r é c e p t e u r  (Aranyi 
d  

1979, B e l l  1973, Yeakley 1980). Jones  (1982) dans une é tude  p l u s  

r écen te  t rouve  une bonne concordance e n t r e  l e s  v a l e u r s  de  Kd mesurées 

à l ' é q u i l i b r e  ou c a l c u l é e s  à p a r t i r  des  cons t an te s  d e  v i t e s s e  

d ' a s s o c i a t i o n  e t  d e  d i s s o c i a t i o n  pour une d i z a i n e  de s t é r o ï d e s  

d ivers .  

- S p é c i f i c i t é  é v e n t u e l l e  du comportement c i n é t i q u e  des  an t ig lucocor -  

t i co ïdes  

Le t a b l e a u  I V  montre c l a i r e n e n t  q u ' i l  n ' e x i s t e  apparem- 

ment pas d e  c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  v a l e ~ r s  des  cons t an te s  c i n é t i q u e s  

d ' i n t e r a c t i o n  des  s t é r o ï d e s  avec  l e  r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o l d e s  

e t  l e u r  c l a s s i f i c a t i o n  en f o n c t i o n  de l e u r  e f f e t  b io log ique .  Les 

d i f f é r e n c e s  d ' a f f i n i t é  sont  en revanche mieux c o r r é l é e s  avec l a  

na ture  d e s  d i v e r s  s u b s t i t u a n t s  p o r t é s  p a r  l e  noyau s t é r o ï d e  ( v o i r  

l e  paragraphe 1.2 de  c e  c h a p i t r e ) .  B e l l  ( 1  982) e t  Jones  (1 982) 

observent  cependant des  d i f f é r e n c e s  q u a n t i t a t i v e s  e n t r e  a n t a g o n i s t e s  

e t  a g o n i s t e s  dans l e s  paramètres  d ' i n t e r a c t i o n  avec l e s  deux formes 

de  complexe s té ro ïde- récep  t e u r  p o s t u l é e s  pa r  l e  modèle michael  i e n  

( tab leau  I I I ) .  Les v a l e u r s  du pour l e s  deux a n t a g o n i s t e s  t e s t é s  

sont  s i g n i f i c a t i v e m e n t  p lus  f a i b l e s  que c e l l e s  des  a g c n i s t e s ,  t a n d i s  

que l a  c o n s t a n t e  d e  v i t e s s e  de  d i s s o c i a t i o n  k-2 e s t  p l u s  é l e v é e .  Les 



k - 1 (min-') S t éro ide Classification K (a!) 

Acétonide de 
triamcinolone 

RU 486 

Dexaméthas one 

6a, 1 Ga-Diméthyl 
progestérone 

Corticostérone 

116-hydroxyproges- 
t érone 

1 1 -Déoxycorticosté- 
rone 

Prednisolone 

16aaiéthylproges- 
t érone 

Progestérone 

Aldostérone 

Cort %sol 

Il-Déoxycortisol 

17-Hydroxyproges- 
térone 

TABLEAU IV - Paramètres d'interaction de divers stéroïdes antagonistes (An), 
agonistes partiels (Ag/An) et agonistes purs (Ag) avec le 

récepteur des glucocortico'ides du thymus de rat (Bell 1982). 

Les valeurs concernant le RU 486 sont celles de Philibert (1984). 



mêmes a u t e u r s  v o i e n t  un argument supplémentaire  en f aveu r  de  l ' e x i s -  

tence de  l a  forme i n t e r m é d i a i r e  de l i a i s o n  à f a i b l e  a f f i n i t é  du 

complexe s t é ro ïde - r écep teu r  dans l ' o b s e r v a t i o n  d 'une courbe d e  

d i s s o c i a t i o n  b iphas ique  de c e  complexe quand il e s t  formé avec l a  

proges té rone .  Cet  a n t i g l u c o c o r t i c o ï d e  f a v o r i s e r a i t  c e t t e  forme i n t e r -  

médiaire  q u ' i l  ne c o n v e r t i r a i t  que p a r t i e l l e m e n t  e n  l a  forme p l u s  

s t a b l e  SR' ( vo i r  précédemment). Mais un t e l  e f f e t  n ' e s t  pas obse rvé  

avec l e  RU 486 a n t i g l u c o c o r t i c o i d e  extrêmement a c t i f ,  à t r è s  f o r t e  

a f f i n i t é  pour l e  r écep teu r  dont  il s e  d i s s o c i e  t r è s  lentement  

( P h i l i b e r t  1984) . Force  e s t  donc de conc lu re  q u ' i l  n ' e x i s t e  aucune 

p a r t i c u l a r i t é  d e s  paramètres  de  l i a i s o n  des  d i v e r s  s t é r o ï d e s  en  

rappor t  avec l e u r  a c t i v i t é  b io log ique .  

- Coopera t iv i t é  n é g a t i v e  e t  deuxième s i t e  de  l i a i s o n  

L ' e x i s t e n c e  d 'un  deuxième s i t e  de l i a i s o n  des s t é r o ï d e s  

sur  l e  r é c e p t e u r  a é t é  évoquée pour r e n d r e  compte de  1 'augmentation 

de l a  v i t e s s e  d e  d i s s o c i a t i o n  du complexe P H ]  Dexaméthasone- 

r écep teu r  observée  en  présence de c e r t a i n s  s t é r o ï d e s  t e l s  que l a  

proges té rone  (Jones 1980, Su the r s  1976, Svec 1980). Cet  e f f e t  n ' e s t  

observé qu ' à  de t r è s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en s t é r o ï d e  (p lus  d e  

10 UN), c o n c e n t r a t i o n s  largement s u p é r i e u r e s  à c e l l e s  auxquel les  

l ' e f f e t  a n t i g l u c o c o r t i c o ï d e  de l a  proges té rone  commence à s e  

man i f e s t e r .  La s i g n i f i c a t i o n  phys io logique  de ce  deuxième s i t e  e t  

son é v e n t u e l l e  s p é c i f i c i t é  a n t i g l u c o c o r t i c o ï d e  son t  t r è s  d i s c u t a b l e s .  

En f a i t ,  aucun d e s  modèles d ' i n t e r a c t i o n  proposés pour rendre  compte 

en termes de  moda l i t é s  p a r t i c u l i è r e s  d e  l a  l i a i s o n  de  l a  d i f f é r e n c e  

d ' a c t i v i t é  b io log ique  des  a g o n i s t e s  e t  des  a n t a g o n i s t e s  (Bel l  1979) 

n ' a  pu pour  l ' i n s t a n t  ê t r e  suffisamment é t a y é  s u r  l e  p lan  expérimental  

pour e n p o r t e r  l ' a d h é s i o n .  Il en e s t  a i n s i  du modèle a l l o s t é r i q u e  

proposé p a r  Samuels e t  Tomkins (19701, du modèle de  conformation 

i n d u i t e  d e  P r a t t  ( ? 9 7 5 ) ,  du modèle avec s i t e  d ' e n t r é e  de B e l l  (1978) 

e t  du modèle avec c o o p é r a t i v i t é  n é g a t i v e  e t  deuxième s i t e  de l i a i s o n  

que nous venons d e  d i s c u t e r .  C ' e s t  t r è s  probablement d 'une c a r a c t é -  

r i s a t i o n  p l u s  p r é c i s e  du r écep teu r  s u r  l e  p l an  s t r u c t u r a l  e t  



conformationnel après liaison, soit d'un agoniste puissant, soit 

d'un antagoniste à forte affinité corne le RU 486, que viendront 

les progrès dans la compréhension du mécanisme par lequel le 

récepteur s'aperçoit qu'il a affaire à une antihormone plutôt qu'à 

un stéroïde biologiquement actif (voir précédemment chapitre 1, 

paragraphe 3-b). 

c) Aspects thermodynamiques de la liaison 

Ils ont été peu étudiés du fait de la grande labilité 

à la chaleur du récepteur des glucocorticoTdes qui limite fortement 

l'intervalle de température utilisable. La réaction de dégradation 

du récepteur, qui concerne essentiellement le récepteur libre 

non lié à l'hormone, augmente considérablement de vitesse avec la 

température et ceci introduit un biais dans la détermination de la 

constante de dissociation à l'équilibre : les échantillons incubés 

avec de faibles concentrations d'hormone sont beaucoup plus sensi- 

bles à ce phénomène que ceux correspondant à la saturation du 

récepteur et ceci aboutit à des diagrammes de Scatchard faussés 

avec des mesures erronées de la constante de dissociation à 

l'équilibre. D'autre part, quand la température s'élève, le 

complexe hormone-récepteur se transforme, ce qui comp? ique 1 ' in- 
terprétation des résultats puisqu'on n'a plus alors affaire à une 

interaction bimoléculaire simple. Tout ceci explique la discor- 

dance apparente des résultats publiés à ce jour (Tableau V). 

Selon les deux études les mieux documentées (Wolff 1978, 

Eliard 1984) les diagrammes de Van't Hoff et d1Arrhénius décri- 

vant l'effet de la température sur l'interaction du récepteur des 

glucocorticoTdes avec la corticostérone, le cortisol ou la dexamé- 

thasone sont curvil inéaires. A 1 ' équil ibre , 1 ' enthalpie de la réaction 
décroît avec la température. 11 en va de même pour l'entropie. Pour 

d'autres auteurs au contraire, l'enthalpie de la réaction ne varie 

pas avec la température car les diagrammes de Van't Hoff obtenus 

sont rectilignes (Koblinsky 1972, Snochowski 1980, Cardo 1983). Les 

parts relatives de l'enthalpie et de l'entropie dans l'énergie de 



Matériel Cellules d'hépaton~ Foie de rat Muscle de rat Cellules humaines Thymus de Veau 
de rat HTC IM 9 

Stéroïde utilisé Corticostérone Dexaméthasone Dexaméthasone Dexamhthasone Dexamé thasone 

Auteur Wolff 1978 Koblinski Snochowski Eliard 1984 Cardo 1983 
1972 1980 

Présence de MoOl - - - + - + 

Mesures à l'équilibre 

AS 149 - 83- 
Aspects cinétiques : 
énergie d'activation 
de formation du complexe 
à 0" A G* 

A H* 53,5 

TABLEAU V - principaux paramètres thermodynamiques de 1 ' interaction glucocort icoîde-récepteur d'après la littérature. 
AC et A H  sont exprimés en k~.rnbl'l et AS en  mol-l T'~ 



liaison font d'ailleurs l'objet de controverses. Pour la plupart 

des auteurs, l'entropie de la réaction, fortement positive à O°C 

(75 à 302  mol-' T-') joue un rôle favorable prépondérant dans 

la liaison à basse température, et la participation de l'enthalpie 

apparaît négligeable (Snochowski 1 980) ou modérément défavorable 

(Wolff 1978, Eliard 1984). Quand la température augmente le 

facteur entropique resterait prépondérant (Wolff 1978, Snochowski 

1980) ou verrait son importance diminuer au profit de l'enthalpie de 

liaison (Eliard 1984). Cette discussion a de l'importance car elle 

conditionne notre conception des interactions physiques responsables 

de la liaison stéroïde-récepteur. En effet, une liaison où l'entro- 

pie domine est vraisemblablement de type hydrophobe alors que la 

part de l'enthalpie correspond sans doute à un autre type de liaison 

non covalente (liaison hydrogène en particulier). Pour Wolff (1982) 

le phénomène est essentiellement hydrophobe et le calcul de la 

surface d'interaction entre le récepteur et son ligand montre 

d'ailleurs que les deux faces du noyau stéroïdien sont impliquées 

dans la liaison. Pour Eliard (1984) au contraire, pas plus d'une 

face du stéroïde ne serait engagée dans la liaison avec le récepteur 

qui comporterait deux étapes : une première étape de reconnaissance 

hydrophobe non spécifique suivie d'une seconde étape d'arrimage 

spécifique du ligand grâce aux liaisons non covalentes engagées avec 

des fonctions particulières portées par le noyau stéroidien. Les don- 

nées de l'étude thermodynamique à l'équilibre, celles concernant 

les variations avec la température de l'enthalpie et de l'entropie 

d'activation du complexe stéroïde-récepteur, le recours à l'uti- 

lisation de molybdate et le contrôle sérieux des conditions expéri- 

mentales étayent fortement le modèle prcposé par cet auteur, modèle 

inspiré du schéma général d'interaction protéine-ligand décrit par 

Ross (1981). Tous ces résultats bien cohérents sont difficiles à 

concilier avec ceux de Cardo (1983) qui observe dans le thymus de 

veau une liaison avec la dexaméthasone dont l'enthalpie et l'entropie 

sont fortement négatives à 0°C en l'absence de molybdate. L'enthalpie 

est ici le facteur prépondérant de la liaison. L'addition de molyb- 

date entraîne une modification profonde de l'enthalpie qui diminue 



fortement , et surtout de l'entropie qui devient positive sans toute- 
fois jouer le rôle principal dans la liaison. L'auteur interprète 

ses résultats comme un argument en faveur de l'interaction directe 

du molybdate avec le récepteur sans exclure que le récepteur ait 

été complètement transformé en l'absence de molybdate. En effet, 

la transformation s'accompagne également de phénomènes thermodyna- 

miques propres que le groupe de Milgrom a bien étudiés (Atger 1976, 

Xilgrom 1981). La transformation apparaît comme une réaction 

réversible avec une variation d'énergie libre très faible (AG = IkJmol) 

Cet équilibre est peu sensible à la température. Les valeurs 

positives élevées de l'enthalpie et de l'entropie d'activation 

sont en faveur de la rupture de liaisons non covalentes au cours de 

la transformation. Le diagramme énergétique de la liaison du stéroïde 

au récepteur et de la transformation du complexe est représenté sur 

la figure 9. 

1.2. Corrélation structure du stéroïde-activité de liaison 

au récepteur 

a) Généralités 

Un certain nombre de travaux ont été consacrés à l'étude 

systématique de la corrélation entre structure stéroïde et activité 

de liaison au récepteur des glucocorticoïdes (Rousseau 1972 et 1977, 

Dausse 1977, Ojasoo 1978, Wolff 1978). Les séries de produits sont 

importantes et leur effectif , de l'ordre de 30 à 40 en général, 

atteint plus de 700 dans le travail monumental dlOjasoo qui ne 

retient cependant que les résultats des 81 stéroïdes les plus in- 

téressants. Son étude a le mérite de tester la liaison de chaque 

stéroïde à chacun des cinq récepteurs des hormones stéroïdes 

(androgènes, oestrogènes, progestérone, minéralocorticoïde et 

glucocorticolde) ce qui permet d'évaluer non seulement l'affinité 

de chaque stéroïde, mais aussi sa spécificité de liaison. La mesure 

de l'affinité de ces très nombreux stéroïdes, qui n'existent bien 

sûr pas sous forme radioactive, est réalisée à l'aide d'expériences 

de compétition où le stéroïde à tester est, soit ajouté en quantités 

croissantes à un milieu d'incubation comportant le récepteur cytoso- 



RH RH transf orné 

/é u 
LILLE 9 

Figure 9 - Variation d'énergie durant la liaison 

de l'acétonide de triamcinolone (Hl au récepteur (R) 

des glucocorticoides et la transformation du complexe 

(d'après Milgrom 1981). 



l i que  e t  une q u a n t i t é  f i x e  de  g lucocor t i co ïde  r a d i o a c t i f  de  r é f é -  

rence, s o i t  a j o u t é  à concen t r a t ion  f i x e  à une gamme d ' i n c u b a t i o n  

comportant l e  même récep teu r  e t  des  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  de  

l igand r a d i o a c t i f  de  r é f é rence .  Les r é s u l t a t s  obtenus son t  r e p o r t é s  

su r  des  courbes du type  de c e l l e s  r e p r é s e n t é e s  s u r  l a  f i g u r e  10. 

Le premier  type  d e  compét i t ion  a  l e  m é r i t e  de permet t re  l a  comparaison 

f a c i l e  s u r  une même courbe de l ' a f f i n i t é  de  p l u s i e u r s  p r o d u i t s  

d i s t i n c t s ,  a l o r s  que l e  second a  l ' avan tage  de v i s u a l i s e r  l e  ca rac -  

t è r e  compé t i t i f  d e  l ' i n h i b i t i o n  de  l i a i s o n  obtenue. La t h é o r i e  e t  

l e s  l i m i t e s  p r a t i q u e s  de c e s  méthodes o n t  é t é  d é t a i l l é e s  l o r s  d 'un  

précédent  mémoire (Formstecher 1980). Le l i gand  de r é f é r e n c e  e s t  

l e  p lus  souvent l a  dexaméthasone, un glucocort icoTde de syn thèse  à 

f o r t e  a f f i n i t é  e t  f o r t e  s p é c i f i c i t é  pour l e  r écep teu r  des  glucocor-  

t i c o l d e s . l e s  compét i t ions  on t  é t é  menées vis-à-vis  du r é c e p t e u r  

cy toso l ique  des c e l l u l e s  d'hépatome de r a t  en  c u l t u r e  (Rousseau 

1972 e t  1985, Wolff 19781, du f o i e  de r a t  (Ojasoo 1977) ou des  

thymocytes de s o u r i s  (Dausse 1977). Toutes  c e s  expér iences  de 

compéti t ion ont  é t é  r é a l i s é e s  à O°C. Ces mesures i n  v i t r o  s u r  

f r a c t i o n s  a c e l l u l a i r e s  ne donnent pas  forcément un r e f l e t  f i d è l e  d e  

c e  que s e r a i t  l a  l i a i s o n  s u r  des c e l l u l e s  i n t a c t e s  à 37°C e t  l e u r  

s i g n i f i c a t i o n  phys io logique  n ' e s t  pas  g a r a n t i e  (Jones 1979, Mc Donald 

1979). L ' e f f e t  de l a  température s u r  l ' a f f i n i t é  de l a  l i a i s o n  

s t é ro ïde - r écep teu r  peut  v a r i e r  en e f f e t  avec l e  s t é r o ï d e  cons idé ré  

(voi r  précédemment l e s  a s p e c t s  thermodynamiques de l ' i n t e r a c t i o n ) .  

Cependant, pour d e s  r a i s o n s  p r a t i q u e s  de s t a b i l i t é  du r é c e p t e u r ,  

l e s  v a l e u r s  obtenues  à 0°C s o n t  l e s  s e u l e s  que nous d i s c u t e r o n s .  

La f i g u r e  1 1  r e p r é s e n t e  l e s  s t r u c t u r e s  des  pr inc ipaux 

s t é r o ï d e s  t e s t é s  avec  une i n d i c a t i o n  de l e u r  a f f i n i t é  e t  éven- 

tue l lement  de l e u r  a c t i v i t é  b io log ique  (agonis  t e  ou a n t a g o n i s t e )  . 
b) E f f e t  des  s u b s t i t u a n t s  

L ' e f f e t  i n d i v i d u e l  des  s u b s t i t u a n t s  s u r  l e s  d i v e r s e s  p o s i t i o n s  

du noyau s t é r o i d i e n  e t  de l a  cha îne  l a t é r a l e  a  é t é  mesuré par  l a  

comparaison de p a i r e s  de  s t é r o ï d e s  ne d i f f é r a n t  que pa r  un s e u l  



Figure 10 - Un exemple de courbes de compétition entre des 
stéroïdes compétiteurs froids et un ligand de réfé- 

rence, la dexaméthasone tritiée, pour lz liaison au 

récepteur des glucocorticoIdes. 

a) à concentration fixe en compétiteur et variable en 
dexaméthasone 

b )  à concentration fixe en dexaméthasone et variable en 
compétiteur 

(d '  après Rousseau 1979b) 
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F i g u r e  11 - S t r u c t u r e  de d i v e r s  s t é r o ï d e s  ayan t  une  bonne a f f i n i t é  

pour l e  r é c e p t e u r  des  g lucoco r t i co?des .  I l s  son t  t ous  

a g o n i s t e s  sauf les  s e p t  d e r n i e r s  q u i  o n t  une a c t i v i t é  

a n t i g l u c o c o r t i c o ? d e  (d ' ap rè s  Rousseau 1972 e t  1975, 

Ojasso 1978, Dausse 1977, Wolff 1978, Dahlberg 1984) . 



substituant sur la même position. Ces comparaisons effectuées sur 

des stéroïdes ayant pour la plupart comme structure de base le 

noyau pregnane aboutissant aux résultats essentiels suivants 

(Tableau VI) : une liaison correcte exige une structure de base 

de type 3,20-dioxo-4-pregnène, l'hydroxylation en 11 et en 21 augmen- 

tent cette affinité ainsi que l'introduction d'une double liaison 

en 1-2 et la substitution du carbone 6 ou du carbone 9 par un halo- 

gène de faible volume. Une substitution du carbone 1 ou 2 du cycle A, 

l'hydroxylation du carbone 1 1  en a plutôt qu'en f3 et la réduction 

des cétones en 3 ou en 20 apparaissent incompatibles avec la liaison. 

La substitution sur les autres positions apparaît moins cruciale. Si 

l'hydroxylation en 16 a et en 17 a a un effet négatif sur l'affinité, 

cet effet peut être renversé par le couplage sur le 16a 17a glycol 

d'une cétone ou d'un aldéhyde, acétone dans le cas de l'acétonide 

de triamcinolone ou butyraldéhyde dans celui du budésonide (Dahlberg 

1984). Ces deux produits figurant parmi les stéroïdes présentant la 

plus forte affinité pour le récepteur, ce qui laisse supposer que 

les contraintes stériques sont modérées en regard du cycle D y  puisqu'on 

peut greffer un substituant encombrant, mais que cette région est 

également importante pour l'affinité de la liaison. La substitution 

des carbones 16 et 17 augmente d'ailleurs la spécificité glucocor- 

ticoïde de la liaison, avec une diminution de liaison aux autres 

récepteurs, en particulier minéralocorticoIde (Ojasoo 1978). L'effet 

de plusieurs substituants sur la même molécule n'est que grossièrement 

additif (l'additivité diminue avec le nombre de substituants). 

L'effet d'un même substituant sur la même position dépend parfois 

de la structure du stéroïde de départ et de la nature des substi- 

tuants qu'il porte déjà, c'est ainsi que la méthylation en 16 a 

un effet positif quand le stéroïde de départ est hydroxylé en 21 

(Rousseau 1977) ou méthylé en 6 (Ojasoo 1977) et négatif dans le 

cas contraire. De même l'hydroxylation en 1 1  a un effet positif sur 

l'affinité des dérivés du prégnene et négatif sur celle de certains 

dérivés de l'androstane (Rousseau 1977), tandis que l'ablation du 

méthyl 13 améliore l'affinité des dérivés 1 1  désoxy et réduit celle 



n o  du c a r b o n e  S u b s t i t u a n t  E f f e t  s u r  l ' a f f  i n i t S  

3  r é d u c t i o n  d e  l a  c é t o n e  i 
r é d u c t i o n  d e  l a  A4-5 

aCH3 

a F 

aOCH3 

BOH 

116 OH -11 c é t o  

r é d u c t i o n  de l a  c é t o n e  b 
OH 7 

TABLEAU V I  - E f f e t  d e s  s u b s t i t u a n t s  des  s t é r o ï d e s  à noyau 3 , 2 0  d ioxo  

4-pregnène ( p r o g e s t é r o n e )  s u r  l e u r  a f f i n i t é  p o u r  l e  récep-  

t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  (d'après Rousseau 1972, 1977, 1983, 

Duval 1977, Ojasoo 1978, Wolff 1978, Wynne 1980) .  



des 11$ hydroxy (Wynne 1980). Enfin, l'introduction d'un fluor en 

90. est bénéfique aux dérivés tels que l'acétonide de triamcinolone, 

mais pas à ceux de la série du budésonide (Dahlberg 1984). 

Le rôle fondamental dans la liaison au récepteur des glucocor- 

tico?des de la cétone en 3, de l'hydroxylation en 116 et de la 

chaîne latérale 176 est cependant remis en cause par l'existence 

de stéroïdes ayant une bonne affinité pour le récepteur sans présen- 

ter toutes ces propriétés structurales considérées comme essentielles. 

C'est ainsi que : 

. le caractère indispensable de la cétone en 3 peut être discuté 
au vu de l'activité de liaison élevée présentée par les dérivés 

3-chloro et 3-bromo de l'acétonide de triamcinolone et de l'acéto- 

nide de fluocinolone (Aranyi 1978) et surtout du cortivazole et de 

ses dérivés, dont la figure 12 montre la structure (Simons 1979, 

Lamontagne 1984, Winneker 1984, Dausse 1977). Ces derniers produits 

ne comportent pas de cétone en 3 et sont très fortement encombrés 

sur le cycle A par le substituant phénylpyrazole. Ils figurent 

pourtant parmi les meilleurs ligands du récepteur des glucocorti- 

coides et les plus actifs des agonistes. Leur interaction avec le 

récepteur se fait probablement selon des modalités particulières, 

car ni le dérivé 17,21 spiro, ni le 21 mésylate du cortivazole ne 

se comportent comme des antiglucocorticoîdes, au contraire des 

dérivés correspondants de la dexaméthasone. De plus, le 21 mésylate 

de cortivazole est incapable de se lier de manière covalente au 

récepteur, au contraire du 21 mésylate de dexaméthasone (Lamontagne 

1984). Il est donc fort possible que ces dérivés ne se positionnent 

pas dans le site de liaison de la même façon que les dérivés 

hab i tue1 s du prégnane . 
. de même, le rôle fondamental de l'hydroxyle en 1 1 R  dans la liaison 

au récepteur doit-il être reconsidéré, du fait de l'excellente 

affinité présentée par la dichlorisone, stéroïde chloré en 1 1  

(Wolff 1978) et surtout par les dérivés de la famille du RU 38486 

(~hilibert 1984, Teutsch 19841, qui portent à la place de l'hydroxyle 



I 

Deacylcor t ivazole  ( - 100) 

F igure  12 - S t r u c t u r e  d e  quelques phénylpyrazolo-  s t é r o ï d e s  ayan t  

une f o r t e  a f f i n i t é  pour l e  r é c e p t e u r  des  g lucocor t icoTdes .  

E n t r e  pa ren thèses  f i g u r e  l e u r  a f f i n i t é  r e l a t i v e  pa r  

r a p p o r t  à l a  dexaméthasone, en %) 

(d ' ap rè s  Simons 1979, Dausse 1977, Winneker 1984).  



118 un substituant très encombrant sur cette position du noyau 

stéroïde (figure 13). Bien que le RU 486 ne comporte ni hydroxyle 

en 118 ni chaîne latérale en 178 son affinité pour le récepteur est 

nettement supérieure à celle de la dexaméthasone. Ici encore, le 

volume du substituant en 1 1  (figure 14) amène à se demander si ce 

produit interagit bien avec le récepteur dans la même position que 

les autres stéroïdes. La constatation que le 3 carboxyméthyloxime 

du RU 486 conserve une bonne affinité pour le récepteur, au contraire 

du 3 carboxyméthyloxime de la dexaméthasone, permet d'en douter 

(Philibert 1985). L'existence d'un hydroxyle en 116 semble pourtant 

indispensable à l'acquisition par le stéroïde d'une activité agoniste 

puisque, à l'exception de la dichlorisone, tous les stiroïdes ne 

comportant pas d'hydroxyle en 11 sont antiglucocortico7des. On 

peut citer la progestérone et ses dérivés, la promegestone (R50201, 

la cortexolone, la testostérone et ses dérivés, le bl-11 oxo-1 l- 
désoxycortisol (Chrousos 1982), et bien sûr le RU 486. 

. la chaîne latérale en 176 peut subir des modifications impor- 

tantes qui restent compatibles avec une bonne liaison (figure 15), 

telle la modification du 21 hydroxyle en 21 mésylare (Lamontagne 

19841, le blocage des OH en 21 et 17a pour donner un 17, 21 acétonide 

(Rousseau 19831, ou la cyclisation en 17-21 spirostéroide 

(Lamontagne 1984). L'oxydation de la chaîne latérale pour donner 

un dérivé 21 carboxylique n'est pas compatible avec une liaison au 

récepteur qui réapparait après estérification du carboxyle (Lee 1981). 

De même, l'oxydation plus poussée conduit à des dérivés 178 carbo- 

xyliques de très faible affinité, dont nous avons montré que 

l'affinité redevient très appréciable après amidification (Rousseau 

1979b). Il en va de même après estérification (Manz 1983). Une 

partie non négligeable de ces stéroïdes modifiés sur la chaîne 

latérale sont des antiglucocorticoldes, ce qui souligne l'impor- 

tance de l'interaction du récepteur avec cette région du stéroïde. 

L'hydroxylation en 21 n'est pas indispensable pour observer une forte 

affinité et une activité agoniste si le stéroïde est substitué par 



Aff in i té  r e l a t i v e  pour l e  récepteur 
des g lucoco r t i co~des  
(dexaméthasone = 100) 

Figure 13 - Structure  du RU 486 e t  de quelques s té ro ïdes  apparentés 

(Teutsch 1984) 



F i g u r e  14 - V i s u a l i s a t i o n  d e  l a  t a i l l e  de l a  poche hydrophobe e n  

r ega rd  du carbone 1 1  dans l e s  d é r i v é s  p . t e r t i obu ty1 -  

phenyl ( a )  e t  p. phenoxyphenyl (b) appa ren té  au RU 486. 

Le programme de v i s u a l i s a t i o n  suppose une l i b r e  r o t a -  

t i o n  du s u b s t i t u a n t  (d ' ap rè s  Teutsch 1984). Le noyau 

s t é r o ï d e  e s t  en b lanc .  



17,21 acé ton ide  de  p redn i so lone  
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Figure 15 - S t é r o ï d e s  à chaîne  l a t é r a l e  178 modif iée  s e  l i a n t  au 

r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o i d e s .  Valeur du e t  a c t i v i t é  

a g o n i s t e  (Ag) ou a n t a g o n i s t e  (An) sont  ind iquées  e n t r e  

parenthèses .  



a i l l e u r s  avec des  groupements f a v o r a b l e s ,  comme par  exemple dans 

l a  21 désoxymétasone (Dausse 1977, Wolff 1978). D ' au t r e  p a r t ,  

il a  é t é  montré,  e s sen t i e l l emen t  pa r  l e s  chercheurs  de l a  f i r m e  

Roussel-Uclaf,  que l ' e x i s t e n c e  d'une cha îne  l a t é r a l e  en  176 n ' é t a i t  

même pas n é c e s s a i r e  ( f i g u r e  16) pour o b t e n i r  une bonne a f f i n i t é  

de l i a i s o n  pour l e  r é c e p t e u r  des  g lucocor t ico?des  (Ojasoo 1978, 

Raynaud 1980, Gomez-Sanchez 1983). Le RU 26 988, s t é r o ï d e  17B 

hydroxylé avec une cha îne  17a propynyl s e  l i e  avec une a f f i n i t é  

v o i s i n e  de c e l l e  de  l a  dexaméthasone au r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  

(RBA = 100 à 130 d ' a p r è s  Gomez-Sanchez 1983 e t  Raynaud 1980) dont  il 

s e r a i t  l e  marqueur l e  p l u s  s p é c i f i q u e ,  s ans  aucune l i a i s o n  c r o i s é e  

avec l e  r é c e p t e u r  des  minéra locor t ico?des .  D ' au t r e s  d é r i v é s ,  t e l s  que 

l e  RU 2323, q u i  ne p ré sen ten t  pas  de  cha îne  l a t é r a l e  176, n i  

d 'hydroxyle en 118, n i  de  méthyl 19, mais comportent t r o i s  doubles  

l i a i s o n s  conjuguées en 4, 9, 1 1 ,  on t  une t r è s  bonne a f f i n i t é  pour  

l e  r écep teu r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s .  Ces d é r i v é s  ne p ré sen ten t  qu 'une 

t r è s  f a i b l e  s p é c i f i c i t é ,  en e f f e t  i l s  s e  l i e n t  également t r è s  b i e n  

aux r écep teu r s  des  androgènes e t  de l a  proges té rone ,  p l u s  modérément 

aux r écep teu r s  des  oes t rogènes  e t  des  minéra locor t ico?des  ( D e l e t t r é  

1980, Ojasoo 1978).  Leur manque de s p é c i f i c i t é  e s t  a t t r i b u é  à l a  grande 

f l e x i b i l i t é  d e  l e u r  s t r u c t u r e ,  en p a r t i c u l i e r  pour c e  q u i  e s t  de  l a  

conformation du c y c l e  A ( D e l e t t r é  1980). 

. l e  noyau s t é r o ï d e  lui-même peut  s u b i r  des  mod i f i ca t ions  t e l l e s  

que l ' i n t r o d u c t i o n  d ' un  hétéroatome d'oxygène en 2  dans l e  c y c l e  A 

du RU 2999 ( f i g u r e  16) ou en 1 1  dans l e  c y c l e  C du A l - l l - o x a - l l -  

désoxycor t i so l  (Chrousos 1982) : l e s  p r o d u i t s  obtenus s e  l i e n t  

encore au r é c é p t e u r ,  mais sont  a n t i g l u c o c o r t i c o I d e s  (Dausse 1977, 

Chrousos 1982). 

. e n f i n ,  un c e r t a i n  nombre de  d é r i v é s  non s t é r o ï d i e n s  e n t r e n t  en  

compét i t ion  avec l a  l i a i s o n  de  l a  dexaméthasone à son r écep teu r  

s p é c i f i q u e  ( f i g u r e  17) .  Les a f f i n i t é s  observées  son t  beaucoup p l u s  

f a i b l e s  que c e l l e s  p ré sen tées  pa r  l e s  d é r i v é s  s t é r o i d i e n s  ( 
de 

l ' o r d r e  de l a  micromole au l i e u  d e  l a  nanomole) mais e l l e s  s o n t  



RU 26 988 (RBA = 127) RU 2323 (ges t r inone )  (RBA = 77) 

F igure  16 - S t é r o ï d e s  s ans  cha îne  l a t é r a l e  17B e t  cependant 

capables  de  s e  l i e r  avec une bonne a f f i n i t é  au 

r écep teu r  des  g lucocor t i co ïdes  (Ojasoo 1978, Raynaud 

1980, ~ e l e t t r é  1980, Dausse 1977).  Voi r  a u s s i  l e s  

f i g u r e s  12 e t  13 . 



cependant loin d'être négligeables. Aucune communauté de structure 

n'apparaît entre les diverses molécules de la figure 17 , qui 
montre simplement que des ligands non stéroidiens de bonne affinité, 

éventuellement antiglucocorticoïdes,peuvent être trouvés pour le 

récepteur des glucocorticoldes. Nous remarquerons cependant que, si 

l'inhibition compétitive par une molécule X de la liaison d'un 

ligand à sa protéine est une condition nécessaire pour affirmer que 

X entre en compétition avec le même site de liaison que le ligand de 

référence, cette condition n'est pas suffisante, et qu'une inhibi- 

tion compétitive peut être obtenue si la molécule X et le ligand 

s'adressent à deux classes de sites distincts et mutuellement exclu- 

sif s sur la même macromolécule. 

Au terme de cette comparaison des données brutes de liaison 

des différents ligands stéroïdiens capables d'interagir avec le 

récepteur des glucocorticoldes, le foisonnement des résultats est 

tel que ceux-ci apparaissent difficiles à organiser d'une manière 

rationnelle. Une approche conformationnelle de la structure de ces 

différents stéroïdes et des modifications induites par les divers 

substituants peut laisser espérer un progrès dans la compréhension 

de l'interaction glucocorticoïde-récepteur et de ses détails 

moléculaires. 

c) Etudes de conformation moléculaire 

- Méthodes 
Le problème de la détermination de la conformation moléculaire 

des stéroïdes glucocorticoïdes a été abordé en utilisant différentes 

techniques. 

En dehors du cas particulier de la cristallographie, dont la 

contribution est considérable, le recours aux méthodes physicochimiques 

est resté limité. C'est ainsi que la mesure du moment dipolaire 

(~llinger 1961), la spectrophotométrie infra-rouge (Cole 1968, Eger 

1971), la résonance magnétique nucléaire des protons (Takahashi 

1961, Cole 1968 et 1970, Genard 1976, Delaroff 1979), du carbone 13 
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(Katsumata, 1982) 

Indométhacine 
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F igu re  17 - Divers l i g a n d s  non s t é r o ï d i e n s  capab le s  de  s e  l i e r  au  

r écep teu r  des  g lucocor t i co ïdes .  Les r é f é r e n c e s  b i b l i o -  

graphiques ,  l e  K. apparent  quand il e s t  connu, a i n s i  que 
1 

l ' a c t i v i t é  b io log ique  son t  ind iqués  à cô té  du nom de  

chaque p r o d u i t .  



(Bhacca 1973, Giannini 1974, Genard 1976) et du fluor 19 (Giannini 

1974, Genard 1976) ainsi que le dichroïsme circulaire ont été 

appliqués avec des bonheurs divers à l'étude de la conformation 

des glucocorticoïdes. Leur contribution principale concerne la 

détermination de la conformation de la chaîne latérale en 17 

et du cycle A, qui sont les deux zones principales de variabilité de 

la conformation et portent des fonctions chimiques essentielles à 

l'activité biologique. Au contraire de ces études en solution qui 

ne fournissent que des informations partielles sur la conformation 

moléculaire des stéroïdes, la diffraction des rayons X apporte la 

détermination complète de leur structure à l'état solide. Plus de 

400 structures de stéroïdes, dont plus de 90 prégnanes, étaient 

publiées en 1984. Elles ont fait l'objet d'un travail minutieux 

de comparaison de la part du groupe de Duax, à qui l'on doit des 

atlas fort bien conçus regroupant la plupart des structures publiées 

(Duax 1975b, Griff in 1984) et de nombreuses revues (Duax 1975a, 1976, 

1978a, 1982, 19841, d'ailleurs assez redondantes. Les groupes de 

Dideberg à Liège et de Mornon à Paris ont également contribué à ce 

travail de synthèse et tenté de dégager des corrélations entre la 

structure cristalline et l'activité biologique de nombreux stéroïdes 

(Dideberg 1976, Delettré 1380, Mornon 1977). Les résultats des 

mesures cristallographiques constituent également une base de données 

extrêmement utile pour l'application des méthodes de calcul de 

conformation. 

A partir de la formule du stéroïde et des valeurs de liaisons 

interatomiques et des angles de liaison il est en effet possible de 

construire des modèles représentant ces molécules. La méthode la 

plus simple est le recours aux modèles du genre Dreiding, mais 1' 

effet des substituants sur la conformation moléculaire n'est pas 

toujours bien pris en compte par ces modèles. Les effets sur les 

angles de liaison et la longueur de celles-ci, modestes à l'échelle 

d'une ou deux liaisons interatomiques, peuvent avoir un retentis- 

sement important sur la conformation générale de la molécule. Une 

méthode un peu plus élaborée a consisté à procéder par addition de 

cycles de structure connus (Altona 1968). Mais actuellement la 



méthode de choix est le calcul de conformation moléculaire. Sa 

première utilisation dans le domaine des glucocorticoldes a été la 

détermination de la conformation de la chaîne latérale 176 par le 

calcul des orbitales moléculaires selon la théorie étendue de Hückel 

(Kier 1968). Puis des méthodes de paramétrisation des orbitales 

moléculaires corne le CND0/2 ont été employées (Kollman 1973) et 

enfin, avec les progrès des calculateurs, sont apparus des programmes 

d'optimisation complète de géométrie moléculaire comme le GEMO 

(Cohen 1971). Ce dernier programme utilise un modèle de départ construit 

à partir des données standard de distances interatomiques et d'angles 

de liaison fournies par la cristallographie. Il minimise ensuite 

l'énergie globale de la molécule provenant de ces liaisons et de 

ces angles, mais aussi des angles de torsion et des autres inter- 

actions intramoléculaires, en introduisant des modifications succes- 

sives à la conformation de départ et en calculant les variations de 

l'énergie globale qu'elles entraînent. Les conformations correspondant 

aux minima d'énergie moléculaire sont sélectionnées, car elles 

définissent l'état de la molécule considéré comme le plus probable 

en solution. Le programme GEMO a été appliqué au calcul de la 

conformation de divers stéroïdes par les chercheurs de chez Roussel- 

Uclaf, et plus particulièrement aux glucocorticoTdes par le groupe 

de G. Rousseau (Rousseau 1978, Schmitt 1977, 1978a,b, 1979). 

Ces différentes méthodes donnent des résultats présentant 

un certain nombre de divergences au sujet de la conformation de la 

chaîne latérale et du cycle A des glucocorticoïdes. Les partisans 

de chaque technique mettent en avant ses mérites propres pour en 

justifier les résultats. Ainsi, les spectroscopistes insistent-ils 

sur le caractère plus physiologique des conformations observées en 

solution, par rapport à celles obtenues à l'état solide où les contrain- 

tes intermoléculaires ne sont sans doute pas négligeables. Mais 

même en solution des divergences apparaissent selon la nature du 

solvant utilisé, et on peut à bon droit s'interroger sur le 

caractère "physiologique" du comportement d'un stéroïde étudié 



par résonance magnétique nucléaire de proton dans le benzène, 

le chloroforme ou l'acétone (Cole 1970)' ou par spectrophotométrie 

Lnfra-rouge dans le tétrachlorure de carbone ou le diméthylsulfoxide 

(Eger 1971). De leur côté, les cristallographes, Duax en tête bien 

sûr, font valoir que l'étude par diffraction des rayons X des 

cristaux de plus de 400 stéroïdes, et plus particulièrement ceux 

qui cristallisent dans plusieurs systèmes différents, a clairement 

montré que la conformation à l'état solide est proche de l'état 

d'énergie minimum, et correspond à une structure qui existe en 

solution (Duax 1981, 1984). Les contraintes intermoléculaires du 
1' packing" dans le cristal ne joueraient qu'un rôle limité dans la 

conformation observée, et d'ailleurs les directions des liaisons 

hydrogène intermoléculaires contractées par les oxygènes en 3, 11, 

17, 20 et 21 des glucocorticoïdes apparaissent étonnament conservées 

quel que soit le cristal étudié, ce qui montre qu'elles sont contrô- 

lées essentiellement par des forces intramoléculaires (figure 18). 

Enfin, les partisans des méthodes de calcul par optimisation d'énergie 

mettent en avant l'avantage de l'économie de moyens de leur méthode 

qui autorise la prévision de la conformation d'un stéroïde à partir 

de sa seule formule, et qui, même quand une structure cristallisée 

a été décrite, ouvre la voie à la vérification de son niveau d'énergie 

moléculaire et à l'identification d'autres conformères possibles d'éner- 

gie voisine du minimum. En fait, les deux méthodes, radiocristallo- 

graphie et prévision de structure par le calcul, apparaissent tout 

à fait complémentaires. 

- Résultats 

Les résultats que donnent ces différentes méthodes dans 

l'élucidation de la conformation des stéroïdes capables de se lier 

au récepteur des glucocorticoldes peuvent être regroupés cormne suit : 

. le cycle A des dérivés 3-oxo-A4 présente une certaine flexibilité. 
La radiocristallographie montre que les conformations les plus fréquentes 

sont la demi-chaise la, 2B et ie sofa la, tandis que la demi-chaise 

inversée 16, 2a est beaucoup plus rare (figure 19) et serait 

caractéristique des ligands ayant une bonne affinité pour le 



Figure 18 - Direction des liaisons hydrogène ( ---- ) observées 
dans des stéroïdes du type glucocorticolde. 

a) Schéma général 
b) Situation de l'oxygène en 1 1 .  La direction de la liaison 

hydrogène impliquant cet oxygène comme donneur d'hydro- 
gène ne dépend pas de la nature de l'atome accepteur 
(d'après Duax, 1975) 



Figure 19 - Conformations du cycle A observées à partir de la 

comparaison de 34 stéroïdes 4ène-3one. 88 ont une 

conformation du type a) chaîne la,2B ou b )  sofa la. 

6 présentent la conformation inhabituelle c) en chaîne 

inversée laB, 2a (Duax 1984) 

Figure 20 - Superposition de deux conformations cristallographiques 
distinctes du cortisol ( --- et - ) et de celle du 
9a-fluorocortisol ( 0  - - ) Duax 1984) 



r é c e p t e u r  de l a  p roges t é rone .  (Duax 1978 e t  1984) . 
Dans son t r a v a i l  d ' o p t i m i s a t i o n  complète de  géométr ie  p o r t a n t  s u r  

l a  conformation d 'une  qu inza ine  de s t é r o ï d e s  d é r i v é s  de l a  proges té -  

rone s e  l i a n t  au r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  Schmit t  (1978) o b t i e n t  

t o u j o u r s  une conformation en demi-chaise l a ,  26 au  minimum d ' éne rg i e .  

Une d é s a t u r a t i o n  supplémenta i re  du c y c l e  A ( i n t r o d u c t i o n  d 'une  

double l i a i s o n  1-2) ou une s u b s t i t u t i o n  du c y c l e  D s u r  l e  carbone 6  

e t  s u r t o u t  s u r  l e  carbone 9  modi f ie  l a  conformation du c y c l e  A e t  

s u r t o u t  son o r i e n t a t i o n  p a r  r appor t  au r e s t e  de  l a  molécule . 
Weeks (1973) a  comparé l e s  s t r u c t u r e s  du co r t i so1 ,du  6a-fluoro- 

c o r t i s o l ,  du 9 a - f l u o r o c o r t i s o l  e t  de l a  6a -méthylprednisolone.  

Il a p p a r a î t  que l e  c y c l e  A e s t  beaucoup p l u s  "courbé" v e r s  l e  bas  

par  r a p p o r t  au p l a n  moyen des  cyc l e s  B ,  C e t  D dans l e  9a f luo ro -  

c o r t i s o l  que dans l e  c o r t i s o l  (F igure  20) .  Ce r é s u l t a t  a  é t é  c o n f i r -  

mé s u r  d ' a u t r e s  s t é r o ï d e s  a y a n t  une s t r u c t u r e  du type  9a-f luoro,  

116-hydroxy-4ène-3one (Weeks 1976, Duax 1984).  Le 6a f l u o r o c o r t i s o l  

e t  l a  6a-méthylprednisolone p ré sen ten t  une courbure  un peu p l u s  

f a i b l e  que l e s  d é r i v é s  9a- f luorés .  La r a i s o n  de  c e t t e  courbure e s t  

c l a i r e  dans l a  Ga-méthylprednisolone où l a  double l i a i s o n  en 1-2 

a p p a r a î t  responsable  (1  ' e f f e t  e s t  d ' a i l l e u r s  observé  s u r  un modèle 

de Dre id ing)  . Dans l e  c a s  des  9a f l u o r é s ,  e l l e  l ' e s t  beaucoup moins e t  

des  r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s  o n t  é t é  obtenus p a r  l a  résonance 

magnétique n u c l é a i r e  du carbone  13 e t  du f l u o r  19 e t  l a  méthode CNDO 

à propos de  l ' i m p l i c a t i o n  des  e f f e t s  é l e c t r o n i q u e s  e t  s t é r i q u e s  

de l ' h a l o g é n a t i o n  en 9  (Kollman 1973, Giannin i  1974, Genard 1976). 

Quoi q u ' i l  en s o i t ,  l ' i n t é r ê t  majeur de  l ' o b s e r v a t i o n  de Weeks e t  

Duax e s t  que l ' a c t i v i t é  b io log ique  des  s t é r o ï d e s  cons idé ré s  s e n b l e  

p r o p o r t i o n n e l l e  au deg ré  de  courbure observé  pour l e  c y c l e  A .  Ceci  

s e  r e t r o u v e  au n iveau  de l e u r  a f f i n i t é  pour l e  r é c e p t e u r  e t  Duax 

émet l ' hypo thèse  qu'une conformation t r è s  courbe d e  l a  molécule  de 

s t é r o î d e  e s t  p r é f é r é e  p a r  l e  s i t e  de l i a i s o n  du r é c e p t e u r  (Duax 

1976, 1984).  En e f f e t ,  l a  courbure  du c y c l e  A e n t r a î n e  une modifi-  

c a t i o n  t r è s  s i g n i f i c a t i v e  des  d i s t a n c e s  s épa ran t  l 'oxygène de  l a  

cé tone  en  3  de ceux p o r t é s  p a r  l a  cha îne  l a t é r a l e  (oxygènes 17, 20 



e t  21) e t  p e u t  donc r e t e n t i r  s u r  l a  p o s s i b i l i t é  pour c e s  atomes 

de  c o n t r a c t e r  ou non des  l i a i s o n s  hydrogène de manière s a t i s f a i s a n t e  

avec l e s  a c i d e s  aminés du c e n t r e  a c t i f  du r écep teu r  ( f i g u r e  21) .  
O 

Dideberg (1976) a  de  son c ô t é  proposé une v a l e u r  moyenne de  16,5 A 

pour l a  d i s t a n c e  sépa ran t  l e s  atomes du r écep teu r  capab le s  de 

f i x e r  l e  s t é r o ï d e  pa r  s e s  oxygènes O e t  021 .  Dans l e  c a s  du c o r t i s o l ,  
3  

l e  c y c l e  A a p p a r a î t  f l e x i b l e ,  c a r  p l u s i e u r s  conformations de c e  c y c l e  

ont  é t é  observées  a p r è s  c r i s t a l l i s a t i o n  d e  c e t t e  molécule  dans des  

systèmes d i f f é r e n t s  (Duax 1984). L ' é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  

conformères s e r a i t  déplacé  v e r s  l a  forme f avorab le  à l a  l i a i s o n  dans 

l e s  d é r i v é s  9a f l u o r é s .  La f l e x i b i l i t é  du c o r t i s o l  e x p l i q u e r a i t  

q u ' i l  p u i s s e  s e  l i e r  à l a  f o i s  à l a  t r a n s c o r t i n e  e t  au r é c e p t e u r  

au c o n t r a i r e  des  d é r i v é s  f l u o r é s  corne  l a  dexaméthasone q u i  ne s e  

l i e n t  qu 'au r é c e p t e u r .  L'augmentation de l ' a n g l e  e n t r e  l e  c y c l e  A e t  

l e  p lan  des  c y c l e s  B e t  C ap rè s  i n t r o d u c t i o n  d'une double l i a i s o n  en 

1-2, d 'un  méthyl  en  6a ou d 'un  hydroxyl en  1 1 B  e s t  également prévue 

par  l ' o p t i m i s a t i o n  complète de géométr ie  molécula i re  (Schmit t  1978b). 

Une t r è s  grande f l e x i b i l i t é  du c y c l e  A e s t  e n t r a î n é e  pa r  l ' i n t r o d u c t i o n  

d 'une  double l i a i s o n  e n  9  dans l e s  d é r i v é s  4 , 9  diènes-3 ones ,  e t  

p lus  encore  dans l e s  4,9,11 t r i è n e s - 3  ones (Figure 22) .  C e t t e  

f l e x i b i l i t é  e s 3  v i s u a l i s é e  par  l e  d ichro ïsme c i r c u l a i r e  (Delarof f  

1979) e t  s u r t o u t  par  l a  r a d i o c r i s t a l l o g r a p h i e  e t  l e  c a l c u l  de confor -  

mation pa r  o p t i m i s a t i o n  complète d e  géométr ie  ( D e l e t t r é  1980) q u i  

montre p a r  exemple que des  t'mouvementst' de  l a  molécule d e  RU 2323 

ayant  une ampli tude de 3 , 3  A pour l a  p o s i t i o n  r e l a t i v e  de  l ' e x t r é m i t é  

du cyc le  A n ' e n t r a î n e r a i e n t  qu 'une v a r i a t i o n  d ' éne rg i e  i n f é r i e u r e  

à 2 kca l lmole .  C e t t e  v a l e u r  e s t  à comparer aux -12 kca l lmo le  de l ' é -  

n e r g i e  de l i a i s o n  correspondant  à une c o n s t a n t e  de d i s s o c i a t i o n  à 

l ' é q u i l i b r e  J$, de I O - ~ M .  Ce t t e  f l e x i b i l i t é  e s t  pa r f a i t emen t  en accord  

avec l e  c o n s i d é r a b l e  manque de s p é c i f i c i t é  d e  l i a i s o n  p r é s e n t é  p a r  c e  

d é r i v é  q u i  s e  f i x e  à la  p l u p a r t  des  r é c e p t e u r s  des  hormones s t é r o ï d e s  

( v o i r  précédemment) . 
. l e s  c y c l e s  B ,  C e t  D on t  une conformation beaucoup p l u s  r i g i d e  que 

l e  c y c l e  A e t  s u b i s s e n t  peu de v a r i a t i o n s  au t r a v e r s  des  d i f f é r e n t e s  

s t r u c t u r e s  observées .  Les cyc l e s  B e t  C o n t  une s t r u c t u r e  en c h a i s e  



Figure 21 - Distance entre les points hypothétiques de 
liaison du cortisol (valeurs du haut) et du 
9a-fluorocortisol au récepteur (R) ou à d'autres 
macromolécules (M)  après Duax 1976) 

Figure 22 - Conformations cristallines (a) et calculées par 
le programme GEMO (b) du RU 2323, un stéroïde 
30x0-4,9,11 triène (Delettré 1980) 



peu influencée par l e s  subs t i tuan ts  q u ' i l s  por tent  , e t  c r i s t a l l o -  

graphie e t  opt imisat ion de géométrie donnent des r é s u l t a t s  pa r f a i -  

tement concordants (Schmitt 1978a). Le cyc le  D e s t  p lus  f l e x i b l e  

avec des p o s s i b i l i t é s  de conformation va r i an t  selon l e s  subs t i tuan ts  

en t r e  l a  demi-chaise 136, 14a, l 'enveloppe 136 e t  plus rarement 

l 'enveloppe 14a (Duax 1975). L'accord e n t r e  l a  r ad ioc r i s t a l l o -  

graphie e t  l ' op t imisa t ion  de géométrie e s t  i c i  un peu moins bon que 

pour l e s  cycles  B e t  C (Schmitt 1978a). 

. l a  chaîne l a t é r a l e  e s t ,  avec l e  cycle A ,  l e  deuxième point de 

v a r i a b i l i t é  de l a  s t r uc tu r e  des glucocorticoldes.  Les modèles de 

Dreiding l a i s s e n t  supposer une ro t a t i on  l i b r e  de l a  chaîne l a t é r a l e  

autour de l a  l i a i s o n  C , C20 e t  de l 'hydroxyle  en 21 autour de l a  

l i a i s o n  C 20 C 2 , .  Le méthyl 18 i n t rodu i t  cependant une in te rac t ion  

s té r ique .  Le problème cons i s te  à déterminer l a  conformation l a  p lus  

probable de c e t t e  chaîne l a t é r a l e  en so lu t ion .  En dehors des résu l -  

t a t s  d iscutables  de Takahashi (1964) en faveur  d'une or ien ta t ion  

de l a  l i a i s o n  C20020 ve r s  l ' e x t é r i e u r  du cyc l e  D e t  de l ' ex i s t ence  

de deux l i a i s o n s  hydrogène en t r e  l e s  hydroxyles 17 e t  21 e t  

l'oxygène en 20, tou tes  l e s  études physicochimiques en solut ion 

u t i l i s a n t  l a  mesure du moment d ipo l a i r e  (All inger 1961), l e  

dichroïsme c i r c u l a i r e  ( ~ e l l m a n  19651, l a  spectrophotométrie infra-  

rouge (Cole 1968) ou l a  résonance magnétique nucléai re  des protons 

(Cole 1968 e t  1970) montrent que c e t t e  l i a i s o n  C s e  p r o j e t t e  

au-dessus du cycle  D e t  éc l ipse  à peu près l a  l i a i s o n  C 
16'1 7: 

Des 

r é s u l t a t s  con t rad ic to i res  sont obtenus pour l a  l i a i s o n  C 21021 q u i  éclip- 

s e r a i t  l a  l i a i s o n  C é t  s e r a i t  compatible avec une l i a i s o n  

hydrogène in termolécula i re  en t re  O e t  OHZ1 (Cole 1968 e t  1970) ou 20 
s e r a i t  au con t r a i r e  o r ien tée  en t rans  par rapport  à c e t t e  l i a i s o n  

C20020 (Bhacca 1973) . Eger (1971) a  d ' au t re  par t  montré en spectro- 

photométrie infrarouge que l a  chaîne 20 0x0, 17a, 21-dihydroxy 

n '  engageait probablement aucune l i a i s o n  hydrogène in t ramolécula i re  

e t  devai t  s e  comporter essentiel lement comme un donneur de proton pour 



des  l i a i s o n s  hydrogène in t e rmolécu la i r e s ,  l 'oxygène en  20 ne pouvant 

s e  comporter comme un  accep teu r .  L 'é tude  r a d i o c r i s t a l l o g r a p h i q u e  

de  35 d é r i v é s  du prégnane confirme que l a  l i a i s o n  C 20°20 Se 

p r o j e t t e  au-dessus du c y c l e  D e t  r é v è l e  une  s t r u c t u r e  globalement 

assez  i n v a r i a n t e  de  l a  cha îne  l a t é r a l e  où l e  s u b s t i t u a n t  en 21 e s t  

tou jours  en  c i s  p a r  r a p p o r t  à l 'oxygène 20 (Duax 1976).  L ' o r i e n t a -  

t i o n  de l a  l i a i s o n  C20020 au-dessus du c y c l e  D v a r i e  a s sez  peu 

( f igu re  23) '  b ien  q u ' e l l e  s o i t  s e n s i b l e  à l a  n a t u r e  du s u b s t i t u a n t  

en 21 e t  s u r t o u t  e n  17a. La v a l e u r  moyenne de l ' a n g l e  de t o r s i o n  

C C C O e s t  d e  104" + 1 1  pour l e s  17a (H) e t  de 89"  + 7  pour 13 1 7  20 20 - - 
l e s  17a (OH). L ' a n g l e  de  t o r s i o n  O C C O e s t  v o i s i n  de  O mais  20 20 21 21 
il ne semble pas e x i s t e r  de pont hydrogène i n t r a m o l é c u l a i r e  (Weeks 1973).  

Le c a l c u l  d ' o p t i m i s a t i o n  complète de géométr ie  r e t rouve  une o r i en -  

t a t i o n  d e  l a  l i a i s o n  C 20-020 é c l i p s a n t  à peu p r è s  l a  l i a i s o n  C -C 16 17' 
mais l ' e f f e t  de l ' h y d r o x y l e  en  17a s u r  l a  v a l e u r  de  l ' a n g l e  de  

to r s ion  C C C O e s t  p lus  important  e t  s ' e x e r c e  dans un sens  13 17 20 20 
opposé à c e  q u i  e s t  observé  en c r i s t a l l o g r a p h i e  (Schmit t  1978a1, 

avec une v a l e u r  de 1 1  0 '3"  pour l e s  17a (H) e t  de  88 ,3"  pour l e s  

17a (OH). L ' au t eu r  rapproche c e  r é s u l t a t  d e  1' e f f e t  défavorable  s u r  

l a  l i a i s o n  au  r é c e p t e u r  de  l ' h y d r o x y l a t i o n  en 17u. Une l i a i s o n  

hydrogène i n t r a m o l é c u l a i r e  e n t r e  O e t  L ' O H  21 a p p a r a î t  p o s s i b l e .  20 
Le mér i t e  d e  l a  méthode d ' o p t i m i s a t i o n  e s t  d e  mont rer  qu'en f a i t  

l a  chaîne l a t é r a l e  p e u t  t ou rne r  au tou r  de  l a  l i a i s o n  C -C sans  
17 20 

s e  h e u r t e r  à des b a r r i è r e s  d ' é n e r g i e  t r è s  c o n s i d é r a b l e s .  En e f f e t ,  

l a  molécule absorbe l e s  v a r i a t i o n s  dl é n e r g i e  provoquées par  c e t t e  

r o t a t i o n  en  mod i f i an t  légèrement s a  conformation g é n é r a l e ,  e t  l a  

r o t a t i o n  e s t  p lus  f a c i l e  qu'on a u r a i t  pu 1' imaginer .   énergie 

minimale correspond pour  l e s  17a(H) à une v a l e u r  de l ' a n g l e  de 

to r s ion  C C C O d e  270" e t  c e t t e  conformation s e r a i t  peut- ê t r e  16 17 20 20 
c e l l e  q u i  e s t  p r é f é r é e  p a r  l e  r écep teu r .  

. l ' e f f e t  d e s  s u b s t i t u a n t s  des  d i v e r s  c y c l e s  du noyau s t é r o l d e  

s u r  l a  conformation g é n é r a l e  de  l a  molécule  a  é t é  exploré .  11 

a p p a r a î t  que des s u b s t i t u a n t s  peuvent a v o i r  des  e f f e t s  à longue 



Figure 23 - Géométrie de la chaîne latérale Cl7 
a) Vue d'ensemble (Duax 1976) 

b)  Valeurs des angles de torsion en projection de 
Newman le long de la liaison C17-C20 (~eeks 1973). 
Valeurs de haut en bas pour le cortisol, le 
6a-fluorocortisol, le 9a-fluorocortisol, la 
Ga-méthylprednisolone, la cortisone et la 
4-chlorocortisone. 



d i s t a n c e  s u r  c e t t e  conformation (Duax 1977, 1978b). Le c a l c u l  de 

conformation montre l e u r s  e f f e t s  su r  l a  courbure g é n é r a l e  de 

l a  molécule ,  s a  t o r s i o n  l o n g i t u d i n a l e  e t  l a  conformation du c y c l e  D .  

Il appor t e  une e x p l i c a t i o n  à l ' o b s e r v a t i o n  des  e f f e t s  c o n t r a d i c t o i r e s  

e n t r a î n é s  pa r  l e  même s u b s t i t u a n t  s u r  des  s t é r o ï d e s  d i f f é r e n t s  

(Schmitt  1978a,b, 1979).  

. Un p o i n t  important  e s t  l a  comparaison d e s  conformations des 

s t é r o ï d e s  a g o n i s t e s  e t  a n t a g o n i s t e s .  La c r i s t a l l o g r a p h i e  e t  

l ' o p t i m i s a t i o n  de géométr ie  appor t en t  peu de r é v é l a t i o n s  dans c e  

domaine. La comparaison de  l a  s t r u c t u r e  des  p r i n c i p a l e s  molécules 

concernées montre que l e u r  p o i n t  commun e s t  l a  s t r u c t u r e A  3-one 4  
a l o r s  que l e u r s  d i f f é r e n c e s  s 'expriment  e s s e n t i e l l e m e n t  dans l a  

rég ion  1 1  6 e t  l a  cha îne  l a t é r a l e  ( f i g u r e  24) .  Le r ô l e  probable d 'une 

l i a i s o n  hydrogène e n t r e  l ' O H  en 118 e t  l e  r é c e p t e u r  e s t  sou l igné  

par  l a  diminut ion d ' u n  f a c t e u r  deux de l a  v i t e s s e  d e  d i s s o c i a t i o n  

des  complexes glucocorticoTde-récepteur dans l ' e a u  lou rde  (Aranyi 

1984b). Cet e f f e t  n ' e s t  observé  qu'avec les s t é r o ï d e s  118 hydroxylés  

q u i  p ro t ègen t  d ' a i l l e u r s  mieux l e  r écep teu r  c o n t r e  l ' i n a c t i v a t i o n  

thermique (Toth 1983). Une d i f f é r e n c e  e n t r e  a g o n i s t e s  e t  a n t a g o n i s t e s  

p o r t a n t  s u r  l a  c a p a c i t é  à engager  des l i a i s o n s  hydrogène au n iveau  

de l a  cha îne  l a t é r a l e  e s t  probablement également en  cause  dans l e  

c a s  du d é r i v é  17-21 oxetanone de  l a  dexamethésone dont  l a  confor-  

mation géné ra l e  e s t  extrêmement v o i s i n e  de c e l l e  de  l a  dexamétha- 

sone ( f i g u r e  25) ,  e t  des  d é r i v é s  17,21 acé ton ide  (Rousseau 1983).  

Toutes  c e s  é t u d e s  de conformation n ' é c l a i r e n t  que modérément 

n o t r e  compréhension d e  l ' i n t e r a c t i o n  glucocorticoTde-récepteur. 

E l l e s  on t  cependant condu i t  Duax (1984) à proposer  pour l e s  gluco- 

c o r t i c o ï d e s  un modèle dans l e q u e l  l a  l i a i s o n  s e r a i t  gouvernée 

e s sen t i e l l emen t  pa r  l a  conformation du c y c l e  A, t a n d i s  que l e s  

r ég ions  1 1  B e t  l e  c y c l e  D s e r a i e n t  impliqués dans l e  c o n t r ô l e  de 

l ' a c t i v i t é  b io log ique  du complexe ( f i g u r e  26) .  Dans ce  modèle, l a  

cha îne  l a t é r a l e  p o u r r a i t  c o n t r a c t e r  une i n t e r a c t i o n  d i r e c t e  avec 

l'ADN. La base  de c e t t e  d e r n i è r e  hypothèse e s t  l a  p o s s i b i l i t é  de 

c o c r i s t a l l i s e r  des  molécules  de  déoxycor t icos té rone  e t  d ' adénine  



Figure 24 - Superposition des structures de plusieurs antigluco- 
corticoldes (progestérone, testostérone, 1 1  désoxycortisol, 
17-21 spiro dexaméthasone et RU 486) sur celle de la 
dexaméthasone (Duax 1984). La dexaméthasone est en trait 
plein. 

Figure 25 - Comparaison de la conformation et de la capacité à 
contracter des liaisons hydrogène de la dexaméthasone et 
son dérivé antiglucocortico~de 17,21 spiro (ou oxetanone) . 
Structure commune en noir, agoniste ombrée, antagoniste 
en blanc (~uax 1982) . 



Figure 26 - Modèle d'interaction entre le glucocortico?de, 
son récepteur et la double hélice d'ADN (Duax 1984) 

Figure 27 - Structure cristalline d'un complexe moléculaire entre 
1 1  désoxycorticostérone et l'adénine (Weeks 1975, 
Duax 1978a) 



(Weeks 1975). Ce modèle peut  ê t r e  rapproché de  c e l u i  de Sluyser  

(1983) q u i  va jusqu 'à  imaginer une i n t e r c a l a t i o n  du s t é r o ï d e  dans 

l a  double h é l i c e  d'ADN ( f i g u r e  28) . 
d) R e l a t i o n  q u a n t i t a t i v e  : QSAR 

Les deux s e u l e s  t e n t a t i v e s  d ' é t ab l i s semen t  d 'une  r e l a t i o n  

q u a n t i t a t i v e  e n t r e  l a  s t r u c t u r e  des  s t é r o l d e s  exprimée à l ' a i d e  

de paramètres  q u a n t i f i a b l e s ,  e t  l e u r  a c t i v i t é  de l i a i s o n  à des 

r é c e p t e u r s  des  hormones s t é r o ï d e s ,  mesurée p a r  l e u r  cons t an te  de  

d i s s o c i a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  , ont  pour o r i g i n e  l e  groupe de 

Wolff. E l l e s  concernent ,  l ' u n e  l a  l i a i s o n  au  r é c e p t e u r  de l a  proges- 

t é rone  (Lee 19771, e t  l ' a u t r e  l a  l i a i s o n  au r é c e p t e u r  des  glucocor- 

t i c o z d e s  (Wolff 1978). Dans c e  d e r n i e r  c a s ,  une équat ion  mul t ipa ra -  

mét r ique  rendant  compte de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  pour l e  r é c e p t e u r  

de 29 s t é r o ï d e s  d i v e r s  ayant  en  commun l a  s t r u c t u r e  3,20 dioxo-4-pregnè- 

ne a  é t é  proposée. 

log  %=-0 ,022  (+ - 0,0021 SA - 0 ,59 (+  - 0,051 P + 1,50 (+ - 0,351 t i l t  

+ 6 , 1 0  (+ - 0,491 R - 6,59 
X 

où SA = s u r f a c e  hydrophobe du s t é r o ï d e  

P = + 1 s i  il e x i s t e  un OH en 116 ou en 21 

O dans l e  c a s  c o n t r a i r e  

- 1 s i  un groupe p o l a i r e  e s t  p r é s e n t  en C ou C 
16 17' 

tilt = d i s t a n c e  C C 
3  17 

5 = encombrement du s u b s t i t u a n t  éven tue l  en 9 , mesuré p a r  

r a p p o r t  au c h l o r e  

avec n  = 29 r = 0,97  s  = 0,26 

L 'équat ion  obtenue montre un taux de  c o r r é l a t i o n  hautement 

s i g n i f i c a t i f .  Mais on ne peut  q u ' ê t r e  t r è s  défavorablement impres- 

s ionné  p a r  l e  r ecour s  systématique à des  paramèt res  q u a n t i t a t i f s  

a r b i t r a i r e s  e t  à des c o e f f i c i e n t s  comme l e  f a c t e u r  P ,  dans l ' é t a -  

b l i ssement  d e  c e t t e  r e l a t i o n  q u i  n e  vau t  probablement que pour l e s  



Figure  28 - Schéma proposé pour l ' i n t e r a c t i o n  g lucocor t ico?de-  
r é c e p t e u r  p u i s  récepteur-glucocort icoïde e t  DNA 
p a r  S l u y s e r  ( 1  983)  



29 s t é ro ïdes  considérés  dans l ' é c h a n t i l l o n .  Le ca rac tè re  t r è s  

f i n a l i s t e  de c e t t e  approche n 'appor te  f inalement,  à not re  sens,  

qu 'une apparence quan t i t a t i ve  aux r é s u l t a t s  observés e t  n '  a jou te  

r i e n  à l eu r  desc r ip t ion  qua l i t a t i ve .  Il p a r a i t  d ' a i l l e u r s  évident  

que l a  remarquable a f f i n i t é  pour l e  récepteur  de produi ts  comme l e  

cor t ivazole  ou l e  RU 486 n ' aura ien t  jamais é t é  prévue par c e t t e  

équation. Une des d i f f i c u l t é s  qui  explique l ' i n t é r ê t  l im i t é  des 

r é s u l t a t s  de c e t t e  étude e s t  sa pré tent ion à vouloi r  regrouper en 

une seule  équation l e s  propr ié tés  de s t é ro ïde s  d ivers  modifiés en 

des régions t r è s  d i f f é r en t e s  de l a  molécule dont l'environnement 

dans l e  récepteur e s t  certainement t r è s  va r iab le .  Des r é s u l t a t s  

p lus  i n t é r e s san t s  pourraient  t r è s  certainement ê t r e  obtenus en 

comparant l ' a f f i n i t é  pour l e  récepteur de s t é ro ïde s  appartenant 

à une s é r i e  homogène de dér ivés  subs t i t ué s  su r  l a  même pos i t ion ,  ce  

qui  renseignerai t  uniquement sur l e  voisinage de c e t t e  pos i t ion  mais 

avec davantage de précis ion.  

1.3. Marquage d ' a f f i n i t é  

Le marquage d ' a f f i n i t é  e s t  une technique qui v i s e  au marquage 

s é l e c t i f  e t  covalent  des s i t e s  de l i a i s o n  des macromolécules. Il 

implique dans un premier temps l a  l i a i s o n  r éve r s ib l e  du marqueur, 

qui  e s t  un l igand modifié de façon à contenir  une fonct ion r é a c t i v e ,  

dans l e  s i t e  a c t i f  de l a  macromolécule puis ,  dans un deuxième temps, 

l a  f i xa t i on  covalente du marqueur avec des cons t i tuan t s  de l a  

macromolécule s i t u é s  dans, ou à proximité immédiate de ce  s i t e  a c t i f .  

La s é l e c t i v i t é  du marquage dépend étroitement de l a  s é l e c t i v i t é  de 

l ' i n t e r a c t i o n  du marqueur avec l e  s i t e  de l i a i s o n .  C ' e s t  pourquoi 

c e t t e  méthode procède t ou t  à f a i t  de 1 'approche "par l e  ligand", 

même s i ,  quand e l l e  r é u s s i t ,  e l l e  ouvre l a  voie  à l ' é t ude  d i r e c t e  

de l a  proté ine  marquée de manière covalente,  poss ible  a l o r s  en condit ions 

dénaturantes.  De nombreux travaux ont é t é  consacrés au marquage 

d ' a f f i n i t é  des récepteurs  des hormones s t é ro ïde s  (Katzenellenbogen 

1984, Simons 1982). Les fac teurs  e s s en t i e l s  dans l e  choix du l igand 

marqueur e t  de l a  technique de marquage sont l a  s é l e c t i v i t é  de l a  

l i a i s o n  au s i t e  a c t i f  e t  l ' e f f i c a c i t é  du marquage covalent .  La 



s é l e c t i v i t é  de l a  l i a i s o n  dépend en grande p a r t i e  de l ' a f f i n i t é  du 

l igand  pour  l e  r é c e p t e u r .  S i  e l l e  e s t  t r è s  f o r t e  l e  l i gand  marqueur 

pourra ê t r e  employé en  concen t r a t ion  f a i b l e ,  c e  q u i  l i m i t e  l e s  

l i a i s o n s  non s p é c i f i q u e s .  La s é l e c t i v i t é  e t  s u r t o u t  l ' e f f i c a c i t é  

du marquage dépendent a u s s i  de  l a  n a t u r e  de  l a  f o n c t i o n  r é a c t i v e  

por tée  p a r  l e  l i g a n d  e t  du type  de technique  de marquage u t i l i s é .  

En p r a t i q u e ,  deux techniques  on t  é t é  employées avec des  bonheurs 

d i v e r s  pour  l e  marquage du r é c e p t e u r  des g lucocor t i co?des  avec des  

s t é r o ï d e s  marqueurs v a r i é s .  

- l e  marquage de p h o t o a f f i n i t é  

La r é a c t i v i t é  à l a  lumière  des  cé tones  a i n s a t u r é e s  de l ' a c é -  

ton ide  de  t r iamcinolone  (Westphal 1981, Dellweg 1982, Gehring 1983) 

e t  du R 5020 (Nordeen 1981) a  é t é  mise à p r o f i t  pour ce  marquage. 

L ' ex i s t ence  d'une diénone s u r  l e  R 5020 en  f a i t  en t h é o r i e  une 

molécule f ac i l emen t  pho toac t ivab le  ( ~ i g u r e  28b i s ) .  Le marquage e s t  

p ra t iqué  à 0-4' s u r  d e s  p r é p a r a t i o n s  d e  r é c e p t e u r  cy toso l ique  b r u t  

ou p lus  ou moins p u r i f i é .  Après incubat ion  avec l e  s t é r o ï d e  marqueur 

e t  é l imina t ion  du s t é r o ï d e  l i b r e  pa r  l e  charbon a c t i v é ,  l ' é c h a n t i l l o n  

e s t  i r r a d i é  à 320-350 nm pendant 5  à 45 min. Avec l e s  deux s t é r o ï d e s  

l a  s é l e c t i v i t é  de f i x a t i o n  e s t  bonne, b i e n  que l a  f i x a t i o n  non 

spéc i f ique  s o i t  r e l a t i vemen t  importante  dans  l e  c y t o s o l .  Mais 

l ' e f f i c a c i t é  du marquage e s t  f a i b l e  e t  ne  dépasse généralement pas  

5  % dans l e  c y t o s o l .  Sur des  é c h a n t i l l o n s  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é s  

e l l e  a t t e i n t  8  à 12 % (Dellweg 1982),  v o i r e  même 20 à 40 % (Westphal 

1981). C e t t e  technique  r e s t e  d'emploi d é l i c a t ,  e t  b i e n  q u ' e l l e  a i t  

conduit  à c e r t a i n s  succès dans l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  du r é c e p t e u r  

(vo i r  l e  paragraphe 2.2.b d e  c e  c h a p i t r e ) ,  e l l e  e s t  ac tue l lement  

supplantée  pa r  l ' u t i l i s a t i o n  du marquage é l e c t r o p h i l e  au mésyla te  

de  dexaméthasone. 

- l e  marquage é l e c t r o p h i l e  

Un c e r t a i n  nombre de s t é r o ï d e s  mod i f i é s ,  cand ida t s  p o t e n t i e l s  

au marquage é l e c t r o p h i l e  du r écep teu r  des  g lucocor t i co?des  on t  é t é  

s y n t h é t i s é s  par  d i v e r s  a u t e u r s  (Simons 1980a, b  ; Dunkerton 1982, 



Acétonide de  t r iamcinolone  

F igu re  28bis  - S t é r o ï d e s  u t i l i s é s  pour l e  marquage du r écep teu r  

des  g l u c o c o r t i c o l d e s  p a r  p h o t o a f f i n i t é .  Le R 5020 

e t  l e  RU 28362 comportent deux doubles  l i a i s o n s  conjuguées 

avec l a  cé tone  en 3 du c y c l e  A c e  q u i  l e s  rend p l u s  r é a c t i f s  

que l ' a c é t o n i d e  de t r iamcinolone.  Le rendement de  marquage 

a t t e i n d r a i t  25 à 30 % avec l e  RU 28362 q u i  s e r a i t  p l u s  

s p é c i f i q u e  du r écep teu r  des  g l u c o c o r t i c o i d e s  que l e  R 5020 

( ~ e n n a n n  1986) . 



Lamontagne 1984) e t  t e s t é s  s u r  l e  plan d e  l e u r  l i a i s o n  avec c e  

r écep teu r  (Simons 1980c, 1981, 1983, 1986 ; Weisz 1983).  Parmi c e s  

s t é r o ï d e s ,  t ous  mod i f i é s  s u r  l e  carbone 21 ( f i g u r e  29) ,  s e u l s  l e s  

dé r ivés  21-O-méthylsulfonate (mésylate) du c o r t i s o l  (1) e t  s u r t o u t  

de l a  dexaméthasone ( IO) ,  semblent s e  l i e r  de manière cova len te  au  

r écep teu r .  D'une manière su rp renan te ,  l e  mésyla te  de  d é a c y l c o r t i v a z o l e  

(14) ,  b i e n  que son a f f i n i t é  pour l e  r é c e p t e u r  semble s u p é r i e u r e  à 

c e l l e  du mésyla te  d e  dexaméthasone, e s t  i ncapab le  de  marquer cova- 

l e n t i e l l e m e n t  l e  r é c e p t e u r .  Ceci  p o u r r a i t  ê t r e  dû à un mode d ' i n t e r -  

a c t i o n  p a r t i c u l i e r  avec l e  r é c e p t e u r  d e  c e  s t é r o ï d e  au c y c l e  A 

s u b s t i t u é  pa r  un groupement encombrant ( v o i r  précédemment l e  para-  

graphe 1.2 d e  c e  c h a p i t r e ) ,  c e  q u i  é c a r t e r a i t  du s i t e  de l i a i s o n  

l a  cha îne  l a t é r a l e  17 @ (Simons 1986).  e efficacité de couplage du 

mésylate  d e  dexaméthasone avec l e  r é c e p t e u r  e s t  bonne, de 13 % dans 

l e s  premiers  e s s a i s  (Simons 1981) e l l e  p o u r r a i t  a t t e i n d r e  70 à 90 % 

en augmentant l e  pH à 8-9 e t  en t r a v a i l l a n t  s u r  du r écep teu r  concen- 

t r é  en op t imi san t  l e s  c o n d i t i o n s  de tempéra ture  e t  de  durée du 

marquage (Simons 1983).  Mais l a  s p é c i f i c i t é  d e  l a  l i a i s o n  c o v a l e n t e  

e s t  re la t ivement  f a i b l e  c a r  l e  mésyla te  d e  dexaméthasone peut  r é a g i r  

avec d ' a u t r e s  nuc léoph i l e s  p r é s e n t s  dans l e  m i l i e u ,  c ' e s t  pourquoi 

l e s  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  s o n t  obtenus avec du r é c e p t e u r  f r a c t i o n n é  e t  

pa r t i e l l emen t  p u r i f i é .  En e f f e t  Homa (1985) a montré que dans l e  

cy toso l  de  f o i e  de  r a t ,  l e  mésyla te  d e  dexaméthasone s e  l i a i t  de  

manière t r è s  impor tan te  à l a  forme Yb de  l a  g l u t a t h i o n  -S-trans- 

f é r a s e ,  un enzyme d e  po ids  mo lécu la i r e  24 kD. Il e x i s t e  également un 

marquage non s p é c i f i q u e  important  s u r  une p r o t é i n e  de 67 kD. Malgré 

c e s  d i f f  i c u l  t é s  expér imenta les ,  l e  mésyla t  e de dexaméthasone b é n é f i c i e  

d ' a p p l i c a t i o n s  c r o i s s a n t e s  pour l a  c a r a c t é r i s a t i o n  du r é c e p t e u r  des  

g lucocor t i co ïdes  q u ' i l  a ind iscutab lement  f a i t  p rog res se r .  Conjoin- 

tement avec l ' u t i l i s a t i o n  des  a n t i c o r p s  (Eisen 1981), e t  en a u t o r i s a n t  

l e  f ract ionnement  du r é c e p t e u r  dans des  c o n d i t i o n s  déna tu ran te s  

ou après  hydro lyse  enzymatique il s ' e s t  r é v é l é  un o u t i l  t r è s  i n t é -  

r e s s a n t  pour l ' é t u d e  de c e t t e  p r o t é i n e  de l i a i s o n  des  glucocor-  

t i c o l d e s  (Cidlowski 1984b, Reichman 1984, Smith 1985).  Une a u t r e  



Figure 29 - Divers stéroïdes modifiés en position 21 et testés 

comme marqueurs d'affinité potentiels du récepteur 

des glucocorticoïdes (Dunkerton 1982, Lamontagne 1984, 

Simons 1980a, b ) .  



p r o p r i é t é  t r è s  i n t é r e s s a n t e  de c e  p r o d u i t  e t  du mésyla te  de c o r t i s o l  

e s t  q u ' i l  p r é sen te  une a c t i v i t é  a n t i g l u c o c o r t i c o l d e  dans des  c e l l u l e s  

en  c u l t u r e  (Lamontagne 1984, Simons 1980c, 1986) e t  que l e s  complexes 

mésyla te  de dexaméthasone-récep t e u r  s u b i s  s e n t  une t r ans fo rma t ion  

anormale (Simons 1984, e t  v o i r  précédemment c h a p i t r e  1, paragraphe 

3b) .  

Un inconvénient  du mésyla te  de dexaméthasone e s t  qu'aucune 

i d e n t i f i c a t i o n  d i r e c t e  de l ' a c i d e  aminé s u r  l e q u e l  il s e  f i x e  dans l e  

s i t e  a c t i f  du r é c e p t e u r  n ' a  encore  é t é  obtenue.  Il e s t  à s o u h a i t e r  que 

de  nouveaux s t é r o ï d e s  marqueurs d ' a f f i n i t é  à h a u t e  a f f i n i t é  s o i e n t  

développés pour pe rme t t r e  une é tude  p l u s  p r é c i s e  de  c e  s i t e  a c t i f .  

1 .4  Ant icorps  a n t i i d i o t y p i q u e  

Selon l ' h y p o t h è s e  d ' a p r è s  l a q u e l l e  l e  s i t e  de  l i a i s o n  d 'un 

a n t i c o r p s  e s t  l ' image  en  m i r o i r  d e  son é p i t o p e  an t igén ique ,  on  peut  

imaginer qu'un a n t i c o r p s  a n t i i d i o  typique ( c  ' es t -à -d i re  un a n t i c o r p s  

s p é c i f i q u e  du s i t e  de  combinaison à l ' a n t i g è n e  du premier  a n t i c o r p s )  

s o i t  homologue de  c e t  ép i tope .  L ' a n t i c o r p s  a n t i i d i o t y p i q u e  compor- 

t e r a i t  a i n s i  des  s t r u c t u r e s  c o n s t i t u a n t  une "image in t e rne"  d e  

l ' a n t i g è n e  ( f i g u r e  30) . On peut  donc s ' a t t e n d r e  à c e  que des  a n t i c o r p s  

a n t i i d i o t y p i q u e s  d i r i g é s  c o n t r e  des  hormones r é a g i s s e n t  avec l e s  

r écep teu r s  de ces  hormones. C e t t e  hypothèse,  v é r i f i é e  avec succès  

dans l e  c a s  des  r é c e p t e u r s  membranaires d e  p l u s i e u r s  hormones 

( i n s u l i n e ,  a c é t y l c h o l i n e ,  catécholamines e t  TSH) , commence seulement 

à ê t r e  t e s t é e  dans l e  c a s  des  hormones s t é r o ï d e s  e t  de l e u r s  r é c e p t e u r s .  

Pour t an t  l ' app roche  a n t i i d i o t y p i q u e  p r é s e n t e  des  a t t r a i t s  considé-  

r a b l e s .  E l l e  p a r t  du l i g a n d ,  b i e n  dé£ i n i  e t  f a c i l e  à o b t e n i r ,  pour o b t e n i r  

des  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l e  r écep teu r  sans  jamais  a v o i r  eu à 

p u r i f i e r  c e t t e  p r o t é i n e  peu abondante e t  t r è s  f r a g i l e .  D 'au t re  p a r t ,  

e l l e  condui t  à l a  p r é p a r a t i o n  d ' a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l e  s i t e  

d e  l i a i s o n  au  s t é r o ï d e  ou son vo i s inage  immédiat. En jouant  s u r  l e  

choix du l i g a n d  e t  l ' o r i e n t a t i o n  de s e s  m o t i f s  au cour s  de  l'immuni- 

s a t i o n ,  on peut  e s p é r e r  p rodu i r e  des  a n t i c o r p s  a n t i i d i o t y p i q u e s  

r econna i s san t  des  é p i t o p e s  d i s t i n c t s  du s i t e  d e  l i a i s o n  ( i l  f a u t  
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Figure  30 - P r i n c i p e  de l ' app roche  a n t i i d i o t y p i q u e .  
L ' a n t i c o r p s  anti-hormone e t  l e  r écep teu r  
d e  l 'hormone son t  équ iva l en t s .  L ' a n t i c o r p s  
a n t i i d i o t y p i q u e  p o r t e  l ' image  de l 'hormone 
e t  peut  a u s s i  r e c o n n a î t r e  l e  r écep teu r .  

F igu re  31 - Dérivé  de l a  t r iamcinolone u t i l i s é  pour l a  
p r é p a r a t i o n  d ' a n t i c o r p s  a n t i i d i o  typ iques  (Cayanis 1 986) 



pour c e l a  d i s p o s e r  d ' a n t i c o r p s  monoclonaux) e t  l e s  u t i l i s e r  pour 

f a i r e  une c a r t e  de  c e  s i t e .  

Une s e u l e  p u b l i c a t i o n  f a i t  pour l ' i n s t a n t  é t a t  de l ' u t i l i s a t i o n  

de l ' approche  a n t i i d i o t y p i q u e  dans l ' é t u d e  des  r é c e p t e u r s  des  

hormones s t é r o ï d e s  (Cayanis 1986).  L ' a u t e u r  a  p répa ré  un d é r i v é  de  

l a  t r iamcinolone  q u ' i l  a  couplé à l a  t hy rog lobu l ine  pour immuniser 

une s o u r i s  e t  un l a p i n  ( f i g u r e  31 ) .  Les a n t i c o r p s  a n t i t r i a m c i n o l o n e  

p rodu i t s  p a r  l e  l a p i n  o n t  é t é  p u r i f i é s  p a r  chromatographie d ' a f f i -  

n i t é  p u i s  c l i v é s  p a r  l a  papaïne. Les fragments  Fab obtenus o n t  s e r v i  

au c r i b l a g e  par  méthode E l i s a  des  a n t i c o r p s  au to -an t i i d io typ iques  

monoclonaux i n d u i t s  p a r  l ' i r m u n i s a t i o n  d e  l a  s o u r i s .  Un a n t i c o r p s  

monoclonal du type  IgM a  a i n s i  é t é  s é l e c t i o n n é .  Cet  a n t i c o r p s  s e  

l i e  non seulement au  Fab des  a n t i c o r p s  a n t i t r i a m c i n o l o n e  mais  il 

r é a g i t  a u s s i  avec l e  r é c e p t e u r  des  g lucocor t i co?des .  Il n'empêche 

cependant pas  l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  p a r  l e  r é c e p t e u r  dont  il 

reconnai t  s ans  dou te  un ép i tope  d i s t i n c t  du s i t e  de  l i a i s o n ,  mais  

v o i s i n  d e  c e l u i - c i  ( v o i r  p lus  l o i n  l e  paragraphe  2 . 2 ~  de c e  c h a p i t r e ) .  

C e t t e  première a p p l i c a t i o n  d e  l ' approche  a n t i i d i o t y p i q u e  en a p p e l l e  

d ' a u t r e s  q u i  ne manqueront sans  doute pas d e  v o i r  l e  jour  dans un 

aven i r  proche. Mais il f a u t  s a v o i r  que d e s  d i f f i c u l t é s  e x i s t e n t  

a u s s i  avec c e t t e  approche e t  que t o u t  a n t i c o r p s  a n t i s t é r o i d e  n ' a  

pas forcément un i d i o t y p e  à l a  s t r u c t u r e  v o i s i n e  d e  c e l l e  du s i t e  

d e  l i a i s o n  du r é c e p t e u r  correspondant  (Agarwal 1986).  



2 - CARACTERISATION DU RECEPTEUR : APPROCHE PAR LA PROTEINE 

2.1 - Le r é c e p t e u r  non l i é  à 1 'hormone. Fac t eu r s  i n t e r f  é r a n t  

avec  l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  

a )  I n s t a b i l i t é  du r é c e p t e u r  non l i é  à l 'hormone 

Le r é c e p t e u r  cy toso l ique  des g l u c o c o r t i c o i d e s  e s t  t r è s  i n s t a b l e  

en l ' absence  d e  son l i g a n d  (Ki rkpa t r i ck  1972, Be l l  1973, P r a t t  1975, 

Rafest in-Oblin 1977). Il e s t  de n a t u r e  p ro t é ique  c a r , l e s  enzymes 

p r o t é o l y t i q u e s  t e l s  que l a  pronase,  l a  papa ïne ,  l a  t r y p s i n e  e t  l a  

chymotrypsine d é t r u i s e n t  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n .  Au c o n t r a i r e ,  DNAase 

RNAase, co l l agénase ,  hya luronidase ,  neuraminidase e t  lysozyme n ' o n t  

pas  d ' e f f e t  appa ren t  s u r  c e t t e  a c t i v i t é .  Des p ro t éases  endogènes p r é s e n t e s  

dans l e  c y t o s o l  jouent  probablement un r ô l e  dans l a  dégrada t ion  du 

r écep teu r  l i b r e  ou l i é  à son hormone (Sherman 1978 e t  1983 ,Vedeckis  

1983a, Bodwell 1985),  dont  e l l e s  r é d u i s e n t  l a  t a i l l e  sans  t o u j o u r s  

a t t a q u e r  l e  s i t e  de  l i a i s o n  du s té roZde  ( v o i r  p l u s  l o i n  l e  paragraphe 

2.2) .  Pour t an t  l e s  i n h ï i i t e u r s  de p r o t é a s e s  courants  conme l e  TPCK, 

l e  TLCK e t  l e  PMSF son t  sans  e f f e t  s u r  l a  s t a b i l i t é  du r é c e p t e u r  

hépa t ique  du r a t  (Schmid 1976). Le r ô l e  des p ro t éases  a c t i v é e s  p a r  l e  

calcium a é t é  cependant p a r t i c u l i è r e m e n t  évoqué. Les d i f f é r e n c e s  de  

s t a b i l i t é  p r é s e n t é e s  p a r  l e  r écep teu r  en f o n c t i o n  des  t i s s u s  é t u d i é s  

proviennent  peu t - ê t r e  d 'une r i c h e s s e  p l u s  ou moins grande de c e s  

t i s s u s  en p r o t é a s e s  endogènes ou en i n h i b i t e u r s  de c e s  p r o t é a s e s .  Un 

des i n h i b i t e u r s  endogènes d e  l a  dég rada t ion  des  complexes g l u c o c o r t i -  

co ide- récepteur  récemment d é c r i t  (Holbrook 1984b) p r é s e n t e  de nombreux 

p o i n t s  communs avec  l a  c a l p a s t a t i n e ,  i n h i b i t e u r  n a t u r e l  de l a  c a l p a ï n e  

une p ro t éase  endogène u b i q u i t a i r e  e t  ca lc ium dépendante ( ~ o d w e l l  1985). 

On peut  rapprocher  de c e t t e  obse rva t ion  c e l l e s  de l ' i n a c t i v a t i o n  r ap ide  

du r écep teu r  l i b r e  en  présence  de ca lc ium à 25°C (Aranyi 1980, 

Kalimi 1983) e t  d e  s a  s t a b i l i s a t i o n  en présence  dlEDTA (Bel l  1973, 

Hubbard 1983 e t  1983b). Le g lycé ro l  e s t  r é p u t é  s t a b i l i s e r  l e  r é c e p t e u r  

des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  (Schaumburg 1972, Schmid 1976) mais il n ' a u r a i t  

en  r é a l i t é  aucun e f f e t  d e  s t a b i l i s a t i o n  s u r  l a  forme l i b r e  du r é c e p t e u r  

e t  a g i r a i t  en r e n f o r ç a n t  l ' i n t e r a c t i o n  s t é ro ïde - r écep teu r  e t  en  



s t a b i l i s a n t  uniquement l a  forme l i é e  (Jones 1982a). Les agen t s  chaotro-  

p iques  comme l e  t h iocyana te  de  sodium i n a c t i v e n t  rapidement l e  r é c e p t e u r  

non l i é  à 4 ° C  (Kalimi 1982). 

b )  Cys té ine  e s s e n t i e l l e  à l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  

P l u s i e u r s  arguments sont  en faveur  de l ' i m p l i c a t i o n  d 'une c y s t é i n e  

dans l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  au r écep teu r  : 

- t o u t  d 'abord  l e s  a g e n t s  r éduc teu r s  des  t h i o l s  comme l e  B-mercaptoéthanol  

ou l e  d i t h i o t h r e i t o l  o n t  un grand e f f e t  s t a b i l i s a n t  s u r  l e  r é c e p t e u r  

dans l a  p l u p a r t  des  t i s s u s  é t u d i é s  (Rees 1975, Grandberg 1977, Schmid 

1976).  Dans c e r t a i n s  t i s s u s ,  dont  l e  f o i e ,  c e t t e  s t a b i l i s a t i o n  s e r a i t  

a s s u r é e  p a r  un f a c t e u r  endogène thermostab le ,  q u i  a  récemment é t é  

i d e n t i f i é  co rne  é t a n t  probablement l a  t h io redox ine ,  un polypept ide  

de  poids mo lécu la i r e  12 000 q u i  c a t a l y s e  l a  r éduc t ion  des ponts  d i s u l -  

f u r e  des  p r o t é i n e s  en présence  de  NADPH (Grippo 1985).  L ' a d d i t i o n  d'un 

réducteur  comme l e  d i t h i o t h r e i t o l  permet d e  r é a c t i v e r  dans c e r t a i n s  

t i s s u s  l e  r écep teu r  i n a c t i v é  p a r  t r a i t e m e n t  à l a  c h a l e u r  (Sando 1379, 

Hubbard 1982). Cet e f f e t  e s t  acc ru  en présence  de  molybdate ( v o i r  p l u s  

b a s  (e)) .En f in ,  il f a u t  s i g n a l e r  que l e  d i t h i o t h r e i t o l  semble a v o i r  

un e f f e t  s u r  l e s  complexes glucocort icoide-récepteur préformés puisqu '  

il en augmente l a  v i t e s s e  de d i s s o c i a t i o n  en présence  de molybdate, p a r  

un mécanisme inconnu (Bue11 1985). 

- Les r é a c t i f s  s p é c i f i q u e s  des  t h i o l s  i n a c t i v e n t  l e  r écep teu r  des  

g l u c o c o r t i c o ï d e s  non l i é  à l 'hormone. C ' e s t  l e  c a s  de  l a  N-éthylmalei- 

mide à une c o n c e n t r a t i o n  de 0 ,5  à 6 mM (Young 1375, Rees 1975). Il e n  

v a  de même de  l ' a c i d e  parachloromercuriphenylsulfonique, a l o r s  que 

des  r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s  s o n t  obtenus avec 1'iodoacétami.de e t  

l ' a c i d e  iodoacé t ique  : l e  premier  i n a c t i v e  l e  r é c e p t e u r  à l ' i n v e r s e  du 

second. 

La l i a i s o n  p r é a l a b l e  au r écep teu r  d 'un s t é r o ï d e  à f o r t e  a f f i n i t é  

comme l a  dexaméthasone pro tège  complètement l e  s i t e  de l i a i s o n  des 

e f f e t s  de  l a  N-ethylmaleimiàe 1 à 5 mM pendant 30 minutes  à 0°C 

(Rees 1975, Young 1975, K a l i m i  1980),  a l o r s  que l a  p r o t e c t i o n  e s t  

f a i b l e  ou n u l l e  en p ré sence  de c o r t i c o s t é r o n e ,  s t é r o ï d e  de p l u s  f a i b l e  

a f f i n i t é  pour l e  r é c e p t e u r  (~chaumburg 1972). Dans c e  ca s  l a  p r o t e c t i o n  



e s t  améliorée s i  on t r a v a i l l e  à basse température (- 5°C en présence 

de g lycéro l ) .  La protect ion du complexe dexaméthasone-récepteur v is-  

à-vis de l ' iodoacétamide 1 à 12 rnM e s t  t o t a l e  (Young 1975, Kalimi 

1980, Koblinsky 1972). Un problème p a r t i c u l i e r  e s t  posé par l e s  

agents mercur ie ls  t e l s  que l e  parachloromercuribenzoate, l e  para- 

chloromercuriphenylsulfonate e t  l e  mercur iacéta te  contre  l ' e f f e t  

inact ivant  desquels l e s  complexes glucocorticoTde-récepteur ne sont  

que par t ie l lement  protégés quand ces r é a c t i f s  sont  u t i l i s é s  à de 

f a i b l e s  concentra t ions  (0,2 à 1 mM) pendant un temps cour t  à 0°C e t  

pas du tout  s i  on l e s  u t i l i s e  à des doses p lus  élevées ou un temps 

un peu p lus  long (Gardner 1973, Koblinsky 1972, Rees 1975). Baner j i  

(1981) a rappor té  que l a  d i s soc ia t ion  complète du complexe L3H] dexa- 

méthasone-récepteur des glucocort icoïdes du f o i e  de r a t  peut ê t r e  

obtenue en 90 minutes à 0°C en présence de parachloromercuribenzoate 

0 ,5  mM e t  que l e  récepteur inac t ivé  peut  ê t r e  entièrement régénéré par 

trai tement avec du d i t h i o t h r é i t o l  25 mM. Des f a i t s  s im i l a i r e s  ont  é t é  

d é c r i t s  pour l e  récepteur de l a  progestérone e t  c e l u i  de l a  vitamine D : 

inact ivés  sous forme non l i é e  à l'hormone par tous l e s  r é a c t i f s  des 

t h i o l s ,  i l s  sont  protégés par l a  f i x a t i o n  préalable  de l'hormone des 

e f f e t s  des maléimides, de l ' iodoacétamide e t  du DTNB mais pas de ceux 

des mercuriels  qu i  en t ra înen t  l a  d i s soc i a t i on  rapide du complexe 

(Coty 1980). Ce t te  observation pose l e  problème de l a  s p é c i f i c i t é  de 

l ' a c t i o n  des agents mercuriels  vis-à-vis des t h i o l s  du récepteur .  

Pourquoi l e  même rés idu de cys té ine  e s s e n t i e l  s e r a i t - i l  nasqué à 

l ' a c t i o n  de l a  N-éthylmaléimide e t  access ib le  à c e l l e  des mercur ie ls  ? 

Le Gai l lard  (1983) a observé que l e  parachloromercuribenzoate u t i l i s é  

su r  l e  complexe t ranscor t ine  humaine-cortisol pu r i f i é ,  dans l e s  mêmes 

condit ions que c e l l e s  employées avec l e s  récepteurs  (c 'est-à-dire un 

excès molaire important du r éac t i f  vis-à-vis du ou des t h i o l s  essen- 

t i e l s  supposés), é t a i t  capable de provoquer l a  d i s soc ia t ion  rapide  de 

ce complexe sans i n t e r a g i r  avec aucune des deux cys té ines  de l a  

protéine.  Cet e f f e t  e s t  r évers ib le  par add i t ion  de d i t h i o t h r é i t o l ,  

mais également ~ ' E D T A .  Cet auteur  conclut  donc f o r t  justement à un 

e f f e t  non spéci f ique du parachloromercuribenzoate mettant  en jeu  

d ' au t res  r é s i dus  aminoacides que l a  cys té ine  e t  il encourage l e s  



expérimentateurs à l a  prudence dans l ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s  

obtenus avec l e  parachloromercuribenzoate. Une a u t r e  exp l ica t ion  a  é t é  

proposée par Harrison (1983) à propos des e f f e t s  des mercuriels  sur  

l e  récepteur des g lucocor t icoldes  : il observe qu'à f a i b l e s  doses 

(25 à 200 UM pendant 15 minutes à O°C) l e  parachloromercuriphenyl- 

sul fonate  n ' i nac t i ve  pas l e  récepteur non l i é  à l'hormone mais en t ra îne  

une diminution sens ib le  de son a f f i n i t é  pour l e  s t é ro ïde  sans modifi- 

ca t ion  du nombre de s i t e s  de l i a i s o n  présents  n i  de l e u r  s p é c i f i c i t é  

vis-à-vis de divers  s t é ro ïdes .  Cet e f f e t  dépend de l a  dose de para- 

chloromercuriphenylsulfonate e t  il e s t  entièrement révers ib le  après  

addi t ion de d i t h i o t h r é i t o l .  L 'auteur considère que ses  r é s u l t a t s  ne 

sont  pas compatibles avec l ' ex i s t ence  d'une seu le  cys té ine  e s s e n t i e l l e  

dans l e  s i t e  de l i a i s o n ,  mais peuvent s 'expl iquer  par  l ' ex i s t ence  de 

p lus ieurs  cys té ines  dans e t  au voisinage de ce s i t e ,  cys té ines  non 

indispensables à l a  l i a i s o n ,  mais qui  pa r t i c i pe r a i en t  au maintien de 

l ' i n t é g r i t é  du s i t e  de l i a i s o n .  Un argument en faveur de l ' ex i s t ence  I 

de plus ieurs  cys té ines  su r  l e  récepteur e s t  f ou rn i  par c e t  auteur  : 

du récepteur marqué par  l e  mésylate de dexaméthasone, s t é ro ïde  répu té  

r é ag i r  avec l a  cys té ine  e s s e n t i e l l e  du s i t e  de l i a i s o n  pour s ' y  f i x e r  

de manière covalente (Simons 1981), e s t  retenu sur  une colonne por tan t  

du parachloromercuriphenylsulfonate inmobilisé. Harrison en dédui t  

que l a  cys té ine  e s s e n t i e l l e  é t a n t  bloquée par l e  mésylate de dexamé- 

thasone, l e  récepteur e s t  retenu sur  l a  colonne par une au t r e  cys té ine .  

Il montre que l a  r é t en t i on  e s t  obtenue également avec du "mérol' récepteur ,  

l e  p lus  p e t i t  fragment de protéolyse p a r t i e l l e  du récepteur (voir  

paragraphe 2.2). Ses conclusions sont i n t é r e s san t e s ,  mais comme l e  

récepteur chargé sur l a  colonne é t a i t  sous forme dénaturée par l e  

dodécylsulfate de sodium, il e s t  impossible de savo i r  s i  l e s  t h i o l s  

mis en évidence par l a  r é t en t i on  sur  l a  colonne é t a i e n t  access ib les  

ou non dans l a  proté ine  na t ive .  D e  tou tes  façons,  l ' ex i s t ence  de 

cysté ines  e s s e n t i e l l e s  à l a  transformation des complexes glucocort icoïde- 

récepteur e t  d i s t i n c t e  de  l a  cys té ine  e s s e n t i e l l e  à l a  l i a i s o n  du 

s té ro ïde  e s t  bien documentée (vo i r  chap i t r e  précédent, paragraphe 1 .3) .  



La ré ten t ion  des complexes g lucocor t ico ïde-récepteur  sous forme na t ive ,  

transformée ou non, a d ' a i l l e u r s  é t é  récemment obtenue sur des colonnes 

por tant  des fonct ions  t h i o l  ac t ivées  (Bodwell 1984b, Idziorek 1985) . 
Certaines colonnes ( f igure  32 ) , comme l 'agarose  CL-4B-diamino- 

ethyl-succinyl- t h i o e t h y l a m i n e - 2 - t h i o p y r i y  ou l e  support commercial 

de chez Pharmacia qui  comporte une molécule de g lu ta th ion  inmobil isée 

dont l e  t h io l  e s t  a c t i v é  à l a  2-thiopyridine,  r e t i ennen t  l e s  deux 

formes des complexes hormone-récepteur. Une seule ,  l ' agarose  CL-4B- 

diaminoethyl-succinyl-cystéinyl-2-thiobenzoque ne l i e  que l e s  complexes 

transformés. Ces r é s u l t a t s  montrent q u ' i l  e x i s t e  des t h i o l s  access ib les  

sur l e s  complexes glucocort ico?de-récepteur ,  t h i o l s  d i s t i n c t s  de c e l u i  

du cen t re  a c t i f ,  e t  dont c e r t a i n s  sont  s i t u é s  dans l a  région de l i a i s o n  

à l'ADN e t  démasqués par l a  transformation. La ra ison pour l a q u e l l e  

l e s  complexes non transformés sont  re tenus  sur  l e s  deux premières 

colonnes e t  pas su r  l a  troisième r e s t e  mystérieuse. Le(s) t h i o l ( s )  

impliqué(s) ont  peut-être un environnement p a r t i c u l i e r  qui  l i m i t e  

l eu r  r é a c t i v i t é  avec l e  t h io l  a c t i v é  de c e t t e  colonne, Il convient  

de no te r  qu'à l ' excep t ion  des travaux de no t r e  groupe (Idziorek 1985a) 

tous ces r é s u l t a t s  ont é t é  acquis sur  du récepteur  non p u r i f i é ,  c e  qui  

l i m i t e  l eu r  por tée .  

Enfin on rapprochera des e f f e t s  des r é a c t i f s  spécif iques des  

t h i o l s  l ' i n h i b i t i o n  de l a  l i a i son  de l ' acé ton ide  de triamcinolone sur  

l e  récepteur des glucocorticoZdes obtenu avec l e s  i nh ib i t eu r s  de 

protéase suivants  : l e  tosyllysylchlorométhane, l e  tosylphenylchloro- 

méthane e t  su r t ou t  l e  E-64 (Hubbard 1984a). Les deux premiers sont  des 

inh ib i t eurs  de protéase  à s e r i ne  connus pour r é ag i r  avec l ' h i s t i d i n e  du 

cen t re  a c t i f  de ces  enzymes mais également pour pouvoir r é ag i r  avec 

des t h i o l s .  Le E-64 e s t  un i nh ib i t eu r  spéci f ique de protéase à cys té ine  

dont il b loquera i t  l e  t h i o l  du cen t r e  a c t i f .  L'hypothèse d'une c e r t a i n e  

communauté de s t r uc tu r e  en t r e  l e  c en t r e  a c t i f  de ce r ta ines  protéases  

e t  l e  s i t e  de l i a i s o n  des  récepteurs des hormones s té ro ïdes  n ' e s t  pas 

neuve (Baker 1977 e t  1980). Quoi q u ' i l  en s o i t  ces  r é s u l t a t s  engagent 

à l a  prudence dans l ' u t i l i s a t i o n  des i nh ib i t eu r s  de protéases au cours 

de l a  manipulation des récepteurs.  Dans ce même cadre des i nh ib i t eu r s  

enzymatiques, Schmidt (1984) a récemment rapporté que l a  @-lapachone 



OCONH CH2 CH2 NH CO CH2 CH2 CONH CH2 CH2 SS 

COOH CONH CH2 CûOH 

Figure 32 - Structure des différents gels portant des fonctions 
thiols activées utilisés pour immobiliser le récepteur 
des glucocorticoldes. 

a) agarose CL-4B-diaminoéthyl-succinyl-cystéinyl-2- 
th iobenzoique 

b) agarose CL-4B-diaminoéthyl-succinyl-thioéthylamine-2- 
thiopyridyl 

c) agarose CL-4B-y-glutamyl-S-(2 thiopyridyl)cystéinyl- 
glycine 



un i n h i b i t e u r  d e  l ' A D N  p o l y m é r a s e ~ ,  é t a i t  capable  d ' i n a c t i v e r  à 0°C 

l e  r écep teu r  des  g lucocor t i co fàes  non l i é  du f o i e  de rat. Ce t  e f f e t  

e s t  augmenté en présence  de molybdate e t  a b o l i  en présence  de d i t h i o -  

t h r é i t o l .  La B-lapachone s e  comporte comme un i n h i b i t e u r  compé t i t i f  

de l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  (Ki = 6 HM). Son e f f e t  e s t  r é v e r s i b l e  e t  

s e  manif e s  t e  également s u r  l e  r é c e p t e u r  p u r i f i é .  Le mécanisme d ' a c t i o n  

de l a  lapachone e s t  inconnu, mais b i e n  q u ' e l l e  ne semble p a s  capable  

d'oxyder l e  t h i o l  du c e n t r e  a c t i f ,  l e  f a i t  q u ' e l l e  i nh ibe  spécif iquement  

deux enzymes comportant une c y s t é i n e  e s s e n t i e l l e  (~ 'ADN polymérase 

e t  l a  t r a n s c r i p t a s e  r eve r se )  e t  que son e f f e t  s o i t  bloqué p a r  l e  

d i t h i o t h r é i t o l  semblent s u f f i s a n t  à Schmidt pour évoquer l ' i m p l i c a t i o n  

de l a  c y s t é i n e  e s s e n t i e l l e  du r écep teu r .  C e t t e  hypothèse p a r a i t  a s s e z  

l é g è r e  e t  l e  p r o d u i t ,  une 1 ,2-naphtoquinone s u b s t i t u é e  ( v o i r  

précédernent  l a  f i g u r e  17 ) ,  p o u r r a i t  t o u t  a u s s i  b i e n  r é a g i r  avec 

une a u t r e  aminoacide e t  son i n a c t i v a t i o n  p a r  l e  d i t h i o t h r é i t o l  p o u r r a i t  

s ' e x p l i q u e r  p a r  une r é a c t i o n  d i r e c t e  d e  l a  B-lapachone avec l e  

réducteur .  

- l e  t ro i s i ème  argument en faveur  de  l ' e x i s t e n c e  d 'une  c y s t é i n e  

d i rec tement  impliquée dans l a  l i a i s o n  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  à l e u r  

r é c e p t e u r  e s t  f o u r n i  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  des  d é r i v é s  mésyla tes  de  

'd ivers  g lucocor t i co?des ,  e t  en p a r t i c u l i e r  du 21-mésylate de  dexa- 

méthasone (Simons 198Qa e t  1981 ) . Simons (1 980a) a  montré qu 'en  m i l i e u  

aqueux f a ib l emen t  a l c a l i n  l e s  a lpha  c é t o  mésyla tes  possèdent  une 

r é a c t i v i t é  extrèmement é levée  e t  t r è s  s é l e c t i v e  vis-à-vis  des  t h i o l s .  

I l s  r é a g i s s e n t  en e f f e t  beaucoup p l u s  lentement  avec l e s  amines 

p r ima i r e s  e t  les carboxyles  e t  prat iquement  pas  avec l e s  hydroxyles  

e t  l e  noyau imidazole.  O r ,  l e  d é r i v é  t r i t i é  du mésyla te  de dexaméthasone 

( f i g u r e  33 ) s e  l i e  de  manière c o v a l e n t e  e t  s p é c i f i q u e  au  r é c e p t e u r  

cy toso l ique  des  g lucocor t i co ldes  (Simons 1981).  Le m a t é r i e l  marqué 

d e  manière c o v a l e n t e  p r é s e n t e  un po ids  mo lécu la i r e  apparent  en é l e c t r o -  

phorèse en g e l  de  polyacrylamide-SDS s i m i l a i r e  à c e l u i  du r é c e p t e u r  

p u r i f i é  (85 à 90 000 da l tons )  e t  il e s t  reconnu par  un a n t i c o r p s  

polyc lona l  a n t i r é c e p t e u r  (Eisen 1981). Simons a  proposé que l e  

marquage c o v a l e n t  du mésylate  de dexaméthasone s e  f a s s e  au n iveau  de 



Figure 33  - a) S t ruc tu re  e t  b) mécanisme de l i a i s o n  du mésylate 
de dexarnéthasone sur  l e  récepteur des glucocort ico?des 
(Simons 1 98 1 ) 



l a  c y s t é i n e  e s s e n t i e l l e  à l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e ,  q u i  s e r a i t  a i n s i  

s i t u é e  dans l e  s i t e  d e  l i a i s o n  lui-même, dans l a  rég ion  v o i s i n e  d e  l a  

cha îne  l a t é r a l e  176-du s t é r o ï d e  ( f i g u r e  33 1. Selon l u i ,  l e s  glucocor-  

t i c o i d e s  s ' a s s o c i e r a i e n t  au r écep teu r  e t  fo rmera i en t  e n s u i t e  une 

l i a i s o n  hémi th ioacé t a l  e n t r e  l e u r  cé tone  e n  20 e t  l e  t h i o l  de c e t t e  

c y s t é i n e .  C e t t e  l i a i s o n  s e r a i t  r é v e r s i b l e  même avec l e  21 mésyla te  de  

dexaméthasone. Cependant, dans c e  d e r n i e r  c a s ,  l e  t h i o l  engagé dans 

l a  l i a i s o n  hémi th ioacé t a l  p o u r r a i t  a u s s i  r é a g i r  pour déplacer  l ' a n i o n  

méthane su l f  ona te  du carbone 21 a d j a c e n t  pour  donner de manière i r r é -  

v e r s i b l e  un complexe s t é ro ïde - r écep teu r  comportant une l i a i s o n  t h i o e t h e r .  

Aucune i d e n t i f i c a t i o n  abso lue  de  1' a c i d e  aminé modi f ié  pa r  l e  mésy la t e  

de dexaméthasone n ' a  é t é  obtenue à ce  jou r .  

S i  aucune preuve d i r e c t e  de l a  présence  d 'une c y s t é i n e  dans l e  

s i t e  d e  l i a i s o n  du r é c e p t e u r  n ' a  encore é t é  appor t ée ,  un f a i s c e a u  

d'arguments s o l i d e s  e t  convaincants  a cependant  pu ê t r e  r éun i  en f a v e u r  

de c e t t e  hypothèse. 

c )  Aut res  aminoacides éventuel lement  impliqués dans l a  

1 i a i s o n  s téroide-récep t e u r  , 

- Lysine  
s 

Le phosphate de  pyr idoxal  à une c o n c e n t r a t i o n  de l ' o r d r e  de 1 mM 

i n a c t i v e  en 15 minutes  à 25°C l e  r écep teu r  d e s  glucocort icoZdes non 

l i é  à l 'hormone. Cet e f f e t ,  q u ' i l  par tage  avec  l e  pyr idoxal ,  mais p a s  

avec l a  pyridoxine,  l a  pyridoxine-5'-phosphate n i  l a  4-désoxypyridoxine, 

dépend d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en r é a c t i f  e t  de l a  température (Naray 

1982, Litwack 1985). Il e s t  t r è s  l e n t  à 0°C. La courbe d ' i n h i b i t i o n  

d e  l a  l i a i s o n  au  r é c e p t e u r  de l ' a c é t o n i d e  d e  t r iamcinolone  en f o n c t i o n  

de l a  concen t r a t ion  e s t  du type non compé t i t i f  mixte  (Di Sorbo 1980, 

Litwack 1985). L ' e f f i c a c i t é  de  l a  compét i t ion  dépend for tement  de  la  

température : n u l l e  à O°C, e l l e  augmente t r è s  sensiblement  au-dessus 

de  20°C. Le phosphate  d e  pyridoxal  diminue a u s s i  l a  s t a b i l i t é  à 

25°C des complexes g lucocor t ico ïde- récep  t e u r  pré£  ormés (Cake 1978, 

1982). Les c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  (une s e u l e  c o n c e n t r a t i o n  de s t é r o ï d e )  

n e  permet ten t  pas  de  t r a n c h e r  e n t r e  un e f f e t  s u r  l a  cons t an te  de  d i s s o -  

c i a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  des  complexes ou s u r  l e  nombre de s i t e s .  Ces 



quelques r é s u l t a t s  c o n s t i t u e n t  des  arguments t r è s  i n d i r e c t s  en f a v e u r  

de l ' i m p l i c a t i o n  de r é s i d u s  de l y s i n e  dans l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  au 

s t é r o ï d e  du r écep teu r .  I l s  son t  ind iscutab lement  moins b i en  é t a y é s  

que ceux concernant  l e  r ô l e  du r é s i d u  de l y s i n e  dans l a  l i a i s o n  des  

complexes glucocort icoïde-récepteur à ~ ' A D N .  Dans c e  c a s  l a  dénonstra-  

t i o n  de l a  n a t u r e  r é v e r s i b l e  de l ' e f f e t  du phosphate de pyr idoxal  a p r è s  

add i t i on  d'amines p r i m a i r e s , e t  de l ' i r r é v e r s i b i l i t é  provoquée p a r  l a  

réduct ion  au  borohydrure de sodium c o n s t i t u e n t  des  arguments p u i s s a n t s  

en faveur  d e  l a  l i a i s o n  cova len te  du phosphate  de pyridoxal  s u r  une ou 

p lus i eu r s  l y s i n e s  (Cake 1978, e t  cf  supra c h a p i t r e  1 paragraphe 3 ) .  

Cependant, t o u t  récemment Cidlowski (1984a)a l o c a l i s é  un s i t e  de  l i a i s o n  

du phosphate d e  py r idoxa l  s u r  l e  "méro" r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s .  

Ce méro r é c e p t e u r ,  p l u s  p e t i t  fragment du r é c e p t e u r  l i a n t  encore 

l'hormone, a  é t é  g é n é r é  en soumettant  l e  complexe cy toso l ique  à une 

hydrolyse enzymatique ménagée p a r  l a  t r y p s i n e  ou l a  chymotrypsine. 

Après t r a i t e m e n t  p a r  l e  phosphate de py r idoxa l  pu i s  r éduc t ion  p a r  

l e  borohydrure de sodium l e  mérorécepteur  a c q u i e r t  de 1 ' a f f  i n i t é  pour 

l e  DEAE-Biogel 58, s u r  l eque l  il e s t  r e t e n u  à l ' i n v e r s e  du mérorécepteur  

non t r a i t é .  De p l u s ,  son po in t  i s o é l e c t r i q u e  diminue. Ces r é s u l t a t s  

son t  en acco rd  avec l a  f i x a t i o n  cova len te  du phosphate de py r idoxa l  

s u r  une l y s i n e  du méroréceptéur ,  c e  q u i  a j o u t e  à l a  p r o t é i n e  une 

nouvel le  cha rge  n é g a t i v e  p o r t é e  p a r  l e  phosphate  du c o f a c t e u r .  Il y 

a u r a i t  donc des  l y s i n e s  a c c e s s i b l e s  au v o i s i n a g e  du s i t e  de l i a i s o n  

à l'hormone du r é c e p t e u r .  

On p e u t  en f in  rapprocher  des  r é s u l t a t s  obtenus avec l e  phosphate  

de pyridoxal  l a  c a p a c i t é  du 5' -désoxypyridoxal (1 ' analogue de syn thèse  

non phosphorylé du phosphate  de pyr idoxal  p o r t a n t  un méthyl en 5 ' )  

à provoquer l a  d i s s o c i a t i o n  r a p i d e  à 0°C du complexe g lucocor t i co îde -  

récepteur  ( ~ ( B r i e n  1980 e t  1982). Son e f f e t  dépend de l a  c o n c e n t r a t i o n  

e t  du pH du mi l ieu .  Il e s t  accru  en  m i l i e u  a l c a l i n ,  probablement p a r  

dépro tonat ion  de l ' i o n  pyridinium. Sur des  c e l l u l e s  e n t i è r e s  l e  5 ' -  

désoxypyridoxal i n h i b e  à f a i b l e s  doses (10 à 100 uM) e t  d e  manière 

compét i t ive  l a  f i x a t i o n  de l a  déxaméthasone au r écep teu r  (Ki = 8 , l  H M ) .  

Cet e f f e t  e s t  r é v e r s i b l e  e t  s p é c i f i q u e  du 5'-désoxypyridoxal e t  n ' e s t  



p r é s e n t é  n i  pa r  l e  phosphate de pyridoxal  n i  par  s e s  dé r ivés  phospho- 

r y l é s  en 5 '  ou ne comportant pas de f o n c t i o n  aldéhyde. Le mode d 'ac-  

t i o n  du 5 '  désoxypyridoxal e s t  inconnu. O'Brien (1982) a  p o s t u l é  une 

l i a i s o n  compé t i t i ve  d i r e c t e  dans l e  s i t e  a c t i f  du r é c e p t e u r ,  hypo- 

t h è s e  rendue probable  pa r  l ' a l l u r e  des  courbes  de compét i t ion  e t  l e s  

paramètres  hydrophobes de  l ' i n t e r a c t i o n  ( n é c e s s i t é  d 'un s u b s t i t u a n t  

a p o l a i r e  en 5 '  e t  e f f e t  du pH) . 
- Arginine 

Les r é a c t i f s s p é c i f i q u e s  des  r é s i d u s  a r g i n i n e  ont  un e f f e t  s u r  

l a  l i a i s o n  des g lucocor t i co Ides  à l e u r  r é c e p t e u r  dans l e  c y t o s o l .  

La 1,2-cyclohexanedione i n h i b e r a i t  à 25°C l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  se lon  

un mécanisme non compé t i t i f  mixte (Di Sorbo 1980, Litwack 1985). A 

0°C l e  phénylglyoxal  10 à 20 mM i n a c t i v e  l e  r écep teu r  non l i é  

(Shyamala 1982). Ajouté  en même temps que l e  s t é r o ï d e  il inh ibe  

l a  l i a i s o n  de c e l u i - c i  de  manière compé t i t i ve .  Enf in ,  il provoque 

l a  d i s s o c i a t i o n  des complexes hormone-récepteur d é j à  formés. La 

f i x a t i o n  p r é a l a b l e  du s t é r o ï d e  semble p r o t é g e r  p a r t i e l l e m e n t  l e  s i t e  

de l i a i s o n  des  e f f e t s  du phénylglyoxal ,  q u i  dépendent de sa  concen- 

t r a t i o n  e t  a p p a r a i s s e n t  p a r t i e l l e m e n t  r é v e r s i b l e s  p a r  g e l - f i l t r a t i o n  

à O". Le g lyoxa l ,  l e  méthylglyoxal  e t  l a  1,2-cyclohexanedione, a u t r e s  

r é a c t i f s  des  a r g i n i n e s ,  p r é s e n t e n t  des  e f f e t s  s i m i l a i r e s  à ceux du 

phénylglyoxal ,  a l o r s  que l a  1,4-cyclohexanedione e t  la 2,4-pentane- 

d ione  sont  i n a c t i v e s .  De p l u s ,  l ' e f f e t  de l a  1,2-cyclohexanedione 

e s t  r e n f o r c é  en  tampon b o r a t e ,  connu pour s t a b i l i s e r  l e s  i n t e r a c t i o n s  

e n t r e  l e  groupement guanid ine  de l ' a r g i n i n e  e t  l e s  a,B-dicétones.  

Tous c e s  éléments son t  en faveur  d 'une  ou p l u s i e u r s  a r g i n i n e s  impli-  

quées dans l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  au r écep teu r .  Ces r é s i d u s  a r g i n i n e  

s e r a i e n t  s i t u é s  s u r  l e  r é c e p t e u r ,  s o i t  dans l e  s i t e  de l i a i s o n  l u i -  

même, s o i t  a i l l e u r s  s u r  l a  molécule q u ' i l s  s t a b i l i s e r a i e n t  dans une 

conformation compat ib le  avec l a  l i a i s o n  de  l 'hormone. Il p o u r r a i t  

s ' a g i r  dans c e  d e r n i e r  c a s  d'un mécanisme s i m i l a i r e  à c e l u i  qu i  a é t é  

proposé dans l e  c a s  de l a  t r a n s c o r t i n e  humaine ( P e r i n i  1983) où une  

a r g i n i n e  semble n é c e s s a i r e  au main t ien  d 'une  f o r t e  a c t i v i t é  de l i a i s o n ,  

sans  pour a u t a n t  que l a  f i x a t i o n  du s t é r o ï d e  l u i  a s s u r e  une bonne 



pro tec t ion .  

On l e  v o i t  l e  r ô l e  des r é s i d u s  d 'aminoacides bas iques  dans l a  

l i a i s o n  du s t é r o ï d e  e s t  beaucoup moins c l a i r emen t  é t a b l i  que c e l u i  

de l a  c y s t é i n e .  

d) Phosphorylat ion du r é c e p t e u r  

Le r ô l e  éventue l  d 'un mécanisme de phosphoryla t ion  déphosphory- 

l a t i o n  dans  l e  c o n t r ô l e  de l ' a c t i v i t é  du r é c e p t e u r  d e s  g l u c o c o r t i -  

co ldes ,  s u s p e c t é  depu i s  longtemps s u r  l a  b a s e  d'arguments i n d i r e c t s ,  

e s t  l ' o b j e t  d 'un i n t é r ê t  c r o i s s a n t  depuis  q u ' i l  a  é t é  montré que l e  

récepteur  e s t  phosphorylé  i n  v i v o ,  comme l e  s o n t  d ' a i l l e u r s  l e  

récepteur  de  l a  proges té rone  e t  c e l u i  des  oes t rogènes  (Housley 1984, 

Dougherty 1385).  Nous a l l o n s  r é s u n e r  l e s  p r inc ipaux  f a i t s  expérimentaux 

d é c r i t s  à c e  jour  en  d i s t i n g u a n t  : 

- l e s  arguments i n d i r e c t s  en f aveu r  de l ' i n t e r v e n t i o n  d 'un mécanisme 

de  phosphorylat ion déphosphorylat ion du r é c e p t e u r  : 

. l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  des  r é c e p t e u r s  des  g l u c o c o r t i c o l d e s  

dans l e s  c e l l u l e s  i n t a c t e s  dépend des  c o n d i t i o n s  métabol iques e t  d e  

l a  f o u r n i t u r e  d ' é n e r g i e .  Le r é c e p t e u r  des  thymocytes de  s o u r i s ,  inac- 

t i v é  en c o n d i t i o n s  anaé rob ie s  e t  de  p r i v a t i o n  éne rgé t ique ,  e s t  

r é a c t i v é  e n  c o n d i t i o n s  aé rob ie s  (Munck 1968),  sans  que c e t t e  r é a c t i -  

va t ion  n é c e s s i t e  de synthèse  p r o t é i q u e  (Be l l  1973). Les f l u c t u a t i o n s  

de  l a  concen t r a t ion  c e l l u l a i r e  en r é c e p t e u r  a c t i f ,  capable  de l i e r  

l'hormone, s o n t  p a r a l l è l e s  à c e l l e s  du taux  d'ATP i n t r a c e l l u l a i r e  e t  

il semble e x i s t e r  un é q u i l i b r e  r a p i d e  e n t r e  l e s  formes i n t r a c e l l u l a i r e s  

i nac t ive  e t  a c t i v e  du r écep teu r  (Wheeler 1981).  

. l e  r é c e p t e u r  cy toso l ique  non l i é  à l 'hormone e s t  rapidement 

i n a c t i v é  i n  v i t r o  à 25°C par  un f a c t e u r  endogène ayan t  des  p r o p r i é t é s  

communes avec  c e l l e s  des  phosphatases .  C e t t e  i n a c t i v a t i o n  du récep-  

t e u r  cy toso l ique  i n  v i t r o  e s t  bloquée pa r  c e r t a i n s  i n h i b i t e u r s  d e  

phosphatases comme l ' i o n  f l u o r u r e  e t  des  d é r i v é s  phosphorylés  de  

f a i b l e  p o i d s  mo lécu la i r e  (dont l e  g lucose  1-$osphate e t  c e r t a i n s  

n u c l é o t i d e s ) .  La phosphatase a l c a l i n e  p u r i f i é e  d ' i n t e s t i n  de  veau 

dégrade l e  r écep teu r  cy toso l ique  non l i é  e t  n ' a  pas  d ' e f f e t  s u r  l a  



l i a i s o n  du s t é r o ï d e  d é j à  f i x é  au r écep teu r .  Des r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  

s o n t  obtenus avec l a  phosphoprotéine phosphatase de muscle de 

l a p i n  (Housley 1982). 

. l e  r é c e p t e u r  c y t o s o l i q u e  non l i é  i n a c t i v é  pa r  t r a i t e m e n t  

à 25°C peut  ê t r e  p a r t i e l l e m e n t  r é a c t i v é  en présence  dlATP 10 mM, 

ou mieux d'ATP p l u s  du molybdate ( v o i r  paragraphe ( e ) )  . 
. l e s  n u c l é o t i d e s  cyc l iques  e t  l a  p ro t é ine -k inase  dépendante 

de l'AMI? c y c l i q u e  p r é s e n t e n t  dans c e r t a i n s  c a s  des v a r i a t i o n s  c e l l u -  

l a i r e s  en r a p p o r t  avec l ' a c t i v i t é  du r é c e p t e u r  (Oikarinen 1984, 

Gruol 1986). Gruol (1986) a montré t o u t  récemment que des  souches 

mutantes  de  lymphome d e  s o u r i s  r é s i s t a n t e s  à 1'AMPc e t  contenant  une  

k i n a s e  AMPc dépendante défec tueuse  p r é s e n t a i e n t  souvent une r é s i s t a n c e  

spontanée aux g l u c o c o r t i c o i d e s  avec une a c t i v i t é  de  l i a i s o n  e f fondrée .  

- l e s  données concernant  l a  phosphorylat ion du r écep teu r  : 

. l e  r écep teu r  des  g lucocor t ico?des  e s t  phosphorylé i n  v ivo  e t  

c e c i  a é t é  p a r t i c u l i è r e m e n t  b i e n  démontré p a r  Housley ( 1  983) s u r  

des  c e l l u l e s  L929 de s o u r i s  c u l t i v é e s  en présence  de  phosphate marqué 

au phosphore 3 2 .  Le r é c e p t e u r  p u r i f i é  e n s u i t e  par  chromatographie d ' a f -  

f i n i t é  a p p a r a î t  phosphorylé d ' ap rè s  l ' a n a l y s e  du m a t é r i e l  é lué  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  en g r a d i e n t  d 'acrylamide e t  é l ec t rophorèse  bidimen- 

s i o n n e l l e .  En e f f e t ,  il y a coZncidence p a r f a i t e  e n t r e  l e s  bandes 

marquées au 3 2 ~  e t  c e l l e s  marquées par  l e  mésyla te  d e  dexaméthasone. 

Bien que l a  p u r i f i c a t i o n  du r é c e p t e u r  ne s o i t  pas  t o t a l e , d e u x  c r i t è r e s  

de s p é c i f i c i t é  s o n t  r é u n i s  : d 'une  p a r t  l a  bande phosphorylée c o r r e s -  

pondant au  r é c e p t e u r  n ' e s t  é luée  du g e l  d ' a f f i n i t é  que pa r  des s t é r o ï d e s  

capables  a u s s i  d ' é l u e r  l e  r é c e p t e u r ,  d ' a u t r e  p a r t  du c y t o s o l  de 

c e l l u l e s  d 'une  souche mutante ne  contenant  pas  de r écep teu r  ne con- 

t i e n t  pas non p l u s  la bande phosphorylée s p é c i f i q u e  du r écep teu r .  

L 'hydro lyse  t o t a l e  e t  l ' a n a l y s e  des  a c i d e s  aminés montre que l a  

phosphoryla t ion  i n t é r e s s e  e s sen t i e l l emen t  des  r é s i d u s  d e  s é r i n e .  Des 

r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  o n t  é t é  obtenus chez l e  r a t  ayant  reçu  une 

i n j e c t i o n  de phosphate  marqué au  3 2 ~  e t  dont  l e  r écep teu r  hépa t ique  

a e n s u i t e  é t é  p u r i f i é  par  chromatographie d ' a f f i n i t é  ou chromatographie 

s u r  DNA-cellulose : c e  r écep teu r  a p p a r a î t  également phosphorylé 



après  a n a l y s e  par  é l e c t r o p h o r è s e  en g r a d i e n t  d lacry lamide  (Grandies 

1984a, Singh 1985). 

. c e r t a i n s  a u t e u r s  ont  montré qu'une a c t i v i t é  k inas ique  é t a i t  

a s soc i ée  au  r écep teu r  pur i f  i é  (Kurl 1984, Mil ler-Diener  1 985, 

Singh 1984).  Les c a r a c t é r i s t i q u e s  de c e t t e  a c t i v i t é  v a r i e n t  s e l o n  

l e s  a u t e u r s  : pour l e s  uns e l l e  e s t  magnesium dépendante (Kurl 1984, 

Singh 1984) a l o r s  que  pour l e s  a u t r e s  e l l e  e s t  calcium dépendante,  

sans p o u r t a n t  que l a  calmoduline n ' e s t  d ' e f f e t  (Miller-Diener 1985).  

Ce t t e  a c t i v i t é  k i n a s i q u e  permet l a  phosphoryla t ion  du r écep teu r  

p u r i f i é  e t  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s .  Pour Kurl (1984) e t  Mil ler-Diener  

(1985) e l l e  s e r a i t  p o r t é e  par  l e  r é c e p t e u r  lui-même q u i  s 'autophos-  

p h o r y l e r a i t  . Cet t e  au tophosphoryla t ion  du r é c e p t e u r  pur  i f  i é  

n é c e s s i t e r a i t  même que l e  r écep teu r  s o i t  l i é  à un s t é r o ï d e  a g o n i s t e  

puissant  comme l ' a c é t o n i d e  de  t iamcinolone ,  e t  s o i t  sous forme 

transformée ( M i l l e r - ~ i e n e r  1985). Le même a u t e u r  v o i t  dans l ' i n h i b i t i o n  

de  l a  phosphoryla t ion  du r é c e p t e u r  pa r  l e  8-azido ATP e t  l a  f l uo ro -  

su l f  onylbenzoyladénosine un argument en f a v e u r  de 1 ' e x i s t e n c e  d 'un  

s i t e  de l i a i s o n  de 1'ATP s u r  l e  r é c e p t e u r  lui-même. Sanchez (1986),  

t r è s  c r i t i q u e  v is -à -v is  de c e t t e  no t ion  d 'une  a c t i v i t é  autophospho- 

r y l a n t e  du r é c e p t e u r ,  montre c l a i r emen t  que l e  r écep teu r  p u r i f i é  

grâce  à uri inmunoadsorbant p o r t a n t  un a n t i c o r p s  monoclonal a n t i r é c e p t e u r  

n ' a  aucune a c t i v i t é  k inas ique ,  pas  p lus  d ' a i l l e u r s  que l a  p r o t é i n e  

90-92K non l i a n t e  q u i  l'accompagne en présence  de molybdate (Housley 

1985, Sanchez 1985) . Mais il sou l igne  qu'  il e x i s t e  une p r o t é i n e  

k inase  magnésium dépendante f ac i l emen t  copur i f  i é e  avec l e  r é c e p t e u r  s i  

on ne prend pas  suf fisamment de p récau t ions .  

. e n f i n  Singh (1985) a  montré que l e  r é c e p t e u r  p u r i f i é  e s t  un 

bon s u b s t r a t  de phosphoryla t ion  i n  v i t r o  sous  l ' a c t i o n  d'une k i n a s e  

AM? --dépendante en présence  de  magnésium. 
C 

Tous c e s  r é s u l t a t s  é t a b l i s s e n t  de manière c l a i r e  que l e  r é c e p t e u r  

e s t  une phosphoprotéine.  Mais i l s  ne  pe rme t t en t  pas de comprendre 

l e  r ô l e  de  c e t t e  phosphorylat ion.  Pour l ' i n s t a n t  aucune v a r i a t i o n  

du taux de  phosphoryla t ion  du r écep teu r  lui-même n ' a  pu ê t r e  mesurée 



e t  c o r r é l é e  avec son a c t i v i t é  b io log ique .  Mais l e  f a i t  que l e  r é c e p t e u r  

s o i t  une phosphoprotéine e t  l e s  nombreux arguments i n d i r e c t s  en  

f aveu r  de l ' i m p l i c a t i o n  d 'un mécanisme de phosphorylation-déphospho- 

r y l a t i o n  dans l e  c o n t r ô l e  de son a c t i v i t é  exp l iquen t  l a  faveur  

a c t u e l l e  du modèle s e lon  l e q u e l  l e  r é c e p t e u r  d e v r a i t  ê t r e  phosphorylé  

pour pouvoir  l i e r  l 'hormone p u i s  s e r a i t  déphosphorylé à un a u t r e  

s t a d e  de son c y c l e  c e l l u l a i r e  (au cour s  de l a  t ransformat ion  ou a p r è s  

son i n t e r a c t i o n  avec l e  noyau) ,  Cependant un a u t r e  modèle où l e  taux  

de phosphoryla t ion  du r écep teu r  augmentera i t  a p r è s  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  

n ' e s t  pas exc lu  c a r  il v i e n t  d ' ê t r e  sér ieusement  é t ayé  dans l e  c a s  du 

r é c e p t e u r  de l a  proges té rone  de l a p i n e  p a r  l e  groupe de  Milgrom 

(Logeat 1985). Dans un t e l  modèle, l e  r é c e p t e u r  dé j à  phosphorylé 

pour l i e r  l 'hormone, s e r a i t  phosphorylé davantage au cour s  de 

l ' a c t i v a t i o n ,  p u i s  s e r a i t  déphosphorylé a p r è s  i n t e r a c t i o n  avec l e  

noyau. 

e )  E f f e t  du molybdate s u r  l e  r é c e p t e u r  non l i é  à l 'hormone : 

Le remarquable e f f e t  s t a b i l i s a n t  de  l ' i o n  molybdate s u r  l e  

r écep teu r  des  g lucocor t i co?des  a é t é  p a r t i c u l i è r e m e n t  b i e n  é t u d i é  

pa r  l e  groupe de P r a t t  q u i  l ' a  mis l e  premier  en évidence en 1977, 

e t  q u i  v i e n t  d e  p u b l i e r  deux synthèses  t r è s  c l a i r e s  des  r é s u l t a t s  

obtenus depuis  c e t t e  d a t e  (Dahmer 1984, Housley 1984). 11 a p p a r a i t  

que : 

. l e  molybdate i nh ibe  avec une e f f i c a c i t é  remarquable 1 ' i n a c t i -  

v a t i o n  pa r  l a  c h a l e u r  du r écep teu r  c y t o s o l i q u e  des  g lucocor t i co ïdes  

sous forme non l i é e  à l 'hormone. Cet e f f e t  e s t  maximum à une concen- 

t r a t i o n  de 10 mM. Il e s t  également p r é s e n t é  p a r  deux a u t r e s  oxyanions 

des  métaux de t r a n s i t i o n  du groupe V I ,  l e  vanadate  e t  l e  t u n g s t a t e .  

Le molybdate s t a b i l i s e  également l e  r é c e p t e u r  c o n t r e  l ' i n a c t i v a t i o n  

provoquée par  l ' a d d i t i o n  d 'une f o r t e  q u a n t i t é  de s e l  à 0°C ou l e  

r e l a r g a g e  du r é c e p t e u r  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium. 

. dans l e  c y t o s o l  des  thymocytes de r a t ,  dépourvu d ' a c t i v i t é  

r é d u c t r i c e  endogène, l a  s t a b i l i s a t i o n  du r é c e p t e u r  l i b r e  n ' e s t  obtenue 

qu 'en  présence d e  r éduc teu r  exogène ( d i t h i o t h r e i t o l  par  exemple) e t  



de  molybdate. En l ' a b s e n c e  de c e s  deux f a c t e u r s ,  l e  r écep teu r  e s t  

dégradé d e  manière prat iquement  i r r é v e r s i b l e  pa r  l a  cha l eu r .  En présence  

d e  molybdate l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  d i s p a r a î t  a p r è s  chauffage à 25"C, 

mais e l l e  peut  ê t r e  complètement r é a c t i v é e  p a r  l ' a d d i t i o n  seconda i r e  

du réducteur .  Le molybdate a p p a r a î t  a i n s i  s t a b i l i s e r  une forme 

"oxydée" non l i a n t e  du r é c e p t e u r .  Un obse rva t ion  un peu s i m i l a i r e  

d 'un e f f e t  synergique du molybdate e t  du d i t h i o t h r é i t o l  s u r  l a  

r é a c t i v a t i o n  du r é c e p t e u r  du r e i n  de r a t  a é t é  récemment r appor t ée  

(Hubbard 1982) .  

. de  même, l e  r é c e p t e u r  cy toso l ique  perd en  l ' absence  de  s e s  

agen t s  endogènes de s t a b i l i s a t i o n  sa  c a p a c i t é  de  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  

a p r è s  t r a i t e m e n t  pa r  l a  phosphatase a l c a l i n e  p u r i f i é e  d ' i n t e s t i n  de 

veau ou par  l a  phosphoprotéine phosphatase du muscle de l a p i n .  Le 

molybdate n'empêche p a s  l a  d i s p a r i t i o n  de l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  sous 

l ' a c t i o n  de  c e s  deux enzymes ( q u ' i l  n ' i n h i b e  pas à l a  concen t r a t ion  

de  10 inM), mais l e  r é c e p t e u r  i n a c t i v é  e n  s a  présence  peut  ê t r e  complè- 

tement r é a c t i v é  par  l ' a d d i t i o n  d 'un agent  r é d u c t e u r  ( d i t h i o t h r é i t o l )  . 
Le molybdate s t a b i l i s e  i c i  une forme du r é c e p t e u r  i n a c t i v é e  p a r  

déphosphorylat ion.  

Ces d i f f é r e n t s  r é s u l t a t s  on t  condui t  P r a t t  e t  s e s  c o l l a b o r a t e u r s  

à proposer l e  modèle r e p r é s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  34 . D'après c e  

modèle, l e  r écep teu r  p r é s e n t e  s a  p l e i n e  a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  à 

l 'hormone sous l a  forme phosphorylée e t  r é d u i t e  (1 ) .  La déphosphory- 

l a t i o n  condui t  à la  forme (21, encore capab le  de l i e r  l 'hormone, 

mais q u i  e s t  t ransformée  en forme (5)  i n a c t i v e ,  t r è s  rapidement en 

l ' absence  de  r éduc teu r s  e t  de molybdate e t  un peu p l u s  lentement  en 

présence de r éduc teu r s .  La forme ( 1 )  peu t  également s u b i r  une oxydat ion 

q u i  donne l a  forme ( 4 )  incapable  de l i e r  l 'hormone e t  i n a c t i v é e  

prat iquement  dé£ in i t i vemen t  pa r  déphosphorylat ion conduisant  à l a  

forme (5) ,  encore qu 'une r é a c t i v a t i o n  p a r t i e l l e  en présence d'A= 

e t  de  molybdate p u i s s e  ê t r e  obtenue (cf Supra ( d ) ) .  Le molybdate 

empêcherait  l a  d é n a t u r a t i o n  i r r é v e r s i b l e  de  l a  forme (2) en générant  

l a  forme (3) incapable  d e  l i e r  l e  s t é r o ï d e ,  mais dont  l e  r e t o u r  à l a  

forme l i a n t e  (2) e s t  a s s u r é  par  l e s  agen t s  r é d u c t e u r s  exogènes ( d i t h i o -  

t h é i t o l )  ou endogènes ( th io redox ine ) .  La déphosphorylat ion du 

récepteur  s e r a i t  empêchée par  des  i n h i b i t e u r s  exogènes ( f l u o r u r e ,  
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Figure  34 - Modèle hypothé t ique  d ' i n t e r a c t i o n  du 
molybdate avec l e  r é c e p t e u r  des  gluco- 
c o r t i c o ï d e s  ( ~ o u s l e y  1984). Les formes 
1 e t  2 l i e n t  l 'hormone. Les formes 3 ,4  
e t  5 en  s o n t  incapables  mais l e s  deux 
premières  sont  r é a c t i v a b l e s  p a r  r é d u c t i o n .  
au  c o n t r a i r e  de l a  forme 5.  Les ions  

P 
f l u o r u r e  (FI, l e s  d é r i v é s  phosphorylés  ( X) 
e t  l e  f a c t e u r  endogène thermostab le  ( f )  
i n h i b e n t  l a  déphosphorylat ion du r écep teu r .  



d é r i v j s  phosphorylés d e  f a i b l e  poids mo lécu la i r e )  ou endogène ( f a c t e u r  f ) .  

Le f a c t e u r  f  e s t  un f a c t e u r  s t a b i l i s a n t  p r é s e n t  dans c e r t a i n s  t i s s u s ,  

dont  l e  f o i e .  Il e s t  de  f a i b l e  poids  mo lécu la i r e  ( i n f é r i e u r  à 700) ,  

r é s i s t a n t  à tous  l e s  enzymes t e s t é s  s u r  l u i ,  thermostab le  e t  de  

n a t u r e  encore  inconnue. Comme l e  molybdate il s t a b i l i s e  l e  r é c e p t e u r  

non l i é  à l 'hormone e t  i n h i b e  l a  t r ans fo rma t ion  du complexe hormone- 

r écep teu r .  A l a  d i f f é r e n c e  du molybdate il i n h i b e  l a  phosphorylase 

phosphatase.  

Le mécanisme d ' a c t i o n  du molybdate r e s t e  encore inconnu. 

L'hypothèse d 'un ef £ e t  i n d i r e c t  pa r  i n h i b i t i o n  enzymatique d 'une 

phosphatase ou de p r o t é a s e s  (Sherman 1983) dégradant  l e  r écep teu r ,  

e s t  abandonnée. Une i n t e r a c t i o n  d i r e c t e  avec l e  r é c e p t e u r  p a r a î t  beau- 

coup p lus  vra i semblable .  En e f f e t  l e  molybdate p ro t ège  l e  r é c e p t e u r  

c o n t r e  l e s  e f f e t s  purement physiques des  s e l s  e t  du r e l a r g a g e ,  l e  

s t a b i l i s e  sous  une forme de h a u t  poids mo lécu la i r e ,  modi f ie  son 

a f f i n i t é  pour l e  s t é r o i d e  (Blanchardie  1984, Cardo 1983) e t  s u r t o u t  

ma in t i en t  s e s  e f f e t s  s u r  des  p r é p a r a t i o n s  de r é c e p t e u r  hautement 

p u r i f i é  sous forme non t ransformée (Grandies 1984b, Idz io rek  1985, 

Lustenberger  1985, Weisz 1984). L ' i n t e r a c t i o n  molybdate r écep teu r  

e s t  sans dou te  f a i b l e  p u i s q u ' i l  n ' a  d ' e f f e t  qu 'à  une concen t r a t ion  

m i l l i m o l a i r e  e t  que c e t  e f f e t  e s t  f ac i l emen t  r é v e r s i b l e .  E l l e  p o u r r a i t  

i n t é r e s s e r  une c y s t é i n e  comme dans l e  ca s  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  l i a n t  l e  

molybdate (Weathers 1979).  Cardo (1 983) a montré récemment qu 'en  

présence d e  molybdate la  v i t e s s e  d ' a s s o c i a t i o n  de  l a  dexaméthasone 

au  r écep teu r  du g lucocor t i co?de  du thymus d e  veau e s t  r é d u i t  d 'un  

f a c t e u r  10 e t  l ' e n t h a l p i e  d ' a c t i v a t i o n  m u l t i p l i é e  pa r  3 , 5 .  Cec i  a 

amené c e t  a u t e u r  à proposer  que l e  molybdate s e  l i e  à l a  c y s t é i n e  

e s s e n t i e l l e  à l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  e t  que son d é p a r t  s o i t  i n d i s -  

pensable  à l a  f i x a t i o n  de  c e l u i - c i .  La n é c e s s i t é  de l ' é v a c u a t i o n  

p r é a l a b l e  du molybdate s e r a i t  responsabie  de  l a  b a r r i è r e  d ' é n e r g i e  de 

f i x a t i o n  du s t é r o ï d e  observée en présence d e  c e t  ion .  Le nolybdate  pour- 

r a i t  a u s s i  a g i r  a i l l e u r s  s u r  l e  r écep teu r  en empêchant un changement de 

conformation du r é c e p t e u r  q u i  e n t r a î n e r a i t  son i n a c t i v a t i o n  a p r è s  l 'oxy-  

d a t i o n  de l a  c y s t é i n e  e s s e n t i e l l e  à l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e .  Le groupement 



phosphorylé ne s e r a i t  pas  n é c e s s a i r e  à l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  puisque 

c e l l e - c i  s e r a i t  p o s s i b l e  en  son absence (forme (2 )  de l a  f i g u r e  34 ) ,  

mais s a  présence  r a l e n t i r a i t  l ' oxyda t ion  de l a  c y s t é i n e  e s s e n t i e l l e  

en empêchant peu t - ê t r e ,  comme l e  molybdate, un changement de  confor-  

mation du r écep teu r .  L 'é tude  de l ' i n t e r a c t i o n  du molybdate avec du 

r é c e p t e u r  hautement p u r i f i é  d e v r a i t  pe rme t t r e  de  p r o g r e s s e r  dans l a  

compréhension de  son mode d ' a c t i o n .  



2 . 2  - Etude s t r u c t u r a l e  du r é c e p t e u r  

Du f a i t  de s a  grande i n s t a b i l i t é  e t  de s a  f a i b l e  abondance 

dans l e s  t i s s u s  c i b l e s ,  l e  r écep teu r  e s t  une p r o t é i n e  f o r t  d i f f i c i l e  
. . 

à p u r i f i e r .  C ' e s t  c e  q u i  expl ique  que s a  s t r u c t u r e  s o i t  encore 

imparfai tement  connue. Un c e r t a i n  nombre de  r é s u l t a t s  on t  cependant 

dé j à  é t é  acqu i s  à p a r t i r ,  s o i t  de complexes s t é ro lde - r écep teu r  non 

p u r i f i é s ,  s o i t  des  f a i b l e s  q u a n t i t é s  de m a t é r i e l  p u r i f i é  obtenues 

par  l e s  quelques équipes  s p é c i a l i s é e s  dans c e  t r a v a i l .  Le r e c o u r s  

à des méthodes de f rac t ionnement  s imples  e t  a p p l i c a b l e s  à des  

complexes s t é ro ïde - r écep teu r  non c o v a l e n t s ,  t e l l e s  que l a  chroma- 

tographie  d ' exc lus ion  de t a i l l e  e t  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  

de d e n s i t é ,  a  joué  un r ô l e  cons idé rab le  dans l a  dé te rmina t ion  de 

l a  s t r u c t u r e  g l o b a l e  e t  des  paramètres  physicochimiques des d i f f é -  

r e n t e s  formes de r é c e p t e u r ,  p u r i f i é  ou non. Ces méthodes, longtemps 

l e s  s e u l e s  u t i l i s a b l e s ,  b é n é f i c i e n t  depuis  quelques années du 

r e n f o r t  t r è s  a p p r é c i a b l e  des  techniques  de marquage d ' a f f i n i t é  

(vo i r  précédemment l e  paragraphe 1.3) e t  de c a r a c t é r i s a t i o n  

immunochimique du r écep teu r .  Ces d e r n i è r e s  doivent  l e u r  e s s o r  à 

l a  d e s c r i p t i o n  r é c e n t e  par  l e s  équipes  q u i  p u r i f i e n t  l e  r é c e p t e u r  

d'un grand nombre d ' a n t i c o r p s  polyclonaux e t  monoclonaux d i r i g é s  

c o n t r e  c e t t e  p r o t é i n e .  Enf in ,  l ' e x i s t e n c e  chez l a  s o u r i s  en p a r t i -  

c u l i e r ,  de  souches c e l l u l a i r e s  mutantes  produisant  un r é c e p t e u r  aux 

p r o p r i é t é s  f o n c t i o n n e l l e s  anormales a s s o c i é e s  à des  p a r t i c u l a r i t é s  

. s t r u c t u r a l e s  a  également largement c o n t r i b u é  à c a r a c t é r i s e r  l e s  

d i f f é r e n t s  domaines de l a  p r o t é i n e .  Nous a l l o n s  maintenant  d é c r i r e  

l e s  d i f f é r e n t e s  formes molécu la i r e s  p r é s e n t é e s  par  l e  complexe 

glucocortico?de-récepteur n a t i f  avant  de montrer  comment l ' é l u c i d a -  

t i o n  de l a  s t r u c t u r e  de son u n i t é  de  l i a i s o n  au s téroTde a procédé des 

appor ts  r e s p e c t i f s  des  expér iences  de  p ro t éo lyse  p a r t i e l l e  e t  de  

l ' u t i l i s a t i o n  des  a n t i c o r p s .  

a )  Formes molécu la i r e s  du r é c e p t e u r  

On peu t  d i s t i n g u e r  l e  r é c e p t e u r  non l i é  à l 'hormone, l e  

conplexe s t é ro ïde - r écep teu r  non t ransformé e t  l e  complexe t ransformé.  



- l e  r écep teu r  non l i é  à l'hormone 

C ' e s t  une forme de r écep teu r  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n s t a b l e ,  encore que 

l a  p a r t  de c e t t e  i n s t a b i l i t é  vraiment i n t r i n s è q u e  au  r é c e p t e u r  e t  

c e l l e  q u i  r e v i e n t  aux d i v e r s  a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  c y t o s o l i q u e s  (en 

p a r t i c u l i e r  enzymatiques) s o i e n t  mal d é l i m i t é e s  ( v o i r  précédemment 

l e  paragraphe 2 . 1 ) .  Son f rac t ionnement  n ' a  f a i t  l ' o b j e t  que de  

quelques r a r e s  t e n t a t i v e s .  Le r écep teu r  des  c e l l u l e s  d'hépatome de 

r a t  a a i n s i  é t é  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  par  chromatographie d ' exc lus ion  

de t a i l l e  s u r  Biogel A 0,5 m ou s u r  Sepharose CL 4B, pa r  chromatographie 

hydrophobe s u r  n-alkyl  agarose  e t  pa r  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  

de  protamine (Bernard 1984, Govindan 1978, S a n t i  1979). Ces d i f f é r e n t e s  

méthodes p u r i f i e n t  ind iv idue l lement  l e  r é c e p t e u r  d 'un  f a c t e u r  4 à 10 

avec un rendement de  60 à 90 %. L a  combinaison d e  l a  p r é c i p i t a t i o n  

pa r  l e  s u l f a t e  de protamine e t  de  l a  g e l  f i l t r a t i o n  a condu i t  à une 

p u r i f i c a t i o n  de 53 f o i s  avec un rendement de 48 % (Bernard 1984).  Il 

s ' a g i t  d ' une  p u r i f i c a t i o n  t r è s  modeste, l a  p u r i f i c a t i o n  t o t a l e  

réclamant  un enr ich issement  d 'envi ron  10 000 f o i s .  Dans tous  c e s  

t ravaux,  l e  r écep teu r  f r a c t i o n n é  sous forme non l i é e  à l 'hormone e s t  

r e p é r é  a p r è s  l a  s é p a r a t i o n  pa r  incubat ion  des f r a c t i o n s  obtenues avec 

l e  s t é r o ï d e .  On ne  d é t e c t e  a i n s i  que l a  forme a c t i v e  du r écep teu r .  

Le r é c e p t e u r  t o t a l  a également é t é  d é t e c t é  a p r è s  f rac t ionnement  en 

g e l  f i l t r a t i o n  à l ' a i d e  d'un a n t i c o r p s  po lyc lona l  a n t i r é c e p t e u r ,  

capable  de  r e c o n n a î t r e  l e  r é c e p t e u r  même sous forme i n a c t i v e ,  ne l i a n t  

p l u s  l 'hormone (Radojcic 1985). Le r écep teu r  l i b r e  f r a c t i o n n é  en 

présence  de  molybdate p r é s e n t e  un rayon de Stokes de 8,O nm iden t ique  

à c e l u i  du r écep teu r  l i é  à l 'hormone. En l ' absence  de molybdate, l e  

rayon de  Stokes e s t  d e  5 ,7  nm comme pour l e  complexe s t é ro ïde - r écep teu r ,  

mais à l a  d i f f é r e n c e  de c e  d e r n i e r ,  l e  r écep teu r  l i b r e  ne s e  l i e  pas à 

l a  DNA-cellulose, c e  q u i  f a i t  d i r e  à l ' a u t e u r  que l e  passage de l a  

f o r n e  8,O nm à l a  forme 5 , 7  nm ne  résume pas l e  phénomène de t r ans fo r -  

mation q u i  ne s e  l i m i t e r a i t  pas à une simple d i s s o c i a t i o n  des  sous- 

u n i t é s  d 'une  forme ol igomérique d e  h a u t  poids mo lécu la i r e  ( v o i r  

précédemment c h a p i t r e  1, paragraphe 3 ) .  

Dans t o u t e s  c e s  é t u d e s ,  aucune d i f f é r e n c e  physicochimique n ' a  é t é  

observée e n t r e  l e  r é c e p t e u r  non l i é  à l'hormone e t  l a  forme correspon- 



dante du complexe hormone-récepteur. Une ana lyse  f i n e  u t i l i s a n t  des  

techniques à f o r t e  r é s o l u t i o n  comme p a r  exemple l a  chromatographie 

su r  suppor t  à h a u t e  performance m é r i t e r a i t  d ' ê t r e  appl iquée  au 

r écep teu r  des  g l u c o c o r t i c o i d e s ,  c a r  dans l e  c a s  du r é c e p t e u r  des  

oes t rogènes  des mod i f i ca t ions  physicochimiques i n d u i t e s  pa r  l a  

l i a i s o n  du s t é r o ï d e  ont  pu ê t r e  c a r a c t é r i s é e s  (Dunaway 1985, Hansen 

1985, Hutchens 1985) . 
- l e  r é c e p t e u r  non t ransformé 

Nous avons d é j à  mentionné que l e  molybdate i nh ibe  l a  t r a n s f o r -  

mation d e s  complexes glucocorticoTde-récepteur e t  l e s  s t a b i l i s e  

sous une forme de  h a u t  poids mo lécu la i r e  ( v o i r  précédemment, c h a p i t r e  1 

paragraphe 3 ) .  Cet  e f f e t  a é t é  u t i l i s é  pa r  de  nombreux a u t e u r s  pour 

c a r a c t é r i s e r  l e  r é c e p t e u r  c y t o s o l i q u e  non t ransformé (Alexis  1983, 

Sablonnière  1986, Sherman 1982, 1983aet 1984, Vedeckis 1981 e t  1983a,b, 

Weather i l l  1988)  ou l e  p u r i f i e r  sous c e t t e  forme (Grandies 198413, 

Lustenberger  1982 e t  1985, I d z i o r e k  1985b, Weisz 1984). Tous c e s  

travaux donnent d e s  r é s u l t a t s  globalement concordants  e t  s i m i l a i r e s  

à ceux obtenus  avec  l e s  r é c e p t e u r s  des  a u t r e s  hormones s t é r o ï d e s  

(revus p a r  Vedeckis 1 985b) . Le molybdate s t a b i l i s e  l e s  complexes 

hormone-récepteur sous une forme non t ransformée  de h a u t  poids molé- 

c u l a i r e  (environ 300 à 330 kD) de  c o n s t a n t e  de  séd imenta t ion  8-10 S 

e t  de rayon de S tokes  7 à 8 , 5  nm. La t r ans fo rma t ion  de c e s  complexes 

e s t  accompagnée (ou précédée ?) d 'une  r é d u c t i o n  de t a i l l e  menant à 

une forme p l u s  p e t i t e  sédimentant  e n t r e  4 e t  5 S ,  de  rayon de 

Stokes 5 à 6 nm, s o i t  un poids  mo lécu la i r e  d 'envi ron  90 à 100 kD. 

Des complexes de t a i l l e  i n t e r m é d i a i r e  e t  d é j à  t ransformés  s o n t  obser- 

vés  dans c e r t a i n e s  cond i t i ons  (Reker 1985, Sherman 1984, La P o i n t e  

1986). Les f i g u r e s  35 e t  36 r e p r é s e n t e n t  deux modèles d ' o rgan i -  

s a t ion  molécu la i r e  des  complexes glucocort icoïde-récepteur récemment 

proposés p a r  l e  groupe  de Sherman (1 983) e t  Vedeckis (1 983b) . La 

s t r u c t u r e  p r é c i s e  de  l a  forme non t ransformée  de  h a u t  po ids  mo lécu la i r e  

n ' e s t  pas connue, mais  il s ' a g i t  t r è s  vraisemblablement d 'un  o l igo -  

mère comportant p l u s i e u r s  sous-uni tés  dont  l a  d i s s o c i a t i o n  condu i t  

à l a  forme transformée.  La sous-uni té  l i a n t  l e  s t é r o ï d e  a un po ids  

mo lécu la i r e  de  90 à 94 kD chez l e  r a t ,  a i n s i  que l e  montre l ' a n a l y s e  



modèle sao.r' R s  hi, Formes du 
Récepteur  

t é t r amère  

dimère 

monomère 

aggrégé  

schématique - s b - itO'f 

fragments  J 
i n t e r m é d i a i r e s  1 
méro-récep t e u r  O 

Figure  35 - Modèle molécu la i r e  des  r écep teu r s  s t é r o î d i e n s  d ' a p r è s  
Sherman (1983a) e t  c a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques 
des d i f f é r e n t e s  formes observées  (RNP = r i bonuc léopro té ines )  

Récepteur  I n t e r m é d i a i r e  rnéro- 
non t ransformé transformé p r o t é o l y s é  r écep teu r  

t r a n s f  orné 

Figure  36 - Modèle molécu la i r e  de Vedeckis (1983b) e t  t ab l eau  des  
p r o p r i é t é s  physicochimiques des  d i f f é r e n t e s  formes de 
r écep teu r  avec en  p a r t i c u l i e r  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  en s e l  
des  p i c s  d ' é l u t i o n  a p r è s  chromatographie s u r  d i v e r s  suppor t s  
(DT non r e t e n u ,  RBF : r e c e p t o r  b inding  f a c t o r s ,  IAM : 
iodoacétamide) 



par  é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  de polyacrylamide du r écep teu r  p u r i f i é  

sous forme t ransformée  ou non. Les modèles de  complexes non t r a n s -  

formés p r é s e n t é s  s u r  l e s  f i g u r e s  35 e t  36 ne  t r anchen t  pas  e n t r e  

l e s  deux hypothèses  d 'une  s t r u c t u r e  homopolymérique, dans l a q u e l l e  

l e  r écep teu r  s e r a i t  c o n s t i t u é  de l ' assemblage  de  sous-uni tés  l i a n t e s  

i d e n t i q u e s , e t  d 'une  s t r u c t u r e  hé té romér ique ,  dans l a q u e l l e  d i v e r s  

f a c t e u r s  p r o t é i q u e s  ou non s e r a i e n t  a s s o c i é s  à une s e u l e  sous-uni té  

l i a n t e .  

La s t r u c t u r e  hé té rool igomér ique  a p p a r a î t  ac tue l lement  comme l a  

p lus  v ra i semblab le  c a r  e l l e  v i e n t  d ' ê t r e  é t ayée  p a r  deux arguments 

expérimentaux indépendants  e t  t r è s  convaincants .  Tout d 'abord  

Gehring ( 1  985a) a montré que lescomplexes non t ransformés d ' une  
i 

souche c e l l u l a i r e  mutante  n t  de  lymphome de  s o u r i s  S-49-1 a v a i e n t  

un poids m o l é c u l a i r e  apparent  d ' env i ron  285 kD c o n t r e  325 kD pour 

l e s  complexes de  l a  souche sauvage ( d ' a p r è s  l e u r s  paramèt res  

hydrodynamiques). O r ,  l e  marquage p a r  p h o t o a f f i n i t é  des  r é c e p t e u r s  

des deux souches a montré que dans l a  v a r i é t é  sauvage, l a  p r o t é i n e  

l i a n t  l e  s t é r o ï d e  a v a i t  une masse m o l é c u l a i r e  de 94 kD a l o r s  que 

chez l e  mutant l a  masse du polypept ide  l i a n t  l e  s t é r o ï d e  n ' é t a i t  

que de 40 kD. La f a i b l e  r éduc t ion  de masse du complexe non t r a n s -  

formé dü mutant pa r  r appor t  à l a  souche sauvage (envi ron  40 à 50 kD) 

n ' e s t  compatible  qu 'avec l a  présence d 'un  s e u l  po lypept ide  l i a n t  l e  

s t é r o ï d e  dans c e  complexe. D ' au t r e  p a r t ,  Okret (1985) a obse rvé  que 

l e  complexe non t ransformé n ' é t a i t  c apab le  d e  f i x e r  qu'une s e u l e  

molécule d ' a n t i c o r p s  monoclonal a n t i r é c e p t e u r  t ransformé,  c e  q u i  

confirme q u ' i l  n e  comporte probablement qu 'une s e u l e  sous-uni té  

l i a n t e .  S i  t e l  e s t  b i e n  l e  c a s ,  s e  pose  a l o r s  l e  problème de l a  

na ture  des  f a c t e u r s  a s s o c i é s  à l a  sous-uni té  l i a n t e  dans l e  complexe 

non t ransformé s t a b i l i s é  pa r  l e  molybdate. Parmi l e s  c a n d i d a t s  

p o t e n t i e l s  on peu t  d é j à  proposer  : 

. des  f a c t e u r s  p ro t é iques  ( l e s  RBFY1'Receptor Binding Fac to r s "  

de l a  f i g u r e  36 ). 

Au premier rang d e  ceux-ci f i g u r e  l a  p r o t é i n e  de 90 kD non l i a n t e  

d é c r i t e  chez l a  s o u r i s  comme un c o n s t i t u a n t  du r é c e p t e u r  non 

t ransformé p u r i f i é  en présence de  molybdate pa r  l e  groupe de  P r a t t  



(Housley 1985). C e t t e  p r o t é i n e ,  q u i  a p p a r a î t  phosphorylée, e s t  

une p r o t é i n e  d e  choc thermique (Sanchez 1985).  E l l e  e s t  perdue p a r  

l e  complexe au cour s  d e  l a  t ransformat ion  du complexe (Mendel 1986).  

Une p r o t é i n e  s i m i l a i r e ,  de 90 kD, e s t  a s s o c i é e  aux r écep teu r s  des  

hormones s t é r o ï d e s ,  s t a b i l i s é s  par  l e  molybdate chez l e  pou le t  

(Joab 1984) où il s ' a g i t  également d 'une  p r o t é i n e  de choc thermique 

( C a t e l l i  1985). Enf in ,  une p r o t é i n e  du même type  e x i s t e  également 

chez des  espèces p r i m i t i v e s  comme l e s  champignons aquat iques  du 

type Achlya ambisexual i s .  Ces champignons sexués possédent  un 

r écep teu r  pour un s t é r o ï d e  p a r t i c u l i e r ,  l ' a n t h é r i d i o l ,  r écep teu r  

q u i  en  présence de  molybdate e s t  a s s o c i é  à une p r o t é i n e  de  88 kD 

p r é s e n t a n t  une f o r t e  cornunauté an t igén ique  avec  l e s  p r o t é i n e s  90 kD 

du pou le t  e t  des  mammifères (Riehl 1985).  Ces p r o t é i n e s  à l o c a l i s a t i o n  

cytoplasmique prédominante sont  p ré sen te s  e n  excès 100 f o i s  mo la i r e  

par  r a p p o r t  aux r é c e p t e u r s  chez l e  p o u l e t  e t  e l l e s  l e u r  semblent 

a s s o c i é e s  dans l a  forme 8S, même en  l ' a b s e n c e  d e  molybdate (Joab 

1984). Leur r ô l e  e x a c t  r e s t e  encore t r è s  mal compris. E l l e s  s t a b i l i s e n t  

peu t - ê t r e  l e  r é c e p t e u r  sous forme non t ransformée  en i n t e r a g i s s a n t  

avec son s i t e  d e  l i a i s o n  à l 'ADN.  E l l e s  p a r t i c i p e n t  sans doute 

a u s s i  à d ' a u t r e s  f o n c t i o n s  c e l l u l a i r e s .  E l l e s  s o n t  en p a r t i c u l i e r  

capables  de s ' a s s o c i e r  dans l e  cytoplasme à l a  p r o t é i n e  du v i r u s  

d e  sarcome de Rous, pp60*r-SrC , pour former un complexe au r ô l e  

inconnu dans l e s  c e l l u l e s  in£ e c t é e s  p a r  c e  v i r u s  (Shuh 1985).  

A c ô t é  de  l a  p r o t é i n e  90 kD f i g u r e n t  peu t - ê t r e  d ' a u t r e s  fac-  

t e u r s  comme l e s  f a c t e u r s  endogènes d e  h a u t  po ids  molécula i re  i n h i b i -  

t e u r s  de l a  t r ans fo rma t ion  e t / o u  de l a  l i a i s o n  à l ' A D N ,  mais c e s  

f a c t e u r s  ne s o n t  pas  b i e n  c a r a c t é r i s é s  e t  r i e n  n e  prouve q u ' i l s  

s o i e n t  physiquement a s s o c i é s  au r écep teu r  ( v o i r  Chap i t r e  1, para- 

graphe 3 ) .  

une molécule dlARN 

De nombreux arguments i n d i r e c t s  s o n t  en f a v e u r  de l a  présence  

d'un ARS dans l e  complexe non t ransformé.  Hutchens (1982) a  

obtenu la  r é v e r s i o n  d e  l a  t r ans fo rma t ion  e t  l e  passage de l a  forme 

4s à l a  forme 8 s  du r é c e p t e u r  par  a d d i t i o n  de  f a c t e u r s  cy toso l iques  



ressemblant à des ARN. D'autres auteurs ont montré que le traitement 

par les RNAase A et T des complexes glucocorticoldes 7-8 S les 1 
transformaient en complexes 3-4 S (Tymoczko 1983 et 1984) et que 

cet effet est inhibé par 1 ' inhibiteur de RNAase placentaire humain 
et le molybdate mais pas par des antiprotéases. En présence de 

molybdate, la diminution de taille est modérée et n'est détectée 

qu'en chromatographie d'exclusion de taille à haute performance qui 

visualise une réduction du rayon de Stokes de 8 à 7 nm sans modifi- 

cation apparente de la constante de sédimentation (Sablonnière 1986b). 

Des effets similaires de réduction de taille sous l'effet de la ribonu- 

cléase A ont été observés sur des complexes hormone-récepteur 

nucléaires (Rossini 1983). D'autre part, les résultats du groupe 

de Vedeckis suggèrent qu'un ARN de faible poids moléculaire (36 kD) 

soit un constituant de la forme intermédiaire transformée 5,2 S 

(Kovacic-Milivojevic 1985). Enfin, l'association d'Am au récepteur 

marqué de manière covalente par le mésylate de dexaméthasone a été 

récemment démontrée par des expériences de réticulation chimique du 

complexe non transformé (Economidis 1985). La caractérisation du 

type d'Am impliqué dans la liaison au récepteur n'a pas encore été 

obtenue, tandis que son rôle physiologique demeure hypothétique. 

. la participation de constituants lipidiques dans la 
structure du complexe 8 nm stabilisé par le molybdate a récement été 

suggérée par Bell (1986) qui observe une réduction de taille à 

6 nm en présence de molybdate après chromatographie sur Lipidex 1000 

ou par traitement à la phospholipase C. Ces résultats demandent 

à être étayés de manière plus convaincante. 

. enfin l'inhibiteur de transformation thermostable de faible 
poids moléculaire déjà évoqué au Chapitre 1 pourrait également faire 

partie du complexe non transformé qu'il stabiliserait sous cette 

forme. 



Si le molybdate stabilise la forme oligomérique du 

récepteur non transformé, le phosphate de pyridoxal semble au contraire 

en favoriser la dissociation (Cidlowski 1979 et 1982, Kalimi 1980, 

O'Brien 1981) en complexes d'une taille égale ou même inférieure 

à celle de la forme monomérique transformée. 11 en irait d'ailleurs 

de même pour le récepteur nucléaire extrait par le phosphate de 

pyridoxal qui apparaîtrait plus petit qu'après extraction convention- 

nelle par le chlorure de sodium 0,4 M (Cidlowski 1979). L'effet du 

phosphate de pyridoxal sur le récepteur cytosolique non transformé 

n'est pas empêché par le molybdate. La réduction par le borohydrure 

de sodium des complexes traités par le phosphate de pyridoxal rend cet 

effet irréversible (O'Brien 1981). Les complexes obtenus alors ont 

une tendance très réduite à former des agrégats de haut poids molé- 

culaire en faible force ionique, même en présence de molybdate 

(Dolan 1980, Cidlowski 1982). Le mécanisme d'action du phosphate de 

pyridoxal passe probablement par la formation de bases de Schif f 

avec des fonctions aminées de résidus de lysine portés par le 

récepteur et indispensables au maintien de sa conformation et de 

ses interactions avec les autres constituants du complexe oligomé- 

rique non transformé. 

- Le récepteur transformé 

Il est maintenant bien démontré que le complexe glucocorti- 

coide-récepteur transformé a un poids moléculaire de 90 à 100 kD sui- 

vant les espèces animales, Ce poids moléculaire a été obtenu par le 

calcul, à partir des paramètres hydrodynamiques du complexe, et par 

l'analyse en électrophorèse en gradient de polyacrylamide SDS du 

récepteur purifié (Wrange 1979, Govindan 1980a) ou marqué de manière 

covalente par le mésylate de dexaméthasone (Simons 1981, Eisen 1981) 

ou par photoaffinité (Dellweg 1982, Nordeen 1981, Wrange 1984). Le 

poids moléculaire de 40 kD primitivement rapporté par le groupe de 

Beato (Westphzl 1980 et 1981) résultait probablement d'une protéolyse 

partielle du complexe stéroïde-récepteur par des protéases endogènes 

(voir plus loin). 11 en va sans doute de même du Binder IB, forme 

particulière du récepteur, observée essentiellement dans le rein de 

rat par le groupe de Litwack (Markovic 1980b, Mayer 1983a). Contrai- 

rement à ce que soutiennent ceux qui l'ont décrite, cette forme 

ne correspond pas à un récepteur distinct de la forme 90 kD habituelle, 

car Eisen (1986) vient de démontrer que le Binder IB est un produit 



de p r o t é o l y s e  de  c e  polypept ide  90 kD. Le r é c e p t e u r  t ransformé de  

90 kD e s t  une p r o t é i n e  t r è s  asymétr ique e t  a c i d o p h i l e ,  s e  l i a n t  à 

l a  DNA-cellulose e t  à l a  phosphocel lu lose  (F igure  36 ) ,  

Des v a l e u r s  t r è s  d i v e r s e s  ont  é t é  proposées pour son p o i n t  i s o é l e c -  

t r i q u e ,  mais  c e l a  t i e n t  sans  doute  en grande p a r t i e  aux c o n d i t i o n s  

techniques de  r é a l i s a t i o n  de  1' i s o é l e c t r o f  o c a l  i s a t  i on  (Ben O r  1983, 

Danzé 1986).  En agarose ,  l e  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  du r écep teu r  t r a n s -  

formé e s t  d '  envi ron  4,8-5 (Danzé 1986) . En é l ec t rophorèse  bidimension- 

n e l l e  l e  r é c e p t e u r  marqué au mésyla te  de  dexaméthasone s e  r é p a r t i t  

en p l u s i e u r s  i soformes ,  c e  q u i  t r a d u i t  une h é t é r o g é n é i t é  de charge  

de l a  molécule ,  peu t - ê t r e  en r a p p o r t  avec son degré  de  phosphoryla- 

t i o n  (Cidlowski 1984b, Smith 1985).  Sa charge  n e t t e  mesurée e n  

u t i l i s a n t  un système d e  pa r t age  de  phases,  s e r a i t  de  - 10 c o n t r e  

- 50 pour l e  complexe non t ransformé (Andreasen 1982b). Bien que 

nettement moins a c i d e  que c e l u i - c i ,  l e  r é c e p t e u r  t ransformé n ' e n  e s t  

pas moins également une p r o t é i n e  globalement ac ide  dont l ' a f f i n i t é  

pour l e s  suppor ts  an ioniques  s '  expl ique  sans  doute p a r  1' e x p o s i t i o n  

d'une r é g i o n  l o c a l i s é e  regroupant  un grand nombre de  charges  

p o s i t i v e s .  L 'op in ion  couramment admise e s t  que l e  r écep teu r  t ransformé 

s e r a i t  un monomère c o n s t i t u é  d ' une  s e u l e  cha îne  polypept id ique  90 kD. 

Toutefo is ,  a i n s i  que nous l ' avons  d é j à  s i g n a l é  au Chap i t r e  1 

paragraphe 3 ,  l e  groupe de  Gustafsson i n s i s t e  ac tue l lement  s u r  

l ' e x i s t e n c e  d 'une  p r o t é i n e  72K a s s o c i é e  à c e  monomère, p r o t é i n e  q u i  

j o u e r a i t  un r ô l e  important  dans l a  l i a i s o n  à l'ADN du complexe 

t ransformé (Carlstedt-Duke 1985, Gus tafsson  1986). 

b) P r o t é o l y s e  p a r t i e l l e  du complexe hormone-récepteur : 

domaines f o n c t i o n n e l s  du r é c e p t s u r  

Le r é c e p t e u r  des  g lucocor t ico?des  peu t  s u b i r  sous l ' e f f e t  de  

p ro t éases  endogènes ou exogènes une p r o t é o l y s e  p a r t i e l l e  q u i  condu i t  

à des fragments  de t a i l l e  a s sez  b i e n  d é f i n i e  conservant  l a  c a p a c i t é  

de l i e r  l e  s t é r o ï d e  e t  l ' A D N  pour l e s  p l u s  grands d ' e n t r e  eux ou 

simplement l e  s t é r o ï d e  pour l e s  p lus  p e t i t s .  On peut  en e f f e t  

d i s t i n g u e r  : 

- l a  forme p a r t i e l l e m e n t  p ro t éo lysée  d é c r i t e  par  de nombreux a u t e u r s  

(Carlstedt-Duke 1977, 1979, 1982, Middlebrook 1977, Sherman 1978, 

1983a, Wrange 1978, Stevens 1979 e t  1981a, Vedeckis 1983a, b) : d e  



rayon de Stokes 3 à 4 nm, elle sédimente entre 3,2 et 4,O S. Elle 

est obtenue facilement par hydrolyse ménagée avec la chymotrypsine. 

Son poids moléculaire calculé d'après les paramètres hydrodynamiques 

est de 40 à 55 kD alors que l'analyse en gel de polyacrylamide-SDS 

de récepteurs marqués de manière covalente et soumis à une protéolyse 

partielle par la chymotrypsine révèle des fragments prépondérants 

de 42 kD (Dellweg 1982, Gehring 1983, Reichman 1984). Elle est un 

peu plus hydrophile que la forme transformée non protéolysée ainsi 

qu'en témoignent ses paramètres de rétention sur DEAE-cellulose, 

phosphocellulose et DNA-cellulose (figure 36 ). Son point isoélec- 

trique et sa charge nette sont voisins de ceux du complexe non pro- 

téolysé (Vedeckis 1985b). Enfin elle est nettement moins asymétrique 

que les complexes transformés ou non, car son rapport axial n'est que 

de 3 à 8. La partie manquante du récepteur partiellement 

protéolysé est sans doute enlevée en un seul morceau, car c'est 

avec cette partie que réagissent la plupart des anticorps mono et 

polyclonaux dirigés contre le récepteur,et ces anticorps détectent 

encore du matériel immunogène dans les fragments ne liant pas l'hor- 

mone, libérés par l'hydrolyse enzymatique du récepteur purifié 

(Carlstedt-Duke 1982 et 1984). Il existe donc probablement un point 

de coupure préférentielle entre ces deux régions. Un point intéres- 

sant à noter est l'existence dans des souches mutantes de cellules de 

lymphomes de souris glucocortico~de-résistantes d'un récepteur 

anormal, tronqué, d'une taille de 40 kD, présentant une affinité 

élevée pour le DNA sans avoir d'activité biologique. Ce récepteur 

anomal présente des propriétés physicochimiques très voisines de 

celles de la forme partiellement proréolysée du récepteur normal 

et n'est pas reconnu par les anticorps antirécepteurs (Dellweg 1982, 

Gehring 1 983, Nordeen 1 981 , Okret 1983, Stevens 1981a,b, Westphal 
1984). Il est tentant de conclure que ces mutants ont perdu la 

partie "immunogène" du polypeptide normal, partie qui jouerait un 

rôle important dans la spécificité de l'interaction du complexe activé 

avec l'ADN et dans la modulation de ses effets sur la chromatine 

(voir Chapitre 1). 



- l e  mérorécepteur  e s t  l e  p l u s  p e t i t  fragment du complexe hormone- 

r écep teu r  non d é n a t u r é  q u i  conserve encore  l a  c a p a c i t é  de l i e r  l e  

s t é r o ï d e .  Il e s t  obtenu sous l ' e f f e t  d e  d i v e r s e s  p r o t é a s e s  endogènes, 

dont probablement l a  c a l p a i n e ,  p r o t é a s e  a c t i v é e  par  l e  ca lc ium 

(voir  précédemment l e  paragraphe 2.1),  e t  par  des  p ro t éases  exogènes 

(Sherman 1978, 1983, Carlstedt-Duke 1979, Holbrook 1983a, S tevens  

1981a, Vedeckis 1983, Wrange 1978 e t  1984).  Parmi c e l l e s - c i ,  l a  

plus e f f i c a c e  e s t  l a  t ryps ine .  Le mérorécepteur  e s t  un complexe 

de 1,9 à 2,4 nm d e  rayon d e  S tokes  e t  de  c o n s t a n t e  de séd imenta t ion  

2,4 à 3 , O  S ,  c e  q u i  donne un poids  mo lécu la i r e  c a l c u l é  de 19 à 

27 kD. Son r a p p o r t  de f r i c t i o n  e s t  v o i s i n  de 1 e t  son r a p p o r t  a x i a l  

compris e n t r e  1 e t  3,  ce  q u i  i nd ique  une s t r u c t u r e  g l o b u l a i r e .  Il 

n ' e s t  p a s  r e t e n u  p a r  l a  DEAE-cellulose n i  s u r t o u t  par  l a  DNA-cellulose 

(Wrange 1978, Carls tedt-Duke 1979, Holbrook 1983a, Stevens 1981a 

Vedeckis 1983a), c e  q u i  semble i n d i q u e r  q u ' i l  a perdu l a  r é g i o n  

n é c e s s a i r e  à c e t t e  l i a i s o n ,  r ég ion  encore  p r é s e n t e  dans l a  forme 

p a r t i e l l e m e n t  dégradée  e t  donc probablement d i s t i n c t e  mais cont igüe  

de c e l l e  q u i  l i e  l e  s t é r o ï d e .  Le s e u l  suppor t  cou ran t  s u r  l e q u e l  

il s o i t  adsorbé  es t  l ' hyd roxyapa t i t e  (Holbrook 1983a, Vedeckis 1983a). 

Le mérorécepteur  es t  l a  forme probablement l a  p l u s  bas ique  du 

complexe d ' ap rè s  son  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  (Cidlowski 1984a,Danzé 

1986). Il comporte des  r é s i d u s  de c y s t é i n e  e t  de  l y s i n e  a c c e s s i b l e s  

(Harr ison 1 983, Cidlowski  1 984a) a i n s i  que nous 1 ' avons d i s c u t é  

précédemment ( v o i r  paragraphe 2.1, b e t  c d e  c e  c h a p i t r e )  . 
A c ô t é  d e s  r é s i d u s  de  l y s i n e  s i t u é s  'dans l e  mérorécepteur  ( ~ i d l o w s k i  

1984a), il en e x i s t e r a i t  au moins un a u t r e  au niveau du p o i n t  

de c l i v a g e  par  l a  t r y p s i n e  s i t u é  e n t r e  l e  mérorécepteur  e t  un 

p e t i t  fragment du s i t e  de  l i a i s o n  à l'ADN (Ninh 1982).  En e f f e t ,  l e  

t r a i t e m e n t  du r é c e p t e u r  p a r  l e  phosphate  de py r idoxa l ,  s u i v i  de  

sa  d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  par  l a  t r y p s i n e  donne un mérorécepteur  

d'une t a i l l e  un peu p lus  grande  qu 'en l ' a b s e n c e  de t r a i t e m e n t  

p r é a l a b l e  par  l e  phosphate de  py r idoxa l .  Ce mérorécepteur  p a r t i c u l i e r  

ne s e  l i e  pas à l a  DNA-cellulose, m a i s  a p r è s  t r a i t e m e n t  à 

l 'hydroxylamine pour déplacer  l e  phosphate  d e  py r idoxa l  l i é  aux 

p r o t é i n e s ,  il p e u t  ê t r e  t ransformé d e  manière e f f i c a c e  e t  s e  l i e r  



a l o r s  à l a  DNA-cellulose. L ' e f f e t  p r o t e c t e u r  c o n t r e  l a  d i g e s t i o n  

pa r  l a  t r y p s i n e  du r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  r e s t e  con t rove r sé  : 

en e f f e t ,  s i  l a  p r o t e c t i o n  n ' e s t  que t r è s  p a r t i e l l e  pour Ninh, e l l e  

e s t  beaucoup p l u s  f o r t e  pour Cidlowski (1980). 

Enf in ,  des  formes apparentées  au mérorécepteur  o n t  é t é  

mises  en  évidence p a r  hydro lyse  enzymatique du r é c e p t e u r  marqué 

de  manière covalen te  p a r  l e  mésyla te  de dexaméthasone ou 1'acétoni.de 

de  t r iamcinolone  (Gehring 1983, Reichman 1984). Des fragments de 

27 à 30,5 kD son t  obtenus pa r  hydro lyse  ménagée p a r  l a  t r y p s i n e  ou par  

l ' endopro té inase  Lys-C en c o n d i t i o n s  non d é n a t u r a n t e s .  D'une 

manière surprenante ,  d e s  fragments  de t a i l l e  v o i s i n e  26 à 32 kD 

s o n t  également obtenus en c o n d i t i o n s  déna tu ran te s  a i n s i  qu'avec 

des  enzymes de s p é c i f i c i t é s  d i f f é r e n t e s  comme l a  chymotrypsine 

ou l a  p ro t éase  V8 d e  Staphylocoque doré  (Reichman 1984).  Ceci 

i nd ique  l a  présence p robab le  d 'un  po in t  "chaud" de l a  séquence 

p r i m a i r e  en aminoacides regroupant  des  m o t i f s  de coupure pour 

p l u s i e u r s  p ro t éases .  La d i g e s t i o n  en cond i t i ons  déna tu ran te s  p r o d u i t  

également des  pep t ides  p l u s  p e t i t s  de masse minimale 14 à 16 kD 

s e l o n  Reichman (1 9841, v o i r e  même 8 kD pour Westphal (1 980) . La 

s t r u c t u r e  covalen te  d 'aucun d e  c e s  pep t ides  du s i t e  de  l i a i s o n  du 

s t é r o ï d e  n ' a  é t é  p u b l i é e  pour 1e.moment. 

Tous c e s  r é s u l t a t s  o n t  condui t  l e s  groupes de  Gustafsson 

(Carlstedt-Duke 1982, Gustafsson 1986) e t  d e  Vedeckis (1985a, b) à 

proposer  des  modèles t r è s  v o i s i n s  d ' o r g a n i s a t i o n  en  domaines du 

polypept ide  de  90-98 kD monomère du r écep teu r  d e s  g lucocor t icoTdes  

( f i g u r e  37 1. Vedeckis (1 985b) a  vu dans l e s  p r o p r i é t é s  s t r u c t u -  

r a l e s  e t  f o n c t i o n n e l l e s  des  d i v e r s  mutants d e  r é c e p t e u r  observés 

dans l e s  lymphomes de  s o u r i s ,  des  arguments e n  f a v e u r  de  l a  

d i s p o s i t i o n  s é q u e n t i e l l e  s u i v a n t e  à p a r t i r  d e  l ' e x t r é m i t é  N- 

t e r m i n a l e  : s i t e  de  l i a i s o n  du s t é r o ï d e ,  s i t e  de  l i a i s o n  à l ' A D N ,  

p u i s  s i t e  modulateur.  Nous v e r r o n s  au paragraphe 3 que l ' é t u d e  du 

cDNA du r écep teu r  n ' a  pas  confirmé c e t  enchaînement hypothé t ique .  



1 DNA 1 
Trypsine o chymotryps ine  
Papaïne T r y p s i n e  
E x t r a i t  1 ysosomial papaïne 

E x t r a i t  lysosorniai  
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I s-s 1 
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Figure 37 - Organisation en domaines fonctionnels du monomère de 
récepteur des glucocorticoZdes selon a) Gustafsson (1986), 
b) Vedeckis (1985a,b). On distingue le domaine de liaison 

au stéroïde A, le domaine de liaison à l'ADN B, et le 
domaine immunogène modulateur C. 



c )  L ' u t i l i s a t i o n  des  a n t i c o r p s  dans l ' é t u d e  des domaines du 

complexe glucocort icolde-récepteur.  

- Un grand nombre d ' a n t i c o r p s  polyclonaux e t  monoclonaux o n t  é t é  

développés c e s  d e r n i è r e s  années c o n t r e  l e  r é c e p t e u r  des  glucocor-  

t i c o i d e s  du r a t  e s s e n t i e l l e m e n t  (Govindan 1979 ; E i s e n  1980 ; Okret 

1981, 1983a, 1984 ; Carlstedt-Duke 1982 ; Westphal 1982 ; Grandics 

1982 ; Gametchu 1984) mais a u s s i  c o n t r e  l e  r é c e p t e u r  humain 

(Hannon 1984) .  Ces a n t i c o r p s  o n t  é t é  u t i l i s é s  comme sondes pour 

c a r a c t é r i s e r  l e s  domaines f o n c t i o n n e l s  du r écep teu r  : l e u r  

i n t e r a c t i o n  avec l e  r é c e p t e u r  p a r t i e l l e m e n t  p r o t é o l y s é  e t  avec 

l e  mérorécepteur  a  é t é  é t u d i é e  p a r  p l u s i e u r s  a u t e u r s .  Il a p p a r a î t  

qu'aucun a n t i c o r p s ,  à l ' e x c e p t i o n  d 'un  s e u l ,  n e  r e c o n n a i t  l e  

mérorécepteur ,  n i  l a  forme p a r t i e l l e m e n t  p ro t éo lysée  comportant 

l e  s i t e  d e  l i a i s o n  à l'ADN. L ' a n t i c o r p s  q u i  f a i t  except ion  e s t  l e  

monoclonal préparé  pa r  Gametchu (1984) dont  Eisen  (1985) v i e n t  

de montrer  q u ' i l  r é a g i t  avec l a  forme 97 kD du r é c e p t e u r  du f o i e  

de r a t  e t  son p r o d u i t  d e  d i g e s t i o n  enzymatique p a r t i e l l e  de 45 k D .  Ce 

fragment s e  l i e  à l ' A D N .  Sa d i g e s t i o n  par  l a  t r y p s i n e  p rodu i t  deux 

fragments  de  27 e t  31 kD l i a n t  l e  s t é r o ï d e  e t  pas l ' a n t i c o r p s ,  p l u s  

un fragment immunoréactif de 16 kD. Ce d e r n i é r  s e  l i e  à l'ADN e t  

f a i t  donc probablement p a r t i e  du s i t e  de l i a i s o n  à l'ADN du récep-  

t e u r .  La f i x a t i o n  p r é a l a b l e  de  l ' a n t i c o r p s  au complexe hormone- 

r é c e p t e u r  t ransformé n'empêche pas  s a  l i a i s o n  à l ' A D N ,  c e  q u i  

l a i s s e  pense r  que l a  r ég ion  d e  16 kD comprend deux p a r t i e s ,  dont 

l ' u n e  l i e  l ' a n t i c o r p s  e t  l ' a u t r e  l ' A D N .  L ' a n t i c o r p s  de Gametchu 

a  également joué  un r ô l e  impor tan t  dans l a  démonst ra t ion  r é c e n t e  

de  l ' i d e n t i t é  du Binder I B ,  forme p a r t i c u l i è r e  du r é c e p t e u r  t rouvée  

dans c e r t a i n s  t i s s u s ,  avec un p r o d u i t  de dégrada t ion  p r o t é o l y t i q u e  

du r é c e p t e u r  normal (Eisen 1986). De même, l e s  a u t r e s  a n t i c o r p s  

a n t i r é c e p t e u r  s p é c i f i q u e s  du domaine modulateur ont  j oué  un r ô l e  

c a p i t a l  dans l a  c a r a c t é r i s a t i o n  des  mutants du r é c e p t e u r  du type  n t -  
i e t  n t  , a i n s i  que nous l ' avons  d é j à  s i g n a l é .  



On l e  v o i t ,  l e s  a n t i c o r p s  a n t i r é c e p t e u r s  o n t  joué  e t  

con t inue ron t  d e  jouer  un r ô l e  impor tan t  dans l ' é t u d e  de  l a  s t r u c t u r e  

int ime du r écep teu r .  Il f a u t  s o u h a i t e r  que l a  c o l l e c t i o n  d ' a n t i c o r p s  

dé j à  d é c r i t s  s ' e n r i c h i s s e  de  nouveaux r e p r é s e n t a n t s ,  d e  p ré fé rence  

monoclonaux e t  d i r i g é s  c o n t r e  l a  rég ion  de l i a i s o n  à l'ADN e t  au  

s t é r o ï d e .  Ce d e r n i e r  b u t  s e r a  s a n s  doute  l e  p lus  d i f f i c i l e  à 

a t t e i n d r e ,  c a r  l e  s i t e  d e  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  des d i v e r s  r é c e p t e u r s ,  

probablement b i en  conservé  à t r a v e r s  l e s  espèces ,  a p p a r a î t  t r è s  

peu immunogène. C ' e s t  i c i  que l ' app roche  a n t i i d i o t y p i q u e ,  que nous 

avons p r é s e n t é e  au paragraphe 1 .4  de c e  c h a p i t r e ,  peu t  a p p o r t e r  une 

c o n t r i b u t i o n  de po ids .  L e  t r a v a i l  dans c e  domaine e n  e s t  à s e s  t o u t  

premiers  débuts  e t  un s e u l  a n t i c o r p s  a n t i i d i o t y p i q u e  r é a g i s s a n t  avec 

l e  r é c e p t e u r  des  g lucocor t i co?des  a  é t é  d é c r i t  à c e  j o u r  (Cayanis 

1986).  C e t  a n t i c o r p s  monoclonal du type  au to  a n t i i d i o t y p i q u e ,  a 

é t é  obtenu par  immunisation d 'une  s o u r i s  avec un d é r i v é  de  la  

t r iamcinolone .  Il semble r é a g i r  avec l e  r écep teu r  d e s  g l u c o c o r t i -  

co ides  du f o i e  de  r a t ,  q u ' i l  peu t  r e t e n i r  p a r t i e l l e m e n t  s u r  un 

immunoadsorbant, dép lace r  légèrement  en g r a d i e n t  de suc rose  e t  

r e c o n n a î t r e  en western-blot .  Mais il n'empêche pas l a  l i a i s o n  

de l ' a c é t s n i d e  de t r iamcinolone  au r é c e p t e u r ,  n i  d ' a i l l e u r s  de  

dé r ivés  d e  l a  t r iamcinolone  obtenus  p a r  couplage à d e s  p e p t i d e s  

d ive r s .  L ' ép i tope  reconnu pa r  c e t  a n t i c o r p s  a p p a r a î t  donc s i t u é  au 

vo i s inage  du s i t e  d e  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  p l u t ô t  que dans l e  s i t e  

lui-même, comme on a u r a i t  pu 1' espé re r .  



3 - ETUDE DU GENE DU RECEPTEUR : APPROCHE PAR l ' A D N  

Les  progrès  techniques de l a  b i o l o g i e  mo lécu la i r e  q u i  permet ten t  

maintenant  d e  c lone r  des  cDNA à p a r t i r  d'ARS messagers t r a n s c r i t s  

en f a i b l e  q u a n t i t é  e t  l ' u t i l i s a t i o n  $es sondes a n t i c o r p s  an t i r écep -  

t e u r s  p r o d u i t e s  pa r  l e s  équipes s p é c i a l i s é e s  dans l a  p u r i f i c a t i o n  

de c e s  p r o t é i n e s  ont  condu i t  c e s  deux d e r n i è r e s  années à des  

r é s u l t a t s  s p e c t a c u l a i r e s  : l e s  séquences complètes des  cDNA codant  

pour l e s  r é c e p t e u r s  humains des g l u c o c o r t i c o l d e s  e t  des  oes t rogènes ,  

e t  du r é c e p t e u r  des  oes t rogènes  du pou le t  s o n t  maintenant  connues. 

Leur comparaison a f o u r n i  d 'emblée des  r é s u l t a t s  t o u t  à f a i t  passion-  

nan t s ,  dont  l a  c o n s t a t a t i o n  i n a t t e n d u e  d 'une  f o r t e  homologie de 

séquence avec l 'oncogène v-Erb A n ' e s t  pas l e  moindre. Le t ab l eau  VI1 

résume l a  s t r a t é g i e  employée pour l e  c lonage e t  l ' é t u d e  du cDNA 

des  r é c e p t e u r s .  

3.1 Clonage du cDNA du r é c e p t e u r  des  g lucocor t icoSdes  

P l u s i e u r s  groupes,  a s s o c i a n t  l e  p l u s  souvent des  équipes  

complémentaires s p é c i a l i s é e s ,  l e s  unes dans l a  b i o l o g i e  mo lécu la i r e  

des gènes e t  l e s  a u t r e s  dans l ' é t u d e  des  r écep teu r s  des  glucocor- 

t i c o l d e s ,  s e  s o n t  a t t a q u é  à c e  d i f f i c i l e  t r a v a i l .  I l s  o n t  u t i l i s é  

des  c e l l u l e s  tumorales d ' o r i g i n e  murine e t  humaine, c h o i s i e s  pour 

l e u r  contenu é l e v é  en r écep teu r  e t  donc en ARN messager codant  pour 

c e t t e  p r o t é i n e .  

Le groupe d e  Yamamoto e t  Gustafsson (Miesfeld 1984) a iden- 

t i f i é  un cDNA d e  2,6 k i l o b a s e s  f a i s a n t  p a r t i e  du gène du r é c e p t e u r  

dans des  c e l l u l e s  d'hépatome de ra t .  Un a n t i c o r p s  monoclonal a n t i -  

r écep teu r  a s e r v i  à prépa re r  des  polysomes e n r i c h i s  en ARN-messager 

codant pour  l e  r écep teu r .  L'ARN messager e n r i c h i  (2 % d'homogénéité) 

a e n s u i t e  permis de p répa re r  une l i b r a i r i e  de  cDNA q u i  a é t é  c r i b l é e .  

Le cDNA de  2,6 kb a é t é  employé pour é t u d i e r  l'ADN génomique des  

c e l l u l e s  de  r a t  e t  de s o u r i s  : l e  r é c e p t e u r  y e s t  codé par  un s e u l  

gène donnant un p r o d u i t  de  t r a n s c r i p t i o n  de 6 k i l o b a s e s .  La séquence 



A) Clonage e t  
séquence : 

C e l l u l e s  tumorales  en c u l t u r e  exprimant l e  
r écep teu r  à un n iveau  r e l a t ivemen t  é l e v é  

S, .( 
poly somes (OU) ARN (0,01 % codant  pour 

I 1 l e  r é c e p t e u r  

enr ich issement  pa r  immuno f rac t ionnement  s u r  o l i g o  dT 
adso rp t ion  sur  a n t i c o r p s  a n t i -  c e l l u l o s e  

r écep teu r  
& 

~.l-a 
-1 

ARN poly (A) + 

1 
Fractionnement s u r  01 igo dT- 

I 
Fract ionnement  en g r a d i e n t  de 

c e l l u l o s e  sucrose ,  t r a d u c t i o n  i n  v i t r o  e t  10- 

+ d  

c a l i s a t i o n  des  f r a c t i o n s  codant  pour 
l e  r é c e p t e u r  p a r  sonde a n t i c o r p s  

ARN poly(A) e n r i c h i  (1-2 % codant  pour l e  r écep teu r )  
4 

l i b r a i r i e  d e  cDNA ( u t i l i s a t i o n  des  phages XgtlO e t  l g t l l )  

I p a r  a n t i c o r p s  a n t i r é c e p t e u r  s u r  d o t  b l o t  
c r i b l a g e  / 

1 ' p a r  sonde o l i g o n u c l é o t i d i q u e  s p é c i f i q u e  d'un 
morceau de séquence d é j à  connu. 

c lones  p o s i t i f s  

I 
Séquençage : s o i t  l e s  c lones  p o s i t i f s  cont iennent  t o u t e  l a  séquence 

d e  l a  p ro t é ine ,  s o i t  l e  p l u s  souvent on u t i l i s e  l e s  sgquence d'ADN i n s é r é e s  
dans l e s  c l o n e s  p o s i t i f s  pour  c r i b l e r  l e s  ARN ~ o l y ( A )  d e  d é p a r t  ou d ' a u t r e s  
banques de cDNA a f i n  d e  compléter  l a  séquence 

I 

séquence complète 

B) U t i l i s a t i o n  du cDNA c l o n é  : 

. i n s e r t i o n  dans un v e c t e u r  d ' exp res s ion  : c o n t r ô l e  du c a r a c t è r e  fonc- 
t i o n n e l  d e  l a  p r o t é i n e  exprimée 

. u t i l i s a t i o n  de cDNA p r é s e n t a n t  des  d é l é t i o n s  ou mod i f i é s  p a r  mutagé- 
nèse d i r i g é e ,  l o c a l i s a t i o n  des  domaines f o n c t i o n n e l s  d e  l a  p r o t é i n e  
e t  de ses ac ides  aminés e s s e n t i e l s .  

. l o c a l i s a t i o n  chromosomique du gène du r é c e p t e u r ,  isolernent éventue l  
de c e  gène. 

TABLEAU V I I -  S t r a t é g i e  employée pour  l e  c lonage e t  l ' é t u d e  des cDNA 

codant pour l e s  r é c e p t e u r s  des  hormones s t é r o ï d e s .  



complète du cDNA correspondant  v i e n t  d ' ê t r e  pub l i ée  (X ies fe ld  1/98) .  Le 

gène du r écep teu r  p r é s e n t e r a i t  des  anomalies q u a l i t a t i v e s  e t  quan t i t a -  

t i v e s  dans des  l i g n é e s  de  c e l l u l e s  mutantes  exprimant des  d é f i c i t s  

s p é c i f i q u e s  de  l a  f o n c t i o n  du r é c e p t e u r  (Miesfeld 1984, Bishop 1986). 

Le r écep teu r  humain a  é t é  c loné  dans l e s  c e l l u l e s  tumorales  du 

s e i n  MCF7 par  l e  groupe de Chambon (Govindan 1985) à l ' a i d e  d 'un  

a n t i c o r p s  polyc lona l  d i r i g é  c o n t r e  l e  r é c e p t e u r  du rat .  A p a r t i r  

d 'une l i b r a i r i e  de DNA complémentaire de 1 ' A R N  poly(A)+ de  c e s  

c e l l u l e s ,  c o n s t r u i t e  dans des  phages Xgt 1 1 ,  p l u s i e u r s  c lones  com- 

p o r t a n t  des  i n s e r t i o n s  c o u r t e s  exprimant des  ép i topes  reconnus p a r  

l ' a n t i c o r p s  o n t  é t é  i s o l é s .  Les sondes cDNA obtenues o n t  permis 

d ' i d e n t i f i e r  par  Northern b l o t  un ARN poly(A)+ majeur de 7 kb dans 

l e s  c e l l u l e s  MCF7. La séquence du cDNA n ' e s t  pas encore publ iée .  

Le r é c e p t e u r  humain a également é t é  c l o n é  par  l e  groupe d'Evans 

dans des  c e l l u l e s  lymphoïdes IM9 e t  des  f i b r o b l a s t e s  (Weinberger 1985a, 

Hollenberg 1985). C e  groupe a eu r ecour s  pour l e  c r i b l a g e  à un a n t i -  

co rps  a n t i r é c e p t e u r  po lyc lona l  e t  non spéc i f ique ,  ne  r é a g i s s a n t  

qu 'avec l a  p r o t é i n e  dénaturée ,  c ' e s t - à -d i r e  un o u t i l  a  p r i o r i  b i e n  

peu s a t i s f a i s a n t  pour mener à b i e n  c e  genre  de tâche .  Weinberger e s t  

pour t an t  parvenu à un c r i b l a g e  s a t i s f a i s a n t  en augmentant l a  s p é c i f i c i t é  

d e  son immunsérum p a r  s é l e c t i o n  des  ép i topes  reconnus p a r  c e l u i - c i .  

Une l i b r a i r i e  de  cDNA des  c e l l u l e s  IM9 préparée  dans des  phages Xgt 1 1  

a é té  c r i b l é e  p a r  do t -b lo t  s u r  n i t r o c e l l u l o s e  avec l'immunsérum de 

dépa r t .  Les s p o t s  p o s i t i f s  on t  é t é  é l u é s  e t  l e s  gamma-globulines 

q u ' i l s  a v a i e n t  f i x é e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s  pour r é v é l e r  un  Western b l o t  

du c y t o s o l  des  c e l l u l e s  IM9 : c e r t a i n s  s p o t s  a v a i e n t  l i b é r é  des  

a n t i c o r p s  r econna i s san t  b i e n  l e s  bandes correspondant  au  r écep teu r  

(94 M) e t  79 kD). Les p r o t é i n e s  p r o d u i t e s  p a r  l e s  c l o n e s  correspondant  

à c e s  s p o t s  o n t  é t é  u t i l i s é e s  pour p répa re r  un imunoadsorbant  q u i  

a permis de  p u r i f i e r  l'immunsérum de dépa r t .  Les a n t i c o r p s  obtenus ne 

r é a g i s s a i e n t  p lus  qu'avec l e  r écep teu r .  Ceci  prouvai t  que c e  c l o n e  

c o n t e n a i t  b i e n  des  séquences d'ADN i n s é r é  codant pour l e  r écep teu r .  

Ces séquences couvrant  1 ,4  kb o n t  é t é  u t i l i s é e s  pour c l o n e r  une 



deuxième l i b r a i r i e  de cDNA à p a r t i r  de f ib rob las tes  humains avec l e  

vecteur de  Okayama-Berg : 12 clones  p o s i t i f s  couvrant une longueur 

de 4,O kb ont  é t é  sé lect ionnés ,  ce  qui  é t a i t  encore i n su f f i s an t  pour 

couvrir t o u t  l e  gène du récepteur.  Un troisième c r ib l age  d'une 

deuxième banque de cDNA de f i b rob l a s t e s  humains ( 2  x 106 clones) a 

permis e n f i n  d 'obtenir  un clone pos i t i f  qu i  complétait l a  séquence 

du récepteur. Les sondes de cDNA fournies par ces  clones ont confirmé 

l a  l oca l i s a t i on  du gène du récepteur humain sur  l e  chromosome 5 e t  

i d e n t i f i é  une séquence apparentée sur  l e  chromosome 16. 

3.2 - Séquence du cDNA du récepteur des  glucocortico?des 

a) La séquence complète codant pour l e  récepteur huaain 

(Hollenberg 1985) e s t  représentée sur  l a  f igure  38 . E l l e  comporte 

4800 nucléot ides  dont 2331 codant pour l a  proté ine ,  s o i t  777 amino- 

acides. Le point  de dépar t  de l a  t ranscr ip t ion  n ' e s t  pas é t a b l i  avec 

ce r t i tude .  Un point t r è s  important à s igna le r  e s t  l ' ex i s tence  d'une 

var ian te  de c e t t e  séquence produi te  par c e r t a in s  clones : c e t t e  

var iante ,  notée B comporte 742 aminoacides e t  ne d i f f è r e  de l a  forme 

représentée  sur l a  f i gu re  38 que par son extrêmité C-terminale 

à p a r t i r  du résidu 728 ( f igure  39 ) .  Ces deux formes de cDNA a e t  B 1 

après i n se r t i on  dans un vecteur de t ranscr ip t ion ,  conduisent à 

l ' express ion dlARN messagers dont l e s  produits  de t r ansc r ip t i on  i n  

v i t r o  ont  une masse moléculaire de 94K, s imi l a i r e  à c e l l e  du 

récepteur des ce l l u l e s  IM 9. De p lus ,  l a  proté ine  correspondant 

au cDNA a e s t  capable de l i e r  l l a cé ton ide  de triamcinolone de 

manière spécif ique i n  v i t r o  a l o r s  que c e l l e  qui  correspond au 

cDNA B en e s t  incapable. Une d i f fé rence  frappante en t r e  l e s  deux 

extrémités C-terminales des formes a e t  B e s t  l a  présence dans l a  

première d'un résidu de cys té ine  entouré d'aminoacides hydrophobes, a l o r s  

que l a  seconde comporte une chaîne po la i re  t r è s  cour te ,  sans aucune 

cystéine. La ten ta t ion  e s t  grande de vo i r  dans c e t t e  cysté ine  l e  

résidu e s s e n t i e l  à l a  l i a i s o n  du s té ro ïde  e t  d ' a t t r i b u e r  à l a  région 

C-terminale de l a  proté ine  un r ô l e  cap i t a l  dans c e t t e  fonction du 

récepteur.  

La séquence complète codant pour l e  récepteur du r a t  

(Miesfeld 1986) apparaî t  sur  l a  f i gu re  38bis. E l l e  code pour une pro- 

t é ine  de 795 aminoacides présentant  une t r è s  grande homologie de séquence 

avec l e  récepteur humain. L'expression de l a  région codante a é t é  obtenue 

i n  v i t r o ,  après t rans fec t ion ,  e t  conduit à l ' ob ten t ion  d'un récepteur 

tout  à f a i t  fonctionnel. 



b) Domaines à l ' i n t é r i e u r  de l a  s t r uc tu r e  du récepteur 

- Weinberger (1985b) a proposé pour l e  récepteur des glucocorticoldes . 

l ' o rgan isa t ion  en domaine représentée sur l a  f igure  40 : 

. l a  p a r t i e  N-terminale de l a  proté ine  po r t e r a i t  l a  région immuno- 

gène. En e f f e t ,  il a pu l o c a l i s e r  l e  s i r e  de l i a i son  de son ant icorps  

en t r e  l e s  acides  aminés 145 e t  278 grâce à l ' é tude iranunochimique des 

produits  d'expression des clones comportant divers fragments du cDNA 

codant pour l e  récepteur. De p lus ,  c e t t e  p a r t i e  comporte une région 

cour te  d'homologie p a r t i e l l e  avec l e s  protéines homéotiques codées par 

l e s  gènes antennapedia e t  fush i  t a r a z i  de l a  drosophile. 

. l a  moi t ié  C-terminale présente  une homologie de séquence élevée 

avec l e  produi t  de t ranscr ip t ion  de l'oncogène v-Erb A (Debuire 1984). 

L'homologie globale  e s t  de 22 % en t r e  l e s  387 acides aminés C-terminaux 

du récepteur e t  l e s  395 acides aminés de l a  protéine codée par v-erb A. 

Ce t te  homologie a t t e i n t  40 % e n t r e  l e s  résidus 421 e t  481 du récepteur 

qui dél imitent  une région p a r t i c u l i è r e  r i che  en cys té ine ,  lys ine  e t  

arginine .  Neuf des dix cysté ines  présentes dans c e t t e  région du récepteur 

sont conservées dans l a  proté ine  de v-erb A. Cette séquence s e r a i t  

impliquée dans l a  l i a i son  du récepteur à l ' A D N .  

. l ' ex t rémi té  C-terminale du récepteur e s t  e s s e n t i e l l e  à l a  l i a i son  

du s té ro ïde  (vo i r  plus haut) .  

- La découverte inattendue d'une homologie de séquence en t r e  un récepteur 

des hormones s té ro ïdes  e t  l a  p ro té ine  p75- gag-erb-A a é t é  confirmée de 

manière spectacula i re  avec l a  publ icat ion par l e  groupe de Chambon des 

séquences d'ADN complémentaire codant pour l e  récepteur des oestrogènes 

humain (Walter 1985, Green 1986) e t  de poulet  (Krust 1986). A ces  résul- 

t a t s  viennent s ' a j ou t e r  ceux tou t  récents  concernant l a  séquence de l ' A D N  

complémentaire du récepteur de l a  progestérone de l ' ov iduc te  de poule 

( Je l t sch  1986, Conneely 2986). C e t t e  homologie e s t  extrêmement é levée 

dans l a  région r i che  en cysté ine ,  l y s ine  e t  arginine q u i  ex i s t e  également 

sur l e s  récepteurs des oestrogènes e t  de l a  progestérone. La f i g u r e  41 

donne l e  d é t a i l  de c e t t e  région (Conneely 1986), tandis  que l a  f i g u r e  42 

montre l'homologie en t re  l e s  séquences de t r o i s  des récepteurs des hormones 

s té ro ïdes  d é c r i t s  à ce  jour e t  l a  proté ine  codée par v-erb A. Krust (1986X 
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Figure 38 - ADN complémentaire e t  séquence pro té ique  du r é c e p t e u r  

humain des  g l u c o c o r t l c o ï d e s  d ' ap rè s  Hollenberg ( 1  985) 



1 10 29 
met asp sec lys plu aer leu ala pro p z  qly arq sep plu val pro qly sec leu leu pl) qln qly icg pl) sec val met asp phe 10 a WC ?CC MA C M  TCC TT* GCT CCC C R  GCT AGA CAC W CrC CCT U;C AG? flG CTZ CU: CM GCG AGG GCG AGC GTA = CAC FTT 

t r 1 s sec leu sr 1 .la thr val 1 .s val sec .la sec sec ro rer val al* ala ala sec gln al. aap sec l>a gin qln Lp 
Ti'? UX C1G A d  ed GCT , AG OTT , GCA K T  TCG &C , CTC GCT GCT GCT TCT CAC GCA GAT TCC M G  CAC CAC 

arq il* leu leu asp ph* sec lys qly sec thr sec aan val qln gln srq qln qln qln qln qln qln gln qln gln gln gln gln gln 9J 
AU; A R  CTC CTT GAT TTC TCG AM CGC TCC ACA hX M T  GTG CAG CAC C W  CAG CAO CAC Cffi  CAG CAC CAG CAC CAC CAC CAG CAG CAC 

qln qln gln qln qln qln pro qly leu sec lys sls val sec leu sec mec qly leu tyr met ql> glu thr glu thr ils val mer gl) 120 
C A G C A G W C A G ~ C C ; U i C C A C G C T T A ~ C A M U T C T T T C A C T G ~ ~ W C C T G T A T ~ C C A C A G A C A G M A C A A M G T C ~ ~ G  - 
asn aap leu q1y tyr pro qln gln qly qln leu qly leu sec sec qly plu thr aap ph. rrg leu leu glu glu ser il* a11 dsn leu O 
MT CAC RG U;C TAC CCA CAO CAG UÀC CM CTT CGC cm TCC TCT CG GM ACA GAC rn CGC cm CTC GM GU AGC ATT CCA AAC CTC 

asn srq HI thr sec val pro glu asn pro lys set aer the sec sla thr qly c)i ala thr pro thr plu 15s glu ph. pro 1)s thr 180 
M T  AU; ZCE ACC AGC PF? c ~ . W  AAC CCC M G  ACT TCA ACC TCT GCA ACT CGC TOC GCT ACC CCG ACA GAG M C  CAC T3T CCC AM ACT 

- 
hi8 mer u p  .la sec sec glu qln qln asn arq lys sec qln thr qly thr asn qly qly sec val lys leu tyr pro thr asp gin ser 210 
C*C %G W T  UIA ?El %à GM CAO C M  M T  CGA MA ACC C U  ACC UÏ1 I C C  MC GGA CGC AGT AM TTC TAT CCC ACA CAC C M  ACC - 
thr ph* asp leu leu lys ssp leu glu ph. sec ala qiy sec pro aer lys asp thr asn q1u sec pro trp arq ser asp leu leu ile 240 
ACC m GK crc m MC GAZ TTG GAG m TCC GCT u;o ru: ccr ACT AM GAC ACA MC cu; ACT ccc TGG AGA TCA GAT CTG n c  ATA - 
asp glu ban leu leu mer pro leu al. qly glu sep asp pro ph* leu leu qlu qly asn thr san glu asp cyi 1)s pro leu 11. leu 270 
GAT w MC m CTT TCT CCT m cco GGA CM GA? GAT CCA rrc cm crc GM GCE MC ACC MT GAG GAT TGT MC CCT CTT ATT TZA - 
pro asp thr lys pro lys il* lys asp thr qly asp thr 11. leu sec ier pro sec sec val ala leu pro qln val 1)s thr glu 1)s 300 
CCC WC X T  MA CCT A M  ATT M G  GAT ACT CGA GA? ACA A S  TTA %A ACT CCC AGC ACT GTü GCA CTA CCC C M  GTG M A  ACA C M  M A  - 
ssp arp pile 11. glu leu cys thr pro qly val Ile lys 91n plu lys leu qiy pro val tyr c>s qln ala sec ph* sec qly thr asn 
GAT GAT n c  A= GM CTT TGC ACC ccc CCG GIA ATT MG CM w AM m CGC c u  GTT TAT TGT CAG GCA AGC rn TCT ccc ACA MT 

!le il* qly asn lys met sec ilr 11. soc val hl8 qly val sec thr ser qly qly qln met tyr his t\r aap met asn thc rla ser 
ATA AR GGT MT AM ATG TCT GCC ACT m c?r UT CET GIG ACT ACC TCT GGA GCA CAG ATC TAC CAC TAT CAC ATC MT ACA cc* rcc 
leu sec qln qln qln asp qln lys pro val ph* asn val 11. pro pro 11. pro val qly sec glu asn trp asn ai9 cyr qln qly sec 
cm TCT CAC CAG CAC GAT CAG MG CCT CTT m MT GTC ATT cm cm r n  CCT GTT u;z +cr GM MC TGG MT AGG TGC CM CGC TCC 

qly plu asp sec leu thr sec leu qly sla leu .an ph. pro qly arq sec val ph. sec asn qly tyc sec sec pro qly met arq pro 420 
GGA GAG GK AU: CTC ACT TCC ZK~ WC GCT cm MC rrc CC* CGC CGO TCA GTC m m MT GCG TAC TCA AGC cm GGA ATG AGA CCA - 
arp val sec sec pro pro sec sar sec sec alr ala thr gly pro pro pro lys leu cg. leu val cys ser asp glu ala sec ql) cl8 O 
GAT GIA ACC TCT CC? CCA KC AGC TCG TCA GCA ccc ACC CGA CC* CCT ccc MG CTC TGC m GTG PX TCC GAT CM GCT TCA GGA TGT 

hi* tyr qly val leu thr cye qly sec cya lys val ph* ph. lys srg sla val qlu qly qln hls aan t)r leu cys .la gly arq asn 480 
CAT TAC U;O GTG CTC ACA TGT GGA ACC 'PCC AM GTA fn: m AM AGA ca on; GM GGA CAG CAC MT TAC CTT TGT GCT GGA AGA MC - 
isp cys 11. 11. asp lys Lla arq arq lys sen cye pro ala cys arq t)r scq lys cye leu qln ala 9ly met asn leu glu ala rrg g 
GA? r<A: A K  ATT GAT MA ATT CGà AGO MA MC ZGC CC& GCA FCC CGC TAT CGC AM TGT Crt CAC GCT GGA ATG M C  CTT G M  CC? CGA 

lys tbr lys lys 1)s Ile lys qly Ile qln gln .la thr rls qly val sac qln asp thr sec plu aan pro rsn 1)s thc il* val pro 
AM ACA MG AM M A  A K  AM GCG A l Y  CAC C M  CCC ACT CCA GCA GFC TCA C M  GAC ACT TCG CM M T  CCT AAC AM ACA ATA GTT CCT 

ala sis leu pro qln leu thr pro thr leu val sec leu leu glu val 11. glu pro glu vil leu tyr &la gl) t)r nsp sec sec val 570 
GCA TTA CCA CAG CTC ACC cm ACC m cm TCA ac cn; GAG GTG A= CM ccc GAG ozc n c  TAT GCA CCA TAT CAT AGC TCT GTT 

- 
pro ssp sec rla trp arq il* u t  thr thr leu ain u t  leu 411 qly arq qln val 11. al. ala val lys trp ala 1)s ala il* leu 600 
CCA GAT TCA GCA TüC AGA A l 7  ATG ACC ACA CIC MC ATG TTA CGT CG CCT U A  CZG ATT GCA GCA GTG AM TGC GCA M G  GCG ATA CTA 

qly leu arq asn leu hls leu ssp asp qln met thr leu leu qln t>c sec trp met ph. leu met al* ph* ala leu gl) trp rrq sec 630 
CU: ZZG AGA MC TTA CAC CTC GAT GAC CM A m  ACC m RA CAG TAC TCA TGG ATG m cn: ATG GCA m ccc TTC CGT TGG AGA TCA - 
tyr arq qln u r  sec qlp asn leu leu cys ph* .la pro ssp leu 11. il* asn glu qln arq met sec leu pro cia met t)r asp gln 
TAC AGA CM TCA AGC GGA AAC CTG CTC 'PCC m GCT CR GAZ CTG ATT ATT MT w CAG rn ATG TCT CTA ccc TGC ATG TAT GAC CAA 

cys lys hl. met leu ph* -1 sec sec glu leu qln arq leu qln val aer tyr glu glu tyr leu cls met 1)s thr leu leu leu leu 
TGT AM CAC ATC cm TTI mc TCC TCT CM TTA CM AGA m CAG ç z ~  TCC TAT GM GAG TAT CTC TGT ATG AM ACC TTA CTG CTT CTC 

ser sec val pro lys plu qly lau lys sec qln glu leu ph* asp plu ils arq met thr tyr 11. lys glu leu gl) 1)s ala ile val 710 
?CC TCA CET CR MG GM GCT CTG MG AGC CAA GAG. TTA m GAT CAC AIT CGA ATG ACT TAT ATC AM GAG CTA GGA UA GCC AK GTC - 
lys arq plu gly sen aer sec qln asn trp gln srq ph* tyr qln leu thr lys leu leu asp ser =et hl. plu vol val glu asn leu O 
AM AG CM GGG MC WC AGI CAO MC TCG CM CGC m TAC CM cn; ACA MG m cn; CAC TCC ATG CAT CAC GTG GTT GAG MT CTC 

leu thr tyr cys ph* qln thr phe leu asp lys thr'met aer 11. glu ph. pro glu met leu ala qlu Lle ile thr asn gln ;le pro 780 
crr KC TAC TGC m CAG ACA TTT m GAZ MC ACC ATC ACT A* CM TTC CCA GAG ATG TTA GCT CM ATC ATC ACT MT CAG ATA CCA - 
lys tyr sec asn qly a811 11. lys lys leu leu ph* hli qln lys OP I o  l 
AM TA* TCA MT CGA MT AK AM MG CTT CTG m CAT w AM TGA 

E f G C C T T A C T M C M A C C T M ; C C T T A A A G A M G T n l l G  1510 

F i g u r e  38bis  - ADN complémentaire e t  séquence p r o t é i q u e  du r é c e p t e u r  des  

g l u c o c o r t i c o ~ d e s  chez  l e  r a t  d ' ap rè s  Mies fe ld  (1986).  



Figure  39 - Comparaison des deux formes a e t  B d'ADN complémentaires 

correspondant  à l a  p a r t i e  C-terminale du r é c e p t e u r  des 

g l u c o c o r t i c o ï d e s  humain d ' a p r è s  Hollenberg (1985).  La  

p r o t é i n e  correspondant  à l a  forme a l i e  l e  s t é r o ï d e  au 

c o n t r a i r e  de c e l l e  cor respondant  à l a  forme B. 

g l u c o c o r t i c o ï d e s  e t  homologie de séquence avec  l e  

p r o d u i t  de v-erb-A e t  l e s  gènes honéot iques .  Les f l è c h e s  

ind iquent  l a  p o s i t i o n  des  c y s t é i n e s  du r é c e p t e u r ,  l e s  

c e r c l e s  n o i r s  c e l l e  des  r é s i d u s  bas iques  ( l y s i n e  e t  

a r g i n i n e ) .  Les  domaines imunogènes ( IMM) ,  de l i a i s o n  

probable  à l'ADN (DNA) e t  au s t é r o ï d e  (DEX) s o n t  ind iqués  

D ' ap rè s  Weinberger (1  985b) . 
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NH2 1 IMM CONA) 

J ."rr a -.Y* M q œ œ .  a a œ a.. ..*a v 

-1 L erb-A 
Homoeo 

Figure  40 - Domaines dans l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  du r é c e p t e u r  des  
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F i g u r e  41 - Homologie de  séquence en a c i d e s  aminés de  l a  rég ion  

r i c h e  en c y s t é i n e ,  l y s i n e  e t  a r g i n i n e  des  r é c e p t e u r s  

humains des  oes t rogènes  e t  des  g lucoco r t i co?des  du 

r é c e p t e u r  de  l a  p roges t é rone  de  l a  poule ,  e t  du p r o d u i t  

de  l 'oncogène  v-erb-A. D'après  Conneely (1986).  
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s u r  l a  b a s e  d e  c e s  comparaisons, propose que tou te s  c e s  p r o t é i n e s  

appa r t i ennen t  à une même f a m i l l e  dont  l e s  membres p r é s e n t e r a i e n t  l a  

même o r g a n i s a t i o n  i n t e r n e  en domaines d i s t i n c t s  : 

. l e  domaine C ,  l e  mieux conservé ,  c o r r e s p o n d r a i t  au  s i t e  d e  

l i a i s o n  de  l'ADN. Les neuf c y s t é i n e s  conservées  e t  l e s  a c i d e s  aminés 

bas iques  y  jouent  un r ô l e  c a p i t a l .  La s p é c i f i c i t é  de  l i a i s o n  en f o n c t i o n  

de  l a  p r o t é i n e  concernée s e r a i t  gouvernée p a r  l e s  a c i d e s  aminés e t  l e s  

moins conservés  de  c e t t e  rég ion  dont  l a  s t r u c t u r e  a s s o c i e r a i t  essen- 

t i e l l e m e n t  des  f e u i l l e t s  B e t  des  coudes B .  Il e s t  p o s s i b l e  que c e r t a i n e s  

c y s t é i n e s  s o i e n t  impliquées dans l a  l i a i s o n  à un méta l  comme l e  z i n c  

pour former des  s t r u c t u r e s  en forme d e  d o i g t  ou de b o u c l e  s i m i l a i r e s  

à c e l l e s  observées  dans d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  l i a n t  l'ADN comme l e  

f a c t e u r  de  t r a n s c r i p t i o n  TF III A de  Xenopus (Muller 1985, Berg 1986, 

J e 1  t s c h  1986).  

. l e  domaine E ,  moins b i e n  conservé  e t  globalement hydrophobe, 

c o r r e s p o n d r a i t  au s i t e  de  l i a i s o n  du s t é r o ï d e ,  a i n s i  que l ' a  confirmé 

l ' é t u d e  d e s  p r o d u i t s  d 'express ion  de  cDNA comportant une d é l é t i o n  dans 

c e t t e  r ég ion  pour l e  r écep teu r  d e s  oes t rogènes  comme pour l e  r écep teu r  

des  g lucocor t icoTdes .  

L'homologie de  séquence e s t  extrêmement é l evée  dans  c e t t e  

rég ion  pour l e s  r é c e p t e u r s  des  oes t rogènes  d e  deux espèces  a u s s i  

é lo ignées  que l'homme e t  l e  p o u l e t ,  mais dont  l e s  r é c e p t e u r s  p r é s e n t e n t  

l a  même s p é c i f i c i t é  d e  l i a i s o n  hormonale. E l l e  e s t  for tement  s i g n i f i c a -  

t i v e  e n t r e  l e s  r é c e p t e u r s  humains des  oes t rogènes  e t  d e s  g lucocor t i -  

co ïdes ,  e t  p l u s  f a i b l e  mais i n d i s c u t a b l e  avec l e  p r o d u i t  de v-erb-A. 

La s t r u c t u r e  secondai re  p r é d i t e  d ' a p r è s  l a  séquence p r i m a i r e  a s s o c i e  

des  h é l i c e s  a à des  f e u i l l e t s  B ce q u i  e s t  c l a s s i q u e  dans  l ' o r g a n i s a t i o n  

de  s i t e s  d e  l i a i s o n  p ro t é ique  de  l i g a n d s  hydrophobes. La t a i l l e  moyenne 

du domaine E e s t  de  226 ac ides  aminés,  c e  q u i  e s t  en acco rd  avec l a  

masse molécu la i r e  de  20 à 27 kD a t t r i b u é e  au mérorécepteur  des  

hormones s t é r o ï d e s  (Vedeckis 1983, Wrange 1984, Sherman 1978, 1984).  

. Les domaines C e t  E son t  r e l i é s  e n t r e  eux pa r  un domaine D t r è s  

v a r i a b l e .  L'ensemble C + D + E regroupe  334 aminoacides pour l e  

r écep teu r  des  g lucocor t i co ldes ,  s o i t  une masse d 'envi ron  37 kD, t r è s  

v o i s i n e  des  39 kD du fragment obtenu a p r è s  p ro t éo lyse  l i m i t é e  p a r  l a  



chymotrypsine du compl exe glucocort icolde-récepteur p u r i f i é ,  f ragment  

encore c a p a b l e  de l i e r  l e  s t é r o ï d e  e t  l'ADN (Wrange 1984) .  

. l e s  domaines N-terminaux A e t  B s o n t  peu ou pas  conservés  

e n t r e  d e s  r écep teu r s  d i f f é r e n t s ,  en p a r t i c u l i e r  pour  l a  rég ion  B 

p o r t a n t  l e  s i t e  immunogène du r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o l d e s .  La 
gag-erb-A p r o t é i n e  p75- n e  comporte pas c e  domaine, m a i s  on n e  s a i t  

pas  c e  q u ' i l  en e s t  de  l a  p r o t é i n e  p r o d u i t e  p a r  c-erb-A. Le l i g a n d  

endogène éventue l  de  c e t t e  p r o t é i n e  r e s t e  à d é c o u v r i r  ( s t é r o ï d e ,  

hormone thy ro ïd i enne ,  a u t r e  ?) . 
Il e s t  t o u t  à f a i t  i n t é r e s s a n t  de c o n s t a t e r  que  t ous  c e s  

r é s u l t a t s  Eoumis  p a r  l a  séquence de l'ADN complémentaire codant  

pour l e  r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o l d e s  s ' a r t i c u l e n t  d ' une  manière  

p a r t i c u l i è r e m e n t  s a t i s f a i s a n t e  avec ceux a p p o r t é s  p a r  l ' app roche  

d i r e c t e  d e  l a  p r o t é i n e  ( v o i r  p a r t i e  2  de  ce c h a p i t r e ,  e t  en 

p a r t i c u l i e r  l e  paragraphe  2 . 2 )  . 



B - RESULTATS PERSONNELS 





La volumineuse revue g é n é r a l e  q u i  précède montre que l e s  

r écep teu r s  des  hormones g l u c o c o r t i c o l d e s  son t  l ' o b j e t  d 'une a t t e n t i o n  

cons idé rab le  d e  l a  p a r t  du monde s c i e n r i f i q u e  e t  s u s c i t e n t  un grand 

nombre de  t ravaux e t  de pub l i ca t ions .  La f i g u r e  43 i l l u s t r e  ce f a i t  

en montrant que s u r  l e s  c inq  d e r n i è r e s  années l e s  r é c e p t e u r s  des  

g l u c o c o r t i c o l d e s  ont  f a i t  l ' o b j e t  de  p r è s  d e  120 p u b l i c a t i o n s  par  

an. Ce son t  ac tue l l emen t  l e s  p l u s  é t u d i é s  des  r écep teu r s  s t é r o l d i e n s ,  

avec l e s  r é c e p t e u r s  des  oes t rogènes .  L ' i n t é r ê t  c r o i s s a n t  pour  l e s  

r écep teu r s  des  g lucocor t ico?des  s ' exp l ique  p a r  l e u r  u b i q u i t é  dans 

l 'o rganisme avec  pour conséquence l ' e x i s t e n c e  d'un grand nombre d e  

t i s s u s  c i b l e s  pour c e s  s t é r o ï d e s  e t  de  modèles c e l l u l a i r e s  en c u l t u r e  

permet tan t  d ' é t u d i e r  l e u r  a c t i o n  au  n iveau  molécula i re .  Rappelons que 

c ' e s t  s u r  d e s  gènes r é g u l é s  p a r  l e s  g lucocor t i co ldes  qu 'on t  é t é  

d 'abord mises  en évidence l e s  séquences nuc léo t id iques  de  reconnaissance  

spéc i f ique  des  r écep teu r s  s t é r o i d i e n s  e t  c e c i  n ' a  pas peu c o n t r i b u é  

à l 'augmentat ion s p e c t a c u l a i r e  de l a  p o p u l a r i t é  des  r é c e p t e u r s  des  

g lucocor t icoTdes .  Notre  p l ace  dans l ' é t u d e  de c e s  r é c e p t e u r s  e s t  

re la t ivement  modeste puisque nous n e  sommes responsables  que d 'une 

quinza ine  d e  p u b l i c a t i o n s  dans c e  domaine depuis  1978. Notre  approche 

a  d 'abord é t é  c e n t r é e  s u r  l a  mise au  p o i n t  d 'un  g e l  d ' a f f i n i t é  pour 

l a  p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  des  g lucocor t i co?des .  Ceci  nous a  amené 

à t r a v a i l l e r  s u r  l e  l i g a n d  pour t r o u v e r  l e  bon s t é r o ï d e  e t  l a  bonne 

manière de  l e  g r e f f e r  s u r  un suppor t  i n s o l u b l e .  D ' au t r e  p a r t ,  il nous 

a  f a l l u  é t u d i e r  l e  r écep teu r  s u r  l e  p l a n  de  s a  s t a b i l i t é  e t  d e  s e s  

p r o p r i é t é s  s t r u c t u r a l e s  e t  f o n c t i o n n e l l e s  avant  e t  ap rè s  p u r i f i c a t i o n .  

Ce t r a v a i l  nous l ' avons  d 'abord mené s e u l ,  pu i s  avec l e  concours  de  

P a t r i c k  Lustenberger .  Après l e  r e t o u r  d e  c e l u i - c i  à Nantes l ' é t u d e  

des r écep teu r s  des  g lucocor t ico?des  s ' e s t  progressivement  développée 

dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  e t  concerne main tenant  une v é r i t a b l e  équipe 

de recherches  dont  nous assurons l a  coo rd ina t ion  e t  l ' a n i m a t i o n  

s c i e n t i f i q u e  sous l a  D i rec t ion  du Pr .  Dautrevaux. L ' o b j e t  du p ré sen t  

mémoire e s t  d e  r a p p o r t e r  un c e r t a i n  nombre de t ravaux où n o t r e  p a r t  



Figure 43 - Evolution de la littérature concernant le transport 

plasmatique et le mécanisme d'action des stéroïdes 

hormonaux (T) et plus spécifiquement les récepteurs 

des oestrogènes (E) , des glucocorticoIdes (Cl, des 
androgènes (A), de la progestérone (P), de la vitamine D, 

de l'aldostérone, de l'ecdysone, etc... (groupés en O) 

Nombre de publications par an et projection pour 1986 

d'après le Sheffield University Biomedical Information 

Service. 



pe r sonne l l e  a  é t é  p a r t i c u l i è r e m e n t  s i g n i f i c a t i v e .  Ces t ravaux procèdent  

d 'une approche s t r u c t u r a l e  e t  v i s e n t  à une m e i l l e u r e  c a r a c t é r i s a t i o n  

du s i t e  de  l i a i s o n  du r écep teu r  pour l e  s t é r o ï d e .  I l s  o n t  é t é  menés 

pour l ' e s s e n t i e l  en u t i l i s a n t  pour l ' é t u d e  du r écep teu r  non f r a c t i o n n é  

des o u t i l s  chimiques or ig inaux,  dans une t e n t a t i v e  de renouvellement 

de  l ' a p p l i c a t i o n  t r a d i t i o n n e l l e  des  r e l a t i o n s  s t r u c t u r e - a c t i v i t é .  

L ' o r i g i n a l i t é  de  nos t ravaux t i e n t  à n o t r e  s ~ n s ,  t a n t  à l a  n a t u r e  chimi- 

que de  c e s  o u t i l s  q u ' à  l a  manière dont  nous l e s  avons employés pour l a  

c a r a c t é r i s a t i o n  du s i t e  de  l i a i s o n  du r écep teu r .  A l ' h e u r e  de  l a  publ i -  

c a t i o n  en cha îne ,  p rodige  de l a  b i o l o g i e  mo lécu la i r e ,  de l a  séquence en  

aminoacides d e  q u a t r e  des  r écep teu r s  des  hormones s t é r o ï d e s ,  dont  c e l u i  

q u i  a  f a i t  l ' o b j e t  de  nos t ravaux,  une t e l l e  approche peu t  p a r a î t r e  

obso lè t e ,  v o i r e  m é r i t e r  l e  q u a l i f i c a t i f  infamant d e  r i n g a r d e .  Pour 

n o t r e  dé fense  nous pourr ions  a r g u e r  de  l a  d a t e  de  c e r t a i n s  d e  nos 

t ravaux ( f i n  des  années 70), d a t e  à l a q u e l l e  l e  problème d e  l a  

p u r i f i c a t i o n  des  r écep teu r s  e t  de  l ' o b t e n t i o n  d ' a n t i c o r p s  d i r i g é s  

c o n t r e  eux é t a i t  l o i n  d ' ê t r e  r é s o l u ,  et  où l ' app roche  i n d i r e c t e  

c o n n a i s s a i t  encore une c e r t a i n e  vogue. Mais nous p ré fé rons  manier  

p lus  vigoureusement l e  paradoxe e t  a f f i r m e r  hautement q u ' à  n o t r e  

a v i s  c e  type  d 'approche,  à c o n d i t i o n  d e  l ' u t i l i s e r  avec discernement  

pour l a  v é r i f i c a t i o n  d 'hypothèses p r é c i s e s ,  r e s t e  d ' a c t u a l i t é  e t  peut  

compléter  heureusement l e s  r é s u l t a t s  obtenus p a r  l e s  s o r c i e r s  de  l a  

b i o l o g i e  mo lécu la i r e .  L e  r écep teu r  des  g lucocor t i co ldes  n ' e s t  pas  

qu'un enchaînement d ' ac ides  nuc lé iques ,  c ' e s t  d 'abord une p r o t é i n e  

avec s a  s t r u c t u r e  t r i d imens ionne l l e  e t  ses fonc t ions  d e  l i a i s o n  au 

s t é r o ï d e ,  à l ' A D N ,  à d ' a u t r e s  p r o t é i n e s .  Le s i t e  de  l i a i s o n  au s t é r o ï d e  

n ' e s t  pas  qu 'une image en creux i n e r t e  de  l a  forme du l i gand ,  c ' e s t  

a u s s i  l e  l i e u  de  l a  d i s c r i m i n a t i o n  e n t r e  s t é r o ï d e  a g o n i s t e  e t  an ta-  

g o n i s t e  e t  du d é p a r t  de  l ' i n f o r m a t i o n  commandant l a  t r ans fo rma t ion  du 

complexe hormone-récepteur, son i n t e r a c t i o n  avec l a  chromatine e t  

l a  réponse b io log ique  i n  vivo.  Ces évidences m é r i t e n t  d ' ê t r e  r appe lées  

pour j u s t i f i e r  l e s  e f f o r t s  du b i o c h i m i s t e  des  p r o t é i n e s  impliqué 

dans l ' é t u d e  a r i d e  e t  d i f f i c i l e  du s i t e  de l i a i s o n  au s t é r o ï d e  des 

récepteurs .  Un argument supplémentaire  j u s t i f i a n t  un renouveau d e  



l ' i n t é r ê t  pour une approche plus ou moins ind i rec te ,  u t i l i s a n t  du 

récepteur peu ou pas f rac t ionné ,  é tudié  i n  v i t r o  dans l e s  condit ions 

l e s  plus ''physiologiques" poss ibles ,  e s t  fourni  par l a  d i f f  i c u l t é  à 

obtenir  du récepteur p u r i f i é  conservant un con t rô le  hormonal de ses  

propr ié tés  de l i a i s o n  à l 'ADN.  C 'es t  l à  l ' un  des enseignements 

in té ressan ts  du récent Congrès de Madrid où plus ieurs  ora teurs  ont  

i n s i s t é  su r  l ' ex i s tence  vraisemblable d ' in te rac t ions  protéine- 

protéine au se in  du complexe glucocorticoIde récepteur non transformé, 

in te rac t ions  probablement relat ivement s tab les  i n  vivo,  mais rapidement 

dés tab i l i sées  i n  v i t r o  au cours du fractionnement. 

Dans ce  mémoire, nous avons t en té  d 'appor ter  une réponse à 

quelques questions q u ' i l  nous a v a i t  paru in té ressan t  de poser au 

système glucocorticoïde-récepteur. 

A savoir  : 

1) Le récepteur présente-t- i l  des propr ié tés  physicochimiques d i f fé ren tes  

selon q u ' i l  e s t  l i é  à l'hormone ou non ? 

2) Peut-on obtenir  des renseignements in té ressan ts  su r  l e  s i t e  de 

l i a i son  du s té ro ïde  en renouvelant l 'approche s t r u c t u r e  stéroïde- 

a c t i v i t é  de l i a i s o n  au récepteur ? Pour ce  f a i r e ,  deux s é r i e s  de 

s té ro ïdes  ont é t é  employées. Tout d'abord une s é r i e  de 176-carboxamides 

dérivés de l a  dexaméthasone e t  tous modifiés dans l a  même région 

pour ob ten i r  une s o r t e  de c a r t e  de c e t t e  région. Ensuite une s é r i e  

de 17B-carboxamides bi fonct ionnels  développés dans l e  bu t  de compter 

l e  nombre de s i t e s  de l i a i s o n  access ibles  dans l e s  d iverses  formes 

(transformée ou non) du récepteur.  

3) Peut-on explorer l'environnement de l a  cysté ine  e s s e n t i e l l e  à l a  

l i a i son  du s té ro ïde  en u t i l i s a n t  une s é r i e  de maléimides N-substituées 

avec des groupements fonctionnels d ivers  d' hydrophobicité var iée  ? 

La  réponse à chacune de ces  questions ponctuelles n'apporte 

qu'une simple touche supplémentaire dans une v i s ion  impressioniste 

du récepteur. Mais nous verrons dans l a  discussion que ces  touches 

modestes s e  marient heureusement en t r e  e l l e s  e t  avec l e s  r é s u l t a t s  

obtenus par  d 'autres  méthodes. 



1 - CARACTERISATION ET FRACTIONNEMENT DU RECEPTEUR NON L I E  A 

 HORMONE. 

On connait t r è s  peu de choses du récepteur des glucocorti-  

coTdes sous forme non l i é e  à l'hormone c a r  il e s t  t r è s  i n s t ab l e  

en l 'absence de son ligand (voir  p a r t i e  bibliographique II, 2.1 .a). Depuis 

l'avénement de l . u t ~ l i s a t l o n  du molybdate dans l e  domaine des récepteurs de 

hormones s té ro ïdes ,  un fractionnement du récepteur des glucocorti-  

coldes non l i é  à l'hormone e s t  devenu envisageable, grâce à l ' exce l -  

l e n t e  act ion s t a b i l i s a t r i c e  de c e t  oxyanion (voir  p a r t i e  b ibl iogra-  

phique II, 2 .1 .  e) . Nous avons donc t en t é  de f ract ionner  l e  récepteur 

non l i é  par d i f f é r en t e s  méthodes de séparation des proté ines ,  

chromatographique ou non, dans un double but  : vo i r  s i  l e  récepteur 

non l i é  présente ou non des propr ié tés  physicochimiques d i f f é r en t e s  de 

c e l l e s  du complexe hormone récepteur ?réformé, e t  mettre au point un proto- 

co le  de pu r i f i c a t i on  p a r t i e l l e  du récepteur non l i é .  Cet te  pur i f ica-  

t ion  p a r t i e l l e  du récepteur non l i é  peut en e f f e t  présenter  un grand 

i n t é r ê t  pour l a  mise en oeuvre u l t é r i e u r e  de techniques comme l e  

marquage d ' a f f i n i t é  du récepteur ou l ' u t i l i s a t i o n  de r é a c t i f s  spéci- 

f iques  d'aminoacides pa r t i cu l i e r s .  Nous avons dans un premier temps 

examiné l e s  condit ions de l a  s t a b i l i s a t i o n  du récepteur sous forme 

non l i é e .  

1- STABILISATION DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES SOVS FORME NON 

LIEE A L'HORMONE 

Nous avons é tud ié  rapidement dans notre  modèle l e s  e f f e t s  

des meil leurs agents de s t a b i l i s a t i o n  à a jou te r  au récepteur cyto- 

sol ique e t  aux tampons de fractionnement. 

1 . 1 .  Molybdate 

Nous avons v é r i f i é  que conformément aux données de l a  

l i t t é r a t u r e  l e  molybdate présente un e f f e t  s t a b i l i s a n t  remarquable 

e t  protège l e  récepteur non l i é  à l'hormone contre l ' i n a c t i v a t i o n  

par l a  chaleur ( tableau V111)~Cet e f f e t  s e  maintient  après f rac t ion-  



Demi-vie du récepteur non lié 
chauffé à 23"C, puis incubé 
à O" avec la dexaméthasone 13~]  
(tampon : phosphate 20 mM, 
6-mercaptoérhanol 20 mM, 
glycérol 10 %, pH 7,4) 

Cytosol I 2h 30 7h 30 
- 16h 14h 8h 5h 40 

Extrait sulfate de protamine I <2h 2h30 8h Ilh 7h 5h 3h 

Extrait sulfate de protamine 
en phosphate 156 mM 

TABLEAU VIII- Effet du molybdate sur la stabilisation du récepteur des glucocortico?des 

Demi-vie du récepteur lié à 
l'hormone - extrait sulfate 
de protamine (phosphate 20 mM) 

du foie de rat lié à l'hormone su non et partiellement purifié ou non. 

1,5h 4h 20h 

- 



nement du r é c e p t e u r  pa r  r r r éc ip i t a t i on  au  s u l f a t e  d e  protamine q u i  

appor t e  une p u r i f i c a t i o n  d 'un f a c t e u r  6 à 10 f o i s ,  c e  q u i  e s t  un 

argument en f aveu r  d 'une  i n t e r a c t i o n  d i r e c t e  molybdate-récepteur.  

Le molybdate p ro t ège  cependant beaucoup moins b i en  l e  r é c e p t e u r  

c o n t r e  l e s  e f f e t s  conjugués de l a  température e t  d 'une f o r c e  ion ique  

é l evée  que c o n t r e  ceux du chauffage  en mi l i eu  hypotonique, e t  on 

peut  sans  doute  exp l ique r  a i n s i  que son a c t i o n  diminue d ' e f f i c a c i t é  

à f o r t e  concen t r a t ion .  Nous avons c h o i s i  en r o u t i n e  de  t r a v a i l l e r  

à une concen t r a t ion  de  10 mM. A c e t t e  concen t r a t ion  à 0' l e  molybdate 

p r é s e n t e  un e f f e t  s o l u b i l i s a n t  i n d i s c u t a b l e  de  l ' e x t r a i t  au s u l f a t e  

de protamine q u i  r e p r é c i p i t e  p a r  d i l u t i o n  dans des p ropor t ions  

beaucoup p l u s  cons idé rab le s  en l ' a b s e n c e  d e  molybdate qu 'en  s a  

présence. 

1.2. Agents r éduc teu r s  des  t h i o l s  

Ces agen t s  p ré sen ten t  un e f f e t  synergique de  c e l u i  du 

molybdate pour l a  p r o t e c t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  c o n t r e  l ' a c t i o n  

de l a  cha l eu r .  Cet  e f f e t ,  s i g n a l é  dans l e  c y t o s o l  des  thymocytes 

de s o u r i s  ( v o i r  p a r t i e  b ib l iog raph ique  II, 2.1 .b) n ' e s t  pas  observé 

dans l e  c y t o s o l  du f o i e  d e  r a t  q u i  c o n t i e n t  une a c t i v i t é  r é d u c t r i c e  

endogène. N a i s  il e x i s t e  s u r  du r é c e p t e u r  d e  f o i e  de  r a t  f r a c t i o n n é  

par  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  d e  protamine. L a  mise en  évidence 

e t  l a  d i s c u s s i o n  d e  c e t  e f f e t  s o n t  t r a i t é s  p l u s  l o i n  à propos d e  nos 

e s s a i s  de  marquage du t h i o l  e s s e n t i e l  à l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  pa r  

l e  r écep teu r  ( v o i r  R é s u l t a t s  I V - 4 ) .  En p r a t i q u e  l e  ma in t i en  d e  

l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  ex ige  l ' a d d i t i o n  d ' agen t s  r éduc teu r s  au  cours  

du f rac t ionnement .  Nous u t i l i s o n s  couramment l e  B-mercaptoéthanol 

à l a  c o n c e n t r a t i o n  de 20 mM ou l e  d i t h i o t h r é i t o l  à l a  c o n c e n t r a t i o n  

1.3. Glycéro l  

Le g l y c é r o l  à l a  concen t r a t ion  d e  10 à 50 % s t a b i l i s e  l e  

r écep teu r  non l i é  à l'hormone (Schaumburg 1972) .  Aussi ,  en p r a t i q u e  

u t i l i sons -nous  une concen t r a t ion  d e  10 à 20 % de g l y c é r o l  dans nos 

tampons. Pour l a  conserva t ion  d ' é c h a n t i l l o n s  d e  c y t o s o l  ou d ' e x t r a i t  



au s u l f a t e  de  protamine sous forme congelée à - 70°C, nous por tons  

c e t t e  concen t r a t ion  à 28 %. Une é tude  comparée des  e f f e t s  du g l y c é r o l  

e t  de  l ' é t h y l è n e  g l y c o l  s u r  l a  s t a b i l i t é  du r é c e p t e u r  à l a  congé la t ion  

nous a  montré que l e  g l y c é r o l  é t a i t  p r é f é r a b l e  à l ' é t h y l è n e  g lyco l  

( t ab l eau  IX). C ' e s t  également l e  g l y c é r o l  q u i  a  é t é  c h o i s i  comme 

agent  a n t i g e l  dans nos expér iences  d ' a l k y l a t i o n  du r é c e p t e u r  à tempé- 

r a t u r e  subzéro ( v o i r  i n f r a  R é s u l t a t s  IV) . 
1 . 4 .  Nature du tampon 

Le T r i s  e s t  couramment u t i l i s é  d ' a p r è s  l a  l i t t é r a t u r e ,  mais 

nous avons c o n s t a t é  que l e  tampon phosphate l u i  é t a i t  p r é f é r a b l e  c a r  

il p r é s e n t e  un l é g e r  e f f e t  s t a b i l i s a n t  du r é c e p t e u r  non l i é  c o n t r e  

l ' i n a c t i v a t i o n  thermique, un peu comme l e  molybdate,  mais sans montrer  

d ' e f f e t  d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  t r ans fo rma t ion  du complexe g lucocor t ico ide-  

r écep teu r .  

2 - FRACTIONETEMENT DU RECEPTEUR NON LIE A L'HORMONE 

Nous avons app l iqué  p l u s i e u r s  méthodes d e  fractionnement,  

chromatographiques ou non. A chaque f o i s  l e s  a s p e c t s  q u a l i t a t i f s  e t  

q u a n t i t a t i f s  (rendement e t  t aux  d e  p u r i f i c a t i o n )  du fract ionnement  o n t  

é t é  p r é c i s é s .  Dans l e  c a s  des  s é p a r a t i o n s  chromatographiques e t  en 

g r a d i e n t  d e  sucrose  il e s t  rapidement apparu ind i spensab le ,  pour l e v e r  

t o u t e  ambigui té  s u r  l e s  p o s i t i o n s  p r é c i s e s  e t  r e s p e c t i v e s  du r é c e p t e u r  

non l i é  e t  du complexe hormone-récepteur préformé, d e  r e c o u r i r  à 

l ' u t i l i s a t i o n  d'un é t a l o n  i n t e r n e  c o n s i s t a n t  en une dose t r aceuse  

de r é c e p t e u r  incubé avec l 'hormone r a d i o a c t i v e .  Ce t r a c e u r  a  é t é  

a j o u t é  à l ' é c h a n t i l l o n  de  r é c e p t e u r  non Incubé j u s t e  avant  l a  mise 

en oeuvre  de  l a  s é p a r a t i o n  a p r è s  l a q u e l l e  l e s  f r a c t i o n s  obtenues 

b é n é f i c i e n t  à l a  f o i s , d r u n e  ana lyse  d i r e c t e  de  l a  r a d i o a c t i v i t é  qu '  

e l l e s  cont iennent  pour l o c a l i s e r  l a  p o s i t i o n  du complexe hormone 

r é c e p t e u r ,  e t  d 'une  r é incuba t ion  avec l 'hormone r a d i o a c t i v e  en 

excès pour  l o c a l i s e r  c e l l e  du r écep teu r  l i b r e .  



TABLEAU .IX - E f f e t s  comparés du g l y c é r o l  e t  de  l ' é t h y l è n e g l y c o l  s u r  l a  s t a b i l i t é  

au f r o i d  du r écep teu r  des  g lucocor t i co ldes .  

A c t i v i t é  r écep teu r  en % 
du témoin 

1)  E x t r a i t  s u l f a t e  de  p ro t an~ ine  

- a p r è s  une semaine à -70°C 

. dans l e  g l y c é r o l  

. dans l ' é t h y l è n e -  
g l y c o l  

- a p r è s  deux seraaines à 
- 70" 

. dans l e  g l y c é r o l  

. dans l ' é t h y l è n e -  
g lyco l  

2) Cytosol  d e  thymus a p r è s  
deux semaines à - 70" 

. dans l e  g l y c é r o l  

. dans l ' é thy lène -  
g l y c o l  

Taux de  g l y c é r o l  ou d ' é t h y l è n e  g l y c o l  (en % v / v )  dans 
1' é c h a n t i l l o n  

1 O 19 2 8 3 7 46 5 5 

100 107 123 128 145 138 

124 119 124 9 1 3 6 

101 112 1 1 1  102 106 

94 9 1 9 7 8 0  3 1 

94 102 96 102 8 7 

8 6 93 8 1 6 9 3 8 



2.1. P r é c i p i t a t i o n  par  l e  s u l f a t e  d e  protamine 

C e t t e  technique  simple e t  r a p i d e  permet,  en présence de  

molybdate d e  p u r i f i e r  l e  r écep teu r  6 à 1 1  f o i s .  Son rendement e s t  

e x c e l l e n t ,  pu i squ ' ap rè s  r é incuba t ion  de  1' e x t r a i t  avec l a  dexamétha- 

sone t r i t i é e  on r e t r o u v e  de 70 à 90 7, d e  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  

soumise au f rac t ionnement .  Les c a r a c t é r i s t i q u e s  ana ly t iques  du 

complexe hormone r é c e p t e u r  formé avec c e t  e x t r a i t  son t  rigoureusement 

ident iques  à c e l l e s  du complexe cy toso l ique .  

2.2. Fractionnement par  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de suc rose  

a )  Le r é c e p t e u r  cy toso l ique  non l i é  soumis à une sépara-  

t i o n  par c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de  s u c r o s e  en présence  de molyb- 

d a t e ,  d ' a g e n t s  r é d u c t e u r s  e t  de  g l y c é r o l  e s t  obtenu avec un rendement 

t r è s  f a i b l e  (10 à 12 %) en f o r c e  ion ique  é l e v é e  (tampon phosphate  

160 mM), m a i s  p lus  a c c e p t a b l e  en f o r c e  ion ique  f a i b l e  (33 % en 

tampon phosphate 20 mM). Le r écep teu r  non l i é  sédimente à l a  même 

p o s i t i o n  (8s) que l e  complexe hormone r é c e p t e u r  préformé ( f i g u r e  44) .  

b )  L ' a p p l i c a t i o n  d e  c e  type  d e  f rac t ionnement  à l ' e x t r a i t  

s u l f a t e  d e  protamine e s t  d é t a i l l é e  s u r  l a  f i g u r e  45. Le tampon e s t  

i c i  du phosphate 20 mM pH 7,4 contenant  du molybdate 10 mM, du 

B-mercaptoéthanol 20 mM e t  10 % d e  g l y c é r o l .  Un é t a l o n  i n t e r n e  de  

récepteur  d é j à  incubé a é t é  a j o u t é  à l ' é c h a n t i l l o n .  Il a p p a r a î t  que 

l e s  récepteurs l i é s  e t  l i b r e s  migrent  rigoureusement à l a  même p o s i t i o n .  

Le rendement moyen d e  r écupé ra t ion  de l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  déposée 

e s t  de 27 % (n = 3) c o n t r e  76 % pour l e  complexe préincubé.  Le taux 

d e  p u r i f i c a t i o n  e s t  £ a i b l e ,  de l ' o r d r e  d e  1 s i  on compte t o u t  l e  p i c  

8s e t  de 2 s u r  l e s  f r a c t i o n s  du sonnnet du p i c .  La p e r t e  impor tan te  

d ' a c t i v i t é  s u b i e  au cour s  du f rac t ionnement  e f f a c e  prat iquement  

complètement l a  p u r i f i c a t i o n  qu 'on pouvai t  a t t e n d r e  de c e t t e  

technique. 

2 . 3 .  Fractionnement par  chromatographie s u r  hydroxy lapa t i t e  

La f i g u r e  46 résume une expér ience  typ ique  où l e  r é c e p t e u r  

non l i é  d e  l ' e x t r a i t  s u l f a t e  d e  protamine e s t  chargé  s u r  une colonne 

d t h y d r o x y l a p a t i t e  dans  du tampon phosphate d e  potassium, p u i s  Glué 



F r a c t i o n s  

Figure  44 - C e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de  suc rose  du r é c e p t e u r  
cy toso l ique  du f o i e  de r a t .  Le c y t o s o l  e t  l e  g r a d i e n t  de 
sucrose  s o n t  p répa rés  en tampon phosphate 20 mM, B-mercaptoéthanol 
20 mM, molybdate de  sodium 10 mM, g l y c é r o l  5 %, pH 7,4.  Des 
a l i q u o t s  de  200 y 1  de  c y t o s o l ,  p ré incubés  6h à 0°C avec 30 nM 
de dexaméthasone pril ou non, son t  déposés s u r  des  tubes contenant  
un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  suc rose  5-20 % e t  mis à t ou rne r  à 
55 000 rpm pendant 17h à O". Des f r a c t i o n s  de 200 y 1  sont  
r e c u e i l l i e s  e t  s e l o n  l e  c a s ,  s o i t  comptées ( A---- A 1, OU 

incubées avec l a  dexaméthasone 138] pour l o c a l i s e r  l e  r é c e p t e u r  
l i b r e  ( C I I I e  ) . 



protéines 
mg.l-' 

Fractions 
cpm en x au 

sommet au DIC I 

Figure 45 - C e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de  sucrose  du r écep teu r  p a r t i e l -  
lement p u r i f i é  par  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  de protamine. 2  m l  
d ' e x t r a i t  s u l f a t e  de  protamine s o n t  supplémentés avec une dose 
t r aceuse  du même e x t r a i t  préincubé avec l a  dexaméthasone L3H] 
e t  mis à c e n t r i f u g e r  s u r  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de suc rose  5-20 % 
(dépôt  0 , 7  m l  x 3 s u r  des  tubes d e  13 m l ,  c e n t r i f u g a t i o n  
38 000 rpm x  17H à 0') 
a )  Dans chaque f r a c t i o n  on mesure l a  r a d i o a c t i v i t é  du r é c e p t e u r  
pré incubé  ( A--- - -a  , cpm x 10'2) e t  on dose l e  r é c e p t e u r  l i b r e  
p a r  pos t  i ncuba t ion  avec l a  dexaméthasone [3H]( e--. , 
cpm x 10-3). On détermine également l e  taux de  p r o t é i n e s  ( O -- O 
e t  1' i n d i c e  d e  ré£ r a c t i o n  ( - ) . La f l è c h e  ind ique  l a  
p o s i t i o n  de  séd imenta t ion  de l a  sérumalbumine (4 ,3  SI. 
b )  Les v a l e u r s  de r écep teu r  l i b r e  ou pré incubé  des d i f f é r e n t e s  
f r a c t i o n s  s o n t  exprimées en % de l a  v a l e u r  de l e u r  sommet de 
p i c  r e s p e c t i f .  



cDm en x au 
sommet du pic 

Fract ions  

Figure 46 - Séparation du récepteur libre sur colonne d'hydroxylapatite. Un 
échantillon d'extrait sulfate de protamine est équilibré en tampon 
phosphate 20 mM, B-mercaptoéthanol 20 mM et molybdate 10 mM, pH 7 , 4 .  
11 est chargé sur une colonne d'hydroxylapatite ( 2  ml) avec une dose 
traceuse de récepteur préincubé. L'élution est réalisée avec un 
gradient de phosphate de potassium 20-250 mM. 
a) dans chaque fraction on mesure la radioactivité du récepteur 
préincubé ( A - - - - &  ) et on dose le récepteur libre ( n) 
par post-incubation avec la dexaméthasone tritiée. La concentration 
en potassium ( - ) et en protéines ( O- - ) est 
également déterminée. 
b) Comparaison des pics de récepteur préincubé et non incubé selon 
le même principe que dans la figure 4 5 .  



p a r  un g r a d i e n t  de  f o r c e  ion ique  (tampon phosphate 20 à 250 mM). I c i  

encore l e  r écep teu r  non l i é  e s t  é l u é  rigoureusement à l a  même p o s i t i o n  

que l e  t r a c e u r  incubé. Le rendement de r écupé ra t ion  e s t  e x c e l l e n t  

(92 % s u r  l 'ensemble du p i c ) ,  mais l e  taux d e  p u r i f i c a t i o n  r e s t e  

f a i b l e ,  d e  l ' o r d r e  d e  2 f o i s ,  qu'on cons idè re  l ' ensemble  du p i c  ou 

seulement son sommet. Contrairement  à c e  q u i  é t a i t  observé  en sucrose ,  

i c i  l a  majeure p a r t i e  des  p r o t é i n e s  e s t  é l u é e  en même temps que 

l e  r é c e p t e u r ,  c e  q u i  expl ique  à l a  f o i s  l ' e x c e l l e n t  rendement e t  

l a  f a i b l e s s e  du taux de  p u r i f i c a t i o n .  

2.4. Fractionnement pa r  chromatographie d ' exc lus ion  de  t a i l l e  

La s é p a r a t i o n  du r é c e p t e u r  par  chromatographie d ' exc lus ion  

d e  t a i l l e  s u r  colonne h a u t e  performance du type  TSK G 4000 SW 

(600 x 7 , 5  mm) e s t  obtenue avec un rendement t r è s  s a t i s f a i s a n t  (70 %) 

e t  un taux  d e  p u r i f i c a t i o n  s i g n i f i c a t i f  d e  10 à 40 f o i s  s e lon  l e s  

f r a c t i o n s  cons idérées .  Le r é c e p t e u r  non l i é  s o r t J i c i  encore,  exactement 

au même e n d r o i t  que l e  complexe préincubé.  La r a p i d i t é  e t  l a  t r è s  

bonne r é s o l u t i o n  o f f e r t e  par  l a  chromatographie d ' exc lus ion  de  t a i l l e  

à hau te  performance e s t  sans  d o u t e  responsable  d e  l ' e x c e l l e n t e  

p u r i f i c a t i o n  obtenue avec c e t t e  technique.  S i  on combine à ce  f a c t e u r ,  

c e l u i  d é j à  appor té  p a r  l a  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d e  protamine, on 

a r r i v e  à un taux g loba l  d e  p u r i f i c a t i o n  de  l ' o r d r e  d e  60 à 240 f o i s  

s e lon  l e s  f r a c t i o n s ,  c e  q u i  e s t  s u p é r i e u r  à l a  m e i l l e u r e  p u r i f i c a t i o n  

d é c r i t e  à c e  jour  (Bernard 1984). Malheureusement du f a i t  du c o û t  des  

colonnes,  e l l e  r e s t e  e s s e n t i e l l e m e n t  une technique  a n a l y t i q u e  ou 

s emi-préparat ive .  

2.5. Fractionnement pa r  chromatographie d 'échange d ' i o n s  

à hau te  performance. 

Les r é s u l t a t s  d 'une expér ience  p r é l i m i n a i r e  montrant l e  

f rac t ionnement  du r é c e p t e u r  non l i é  s u r  une colonne Ul t ropac  TSK DEAE 

545 sont  r e p r é s e n t é s  s u r  l a  f i g u r e  47. Le r écep teu r  non incubé donne 

un p i c  majeur  q u i  s o r t  prat iquement  au même e n d r o i t  que l e  témoin 

préincubé.  La s i g n i f i c a t i o n  de  l a  d i f f é r e n c e  d 'une f r a c t i o n  d ' é l u t i o n  

e n t r e  l e s  deux sommets du p i c  r e s t e  à confirmer.  Le rendement e s t  i c i  

de  47 %, e t  l e  taux de  p u r i f i c a t i o n  s u r  l e  sommet du p i c  de  6 ,6  f o i s .  
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Figure  47 - Fractionnement du r é c e p t e u r  non l i é  pa r  chromatographie 
d'échange d ' i o n s  à h a u t e  performance. Le p r i n c i p e  e s t  
i den t ique  à c e l u i  d e  l a  f i g u r e  46 sauf que l a  s épa ra t ion  
e s t  e f f e c t u é e  s u r  une colonne d'échange d ' i o n s  TSK DEAE 545 
(LKB) avec é l u t i o n  p a r  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  KC1 (0-500 mM). 
On dose dans chaque f r a c t i o n  d ' e f f l u e n t  de colonne l e  
r écep teu r  préincubé ( b - - - - A ) , l e  r é c e p t e u r  l i b r e  
( e t  l e  potassium ( - 1. 



2.6. Conclusion 

Le r écep teu r  non l i é  à l 'hormone e t  s t a b i l i s é  p a r  l e  molybdate 

p ré sen te  d e s  p r o p r i é t é s  physicochimiques prat iquement  i d e n t i q u e s  

à c e l l e s  du complexe hormone r é c e p t e u r  manipulé dans l e s  mêmes 

cond i t i ons .  La l i a i s o n  de  l 'hormone n ' i n d u i t  donc apparemment pas  de  

changement déce l ab le  des  p r o p r i é t é s  e t  de  l a  conformation d e  l a  p r o t é i n e  

r é c e p t r i c e .  S i  de t e l s  changements e x i s t e n t ,  i l s  s o n t  s ans  doute 

d i s c r e t s .  La pour su i t e  du t r a v a i l  avec une technique  à h a u t e  r é so lu -  

t i o n  comme l a  chromatographie d'échange d ' i o n s  à h a u t e  performance 

permet t ra  peu t - ê t r e  d ' i n d i v i d u a l i s e r  des  mod i f i ca t ions  s u b t i l e s  échappant 

aux techniques  p lus  conven t ionne l l e s .  

S u r  l e  plan d e  l a  p u r i f i c a t i o n  p a r t i e l l e  du r é c e p t e u r  non 

l i é ,  il a p p a r a î t  que l a  p r é c i p i t a t i o n  pa r  l e  s u l f a t e  d e  protamine 

e s t  l a  s e u l e  méthode s imple pe rme t t an t  d e  f r a c t i o n n e r  des  volumes 

impor tan ts  d e  cy toso l  avec un bon rendement. Les techniques  de  

chromatographie des p r o t é i n e s  s u r  suppor ts  à hau te  performance ouvrent  

l a  vo ie  à une  p u r i f i c a t i o n  p l u s  poussée du r é c e p t e u r  non l i é ,  mais 

e l l e s  r e s t e n t  pour l ' i n s t a n t  d i f f i c i l e m e n t  a p p l i c a b l e s  à des  échan- 

t i l l o n s  dépassan t  quelques m i l l i l i t r e s .  C ' e s t  donc en  r o u t i n e  l e  

cy toso l  ou l ' e x t r a i t  au s u l f a t e  d e  protamine q u i  nous on t  s e r v i  de 

source de  r écep teu r  non l i é  pour  nos  é tudes  du s i t e  de  l i a i s o n  du 

r écep teu r  . 



II - UTILISATION DES STEROIDES 176-CARBOXAMIDES POUR L'ETUDE DU SITE 

DE LIAISON DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

1 - SYNTHESE DES STEROIDES DES 17B-CARBOXAMIDES 

Les s t é r o ï d e s  176-carboxamides n ' a v a i e n t  reçu que  f o r t  peu 

d ' a t t e n t i o n  jusqu 'à  nos t ravaux.  La d e s c r i p t i o n  de l a  p r é p a r a t i o n  du 

3 0x0 A 4  e t ienamide  ou 3-0x0-4-androstène-17B-carboxamide pa r  Barber  

en 1954 é t a i t  r e s t é e  sans s u i t e .  C e t t e  molécule n ' é t a i t  d ' a i l l e u r s  

é t u d i é e  que comme sous-produit  de  l a  p répa ra t ion  de l a  21-diazoproges- 

térone.  Nous n 'avons t rouvé  aucune mention d'une quelconque é tude  de  

1' a c t i v i t é  b io log ique  de c e  p r o d u i t  ou de t o u t  a u t r e  176-carboxamide. 

Pour t an t  l a  p u r i f i c a t i o n  de l a  t r a n s c o r t i n e  humaine p a r  un g e l  d ' a f f i -  

n i t é  contenant  un d é r i v é  carboxamide de  l ' a c i d e  11B-hydroxy-4-androstène- 

176-carboxylique (Le G a i l l a r d  1974) nous a  amené à penser  que des  

p rodu i t s  s i m i l a i r e s  p o u r r a i e n t  a v o i r  une bonne a££ i n i t é  pour  l e s  

p r o t é i n e s  l i a n t  l e s  g l u c o c o r t i c o ï d e s  e t  ê t r e  u t i l e s  dans une é tude  de  

l a  r e l a t i o n  e n t r e  s t r u c t u r e  s t é r o ï d e  e t  a c t i v i t é  b io log ique .  Les 

176-carboxamides d é c r i t s  dans c e  t r a v a i l  on t  é t é  p répa rés  à p a r t i r  de  

d i v e r s  g l u c o c o r t i c o ï d e s  n a t u r e l s  e t  de  synthèse  après  oxydat ion 

per iodique  en a c i d e  17B-carboxylique p u i s  couplagé  à d i v e r s e s  amines. 

1 . 1 .  P répa ra t ion  des a c i d e s  176-carboxyliques 

E l l e  e s t  t r è s  f a c i l e  à r é a l i s e r  pa r  oxydation pe r iod ique  pour  

l e s  s t é r o ï d e s  comportant en 176 une cha îne  l a t é r a l e  dihydroxyacétone 

ou 20 c é t o  21 hydroxy. Le carbone 21 e s t  é l iminé  à l ' é t a t  de  formal- 

déhyde e t  l a  cé tone  en 20 e s t  oxydée en groupe carboxyl ique .  

C e t t e  méthode e s t  d é c r i t e  depuis  f o r t  longtemps . Nous l ' avons  

u t i l i s é e  avec succès ,  avec des  rendements supé r i eu r s  à 85 2 ,  



pour l ' o x y d a t i o n  de l a  c o r t i c o s t é r o n e ,  du c o r t i s o l  e t  de  l a  predniso lone ,  

s e lon  l e  p ro toco le  de  Mason (1937, 1938) e t  pour l a  dexaméthasone e t  

l a  desoximetasone d ' a p r è s  une v a r i a n t e  p lus  r ap ide  (Glaxo b r e v e t  1972) . 
Remarquons que l a  méthode ne  s ' a p p l i q u e  pas  à des s t é r o ï d e s  q u i  compor- 

t e n t  un g l y c o l  16a 17a, comme c ' e s t  l e  ca s  pour l a  t r iamcinolone .  La 

présence d e  c e  g lyco l  e n t r a î n e  une dégrada t ion  du c y c l e  D de c e  

s t é r o ï d e  en  présence d ' a c i d e  per iodique .  Nous avons e s sayé  l ' oxyda t ion  

per iodique  s u r  1'acétoni.de de t r iamcinolone  mais nous n 'avons pu 

o b t e n i r  l e  d é r i v é  17B carboxyl ique  de c e t t e  molécule p a r  c e t t e  

méthode. 

1 .2 .  P répa ra t ion  des 176-carboxamides (Formstecher 1980) 

a )  Echec de  l a  méthode à l a  dicyclohexylcarbodiimide 

La dicyclohexylcarbodiimide dont l ' u t i l i s a t i o n  a  é t é  d é c r i t e  

pour l a  première  f o i s  p a r  Sheehan e t  Hess (1 9551, e s t  l ' u n  des agents  

l e s  p lus  u t i l i s é s  en synthèse  pep t id ique  e t  pour q u a n t i t é  d ' a u t r e s  

r é a c t i o n s  d e  couplage. Il sembla i t  log ique  d 'y  r e c o u r i r  en première 

i n t e n t i o n  pour  l e  couplage des s t é r o ï d e s  176-carboxyliques à des  

amines p r ima i r e s .  Les nombreux e s s a i s  que nous avons r é a l i s é s  avec 

c e t t e  méthode s e  s o n t  r é v é l é s  extrêmement décevants .  La r é a c t i o n  de 

1 ' ac ide  1 1 6-hydroxy-3-0x0-4-androstène-176-carboxylique (II ) avec a  
l a  propylamine en présence  de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) n e  nous 

a  pas permis  d ' i s o l e r  l e  176-carboxamide a t t endu  (IV ) en q u a n t i t é s  a  
s i g n i f i c a t i v e s  (Figure 48 ) . Que l a  r é a c t i o n  s o i t  menée dans l e  

ch lo ru re  d e  méthylène, l e  té t rahydrofuranne  ou l e  dioxanne, il y  a  

tou jours  formation prédominante d e  N-acylurée (VI) s a n s  aucune 

p r é c i p i t a t i o n  de d icyc lohexylurée  (DCU) . Cependant, dans l e  c h l o r u r e  

de  méthylène, l e  composé (IV ) a é t é  obtenu avec un rendement t r è s  
a  

f a i b l e  e t  sa formation é t a i t  p récédée  pa r  l ' a p p a r i t i o n  d'un composé 

t r a n s i t o i r e  e t  peu abondant observé  s u r  l e s  chromatographies en 

couche mince s u r  g e l  d e  s i l i c e  u t i l i s é e s  pour s u i v r e  l ' é v o l u t i o n  de 

l a  r é a c t i o n .  Ce composé p r é s e n t e  un $ i n f é r i e u r  à c e l u i  de l a  

N-acylurée (VI ) .  A cause  de l a  d i s p a r i t i o n  r ap ide  d e  l a  t ache  cor res -  

pondant à c e  produi t  a p r è s  a d d i t i o n  de propylamine, avec  a p p a r i t i o n  
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Figure 48 - Réaction d'un stéroïde 176-carboxylique avec la 
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et la propylamine. 



concomitante  du 17B carboxamide (IV ) nous avons f a i t  l ' hypo thèse  a 
que c e  composé t r a n s i t o i r e  co r r e sponda i t  s o i t  à l a  O-acylurée (V), 

s o i t  à 1 ' anhydride d e  l ' a c i d e  178-carboxylique ( I I a )  . 
- En e f f e t ,  l e  mécanisme généralement admis pour l a  r é a c t i o n  d ' a c t i -  

va t ion  du carboxyl p a r  l a  DCC e s t  c e l u i  p o s t u l é  p a r  Khorana (1955) e t  

r ep ré sen té  s u r  l a  f i g u r e  48 . La forme r é a c t i v e  s e r a i t  l a  O-acylurée 

(V) q u i  peu t  s o i t  r é a g i r  avec l ' amine ,  s o i t  s e  r é a r r a n g e r  en N-acyl- 

u rée  (VI) s t a b l e  e t  peu r é a c t i v e ,  s o i t  e n f i n  r é a g i r  avec une nouve l l e  

molécule d ' a c i d e  ( I I  ) pour donner l ' anhydr ide  de  c e t  a c i d e  e t  une a 
molécule d e  DCU. Cet anhydr ide  peu t  à son t o u r  r é a g i r  avec l ' amine  

pour donner l 'amide (IV 1. Jusqu ' à  une d a t e  r écen te ,  aucune O-acylurée a 
n ' a v a i t  pu ê t r e  i s o l é e  du f a i t  de  l a  r é a c t i v i t é  extrême de  c e s  

composés. En 1978, Arendt a mis en évidence, p a r  chromatographie,  dans 

l a  r é a c t i o n  de l a  formylphényla lan ine  avec l a  DCC, un composé de  

d i f f é r e n t  de  l ' anhydr ide ,  composé q u i  r é a g i t  lentement  avec l a  
RF 

formylphénylalanine pour donner l ' anhydr ide  e t  q u i  e s t  aminolysé 

t r è s  rapidement pa r  l ' e s t e r  méthyl ique de l a  l e u c i n e  pour donner un 

d ipep t ide .  A p a r t i r  de  c e s  arguments chromatographiques, Arendt f a i t  

l ' hypo thèse  que c e  composé e s t  l a  O-acylurée de  l a  formylphénylalanine.  

Nous avons essayé pour n o t r e  p a r t  de p u r i f i e r  l e  composé t r a n s i t o i r e  

observé dans n o t r e  c a s .  Après l a  mise au p o i n t  a n a l y t i q u e  de l a  sépara- 

t i o n  des  p r o d u i t s  de  r é a c t i o n  en chromatographie l i q u i d e  hau te  

p re s s ion  s u r  g e l  d e  s i l i c e  (Nucléos i l  10) nous avons i s o l é  ce s  p r o d u i t s  

p a r  chromatographie p r é p a r a t i v e  sous p re s s ion  (F igure  49 ) . Les 

composés obtenus ont  é t é  c o n t r ô l é s  en HPLC a n a l y t i q u e  e t  sur  couche 

mince d e  g e l  de s i l i c e  (F igure  50 ) .  Le p r o d u i t  (1) e s t  pur  e t  

correspond à l a  N-acylurée a i n s i  que l e  confirme son s p e c t r e  i n f r a -  

rouge e t  l a  microanalyse é lémenta i re .  L ' i n t e r p r é t a t i o n  du s p e c t r e  

inf ra - rouge  nous a posé un p e t i t  problème pour l ' a t t r i b u t i o n  des  bandes 

CO (F igure  51 ) . Nous avons a t t r i b u é  l a  bande à 17 10 cm-' au CO en 20 

du s t é r o ï d e  en nous i n s p i r a n t  d e  Bellamy ( 1 9 7 5 )  e t  l a  bande à 1635 cm-' 

au CO de  l ' u r é e .  Les a u t r e s  bandes c a r a c t é r i s t i q u e s  cor respondent  à l a  
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Figure 49 - Separation par HPLC des produits ( 1 )  e t  (2 )  

(A) Analytique 
(B) préparative (Prep 5C0 Tnaters) 



Figure 50 - Contrôle en chromatographie en couche mince 
(gel de silice Merck F254, solvant dichlorométhane-acétone 
8 : 2) des produits (1) et (2) 

(3) produit de la réaction de (2) avec de la benzylamine 
(5 minutes 0 ' )  

(4) témoin 17 $ carboxamide résultant du couplage de (IIa) 
avec la benzylamine 

(5) témoin. (II,) 
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cé tone  en 3 à 1660 cm-' et à une bande amide II à 1540 cm-'. Le p rodu i t  

(2) n ' e s t  pas  pa r f a i t emen t  pur ,  mais l a  r é a c t i o n  n é g a t i v e  à l a  chaux 

sodée e t  l a  présence  d 'une  bande d ' a b s o r p t i o n  f i n e  e t  i n t e n s e  à 1810 cm - 1 

en inf ra - rouge  (F igure  52 ) s o n t  beaucoup p lus  en f a v e u r  de  l ' anhydr ide  

( I I a )  que de  l ' a c y l u r é e  ( V ) .  Une é t u d e  c i n é t i q u e  de l a  r é a c t i o n  ( I I  ) + 
a  

DCC s u i v i e  p a r  spec t rophotométr ie  in f ra - rouge  en s o l u t i o n  dans l e  

ch lo ru re  de  méthylène a  montré d ' a u t r e  p a r t  que c e t t e  bande a p p a r a î t  dès  

l a  cinquième minute de r éac t ion .  L ' é t u d e  du p rodu i t  (2) p a r  spec t ro -  

m é t r i e  d e  masse en i o n i s a t i o n  chimique (méthane) n ' a  pas  permis de  

me t t r e  en év idence  de  p i c  de masse cor respondant  à l ' a n h y d r i d e ,  mais 

c e c i  n ' e s t  pas  é tonnant  du f a i t  d e  l a  t a i l l e  e t  de  l ' i n s t a b i l i t é  

vra i semblable  de  c e t t e  molécule.  Pour c l o r e  c e t t e  d i s c u s s i o n  s u r  l e  

mécanisme r é a c t i o n n e l  de l a  dicyclohexylcarbodiimide,  s igna lons  que 

récemment Hegarty (1980) e s t  parvenu à i s o l e r  une O-acylisourée du 

type 

A r  = 2-4 d in i t rophéno l  

e t  à e t u d i e r  l a  s t a b i l i t é  de c e  p r o d u i t  en s o l u t i o n  a i n s i  que l a  

r é a c t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  de t r a n s f e r t  d ' a c y l  s u r  l ' a z o t e  a d j a c e n t .  

Il propose de  t r anspose r  l e s  r é s u l t a t s  obtenus s u r  c e  modèle à l a  

r é a c t i o n  des  a c i d e s  carboxyl iques  avec l e s  carbodi imides s u b s t i t u é s .  

- En conclus ion ,  l a  méthode à l a  dicyclohexylcarbodiimide s e u l e  n e  

convient  pas  pour l e  couplage des  amines aux s t é r o ï d e s  176-carboxy- 

l i q u e s .  La pro longat ion  de  l a  r é a c t i o n  n 'amél iore  pas l e s  choses ,  au 

c o n t r a i r e ,  c a r  a p r è s  quelques heu res  à + 4" e t / o u  en présence  d 'un 





-- - - -  

excès d'amine, la solution jaunit et dégage une odeur caractéristique. 

Ceci correspond très vraisemblablement à la formation d'une énamine 

par réaction de la fonction cétone en 3 du stéroîde avec l'amine 

primaire (Heyl 1953). 

b) Méthode des esters activés à l'hydroxybenzotriazole 

L'échec de la méthode à la dicyclohexylcarbodiimide et les 

conseils avisés d'un collègue chimiste nous ont amené à envisager 

l''utilisation du N-hydroxybenzotriazole (HOBT) comme agent de couplage. 

KEnig et Geiger (1970) ont les premiers proposé l'utilisation de 1'HOBT 

comme additif convenable à la méthode à la DCC en synthèse peptidique. 

Dans ce cas, la présence dlHOBT évite la formation de N-acylurée 

et autorise de bons rendements. Nous avons adopté leur procédure en deux 

étapes (Figure 53 . L'activation du stéroïde 176-carboxylique 

est d'abord menée en présence d'un léger excès de DCC et dlHOBT et suivie 

en 'chromatographie sur couche mince. Une tache transitoire, très 

vraisemblablement l'anhydride de l'acide (II ) est observée immédia- a 
tement et diminue rapidement au fur et à mesure que l'ester activé (III) 

apparaît. La N-acylurée (VI) n' est jamais obtenue. 

La réaction est complète en qualques heures. Après élimination 

du précipité de DCU une quantité stoechiométrique d'amine est ajoutée. 

La formation de l'amida a lieu alors à une vitesse qui dépend de la 

nature de l'amine ; elle est habituellement complète après 12 à 24 heures 

à 4 " .  L'amide est obtenu avec un rendement de 60 à 75 %. Une température 

excessive doit être évitée pour prévenir la formation d'énamine en C 3 ' 
Au début nous évitions aussi d'utiliser un excès d'amine dans ce but. 

Mais à i'expérience, il nous est apparu que dans le cas de stéroïdes 

assez peu solubles dans le dichlorométhane et donc assez fortement 

dilués au moment du couplage, une quantité stoechiométrique d'amine 

aboutissait à une concentration faible de cette amine avec pour corol- 

laire une vitesse d'aminolyse assez lente. Dans ce cas, la réduction 

du volume réactionnel après activation à 1'HOBT et l'addition d'un 

excès important d'amine (10 fois) pendant une durée très brève (quelques 

minutes) à O0 suffit à produire une aminolyse complète de l'ester 
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Ivb 
Ic 

;> 

CH, IIc 
IVc 
Id 
IId 
IVd 
Ive 

oli IVi 

Figure 53 - Héthode de couplage à 1'HOBT. La numérotation arabe des 
composés renvoie au tableau XI . 



activé (III) sans formation notable d'énamine. Ceci s'applique 

particulièrement aux stéroïdes 3-0x0-1-4-androstanediène dont la 

cétone en 3 est nettement moins réactive que celle des 3-0x0-4-andros- 

tène. Cette variante a également été utilisée pour préparer des 

176-carboxamides portant une fonction amine libre à partir de diamine 

en excès (pour éviter la formation de bistéroides par réaction des 

deux côtés de la diamine. Le solvant utilisé pour les réactions 

d'activation et de couplage est le dichlorométhane ou le tétrahydro- 

furanne. 

La méthode des esters activés à 1'HOBT en présence de DCC 

apparaît ainsi tout à fait adaptée au couplage des stéroïdes 176- 

carboxyliques avec des amines primaires et nous a permis de préparer 

toute une série de dérivés 176-carboxamides. Les caractéristiques 

de certains d'entre eux sont résumées sur les tableaux X et XI . 
Pour tous ces produits à l'exception du dérivé 13, l'amine primaire 

correspondante était disponible sur le marché. L'isohexylamine 

nécessaire à la préparation du dérivé 13 a été préparée à partir de 

l'alcool isoamylique. La synthèse a comporté une première étape de 

préparation du chlorure d'isoamyle par action du chlorure de thionyle 

sur l'alcool isoamylique en présence de pyridine. Le chlorure d'iso- 

amyle a ensuite conduit à l'isocapronitrile sous l'action du cyanure 

de potassium à chaud dans le diméthylsulfoxide. L'isocapronitrile 

a en£ in été hydrogéné dans une bombe d'hydrogénation en présence de 

nickel de Raney en solution dans l'alcool éthylique saturé en ammoniaque 

pour éviter la formation d'amines secondaires. L' isohexylamine obtenue 

a été purifiée par distillation. 

Les 17Bcarboxamides ont été purifiés par recristallisation 

et soumis à une série de contrôles analytiques : chromatographie en 

couche mince dans deux systèmes différents, chronatographie liquide 

à haute pression sur colonne en phase inverse avec contrôle à 210 et 254 nm, 

spectrophotométrie infra-rouge et détermination du point de fusion. 

Tous les produits présentent d'après ces critères un taux de pureté 

supérieur à 97 %. Chaque fois qu'il existait un doute sur la nature 

du produit formé un contrôle par spectrométrie de masse a été effectué. 



Melting R~ IR spectrum Elemental analysis 
Compound Point (El) (E~) (Kilr Calcd Found 

in cm'l Formula C H N C 11 N 

bfass spectrum (70 eV) m/e (rel. intensity) : IVd, 391(19), 371(11,8), 121 (100) ; IVf, 461(24.9), 
441(5), 121(100) ; IVh, 433(13.8), 413(9.3), 121(100) ; IVi, 463(1.7) ; 121 (11.6), 72(100) ; 
I V j  , 467(23), 447(4.8), 91(100). 

TABLEAU x - Données a n a l y t i q u e s  concernant  de s  s t é r o ï d e s  176-carboxamides p répa ré s  comme ( I v ~ ) .  
( l e s  symboles s o n t  l e s  mêmes que s u r  l a  f i g u r e  53 e t  l e  t ab l eau  X I  ).  

D '  a p r è s  Formstecher (1 980). 



Compose de 
type V I 1 1  
ne 

Fortmile brute Point dc 
fusion 

décomposi- 
tion 

> 260  

décomposi- 
t ion 

230  

Spectre IR 
( U r )  en cm-' 

Taux de purett 
analytique 

en HPLC 
2 1 Oum 254 nm 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

98 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

9 8 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99  > 99 

> 99 > 99 

TABLEAU X I  - Données structurales et analytiques relatives à quelques 
176-carboxamides de la dexaméthasone. 



2 - L'INTEUCTION DES STEROIDES 176-CARBOXALYIDES AVEC LE RECEPTEUR 

DES GLUCOCORTICOIDES SE FAIT AU NIVEAU DU SITE DE LIAISON DU 

STEROIDE 

Nous avons é t u d i é  l ' i n t e r a c t i o n  d e  d i v e r s  176-carboxamides 

r a d i o a c t i f s  ou non, obtenus à p a r t i r  de  s t é r o ï d e s  d i f f é r e n t s ,  avec 

l e  r écep teu r  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  du r a t  sur réna lec tomisé .  De p l u s ,  

nous avons procédé à l ' é t u d e  r a d i o c r i s t a l l o g r a p h i q u e  de deux 176- 

carboxamides d e  l a  dexaméthasone. Le b u t  d e  c e s  é tudes  p r é l i m i n a i r e s  

é t a i t  d e  v é r i f i e r  que l e  mode d ' i n t e r a c t i o n  des  17B-carboxamides avec  

l e  r écep teu r  é t a i t  l e  même que c e l u i  du s t é r o ï d e  pa ren t ,  en dehors 

b i e n  s û r  d e  l a  r ég ion  du s i t e  d e  l i a i s o n  au s t é r o ï d e  s i t u é e  en r e g a r d  

de l a  cha îne  l a t é r a l e  178, l i e u  de l a  mod i f i ca t ion  s t r u c t u r a l e  a p p o r t é e  

au s t é r o ï d e .  C e t t e  v é r i f i c a t i o n  é t a i t  impor tan te  pour l a  s u i t e  de  

1' i n v e s t i g a t i o n  q u i  p o s t u l e  qu'une s é r i e  homologue d e  176-carboxamides 

p répa rés  à p a r t i r  du même s t é r o ï d e ,  l a  dexaméthasone, e s t  un o u t i l  

à même de  nous f o u r n i r  des  renseignements s u r  l a  rég ion  p r é c i s e  du 

s i t e  d e  l i a i s o n  du r é c e p t e u r  s i t u é e  en  r ega rd  d e  l a  cha îne  17B l o r s  de 

son i n t e r a c t i o n  avec l a  dexaméthasone, s t é r o ï d e  a g o n i s t e  de r é f é r e n c e .  

2.1. Le modèle expérimental  

a )  Choix du t i s s u  source  de  r é c e p t e u r  

C ' e s t  un problème important .  Nous avons i n i t i a l e m e n t  t r a v a i l l é  

s u r  l e  f o i e ,  mais c e  t i s s u  a p p a r a î t  comme un mauvais candida t  pour 

l a  dé te rmina t ion  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  de  l i a i s o n  s t é ro ïde - r écep teu r  

à glucocor t ico?des .  En e f f e t ,  l e  f o i e  c o n t i e n t  de  l a  t r a n s c o r t i n e  

e t  des  enzymes du métabolisme des  s t é r o ï d e s .  Ces d i v e r s e s  p r o t é i n e s  

i n t e r f è r e n t  avec l e  r é c e p t e u r  pour l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  t e s t é ,  e t  

l ' impor t ance  d e  c e s  i n t e r f é r e n c e s  dépend considérablement  de l a  

s t r u c t u r e  du s t é r o ï d e  cons idéré .  Un s t é r o ï d e  comme l e  c o r t i s o l  q u i  

s e  l i e  t r è s  b i e n  à l a  t r a n s c o r t i n e  p r é s e n t e  une a f f i n i t é  apparente  

(mesurée par  cpmpét i t ion  c o n t r e  d e  1'acétoni.de d e  t r iamcinolone  PX], 

s p é c i f i q u e  du r é c e p t e u r )  p l u s  f a i b l e  dans l e  f o i e  que dans un t i s s u  

dépourvu de t r a n s c o r t i n e .  Le problème du métabolisme éventue l  du 

s t é r o ï d e  e s t  également à c o n s i d é r e r  : dans du c y t o s o l  hépa t ique  à O", 

l a  dégrada t ion  du c o r t i s o l  e s t  importante  (Raynaud 1980). Ceci nous 

a amené à u t i l i s e r  maintenant  l e  t h y m s  comme source  de  récepteur .  



Ce t i s s u  n e  c o n t i e n t  en e f f e t  pas  d e  t r a n s c o r t i n e  e t  n ' e s t  l e  s i è g e  

d'apparemment aucun métabolisme des  s t é r o ï d e s .  

b )  C a r a c t é r i s t i q u e s  p r i n c i p a l e s  du p ro toco le  expériroental 

Les  r a t s  s o n t  sur réna lec tomisés  p u i s  s a c r i f i é s  3 à 6 j o u r s  

p l u s  t a r d  ( i l s  r e ç o i v e n t  de l ' e a u  s a l é e  à 9 g / l  du ran t  c e s  quelques 

j o u r s ) .  Les f o i e s  s o n t  p ré l evés ,  soigneusement r i n c é s  au tampon à 0"  

avant  d ' ê t r e  homogénéisés. Le tampon c o n t i e n t  du T r i s  (20 m M ) ,  du 

2-mercap toé thano l  (20 mM) , du molybda t e  de  sodium ( 1  0 mM) e t  du 

g lycé ro l (20  %). La p ré sence  de  g l y c é r o l  e t  s u r t o u t  de  mercaptoéthanol  

e t  de molybdate e s t  j u s t i f i é e  p a r  l e s  p r o p r i é t é s  s t a b i l i s a t r i c e s  

du récepteur  de  ces  deux i n g r é d i e n t s  ( v o i r  p a r t i e  b ib l iog raph ique  11,Z.l). 

L'homogénat e s t  c e n t r i f u g é  une h e u r e  à 105 000 g à + 4" .  Le surnageant  

obtenu c o n s t i t u e  l e  c y t o s o l .  Celu i -c i  e s t  u t i l i s é  l e  j c u r  même, a p r è s  

réajustement  du pH à 7,4  e t  d i l u t i o n  de  façon  à o b t e n i r  un m i l i e u  

contenant  3 à 6 mg d e  p ro t é ines /ml .  Les incuba t ions  avec l e s  s t é r o ï d e s  

s o n t  r é a l i s é e s  en doub le  à O". Le dosage d e  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  e s t  

obtenu par  une méthode au charDon dext ran .  Dans l e s  cond i t i ons  u t i l i s é e s ,  

l e  récepteur  e s t  s t a b l e  au moins 24 heures  î O " .  

2.2. Mode d '  i n t e r a c t i o n  des  176-carboxamides pour l e  r é c e p t e u r  

d ' a p r è s  l e s  é tudes  p a r  compét i t ion  

a)  Condi t ions  expérimentales  

Tous l e s  p r o d u i t s  ont  é t é  t e s t é s  s e l o n  un p ro toco le  où des  

q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d e  s t é r o ï d e  à t e s t e r  o n t  é t é  a j o u t é e s  à des  

é c h a n t i l l o n s  de  c y t o s o l  en présence  d 'une  c o n c e n t r a t i o n  c o n s t a n t e  

d 'acé tonide  d e  t r iamcinolone  PH] (35 nM). Le degré d e  compét i t ion  

a  é t é  mesuré ap rè s  deux heures  2 t  d i x  neuf heu res  d ' i ncuba t ion  pour 

l a  p lupa r t  des  p r o d u i t s .  

Un c e r t a i n  nombre de p r o d u i t s  on t  également b é n é f i c i é  d 'une  

é tude  de compét i t ion  à concen t r a t ion  c o n s t a n t e  de  s t é r o ï d e  compét i teur  

en présence d 'une  c o n c e n t r a t i o n  v a r i a b l e  en s t é r o ï d e  d e  r é f é r e n c e ,  

avec r e p r é s e n t a t i o n  en  double i nve r se .  La du rée  des i ncuba t ions  é t a i t  

d e  deux h e u r e s  dans c e s  expériences.  



$1 R é s u l t a t s  

Dans un premier temps nous avons comparé l ' a f f i n i t é  des  

p r o d u i t s  d 'oxydat ion  pe r iod ique  de  q u a t r e  g lucocor t icoTdes  e t  de  l e u r s  

d é r i v é s  176-côrboxamides obtenus pa r  couplage avec l a  propylamine 

à l ' a f f i n i t é  des  s t é r o ï d e s  d e  d é p a r t  (Tableau X I I  1. Il a p p a r a î t  

que l ' a f f i n i t é  des  g l u c o c o r t i c o ï d e s  diminue considérablement  ap rè s  

oxydat ion per iodique  en d é r i v é  179-carboxylique pour réaugmenter 

a p r è s  g r e f f a g e  d'un b r a s  a l i p h a t i q u e  au moyen d 'une  l i a i s o n  amide, 

sans  t o u t e f o i s  a t t e i n d r e  l ' a f f i n i t é  du p r o d u i t  d e  d é p a r t .  Le 

r a p p o r t  des  a f f i n i t é s  des  s t é r o ï d e s  d e  dépa r t  e s t  g ross iè rement  

r e t r o u v é  chez l e u r s  d é r i v é s  a c i d e s  e t  amides, c e  q u i  é t a i t  logiquement 

a t t e n d u  : l e s  s t é r o ï d e s  d e  synthèse  p r é s e n t a n t  l ' a f f i n i t é  l a  p lus  

é l evée  pour l e  r écep teu r  donne l e s  d é r i v é s  amides l e s  p l u s  a c t i f s .  

L ' i n f l u e n c e  de l a  n a t u r e  du s t é r o ï d e  d e  dépa r t  a  également é t é  

é t u d i é e  s u r  c inq  d é r i v é s  carboxamides à l a  benzylamine obtenus à 

p a r t i r  d e  s t é r o ï d e s  d i f f é r e n t s  (Tableau X I I I ) . 1 c i  encore l e  r appor t  

des  a f f i n i t é s  des  s t é r o ï d e s  de dépa r t  e s t  g ross iè rement  r e t r o u v é  

chez l e s  17B-carboxamides. En p a r t i c u l i e r ,  l ' e f f e t  dé favorab le  de 

l ' hyd roxy l  en 17  a e s t  conservé  malgré 1' absence d e  carbone en 

p o s i t i o n  21, c e  q u i  e s t  en f aveu r  d 'une  i n f l u e n c e  s p é c i f i q u e  d e  

c e t  hydroxyl s u r  l ' o r i e n t a t i o n  de  l a  cé tone  en 20 du même type que 

c e l l e  observée dans l a  s é r i e  du prégnène (Rousseau 1977, v o i r  p a r t i e  

b ib l iog raph ique  II, 1 .2) .  D ' au t r e  p a r t ,  l e s  expér iences  de  l i a i s o n  

menées à concen t r a t ion  v a r i a b l e  de  s t é r o ï d e  r a d i o a c t i f  de  r é f é rence  en 

l ' a b s e n c e  ou en présence d ' une  concen t r a t ion  f i x e  de  176-carboxamide 

f r o i d  o n t  montré des  courbes d ' i n h i b i t i o n  de l i a i s o n  de  type  

compé t i t i f  ( f i g u r e  54 ) .  Ces r é s u l t a t s  s o n t  en f a v e u r  d 'un  mode 

d ' i n t e r a c t i o n  des 176-carboxamides avec l e  r é c e p t e u r  où l a  molécule 

de s t é r o ï d e  s e  p o s i t i o n n e  dans l e  s i t e  de  l i a i s o n  d ' une  manière 

s i m i l a i r e  à c e l l e  du s t é r o ï d e  pa ren t .  



TABLEAU X I I -  A f f i n i t é  comparée pour  l e  r é c e p t e u r  du f o i e  de r a t  de  
d i v e r s  s t é r o ï d e s  avan t  e t  a p r è s  oxydat ion pe r iod ique  
en a c i d e  176-carboxylique e t  g r e f f a g e  d e  l a  propylamine 
pour donner des d é r i v é s  176-carboxamides. 

i 

Serie 

Dexame thasone 

Désoxymétasone 

Cortisol 

Corticostérone 

DXB + F CH3 OH 

DMB + F CH3 H 
Prad B + H H OH 

DCAC.B - H H OH 

HCAC.B - H H H 

Chaîne lat6rale  

-COCH20H - COOH - CONHTH(CH2) CH3 

K~ X K~ K~ X 

0,7.108 100 < 10 7 1 O0 5 
0,44.10 

1,5.108 214 < lo5 0,48.10 I t O  

0,136.108 19 < 10 5 0,091.10 7 2 1 

0,104.10~ 15 < los 0,024. lo7  6 

TABLEAU ~111- f i f i n i t é  comparée pour l e  r écep teu r  du f o i e  d e  
r a t  des  c e l l u l e s  d'hépatome HTC de c inq  17B- 
carboxamides obtenus à p a r t i r  de s t é r o ï d e s  
d i f f é r e n t s  e t  g r e f f é s  avec l a  benzylamine. 

I 1 

Ki , H 
HTC 19 h. , O'C 

0,27 
O,  20 
2 ~ 5  
3 . 1  
1 , 3 4  

d 

DXB 
DHB 
Prad-B 
WC-8 
RCAC-B 

X i  P H  
foie rat 2 h . ,  OgC 

0 , i l  
0,06 
O,  33 
3,60 
0.06 



DXB 0.25. IO-% 

Pigure  54 - I n h i b i t i o n  compét i t ive  de  l a  l i a i s o n  d e  l a  PH] 
Dexaméthasone au r é c e p t e u r  des  g lucocor t i co ïdes  du 
f o i e  de  r a t  en présence d e  d i v e r s  176-carboxamides. 
Les n o t a t i o n s  DXP, DXN e t  DXB correspondent  
respect ivement  aux d é r i v é s  4 ,  8 e t  16 du t ab l eau .  



2.3. 1n t e rac . t i on  d i r e c t e  du r écep teu r  avec un 176-carboxamide 

t r i t i é ,  l e  DXB (dé r ivé  16 du Tableau X I  ) . 
Nous rappor tons  i c i  des  r é s u l t a t s  p r é l i m i n a i r e s  obtenus 

avec l e  DXB t r i t i é  à h a u t e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  p répa ré  pa r  nos s o i n s  

à p a r t i r  de  dexaméthasone t r i t i é e  du cormnerce. C e t t e  p r é p a r a t i o n  a  

n é c e s s i t é  des  mod i f i ca t ions  du p ro toco le  de  syn thèse  des  176-carboxa- 

mLdes avec mise  au p o i n t  d 'un  p ro toco le  de s é p a r a t i o n  pa r  chromato- 

g raph ie  l i q u i d e  à h a u t e  p re s s ion  en phase i n v e r s e .  

a )  Cons tan te  de  d i s s o c i a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  

E l l e  a  é t é  mesurée à 0,07 VM a p r è s  deux heu res  d ' i ncuba t ion  

à O" (Figure 55 ). C e t t e  v a l e u r  e s t  en accord  avec c e l l e  mesurée 

p a r  compéti t ion (0,11 P M ) .  La l i a i s o n  concerne un nombre de s i t e s  

é g a l  à celui mesuré avec  l a  dexaméthasone t r i t i é e .  

b )  Aspects c i n é t i q u e s  

La c i n é t i q u e  d ' a s s o c i a t i o n  e s t  r e p r é s e n t é e  s u r  l a  f i g u r e  56 . 
6 

La cons t an te  d e  v i t e s s e  d ' a s s o c i a t i o n  à 0"  e s t  v o i s i n e  de  0,8 10 PI-' 
- 1 mn , c e  q u i  e s t  t o u t  à f a i t  comparable aux v a l e u r s  obtenues pour 

l e s  s t é r o ï d e s  é t u d i é s  à c e  jou r  (cf  supra p a r t i e  b ib l iog raph ique ,  

tab leau  I I ) .  

La c i n é t i q u e  d e  d i s s o c i a t i o n  obtenue à 0"  pa r  a d d i t i o n  d'un 

excès rie DXB f r o i d  à un é c h a n t i l l o n  de c v t o s o l  ~ r é i n c ü b é  deux heu res  

avec du P H ]  DXB, e s t  r e p r é s e n t é e  s u r  l a  f i g u r e  57 . On observe 

une courbe de  d i s s o c i a t i o n  à deux pentes .  

La première p e n t e  correspond à une c o n s t a n t e  de  v i t e s s e  de  
- 1 

d i s s o c i a t i o n  de  28.  IO-^ mn , de 1 ' o r d r e  de c e l l e  qu'on observe 

pour  l a  proges té rone  ( c f  supra tab leau  I I ) .  La deuxième pen te  e s t  

d ' i n t e r p r é t a t i o n  p l u s  d é l i c a t e .  Il peut  s ' a g i r  s o i t  d 'un  a r t e f a c t ,  

s o i t  d 'une f r a c t i o n  d e  r écep teu r  l i é  au DXB p r é s e n t  sous forme 

a c t i v é e .  

En conclus ion ,  l e  DXB t r i t i é  s e  l i e  vraisemblablement au 

même s i t e  r é c e p t e u r  que l a  dexaméthasone ou l ' a c é t o n i d e  de  t r iamci -  

nolone t r i t i é s .  



F i g u r e  55 - I n t e r a c t i o n  PH] DXB-récepteur h é p a t i q u e  du r a t .  
Diagramme d e  S c a t c h a r d  a p r è s  2 h  à 0'. 



Figure  56 - C i n é t i q u e  d ' a s s o c i a t i o n  du L3Hi DXB 30 nM a u  
r é c e p t e u r  hépa t ique  du r a t .  L i n é a r i s a t i o n .  

l i r e  p u t e  r i12  - 25 m. ka - 2.8.i0-' mn-' 

( 2 h  p.nt. t i 12  . 210 =. ka . 3.3 .10-~  u n - i )  

LILLE. @ 
O 1 2 3 r (hure.) 

Figure 57 - Ciné t ique  de d i s s o c i a t i o n  du complexe 
DXB-récepteur. 



2.4. S t r u c t u r e  r a d i o c r i s t a l l o g r a p h i q u e  comparée de  deux 

176-carboxamides de l a  dexaméthasone e t  de  l a  dexaméthasone 

Nous avons é t u d i é  l a  s t ~ ~ ~ r e c r i ~ t a l l o g r a p h i q u e  d e  deux 

176-carboxamides d é r i v é s  de l a  dexaméthasone, l e s  d é r i v é s  4 e t  1 6  

du t ab l eau  X I  , obtenus p a r  couplage de  l a  dexaméthasone oxydée 

respect ivement  avec l a  propylamine e t  l a  benzylamine (F igure  58 1. 

La s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  de c e s  deux p r o d u i t s  c r i s t a l l i s é s  

dans l e  méthanol a  é t é  déterminée dans l e  l a b o r a t o i r e  de c r i s t a l l o -  

g raph ie  de l ' u n i v e r s i t é  de L i l l e  1 p a r  L .  Devos. Nous avons c h o i s i  d e  

r e p r é s e n t e r  l e s  données de  c e t t e  é tude  en s u i v a n t  l e s  recommandations 

de Duax (1975b) e t  d ' e x p l o i t e r  de l a  même manière l e s  r é s u l t a t s  

d é j à  p u b l i é s  dans l a  l i t t é r a t u r e  à propos d e  l a  s t r u c t u r e  de  l a  

dexaméthasone (Rohrer 1977) e t  de l a  17 désoxyméthasone (Dupont 1974).  

La p r é s e n t a t i o n  s t anda rd  recommandée pa r  Duax permet en e f f e t  une 

comparaison f a c i l e  e t  r a p i d e  de l a  s t r u c t u r e  de  s t é r o ï d e s  d i f f é r e n t s .  

Le d é t a i l  d e  c e s  données e s t  exposé en annexe avec l a  p a r t i e  expér i -  

mentale.  Nous d i s c u t e r o n s  i c i  l e s  enseignements e s s e n t i e l s  t i r é s  

de  l ' a n a l y s e  comparat ive de  l a  conformation des  s t é r o ï d e s  cons idé ré s .  

a )  La conformation g é n é r a l e  d 'un  176-carboxamide, l e  DXP, 

e s t  i l l u s t r é e  p a r  l e s  deux ORTEP d e  l a  f i g u r e  59 t a n d i s  que l a  

f i g u r e  60 montre l e s  conformations r e s p e c t i v e s  des  q u a t r e  s t é r o ï d e s  

é t u d i é s  en p r o j e c t i o n  s u r  un p lan  p e r p e n d i c u l a i r e  au p l a n  moyen des  

c y c l e s  B ,  C e t  D (p l an  moyen C -C ) .  La forme géné ra l e  des  q u a t r e  
5  17  

molécules e s t  t r è s  s i m i l a i r e  avec un p lan  moyen par fa i tement  superpo- 

s a b l e  e t  un c y c l e  A prat iquement  p lan  e t  i n c l i n é  v e r s  l e  bas .  L 'angle  

que f a i t  l e  c y c l e  A avec l e  p lan  moyen BCD e s t  pratiquement l e  même 

dans l e  DXB, l a  dexaméthasone e t  l a  désoxyméthasone ( t ab l eau  X I V  ) e t  

l a  d i s t a n c e  de l 'oxygène  3  à c e  p l an  moyen e s t  presque i d e n t i q u e  

pour l e s  t r o i s  s t é r o ï d e s  (2,18 à 2,24 A ) .  Le DXP s e  d i s t i n g u e  p a r  

une i n c l i n a i s o n  p l u s  f o r t e  du c y c l e  A v e r s  l e  bas  (50,4" c o n t r e  38') 

ayant  pour conséquence un éloignement cons idé rab le  de l 'oxygène 3  

sous l e  plan moyen (- 3,12 A ) .  ûn peut  cependant remarquer qu'une 

i n c l i n a i s o n  f o r t e  du c y c l e  A par  r appor t  au p l a n  moyen e s t  également 
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R1 R2 
S térolde 

H H Désoxymé thasone 

Dexémathasone 

Acétate de 
dexaméthasone 

CH2CH3 DXP ( 4 )  

'gH5 DXB (16) 

Figure 58 - Structure comparée de la dexaméthasone, de son 
21 acétate de la désoxyméthasone et de deux 176- 

carboxamides dérivés de la dexaméthasone. 

(Note : dans ces deux derniers produits, le carbone 21 
est remplacé par un atome d'azote et le no 21 a été 
donné au carbone du méthyl en 166. 



Figure 59 - Conformation générale du DXP. ORTEP de la 
molécule projetés selon Duax (1975b) .  



Figure 60 - Conformation comparée du DXP(a), du DXB(b), de la 
dexaméthasone (c) et de la désoximétasone (dl. Projection sur 
le plan perpendiculaire au plan moyen C - Cl, et à la 
direction C 

12 - C14 (d'après Duax 1975b5. 
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observée dans l ' a c é t a t e  de dexaméthasone (O3 à - 2,57 A sous l e  

p lan,  Terzis  1976) e t  dans l e  budesonide (O3 à -2,75 A e t  angle A/BCD 

à 43,1°) ,  un glucocor t icoiQ t r è s  a c t i f  présentant  une double l i a i s o n  

en 1-2 (Albertsson 1978, vo i r  au s s i  l a  f i g u r e  11). 

La courbure générale  du s té ro ïde  e s t  mesurée par l a  d i s tance  

C -C qui  appara î t  remarquablement constante dans l a  dexaméthasone, son 
3 1 7  

a cé t a t e ,  l a  désoximétasone e t  l e  DXB. I c i  encore l e  DXP f a i t  exception 

avec une courbure plus  prononcée s e  t r adu i san t  par une dis tance  C C 
o 3  17  

plus cour te  de 0.4 A. Ce t t e  courbure plus f o r t e  découle peut-être du 

système c r i s t a l l i n  du DXP où des l i a i sons  hydrogène in termolécula i re  

sont  probablement engagées e n t r e  l e s  OH 1 1  e t  17 d'une même molécule 

e t  . l e s  oxygènes 3 e t  20 de ses  vois ines .  Le cycle D e t  l e  début 

de l a  chaîne l a t é r a l e  en 17 des quatre  s t é ro ïdes  comparés apparaissent  

t r è s  superposables su r  l a  f i gu re  60 . Enfin, l a  to r s ion  de l a  

molécule autour de son grand axe, mesurée par l e  " t w i s t "  des méthyles 

C18  e t  C I 9  ( l e  pseudo angle de to r s ion  C C C C ) ne pa r a î t  pas subir  19 10 13 18 
de va r i a t i on  t r è s  s i g n i f i c a t i v e  (tableau XIV ) . 

b) La conformation des cycles B ,  C e t  D sst  t r è s  vo i s i ne  

dans l e s  quatre  s t é ro ïdes  ( tableaux XV e t  xVI 1. Les cycles B e t  C 

ont  une conformation en cha i se  e t  l e  cycle  D en enveloppe 136 avec 

une l égère  tendance à l a  déformation en demi-chaise 136, 14a pour 

l a  désoxyméthasone e t  l e  DXP. 

c)  La chaîne l a t é r a l e  en 17 mér i t e  une a t t e n t i o n  p a r t i -  

c u l i è r e  c a r  c ' e s t  à son niveau que s e  s i t u e  l a  d i f fé rence  de s t r u c t u r e  

chimique e n t r e  l e s  176-carboxamides e t  l e s  s t é ro ïdes  de référence.  

La chaîne l a t é r a l e  des 176-carboxamides commence avec l e  plan de l a  

l i a i s o n  amide comportant l e s  carbones 17  e t  20, l 'oxygène 20, l 'a tome 

d 'azote  e t  l e  carbone 22 dont l a  d i spos i t ion  générale  s e  rapproche de 

c e l l e  de l a  chaîne l a t é r a l e  de l a  dexaméthasone e t  de l a  désoxyméthasone 

( f i gu re  61 1. L'atome d 'azote  e t  l e  carbone 22 du 176-carboxamide 

prennent l a  pos i t ion  occupée par  l e  carbone e t  l 'oxygène 21 de l a  

dexaméthasone. Les angles de to r s ion  impliquant l e s  atomes de l a  chaîne 

l a t é r a l e  ont des va leurs  t r è s  s im i l a i r e s  dans l e s  qua t re  s t é ro ïdes  e t  

l e  plan moyen de l a  chaîne l a t é r a l e  e s t  o r i en t é  de l a  même façon 

par  rapport  au plan moyen C C du noyau s t é ro ld i en  ( tableau X V I I  ) .  
5 1 7  



Stéroïde 
Symétrie Coefficient Symétrie Coefficient Angle de 
la moins d'asymétrie 1 a d'asymétrie torsion 
bonne meilleure moyen 

Désoxyméthasone 

Dexamé thasone 

DXB 

DXP 

Désoxyméthasone 
8 

A Cs 
C 

Dexaméthasone A C! 

DXB 

DXP 

TABLEAU XV - Conformation comparée des cycles B et C, distorsion autour de 
la structure en chaise dans deux 176-carboxamides et leurs 

stéroïdes de référence. 

Désoxyméthasone Dexaméthasone Dexaméthasone DXB DXP 

Paramètres de 
pseudorotation A + 18,8 
(Altona 1968, 
Duax 1975b) @ma, 50,9 

Paramètres 
d'asymétrie AC h3 

TABLEAU XVI- Conformation du cycle D 



Figure 61 - Conformations respectives des chaînes l a t é ra l e s  

de l a  dexaméthasone (a) e t  du DXP (b) projetées sur l e  

plan moyen de ces chaînes ( ~ l a n s  C17C20020C21  e t  

C C O N respectivement. 1 7  20 20 



Désoxy- Dexamé- Acétate 
mé thasone thasone de dexa- DXB DXP 

mé thasone 

Angle du 
plan moyen 
de l a  chaine 
l a t é r a l e  avec l e  plan 

Plan C17C20020N 

Distance des atomes 
au plan moyen de l a  
chaîne l a t é r a l e  

TABLEALJ X V I I  - Conformation comparée de l a  chaîne l a t é r a l e  en 17B 

de deux carboxamides de l a  dexaméthasone (DXP e t  DXB) avec l a  

dexaméthasone e t  l a  désoxyméthasone. 



Le carbonyl de la liaison amide se projette au dessus du cycle D en 

éclipsant pratiquement la liaison C 
16'17 

comme le fait la cétone en 20 

dans la dexaméthasone et la désoxyméthasone (Figure 62 ) .  

d) En conclusion, ainsi qu'on pouvait s'y attendre, les 

176-carboxamides de la dexaméthasone présentent une conformation 

moléculaire très voisine de celle de la dexaméthasone. Ils interagissent 

probablement avec le récepteur de la même manière que la dexaméthasone 

pour ce qui est du cycle A, du noyau stéroïde et de ses substituants 

autres que la chaîne latérale. Au niveau de celle-ci, bien que sa 

nature soit profondément modifiée sur le plan chimique, l'orientation 

de départ est remarquablement conservée, en particulier pour le 

carbonyl en 20. On peut donc penser que les 176-carboxamides de la 

dexaméthasone vont se positionner dans le site de liaison du récepteur 

de la même façon que la dexaméthasone et que la variation de leur 

affinité de liaison avec la nature du radical substituant de l'azote 

s'explique par des différences d'interaction avec la nême région du 

récepteur située en regard de la chaîne dihydroxyacétone des glucocor- 

ticoides actifs. Cette région, responsable pour une bonne part des 

effets agonistes de ces stéroïdes, (voir discussion dans la partie 

bibliographique II, 1.2 c)) peut ainsi être explorée avec une série 

homologue de 176-carboxamides de la dexaméthasone. 



Figure  6 2  - Conformation de l a  cha îne  l a t é r a l e  d 'un  17B- 

carboxamide, l e  DXP. ~ r o j  ec t i o n s  de Newman 

s u i v a n t  C 20-C1 (a) e t  N-C20 (b) . 



3 - RELATION STRUCTURE-ACTIVITE DE LIAISON DES 17B-CARBOXAMIDES 
DE LA DEXAMETHASONE 

L'affinité pour le récepteur des glucocorticoldes du 

thymus de rat surrénalectomisé a été mesurée pour une quarantaine 

de 17B-carboxamides de la dexaméthasone synthétisés dans le labora- 

toire (Tableau XVIII).On peut classer ces produits en quatre 

catégories d'après la nature du substituant R porté par l'azote 

et distinguer les s téroldes à chaîne latérale aliphatique linéaire 

ou ramifiée, portant une fonction ionisable ou non et les stéroïdes 

à chaîne latérale n'entrant pas dans ces trois premières catégories, 

en particulier ceux comportant un substituant aromatique. L'effet 

de la nature et de la longueur de la chaîne latérale sur l'affinité 

du 176-carboxamide obtenu a été exploré. 

2.1. Stéroïdes à chaîne latérale linéaire aliphatique saturée 

R = -  (CH2) nCH3 avec n = 0,1,2,3,4,5,8 correspondant 

aux dérivés 2,3,4,5,6,7,8. Quand on part du dérivé 1, la substitution 

de l'azote de l'amide primaire avec une chaîne aliphatique saturée 

de longueur croissante conduit d'abord à une amélioration de 

l'affinité (dérivés 2 et 3, figure 63 ) puis à une diminution 

marquée de celle-ci (dérivés 4 et 5) suivie par sa restauration 

(dérivés 6 et 7 )  puis par une nouvelle augmentation (dérivé 8). Ces 

résultats peuvent être expliqués en admettant que la liaison des 

176-carboxamides au récepteur met en jeu dans la région 173 une zone 

globalement hydrophobe avec une région un peu plus polaire au milieu 

de celle-ci, à une distance d'environ quatre liaisons carbonées de 

l'atome d'azote. Ainsi, un substituant hydrophobe de petite taille 

aurait un effet positif sur l'affinité du carboxamide, tandis qu'un 

substituant de taille moyenne montrerait un effet négatif car ses 

groupements méthylène additionnels interagissant avec la région polaire 

annuleraient l'effet positif sur l'affinité des premiers. L'allongement 

supplémentaire de la chaene pourrait contrecarrer l'effet négatif du 

méthylène de la région médiane et conduire à des produits plus actifs. 



2 3 
I 

CH2-CH (OC 2H5) 6,39 

Composé R K i  
n O PM 

1 H 1,19 

2 -CH3 0,31 

3 -CH2CH3 O ,  26 

4 - (CH2) 2-CH.3 0,74 

5 - (CH2) 3-CH3 0,96 

6 - (CH2) ,-CH3 O ,  76 

7 - (CH,) 5-CH3 O, 22 

8 - (CH2) 8-CH3 0,04 

9 -CH- (CH3) 0,21 

1 O -CH2-CH- (CH3) 1,59 

1 1  C-(CH3) 0 ,98  

12 (CH2) 2-CH- (CH3) 2,57 

13 (CH2) 3-CH (CH3) 1 ,53  

14 CH2-CSCH 0,26 

15 CH2-CH2C1 0,38 

16 CH2-C6H5 O ,  14 

17 - (CH2) 2-C6H5 1 ,O6 

18 -CH ( c ~ H ~ )  - C H ~ O H  0,25 

19 -CH- (CH2-C6H5) 0,51 
\ 
COOCH3 

2 0 -CH2-CH20H 0,21 

2 1 0 , lO -CH2C, N 

22 -CH- CH^) O,  78 

TABLEAU XVII1 -Af  f i n i t é  pour l e  r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o i d e s  de  r a t  d ' u n e  s é r i e  
de 176-carboxamides de  l a  dexaméthasone p r é p a r é s  au l a b o r a t o i r e  
( l e  d é r i v é  33 a é t é  p r é p a r é  à Nantes dans l e  l a b o r a t o i r e  d e  
P. Lus t enbe rge r ,  e t l ' a m i n d t h y l f e r r o c è n e  n é c e s s a i r e  à la  prépa- 
r a t i o n  du d é r i v é  41 pa r  l ' é q u i p e  du P r .  S e r g h e r a e r t  de l a  F a c u l t é  

- de Pharmacie de  L i l l e  . 

Composé R K i  
n O PM 

24 CH2COOCH3 0 ,2  1 

25 -CH2-COOH 6,67 

26 - C CH^) 5-COOH 1,55 

27 - (CH2) 2-NH2 10,40 

28 -(CH2) 4-NH2 4,40 

29 - (CH2) 6-W2 0,46 

30 -  CH^) 8 - ~ ~ 2  0 ,30  

31 -(CH2)g-NH2 O ,  16 

32 - (CH2) 2-NH-  CH^) 2 - C ~ 3  7,86 

33 -CH2CH- (CH2) 1 ,O5 

34 -CH2- (C6H4) 20CH3 0 ,O5 

35 -CH2- (C6H4) 30CH3 0,04 

36 -CH2- (C6H4) 40CH3 0,14 

37 -CH2- (C6A4) 4N02 O,  16 

38 -CR2- (C6H4) 4C1 0 ,05  

39 3CH2-C5H4N 0 ,43  

40 4CH2-C5H4N 0 ,30  

4 1 CH2-CI OH9Fe 0,76 

42 CH2C = CH 
\ 

0,51 

I 
/ 
S 

CH = C H  

43 CH2C = CH 
\ 

O,  88 

1 O 
CH =CH / 
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l 

Longueur de l a  c h a î n e  latérale  

Figure 63 - Constante de dissociation à l'équilibre du complexe 
récepteur des glucocortico?des-17B-carboxamide de la 
dexaméthasone en fonction de la longueur de la chaîne 
carbonée portée par l'atome d'azote (longueur exprimée 
en nombre d'atomes de carbone). 



2.2. S t é r o ï d e s  à chaîne  a l i p h a t i q u e  s a t u r é e  e t  r a m i f i é e  

R = - (CH2) CH(CH3) avec n = 0 ,  1 ,  2,  3  

correspondant  aux d é r i v é s  9 ,  10, 12 e t  13. 

En r ega rd  de l a  longueur de  l a  cha îne  p r i n c i p a l e ,  c e s  s t é r o ï d e s  

s o n t  comparables aux d é r i v é s  3 ,  4 ,  5 e t  6 respect ivement .  I c i  encore ,  

l a  longueur de  l a  cha îne  montre un e f f e t  t r è s  important  s u r  l a  

cons t an te  d e  d i s s o c i a t i o n  K i  : l ' i n t r o d u c t i o n  d 'une  r a m i f i c a t i o n  

à l a  f i n  de  l a  cha îne  n ' a p p o r t e  qu 'une l é g è r e  amé l io ra t ion  d ' a f f i n i t é  

dans l e  c a s  d 'un  d é r i v é  à chaîne  c o u r t e  ( d é r i v é  9 )  e t  une d iminut ion  

cons idé rab le  dans un d é r i v é  de longueur  de cha îne  moyenne (dé r ivé  12) .  

De p l u s ,  l e s  courbes obtenues pour l e s  d é r i v é s  l i n é a i r e s  e t  r a m i f i é s  

on t  l a  même forme e t  culminent  pour l a  même longueur de cha îne .  

Enf in  l e  r a p p o r t  K i  du d é r i v é  r ami f i é /K i  du d é r i v é  l i n é a i r e  p a r e n t  

s u i t  l e  même mouvement (Tableau XIX ) : l ' e f f e t  maximum appor t é  

p a r  l a  r a m i f i c a t i o n  e s t  observé pour l e  d é r i v é  12 dont l e  s t é r o ï d e  

pa ren t  e s t  l e  d é r i v é  5 q u i  mon t ra i t  d é j à  l ' a f f i n i t é  l a  p lus  f a i b l e  

dans l a  s é r i e  l i n é a i r e .  Ces r é s u l t a t s  son t  par fa i tement  en accord 

avec l ' hypo thèse  précédente  d'un s i t e  r e l a t i vemen t  p o l a i r e  en tou ré  p a r  

une zone hydrophobe dans l a  p a r t i e  du s i t e  de  l i a i s o n  du r é c e p t e u r  

q u i  f a i t  f a c e  à l a  r ég ion  176 du s t é r o ï d e  : comme prévu, l ' augmenta t ion  

de  l ' hyd rophob ic i t é  en regard  de  l a  r ég ion  p o l a i r e  ap rè s  l ' a d d i t i o n  

d'un groupement méthyl r é s u l t e  en une d iminut ion  d ' a f f i n i t é .  

Cependant, l a  p o s s i b i l i t é  d 'un e f f e t  d'empêchement s t é r i q u e  ne  peut  
6 

e t r e  exclue en  c a s  de composés à cha îne  r ami f i ée .  

2.3. S t é r o ï d e  à cha îne  l a t é r a l e  a l i p h a t i q u e  l i n é a i r e  terminée 

p a r  une f o n c t i o n  i o n i s a b l e  

R = -  (CH2lnX avec n = 1 ou 5 pour X = COOH 

dans l e s  d é r i v é s  25 e t  26 ; n = 2, 4 ,  6 ,  8 ,  9 pour X = NH2 dans 

l e s  dé r ivés  27 à 31. 

A ins i  que l e  montre l a  f i g u r e  63  1 ' i n t r o d u c t i o n  d 'un 

groupement i o n i s a b l e  condu i t  à des d é r i v é s  de  t r è s  f a i b l e  a f f i n i t é  

quand e l l e  e s t  p r a t i q u é e  s u r  une cha îne  l a t é r a l e  c o u r t e  ou d e  t a i l l e  

moyenne (1 ,( n < 4, d é r i v é s  25, 27, 28).  Quel le  que s o i t  l a  n a t u r e  

d e  l a  f o n c t i o n  i o n i s a b l e ,  une a f f i n i t é  s i g n i f i c a t i v e  pour l e  r é c e p t e u r  



TABLEAU XIX - Comparaison des constantes de dissociation des stéroïdes 
176-carboxamides linéaires et ramifiés homologues 

(numérotation identique à celle du tableau XVIII) . 

i 

Rapport des Ki 

0,81 

2,20 

2,70 

2 ,O0 

Dérivés ramifiés 
n O Ki (uM) 

9 0,21 

10 1,59 

12 2,57 

13 1,53 

1 

Homologues linéaires 
II O Ki (crM) 

3 0,26 

4 0,74 

5 0,96 

6 0,76 



n ' e s t  observée que pour une chaîne plus  longue (n 3 5 ,  dér ivés  26, 

29, 30 e t  31).  D'une manière c l a i r e , un  groupement chargé exerce un 

e f f e t  globalement négatif  su r  l ' a f f i n i t é  du dér ivé  qui  l e  por te .  

Il e s t  important de no te r  qu'aucun e f f e t  pos i t i f  n ' e s t  observé dans 

l a  zone moyenne (dérivés 27 e t  28) qui ,  b ien  q u ' e l l e  t o l è r e  mal l e s  

groupements hydrophobes (voir  plus hau t ) ,  ne semble pas pour au tan t  

accepter davantage l e s  subst i tuants  ion i sés .  E t ,  s i  une zone r e l a t i -  

vement po l a i r e  ex i s t e  effectivement s u r  l a  surface hydrophobe du 

s i t e  de l i a i s o n ,  e l l e  n ' e s t  probablement pas ionisée.  I l  appara î t  

d ' au t re  pa r t  que l ' a f f i n i t é  augmente avec l'allongement de l a  chaîne 

l a t é r a l e  e t  l 'éloignement de l a  charge, ce au i  conduit à des dér ivés  

présentant  une a f f i n i t é  qui  s e  rapproche de c e l l e  du dér ivé  al ipha- 

t ique sa tu ré  parent .  Cet te  observation suggère que c e t t e  s é r i e  

pa r t i cu l i è r e  de dérivés pourra i t  ê t r e  u t i l i s é e  comme jauge de 

profondeur du s i t e  de l i a i son  du s té ro ïde .  On peut raisonnablement 

penser que l e  récepteur des glueocortico?des, comme l e s  au t r e s  

protéines l i a n t  l e s  s té ro ïdes ,  o f f r e  un s i t e  de l i a i s o n  t r è s  hydro- 

phobe, ne comportant pas de zone électriquement chargée. Ainsi ,  

l ' e f f e t  at tendu d'une subs t i tu t ion  du s t é ro ïde  avec une chaîne 

a l iphat ique terminée par  un groupement ionisable  e s t  de conduire à 

des composés de t r è s  f a i b l e  a f f i n i t é  t an t  que ce groupemenr i on i s é  e t  

l ' i n té r ieur  du s i t e  a c t i f  en t ren t  en contact  e t  ensui te  à des dér ivés  

de bonne a f f i n i t é  quand l a  chaîne devient assez longue pour permettre 

au groupement ion i sé  d'émerger de l a  crevasse de l i a i son .  De ce  point  

de vue, nos r é s u l t a t s  démontrent que l e  s i t e  de l i a i s o n  lui-même 

s 'étend à une dis tance d'au moins cinq chainons carbonés à p a r t i r  

de l 'atome d 'azote  e t  suggèrent qu'au-delà de c e t t e  d is tance l a  

chaîne l a t é r a l e  du s té ro ïde  e t  l e s  berges du s i t e  de l i a i s o n  peuvent 

encore i n t e r a g i r  puisqu'un e f f e t  négat i f  modéré du groupement ioni-  

sable  sur  l ' a f f i n i t é  p e r s i s t e  encore (dérivés 29, 30 e t  31 comparés 

avec l e s  dérivés parents 7 e t  8 ) .  Cependant nous gardons à l ' e s p r i t  

que dans l a  s é r i e  a l iphat ique l i n é a i r e  sa tu rée  un repliement de l a  

chaîne peut avo i r  l i e u  e t  que nos r é s u l t a t s  exprimés en "nombre de 



l i a i s o n s  carbonées1' ne  correspondent  pas vraiment  à une mesure de  

longueur.  Le rep l iement  de  l a  cha îne  l e  long des  be rges  hydrophobes 

du s i t e  de  l i a i s o n  p o u r r a i t  r end re  compte de  l ' augmenta t ion  d ' a f f i n i t é  

observGe en passant  des  d é r i v é s  7 e t  29 aux d é r i v é s  8 e t  31 r e s p e c t i -  

vement. Mais l a  d i s t a n c e  n é c e s s a i r e  pour s o r t i r  du s i t e  de  l i a i s o n  lui-même 

n ' e s t  probablement pas  i n f é r i e u r e  à s i x  chainons carbonés c a r  nous 

avons montré que l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  du r é c e p t e u r  des  

g lucocor t i co Ides  u t i l i s a n t  des  s t é r o ï d e s  173-carboxamides l i é s  à 

des  b i l l e s  de  sépharose  n e  peut  ê t r e  p r a t i q u é e  qu 'avec  une mauvaise 

e f f i c a c i t é  avec une cha îne  à s i x  carbones e t  donne des  r é s u l t a t s  b i e n  

m e i l l e u r s  avec une cha îne  à neuf carbones (Lustenberger  1981). A i n s i ,  

une cha îne  à s i x  carbones correspond apparemment à l a  t a i l l e  minimale 

r e q u i s e  pour o b t e n i r  l a  l i a i s o n  du r écep teu r  à un 173-carboxamide 

l i é  à un s u b s t i t u a n t  t r è s  volumineux ( l a  b i l l e  du g e l )  e t  l e  r e p l i e -  

ment de l a  cha îne  e s t  peu vra isemblable  dans c e  c a s .  La d i s t a n c e  

e n t r e  l e  carboxyl  du d é r i v é  26 e t  l e  carbone 17 a  é t é  mesurée à 
O 

10 A avec un modèle de  Dre id ing  (en p l e i n e  ex tens ion  de l a  cha îne ) .  
O 

C e  r é s u l t a t  c o n t r a s t e  avec  l e s  3 ,8 A d ' ex t ens ion  de  l a  cha îne  dihydro- 

xyacétone normale de  l a  dexaméthasone. A ins i ,  l a  c r e v a s s e  de l i a i s o n  

au  s t é r o ï d e  a p p a r a î t  d 'une  profondeur su rp renan te  dans l a  r ég ion  176, 

e t  s ' é t e n d  b i e n  au-delà des  l i m i t e s  d 'un  g lucocor t i co?de  de t a i l l e  

s tandard .  Des r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  o n t  é t é  obtenus p a r  Defâye (1980 ) 

dans l e  ca s  de l a  t r a n s c o r t i n e  humaine é t u d i é e  p a r  résonance para- 

magnétique é l e c t r o n i q u e  d 'analogues du c o r t i s o l  p o r t a n t  un r a d i c a l  

n i t roxyde  l i b r e  à l ' e x t r é m i t é  d 'une cha îne  17B d e  longueur  v a r i a b l e .  

Cet a u t e u r  a  montré que l e  marqueur de  s p i n  e s t  e n  r o t a t i o n  l i b r e  

seulement quand l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e  groupement n i t r o x y d e  e t  l e  

carbone 17 dépasse 15 A. Ains i ,  l a  rég ion  17B du s i t e  a c t i f  de deux 

p r o t é i n e s  l i a n t  l e s  g l u c o c o r t i c o i d e s  semble beaucoup p l u s  v a s t e  que 

l e  noyau s t é r o ï d e  lui-même puisque l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e  carbone 3 
O 

e t  l e  carbone 17 des g l u c o c o r t i e o ï d e s  communs e s t  d ' env i ron  8 , 2  A .  

D'au t r e  p a r t ,  l ' impor t ance  c r u c i a l e  de  l a  p o s i t i o n  du grou- 

pement i o n i s é  s u r  l a  cha îne  a l i p h a t i q u e  des  d é r i v é s  173-carboxamides 

r e s s o r t  d e  l ' é t u d e  du d é r i v é  32. Dans c e  d é r i v é  l a  cha îne  a l i p h a t i q u e  



montre l a  même longueur que dans l e  dér ivé  26, mais l e  groupement 

ionisé  e s t  s i t u é  à l ' i n t é r i e u r  de l a  chaîne, à l a  même pos i t ion  

que dans l e  dér ivé  27. Comme at tendu,  l ' a f f i n i t é  du dér ivé  32 e s t  

extrêmement f a i b l e ,  b ien plus proche de c e l l e  du dérivé 27 que du 

dérivé 26 : une chaîne hydrophobe assez longue ne peut pas contre- 

c a r r e r  l ' e f f e t  d'un groupement ion i sé  s i  c e  dernier  tombe à l ' i n t é r i e u r  

du s i t e  de l i a i s o n  au s téroïde .  Au con t r a i r e ,  l a  suppression de l a  

charge du dér ivé  25 par e s t é r i f i c a t i o n  conduit à un dér ivé  de bonne 

a f f i n i t é  (dér ivé  24) . 
3.4. Autres dér ivés  

I l s  sont moins f a c i l e s  à c l a s se r .  On peut cependant avancer 

l e s  commentaires suivants : 

- dans l a  s é r i e  l i n é a i r e  à chaîne cour te  homologue du dér ivé  4, 

1' introduction d'une insa tura t ion  améliore considérablement l ' a £  £ i n i t é  

(dérivé 14), de même que l e  remplacement du méthyle par un atome de 

chlore (dér ivé  151, une fonction a lcoo l  (dérivé 20) ou un n i t r i l e  

(dérivé 21). Ces e f f e t s  proviennent sans doute de phénomènes d ' i n t e r -  

ac t ion de na ture  électronique avec l e  récepteur ou peut-être d'une 

l i a i son  hydrogène dans l e  cas de l 'hydroxyle du dérivé 21. Cependant, 

l e  dérivé 23 avec sa  s t ruc tu r e  ramif iée  encombrante e t  s e s  deux 

oxygènes de l a  fonction acé ta l  présente une a f f i n i t é  t r è s  médiocre. 

Les phénomènes d'encombrement s té r iques  in t rodui t s  par l a  cyc l i s a t i on  

expliquent sans doute aus s i  l a  f a i b l e  a f f i n i t é  du dérivé 22 par rapport  

au dérivé parent  7. L ' a f f i n i t é  de 22 e s t  en f a i t  t r è s  proche de c e l l e  

des dérivés 4 e t  5 auxquels il d o i t  ressembler par son extension à 

p a r t i r  de l ' a z o t e ,  c e  qui  confirme l e s  r é s u l t a t s  d iscutés  précédemment 

dans l e s  paragraphes 2.1 e t  2.2. 

- l ' i n t roduc t ion  d'un subst i tuant  aromatique améliore considérablement 

l ' a f f i n i t é  dans l e  dér ivé  16. Le r ô l e  c ruc i a l  de l a  s t r uc tu r e  benzénique 

e s t  clairement démontré par  l a  comparaison du dérivé 16 au dér ivé  33, 

son homologue à noyau cyclohexyl totalement sa tu ré  dont l ' a f f i n i t é  

e s t  près de 8 f o i s  plus fa ib le .  La posi t ion du noyau aromatique dans 



l a  cha îne  l a t é r a l e  a p p a r a î t  également dé te rminante  puisque  l e  passage 

du d é r i v é  16 au d é r i v é  17, q u i  correspond à un s imple  déca lage  d 'un 

chainon carboné de c e  noyau au  l a r g e  de l ' a tome d ' a z o t e  de  l a  cha îne  

l a t é r a l e ,  s e  t r a d u i t  également pa r  une p e r t e  d ' a f f i n i t é  d 'un  f a c t e u r  8 .  

A l ' é v i d e n c e  un f a c t e u r  s t é r i q u e  i n t e r v i e n t  i c i ,  de  même probablement 

que dans l ' e x p l i c a t i o n  de  l a  f a i b l e  a f f i n i t é  du d é r i v é  19 .  L ' e f f e t  

bénéf ique  du r a d i c a l  benzyl  est  perdu s i  on l e  combine avec une s u b s t i -  

t u t i o n  amenant une c h a î n e  p o l a i r e  dans l e  d é r i v é  18. Ce p rodu i t  p r é s e n t e  

une a f f i n i t é  qu i  n ' e s t  en r i e n  s u p é r i e u r e  à c e l l e  du d é r i v é  p o l a i r e  

pa ren t ,  e t  notablement i n f é r i e u r e  à c e l l e  du d é r i v é  16. 11 n 'y  a  pas  

d ' ' e f f e t  a d d i t i f  p o s i t i f  des  deux s u b s t i t u a n t s ,  e t  même p l u t ô t  un e f f e t  

néga t i f  en faveur  encore  une f o i s  de  c o n t r a i n t e s  s t é r i q u e s .  La s u b s t i -  

t u t i o n  du noyau aromatique du d é r i v é  16 augmente l ' a f f i n i t é  du d é r i v é  

obtenu quand l e  s u b s t i t u a n t  e s t  un groupement méthoxy en p o s i t i o n  méta 

ou para ou un ch lo re  en pa ra ,  t a n d i s  que l e  p a r a n i t r o  d é r i v é  p r é s e n t e  

au c o n t r a i r e  une a f f i n i t é  un peu p l u s  f a i b l e  que l e  p r o d u i t  pa ren t .  

Des r é s u l t a t s  obtenus u l t é r i e u r e m e n t  dans l e  l a b o r a t o i r e  on t  montré 

également une augmentation d ' a f f i n i t é  p a r  s u b s t i t u t i o n  en para p a r  

l e  f l u o r  ou l e  brome, t a n d i s  que l e  remplacement du noyau benzénique 

p a r  des c y c l e s  i s o s t è r e s  comme l e  noyau de  l a  p y r i d i n e  (dé r ivés  39 e t  

40) ou c e l u i  du thiophène ( d é r i v é  42) ou du f u r f u r a l  ( d é r i v é  43) 

s  'accompagnait d 'une b a i s s e  s e n s i b l e  d ' a i  f i n i t é  (Lei  ebvre  1984). 

L ' u t i l i s a t i o n  du d é r i v é  f e r r o c e n y l  (dé r ivé  41) e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

i n t g r e s s a n t e .  Il s ' a g i s s a i t  avec c e  p rodu i t  d e  s t r u c t u r e  aromatique 

r appe lan t  c e l l e  du benzène, mais d 'une  é p a i s s e u r  beaucoup p lus  grande,  

avec s e s  deux cyc le s  a c c o l é s  r e l i é s  pa r  l ' a tome d e  f e r  ( f i g u r e  64 ) 

de  t e s t e r  s i  l e  mode d ' i n t e r a c t i o n  du phényl du d é r i v é  16 avec l e  

r écep teu r  s e  f a i t  p a r  c o n t a c t  d 'une s e u l e  des  deux f a c e s  du cyc le  ou 

p a r  l e s  deux f aces .  Dans l e  premier  c a s ,  cor respondant  à l ' a b s e n c e  de  

f a c t e u r  d'empêchement s t é r i q u e ,  l ' a f f i n i t é  des  deux p r o d u i t s  d e v r a i t  
L e t r e  s i m i l a i r e ,  t a n d i s  que dans l e  second, l ' é p a i s s e u r  cons idé rab le  

du s u b s t i t u a n t  f e r r o c é n y l  d e v r a i t  l 'empêcher de  s e  p o s i t i o n n e r  co r r ec -  

tement dans l a  c r e v a s s e  ou l a  poche de  l i a i s o n  e t  r é s u l t e r  en une 

diminut ion cons idé rab le  de  l ' a f f i n i t é .  C ' e s t  c e t t e  d e r n i è r e  é v e n t u a l i t é  

q u i  semble v é r i f i é e  expérimentalement.  



Figure  64 - S t r u c t u r e  e t  épa i s seu r  comparée du c y c l e  de l a  

benzylamine b) e t  de son homologue d é r i v é  du 

f e r r o c è n e  a ) .  



3.5. Conclusion 

L'utilisation d'une série homogène de dérivés stércidiens, 

les 17B-carboxamides de la dexaméthasone a permis d'obtenir un 

certain nombre de renseignements intéressants sur le site de liaison 

du récepteur des glucocorticoldes : 

- ce site apparaît globalement hydrophobe dans la région correspondant 
à la chaîne 176, région qui semble étonnamment profonde et vaste, 

O 

s'étendant sur près de 10 A. 
O - à l'intérieur de cette région hydrophobe et à environ 2,4 A du 

carbone 22 du 176-carboxamide (qui se positionne probablement comme 

l'oxygène 21 de la dexaméthasone d'après les données cristallographiques 

évoquées précédemment au paragraphe 2.4) il existe une zone moins 

hydrophobe comportant probablement un acide aminé aromatique (Figures65et65 

Cet acide aminé aromatique est sans doute très voisin de l'acide 

aminé impliqué dans la reconnaissance et la liaison par le récepteur 

de la chaîne latérale dihydroxyacétone de la dexaméthasone, c'est-à- 

dire le carbonyl 20 et surtout l'hydroxyle 21. L'acide aminé aromatique 

du site suspecté ici est probablement différent de cet acide aminé 

impliqué dans une liaison hydrogène avec l'hydroxyle 21, à moins qu'il 

ne s'agisse d'une tyrosine capable de contracter à la fois des 

liaisons hydrogène sur son substituant phénolique et des interactions 

aromatiques de type a IT par son noyau benzénique. Rappelons que c'est 

dans la région 178 que se trouverait égalenent la cystéine essentielle 

à la liaison du stéroïde au récepteur des glucocorticoIdes d'après les 

résultats obtenus par l'alkylation de celui-ci avec le 21 mésylate de 

dexaméthasone (voir partie bibliographique II, 2 . l b ) .  Cette cystéine 

serait donc dans un environnement hydrophobe comportant un acide aminé 

aromatique. 



Figure  65 - C a r t e  hypothé t ique  de l a  rég ion  du r é c e p t e u r  des  

g l u c o c o r t i c o ~ d e s  s i t u é e  en regard  de l a  cha îne  l a t é r a l e  

des  176-carboxamides d é r i v é s  de l a  dexaméthasone. 

p- Zone hydrophobe 

[-[ Zone moins hydrophobe comportant sans  doute  
un a c i d e  aminé aromatique.  
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Figure  66 - Géométrie comparée de  l a  cha îne  l a t é r a l e  17B de  l a  
dexaméthascne a )  e t  du DXB b ) .  La l i a i s o n  amide e s t  
t r a n s  e t  p lane  e t  son o r i e n t a t i o n  probable  pa r  r appor t  
au c y c l e  D s i m i l a i r e  à c e l l e  de  l a  cha îne  hydroxy- 
acé tone  de l a  dexaméthasone. Les degrés  de l i b e r t é  de  
l ' o r i e n t a t i o n  de l a  cha îne  du DXB correspondent  donc 
e s s e n t i e l l e m e n t  aux r o t a t i o n s  au tou r  des  axes d e  l i a i s o n  
N-CZ2 e t  CZ2-C23. Deux des  nombreuses conformations 
possibles son t  r e p r é s e n t é e s .  



4 - DISCUSSION DES RESULTATS EN REGARD DE L'ACTIVITE ANTIGLUCOCOR- 
TICOIDE DES 176-CARBOXAMIDES DE LA DEXAMETHASONE 

Nous avons montré, avec le groupe de Rousseau à Bruxelles, 

que les 17~-carboxamides de la dexaméthasone constituent une nouvelle 

classe d'antiglucocorticoîdes (Rousseau 1979, f ig~re 67 et tableau 

xx ). Ces produits se sont révélés antiglucocorticoïdes sur tous 

les modèles cellulaires dans lesquels ils ont été testés, cellules 

d'hépatome de rat (Rousseau 1979, Baumann 1983, Danhaive 1986), 

thymocytes de souris (Duval 1984), cellules hémopoiétiques de moelle 

de souris (Greenberger J.S., Comrmnication personnelle) et cellules 

humaines (MCF 7 (Rochefort H., Communication personnelle). Aucun de 

ces produits ne présente malheureusement d'activité antiglucocorti- 

coïde significative in vivo. In vitro ils se montrent soit agonistes 

partiels, soit antagonistes purs selon la nature du substituant de 

l'azote. Contrairement aux dérivés de la progestérone et au RU 486, 

les 176-carboxamides de la dexaméthasone portent une fonction hydroxyle 

en 116 et leur structure générale en dehors de la chaîne 176 est celle 

d'un parfait agoniste. Ils se rangent dans la catégorie des anti- 

glucocorticoIdes obtenus par modification de cette chaîne latérale 

178 avec les dérivés 21 mésylate décrits par Simons ( 1 9 8 0 ~ ~  1981) et 

les 17, 21 acétoni.de décrits par Rousseau !1983). La région 176 du 

stéroïde apparaît donc importante à la fois pour la liaison du stéroïde 

au récepteur et pour le déclenchement de la réponse biologique. La 

perte de cette activité chez les 178 carboxamides s'explique sans 

doute par la perte de l'hydroxyle en 21 et des interactions normales 

de l'extrémité de la chaîne latérale avec le récepteur. L'introduction 

d'un substituant aromatique de la série du dérivé 16 augmente à la 

fois l'affinité des 176-carboxamides pour le récepteur et leur acti- 

vité antiglucocorticoïde. A ce propos, il n'est pas indifférent de 

remarquer qu'un certain nombre d'antiglucocorticoïdes non stéroîdiens 

présentent une structure comportant des cycles aromatiques et sont 

très susceptibles d'interagir avec des acides aminés aromatiques par 

transfert de charge (voir partie bibliographique II, 1.2b, figure 17 ) .  
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Figure 67 - Activité antiglucocortico'ide de trois 17 &carboxamides 

dans des cellules d'hépatome de rat. Courbe dose- 
effet d'inhibition d'induction de la TAT par la 
dexaméthasone 25 nM (d'après Rousseau 1979) 
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TABLEAU X X  - Activité antiglucocorticoïde des stéroïdes 17B- 
carboxamides vis-à-vis de l'induction de la TAT 
dans les cellules HTC. Cette induction est exprimée 
en % de la valeur d'un témoin incubé avec 25 n M de 
dexaméthasone. 
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Les acides aminés mis en jeu dans l a  l i a i son  pa r t i cu l i è r e  des 

carboxamides au récepteur se ra ien t  donc probablement impliqués à 

l a  f o i s  dans l a  l i a i son  du s té ro ïde  e t  l ' ac t iva t ion  du complexe 

s téroïde récepteur, ce qui l eu r  confère un i n t é r ê t  supplémentaire. 





III - PREPARATION DE STEROIDES BIFONCTIONNELS POUR L'ETUDE DU 

NOMBRE DE SITES DE LIAISON DU RECEPTEUR 

1 - PRINCIPE 

Un problème encore mal é c l a i r c i  à propos de l a  s t r u c t u r e  

du r écep teu r  des  g lucocor t ico?des  e s t  c e l u i  du nombre d e  s i t e s  de  

l i a i s o n  au s t é r o ï d e ,  a c c e s s i b l e s  dans l e s  d i f f é r e n t e s  formes molé- 

c u l a i r e s  q u ' i l  p r é sen te  e n  f o n c t i o n  des  cond i t i ons  expér imenta les  

( f o r c e  ion ique  du tampon e t  t empéra ture  e s s e n t i e l l e m e n t ) .  On 

d i s t i n g u e  en  e f f e t ,  d ' a p r è s  l e u r s  paramèt res  hydrodynamiques, deux 

formes p r i n c i p a l e s  du r écep teu r  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  : l a  forme de 

hau t  poids mo lécu la i r e  de  cons t an te  de  sédimentat ion 8 s  e t  de  rayon 

de  Stokes 7 à 8 nm, e t  l a  forme d e  p l u s  f a i b l e  poids mo lécu la i r e  de 

cons t an te  d e  séd imenta t ion  4s e t  de  rayon de Stokes 5 nm. La première 

e s t  s t a b i l i s é e  p a r  l e  molybdate e t  correspond au complexe hormone 

r écep teu r  non t ransformé t and i s  que  l a  seconde c o n s t i t u e  l e  r é c e p t e u r  

t ransformé ( v o i r  p a r t i e  b ib l iog raph ique ,  II, 2.2 . a ) .  La forme 4s e s t  

souvent cons idé rée  comme un monomère n e  p o r t a n t  qu'un s e u l  s i t e  de 

l i a i s o n  du s t é r o ï d e ,  t a n d i s  que l e  doute  s u b s i s t e  à propos d e  l a  forme 

8 s  p ré sen tée  p a r  c e r t a i n s  comme un homopolymère r é s u l t a n t  d e  l 'assem- 

b l age  de  q u a t r e  sous-uni tés  l i a n t e s  i d e n t i q u e s  e t  pa r  d ' a u t r e s ,  de  

p l u s  en p lus  nombreux, comme une s t r u c t u r e  hé té rool igomèr ique  ne 

comportant qu 'une  s e u l e  u n i t é  l i a n t e  e t  au moins une, e t  p l u t ô t  deux 

ou t r o i s  sous-uni tés  p ro t é iques  d i f f é r e n t e s  d e  l ' u n i t é  l i a n t e ,  t e l l e s  

que l a  p r o t é i n e  90K de  choc thermique. Nous avons pensé que des  s t é r o ï d e s  

b i f o n c t i o n n e l s ,  c o n s t i t u é s  de  deux molécules  de  s t é r o ï d e  r e l i é e s  p a r  

un b r a s  espaceur ,  p o u r r a i e n t  o f f r i r  un o u t i l  i n t é r e s s a n t  pour s a v o i r  

s i  l e  nombre d e  sous-uni tés  l i a n t e s  p r é s e n t e s  dans l e  complexe de h a u t  

poids mo lécu la i r e  e s t  ou non s u p é r i e u r  à un. En e f f e t ,  l ' u t i l i s a t i o n  

de  t e l s  s t é r o ï d e s  b i f o n c t i o n n e l s  capab le s  de  s e  l i e r  à deux s i t e s  

de l i a i s o n  en même temps d e v r a i t  condu i r e  dans un c a s  à l a  format ion  d e  

dimères de  r é c e p t e u r s  e t  dans l ' a u t r e  à une polymér isa t ion  de  c e l u i - c i  

avec format ion  d ' a g r é g a t s  de très h a u t  po ids  molécula i re  (F igure  68 1. 



Figure 68 - Principe de l'utilisation des stéroïdes 
bifonctionnels pour la détermination de l'existence 

d'un seul a) ou de plilsieurs b) sites de liaison 

au stéroïde sur le récepteur. 



Ces p r o d u i t s  p o u r r a i e n t  également ê t r e  u t i l i s é s  comme jauge de  profon- 

deur  du s i t e  de  l i a i s o n  au s t é r o ï d e  : en f a i s a n t  v a r i e r  p rog res s i -  

vement l a  longueur  du b r a s  r e l i a n t  l e s  deux s t é r o ï d e s  ou d e v r a i t  

dé te rminer  l a  p l u s  p e t i t e  longueur n é c e s s a i r e  à l a  l i a i s o n  s imul tanée  de 

deux molécules  de  r écep teu r  s u r  une même molécule  d e  s t é r o ï d e  bifonc-  

t i o n n e l ,  longueur  a p r i o r i  éga l e  au double de l a  profondeur  du s i t e .  

Une t e l l e  approche n ' a  jamais é t é  app l iquée  aux r é c e p t e u r s  des  s t é -  

ro ïdes .  E l l e  nous a paru sédu i san te ,  mais e l l e  n é c e s s i t e  d e  d i spose r  

d 'abord de  s t é r o ï d e s  b i f o n c t i o n n e l s  ayant  une t r è s  bonne a f f i n i t é  pour  

l e  r écep teu r .  C ' e s t  donc à l a  concept ion  e t  à l a  p r é p a r a t i o n  de  t e l l e s  

molécules que nous nous sommes d 'abord  a t t a c h é s ,  en commençant pa r  

l a  s é r i e  des  176-carboxamides q u i  nous a v a i t  jusque l à  r é s e r v é  davan- 

t age  d e  s a t i s f a c t i o n s  que d e  débo i r e s .  

2 - PREPARATION DE STEROIDES BIFONCTIONNELS ET MESURE D'AFFINITE 

POUR LE RECEPTEUR 

2.1. Biscarboxamides d e  l a  dexaméthasone 

En première i n t e n t i o n ,  f o r t  de  n o t r e  expér ience  d e  c e s  

p r o d u i t s ,  e t  compte-tenu de  l ' a £  f i n i t é  app réc i ab le  d e  d é r i v é s  à c h a î n e  

a l i p h a t i q u e  longue comme l e  d é r i v é  8 du t ab l eau  X V I I .  (Ki = 0,05 HM), 

nous nous sommes tournés v e r s  l a  syn thèse  des d i v e r s  b i s  17B-carboxa- 

mides d e  l a  dexaméthasone r e p r é s e n t é s  s u r  l a  f i g u r e  6 9  . Les d é r i v é s  

1, II e t  III s o n t  d'une p r é p a r a t i o n  r ap ide  e t  f a c i l e  en une  s e u l e  é t a p e  à 

partir de l a  dexaméthasone oxydée. Ils présen ten t  l ' i n c o n v é n i e n t  de  comporter 

un b r a s  r e l a t i vemen t  c o u r t  e t  t r è s  hydrophobe, a u s s i  avons nous 

p répa ré  également c e r t a i n s  des  a u t r e s  p rodu i t s  I V  à V I 1 1  dont  l a  

cha îne  e s t  p l u s  longue e t  un peu p l u s  p o l a i r e ,  mais dont  l a  p répa ra t ion  

r e q u i e r t  un nombre p lus  é l evé  d ' é t a p e s .  Le d é r i v é  V e s t  a i n s i  p réparé  

par  couplage de  diaminohexane en excès  à l a  dexaméthasone oxydée, 

p i s  r é a c t i o n  du carboxamide à f o n c t i o n  amine l i b r e  obtenu avec 

l ' anhydr ide  succ in ique  e t  e n f i n  couplzge du d é r i v é  a c i d e  obtenu avec 

une nouve l l e  molécule  de  carboxamide à fonc t ion  amine l i b r e .  Dans l e  

cas  du d é r i v é  V I I I ,  l e  diamino-2-propanol e s t  d ' abord  g r e f f é  à s e s  

deux e x t r é m i t é s  avec l ' a c i d e  aminohexanolque dont  l a  f o n c t i o n  amine a 
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préalablement é t é  protégée par un groupement N-t-Boc (N-terbutoxy- 

carbonyl). La protection e s t  ensui te  coupée e t  l e  bras  l i b r e  mis à 

réag i r  avec un excès de dexaméthasone oxydée act ivée  à l'hydroxy- 

benzotriazole en présence de dicyclohexylcarbodiimide. Le dérivé III 

a également é t é  préparé sous forme radioact ive  à haute a c t i v i t é  

spécif ique en microméthode à p a r t i r  de l a  dexaméthasone t r i t i é e  du 

commerce (40 C i  m o l - ' ) .  L ' a f f i n i t é  pour l e  récepteur de plus ieurs  de 

ces composés a é t é  t e s t ée  sur  l e s  produi ts  f ro id s  par compétition de 

l i a i s o n  avec l a  dexaméthasone t r i t i é e .  E l l e  apparaî t  malheureusement 

assez f a i b l e  pour tous l e s  produi ts  t e s t é s ,  de l ' o r d r e  de 0,5 à 1 PM. 

Une a f f i n i t é  aus s i  f a i b l e  rend impossible l e  t r ava i l  dans l e s  condit ions 

stoechiométriques imposées par l e  pr incipe  de l ' é tude .  En e f f e t ,  pour 

obtenir  que l e  bifonctionnel réag isse  avec deux s i t e s  de l i a i son  au 

s té ro ïde ,  il ne f a u t  pas q u ' i l  s e  trouve en excès par rapport  au nombre 

de s i t e s  de l i a i son  présents dans l e  milieu, mais il f a u t  cependant que 

sa concentration s o i t  s i  poss ible  supérieure ou égale à son K .  pour 
1 

ga ran t i r  une l i a i s o n  eff icace .  O r  en prat ique,  l a  concentrat ion des 

s i t e s  de l i a i s o n  en récepteur e s t  de 0,01 PM dans l e  cytosol  du f o i e  

de r a t  e t  d'environ 0,05 à 0,07 UM dans l e s  préparations l e s  plus 

concentrées d ' e x t r a i t  au s u l f a t e  de protamine de récepteur l i b r e  

(non l i é  à l'hormone) que nous ayons pu obtenir .  L ' a f f i n i t é  de nos 

bifonctionnels apparaî t  a i n s i  à l 'évidence un ordre de grandeur t rop 

f a i b l e  pour que ces produits  puissent  ê t r e  u t i l i s é s  dans des conditions 

s a t i s f a i s an t e s .  L' étude en HPLC d '  exclusion de t a i l l e  s u r  colonne 

TSK G 4000 SW du complexe dér ivé  III radioact i f  à haute a c t i v i t é  

spécifique-récepteur a malheureusement confirmé nos c r a in t e s .  Aucune 

polymérisation n i  dimérisation du récepteur n ' a  pu ê t r e  mise en 

évidence. La f a i b l e  a c t i v i t é  de l i a i s o n  observée a toujours é t é  

retrouvée vers  7-8 nm, zone d ' é lu t ion  normale du complexe dexaméthasone 

t r i t i ée - récep teur  e t  des complexes obtenus avec l e s  carboxamides 

monofonctionnels 8 e t  16 du tableauxVI1 , également préparés sous 

forme radioact ive  à haute a c t i v i t é  spécifique par nos soins .  Nous 

avons a l o r s  décidé d'abandonner l e s  176-carboxamides pour d ' au t res  



dé r ivés  p l u s  prometteurs .  

2.2. E s t e r s  en 21 d e  l a  dexaméthasone ou de  l ' a c é t o n i d e  

de  t r iamcinolone  

Le recours  à des  e s t e r s  d e  s t é r o ï d e s  en 21 n é c e s s i t e  un 

c o n t r ô l e  soigneux des cond i t i ons  expér imenta les ,  e t  en p a r t i c u l i e r  d e  

l a  s t a b i l i t é  d e  l a  molécule  d ' e s t e r  dans l e s  mi l ieux  b io log iques .  Aussi 

avons nous d 'abord f a i t  des  e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  v é r i f i a n t  l a  s t a b i -  

l i t é  e t  l ' a f f i n i t é  pour  l e  r é c e p t e u r  des  a c é t a t e s  d e  dexaméthasone 

e t  de t r iamcinolone.  

a)  Acé ta t e s  de  l a  dexaméthasone e t  de  l ' a c é t o n i d e  

de  t r iamcinolone  

Ces dé r ivés  (IX e t  X d e  l a  f i g u r e  70 1, s o n t  t r è s  f a c i l e s  

à prépa re r  p a r  r é a c t i o n  de  l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  s u r  l e  s t é r o ï d e  

d e  dépa r t  correspondant  en m i l i e u  py r id ine  à chaud (70°C).  Le rendement 

e s t  quas i  q u a n t i t a t i f .  Des d é r i v é s  r a d i o a c t i f s  d ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

v a r i é e  o n t  é t é  également p répa rés  en microméthode. Nous avons é t u d i é  

l e u r  s t a b i l i t é  dans l e  c y t o s o l  n a t i f  e t  dans nos p r é p a r a t i o n s  

concent rées  d e  r écep teu r  l i b r e  ( e x t r a i t  s u l f a t e  de  protamine) .  Après 

une  n u i t  à 0"  dans l e  c y t o s o l ,  l ' h y d r o l y s e  d e  l ' a c é t a t e  d e  dexaméthasone 

e s t  beaucoup p lus  impor tan te  (33 à 50 %) que c e l l e  de  l ' a c é t a t e  

d ' acé ton ide  d e  t r iamcinolone  (moins de 10 %), a i n s i  que l ' a t t e s t e  

l e s  c o n t r ô l e s  de  l ' é t a t  du s t é r o z d e  p a r  chromatographie en couche 

mince. De p l u s ,  dans d e  l ' e x t r a i t  s u l f a t e  d e  protamine a j u s t é  à 

pH 6,6 l ' h y d r o l y s e  du d é r i v é  d e  l ' a c é t o n i d e  de  t r iamcinolone  

tombe à moins de 2 2 .  La mesure d e  1 ' af f  i n i  t é  de c e  d e r n i e r  d é r i v é  

pour  l e  r é c e p t e u r  a p p a r a î t  a i n s i  poss ib l e .  E l l e  a  é t é  r é a l i s é e  s o i t  

p a r  compét i t ion  avec du d é r i v é  X f r o i d ,  s o i t  pa r  mesure d i r e c t e  de 

l ' i n t e r a c t i o n  de  c e  d é r i v é  r a d i o a c t i f  à h a u t e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  
- 1 (40 C i  mm01 ) .  Nous avons observé  a p r è s  i n t e r a c t i o n  avec l e  r écep teu r  

du dé r ivé  X t r i t i é  e t  s é p a r a t i o n  du p i c  r é c e p t e u r  7 nm en HPLC d '  

exc lus ion  de  t a i l l e  que c e  p i c  c o n t e n a i t  une  p ropor t ion  majeure 

d ' a c é t a t e  ( 6 2  %) mais que l a  présence  d ' acé ton ide  de  t r iamcinolone  

provenant d e  l ' hyd ro lyse  de  X é t a i t  l o i n  d ' ê t r e  n é g l i g e a b l e  (38 %). 
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Figure 70 - Esters mono et bifonctionnels de la dexaméthasone 
et de l'acétonide de triamcinolone. La notation TA 

désigne le squelette de l'acétonide de triamcinolone. 



Du f a i t  de sa t r è s  f o r t e  a f f i n i t é  pour l ' acé ton ide  de triamcinolone, 

l e  récepteur concentre c e  s t é ro ïde  dans ses  s i t e s  de l i a i s o n ,  c e  qu i  

fausse  l e s  mesures d ' a f f i n i t é ,  même avec un taux d'hydrolyse g loba le  

i n f é r i eu r  à 2 %. La constante  de d i s soc ia t ion  apparente du complexe 

dér ivé  X-récepteur e s t  a i n s i  de 0,04 PM t and i s  que sa valeur  corr igSe 

s '  é lève  à 0,l-0,3 PM. Bien que non s a t i s f a i s an t e , c e t t e  valeur ,  mei l leure  

que c e l l e  du mei l leur  des carboxamides bi fonct ionnels  a  j u s t i f i é  

d ' a l l e r  plus l o i n  dans l a  s é r i e  des e s t e r s  d 'acétonide de triamcino- 

lone. 

b )  Estersd 'acétonide de triamcinolone bi fonct ionnels  

Les dérivés X I  à XVI (Figure 70 ) ont  é t é  préparés. La 

première étape de l a  synthèse cons i s te  à chaque f o i s  en l a  préparation 

de l 'hémisuccinate X I  à p a r t i r  de l 'anhydride succinique dans l e s  

mêmes condit ions (milieu pyr idine  à chaud) que pour l a  préparation 

des dérivés I X  e t  X. Le rendement e s t  excel lent .  Le dér ivé  X I  e s t  

ensu i te  couplé à l a  n-propylamine, au diaminopropane ou au diamino- 

hexane en excès pour donner l e s  dér ivés  X I I  à X I V .  Un couplage 

en condit ions stoechiométriques avec l e  diaminopropane ou l e  diamino- 

propanol-2 conduit aux dér ivés  XV e t  X V I .  L e  rendement de préparat ion 

des produits  f r o id s  e s t  de l ' o r d r e  de 14 à 50 % selon l e s  produi ts .  

Il e s t  plus f a i b l e  pour l e s  produits  r ad ioac t i f s  X I I  e t  XV préparés 

en microméthode à p a r t i r  de l ' acétonide  de triamcinolone à haute 

a c t i v i t é  spéci f ique (25 c i  .mol- '  ) . 
L' in te rac t ion  des produi ts  X I I  e t  XV avec l e  récepteur a  é t é  

étudiée.  Le dér ivé  X I I  forme un complexe de haut  poids moléculaire avec 

l e  récepteur détectable  en HPLC en présence de molybdate (7-8 nm).  

L ' a f f i n i t é  corr igée ,  dédui te  de l ' ana lyse  du taux d'hydrolyse observé 

dans c e t t e  expérience (17 %) e s t  de 0,14 PM. Malheureusement, l e  

dé r ivé  XV ne donne qu'une l i a i s o n  t r è s  f a i b l e  e t  l e s  premiers l o t s  de 

c e  produit  s e  sont révé lés  i n u t i l i s a b l e s .  

Les problèmes l i é s  à l 'hydrolyse des e s t e r s  de l a  triamcino- 

lone e t  l e u r  a f f i n i t é  encore i n su f f i s an t e  pour l e  récepteur,  nous ont 

conduit à explorer  d ' au t res  modes de préparation des s t é ro ïdes  

b i fonct ionnels .  



2.3. E the r s  de  l a  dexaméthasone 

L ' i n t r o d u c t i o n  d'une l i a i s o n  é t h e r  en 21 s u r  l a  désoxycort ico-  

s t é rone  pa r  F a i l l a  (1975) pour l a  p r é p a r a t i o n  d 'un g2l  d ' a f f i n i t j  u t i l i -  

s a b l e  pour l a  p u r i f i c a t i o n  du r é c e p t e u r  des  g lucocor t i co Ides  l a i s s a i t  

supposer qu'une s u b s t i t u t i o n  de c e t t e  n a t u r e  r e s t a i t  compatible  avec une 

a f f i n i t é  a c c e p t a b l e  pour l e  récepteur .  Nous avons donc préparé  quelques 

21 é t h e r s  de  l a  dexaméthasone, d é r i v é s  monofonctionnels à cha îne  de  

longueur v a r i a b l e  (F igure  71 ) .  Le p r o t o c o l e  de synthèse  e s t  s imple,  

il comporte l a  p r é p a r a t i o n  du 21 mésyla te  d e  dexaméthasone, p u i s  l a  

r é a c t i o n  de  c e l u i - c i  avec l e  phénate  d e  sodium pour donner l e  d é r i v é  

X V I I  ou l e  s e l  de  sodium du parahydroxybenzoate de méthyle pour donner 

l e  précurseur  du d é r i v é  X V I I I  q u i  e s t  e n s u i t e  obtenu ap rès  s a p o n i f i c a t i o n  

de  c e  p récu r seu r  e t  couplage de  l a  propylamine s u r  l e  carboxyle  l i b é r é .  

Le d é r i v é  X V I I  p r é s e n t e  un Kd pour l e  r é c e p t e u r  de l ' o r d r e  de  0 , l  g M  

t a n d i s  que l ' a f f i n i t é  c h u t e  malheureusement de  manière s i g n i f i c a t i v e  

pour l e  d é r i v é  X V I I I .  C e t t e  v o i e  d e  syn thèse  n e  p a r a î t  donc pas p l u s  

encourageante que l e s  précédentes .  

2.4. Dér ivés  à chaîne  longue apparentés  à l ' a c é t o n i d e  

de t r iamcinolone  

L' e x c e p t i o n n e l l e  a£ f i n i t é  de 1 'acétoni .de de t r iamcinolone  

e t  d 'un  d é r i v é  d e  l a  même f a m i l l e  comportant un s u b s t i t u a n t  p l u s  

encombrant s u r  l e  g l y c o l  16a17a, l e  budésonide ( v o i r  p a r t i e  b i b l i o g r a -  

phique II, 1.2b e t  l a  f i g u r e  1 1 )  nous  a condu i t  à s y n t h é t i s e r  l e  

d é r i v é  X I X  à p a r t i r  de  l ' a c é t o n i d e  de  t r iamcinolone  du commerce, 

s e lon  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  s u r  l a  f i g u r e  72 . Malheureusement, une 

f o i s  encore,  l ' a f f i n i t é  pour l e  r écep teu r  du d é r i v é  X I X  s ' e s t  r é v é l é e  

t rop  f a i b l e  pour l a i s s e r  e spé re r  une s o l u t i o n  à n o t r e  problème. 

3 - CONCLUSION - PERSPECTIVE : UNE NOUVELLE APPROCHE DU PROBLEME, 

LE STEROIDE LESTE. 

Après c e s  nombreux e s s a i s ,  tous  n é g a t i f s ,  couronnant une 

a c t i v i t é  de  synthèse  chimique pour t an t  fo i sonnan te  e t  déb r idée ,  l ' h e u r e  

de l a  r é f l e x i o n  e t  des  r é v i s i o n s  d é c h i r a n t e s  a b ien  évidemment f i n i  



Dérivé 
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Figure 71 - 21 éthers de la dexaméthasone (Dex) 
monofonctionnels 
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Figure 72 - Préparation d'un dérivé de substitution à chaîne 

longue sur le glycol 16a17a de la triamcinolone. 
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par sonner, Il a bien f a l l u  admettre qu'aucune solut ion apparente 

n ' e x i s t a i t  au problème que nous nous é t ions  à nous mêmes posé. Nous 

nous sommes a l o r s  interrogés sur  l a  façon dont nous avions posé ce  

problème e t  su r  l a  nature de l a  question que nous souhait ions adresse r  

au système expérimental en posant l e  principe de no t re  démarche. 

Nous voulions en f a i t  formuler deux questions d i s t i n c t e s  qui é t a i e n t  : 

peut-on compter l e  nombre de s i t e s  de l i a i son  du s t é ro ïde  access ibles  

sur  l e s  d iverses  formes moléculaires du récepteur e t ,  p lus  accessoire- 

ment, peut-on mesurer l a  profondeur de ces s i t e s  de l i a i s o n .  La 

première question e s t  sans contes te  l a  plus in té ressan te  sur  l e  plan 

de ses  implications quant à l a  fonction du récepteur, c a r  e l l e  ouvre 

une voie  o r ig ina l e  d'approche de l a  s t ruc ture  du complexe récepteur 

oligomérique non transformé. La seconde, plus contingente,  e s t  en 

f a i t  l a  première à l aque l le  nous avions pensé, suivant l e  f i l  na ture l  

de nos premières études de r e l a t i on  s t ruc ture -ac t iv i t é  des 176-carboxa- 

mides e t  de l eu r s  implications sur  l a  s t r uc tu r e  du s i t e  de  l i a i son .  Pris 

dans c e t t e  approche, nous avons d'emblée songé à des s té ro ïdes  bifonc- 

t ionnels  u t i l i s é s  comme agents de r é t i cu l a t i on  d'une seu le  population 

de s i t e s ,  l e s  s i t e s  de l i a i s o n  au récepteur,  e t  nous avons vu, presqu' 

a u s s i t ô t ,  mais dans un deuxième mouvement, l e u r  i n t é r ê t  pour l a  

numération des s i t e s  de l i a i son .  Cependant, no t re  ré f lex ion , suf f i sament  

c r i t i q u e  pour mesurer d'emblée l e s  contra intes  imposées par  une t e l l e  

approche, à savoir  l ' ob l i ga t i on  de recour i r  à des s t é ro ïde s  bifonction- 

ne l s  présentant  une a f f i n i t é  su f f i s an t e  pour pouvoir ê t r e  u t i l i s é s  

en condit ions stoechiométriques, n ' a  pas su d'emblée remettre en cause 

l e  modèle qu ' e l l e  venait  de s ' o f f r i r  en pâture e t  in t rodui re  l a  nouvelle 

in terrogat ion qu i  s ' imposait à l a  consta ta t ion de ces con t ra in tes  e t  

qui é t a i t  naturellement : ces con t ra in tes  sont-el les contingentes à 

l a  démarche expérimentale cho is ie  ? s i  oui ,  y-a-t-il une au t re  manière, 

plus per t inen te  de poser l e s  mêmes questions au système expérimental ? 

O r ,  l a  réponse à ces deux questions e s t  oui ,  à l 'évidence pour l a  

première, après réflexion pour l a  seconde. En e f f e t ,  en centrant  c e t t e  

f o i s  no t r e  réf lexion sur  l e  problème e s sen t i e l  de l a  stoechiométrie 

de l a  l i a i s o n  s té ro ïde  récepteur,  il nous e s t  rapidement apparu que ce  



q u i  empêchait t ou t e  mesure d i r e c t e  de c e t t e  s toech iomé t r i e  p a r  l e s  

méthodes d e  dé te rmina t ion  des paramèt res  hydrodynamiques des  complexes 

hormone-récepteur é t a i t  l 'énorme d i f f é r e n c e  de  poids mo lécu la i r e  

e n t r e  l e  s t é r o ï d e  e t  l a  macromolécule q u i  l e  f i x e .  Le supplément de 

poids i n t r o d u i t  par  l a  f i x a t i o n  d 'une  ou p l u s i e u r s  molécules  de  

s t é r o ï d e  s u r  l e  r é c e p t e u r  e s t  a i n s i  to ta lement  impercep t ib l e  p a r  

l e s  méthodes a c t u e l l e s  de mesure. Mais nous avons pensé a u s s i t ô t  que l a  

s i t u a t i o n  s e r a i t  t o u t e  d i f f é r e n t e  s i  l ' o n  d i s p o s a i t  d 'un  s t é r o ï d e  

beaucoup p l u s  lourd,  un s t é r o ï d e  l e s t é  dont  l a  f i x a t i o n  au r écep teu r  

s 'accompagnerai t  d 'une  augmentation s i g n i f i c a t i v e  e t  b i e n  d é f i n i e  

du poids mo lécu la i r e  du complexe formé. Ce l e s t  d e v r a i t  ê t r e  t e l  qu'on 

pu i s se  d i f f é r e n c i e r  l e s  formes obtenues p a r  f i x a t i o n  d 'une ,  deux, t r o i s  

ou qua t r e  molécules de  s t é r o ï d e  l e s t é .  Un bon choix du l e s t  e t  l a  

r é s o l u t i o n  o f f e r t e  p a r  une technique  t e l l e  que l a  chromatographie 

d ' exc lus ion  de  t a i l l e  à hau te  performance dev ra i en t  a u t o r i s e r  c e t t e  

dé te rmina t ion .  Le l e s t  à t r ouve r  d o i t  ê t r e  une macromolécule hydrosoluble  

e t  monofonct ionnel le ,  à g r e f f e r  au  s t é r o ï d e  pour former une e n t i t é  ne 

comportant qu'une s e u l e  molécule d e  s t é r o ï d e  pa r  molécule  de  l e s t ,  c e  

q u i  à n ô t r e  sens  e x c l u t  l e  r ecour s  à l a  sérumalbumine ou aux a u t r e s  

supports  macromoléculaires  fréquemment u t i l i s é s  pour l a  f i x a t i o n  des 

p e t i t s  l i g a n d s .  C ' e s t  pourquoi nous avons pensé à l ' u t i l i s a t i o n  d'une 

molécule d ' a n t i c o r p s  ou p lus  exactement des  fragments Fab d 'un 

a n t i c o r p s  a n t i s t é r o ï d e .  Ces fragments  Fab d  'une masse molécu la i r e  

pa r f a i t emen t  d é f i n i e  o n t  une a f f i n i t é  t r è s  é l evée  pour  l e  s t é r o ï d e  

c o n t r e  l e q u e l  i l s  s o n t  d i r i g é s  e t  n e  p r é s e n t e n t  qu'un s e u l  s i t e  de 

l i a i s o n  pour  c e l u i - c i ,  au c o n t r a i r e  de  l ' a n t i c o r p s  n a t i f .  Nous nous 

proposons donc de l e s  u t i l i s e r  avec  nos s t é r o ï d e s  17B-carboxamides b i -  

f o n c t i o n n e l s  selon l e  schéma d e  l a  f i g u r e  73 . L ' a n t i c o r p s  au 

c o n t r a i r e  du récepteur ,  peut s a n s  d i f f i c u l t é  ê t r e  obtenu en concen- 

t r a t i o n  micromolaire  e t  il peut  p r é s e n t e r  pour  l e  s t é r o ï d e  g r e f f é  

une a f f  i n i t é  extrêmement é levée .  La p répa ra t ion  d 'un complexe s t a b l e  

Fab s t é r o ï d e  b i fonc t ionne l  peut  donc ê t r e  envisagée  avec conf iance .  

C e  s t é r o ï d e  l e s t é  p o u r r a i t  e n s u i t e  ê t r e  u t i l i s é  en excès  pour s a t u r e r  



Anticorps a n t i -  
s t é r o ï d e  à h a u t e  

a££ i n i t é  

Fab S t é r o i d e  
b  i f  onc t i o n n e l  

(en excès)  

excès ) 

l e s t é  

M + M' 
M + 4 1 4 '  

F igure  73 - P r i n c i p e  de  l ' u t i l i s a t i o n  d'un a n t i c o r p s  a n t i - s t é r o ï d e  
e t  d 'un  s t é r o ï d e  b i f o n c t i o n n e l  pour l ' o b t e n t i o n  de  
s t é r o ï d e  l e s t é  e t  l a  numération des s i t e s  de l i a i s o n  au 
s t é r o ï d e  du récepteur .  



l e s  s i t e s  de l i a i s o n  du récepteur.  La démarche proposée a l e  mér i te  

majeur de nous a f f r anch i r  de l a  nécess i t é  d ' ob t en i r  un bi fonct ionnel  

à t r è s  haute a f f i n i t é  pour l e  récepteur.  L ' a f f i n i t é  modérée de nos 

1 7  &-carboxamides e s t  en e f f e t  su f f i s an t e ,  nous l 'avons vu, pour former 

un complexe s t a b l e  avec l e  récepteur,  dé tec tab le  sans problème en chro- 

matographie d 'exclusion de t a i l l e .  Cet te  nouvel le  approche f a i t  mainte- 

nant  l ' ob j e t  du t r a v a i l  de thèse de l ' un  de nos é tud ian t s .  



I V  - UTILISATION DE N-AZKYL ET N-ARYLMALEIMIDES POUR L'EXPLORATION 

DE L'ENVIRONNEMENT DU THIOL DU RECEPTEUR ESSENTIEL A LA LIAISON 

DU STEROIDE 

1 - PRINCIPE 

Nous avons vu précédemment que l ' ex i s t ence  d'un th io l  e s sen t i e l  

à l a  l i a i son  des s té ro ïdes  au récepteur des glucocorticoïdes e s t  bien 

documentée ( p a r t i e  bibliographique II, 2 . lb) .  Les arguments en 

faveur de l ' impl ica t ion  d'une cysté ine  dans l a  l i a i son  stéroïde- 

récepteur sont i nd i r ec t s  e t  r é su l t en t  de l 'observat ion de 1' e f f e t  

s t a b i l i s a n t  de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  du récepteur l i b r e  présenté 

par l e s  agents réducteurs des t h i o l s  e t  de l ' e f f e t  inact ivant  présenté  

au con t ra i re  par divers r é a c t i f s  spécifiques des t h i o l s  l i b r e s ,  dont l a  

N-éthylmamélimide. La f i xa t i on  préalable  du s té ro ïde  protège l e  s i t e  

de l i a i son  contre  l ' e f f e t  de ces r é a c t i f s ,  c e  qui l a i s s e  penser que 

l a  cysréine e s s e n t i e l l e  pourra i t  se  trouver dans l e  s i t e  de l i a i s o n  

lui-même. Aucune étude d i r ec t e  de c e t t e  cysté ine  n ' a  encore é t é  p ra t i -  

quée sur l e  récepteur p u r i f i é ,  e t  son i den t i f i c a t i on  absolue r e s t e  à 

r é a l i s e r .  On ne s a i t  pas davantage s i  c e t t e  cysté ine  e s s e n t i e l l e  à l a  

l i a i s o n  e s t  unique ou s i  e l l e  e s t  vois ine  d'une au t r e  cysté ine  avec 

laque l le  e l l e  pourra i t  former un pont d i su l fu re .  C 'es t  pourquoi, 

tenant compte de l a  d i f f i c u l t é  à p u r i f i e r  l e  récepteur des gluco- 

cor t icoIdes ,  nous avons t en té  d 'obtenir  des précis ions  sur  l1environ- 

nement de c e t t e  cysté ine  e s sen t i e l l e  en u t i l i s a n t  une s é r i e  de 

N-alkylmaléimides selon l'approche d é c r i t e  par Heitz (1968). Cet 

auteur a  en e f f e t  montré que l a  nature  du rad ica l  por té  par une 

maléimide N-substituée pouvait conditionner l a  c inét ique d ' i n t e r ac t i on  

de c e  réac t i f  des t h i o l s  avec l a  cysté ine  e s s e n t i e l l e  por tée  par  

d ivers  enzymes. Il observe a i n s i  que l a  v i t e s s e  apparente d ' inac t iva t ion  

par l e s  N-alkylmaléimides de l ' a l coo l  deshydrogénase de levure augmente 

considérablement avec l a  longueur de l a  chaîne a l iphat ique subs t i tuan t  

de l ' a zo t e  de l a  maléimide, a lo r s  que c e t t e  v i t e s se  e s t  inchangée 



dans l e  cas de l a  glucose-6-phosphate déshydrogénase de levure. Pour 

expliquer c e t t e  observation il propose que l a  c iné t ique  d ' a lky la t ion  

d'un groupement t h i o l  e s sen t i e l  por té  par une proté ine  a i t  l i e u  

selon l e  processus en deux étapes suivant : 

k + 2  
E - SH : Mal - E - S-alkylé E - SH + Mal *-, 

L a  première étape e s t  révers ib le  e t  cons i s te  en l a  l i a i s o n  de l a  

maléimide dans l e  s i t e  a c t i f  au voisinage du t h i o l  à alkyler .  Ce t te  

é tape e s t  gouvernée par  l ' a f f i n i t é  de l a  maléimide pour ce  s i t e  e t  

c ' e s t  à son niveau que s e  s i t u e  l e  r ô l e  déterminant du subst i tuant  

por té  par l ' a z o t e  dont l ' e f f e t  sera  fonction de l a  nature  du s i t e  

a c t i f  e t  de sa géométrie. La seconde étape cons i s te  en l ' a l ky l a t i on  

du th iol  par l a  maléirni.de. E l le  e s t  gouvernée par l a  constante de 

v i t e s se  k+2, n ' i n t é r e s se  que l a  double l i a i s o n  réac t ive  de l a  maléi- 

mide e t  l e  groupement t h i o l ,  e t  ne  dépend donc pas de l a  nature  du 

subst i tuant  de l ' a zo t e .  Heitz a  d ' a i l l e u r s  v é r i f i é  que l a  v i t e s s e  

d 'a lkyla t ion par l e s  N-alkylmaléimides de p e t i t e s  molécules comme l a  

cysté ine  ou l e  g luta thion,  dont l e  t h io l  e s t  parfaitement access ible ,  

e s t  l a  même quel que s o i t  l e  subst i tuant  de l 'atome d'azote de l a  

maléimide. La théor ie  de ce  modèle d ' a l l u r e  michaelienne conduit 

à l 'expression de l a  v i t e s s e  d ' inac t iva t ion  de l'enzyme à t h i o l  

selon l 'équat ion : 

V = k+2 Mal 
E~ 

K + Mal 

où ET e t  Mal désignent les concentrations en enzyme t o t a l  e t  en 
L 

maléimides, e t  K = k+2 + k-1 qu'on ass imi le  à KD en considérant 

k+ 1 
que k+2 << k-1. Quand l a  concentration en rnaléimide e s t  t r è s  élevée 

e t  largement supérieure à KD l a  v i t e s s e  d ' a lky la t ion  de l'enzyme par 

l a  ma1éimi.de tend vers  sa valeur maximale 

qui  e s t  l a  même pour tou tes  l e s  maléimides, Le s i t e  de l i a i son  é t an t  



saturé par le réactif et k ne dépendant pas de la nature du 
+2 

substituant de la maléirni.de. Au contraire, quand la concentration 

en maléimide est inférieure à KD alors la vitesse d'alkylation de 

l'enzyme devient : 

(k = constante de vitesse d'alkylation apparente) 
aPP 

Cette vitesse est proportionnelle à la concentration en maléimide et 

surtout à l/KD constante d'affinité de la maléimide considérée pour 

le site entourant la cystéine essentielle. C'est dans ces dernières 

conditions que les maleimides N-substituées ont été utilisées pour 

l'exploration de l'environnement du thiol essentiel de divers enzymes. 

Le substituant employé est généralement une chaîne aliphatique de 

longueur croissante dont l'hydrophobicité augmente avec l'addition 

de chaque méthylène supplémentaire. Un effet positif de l'augmen- 

tation de la longueur de cette chaîne sur la vitesse d'inactivation 

a été observé par le groupe d'Anderson dans le cas de plusieurs 

enzymes : l'alcool déshydrogénase de levure (Heitz 1968), la 

D-aminoacide-oxydase (Fonda 1969), la LB-glycérophosphatedéshydro- 

génase de muscle de lapin (Anderson 1970a), la papaïne (Anderson 

1970b) et la lacticodéshydrogénase (Anderson 1974). Des résultats 

similaires ont été rapportés par d'autres auteurs pour la luciférase 

bactérienne (Nicoli 1974). Dans tous ces cas, une augmentation consi- 

dérable (de 10 à 2000 fois selon l'enzyme considéré) de la constante 

de vitesse d'inactivation apparente a été observée après allongement 

de la chaîne tatérale depuis la N-éthyl jusqu'à la N-sctyl , la 
N-nonyl ou la N-décylmalélmide. En conséquence, un environnement 

hydrophobe a été postulé pour le thiol essentiel de ces enzymes. A 

l'inverse, aucun effet significatif de l'allongement de la chaîne 

n'a été observé sur la vitesse d'inactivation de la glucose-6- 

phosphate déshydrogénase ou de la 6-phosphogluconate déshydrogénase 

de levure (Heitz 1968, Noble 1977). Ce résultat suggère que le 



sulfhydryle essent iel  de ces enzymes e s t  bien exposé au milieu extér ieur  

e t  se trouve dans une région relativement po la i r e  de l a  protéine. 

Tous ces résu l ta t s  ont é t &  é tab l i s  sur des protéines enzymatiques 

purif iées  à homogénéité e t  bien caractérisées.  

Nous avons décidé d'essayer de transposer c e t t e  approche s i  

fructueuse dans l e  cas des enzymes à l 'é tude du récepteur des 

glucocorticoides peu ou pas fractionné, car ,  nous l'avons vu précédem- 

ment, l a  purif icat ion du recepteur sous forme l i b r e  e s t  extrêmement 

d i f f i c i l e .  

2 - SYNTHESE DES MALEIMIDES ET DES SUCCINIHIDES N-SUBSTITUEES 

Cette synthèse qui u t i l i s e  des protocoles simples bien décr i t s  

dans l a  l i t t é r a t u r e  n 'a  pas posé de problèmes pa r t i cu l i e r s .  

2.1. Synthèse des maléimides N-substituées (Figure 74 

El le  a été r éa l i sée  selon l e  protocole en deux étapes u t i l i s é  

par Heitz (1968). La préparation des acides N-alkyl ou N-aryl 

maléimiques e s t  obtenue par action de l'anhydrique maléique sur 

l'amine primaire dans l ' ac ide  acétique g lac ia l .  Le rendement e s t  

quant i ta t i f .  La cycl isat ion de l'.acide maléamique en maléimide e s t  

obtenu; par chauffage. Cet te  étape e s t  d'un rendement t r è s  infér ieur  

à l a  précédente ca r  l e  chauffage favorise à l a  f o i s  l a  cycl isat ion en 

maléimide e t  l a  polymérisation du produit en résine inut i l i sab le .  

En pratique, l a  cycl isat ion e s t  réa l i sée  en même temps que l a  d i s t i l -  

l a t ion  sous vide de l a  maléimide qui e s t  a i n s i  sous t ra i te  au milieu 

réactionnel dès sa formation, ce qui augmeate l e  rendement. Toute 

l a  sé r i e  des N-alkyl-maléimides à chaîne l i n é a i r e  de l a  N-propylà l a  

N-nonylmaléimide a i n s i  que l a  N-benzylmaléimide ont é t é  préparées de 

c e t t e  manière. Les contrôles analytiques usuels, détermination du 

p o i n t  de fusion, étude du spectre infra-rouge e t  contrôle de pureté 

par chromatographie en couche mince ont é t é  pratiqués (Tableau XX ). 



Anhydrique maléique Acide maléamique 

2 /  CH - COOH 
1 7 0 ° C  CH - CO 

Il \ 
CH - CONH R distillation II / N - R + H 2 0  

CH - CO 

R = - ( C H ~ ) * C H ~  avec n = 2, 3 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8  

Figure 7 4  - Synthèse des maleimides N-subs ti tuées 



Tableau xXI - Prépa ra t ion  des  a c i d e s  maléamiques N-subst i tués  

Acides 

maléamiques 

maléimides 

I 

e t  de s  maléimides correspondantes .  P o i n t  d e  f u s i o n  

e t  rendement d e  synthèse.  

Sub s t i tuan t  
R 

-- 

F ( O C )  

1 i t t é r a t u r e  

F ( O C )  

expér imenta l  

rendement (2) 

F (OC) 

l i t t é r a t u r e  

F ( O C )  

expérimen t a 1  

rendement (2) 

I 

n-butyl n-pentyl n-hexyl n-nonyl benzyl 

8 O 7 2 7 8 78-80 132-137 

80-8 1 72-73 78-79 78-80 137 

6 7 8 3 95 96 9 6 

l i q  1 i q  l i q  45-47 66-68 

l i q  1 i q  1 i q  (50 67-69 

15 2 8 18 20 22 



2.2. Synthèse des N-alkylsuccinirnides 

Nous avons su iv i  l e  protocole en une é tape de Rice (1954). 

L'anhydride succinique e s t  mélangé à l'amine, l e  mélange e s t  chauffé 

à 160°C e t  d i s t i l l é  sous vide.   identification e t  l e  contrôle  de 

pureté des produits  découlent de l a  mesure de l e u r  point  d ' ébu l l i t i on  

e t  su r tou t  de l e u r  densi té  e t  de l e u r  indice de ré f rac t ion .  

3 - PURIFICATION PARTIELLE DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

Du f a i t  de son contenu élevé en groupes t h i o l s  endogènes l i b r e s ,  

l e  cytosol  du f o i e  de r a t  n ' appara i ssa i t  pas t r è s  indiqué pour 1' 

étude du récepteur des glucocorticoTdes à l ' a i d e  de r é a c t i f s  des t h i o l s  

comme l e s  maléimides. En e f f e t ,  des concentrat ions en t h i o l s  l ib res  

totaux comprises en t re  1,6 e t  2,5 mM ont é t é  mesurées dans l e  

cytosol  concentré (contenant 25 à 35 mg de proté ines  e t  10 à 15 

pmoles de récepteur des glucocorticoldes par m i l l i l i t r e )  préparé 

dans un tampon ne contenant pas de t h io l s .  De p lus ,  l e s  deux t i e r s  

environ de ces groupes t h i o l s  endogènes sont toujours l i é s  à des 

macromolécules après g e l - f i l t r a t i o n  su r  une colonne de Sephadex G25. 

Ainsi ,  dans un milieu aus s i  r i che  en groupements sulfhydryles que l e  

cy toso l ,  appara i ssa i t - i l  i l l u s o i r e  d 'espérer observer une c inét ique 

d ' inac t iva t ion  du récepteur de pseudo-ordre un avec l e s  d i f fé ren tes  

N-alkylmaléimides à comparer, c a r  l e s  fonctions t h i o l s  portées par l e s  

proté ines  au t r e s  que l e  récepteur a l l a i e n t  t r è s  vraisemblablement 

i n t e r f é r e r  de manière in tense  en corisommant l a  majeure p a r t i e  du 

réac t i f  des t h i o l s  a jou té  au milieu réactionnel . Une pur i f i ca t ion  

p a r t i e l l e  du récepteur non l i é  é t a i t  donc tou t  à f a i t  souhaitable pour 

ob ten i r  des préparations enr ichies  en récepteur e t  déplé tées  en 

fonctions t h i o l s  portées par  des proté ines  i n t e r f é r en t e s .  Ceci a  é t é  

obtenu par p réc ip i ta t ion  du récepteur cytosolique l i b r e  par  l e  

s u l f a t e  de protamine en présence de molybdate de sodium (Lustenberger 

1981). Les contenus r e spec t i f s  en récepteur e t  en t h i o l s  l i é s  à des 

proté ines  du cytosol  e t  de l ' e x t r a i t  s u l f a t e  de protamine fournis  

par une expérience représenta t ive  sont  résumés sur  l e  tableau XXII . 



TABLEAU XXII - Contenu comparé en r é c e p t e u r  des  

g lucocor t i co Ides  e t  en groupements t h i o l s  l i é s  à 

des  macromolécules (p ro t é ines )  du c y t o s o l  n a t i f  

e t  de l ' e x t r a i t  au s u l f a t e  de protamine. 

( l a  dé termina t ion  des  groupements t h i o l s  l i b r e s  

a é t é  r é a l i s é e  a p r è s  g e l - f i l t r a t i o n  de  l ' é c h a n t i l l o n  

s u r  colonne d ' u l t r o g e l  ACA 202 pour en l eve r  l e s  

dé r ivés  d e  f a i b l e  poids  mo lécu la i r e  p o r t a n t  des  

t h i o l s )  . 

-I 
E x t r a i t  de  

s u l f a t e  de  protamine 

0,059 

3 , 5  

0,017.10 6 

898 

90 

J 

b 

Groupements t h i o l s  
(pmole/mg de  p r o t é i n e )  

Récepteur des  gluco- 
c o r t i c o I d e s  
(pmole/mg d e  p r o t é i n e )  

Groupements t h i o l s  / 
r é c e p t e u r  

Taux d e  p u r i f i c a t i o n  
du r é c e p t e u r  

Rendement d ' a c t i v i t é  
r écep teu r  

r 

Cytosol  

0,080 

O, 40 

0,2.10 
6 

1 

1 00 



Comme at tendu,  l a  pur i f i ca t ion  de 8 ,8  f o i s  du récepteur apportée 

par l ' é t a p e  de p réc ip i ta t ion  e s t  concomitante de l ' é l imina t ion  de plus 

de 90 % des t h i o l s  i n t e r f é r en t s .  Ainsi ,  par c e t t e  procédure, des 

e x t r a i t s  contenant l e  récepteur e t  tou t  à f a i t  u t i l i s a b l & p o u r  no t r e  

étude on t - i l s  pu ê t r e  préparés aisément e t  avec un t r è s  bon rendement. 

4  - NECESSITE DE LA STABILISATION DU RECEPTEUR LIBRE SOUS UNE 

FORME HOMOGENE AVANT L'INACTIVATION PAR LA MALEIMIDE 

Dans nos expériences prél iminaires ,  l e  récepteur des gluco- 

cor t i co ïdes  obtenu par extract ion au s u l f a t e  de protamine (en tampon 

phosphate 160 rnM de pH 7,4 contenant du 6-mercaptoéthanol 20 mM, du 

molybdate de sodium 10 mM e t  10 % de glycérol)  é t a i t  désa lé  sur  une 

colonne d1Ultrogel  AGA 202 équ i l ib rée  avec du phosphate 20 mi', pH 7,4,  

dans l e  but  d 'enlever l e  6-mercaptoéthanol e t  l e  molybdate avant l ' é t a p e  

d 'a lkyla t ion.  La maléimide é t a i t  ensu i te  a joutée  au mil ieu d ' incubation 

pour une durée var iab le  à 0°C e t  l a  réact ion é t a i t  ensu i te  a r r ê t é e  par 

l ' add i t i on  d'un l a rge  excès de 6-mercaptoéthanol. L ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  

é t a i t  finalement mesurée dans l e s  d i f f é r en t s  échant i l lons  par  incu- 

bation avec l a  dexaméthasone t r i t i é e .  Les r é s u l t a t s  d'une expérience 

typique u t i l i s a n t  l a  N-éthylmaléimide e t  l a  N-nonylmaléimide sont 

montrés s u r  l a  f i gu re  75 . Avec ces deux composés l ' e f f e t  cI1inacti- 

vation du récepteur e s t  clairement dépendant de l a  dose de maléimide. 

De p lus ,  l a  N-nonylmaléimide appara î t  considérablement p lus  ac t i ve  

que l a  N-éthylmaléimide,provoquant une inac t iva t ion  quasi  immédiate 

des deux t i e r s  des s i t e s  récepteurs.  Cependant, pour l e s  deux maléi- 

mides aucune c inét ique de pseudo-ordre un n ' e s t  observée : une inac- 

t i va t i on  rapide du récepteur a  l i e u  pendant Iès premières secondes, 

su iv ie  par une diminution beaucoup plus l e n t e  de l ' a c t i v i t é  de l i a i son .  

Un t e l  aspect  l'biphasique" des courbes c inét iques  peut suggérer 

1 ' exis tence d'au moins deux populations d i f fé ren tes  de récepteur 

des glucocortico?des dans l e  milieu d'incubation, population carac- 

t é r i s é e  par deux v i t e s se s  t r è s  d i f f é r en t e s  de réaction avec l e s  

maléimides. Ainsi avons-nous é t é  amené à formuler l 'hypothèse suivante : 



1 0 1  
1 2 3 4 5  

Reaction tirne (min) Maieimide concentration i mM 

Figure 75 - Inactivation du récepteur non lié par la N-éthylmaléimide 
ou la N-nonylma1éimi.de à 0°C. De l'extrait au sulfate de 
protamine du cytosol de foie de rat est soumis à une 
gel-filtration sur une colonne d'KA 202 équilibrée en 
tampon phosphate de potassium 20 mM (pH 7 , 4 ) .  La N-éthyl 
ou la N-nonylma1éimi.de est ensuite rapidement mélangée avec 
l'échantillon de récepteur. Après des temps de réaction 
variés,du B-mercaptoéthanol est ajouté à la concentration 
finale de 50 mM, et l'activité de liaison spécifique de la 
dexaméthasone (B) est déterminée dans chaque échantillon. 
Elle est exprimée en pourcentage d'un contrôle non traité 
par les maléimides. 
a) Cinétique de l'inactivation du récepteur par la N-éthyl 
ou la N-nonylmaléimide 1 mM. 
b )  Relation dose-effet. L'activité résiduelle est mesurée 
après une durée d'alkylation de une minute. 



l e  récepteur l i b r e  r édu i t  pour ra i t  subir  une oxydation assez rapide 

après l ' é l iminat ion du 0-mercaptoéthanol par g e l - f i l t r a t i o n  pour 

donner l e  récepteur l i b r e  oxydé, qu i  s'opposant sur  c e  point  à l a  

forme rédu i te ,  r é a g i r a i t  t r è s  lentement avec l e  réac t i f  des t h i o l s  : 

R SHred + maléimide a-+, RS a lky l é  

La compétition en t re  l e s  deux phénomènes, oxydation e t  a lky la t ion ,  

pourra i t  rendre compte des r é s u l t a t s  observés : avec l a  N-éthyl- 

maléimide l ' é t ape  d 'a lkyla t ion pour ra i t  ê t r e  l en t e  e t  ?a plus grande 

p a r t i e  du récepteur échapperait à c e t t e  inact ivat ion en subissant  de 

manière prépondérante l 'oxydation ; d'un au t r e  côté ,  l a  N-nonyl- 

maléimide, montrant une bien plus grande v i t e s s e  d ' a lky la t ion  que 

l a  N-éthylmaléimide, pourra i t  i nac t i ve r  de manière prépondérante l e  

réceptezr avant q u ' i l  ne s o i t  oxydé. Dans l e s  deux cas l e  récepteur 

oxydé, normalement incapable de l i e r  l e  s té ro ïde ,  s e r a i t  ramené à 

l a  forme r édu i t e  l i a n t e  par l e  6-mercaptoéthanol a jou té  en excès 

pour stopper l ' a c t i on  de l a  maléimide. Des arguments puissants  e n  

faveur de c e t t e  hypothèse sont fourn i s  par  l e s  r é s u l t a t s  présentés 

sur  l e  tableau XXIII , qui montre que, après g e l - f i l t r a t i o n  enlevant 

tout  agent réducteur de l ' e x t r a i t  s u l f a t e  de protamine qu i  cont ient  

l e  récepteur l i b r e ,  seulement 1 2  % de l ' a c t i v i t é  i n i t i a l e  de l i a i s o n  

sont mesurables en l 'absence d 'addi t ion de t h io l s .  Cependant l ' add i t i on  

de d i t h i o t h r é i t o l  2 mM au milieu réact ionnel  entra îne  une res taura t ion  

p a r t i e l l e  de c e t t e  a c t i v i t é ,  tandis  que l e  molybdate 10 mk!, ine f f icace  

seu l ,  montre un e f f e t  synergique de c e l u i  du d i t h i o t h r é i t o l  e t  

conduit à une res taura t ion  complète de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n .  De p lus ,  

l ' a s soc i a t i on  molybdate-dithiothréitol apparaî t  remarquablement 

e f f i cace  con t re  ly inac t iva t ion  du récepteur causée par l a  chaleur,  

que l e  d i t h i o t h r é i t o l  seul  é t a i t  incapable de prévenir. Des agents 



A) Sans chauffage B) Avec chauffage 

cpmlmg de protéine % cpmlmg de protéine 

- Extrai t  su l fa te  
de protamine 

- Gel-fil tration en 
tampon phosphate 

pic exclu 

+ Mo04 10 mM 

+ DTT 2 mM 

+ DTT 2 mM e t  Mo04 
10 mM 

TABLEAU XXIII- Effet de 1'éliminat.ion du B-mercaptoéthanol e t  du molybdate 
3 sur l ' a c t i v i t é  de l ia i son  de l a  1 H] dexaméthasone du récepteur 

des glucocorticoldes après fractionnement par l e  su l f a t e  de 
protamine. 

L 'ex t ra i t  su l fa te  de protamine du fo ie  de r a t  e s t  soumis à une 
ge l - f i l t ra t ion  sur une colonne dlUltrogel ACA 202 équilibrée en 
tampon phosphate 160 mM, pH 7 , 4 .  Le pic exclu contenant l e  récepteur 
e s t  supplémenté ou non en d i th io th ré i to l  (2  mM, ou en molybdate 
(10 mM) , ou avec l e s  deux, e t  ensuite incubé avec de l a  dexaméthasone 
t r i t i é e  30 d4.  activité de l ia i son  spécifique e s t  déterminée 
par une méthode au charbon a c t i f .  Toutes l e s  manipulations sont 
f a i t e s  à O°C, sauf en B, où l e  récepteur non l i é  e s t  chauffé une 
heure à 23°C après l ' addi t ion  de d i th io thré i to l  e t lou de molybdate, 
e t  avant l ' incubation avec l a  dexaméthasone. 



r éduc teu r s  comme l ' a c i d e  ascorb ique  o u e l ' a r s é n i t e  d e  sodium, dont 

Le G a i l l a r d  (1978) a  r a p p o r t é  q u ' i l s  empêchaient l ' o x y d a t i o n  du 

t h i o l  a c c e s s i b l e  de l a  t r a n s c o r t i n e  humaine, s e  s o n t  montré sans 

e f f e t  dans l e  c a s  du r é c e p t e u r  des  g lucocor t ico7des  du f o i e  de r a t .  

D e  même, l ' a d d i t i o n  d'EDTA en concen t r a t ion  m i l l i m o l a i r e  où l ' é l i -  

mina t ion  soigneuse de l 'oxygène d i s sous  dans l e  tampon de  g e l - f i l t r a t i o n  

sont apparus sans  e f f e t  p r o t e c t e u r  s u r  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  du ré- 

c e p t e u r .  Toutes c e s  obse rva t ions  suggèrent  c l a i r emen t  qu'  il e x i s t e  

une oxydat ion r ap ide  e t  r é v e r s i b l e  du t h i o l  e s s e n t i e l  du r écep teu r ,  

oxydat ion q u i  n ' e s t  empêchée que p a r  l e s  agen t s  r éduc teu r s  f o r t s  

comme l e  6-mercaptoéthanol ou l e  d i t h i o t h r é i t o l .  Auss i ,  pour 

s t a b i l i s e r  au mieux l e  r é c e p t e u r  l i b r e  dans s a  forme r é d u i t e  jusqu 'à  

l ' a d d i t i o n  d e  l a  maléimide, avons-nous déc idé  de p r a t i q u e r  l a  ge l -  

f i l t r a t i o n  en présence d e  molybdate de sodium 10 mM e t  d 'une concen- 

t r a t i o n  minimale de d i t h i o t h r é i t o l  de 1 mM. C e t t e  c o n c e n t r a t i o n  

é l e v é e  de t h i o l s  exogènes peut  ê t r e  immédiatement r é d u i t e  au moment 

du d é p a r t  de  l a  procédure d ' a l k y l a t i o n  en d i l u a n t  l ' é c h a n t i l l o n  avec 

l a  s o l u t i o n  de  mléimi.de, e t  des  concen t r a t ions  f i n a l e s  en t h i o l s  l i b r e s  

d e  50 PM o n t  é'té a i n s i  f ac i l emen t  obtenues. De p l u s ,  nous avons 

v é r i f i é  p a r  spec t rophotométr ie  à 305 nm que l ' a l k y l a t i o n  du d i t h i o -  

t h r é i t o l  é t a i t  quasiment i n s t a n t a n é e  en présence d 'un  excès de  

maléimi.de (complète en moins d e  5 secondes à 0°C). 

C e t t e  procédure nous a  permis d ' o b t e n i r  une i n a c t i v a t i o n  p l u s  

complète  du r écep teu r  avec l e s  d i v e r s e s  N-alkylmaléimides. Cependant, 

à 0°C en tampon phosphate (pH 7 , 4 ) ,  l e s  a lkylmaléimides à longue 

c h a l n e  r é a g i s s a i e n t  encore t rop  rapidement pour pe rme t t r e  une é tude  

c i n é t i q u e  p r é c i s e .  Aussi avons-nous eu recours  à l ' aba issement  du pH 

e t  d e  l a  tempéra ture  pour r a l e n t i r  l e  processus d ' a l k y l a t i o n  du 

r écep teu r .  Comme espéré ,  l a  diminut ion du pH de  7 ,4  à 6,6 a  r é s u l t é  

en une  augmentation de l a  demi-vie du r é c e p t e u r  en présence  de  

N-éthylmaléimide 3 mM (de 10 à 45 minutes  à - 1 2°C). D'une manière 

s i m i l a i r e ,  l e  t r a v a i l  à une tempéra ture  i n f é r i e u r e  à zé ro  en présence  

de  g l y c é r o l  40 % comme agen t  a n t i g e l  a  condui t  à un r a l en t i s semen t  

de l a  c i n é t i q u e  d ' i n a c t i v a t i o n  e t  a probablement c o n t r i b u é  a u s s i  à l a  



s t a b i l i s a t i o n  du récepteur. La f i g u r e  76 montre l e s  c inét iques  

d ' inac t iva t ion  de pseudo-ordre un obtenues à - 12°C avec l a  N-éthyl 

e t  l a  N-nonylmaléimide. 

5 - COMPARAISON DE LA VITESSE DE REACTION DE DIVERSES N-ALKYL- 

MALEIMIDES AVEC LE RECEPTEUR LIBRE. EFFICACITE PARTICULIERE 

DE LA N-BENZYLMALEIMIDE . 
En tampon phosphate pH 6,6 à - 12"C, l a  N-nonylmaléimide 

réag i t  au moins qua t re  vingt  d ix  f o i s  plus v i t e  que l a  N-éthyl- 

maléimide à l a  même concentrat ion ( f igure  76 ) : l a  demi-vie 

e s t  de moins de t r e n t e  secondes pour l e  récepteur non l i é  en présence 

de N-nonylmaléimide contre  quarante cinq minutes avec l a  N-éthyl-maléi- 

mide. La f i g u r e  77 i l l u s t r e  l ' e f f e t  de l'allongement de l a  

longueur de l a  chaîne a l ipha t ique  des N-alkylmaléimides sur  l e u r  

r é a c t i v i t é  à l ' égard du récepteur non l i é .  L'évolution du taux de 

récepteur rés iduel  après l ' a c t i o n  à - 12°C e t  pH 6,6 d'une s é r i e  de 

N-alkylmaléimides à chaîne a l ipha t ique  l i n é a i r e  sa tu rée  de longueur 

c ro i ssan te  e s t  représentée en fonct ion de l a  longueur de c e t t e  chaîne 

l inéa i re .  Toutes ?es maléimides ont  é t é  u t i l i s é e s  à l a  même concen- 

t r a t i on  de 3,O mM pendant une minute e t  demie. Ce temps d'incubation 

â é t é  c h o i s i  c a r  il correspond pour pratiquement tous l e s  composés 

t es tés  à des conditions de v i t e s s e  i n i t i a l e ,  dans l esque l les  l a  

cinétique d ' inac t iva t ion  s e  rapproche l e  plus d'un phénomène de pseudo- 

ordre un. A l 'évidence,  l ' e f f i c a c i t é  des N-alkylmaléimides augmente 

considérablement avec l a  longueur de l a  chaîne a lkyle .  Ainsi ,  nos 

r é su l t a t s  obtenus avec l e  récepteur des glucocorticoldes sont  parfa i -  

tement compatibles avec l e  modèle à deux étapes proposé par  Heitz e t  

Anderson (1968) e t  d i scu té  précédemment (paragraphe 1 de ce  chap i t re ) .  

La première étape de l i a i son  de l a  maléimide au récepteur semble 

impliquer une région non po l a i r e  du récepteur. Le complexe maléimide- 

récepteur s e r a i t  a i n s i  s t a b i l i s é  par  des in te rac t ions  hydrophobes, 

e t  une p lus  grande concentration de ce  complexe s e r a i t  obtenue avec 

l e s  dér ivés  à longue chaîne. Un environnement hydrophobe n ' e s t  pas 
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F i g u r e  76 - Ciné t ique  d ' i n a c t i v a t i o n  du r é c e p t e u r  des  glucocor- 
t i c o î d e s  l i b r e  pa r  l a  N-éthyl ou l a  N-nonylmaléimide à 
- 12OC. L ' e x t r a i t  s u l f a t e  de protamine e s t  é q u i l i b r é  en 
tampon phosphate de  potassium 20 rnM (pH 7,4 ou 6,6),  
d i t h i o t h r é i t o l  1 mM, molybdate de  sodium 10 nM, contenant  
40 % de g l y c é r o l ,  pu i s  r e f r o i d i  à - 12OC. La N-éthyl ou 
l a  N-nonylma1éimi.de e s t  e n s u i t e  a j o u t é e  rapidement à l a  
concen t r a t ion  f i n a l e  de  3 mM. L ' a l k y l a t i o n  e s t  mesurée à 
- 12°C e t  terminée a p r è s  un temps v a r i a b l e  pa r  l ' a d d i t i o n  
de  B-mercaptoéthanol ( concen t r a t ion  f i n a l e  50 mM), e t  l e  
dosage de l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  de  l a  dexaméthasone t r i t i é e  
e s t  e n s u i t e  e f f e c t u é  à 0°C. L ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  spéc i f ique ,  
B, e s t  exprimée en pourcentage d 'un c o n t r ô l e  non t r a i t é  
p a r  l a  maléimide. 
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Figure  7 7  - E f f i c a c i t é  comparée de  d i v e r s e s  N-alkylmaléimides vis-à- 
v i s  d e  l ' i n a c t i v a t i o n  du r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  l i b r e s .  
L ' e x t r a i t  s u l f a t e  de protamine contenant  l e  r écep teu r  é q u i l i b r é  
en tampon phosphate  de potassium 20 mM, molybdate 10 mM, 
d i t h i o t h r é i t o l  1 mM, g l y c é r o l  10 2 ,  pH 6,6 e s t  d i l u é  d i x  f o i s  
dans l e  même tampon contenant  40 % d e  g l y c é r o l  ê t  r e f r o i d i  à 
- 12°C. Après s t a b i l i s a t i o n  de  l a  température,des N-alkylmaléimides 
de longueur  v a r i a b l e  (n = nombre d e  méthylène s u r  l a  cha îne  a l k y l  
R = (CH2)nC~3) s o n t  a j o u t é e s  à l a  concen t r a t ion  f i n a l e  de  3 mM. 
1,5 minute p l u s  t a r d ,  l ' a l k y l a t i o n  e s t  s toppée  pa r  a d d i t i o n  de  
6-mercaptoéthanol.  activité r é c e p t e u r  r é s i d u e l l e  B e s t  e n s u i t e  
déterminée e t  exprimée en pourcentage d 'un  c o n t r ô l e  non t r a i t é  
par  l a  maleimide ( 0 --- - O ). Des é c h a n t i l l o n s  de c o n t r ô l e  
s o n t  d 'abord incubés avec l a  dexaméthasone L 3 ~ ]  30 nM pendant 
19 heu res  à 0" avant  d ' ê t r e  a l k y l é s  d e  l a  même façon que l e s  
a u t r e s  pa r  l e s  maléimides 3 mM à - 12OC pendant 1,5 minute,  pu i s  
d ' ê t r e  dosés p a r  l e  charbon dex t r an  ( +----- -O + 1. 



inattendu dans l e  cas d'un t h i o l  l o c a l i s é  au voisinage de,ou dans 

l a  crevasse de l i a i s o n  au s té ro ïde  du récepteur ,  qui  e s t  t r è s  proba- 

blement non po la i re .  Un bon argument en faveur de l a  l oca l i s a t i on  

de ce  t h i o l  dans l e  s i t e  de l i a i son  lui-même e s t  l ' e f f e t  protecteur  

contre  l ' i n a c t i v a t i o n  par l e s  maléimides de l a  préincubation du 

récepteur avec 1 'hormone. Le complexe H dexaméthasone-récepteur 

préformé ne s u b i t  pas de diminution s i g n i f i c a t i v e  de son a c t i v i t é  de 

l i a i s o n  par rapport  à l ' é chan t i l l on  de con t rô le  quand il e s t  incubé 

avec l e s  d iverses  N-alkylmaléimides 3 mM pendant une minute e t  demie 

à - 12°C ( f igure  77 1. L 'e f f e t  p ro tec teur  de l a  l i a i s o n  prél imi-  

n a i r e  de l a  dexaméthasone sur  l e  récepteur e s t  d ' a i l l e u r s  t r è s  b ien  

documenté dans l e  cas  de l ' i n ac t i va t i on  par  l a  N-éthylmaléimide 

(Rees 1975, Young 1975 e t  Kalimi 1980). Dans l ' expér ience  rapportée 

sur  l a  f igure  77 , l a  N-éthylmaléimide appara î t  un peu plus e f f i c ace  

que dans l e  cas  de l a  f i g u r e  76 (76 % d ' a c t i v i t é  r é s i due l l e  après 

une minute e t  demie contre  90 %). Une t e l l e  discordance e s t  expliquée 

par l e  f a i t  que l e s  deux expériences ont é t é  r é a l i s ée s  sur  des l o t s  

d i s t i n c t s  d ' e x t r a i t  de s u l f a t e  de protamine présentant  une l égère  d i f fé-  

rence de s t a b i l i t é .  Cependant, l ' e f f e t  majeur de l a  longueur de l a  

chaîne a lkyle  a toujours é t é  observé quand l 'expér ience  de l a  

f i gu re  77 a é t é  répétée  (cinq f o i s ) .  

La N-benzylmaléimide présente  également une a c t i v i t é  remar- 

quable d ' inac t iva t ion  du récepteur non l i é  à l'hormone. Nous n'avons 

pas pu l ' u t i l i s e r  à l a  même concentrat ion de 3 mM que l e s  N-alkyl- 

mlé imides  c a r  , à c e t t e  concentrat ion,  c e  r é ac t i f  en t ra îne  

une augmentation considérable de l a  valeur  des contrôles  de l i a i s o n  

non spéci f ique du s t é ro ïde  t r i t i é .  Aussi a - t - i l  é t é  employé à une 

concentrat ion comprise en t r e  2 , 1  e t  2,5 mM. A c e t t e  concentrat ion,  

l ' a c t i v i t é  r é s i due l l e  de l i a i s o n  observée après un temps de contact  de 

une minute e t  demie à - 12OC e t  à pH 6,6 e s t  de 40 à 60 % selon l e s  

expériences ( ~ i g u r e  78 ) . Dans ces mêmes expériences u t i l i s a n t  

l e s  mêmes préparat ions  de récepteur,  l a  courbe d ' inac t iva t ion  de 

l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  par l e s  N-alkylmaléimides p r é sen t a i t  un aspect  

nettement plus biphasique que dans l a  f i g u r e  77 avec une augmentation du 

taux d ' inac t iva t ion  t r è s  peu sensible  e t  même par fo i s  une diminution 

de ce  taux quand l a  chaîne a lky l  passe de deux à quatre  chainons 
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Figure 78 - Effet de la N-benzylma1éimi.de sur l'activité 
de liaison du récepteur des glucocorticoIdes libre 
Les conditions sont en tout point comparables à celles 
de la figure 77 , sauf que la N-benzylmaléimide est 
utilisée à une concentration de 2,2 à 2,5 mM contre 3 mM 
pour les N-alkylmaléimides, et que la concentration en 
dithiothréitol est de 1 mM. 
N-alkylmaléimides de longueur de chaîne croissante ( a---- - *), 
N-benzylmaléimide ( 4 ), point placé au niveau de la 
position correspondant à la N-butylmaléimide. 



carbonés, suivie secondairement d'une augmentation rapide de ce taux 

d'inactivation avec l'allongement supplémentaire de la chaîne au- 

delà de cinq chainons. 11 est à noter que dans les expériences résumées 

sur la figure 78 , la concentration initiale des N-alkylmaléimides 
était de 3 mM contre 2,1 à 2,5 mM pour la N-benzylmaléimide et ceci 

au cours de l'alkylation d'échantillons contenant du dithiothréitol 

1 mM, soit une concentration en thiols endogènes de 2 mM. La concen- 

tration en thiols protéiques de ces échantillons étant négligeable 

(de l'ordre de 0,05 mM) et l'alkylation du dithiothréitol par les 

maléimides étant quasi instantanée, il est vraisemblable que l'alky- 

lation du récepteur s'est faite avec une concentration effective 

de maléimide active de l'ordre de 1 mM pour les N-alkylmaléimides et 

de 0,1 à 0,5 mM pour la N-benzylmaléimide. Le rapport de ces concentra- 

tions effectives probables met davantage en lumière l'efficacité 

particulière de la N-benzylmaléimide par rapport à la N-butvlmaléimide 

dont elle partage l'encombrement stérique pour ce qui est de la longueur 

de la chaîne (en pleine extension pour la N-butylmaléimide), mais qu'elle 

surclasse largement sur le plan de la vitesse d'inactivation du récepteur. 

Ces résultats suggèrent que l'environnement immédiat du thiol essen- 

tiel à la liaison du stéroïde présente une affinité particulière 

pour les dérivés arouîatiques et pourrait donc comporter un acide 

aminé également aromatique pouvant interagir par ses électrons avec 

les électrons T du noyau de la benzylmaléimide. De tels résultats 

ne sont pas sans rappeler ceux que nous avons obtenus avec les dérivés 

176-carboxamides de la dexaméthasone (voir précédemment dans la 

partie résultats 11-3). Nous y reviendrons dans la discussion 

générale de la partie V de ce chapitre. 

6 - INTERACTION AVEC LE RECEPTEUR DE N-ALKYLWEIMIDES INACTIVEES 

Un argument supplémentaire en faveur du modèle à deux 

étapes impliquant une interaction non covalente entre la chaîne 

alkyle des dérivés maléimides et le site de liaison au glucocorti- 

coïde du récepteur est fourni par le résultat d'expériences réalisées 



avec des N-alkylmaléimides pré-traitées avec un excès de g-mercapto- 

éthanol (figure 79 ) .  A une concentration de 3 mM, ces maléimides 

inactivées sont encore capables d'inhiber complétement la liaison 

de la dexaméthasone tritiée au récepteur. Cet effet n'est observé qu'avec 

les maléimides à longue chaîne, c'est-à-dire les dérivés les plus 

hydrophobes obtenus à partir des maléimides les plus réactives. De 

plus, cet effet apparaît non covalent, puisque l'élimination par 

gel-filtration des maléimides inactivées résulte en la réapparition 

complète de l'activité de liaison. Nous avons bien sûr vérifié 

qu'avec toutes les N-alkylmaléimides actives utilisées précédemment, 

aucune réversibilité n'était obtenue après gel-filtration, quel qu'ait 

été le temps d'incubation avec la maléimide. Dans ce cas, la liaison 

covalente semble établie. Ainsi donc les résultats décrits sur la 

figure 79 peuvent être expliqués par l'existence d'une compéti- 

tion entre la dexaméthasone tritiée et les maléimides inactivées pour 

la liaison au récepteur. Ces dérivés non stéroidiens présentent 

probablement une très faible affinité pour le récepteur quand la 

chaîne alkyle est courte, mais l'allongement de la chaîne entraînerait 

une augmentation progressive de l'affinité avec un K. devenant 
1 

inférieur à 3 mM et autoriserait alors une compétition efficace à 

cette concentration. 

7 - COMPETITION ENTRE LA N-NONYLSUCCINIMIDE ET TA DEXAMETHASONE 
TRITIEE POUR TA LIAISON AU RECEPTEUR 

L'hypothèse précédente est renforcée par des expériences 

de compétition à O°C entre la dexaméthasone tritiée et la N-nonyl- 

succinimide, un autre dérivé de maléinide dépourvu de toute 

activité alkylante et dont la structure présente une similitude 

extrêmement étroite avec la N-nonylmaléimide. Un diagramme en 

coordonnées double inverses (figure 80 ) suggère clairement 

que la N-nonylsuccinimide inhibe la liaison de la dexaméthasone tri- 

tiée à une population homogène de sites récepteurs d'une manière 

compétitive. A l'inverse la N-éthylsuccinimide à une concentration 

inférieure à 5 mM ne montre aucune inhibition compétitive de la liaison 
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Figure 79 - Effet des N-alkylmaléimides préalablement inactivées 
par le B-mercaptoéthanol sur l'activité de liaison du 
récepteur. La procédure est la même que dans la figure 77 
sauf que le B-mercaptoéthanol et les N-alkylmaléimides sont 
mélangées avec le milieu d'incubation avant l'addition du 
récepteur. Les concentrations finales en 6-mercaptoéthanol 
et en maléimide sont de 50 et de 3 mM respectivement. Après 
dix minutes, les échantillons de récepteur sont dilués avec 
ce milieu et deux minutes plus tard l'incubation avec la 
dexaméthasone tritiée est lancée soit immédiatement ( U-----. ) , 
soit après gel-filtration sur une colonne d1Ultrogel ACA 202 
( 0------O ). La liaison observée B est exprimée en 
pourcentage d'un contrôle non traité avec les maléimides. 



L I L L E .  ~t.9 
Figure 80 - Effet des N-alkylsuccinimides sur la liaison au récepteur 

des glucocorticoZdes. L'extrait sulfate de protamine est incubé 
avec la dexaméthasone L3~] pendant 19h à O°C, et la liaison 
spécifique au récepteur des glucocortico~des est déterminée 
en double par le dosage au charbon dextran. Diagramme en 
coordonnées double-inverses de la liaison spécifique B de la 
dexaméthasone s 3 ~ ]  à dif f érentes concentrations (F) , en présence 
ou en absence d'une concentration constante de succinimide : 
A ,N-nonylsuccinimide 3 mM, O ,  N-éthylsuccinimide 3 mM, 

, pas de succinimide. 



de l a  dexaméthasone t r i t i é e .  Le K .  apparent de l a  N-nonylsuccinimide 
1 

e s t  d'environ 0,5 à 1 mM (moyenne de t r o i s  expériences),  ce  qui  e s t  

en bon accord avec l e s  r é s u l t a t s  obtenus précédemment avec l a  

N-nonylmaléimide 3 mM inact ivée  par l e  6-mercaptoéthanol. 

8 - DISCUSSION 

Nous avons r é a l i s é  dans ce  t r a v a i l  l a  première t en t a t i ve  

de ca r ac t é r i s a t i on  de l'environnement du t h i o l  e s sen t i e l  à l a  

l i a i s o n  du s té ro ïde  su r  l e  récepteur des glucocorticoïdes.  Nos 

condit ions de t r ava i l  é t a i en t  l o i n  des conditions idéa les  réunies 

par  ceux qui ont u t i l i s é  l e s  N-alkylmaléimides sur  l e s  enzymes, à 

savoi r ,  disposer d'une proté ine  pu r i f i é e  e t  bien ca r ac t é r i s ée  dont 

l e  s i t e  a c t i f  contient  une cysté ine  e s sen t i e l l e  b ien déf inie .  Nous 

avons cependant réuss i  à appliquer avec succès l eu r  approche à 

l ' é t ude  du récepteur des glucocorticoldes.  Cet te  r é u s s i t e  n ' a  cepen- 

dant  é t é  obtenue qu'au pr ix  de précautions expérimentales part icu- 

l i è r e s  comportant essentiel lement l e  maintien du groupement t h i o l  

du cen t re  a c t i f  sous forme rédu i te  jusqu'à l ' i n s t a n t  même de 

l ' a l ky l a t i on  par l a  maléimide e t  l e  recours à une température de 

t r a v a i l  t r è s  in fé r ieure  à 0°C. La lourdeur de ce  système expérimental, 

qui  a  demandé beaucoup d ' e f f o r t s  de mise au point ,  e s t  t e l l e  que 

nous n'avons pas jugé u t i l e  de pousser t r è s  l o i n  l e s  études c inét iques  

e t  l a  mesure précise  des constantes de v i t e s s e  d ' a lky la t ion  apparente 

de pseudo-ordre un, a i n s i  que l e  calcul  de l a  constante de dissocia t ion du 

complexe formé par l e  récepteur avec chacune des maléimides t es tées .  

Nous avons préféré  a l l e r  à l ' e s s e n t i e l  pour montrer l ' e f f e t  indis-  

cutable  de l a  longueur de l a  chaîne a lky le  sur  l a  v i t e s s e  d ' inac t i -  

vat ion du récepteur à p a r t i r  de mesures effectuées dans des conditions 

standardisées où toutes  l e s  maléimides é t a i en t  t e s t é e s  en pa ra l l è l e  

après une durée d'incubation identique avec l e  même l o t  de récepteur. 

La v a l i d i t é  de l 'approche expérimentale ayant é t é  largement étayée par 

l e s  études an té r ieures ,  il nous a  paru plus important C ' i n s i s t e r  sur 

nos condit ions expérimentales pa r t i cu l i è r e s  e t  sur  l a  mise en évidence 

de l a  l oca l i s a t i on  probable de l a  cysté ine  e s s e n t i e l l e  dans l e  s i t e  



de l i a i s o n  p a r  nos expér iences  d e  compét i t ion  u t i l i s a n t  l e s  maléi- 

mides i n a c t i v é e s  par  l e  5-mercaptoéthanol ou l e s  succinimides N-subs ti- 

tuées.  Nous pensons a v o i r  a p p o r t é  s u r  c e  d e r n i e r  p o i n t  des  

arguments, c e r t e s  i n d i r e c t s ,  mais s o l i d e s ,  q u i  s ' a r t i c u l e n t  d ' a i l l e u r s  

d 'une manière f o r t  heureuse  non seulement avec l e s  r é s u l t a t s  appor tés  

p a r  l ' é t u d e  menée précédemment s u r  l e s  17B-carboxamides de l a  

dexamkthasone, mais a u s s i  avec l e s  données l e s  p lus  r é c e n t e s  de  

l a  l i t t é r a t u r e ,  a i n s i  que nous a l l o n s  l e  v o i r .  



V - SYNTHESE DES RESULTATS OBTENUS AVEC LES 176-CUBOXAMIDES 
ET LES MALEIMIDES N-SUBSTITUEES - COMPARAISON AUX DONNEES 
DE LA LITTEMTUPS 

Nous avons vu dans la partie bibliographique que d'après 

Simons (1981) la cystéine essentielle à la liaison du stéroïde au 

récepteur est alkylée par le 21 mésylate de dexaméthasone et se trouve- 

rait dans le site de liaison au niveau de la région du récepteur 

faisant face à la chaîne latérale 178 du stéroïde (voir figure 33, 

page 98). Nos propres résultats suggèrent que cette cystéine est dans 

un environnement hydrophobe au voisinage d'un acide aminé aromatique. 

D'autre part, la région faisant face à la chaîne 176 du stéroïde 

apparaît, d'après les données acquises avec les 176-carboxamides 

(voir page 198),comporter un acide aminé aromatique situé dans un 

environnement hydrophobe. La position de cet acide aminé aromatique 

par rapport au cycle D et à la chaîne latérale est telle qu'il est 

probablement voisin de la cystéine essentielle à la liaison si celle- 

ci interagit avec la chaîne dihydroxyacétone et en particulier le 

carbonyl en 20 comme le suppose Simons. La publication récente de 

la séquence de l'ADN complémentaire du récepteur des glucocorticoïdes 

humain puis de celui du rat (voir partie bibliographique II,3.2.b et 

les figures 38, 38bis et 39 page 130 à 132) apporte des éléments très 

intéressants qui s'accordent parfaitement avec nos résultats et les 

conclusions que nous nous sommes autorisés à en tirer. En effet, 

il apparaît clairement que c'est la région C-terminale qui est respon- 

sable de la liaison au stéroïde. L'homologie de séquence est prati- 

quement complète entre les récepteurs du rat et de l'homme dans cette 

région. De plus, dans le cas du récepteur humain Hollenberg a montré 

que seule la forme a de l'ADN complémentaire, codant pour une séquence 

C-terminale globalement hydrophobe contenant en particulier une 

cystéine, pouvait conduire à l'expression d'une protéine liant les 

glucocorticofdes, ainsi que l'ont établi clairement des expériences de 

transfection cellulaire (figure 39, page 132). Cette séquence corres- 

pond aux 49 aminoacides de la partie C-terminale du récepteur humain. 



La même séquence est retrouvée à une seule exception près (un chan- 

gement ASN --+THR , respectivement en position 734 et 752 des deux 
récepteurs considérés) en position C-terminale du récepteur du rat. 

Cette séquence comporte une seule cystéine (en 736 sur le récepteur 

humain et en 754 chez le rat) encadrée par une tyrosine et une 

phénylalanine. La prévision de la structure secondaire de la région 

C-terminale du récepteur du rat par les méthodes de Chou et Fasman 

(1974) et de Garnier (1978) montre qu'elle comporte une alternance 

probable de domaines en hélice r et en feuillets 6. L'étude plus 

précise de la région encadrant la cystéine essentielle montre que 

celle-ci se trouve à la jonction probable d'une hélice a (le 

programme de Garnier semble moins fiable pour la prédiction des 

coudes Bque celui de Chou et Fasman) et d'une structure en feuillet 6 

(Tableau .=IV et figure 81). 

Nous avons vérifié avec des modèles de Dreiding du peptide 

Tyrosyl-cystéinyl-phénylalanine et du DXB, qu'une interaction du 

thiol de la cystéine avec la cétone en 20 du stéroïde était parfai- 

tement compatible avec la superposition des cycles aromatiques du 

Senzyl du DXB et de ia tyrosine ou de la phénylalanine. De même la 

N-benzylmaléimide après alkylation du thiol de la cystéine peut-elle 

interagir par son noyau aromatique avec le noyau correspondant de 

l'un des deux aminoacides voisins de la cystéine. Ces résultats 

sont parfaitement compatibles avec tout le travail qui précède. A défaut 

d'apporter la preuve que la cystéine en question est bien la cystéine 

essentielle du centre actif du récepteur, ils fournissent un 

faisceau de présomptions suffisamment concordantes pour penser que 

cette éventualité est extrêmement probable. Il est inutile d'ajouter 

que la constatation que les données de la séquence du DNA complénen- 

taire du ricepteur autorisaient des conclusions allant dans le même 

sens que nos propres hypothèses a été pour nous un moment de grande 

satisfaction intellectuelle. La justification complète de nos efforts 

ne sera bien sûr apportée qu'après confirmation définitive de 

l'identité de la cystéine essentielle, travail auquel nous espérons 

contribuer. 



TABLEAU XXIV - St ruc ture  secondaire probable de l a  région entourant l a  

Acide 
aminé no 

Val 

Val 

Glu 

Asn 

750 Leu 

Leu 

Thr 

Tyr 

754 Cys 

Phe 

Gln 

Thr 

Phe 

Leu 

760 Asp 

LY s 

Th r 

Met 

cysté ine  754 du récepteur des g lucucor t i co~des  du r a t  en u t i l i -  

sant  l e s  programmes de ca lcu l  de Garnier (1978, J. Mol. Biol .  120, - 
97-120) e t  de Chou e t  Fasman ( 1  974, Biochemistry 13, 21 1-245). Le 

code e s t  H pour hé l i c e  a, E pour f e u i l l e t  p l i s s é  , T pour coude 6 

e t  C pour s t ruc tu r e  a léa to i re .  Les paramètres d e  p robab i l i t é  

Méthode de 
Paramètres de conformation 
PH PE PT PC 

212 - 7  -135 - 9 0  

207 -12 -1 10 --90 

184 -35 - 47 -114 

153 -51 - 3 - 74 

140 -52 32 - 1 0  

120 -32 7 9 35 

95 2 3 118 5 2 

8 8 7 5 104 4 

9 7 124 69 - 52 

1 O1 146 35 - 91 

90 122 - 11 - 65 

67 83 - 2 - 8 

6 1 1 2 - 2 6  

62 -87 9 15 

50 -104 119 67 

46 -88 120 117 

39 -67 98 157 

33 -37 22 109 

respect ive  des d i f fé ren tes  conformations pour chaque acide  aminé 

sont indiqués pour l e  programme de Garnier. 

Garnier 
S t ruc ture  prévue 
H E T  C 

H 

H 

H  

H 

H  

H  

'T 

T 

E  

E 

E 

E 

H 

H  

T 

T 

C 

C 

M&thode de Chou & Façman 
S t ruc ture  prévue 

H  E T C 

E 

H  

H  

H 

E 

E 

H  

H 

E 

E 

E 

E 

H  

H  

H  

C 

C 

C 



Figure 81 - Structure secondaire probable de la région 
C-terminale (résidus 721 à 795) du récepteur des 

glucocortico~des du rat. Application de la méthode 

de Chou et Fasman (1 974, Biochemistry 13, 21 1-222 et - 
222-245) à la séquence en amino-acides publiée par 

Miesfeld (1986). La position du peptide Tyr-Cys-Phe 

contenant la seule cystéine de la région est 

indiquée. 



V I  - CONCLUSION - PERSPECTIVES 

Nous pensons a v o i r  montré c l a i r emen t  dans c e  t r a v a i l  que l ' é t u d e  

du s i t e  de  l i a i s o n  aux s t é r o ï d e s  du r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o l d e s  

à l ' a i d e  de  sondes molécula i res  d i v e r s e s ,  s t é r o ï d i e n n e s  ou non, 

r é a g i s s a n t  de  manière covalen te  ou non, peu t  conduire  à des r é s u l t a t s  

t r è s  i n t é r e s s a n t s ,  même quand e l l e  e s t  p r a t i q u é e  s u r  un r é c e p t e u r  

peu ou pas  p u r i f i é .  C ' e s t  pourquoi l e s  t ravaux r a p p o r t é s  dans c e t t e  

t hèse  ont  connu e t  connaissent  encore  de nombreux prolongements 

d i r e c t s  dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  au s e i n  d e  l ' é q u i p e  q u i  nous en tou re .  

C ' e s t  a i n s i  que : 

. Une i n t é r e s s a n t e  é tude  d e  c o r r é l a t i o n  s t r u c t u r e - a c t i v i t é  q u a n t i t a -  

t i v e  concernant  l e s  176-carboxamides d e  l a  dexaméthasone a  é t é  menée 

p a r  P i e r r e t t e  Maes. 

. Le développement d 'une  s é r i e  d e  176-carboxamides t e r t i a i r e s  a  é t é  

r é a l i s é  p a r  P h i l i p p e  Lefebvre, dans l ' e s p o i r ,  malheureusement déçu, 

d ' o b t e n i r  des  d é r i v é s  a n t i g l u c o c o r t i c o l d e s  p l u s  a c t i f s .  Un des  p r o d u i t s  

obtenus p r é s e n t e  cependant des  p r o p r i é t é s  t r è s  i n t é r e s s a n t e s  d e  

s t a b i l i s a t i o n  du r é c e p t e u r  sous forme non t ransformée d e  haut  po ids  

mo lécu la i r e  i n  v i t r o .  Son u t i l i s a t i o n ,  conjointement  à c e l l e  du 

RU 486, ouvre des  p e r s p e c t i v e s  prometteuses pour l a  compréhen- 

s i o n  du mécanisme d e  l ' a c t i v i t é  an t ig lucocor t i co?de .  

. L'approche p a r  l e  s t é r o ï d e  l e s t é  e s t  en p l e i n  développement e t  

p l u s i e u r s  a n t i c o r p s  antidexaméthasone o n t  é t é  p répa rés ,  c a r a c t é r i s é s  

e t  p u r i f i é s  p a r  Hocine Hammadi e t  Noureddine Bouzerna. La p r é p a r a t i o n  

de fragments Fab e s t  en cours .  

. Ces mêmes a n t i c o r p s  o n t  é t é  u t i l i s é s  pour l ' approche  a n t i i d i o t y p i q u e  

q u i ,  ap rè s  b i e n  des  e f f o r t s  des  mêmes c o l l a b o r a t e u r s ,  v i e n t  d ' a b o u t i r  

à l ' o b t e n t i o n  d 'un a n t i c o r p s  a n t i i d i o t y p i q u e  r é a g i s s a n t  à l a  f o i s  

c o n t r e  l e  premier  a n t i c o r p s  ayant  s e r v i  à déclencher  s a  product ion  e t  

c o n t r e  l e  r é c e p t e u r  des  g lucocor t i co ldes  du f o i e  d e  r a t .  



. L'étude des thiols du récepteur s'est poursuivie avec la démonstration 
par Viviane Dumur et Thierry Idziorek de la possibilité de retenir 

le récepteur lié sur une colonne portant un thiol activé immobilisé. 

D'autre part, Stéphane Blicq a appliqué les maléimides N-substituées 

à la caractérisation du thiol essentiel à la transformation du 

complexe glucocortico?de-récepteur. Son environnement apparaît différent 

de celui du site de liaison. Des effets particulièrement intéressants 

ont été observés avec la benzylmaléimide qui présente une activité 

un peu similaire à celle du molybdate : stabilisation partielle du 

récepteur libre contre l'inactivation à la chaleur, maintien sous 

forme de haut poids moléculaire du complexe g lucocor t i co lde - r écep teu r  

et inhibition de la transformation. 

Tous ces nouveaux résultats constituent une justification 

supplémentaire ae nos travaux personnels. D'autre part, l'étude 

menée sur les 176-carboxamides a conduit également à la mise au point 

d'ün gel d'affinité efficace pour la purification du récepteur des 

glucocortico?des. Cette purification se poursuit dans le laboratoire 

avec pour obj ectif 1' obtention d 'anticorps spécifiques, 1' étude de 

l'arrangement en sous-unités du récepteur non transformé et celle de 

la transformation de ce complexe sous forme liée à un agoniste ou à un 

antagoniste. Ces travaux font respectivement l'objet des efforts de 

Claude Richard, Bernard Sablonnière et Pierre-Marie Danzé. Enfin la 

collaboration se poursuit avec l'équipe de Patrick Lustenberger, 

et les groupes de Guy Rousseau et Joseph Martial à Bruxelles et Liège, 

et celüi du Professeur Etienne Baulieu à Bicêtre. 

Beaucoup d'inconnues persistent à propos de la structure et de la 

fonction des récepteurs des hormones stéroïdes. La biologie moléculaire 

a réussi une percée très importante en nous livrant la séquence de 

l'ADN compl6mentaire codant pour ces protéines. Mais elle ne peut 

nous fournir la structure tridimensionnelle ni éclairer les mécanismes 

d'interaction et de régulation fonctionnelle de ces macromoiécules. 

La biochimie des protéines, à condition qu'on la pratique en utilisant 



toutes  l e s  ressources des techniques modernes, a certainement encore 

beaucoup à nous apprendre à propos de ces molécules au r ô l e  

e s s en t i e l  dans l 'organisme. 





ANNEXE : DONNEES RADIOCRISTALLOGRAPHIQUES 

COMPLETES DU DXP ET DU DXB, DEUX 

17B-CARBOXAMIDES DERIVES DE LA DEXAMETHASONE 

( p r é s e n t é e s  s e l o n  D U A X  1 9 7 5 b )  





Données cristallographiques 

Formule brute C24H34F1N104 Dimensions de la maille 

P. M. 41 9 , 5  a 
Système cristallin monoclinique 

15,169 a 90,000 

Groupe spatial 
b 11,336 3 100,294 

P21 - C 
Densite mesurée 

6,456 Y 90,000 

Densité calculée 1 , 2 8  , 
Volume de la maille 1092,3  A 
Z(molécu1es par maille) 2 

Réflexions observées : 2150 



2) Géométrie moléculaire 

Coordonnées atomiques 



Noyau stéroldien 

Cycle A Cycle B Cycle C Cycls D 

Distances interatomiques (A) 

Angles de liaison ESD 

Angles de torsion 



Dis tances Angles Angles de torsion 

chaîne 176 

Fluor 

1,428 

ûxygènes 9xygènes Fluor 

2'3'3 
122,2 C1C2C3O3 - 174,8 C7C8C9F - 62,l 

C4C303 121,o c5c4c3o3 177,3 C14C8CgF 59,k 

C9Cl 1°1 1 
106,6 C8CgCl101 - 75,2 CICIOCgF - 60.9 

C12C11011 II397 C10C9Cl101 1 56,s C5C10CgF 59,7 

Cl3CI7Ol7 110,9 C13C12C1101 72,6 ClgCl0CgF 179.4 

cl6Cl7o17 112,8 C12C13C17017- 38,0 C12Cl lCgF - 65,2 
C14C13C17017 7730 o1 lcl lcgF 169,4 

Méthyles C18C13C17017-165,2 jonctions inter- 
C12C13C18 111,l C 15 C 16 C 17 O 17- 95,l cycles 

C14C13C18 12s7 C21C16C17017 29,4 ~ 2 ~ 1 ~ 1 0 ~ 9  113,5 
C17C13C18 110,0 c3c4c5c6 -177,4 

C1C10C19 106,7 Méthyles 
'4'5'6'7 115,3 

C5C1~C19 '1 lC12C13C18 - 73*6 c ~ c ~ c ~ ~ c ~  -1 13,i 

r-9C10C19 114,0 C8c14C13c18 6593 C6c5c10c1 -178,4 
C15C16C21 11394 C15C14C13C18 - 6795 C6c7c8c14 -168,6 
C17C16C2, 113,3 C C C C 

16 17 13 18 73a8 C7c8c14c13 -177,O 
C2C1C10C19 122'5 C7c8c14c15 - 51 ,8 

chaîne 178 
C4C5C10C19 123y6 C C C C -175,2 

C13C17C20 11392 9 8 14 15 
'6'5' 10'1 9 - 60'7 C7C8c9cl -1 75,5 C16c17C20 1 l2,0 

017C17CZ0 104,9 
C8C9C10C19 64'2 cl4c8CgCl0 172,6 ' 

C,7C20N 114,3 '1 1C9C10C19 ' 67'7 c~lCgCloCI 52,O 

C14C15C16C21 -'lgp3 c C C C 172,6 
C17C20020 122'0 Cl3C1 7C16C21 1 1  9 10 5 

123,7 149" clCloCgC8 -176,l NC20020 

C20NC22 1 24,4 
C12C1 1CgC10-178,1 

chaîne 1713 c C C C 159,8 NC22C23 l l 3 * l  C12C13C17C20 79,7 1 1  12 13 17 
c C C C 169,3 

C22C23C24 113,l C14C13C17C20 -165,4 12 13 14 15 
c C C C-178,9 C C C C - 47,5 17 13 14 8 18 13 17 20 

Fluor c C C C 159,O 
C15C16C17C20 146,8 12 13 17 16- 

%c9F9 C C C C - 88,8 c 8 C 14 C 15 C 16 -164,O 
C,,CgFg 103,7 

21 16 17 20 
C13C17C20N -9730 

1 lCgF9 103,7 
C16C1 7'20~ 146,7 



3) Analyse conformationnelle 

3.1 . Conformation générale 
- Plan moyen BCD (Cg-Cl 7) 

O . distances des atomes par rapport à ce plan (en A) 

Atomes du plan Autres atomes 

La chaîne latérale est pratiquement dans le plan moyen 

- Plan moyen A 
C1C2C3C4C5C1 0 

Distances des atomes à ce plan 

Angle A/BCD - 50,43 A 



3.2. Etude des d i f f é r e n t s  cycles  

Cycle A : - plan 
- dis tance  au plan moyen C C C C C C 1 2 3 4 5 1 0  

Cycle B : - cha i se  

3 
symétrie mi ro i r  ACç = 3,5 e tAC 6-7 

2 = 1 1 , ;  

angle  de to r s ion  moyen : 54,6 

- plan moyen C6C7CgC1 

Cycle C : - cha i se  

11 
= 2,1 

symétrie miroi r  ACç = 2,3 e t  
AC:-9 = 9,: 

angle de to r s ion  moyen : 53,4 

- Plan moyen C8C C l  2C1 



Cycle D - enveloppe 136 = 7,2 

13-14= 15,6 symétrie A = 22,6 A 

4 = 49,3 m 

- plan moyen C C C C 
14 15 16 17 

3.3. Chaîne l a t é r a l e  

- Plan moyen '1 7C20020N 

- angle dièdre de ce  plan avec l e  plan moyen BCD 

123,7" 

angle d i è t r e  avec l e  plan C C C C 
14 15 16 17 : 50,5" 

- angle de tors ion 

- O20 par rapport  à C 
13 : syncl inal  

- C22 par rapport  à O 20 : synperiplanar 



Liaison amide 

NH ..... '1 7 

plane et trans 

: 2,OOA 

mais O n'est pas dans le plan 
17 

3.4. Jonction entre les cycles 

- Angles dièdres à la jonction des cycles 

Plan Composition Angles 

A 1'2'4'5 A/A-B 176,6 

A-B C1C5C6C1 O A-B 13 123 , l  

B-C 

C-D 

C-D ' 

C6C7C9C1 O B /B-C 136,2  

B-C /C 129,O 
C7C8C9Cl 1 

'8'1 lC12C14 C /C-D 134, l  

C12C13C14C15 C-D /D 133,8  

C13C15C16C1 7 C /c-D' 100,2 

C14C15C16C1 7 C-D ' /D 116,7 

C12C13C14C17 

- Configuration des jonctions intercycles 

A /B plane P l  = 5,8 + 6 2 , 1  = 67,9  

B /C trans T2 = 51,1 + 54,O = 105 , l  

C /D trans T3 = 5 7 , 9  + 48,3  = 106,Z 



3.5. Substituants 

- Orientation des groupements fonctionnels 

Distance au plan Angle sous tendu 
Substituant Orientation '5" 1 7 avec C 5 -C 17 

'18 
B axial 1,86 

B axial 

F a axial - 1,58 

O 3 
equatorial - 3,12 - 53,7 

O1 1 
B axial + 1,57 + 75,6 

'1 7 
a axial - 1,78 - 78,1 

- Distances interatomiques entre groupements fonctionnels 



4 )  Géométrie intermoléculaire 

- Ponts hydrogène envisageables 

- O3 - O1 7 = 2,86 A 

'3 - H17 = 2,08 A 

- O1 1- O20 
= 2,80 A 

H 1 l -  O20 
= 2,02 

- Disposition des molécules dans le cristal. 
Elle est représentée sur la figure 



Figure 82 - Arrangement des molécules de DXP dans la maille cristalline 
(projections sur les plans perpendiculaires aux axes de la maille ; 
5 et : axes de rotation-translation parallèles à l'axe oc de la 
maille). 



1 > Données cristallographiques 

Formule brute C28H34F O4 Y CH30H Dimensions de la maille 

Poids moléculaire 467,5 + 32,04 a 13,962 ci 90,000 
Système cristallin monoclinique b 15,831 B 93,997 
~ r o u p e  spatial P2 1 c 6,082 y 90,000 
Densité mesurée 
Densité calculée 1 ,2403 
Volume de la maille 1341 ,O A 
Z (molécules par maille) 2 

Réflexions observées : 2247 dont 
21 rejetées 



2) Géométrie moléculaire 

Coordonnées atomiques 



Noyau s t é r o l d i e n  

Cycle A Cycle B Cycle C Cycle D 

C -C 
1 2  

1,315 c5c6 1,509 c g C l l  1 Y 5 4 6  C13C14 1 .544 

Angles de l i a i s o n  ESD = 0,3 

Angles de t o r s i o n  



Extra nucléaire 

Distances Angles Angles de torsion 

Chaîne 178 

C17C20 1,544 

C20020 1,231 

'20N 1,335 

'22 1,480 

C22C23 1,496 

C23C24 9395 

'24'25 
1,395 

'25'26 
1,395 

'26'27 
1,395 

'27'28 
1,395 

'28'23 
1,395 

Fluor 

'gF9 1,429 

Oxygènes 

'2'3'3 121,4 

'4'3O3 121,6 

C9CI 1 10890 

C12C1101 1 113.8 

'13'17017 111.1 

C16C17C16 112,8 

Méthyles 

C12C13C18 111,6 

C14C13C18 112,8 
C17C13C18 111.3 

C1C10C19 106,7 
C5ClOCl9 107,4 

CgCl0Cl9 11395 

C15C16C21 1494 

C17C16C21 '13V6 

Chaîne 178 

C13C17C20 114,3 
C16C17C20 l1Ov5 

C20C17017 lo6Y1 

'1 7'20N 115,O 
Cl 7C20020 121 92 

NC20020 123,8 

'20NC22 122,5 

NC22C23 113,O 
C22C23C24 121 $6 

C22C23C28 1893 

C24C23C28 120,0 

C23C24C25 20,0 

C24C25C26 120P0 

'25'26'27 120,o 

C26C27C28 l2OS0 

C27C28c23 lZ0,O 

Fluor 

'8'gF9 106,l 

CIOCgFg 104,6 

'1 lCgF9 102,4 

Oxygènes 

C1C2C303 

'5'4'3O3 

'8'9'1 1°1 1 

CloC9C~~011 

C13C12C1 1°1 1 

C12C13C17017 

C14C13C17017 

'18'13'1 7'1 7 

C15C16C17017 

C21C16C17017 

Fluor 

C7C8C3F - 56,Z 
'1 4'8'gF + 65,1 

CtCl~C9F - 66,9 
C5C10C9F + 55,l 

C19C10CgF +173,9 

C12CllCgF - 71.3 
Ol lCl lCgF +161,6 

Jonctions intercycles 

C2C1C~0C9 +121,4 
C3C4C5C6 +: 77,7 

C4C5C6C7 +126 ,O 

C4C5C10C9 -121,9 

'6'5'1 0'1 -180,O 

C6C7C8C14 -172,l 
C7C8CI4Cl3 -179,7 

C7C8 C14C15 - 56P2 

C7C8C9Cl 1 -168,s 

C14C8C9C10 +178,6 

'll'g'lo'l + 4427 

CllCgCl0C5 +166,7 

ClC~0C9C8 +178,6 

C12CllCgC10 +175,8 

C11C12C13C17 +165,0. 

C12C13C14C15 +165,5 

C17C13C14C8 +176,6 

C12C13C17C16 -I6O,l 

C8C14C15C16 -15494 

CgC8C14C15 -177,6 



3) Analyse conformationnelle 

3.1. Conformation générale 

- Plan moyen BCD (Cg-C 7) 

. Distance des atomes par rapport à ce plan : 

Atomes du plan Autres atomes 

- O, 11 O3 
- 0,88 

O1 1 
- 1,45 

'1 7 
- 1,13 O20 
+ 1,87 N 

+ 1,86 F 

- 0,79 

+ 0,27 

- 0,22 

+ 0,33 

+ 1,68 

+ 2,14 

+ 1,24 

- 0,11 

- 0,57 

Chaîne latérale : son début est dans le plan moyen 

- Plan moyen A 
Distances des atomes à ce plan 

Angle AIBCD : - 3 7 , 6 4 '  

- Twist 



3.2. Etude des  d i f f é r e n t s  c y c l e s  

Cycle A : - p l a n  

- d i s t a n c e  au p lan  moyen C C C C C C 1 2 3 4 5 1 0  

Cycle B :- c h a i s e  = 2,6 
7 symé t r i e  m i r o i r  AC = 2,l e t  s  AC:-^ = 9,o 

Angle de  t o r s i o n  moyen = 55,O 

- plan  moyen C C C C 
6 7 9 1 0  

Cycle C - c h a i s e  AC:' = 6 , 9  

symé t r i e  a x i a l e  AC:-' = 1,65 e t  nCS 8 = 14,4 

a n g l e  de  t o r s i o n  moyen = 53,1 

- plan moyen C C C C 
8 1 1  12 14 



Cycle D - enveloppe 13  B  AC^^ = 3 , 5  

14 
Symétr ie  A = + 44,9  ACS = 38,2 

- p l a n  moyen C C C C 
 AC^^^^^ = 13,8 

14  15 16 17 

3.3.  Chaîne l a t é r a l e  

- Plan  moyen 

- Angle d i è d r e  d e  c e  p lan  avec l e  p l an  moyen BCD 

- Angle d e  t o r s i o n  



- 020 par rapport à C 13 

C22 par. rappor-a à O 
2 O 

: synclinal 

: synperiplanar 

liaison amide plane et trans 

3.4. Jonctions entre les cycles 

- Angles dièdres à la jonction des cycles 

Plan Composition Ang 1 es 
A 

C1C2C3C4C5C1 O A/A-B 178,7" 
A-B 

C1C5C6C10 A-B /B 127,6" 
B 

C6C7C9C1 O B /B-C 135 ,O 
B-C 

C7C8C9C 1 1 B-C /C 132,9 

C C8CllC12C14 C /C-D 132,7 

C-D 

D 

D ' 

'1 2'1 3C14C1 5 

C13'C~ic~4ci~ 

C C C C  14 15 16 17 

C-D /D 

C/C-D ' 
C-DI /DI 

C-D ' 
C12C13C14C17 

- Configuration des jonctions entre cycles 

A/B plane Pl = 0,4g0 + 58,6O = 59,1 " 
B/C trans T2 = 57,5 + 47,3 = 104,7 

C/D trans T3 = 63,7 + 45,8 = 109,5 



3.5. Substituants 

- Orientation des groupements fonctionnels 
Distance au plan Angle sous tendu 

Substituant Orientation '5"17 avec C -C 
5  17 

O 

'18 
B axial + 1,87  A + 86,4" 

B axial + 1,86  
+ 82,1°  

'19 

F a axial - 1,56 - 86,4  

O 3 
equatorial - 2,18 - 35,8  

O1 1 
B axial + 1 ,45  + 70,5 

'1 7  
CI axial - 1,69  - 81,8 

- Distances interatomiques entre groupements fonctionnels 



4 )  Géométrie intermoléculaire 

- Ponts hydrogène 

- Disposition des molécules dans le cristal : figure 83.  



Figure 83 - Arrangement des molécules de DIXB et de méthanol dans la maille 
cristalline (la liaison hydrogène entre l'hydroxyle du méthanol et 
l'hydroxyle en 1 1  du stéroïde est indiquée par un pointillé et les 
conventions de projection sont les mêmes que pour le DXP, figure >. 







1 - Préparation des stéroïdes 176-carboxamides 
1.1. Matériel et contrôles analytiques 

Les spectres infra-rouge ont été enregistrés sur un spectrophoto- 

mètre Beckman Acculab 1. Les chromatographies en couche mince ont été 

réalisées sur des plaques prêtes à l'emploi de gel de silice 0,25 mm F254 

(Merck). Deux systèmes solvants ont été utilisés : 

" 1 : chlorure de méthylène-acétone (811) et 

E2 : chlorof orme-méthanol (411 ) en atmosphère saturée en ammoniaque. 

Les contrôles analytiques en chromatographie liquide haute pression 

ont été réalisés sur un appareil Waters (pompe 6000A, injecteur 

universel U6K et détecteur W à 254 nm, modèle 440) sur des colonnes 

garnies dans le laboratoire à l'aide d'un appareil à remplir les colonnes 

(Chromatem). Les supports utilis4s sont le Nucléosil 10 (10 p) pour 

la chromatographie en phase normale et le Nucléosil 10 C18 (10 p)  pour 

la chromatographie en phase inverse. La chromatographie préparative a été 

réalisée sur un chromatographe haute pression Waters (Prep 500). Les 

points de fusion ont été mesurés sur un appareil de Reichert et sont non 

corrigés. Les analyses élémentaires ont ét6 réalisées par le CNRS 

(Villeurbanne). Les spectres de masse ont été obtenus sur un spectro- 

graphe Riber Mag 10-10 à l'université des Sciences de Lille. Les 

stéroïdes proviennent de chez Steraloids (corticostérone, cortisol) 

et Roussel-Uclaf (dexaméthasone, désoximetasone). Les stéroïdes 

tritiés à haire activité spécifique (40 Ci mol-') proviennent de 

chez Amersham (Amcrsham, Royaume-Uni) . 
1.2. Oxydation periodique des stéroïdes 

a) Dexaméthasone et désoximétasone (d'après un brevet GLAXO 1972) 

A 6,28g (1 6 m ~ )  de dexaméthasone dissous dans 320 ml de méthanol 

on ajoute 96 ml d'acide periodique 10 %. La réaction est complète après 

3 heures d'agitation à température ambiante. L'évolution de la réaction 

est suivie par chromatographie en couche mince (gel de silice 60 F254, 

0,25 mm, Nerck) dans le système solvant dichlorméthane/acétone (4/1) 



avec visualisation des taches sous lumière ultra-violette à 254 m. 

Après évaporation sous vide à 60°C, le précipité est lavé à l'eau 

distillée (40 ml) puis séché 15h à 70°C. De la poudre séche dissoute 

dans 1 litre d'acétate d'éthyle, la dexaméthasone oxydée est extraite 

4 fois par 200 ml de bicarbonate de soude 0,6 M. Les phases bicarbo- 

natées recueillies sont immédiatement acidifiées par HC1 IN car le 

stéroïde oxydé est instable en solution alcaline. Précipité lors de 

lfacidification, le stéroïde oxydé est lavé par quelques ml d'eau 

distillée, séché à 70°C puis contrôlé par chromatographie en couche mince 
. - 

dans le système solvant donné ci-dessus. Le rendement réactionnel avoisine 

90 %. 
b." 

b) Cortisol, corticostérone, désoxycorticostérone et - ,a., '-: 
1 ~= 

prednisolone 

 oxydation est réalisée selon le protocole de Mason (1  937, 1938) 

12 moles (4,15 g) de corticostérone sont dissoutes dans 960 ml 
- - 

d'éthanol absolu par agitation magnétique dans un erlen de 2 litres. 

On y ajoute successivement sous agitation : 570 ml d'acide periodique 
- - 

0,025 M, 18 ml d'acide sulfurique 5N et 360 ml d'eau distillée. On 

laisse 15 heures sous agitation à 20°C, puis on concentre par évaporation 

sous vide à 40°C (évaporateur rotatif Büchi) par fractions de 500 ml 
. - 

ramenées à 50 m l .  Le précipité formé est recueilli dans un entonnoir 

à verre fritté no 2 et lavé par quelques ml d'eau distillée. 11 est 

séché sous vide. La poudre séche est redissoute dans 1500 ml d'éther 

éthylique. La solution obtenue est extraite par 3 fois 500 ml de soude 

0,01 M. Les phases sodiques sont acidifiées immédiatement par addition 

de 5 ml d'HC1 1M pour chaque extrait sodique de 500 ml et le précipité 

formé est recueilli et lavé par quelques ml d'eau distillée, puis 

séché. Dans le cas du cortisol, l'acide formé ne précipite pas ou peu 

et il est nécessaire de concentrer la solution par évaporation sous 

vide pour obtenir la pr6cipitation. Les produits obtenus sont contrôlés 

par chromatographie en couche mince. Le rendement est excellent (80 X). 

1.3. PrCparaéion des 176-carboxeuaides à partir des acides 17B- 
- 

carboxyliques (Fonasrecher 1 980b) 

Les préparations de dérivés sont données à titre 



d'exemple. Les formules des produits correspondants peuvent être 

retrouvées sur les figures 48 et 53. 

a) N- ( 1 1 B-hydroxy-3-0x0-4-andros tène- 1 76-carbonyl) -N ,N ' - 
dicyclohexylurée (VI) : exemple de N-acylurée 

A une suspension de 332 mg ( 1  mole) de l'acide dérivé de la 

corticostérone (IIa figure 48) dans 50 ml de chlorure de méthylène 

sont ajoutés 227 mg (1,1 mo1e)de DCC. Après une heure à température 

ambiante, la solution est concentrée sous pression réduite. Le produit 

brut contenant (VI) est dissous dans l'acétate d'éthyle et extrait 

deux fois au bicarbonate de sodium 0,1 M, à l'HC1 IN et à l'eau. La 

phase acétate d'éthyle, après séchage sur Na SO anhydre est évaporée 2 4 
pour donner 31 0 mg (57 Z) de la N-acylurée (VI) : TF 232O~, % (E,) 0,43 ; 
ir (KB~) 1710 (CO - N CONH) , 1660 (3 CO), 1635 (CO N CO NH) , 1540 (amide II) 
- 1 cm . 

Anal. calc pour C H N O : C, 73,56 ; H, 9,36 ; N : 5,20 ; 33 50 2 4 
Mes. : C, 72,86 ; H, 9,02 ; N, 5,10. 

b) Benzotriazol-l'-y1 116-hydroxy-3-0x0-4-androstene-176- 

carboxylate (III ) ': ester activé à l'hydroxybenzotriazole 
a 

A une solution de 332 mg de l'acide (II,) dans 150 ml de tétra- 

hydrofuranne sont ajoutés 227 mg (1,1 mole) de DCC et 203 mg (1,5 mole) 

d 'HOBT. 

Après une nuit à 4OC, le précipité de DCU est éliminé et le 

solvant est évaporé à sec. Le produit brut est chromatographié sur une 

colonne de gel de silice en dichlorométhane-acétone (811) pour fournir 

l'ester activé (III ) : Tef 218OC ; Rf (F,) 0,64 ; ir (KBr) 1830 ; a 
1655 cm-' ; spectre de masse (70 eV) m/e (intensité rel) 449 (2,3), 315 (100) 

269 (97) et 227 (33) (Figures 84, 85 et 86). 

Anal. calc pour C26H31N304,: C, 69,46 ; 8, 6,95 ; N, 9,35 

Mes. C, 69,01, H, 7,15 ; N, 8.95. 
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C) N-propyl 1 1$-hydroxy-3-0xo-4-androstène-l78-carboxamide (lVa) : 

exemple de 1 76-carboxamide. 

Une solution de 332 mg (1  mole) de l'acide I I a  227 mg de DCC 

et 203 mg d'HOBT dans 20 ml de tétrahydrofuranne fraîchement distillé, 

est agitée une nuit à 4OC. Le précipité de DCU est éliminé par filtra- 

tion et 420 PI (5 mmoles) de propylamine sont ajoutés au filtrat. 

Après 10 minutes à 4' et contrôle de l'évolution de la réaction par 

CCM, la solution est extraite par du bicarbonate de sodium 0,1 M, 

de 1'HCl IN et lavée deux fois A l'eau. La phase organique séchée, est 

ensuite évaporée à sec. La recristallisation du produit brut est 

obtenue dans un mélange méthanol-acétate d'éthyle et donne 235 mg 

(63 X) de composé (IVa) : Tof : 145OC, % (E~) 0, 15, (E2) 0,85 ; 
ir (KBr) 1660, 1535 cm-' ; spectre de masse (70 e/ V) m/e (intensité 

(figures 87 et 88 ) ,  

Anal. calc pour C H NO : C, 73,96 ; H, 9,44 ; N, 3,75 
23 35 3 

Mes. C, 73,49 ; H, 9,12 ; N, 3,68). 

Tous les dérivés 176-carboxamides décrits dans ce mdmoire ont 

été préparés de la m h e  manière, sauf les composés comportant une 

charge positive (dérivés 27 à 32 du tableau XL et 39 et 40 du tableau 

XVIII oÙ la phase HC1 IN contenant le produit désiré sous forme de 

chlorhydrate est amenée à pH 10 par addition de soude et réextraite 

par du chlorure de méthylène. Dans le cas des 176-carboxamides bifonc- 

tionnels les plus simples, le stéroïde activé a été ajouté à la diamine 

en excès 2 fois molaire, de façon à obtenir une réaction stoechiomé- 

trique avec les fonctions amines. Chaque fois que nécessaire les 

produits obtenus ont été repurifiés par chromatographie préparative 

haute pression. Ceci a été le cas des produits difficiles à recristal- 

liser après purification par simple extraction. La pureté'des produits 

a été contrôlée en HPLC analytique à 210 et 254 m. Le contrôle à 
- - 

210 nm permet mieux de détecter la présence de contaminants tels que 

la DCU, la DCC et 1 'hydroxybenzotriazole. 







1.4. Préparationr 4es  t 7g-earboxa-rdes t r i t i é s  4 haute a c t i v i t é  

spécifique. 

Nous ne donnerons qu'un exemple de préparation 

a)  Oxydation periodique 
3 1 m C i  de k ,2 (n)- Ill dexaméthasone, 40 C i  rumole-' , s o i t  25 quoles, 

e s t  reprise par 100 v 1  de méthanol dans une rninif i o l e  conique (microvial 

Pierce). On y ajoute 30 p l  'd'acide periodique 1 Z dans l 'eau. Après 

5h à 20; l a  réaction e s t  complète e t  l e  rendement avoisine 75 % d'après 

l e  contrôle effectué en CCM sur un al iquot  (0,s p l )  de l a  solution 

déposé, en para l lè le  avec un échantillon témoin t r a i t é  de l a  même façon. 

Le couloir de chromatographie de l ' échant i l lon  radioactif e s t  découpé 

en bandes de 5 mm l e  long de l ' axe  de migration, e t  l a  s i l i c e  de 

chaque bande e s t  g r a t t é e  e t  récupérée dans une f i o l e  à s c i n t i l l a t i o n  

à laquelle on ajoute 0,5 m l  de méthanol avant l e s  4 m l  de sc in t i l l a t eu r .  

La répart i t ion de l a  rad ioac t iv i té  e s t  comparée à c e l l e  des spots 
. - 

visibles  sous ul t ra-violet  dans l e s  couloirs  témoins. Le r e s t e  de 

l 'échant i l lon de dexaméthasone oxydée radioactive e s t  pu r i f i é  par HPLC 
I 

en phase inverse sur une colonne de Nucléosil C18, 10 (4,7 x 250 mm) 

équilibrée en mélange méthanol/eau (55 : 55 v/v) à 2 m l . m i n l  sous une 

pression de 3000 psi. Le pic correspondant à l a  dexaméthasone oxydée 

e s t  col lecté  puis évaporé à sec sous vide puis sous azote. La pureté 

du produit obtenu e s t  vé r i f i ée  en CCM e t  en HPLC. 

b) Activation à l'hydroxybenzotriazole e t  couplage à l'amine 
l 

Une solution contenant 24 mg d'hydroxybenzotriazole e t  18 mg 

de dicyclohexylcarbodiimide e s t  préparée dans 10 m l  de tétrahydro- 

furanne fraîchement d i s t i l l é ,  100 cc1 de c e t t e  soiution sont u t i l i s é s  

pour reprendre l a  dexaméthasone oxydée radioactive e t  séchés dans une 

minif io le  conique fermée par un bouchon à v i s se r  (minivial Pierce de 1 , m l )  . 
L'activation es t  poursuivie 16 h h O". Un contrôle en CCM sur  un 

. - 
aliquot (0,s pl)  e s t  effectué ccmmie précédemment avec comparaison à 

un témoin f ro id .  
. - 

Aux 100 cc1 de l a  solution de s téroïde act ivé sont ajoutés 330 m o l e s  - .  
de l'amine coupler , sous . un - .  volume de 13,s pl (di lut ion dans l e  

tétrahydx 



778- carboxamide e s t  pu r i f i é  par EPLC en phase inverse sur l a  même 

colonne que précédemment. La composition du solvant e s t  a justée d'après 

une mise au point préalable sur du 176-carboxamide f ro id .  Le pic de 

176-carboxamide chaud e s t  repéré par sa position dans l e  chromato- 

gramme e t  son absorbanca à 254 nm. Trois préparations du même 176- 

carboxamide f ro id  sont menées en para l lè le  de l a  préparation du 

produit chaud e t  dans des conditions rigoureusement identiques. El les  

servent à étalonner l e  système e t  à v é r i f i e r  l 'optimisation des 

conditions de purif icat ion,  Le produit radioactif e s t  enfin in j ec té  

e t  l e  pic de 178-carboxamide col lecté ,  puis évaporé e t  contrôlé sur 

l e  plan analytique. Le couplage de l'amine doi t  intervenir  rapidement 

après act ivat ion de l 'acide car  l ' e s t e r  act ivé à 1'HOBT ne semble pas 

s t ab le  au-delà de 24h. 

2 - Préparation de dérivés stéroldiens divers 

2.1. Esters acétiques e t  hémisuccinate de dexaméthasone ou 

d'acétonide de triamcinolone 

La préparation e s t  t r è s  simple e t  t r è s  rapide : 1 m o l e  de 

s téroïde e t  1 manole d'anhydride acétique ou succinique sont mélangés 
. . 

dans 5 à 10 m l  de pyridine fraichement d i s t i l l é e .  Le mélange e s t  

porté à 80°C pendant 4 h. La réaction e s t  quant i ta t ive d'après l e  

contrôle en CCM. Le mélange e s t  évaporé à sec sous vide, repris  dans 

du chlorure de méthylène e t  lavé 3 f o i s  à l 'eau acidulée. La phase 

organique e s t  évaporée e t  l e  résidu sec e s t  r e c r i s t a l l i s é  dans l e  

méthanol. 

- La préparation de dérivés radioact i fs  à haute a c t i v i t é  spécifique 

e s t  r éa l i sée  conmie dans l'exemple suivant : 

200 p C i  de ,2,4(n)-3~] acétonide de triamcinolone, 6,25 C i .  - 1 m o l  , s o i t  32 nmoles, sont évaporés à sec dans un microvial Pierce 

e t  repr i s  par 20 ~1 d'une solution d'anhydride succinique à 4 mg/ml 

dans de l a  pyridine d i s t i l l é e ,  s o i t  800 nmoles. Le flacon e s t  bouché 

e t  placé à 80° pendant une nuit. L'ester radioactif obtenu e s t  

pu r i f i é  par chromatographie en couche mince de s i l i c e  sur  plaques 

Merck F254 (0,25 mm) en u t i l i s a n t  l e  mélange solvant chloroforme/ 

méthanol (4 : 1 v/v) en atmosphère saturée d'anmioriiaque. Le rendement 

e s t  de 48 %. 



2.2. Dérivés mono et bifonctionnels de l'hémisuccinate de 

triamcinolone. 

Les procédures mises en oeuvre sont très semblables à celles 

employées pour les 178-carboxamides : activation de la fonction carbo- 

xylique à 1'HOBT en présence de DCC et couplage à l'amine ou à la 
l 

diamine selon le cas. 

2.3. Préparation des 21 éthers de la dexaméthasone : 

Elle comporte : 

- la préparation du 21 mésylate de dexaméthasone :'1 mmole de 

dexaméthasone (393 mg) est dissoute dans 2,5 ml de pyridine distillée. 

Le mélange est refroidi à O°C et on y ajoute 1 ,O2 mm01 e de chlorure de 

rnésyle(80 p l ) .  Après 1 heure d'agitation à o°C, la solution est diluée 

à l'eau glacée et le précipité obtenu est filtré sur entonnoir à verre 

fritté no 2, lavé avec quelques ml d'eau distillée, puis séché sous 

vide. Le rendement est de 82 % et la pureté du produit est contrôlée en 

CCM (mélange dichlorométhane/acétone 4 /1) . 
- la réaction du mésylate de dexaméthasone (1 =le) avec le phénate 

de sodium en léger excès (1,2 mmoles) est obtenue en milieu diméthyl- 

f ormamide (2 ml) à chaud (à reflux) . La réaction est suivie en CCM (sol- 
vant chloroforme/m~thanbl 4:1 atmosphère saturée d'ammoniaque). Quand 

elle est complète le milieu réactionnel est dilué à l'eau froide et 

le précipité obtenu récupéré par filtration (fritté no 3) et lavé à 

l'eau. Le phénate de dexaméthasone est purifié par recristallisation 

dans le méthanol. 

- le couplage au paracarboxyméthylphénalate de sodium est obtenu dans 
des conditions similaires. Après saponification de la liaison ester 

- - 
dans des conditions usuelles, . 

. 
la propylamine est couplée au produit 

obtenu en utilisant le procédé d'activation du carboxyl à 1'HOBT en 

présence de WC. 
* - -  

2.4. Dérivé 16a 17a de la triamcinolone 



3ûml d'eau) , e t  portées à 100° au bain-marie pendant 90 min. Le l i q u i d e  

e s t  r e f r o i d i  pu i s  évaporé sous v i d e  à 50°C. Le rés idu e s t  r e p r i s  e t  

lavé  dans l e  chloroforme à f r o i d .  La réac t ion  e s t  complète e t  l e  

rendement de 70 X. 

- Couplage de l a  triamcinolone au l é v u l i n a t e  d ' é t h y l e  (procédure 

i n s p i r é e  d'un b reve t  Sigma Tau I n d u s t r i e  Ger. Off. 2,318,767 Chem. 

Abst rac t  - 80 (1974) 27428j) : 515 mg de  triamcinolone son t  r e p r i s  dans 

5 m l  de  diméthylformamide avec 10 m l  d e  l é v u l i n a t e  d ' é thy le .  ûn y 

a j o u t e  5 m l  d 'ac ide  perchlorique à 70 %. Après 72h à 20°C, l 'évolu- 

t i o n  de  l a  r éac t ion  e s t  con t rô lée  en HPLC s u r  colonne de  Nucléosil 

Cl8 10g (4,7 x 250 nim) é q u i l i b r é e  en méthanolfeau (65 : 35 v/v) avec 

dé tec t ion  à 254 m. Le mil ieu  réact ionnel  e s t  d i l u é  à 250 m l  avec d e  

l ' eau  e t  e x t r a i t  au dichlorométhane (4 f o i s  50 ml). La phase organique 

est l avée  à l ' eau ,  séchée su r  s u l f a t e  de  sodium e t  évaporée à sec ,  

Le p rodu i t  de couplage e s t  p u r i f i é  par  chromatographie s u r  une colonne 

(4 x 40 cm) de s i l i c e  g r e f f é e ,  phase inverse  Cl8 70p (Waters), 

é q u i l i b r é e  en mélange méthanol/eau (65 : 35 v/v) à un d é b i t  de 1,8 m l  - 1 
min . Des f r a c t i o n s  de 9 m l  son t  r e c u e i l l i e s  e t  l a  d e n s i t é  opt ique  

à 254 nm e s t  enregis t rée .  Les f r a c t i o n s  correspondant au produit  de  

couplage sont  regroupées e t  évaporées. Le rendement e s t  de 30 à 40 %. 

- Saponif ica t ion du p rodu i t  de  couplage triamcinolone-lévulinate 

d 'é thy le  : 

E l l e  est p ra t iquée  dans les condi t ions  u s u e l l e s  : 208 mg de 

produi t  du couplage précédent, 66 mg de  carbonate de potassium, 16 m l  

de méthanol e t  4 m l  d 'eau sont  mélangés. Le mélange est m i s  à r e f l u x  

1h puis  a c i d i f i é  à 1'HCl 1PF de  facon d e  camener l e  pH à 2. Le p rodu i t  

e s t  a l o r s  e x t r a i t  p a r  3 f o i s  20 m l  d ' a c é t a t e  d 'é thyle .  La phase 

organique e s t  e x t r a i t e  au bicarbonate de sodium 0,6 My e t  l ' e x t r a i t  

obtenu est à nouveau a c i d i f i é  e t  r é e x t r a i t  à l ' a c é t a t e  d 'é thyle .  C e t t e  

de rn iè re  phase organique e s t  lavée  à l ' eau  ac idulée ,  séchée su r  s u l f a t e  

de sodium e t  évaporée à sec.  L'acide l i b r e  e s t  obtenu avec un 

rendement de 63 X. 



- Couplage à l a  propylamine 

L'acide précédent e s t  ac t ivé  à llHOBT e t  à l a  DCC dans l e  

tétrahydrofuranne, comme3 déc r i t  pour l e s  carboxamides e t  couplé à 

l a  propylamine en excès 5 f o i s  molaire. La pré-purification usuel le  

donne un rendement de 70 % d'un prpduit contenant des impuretés 

d'après l e  contrôle en HPLC. La purif icat ion f ina le  e s t  donc effectuée 

en HPLC en phase inverse Nucléosil C18, 10 p avec un mélange méthanol/ 

eau (42 : 58, v/v) . Le rendement f i n a l  e s t  de 16 %. 

3) Préparation des maléimides e t  des succinimides N-substituées 

3.1 . Acide N-alkylmaléamique 

50 m o l e s  d'anhydride maléique, 50 m o l e s  de l'amine considérée 

(n-alkylamine ou benzylamine) e t  83 m l  d 'acide acétique g lac ia l  sont 

mélangés pendant une heure à 20°C. La majeure p a r t i e  de l ' a c ide  

acétique e s t  ensuite évaporée sous vide à 60°C (Appareil Büchi). La 

solution t r è s  huileuse obtenue e s t  di luée avec 250 m l  d'eau d i s t i l l é e  

glacée pour f a i r e  préc ip i te r  l 'acide maléamique. Le préc ip i té  e s t  

recuei l l i  sur entonnoir à verre E r i t t é  no 2 avec un peu d'eau glacée - . -  

puis essoré e t  m i s  à sécher dans un dessicateur sous vide contenant 

du P205 Le contrôle des produits obtenus e s t  r é a l i s é  en CM sur  

plaque de S i l i c e  Merck F 254 (0,25 mm). 
- .  

3.2. Maléimides N-substituées (d 'après Heitz 1 968) 
. . . .  . - 

La cycl isat ion des acides maléamiques e s t  obtenue à chaud dans 

l e  ballon d'un p e t i t  appareil . de A d i s t i l l a t i o n  plongé dans un bain 

d'huile. On chcutfe progressivement au début pour obtenir l a  fusion 

de l 'acide puis on pratique une d i s t i l l a t i o n  sous vide en augmentant 
. - .  

progressivement l a  température. L'eau d i s t i l l e  d'abord, puis à une 
- . - -  - 

température plus élevée, - .  sous un vide de bonne qual i té  (p < 10 nun Hg) . . - . . .  

obtenu avec une pompe à palet tes ,  l a  maléhide  d i s t i l l e  à son tour. 

Il es t  t r è s  important de mettre l ' ac ide  sec directement dans l e  ballon 

du montage de dis t i l ' la t ion e t  de chauffer légèrement, sinon il s e  
. -  - - - 

forme des r6sines e t  l e  contenu du ballon prend rapidement un aspect - - 
goudronneux. . C'est . pourquai . la - -  cyclksation . préalable à 170-180" pendant - .- 



néanmoins faible, de 15 à 30 X, voir tableau S I .  

3.3. Succinimides N-substituées (Rice 1954) 

Leur préparation est très simple : l'anhydride succinique est 

mélangé à l'amine en conditions stoechiométriques, puis chauffé à 160°C 

et distillé sous vide. Le rendement est ici excellent. 

4) Préparation des extraits biologiques 

4.1. Tampons 

Les tampons suivants ont été utilisés : 

Tampon A : TrisIHC1 20 mM (utiliser impérativement du Trizma R 

Sigma), MgC12 3 mM, Na2Mo04 10 mM, B-mercaptoéthanol 

20 mM, glycérol 10 X ,  pH 7,4 à O°C. 

Tampon B : Phosphate de potassium 160 mM, Na2 Mao4 10 mM, 

6-mercaptoéthanol 20 &, glycérol 10 2, pH 7,4 à O°C. 

Tampon C : le même que B avec du phosphate de potassium 20 mM. 

Tampon D : Phosphate de potassium 50 mM, Na2Mo04 10 mM, 

~lnercaptoéthanol 20 mM, pH 7,4 à O°C. 

Tampon E : le même que B, mais sans glycérol. 

4.2. Cytosol 

Des rats Wistar mâles (250 g) 'sont surrénalectomisés 3 à 5 jours 

avant d'être sacrifiés par décapitation. Leur, foie est prélevé et 

perfusé avec une solution de chlorure de sodium à 9 p. 1000 puis 

avec du tampon A glacé. Les foies sont ensuite épongés avec du papier 

(genre essuie-tout Sopalin), pesés rapidement et homogénéisés à raison 

d'1,S ml de tampon A parg de tissu. L'homogénéisation commence par 

une première étape de 10 S. à l'ultraturrax dans un bécher refroidi 

à O", puis est complétée à l'appareil de Potter à cylindre de verre et 

piston de téflon (10 aller-retour à O*). L'homogénat est centrifugé 

2h à 105 000 g (ou 40 min à 200 000 g). Le surnageant est récupéré par 
. - -  - 

aspiration, après élimination de Ea couche lipidique supérieure, et son 

pH est ajusté à 7,4 avec du Tris 1M. Dans le cas de la préparation 

de cytosol de thymus, les glandes thymiques sont disséquées et prélevées 



avant d ' ê t r e  pes&s pu i s  homogénéis&s dans du tampon C à O°C. Les 

cytosols son t  u t i l i s é s  s o i t  immédiatement, s o i t  conservés congelés 

à - 70°C. 

4.3. E x t r a i t  s u l f a t e  de protamine (d'après Govindan 1978) 

11 est obtenu à p a r t i r  du cytosol  de f o i e  en u t i l i s a n t  des 

solut ions  de  s u l f a t e  de  streptomycine ( ~ e r c k )  à 10 % dans l ' e au  

d i s t i l l é e  e t  de s u l f a t e  de protamine (Merck) à 0,75 % également dans 

l 'eau d i s t i l l é e  (dissoudre à chaud) selon l e  protocole suivant : 

Cytosol (1  volume) 
+ O,11 volume de s u l f a t e  de Strepto- 

mycine sous a g i t a t i o n  pendant 20 min 
à 4°C puis cen t r i fuga t ion  à 18 000 g 
x 10 min. 

Précipi  t é  
A 

Surnageant ( 1,11 volume) 
éliminé . - + 0,12 volume de s u l f a t e  de 

protamine sous ag i t a t i on  
pendant 40 min à 4OC puis  
cen t r i fuga t ion  à 18000 g 
x 10 min 

A Surnageant é l  iminé 
P r é c i p i t e  

r ep r i s  dans 0,1 volume de 
tampon phosphate, t'iomogénéi- 
sa t ion  au Douricti p u i s  cen t r i -  
fugation B 2000g x 20 min 

Précipi  té Surnageant 
idem. étape précé- Les surnageants sont 
dente rassemblés. Des a l iquo tes  

sont  récupérés pour do- 
sage de l ' a c t i v i t é  de 
l i a i s o n  e t  dosage des 
proté ines .  Le r e s t e  e s t  

~ r é c i p i t ' é  éliminé Surnageant u t i l i s é  immédiatement 
ou conservé à -80°C en 
présence de 0,2 volume 
de glycérol  (concentra- 
t i o n  f i n a l e  28 %) 



5) Détermination de l ' a c t i v i t é  de l ia i son  des s téroïdes 

Les échantillons contenant l ' a c t i v i t é  récepteur à mesurer (cytosol 

ou e x t r a i t  au su l f a t e  de protamine) sont incubés en double à O" avec 

l a  dexaméthasone t r i t i é e  à une concentration de 30 nM en routine pour 

déterminer l e  nombre to t a l  de s i t e s .  Après 19h l a  radioact ivi té  l i é e  

e s t  mesurée par adsorption du s téroïde l i b r e  par une solution de 

charbon dextran : 200 u 1  d'incubat sont mélangés dans un tube de 

4 , 5  m l  à fond conique avec 100 p l  d'une suspension de charbon ac t ivé  

(Norit A) à 3 X comportant 0,3 X de dextran. Après 10s d'agitation 

au Vortex, l e  mélange e s t  l a i s s é  15 min à 0" puis centrifugé 5 min à 

4800 rpm. 150 u l  de surnageant sont prélevés pour l e  comptage de l a  

radioact ivi té  l i é e  totale .  La  l ia i son  non spécifique e s t  appréciée dans 

des tubes témoins où l ' incubation e s t  menée en para l lé le ,  en présence 

d'un excès 1000 f o i s  de d e x d t h a s o n e  froide.  Chaque point de mesure 

e s t  l a  moyenne de quatre déterminations (incubation en double e t  

charbon en double). Le cytosol e s t  u t i l i s é  pur ou di lué selon l e  cas ; 

l ' e x t r a i t  au su l fa te  de protamine e s t  généralement di lué au 1 /201 

La mesure de l ' a f f i n i t é  des stéroïdes non radioact i fs  pour l e  

récepteur e s t  réa l i sée  par des expériences de compétition vis-à-vis de 

l a  l ia i son  de l a  dexaméthasone comme déc r i t  précédemment 

- -  - 
6) Centrifugation en gradient de sucrose 

. .  - 

Les gradients de sucrose l inéa i r e  (5-20 %) sont préparés en 

tampon B ou C à l ' a ide  d'un formeur de gradient à deux chambres e t  
. -  . .  . . 

coulés à O°C dans des tubes pollyallomère de 4,4 m l .  Les échantillons 

(200 p l )  sont déposés sur ees gradients e t  l e s  tubes sont centrifugés 

à 55 000 rpm e t  à 2°C pendant 17h dans un rotor  SW 60 (Beckman) 

Des fract ions de 200 ~1 sont col lectées  après perçage du £and du tube 

e t  comptées. t e s  coeff ic ients  de sédimentation sont déterminés d'après 

Martin e t  Ames (1962, J. Biol. Chem. 236, 1372-1282) en u t i l i s a n t  l a  
. - - 

ca ta lase  (1 1,3 SI, l ' a ldolase  (7,8 SI, e t  l a  sérumalbumîne bovine (4,3 S) 

comme étalons. 



7) ,Chromatographie à haute performance 

7.1. Matériel 

Le système chromatographique utilisé comporte deux pompes 6000 A, 

un injecteur U6K équipé d'une boucle de 2 ml, un spectrophotomètre 

480 LC et un programmeur de solvant 660. Tout ce matériel provient 

de la firme Waters (Milford, MA., USA). La récupération des fractions 

est assurée à l'aide d'un collecteur programmable, modèle 201 

(Gilson, France). L'enregistrement de la densité optique et éventuel- 

lement de la pression en sortie de pompe est pratiqué sur un enregis- 

treur à deux canaux (LKB). Les colonnes utilisées pour la chromato- 

graphie d'exclusion de taille des protéines sont des modèles TSK G3000 

SW et TSK 64000 SW (7,5 x 600 man) de chez LKB. La chromatographie 

d'échange d'ions des protéines est faite sur une colonne Ultropac TSK 

545 DEAE (LXB). Les colonnes de silice phase greffée (250 x 4,7 mm) 

sont remplies au laboratoire avec du Mucléosil C18, 10 p (Macherey 

Nagel). Cette phase stationnaire a été au préalable persilylée par 

traitement à l'hexaméthyldisilazane (HMDS) et au chlorure de triméthyl- 

silane (TMS Cl) dans la pyridine à chaud (2h à 60°C et 3h à 100°C) 

pour bloquer tous les groupements silanols résiduels (Mc Call, J.M. 

1975, S. Med. Chem. - 18, 549). Le remplissage d'une colonne de 250 x 4,7 mm 

nécessite 2,7 g de phase stationnaire mis en suspension dans 25 ml 
. - 

de n-butanol et dégazé' aux ultra-sons, et s'effectue à l'aide d'un 

poste de remplissage Chromatem sous 300 à 400 bars de pression avec 

un mélange méthanol/eau (50 : 50). Tous les solvants utilisés en HPLC 

sont filtrés sur filtre Millipore 0,45 p et dégazés aux ultra-sons avant 

usage, 

7.2. Chromatographie d'exclusion de taille du récepteur 

Elle est pratiquée sur des échantillons de 0,5 ml de cytosol 

ou d'extrait sulfate de protamine injectée sur des colonnes TSK G 3000 

SW ou TSK G 4000 SW équilibrées en tampon E à 0°C. La colonne est 

immergée dans i n  réservoir d'es; glacée. Le debit est de 0,5 ml .minm1 
et la pression de 300 à 400 psi . (2,9 . à 3,s MP~). La calibration des 

. - 
rayons de Stokes utilise les étalons suivants : thyroglobuline (8,5 nm) , 



B-galactosidase (6,9 nm), sérumalbumine bovine (3,s nm), ovalbumine 

(13,O nm) et chymotrypsinogène (2,O nm). Les courbes de standardisation 

sont représentées selon Porath (1 963 Pure Appl . Chem. 6, 233-241). - 
7.3. Chromatographie d'échange d'ions du récepteur 

L'échantillon à fractionner, préalablement équilibré en tampon D 

est injecté sur la colonne Ultropac TSK 545 DEAE équilibrée dans le 

même tampon à O°C et immergée dans de l'eau glacée. Le débit est de 

0,s ml .min-' et la pression de 1,73 MPa. Après un lavage de 20 min, 

l'élution est lancée avec un gradient de KC1 de O à 0,5 M dans le 

tampon D. Des fractions de 0,5 ml sont collectées pour le dosage de 

la radioactivité, des protéines et de la concentration en potassium. 

8) Divers 

La méthode de Bensadoun et Weinstein (1976) a été utilisée pour 

le dosage des protéines tandis que les fonctions thiols étaient 

déterminées par le DTNB (Ellman 1959). La radioactivité a été mesurée 

sur un compteur à scintillation liquide Intertechnique SL 4000 dans 

de llAqualyte (Baker Chemicals) avec une efficacité de comptage de 

35 % pour le tritium. Les températures inférieures à zéro ont été 

produites à l'aide d'un cryostat Huber HS 40. Le potassium est dosé 

par spectrophotométrie de f lame. 
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Les caractéristiques du site de liaison du récepteur des 

glucocortico?des du rat ont été étudiées en utilisant plusieurs 

approches distinctes. La comparaison des propriétés physico- 

chimiques du récepteur non lié à l'hormone, et stabilisé par le 

molybdate, à celles du complexe hormone-récepteur n'a pas montré 

de différences significatives. L'utilisation d'une série 

homogène de dérivés de la dexaméthasone modifiés dans la même 

région du stérolde, les 17~-carboxamides, a permis de préciser 

les propriétés du site de liaison du récepteur dans la région 

faisant face à la chaîne latérale du stéroïde. Cette région est 

étendue, globalement hydrophobe et comporte probablement un 
O 

acide aminé aromatique à environ 2,4 A-de l'oxygène 21 du 

La synthèse de près de 50 dérivés 176-carboxamides radioactifs 

ou non est décrite tandis que la structure moléculaire de deux 

d'entre eux est étudiée par radiocristallographie. La synthèse 

d'une série de stéroïdes bifonctionnels utilisables pour la 

détermination du nombre de sites de liaison portés par le récepteur 

transformé ou non est décrite ainsi que les résultats de la 

caractérisation préliminaire de l'interaction de ces produits 

avec le récepteur. Enfin, la synthèse et l'utilisation d'une 

série de maléimides N-substituées pour l'exploration de l'envi- 

ronnement du thiol essentiel à la liaison du stéroïde sont 

rapportées. Cet environnement apparaît globalement hydrophobe 

avec probablement présence d'un acide aminé aromatique au 

voisinage immédiat de la cystéine essentielle. Les résultats 

fournis par l'utilisation des maléimides et des stéroïdes 176- 

carboxamides sont comparés entre eux et aux données récentes 

de la littérature concernant la localisation probable de la 

cystéine essentielle dans le site de liaison lui-même et la 

séquence en aminoacides du récepteur déduite de l'étude du 

DNA complémentaire de l'Am-messager codant pour lui. Un excellent 

accord semble exister entre ces divers résultats puisque l'on 

trouve dans la partie C-terminale de cette séquence une cystéine 

située dans une région très hydrophobe et essentielle à la 

liaison du stéroïde et que cette cystéine est encadrée par deux 

acides aminés aromatiques. 
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