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R 6 s d  

Les antiglucocorticoïdes, bien que capables de se lier au récepteur 
des glucocorticoïdes, ne peuvent initier une réponse biologique spécifique, La 
conversion du récepteur en une forme se fixant à l'ADN, ou transformation, est 
indispensable B la modulation de l'expression des gènes régulés par les 
glucocorticoïdes. 

Jn vitro, la transformation correspond à une augmentation 
considérable de l'affinité du récepteur pour des séquences particulières d'ADN 
présentes en amont et dans les gènes régulés. Ce phénomène est accompagné d'une 
modification des caractéristiques physicochimiques du récepteur traduisant une 
dissociation d'un complexe oligomérique, en une sous-unité liant le stéroïde et 
l'ADN, et d'autres facteurs dont au moins un est une protéine de choc thermique 
de 90 kDa (hsp 90). Néanmoins, le rôle du ligand dans ce processus a récemment 
été remis en question (Willman T. et Beato M., Nature 324, 628-691 (1986). 

Des agonistes naturels ou de synthèse (corticostérone, 
dexaméthaçone ...) et des antagonistes stéroïdiens (progestérone, ll-déoxy- 
cortisol, RU 486 .,.) ou non stéroïdiens (trifluoperazine) sont incubés avec 
des thymocytes de rats B 37'C. Les complexes ligand-récepteur sont alors 
caractérisés. 

La rapidité et la haute résolution de la chromatographie d'exclusion 
de taille haute performance nous ont permis d'établir une nette concordance entre 
la capacité du ligand à promouvoir la transformation et sa classification en 
fonction de son activité biologique (agoniste pur ou partiel, antagoniste). 
Tous les antiglucocorticoïdes testés, quelle que soit leur structure chimique, 
s'avèrent posséder une propriété de stabilisation du récepteur sous forme non 
transformée (Rs = 7'8 nm), alors que l'incubation avec des agonistes purs 
génère une forme transformée (Rs = 5 nm). Le cortisol, agoniste partiel dans ce 
système, induit un profil intermédiaire où coexistent les formes transformée et 
non transformée. L'analyse par Western-blot de l'éluat nous permet de démontrer 
la présence de la hsp 90 dans la zone 7-8 nm associée au récepteur et sous forme 
libre en 6 nm, probablement sous forme dimérique. Cette incapacité à 
destabiliser le récepteur sous forme non transformée par les antiglucocorti- 
coïdes étaye donc 1 'hypothèse d ' un mécanisme d ' action au niveau prétrans- 
criptionnel, et confère au ligand un rôle essentiel in vivo. 

Nous disposons de plus d'une méthode de criblage de ligands, 
permettant d'évaluer rapidement l'affinité et l'activité des molécules dans des 
conditions physiologiques qui peut parfaitement s'inscrire dans un programme 
de recherche de nouveaux composés antistéroïdiens dont l'importance 
thérapeutique n'est plus à démontrer. 
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Le système endocrinien est le garant du maintien d'une parfaite 

synergie entre les différents tissus composant un organisme. La 

coordination des fonctions vitales implique un haut niveau d'intégration 

et d'interdépendance des systèmes nerveux, endocrinien et immuiitaire . 
Les hormones stéroïdes (oestrogènes, progestagènes, androgènes, minéra- 

locorticoïdes, glucocorticoïdes, 1,25 dihydroxyvitamine D3) sont chacune 

impliquées dans la régulation des fonctions diverses telles la 

reproduction, la diurèse, le métabolisme du tissu osseux. Les glucocorti- 

coïdes constituent une classe un peu particulière en ce sens qu'ils in- 

fluencent le fonctionnement de la plupart des tissus. Cette influence 

résulte non seulement d'effets directs, mais aussi de la modulation par les 

glucocorticoïdes de l'action de médiateurs chimiques participnt à la 

régulation de l'homéostasie. 

Les glucocorticoïdes sont à ce titre considérés come les hormones du 

stress, leur action globale étant d'augmenter la résistance de l'organisme 

à diverses agressions, Le mécanisme d'action des glucocorticoïdes et des 

hormones stéroïdes en g6néral est globalement bien établi, impliquant 

trois partenaires essentiels : le ligand, le récepteur et le gén&. Ce 

modele se base sur l'étude de la localisation subcellulaire des espèces liant 

le stéroïde et de leurs caractéristiques physicochimiques. 

Le récepteur des glucocorticoïdes (GR) non lié à l'hormone est une 

protéine intracellulaire. Le stéroïde pénètre dans la cellule 

essentiellement par diffusion passive, bien que d'autres mécanismes aient 



été envisagés (Rao, 1981) et se lie au GR selon une cinbtique 

michelienne. In vivo comme in vitro, le GR subit une étape vraisembla- 

blement irréversible dite de transformation, caractérisée par l'acquisi- 

tion d'une haute affinité pour l'ADN. L'interaction GR-ADN induit une 

1 modulation de réponse(s) biologique(s) spécifique(s) du tissu cible. 

Certains stéroïdes sont capables d'interagir avec le même site de liaison 

sans induire d'effets biologiques, et de bloquer la modulation msdiée par les 

glucocorticoïdes. Il s'agit des antiglucmcorticoïdes. Ces dérivés font 

partie de la famille des antihormones stéroïdiennes dans laquelle les anti- 
l 

oestrogènes occupent une place privilégiée puisqu'ils sont largement 

utilisés en thérapeutique humaine pour le traitement des tinrieurs 

hormono-ddpendantes. L'élucidation de leur mécanisme d'action a deux 

intérêts essentiels : permettre la conception de nouvelles molécules 

beaucoup plus actives et sélectives, et, sujet de nos préoccupations, 

l'étude des étapes essentielles à l'action hormonale. 

A - PHYSIOIXX3IE DES GLUCOCOCCTICOIDES 
1 - Rémlation de la sécrétion du alucocorticoïde endogène 

Le niveau basal de la sécrgtion du cortisol est controlé pas un 

mécanisme de rétroinhibition directe au niveau hypothalamique (production 

de Corticotrophin Releasing Factor ) au niveau hypophysaire (production 

d'AdrenoCorticoTrophin Hormone) et au niveau des enzymes du cortex 

surrblien, tissu dans lequel est synthétisé le glucocorticoïde à partir 

du cholestérol sanguin (Flèches grasses, fig. 1). Cette sécrétion basale 

est soumise à un cycle circadien dont le maximum est atteint en début de 

matinée. Dans ce contexte, les effets des glucocorticoïdes apparaissent 
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Figure 1- Axe immuno-hypothalamo-hypophysaire. Des stimuli cognitifs 
(sensoriels) sont capables de provoquer la sécretion de CRF par 
l'hypothalamus qui la sécretion d' ACTH par l'hypophyse. Parrallèlement, 
les lymphocytes sécrétent de 1' interleukine 1 (IL-1) et le G.I.F. 
stimulant la sécrétion d'ACTH. L'ACTH et d'autres facteurs apparentés 
à l'a-Melanocyte Stimulating Factor (Batman et a1,1986) stimulent à leur 
tour la production de cortisol par le cortex surrénalien. Le cortisol 
exerce à son tour des actions rétroinhibitrices (h). 



comne étant uniquement normalisateurs (maintien de la glycémie, du taux de 

glycogène hépatique, de la fonction cardio-vasculaire ..,) ou permissifs 

vis-&-vis des catécholamines, du glucagon, 1 'hormone de croissance. . 
ih situation de stress, la sécr6tion des glucocorticoïdes 

augmente, Deux types de stimuli peuvent interférer avec le fonctionnement 

de l'axe hypophyse-hspothalm-corticos~rré~lien : les stimuli cognitifs 

et les stimuli imnunitaires. Si les premiers sont bien connus pour 

provoquer une rapide sécrétion d9ACI'H, les seconds sont d'une notion plus 

récente, démontrée par plusieurs observations. L'interleukine-1 (IL-1) 

est capable d'augmenter la sécrétion d'ACI'H (Besedowski et al,, 1986, 

Berkenbosch et alL, 1987), les lymphocytes actives produisent de 19A(jTH et 

sécrétent un Qlucocorticoid Increasing Factor (distinct des lymphokines 

telles l'interféron et les interleukines) stimulant la production d'ACTH 

(revue par Modigliani et Gattegno, 1987). Ainsi, un stimulus portant sur 

le système inmnmitaire peut être directement responsable de son inhibition 

pesr les glucocorticoïdes en stimulant leur secrktion (figure 1) 

11. EFFETs B1OLXX;I~ DES GLUCOCOIETICOIDES 

Les glucocorticoïdes ont un effet s'étendant & la plupart des 

tissus. Il est donc impossible d'en faire une revue extensive, mais on 

pourra se reporter B quelques revues très bien documentées (Thompson et 

Lippman, 1974, Munck et Leung, 1976). Leur action est essentiellement 

catabolique, hormis pour le tissu hépatique dans lequel les glucocorti- 

coïdes induisent la synthèse d ' enzymes ( contrôlant notannnent la neog L ycogén&se ) 
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Figure 2- Quelques effets métaboliques des glucocorticoides. 
Les effets directs des glucocorticoides sur le métabolisme intermédiaire 
sont représentés par des fléches pleines. La phosphoénolpyruvate- 
carboxykinase est un enzyme-clef de la gluconéogénèse dont la synthèse 
est contrôlée par les glucocorticoides. L'effet hyperglycémiant ( -+)  
résulte essentiellement de l'effetfacilitant des glucocorticoides 
vis-&-vis du glucagon et des catécholamines. 



de protéines de structure, et semblent avoir un rôle non négligeable dans 

le processus de différenciation de ce tissu (Yang-Chou et al., 1988). Les 

effets les plus fréquemaent rencontrés dans les tissus sont l'inhibition 

1 de la synthèse d'ADN et l'effet inhibiteur sur la captation de glucose. 

Ce dernier effet serait provoqué péu. l'internalisation des transporteurs 

l membranaires (Horner et al., 1988). 

b) Effets sur les  roce es sus inflannmtoires. 

Les glucocorticoïdes sont largement utilisés pour l'effet marqué 

qu'ils exercent sur la réponse inflammatoire aigüe, en inhibant la 

production de 2 types de médiateurs chimiques : ( 1 )  les prostaglandines et 

leuwtriènes, qui sont synthétisés B partir des phospholipides 

membranaires par la phospholipase A2. Les glucocorticoïdes induisent la 

synthase de lipocortines, protéines capables de piéger les phospholipides 

et donc capables d'inhiber l'activité de la phospholipase par dtSplétion en 

substrat (Davidson et al., 1987). De même, ils inhibent (2) la 

transcription du gène et la traduction de 1'ARN-m de l'interleukine 1 

(Lee et al., 1988). Enfin, la prolif6ration des fibroblastes, et leur 

l sécrétion de collag6nase est inhibée par les glucocorticoïdes 

(Durant et al,, 1986); l'effet anti-pyretique semble résulter d'un effet 

direct sur l'hypothalamus. 

c) Effets sur le susthe irmnmitaire 

L'effet cytolytique de la dedthasone sur les cellules 

1 imnun&tentes des murins a été abondamment décrit, et reste d'ailleurs 

un des moyens d'6valuation de l'activité glucocorticoide le plus cour-nt 

utilisé, Cette lyse cellulaire semble essentiellement résulter de 

i l'activation précoce d'une endonucléase altérant l'intégrité du génome des 



thyw>cytes de rat (Compton et Cidlowski, 1986, 1987). 

Chez l'home, l'effet cytolytique est beaucoup moins net et il 

semble qu'il faille attribuer l'effet inmuno-dépresseur des glucocorti- 

coïdes B une altération de circulation sanguine des cellules imnuno- 

compétentes, ainsi qu'aux effets inhibiteurs de la sécrétion des cytokines 

(voir f ig. 3). 

Ces quelques exemples décrivant l'effet globalement innnunodépres- l 

seur des glucocorticoïdes vont B l'encontre de la conception I 

traàitionnelle de l'action de ces stéroïdes, qui aurait un role protecteur 
l 

vis-&-vis d'un stress. Il semble qu'il faille plutôt les considérer cormie 

des "garde-fous" empêchant l'emballement des réponses imnunitaires. Le 
l 

système imnunitaire serait donc soumis B une régulation négative via le , 

système endocrinien ( W c k  et al,, 1984a). 

B - LE DES GLUCûCORTI~IDES, FACIWR DE TRANSCRIPTION 

~ I N D U C I ' I B W L  

Plusieqrs étapes ont marqué la progression des connaissance sur 

la régulation du génome par les récepteurs des hormones stéroïdes : (1) 

la synthèse de ligands radioactifs à haute activité spécifique, (2) la 

démonstration de l'existence de sites de liaison à haute affinité et 

faible capacité, (3 )  l'interaction du récepteur avec le noyau et l'ADN, 

(4) la régulation de l'expression de gènes spécifiques, (5) la purifioation 

du récepteur, et l'étude de sa liaison à des séquences particulières 

d'ADN et enfin (6) le clonage des ADNc codant pour les divers récepteurs. 

Les progrès les plus spectaculaires ont été effectués ces dernières 1 
années dans les deux derniers domaines cités (5,6). ! 
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Figure 3- Effets des glucocorticoides sur la production de cytokines 
par les différents composants du système immunitaire. Les traits 
indiquent les étapes connues ou suspectées d'être bloquées (?)  par les 
glucocorticoides. L'action inhibitrice directe de 1'ACTH sur la 
synthèse d'anticorps, la production d'interférons et la prolifération 
des lymphocytes n'est pas mentionnée mais peut également participer à 
ce schéma de régulation. 

ACTH : AdrenoCorticoTrophin Hormone 
CRF : Corticotrophin Releasing Factor 
IL-1, 2, 3 ,4 : Interleukine 1, 2, 3, 4. 
IFN- \I : interféron .b , IFN-B2( =IL-6) : interféron 132 
GM-CSF : Granulocytes and Macrophages Colony Stimulating Factor 



1 - Structure et fonctions du ~ol'r~eptide liant le stéroïde 

L'analyse biochimique de GR mutants présents dans des lignks 

particulières de cellules lymphomateuses, et l'étude de l'effet de la 

protéolyse ménagée sur la fonction du GR ont permis l'élaboration d'un 

modèle d'organisation de ce polypeptide en trois domaines distincts 

(ûehring, 1985 ; Carlstedt-Me et alL, 1982 ; R e i c h  et al., 1984). 

Le GR est un polypeptide de 92-97 KDa contenant 3 domaines 

distincts qui sont, de l'extrémité Nt vers l'extrémité Ct : 

- le domaine hunogène, d'environ 50 KDa 

- le domaine de liaison à l'ADN, de 15 KDa 

- le domaine de liaison du stéroïde, de 25 KDa, 

La figure 4 résume ces données : 

T r y p s i n e  a chymotryps ine  

Papaîne Tryps ine  
E x t r a i t  1 ysosomial Papaine 

E x t r a i t  1 ysosomial 



Le clonage du gène codant pour le GR humain (hGR) (Hollenberg 

et al,, 1985, Weinberger et al., 1985b), du rat (rûR) et de souris 

(Danielsen et al,, 1986) a permis une étude plus précise de la fonction 

de ces différents domsines (fig. 5). La comparaison de la séquence des GR 

avec v-erb-A (Weinberger 4-_ al., 1986b), le récepteur des oestrogènes 

humain (hm) (Greene et al,, 1986, Green et al., 1986) et de poulet 

(cm) (Krust et al., 1986) le récepteur de la progestérone humain ( W R )  

ou de poulet (ci%) (Misrahi et al., 1987, Gronemeyer et al,, 1987), et le 

récepteur des min6ralocorticoïdes humain (hMR) (Arriza et al., 1987) a 

permis de distinguer 6 regions comnunes aux différents récepteurs, 

d'homologie plus ou mins forte (fig. 6). 

1 Giguère et al., 1986, Hollenberg et al., 1987 definiasent du 

Nt vers le Ct : 

a) La région AIB, ou domaine irmnuiogène 

Comportant environ 400 aminoacides pour le GR, il est le domaine 

le moins conservé entre les différentes classes de r6cepteurs. Il porte 

la majorité des sites antigéniques et n'a pas de fonction clairement 

définie. Son intégrité est n~ins~essentielle à l'obtention d'une 

activité transcriptionnelle maximale, coirime pour le cPR (Gronemeyer g& 

&, 1987) et le hER (Kuniar et al. , 1987) . Certaines délétions altèrent 
l'affinité du récepteur pour les glucocorticoïdes, suggérant une 

contribution de ce domaine à la stabilité du site de liaison. 

b) La région C, domaine de liaison à l'ADN 

h.ès riche en résidus cystéinyl, cette région est fortement conservée et 

semble caractéristique des récepteurs stt5roïdiens et thyroïdiens, 

L'utilisation de sondes d'ADN complémentaire codant pour ce doniaine 
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Figure 5- Localisation des domaines du GR de rat. 
Le polypeptide de 795 acides aminés est divisé en 5 régions dont les 
fonctions majeures sont indiquées au-dessous (d'après Hollenberg et al, 
1986). Les mutations ponctuelles affectant de manière significative la 
fonction du domaine où elles sont introduites ainsi que d'autres régions du 
polypeptide impliquées dans d'autres fonctions du GR sont également 
mentionnées: 

Tyr 770: une mutation portant sur cet aminoacide diminue considérablement 
l'affinité du GR pour les stéroïdes. 
Cys 754, Met 622: ces aminoacides sont marqués covalentiellement par 
marquage de photoaffinité à l'acétonide de triamcinolone (Gustafsson,l987) 
Cys 656: ce résidu cysteïnyl est marqué covalentiellement par le mésylate 
de déxaméthasone (Simons et a1,1987). 
Glu 558: la modification de cet aminoacide abolit l'activité de liaison du 
stéroïde. 
Arg 484: la modification de cet aminoacide abolit l'activité de liaison à 
l'ADN. 
Association avec la hsp 90: la déletion de la région 595-615 génère une 
forme 4s active constitutivement sur la transcription (Pratt et a1,1988). 
NL-1, NL-2: sont des séquences peptidiques capables d'induire la migration 
au noyau du GR et de proteïnes de fusion GR/B-galactosidase (Picard et 
Yamamoto,l987) 

Les mutations portant sur les résidus 770, 558, 484 sont déduites de 
la séquence de 1'ADNc des variants du GR de souris nt-, existant dans les 
lignées lymphoïdes résistantes aux glucocorticoïdes (Danielsen et al, 
1986). 



Figure 6- Homologies de séquences entre les récepteurs des hormones 
stéroïdiennes et thyroïdiennes. Cette figure décrit l'alignement des 
séquences d'aminoacides déduites de ~'ADNc des gènes codant pour les 
récepteurs des glucocorticoides humain (hGR), qui sert de référence, 
de rat (rGR), des minéralocorticoïdes humain (hMR), de la progestérone 
humain (hPR), des oestrogénes humain (hER), des hormones thyroïdiennes 
humain (h c-erb-A), et de l'acide rétinoïque humain (hRAR), Les 
pourcentages d'homologies par rapport au hGR sont indiqués pour chaque 
récepteur. 
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d'ailleurs p e d s  d'isoler un hmlogue du hEa (hhER) (Giguere et al., 

1988) et le récepteur de l'acide rétinoïque (Giguere et al, 1987, 

Petkovitch et al., 1988). 

Cs damaine possède une région de 66 aminoacides pouvant 

potentiellenrent former deux doigts à zinc. Cette structure, initialement 

décrite pour le facteur de transcription de Xenope TFIIIA (Miller et al., 

1985), est présente chez de nombreuses protéines liant l'ADN. 

L'association de cette structure à une activité de régulation de la 

transcription est si nette qu'elle est considérée comne prédictive de 

l'existence d'un facteur de transcription (revues par Evans et Hollenberg, 

1987, Kiüg et Rhodes, 1987). 

La cohésion des doigts à zinc est maintmue par l'établissement 

de liaison de coordinence entre deux résidus cystéinyl, 2 résidus 

histidinyl et un a t m  de zinc ( f ig . 7 ) , Ch distingue en fait 2 types de 
structure pour les doigts, notées respectivement CzH2 ou C4, formant une 

boucle de 6 B 13 aminoacides, Dans la première catégorie, les aminoacides 

contractant une liaison avec le zinc sont 2 histidines et 2 cystéines. De 

telles structures sont rencontrées dans le TFIIIA; diverses homéo- 

protéines de la drosophile, et les facteurs de transcription de mammifères 

SPI et TDF. &us la seconde catégorie (C4), où seules des cystéines sont 

impliquées d a .  la liaison au zinc, se rangent le facteur de transcription 

de levure GAL 4, et les recepteurs des hormones stéroïdes. Dans ce dernier 

cas, le motif de base, répété deux fois, est C-X2-Ç-Xis-GX2-C. 

Le nombre de doigts à zinc varie considérablement d'un facteur à 

l'autre, allant de un à trente-neuf, pour le facteur min (Ruiz et al,, 

1987). On ignore les modalités exactes de l'interaction doigt à zinc-ADN, 

--- 



néanmoins certains faits expérimentaux permettent de proposer un modèle 

pour TFIIïA (fig. 8). 

La nature métalloprotéique a été prouvée sans ambiguité possible 

dans le cas de TFIIIA et de GAL4 (voir Evans et Hollenberg, 1987 pour 

références). Par contre, aucune preuve directe de la presence de zinc 

associé aux récepteurs hormones stéroïdes n'a été rapportée. L'exposition 

du ER et du GR à des chélateurs de métaux (1-10 phenanthroline) provoque 

la perte de sa capacité à lier l'ADN (Schmidt et al,, 1981, Sabbah et al., 

1987) restaurée en préseulce de zinc daris le cas du ER (Sabbah et al., 

1987). De façon contradictoire, la conversion des deux cystéines du 

premier doigt du ER en deux histidines abolit sa capacité à activer la 

transcription (Green et Chambon, 1987). 

Cette région est égalenient responsable de la spécificité de la 

liaison à 1'ADN:en remplaçant dans la région C la séquence de 66 

aminoacides du hER par celle du hGR, Green et Chambon, 1987 obtiennent des I 

récepteurs des oestrogènes stimulant la transcription d'un gène 

initialement régulé par les glucocorticoïdes. D'autre part, la fonction I 
I 
l 

d'activation semble Bgalement localisée dans cette région pour le hGR I 
(Godowski et al,, 1987) mais non pour le cPR et le hER (voir plus loin). 

RI dernier lieu, il faut noter que l'homologie de séquence de la 

région C des hGR, hlrR et hMR avoisine 90 %, ce qui implique une possible l 

comp6tition de ces récepteurs pour une même séquence d'ADN. Coianie le 

récepteur des androgènes (AR), ils sont effectivement capables d'activer 

un même ghe chimérique (Cato et al., 1987, Arriza et al., 1987). Divers 
I 
1 

mécanismes entrent en jeu pour maintenir une spécificité d'induction, 

notamment une concentration relative en recepteurs variable et une 



Figure 7- Structure primaire, secondaire et tertiaire de la séquence 
peptidique des doigts à zinc du facteur TF IIIA. (A) Structure 
primaire et secondaire des 2 domaines associés en tandem, basée sur 
un arrangement tétrahédrique des aminoacides complexant l'atome de 
zinc (d'après Miller et a1.1985). (B) La comparaison des structures 
des métalloproteïnes avec celles des proteïnes "à zinc" a permis la 
construction d'un modèle tridimensionnel dans lequel un feuillet 
B-antiparallèle est suivi par une hélice a (d'après Berg,1988) 

Figure 8- Modèle d'interaction entre une proteïne possédant 2 doigts 
B zinc arrangés en tandem et l'ADN. L'hélice a de chaque domaine se 
place dans le grand sillon de la double hélice de L'ADN et établit des 
contacts spécifiques avec les paires de bases, alors que le feuillet B 
se fixe sur le squelette déoxyribonucléïque. La séquence charnière 
entre ces deux structures est également localisée dans le grand sillon 
(d'après Berg,1988) 



interaction physique avec l'ADN légèrement différente. (von der Ahe, 1986). 

c) La région D est une zone charnière entre E et C d'environ 40 amino- 

acides.. Elle ne semble pas posséder de fonctions précises dans le hER 

(Kumar et al, 1987). Cependant, l'inhibition de l'expression du gène de la 

prolactine de rat est d i é e  par cette région du rER. I)e manière très 

surprenante, cette activité inhibitrice ne requiert ni le domaine C (liant 

1' ADN) ni les séquences d'ADN liant le ER (E.R.E.), mais implique plus 

probablement une interaction directe avec un facteur de transcription 

"Pit-1", ayant un fort effet activateur. De plus, cette région est 

interchangeable avec celle du hGR avec laquelle elle ne possède aucune 

hanologie de séquence mais plutot une homologie structurale 

(hydrophobicité et basicité) (Adler et al., 1988). Giguere et al., 1987 

lui attribuent un rôle hypothétique durant le phénomène de transformation 

du hGR. Une telle fonction est confirmée pour c-erb-A qui possède une 

forte homologie avec hGR dans cette région. Une mutation ponctuelle dans 

ce domaine n'altérant ni la capacité à lier l'ADN ni celle à lier le 

ligand provoque une inactivation de c-erb-A ( b o z  et al., 1988). 

d) La région E ou domaine de liaison au stéroïde 

La localisation en Ct du site de liaison a été établie par la 

perte de la capacité à lier le stéroïde lors de l'introduction de 

mutations dans ce domaine (Rusconi et Yamamoto, 1987, Giguese et al., 

1987). Elle a été confirmée par l'identification du résidu cystéinyl 656 

du IGR comme porteur du groupement thiol réagissant spécifiquement avec 

le mésylate de dedthasone, marqueur covalent du site de liaison des 

glucocorticoïdes (Simons et al., 1987a,b), 



Deux types d'homologies sont remarquables dans cette région. 

Une homologie globale (56-57 %) entre le domaine E du PR, du GR et du MR, 

associée à la parenté structurale de leurs ligands respectifs, permet 

d'expliquer la bonne affinitk des progestatifs pour le GR et des 

glucocorticoïdes pour le MR (Arriza et al,, 1987). 

Une seconde séquence de 20 à 30 aminoacides est aussi fortement 

conservée chez v-erb-A et ER. Elle semble impliquée dans l'interaction du 

récepteur avec la protéine de choc thermique de 90 KDa, interaction 

caractéristique de l'état non transformé (voir partie C,II-c) (Danielsen 

et al., 1986, Pratt et al., 1988). Ces observations pourraient expliquer 

l'activité constitutivë des ûR dont la région E est délétée (Miesfeld et al. , 

1987, Hollenberg et al., 1987). Des résultats similaires ont bté récemment 

rapportés pour le rER dont le domaine E est presque totalement délété 

(Waternran et al, 1988). A cet égard, des résultats contradictoires sont 

obtenus avec les Mt et hPR pour lesquels une perte quasi-totale de 

l'activité de transcription est observée lors de la délétion complète du 

domaine E (Gronemeyer et al., 1987, Kumar et al,, 1987). Les délétions 

n'étant pas strictement équivalentes, il est par conséquent difficile 

d'établir un parallèle entre ces résultats. Dans le cas du hER, l'activité 

de liaison à l'ADN est conservée, signifiant la possibilité de dissocier 

l'activité de liaison et d'activation, Une étude récente menée par le 

groupe de Chambon (Webster et al., 1988) révèle que le hER ainsi délété 

recouvre une activit6 transcriptionnelle quasi normale, dans des cellules 

humaines, si l'on adjoint, en lieu et place du domaine E, la région 

"acide" des facteurs de transcription de levure GCN4 et GAL4. Cette région 

est chez ces facteurs, porteuse de la fonction "act.ivation de 



transcription" et comporte une structure caractéristique d'une vingtaine 

d'arninoacides formant une hélice alpha amphiphile (Ma et Ptashne, 1987) 

que l'on retrouve dans le domaine E du ER (fig. 9). 

Deux implications importantes émergent de ces constatations : 

cette structure est capable à elle seule d'induire la transcription et 

pourrait être présente dans les autres récepteurs. D'autre part, le 

mécanisme d'activation chez les eucaryotes inférieurs ou supérieurs serait 

identique, hypothèse confirmée par les résultats de Kakidani et 

Ptashne'l988 (revue par Guarrente, 1988). 

e) Conclusion 

1 Les récepteurs stéroïdiens ont donc un schéma d'organisation 

similaire aux facteurs de transcription de levure ou les protéines 

homéotiques de la drosophile pour lesquels chaque domaine est le support 1 
~ 

d'une fonction de la protéine (fig. 10). I 

Les récepteurs des hormones stéroïdes sont en effet capables de 

1 réguler l'expression du génome eucaryote par interaction avec des 

séquences particulières d'ADN très souvent localisées dans les séquences 

situées en 5 '  des gènes. Ils font partie à ce titre de la famille des 

facteurs de transcription dont l'activité est modulée par un signal extra- 

cellulaire (choc thermique, esters de phorbol, TGF-$ . . . ) . ûn conqoit donc 
aisément l'intérêt porté à l'élucidation des mécanismes d'action de ces 

facteurs sur le génome, intérêt considérablement renforce depuis 1986 

quand resurgit l'idée que l'étape primaire de l'oncogénèse pouvait être 

dûe à la perturbation de la transcription par certains oncogènes 1 
(Weinberger et al,, 1985a, Varmus et al,, 1987). Deux équipes (Sap et al., 

1986, Weinberger et al., 1986) révélèrent conjointement que l'équivalent 



n Negativr 4 

Figure 9- Structure de l'hélice a supposée être responsable de la 
fonction d'activation de la transcription médiée par les facteurs de 
transcription de,levure (Giniger et Ptashne.1987). 

Acide Glutamique, Q Glutamine, 0 Leucine 

A- Récepteur des glucocorticoïdes 
................................ 

N-f 
Activité Liaiso Liaison du 
maximale 8 1 

Activité 
de Transcription 

............ ........... . . . .  D-TFIIIA ............ ....,.y 

..::.ss+x Li ai son A 1 ' ADN ............ ........... 

Activation ou répression 
(E-a2)de la transcription 

a Activité inconnue 
Figure 10- Domaines fonctionnels des facteurs de transcription 

eucaryotiques. Les diagrammes décrivent la localisation des séquences 
d'aminoacides requises pour l'activité de liaison 8 1 'ADN, la liaison 
du stéroïde ou l'activité transcriptionnelle de ces facteurs de 
transcription. (A) Récepteur des glucocorticoïdes; (B) Gal-4; 
(C) GCN 4 (sont tous deux des facteurs de la levure); (D) TFIIIA, 
facteur de transcription de 1 ' ARN 5s de Xénope; (E) E-a2, Proteïne 
homéotique de la Drosophile 



cellulaire du produit du virus de l'érythroblastose aviaire (v-erb-A) 

constitue un récepteur des hormones thyroïdiennes, possédant lui-même de 

fortes homalogies de structure et de fonction avec les récepteurs des 

hormones stéroïdes. Un parallèle peut être établi avec des mutants du GR 

qui, arnput6s de leur domaine de liaison du stéroïde, possèdent une activité 

transcriptionnelle constitutive (Godowski et al,, 1987). De ces 

constatations émergent deux concepts : premièrement, les récepteurs des 

hormones stéroïdes et thyroïdiennes constituent une superfamille de gènes 

structuralement et fonctionnellement comparables, et deuxièmement que ces 

gènes codent pour des protéines potentiellement oncogéniques (Green et 

Chambon, 1986). 

Cette hypothèse de dérégulation de la transcription provoquée par 

des facteurs de transcription altérés a d'ailleurs été très réaament 

confirmée par la mise en 6vidence d'une très forte homologie de la protéine 

oncogène jun, isol6e d'un virus de sarcome aviaire, avec le facteur de 

transcription AP-1, dont l'affinité pour les séquences régulatrices de 

certains promoteurs est augmentée par les esters de phorbol, bien connus 

pour leur effet tumorigene (Bohman et al., 1987, Lee et al., 1987, Angel 

et al., 1987 ; Bos et al., 1988) 

II - Interaction du récepteur transformé avec l'ADN 
L'interaction de protéines avec l'ADN constitue un mécanisme 

universel de régulation de l'expression du génome au cours de la 

différentiation cellulaire, pour assurer une spécificité tissulaire ou en 

réponse à des inducteurs extracellulaires. Le gène codant pour le GR est 

une séquence d'ADN agissant en tram : son produit d'expression est un 

facteur diffusible dont l'action a lieu à distance. Son effet s'exerce 



par le biais de séquences nucléotidiques agissant en cis, très souvent 

localisées en amont du site d'initiation de la transcription (CAP-site) 

des gènes qu'il contrôle. 

Deux types de séquences d'ADN sont nécessaires à la régulation 

des gènes des eucaryotes supérieurs transcrits par 1' ARN polymérase II : 

les promoteurs et les séquences activatrices (enhancers). Un promoteur 

est généralement constitué d'une "TATA box" située à environ -30 bp du CAP 

site, et d'autres séquences situées en amont, de -40 à -1lObp comne la 

"CAAT-box". La TATA box semble essentielle à une initiation précise de la 

transcription, alors que les autres séquences augmentent le taux de 

transcription (Maniatis et al., 1987). Les enhancers stimulent la 

transcription des promoteurs homologues ou hétérologues, et sont formés de 

un ou plusieurs motifs agissant en synergie, quelque soit leur position ou 

leur orientation par rapport au CAP-site. Le clonage des gènes régulés par 

les glucocorticoïdes ainsi que leurs séquences régulatrices, a permis 

d'importants progrès dans la compréhension du mode de régulation médié par 
h 

le GR. 

a) Modulation du taux en ARN-m 

Un effet direct des glucocorticoïdes sur la transcription fut mis 

en évidence par Ringold et al., 1977. Des cellules d'hépatome de rat 

(H'X),  infectées par le virus de tumeur manmnaire de souris (MMTV) 

produisent des tawc considérables de 1' ARN-m du MMTV lors d'une exposition 

des cellules aux glucocorticoïdes. Le taux d'induction est de 10 fois le l 
taux de base, le maximum étant atteint en 15 minutes. Depuis la modulation 

négative ou positive de la concentration en ARN-m a été démontrée pour de 

nombreux gènes (tableau 1). 



Produit du gène Effet Tissu ou système cellulaire 

Murv 

Tyrosine Amino Transférase 

Tryptophane Oxygénase 

Métallothioneine IIA 

Phosphoenolpyruvate 

carboxykinase 

L Y S O ~  

Récepteur B insuline 

Procollagène type 1 

Récepteur des glucocor- 

t icoïdes 

Proopiomélanocortine 

41-f oetoprotéine 

Cellules d'hépatonte de rat(Hn=) 

Hépatocytes et fCrC 

Foie de rat, HTC 

Cellules HeLa 

Foie de rat 

ûviducte de poulet 

Lymphocytes humains 

Fibroblastes de souris 

Foie, reins, poumons... de rat 

Cellules hypophysaires de rat 

et de souris 

- Hépatocytes différenciés 

TABLEAU 1 - Effet des glucocorticoïdes sur le taux en ARN-m 

codant pour diverses protéines, L'effet direct sur la transcription 

(activation (+) ou rdpression ( - ) )  a été démontré pour chacun de ces 

exemples, 

Parmi cette liste non exhaustive d'exemples de gènes régulés, la 

TATI enzyme hépatique exprimée dans des lignes stables d'hépatome de rat, 

et le MMIlr,  rétrovirus responsable de l'apparition d'adénocarcinomes chez 

la souris sont certainement les modèles d'induction les plus étudies. 



Des effets post-transcriptionnels ont parfois été évoqués : 

1' AN-m de la caséine de tissu manmaire du rat est stabilisé en présence 

de glucocorticoïdes (Chomczinsky et al., 1986)' et une modulation de 

l'epissage alternatif de 1'ARN-m codant à la fois pour la calcitonine et le 

"Calcitonin Gene Related Peptide" a été décrite par Cote et Gagel, 1987, 

Ces effets sont glucocorticoïdes-dépendant, mis un effet indirect ne peut 

être exclu dans ces deux cas, une synth&se protéique est d'ailleurs 

indispensable à l'effet glucocorticoïde-dépendant de diminution de la 

stabilité de 1' ARN-m de l'interleukine 1 (Lee et alt, 1988). 

b) Nature des sites d'interaction 

L'accumulation du récepteur dans le noyau est un processus 

deperdant du temps, de la température et du stéroïde. Seuls les agonistes 

sont capables d'induire un nucléaire significatif (Rousseau 

al., 1973). L'acquisition de cette haute affinité pour le noyau est 

caractérisée par la nécessité d'employer des solutions à haute force 

ionique pour recouvrer l'activité de liaison dans la fraction soluble de 

1 'extrait nucléaire (Middelbrook et al, 1975) . 
Une fraction des GR nucléaires est localisée dans la matrice 

nucléaire (Kirsch et al., 1986, Kaufmtui et al., 1986) où sont également 

retrouvés les enzymes impliqubs dans la synthèse et le processing des 

acides nucléiques telles les ADN et ARN polymérases, topoisornérases, mais 

Qgalement les séquences ~'ADN requises pour 1' expression 

transcriptionnelle maximale ou pour la répression d'un gène (Phi-Van et 

Stratling, 1988). Les gènes transcriptionnellement actifs de la matrice 

possèdent une sensibilité accrue aux endonucléases, notamment à La DNase 1, 

mettant en évidence une structure chromatinienne plus relâchée. 



A cette sensibilité générale à la DNase 1 se superposent des sites 

d'hypersensibilité dont l'apparition pourrait être corrélée A une fonction 

de régulation (Yamamoto, 1985, Gross et Garrard, 1987). Dans certains cas, 

l'apparition de ces sites est hormono-dépendante et ,concomitante à une 
,' 

augmentation de la transcription des gènes (Kaye et al., 1986, TurcotteA 

al., 1986, Jantzen et al., 1987, Becker et al,, 1984). Le dosage de 

l'hypersensitivité à la DNase 1 a d'ailleurs été utilisé coiinne mesure de 

l'activité de transcription induite par le GR (Vanderbilt et al., 1987). 

c) Le concept d'6lÉ?nent de réponse aux hormones (HRE) 

Le premier système utilisé comme modèle d'induction de la 

transcription fut le W. La transcription de l'ADN proviral est fortement 

activée par les glucocorticoïdes, B condition que l'intégration de ce DNA 

ait lieu dans des Bones du génome de l'hôte sensibles à la DNAase 1. La 

structure du gène du W est parfaitement connue. Comme les autres 

rétrovirus, il possède de part et d'autre de la région codante dewc 

régions dite "Long Terminal Repeat" (LTR) (Groner et al., 1983, Ringold, 

1985, Cordingley et al, 1987a, Hager, 1988). 

L'application des méthodologies de l'ADN recombinant et de 

transfection a montré que le LTR en amnt du CAP site contient, outre le 

promoteur, une séquence indispensable (de -202 à -59) à l'inductibilité 

par les glucocorticoïdes (Hynes et al,, 1983), par les progestatifs et les 

androgilnes (Cato et al., 1987). Cette séquence, definie comme l'élément de 

réponse aux Hormones (HRE) (Ponta et al,, 1985), peut être séparée du LTR 

du MMZlr pour conférer une inductibilité hormonale à des promoteurs 

hétérologues (Chandler et al., 1983, Groner et al., 1983). Cet HRE 

contient des sites de liaison du GR (Payvar et al., 1983, 



Pfahl et al,, 1982). De tels sites d'interaction ont été décrits dans 

divers promoteurs de gènes dont celui de la TAT, de la tryptophane- 

oxygénase, de l'ADN proviral du virus de l'hkipatite B (voir Beato, 1987 

pour références). L'exception est le gène de l'hormone de croissance 

humaine où existe un site de liaison dans le premier intron (Eliard et al., 

1985) . Cependant, l'existence de tels sites de liaison sur de 1 'ADN purifié 
ne préjuge pas de leur fonctionnalité in vivo (Becker et al., 1987, Hromas 

et al., 1988). D'autres séquences impliquées dans le maintien d'une 

spécificit6 de tissu, ont également un rôle très important (Stewart et al., 

1988) . 
d) Existence d'une séquence consensus au sein des élements de 

r6ponses aux glucocorticoides (GRE). 

De la comparaison de la séquence des différents GRE émerge une 

séquence consensus de 15pb : 5 ,  GGTACANNNETYCIT s 8  où N et Y figurent des 

bases variables. Le motif droit ETYCT est retrouvé dans 90 % des 

séquences, et l'introduction de la sBquence de 15 pb est suffisante pour 

conférer une inductibilité par les glucocorticoïdes et les progestatifs à 

un promoteur quelconque, bien que l'interaction du GR et du PR avec l'ADN 

soit lég8rement différente (von der Ahe et al., 1986). D'autre part, toute 

altération de la symétrie rotatoire partielle de cette séquence provoque 

une inactivation de l'inductibilité hormonale, L'importance d'une telle 

symétrie se retrouve égalenient dans les séquences liant des facteurs de 

transcription procaryotiques, qui interagissent avec l'ADN sous forrne de 

dimères (Strakle et al., 1987). 

Enfin, la modification du motif '.lWTCT en TGACCT suffit à 

convertir un GRE (Glucocorticoid Responsive Element ) 



en un ERE (Estrogen Responsive Element), Cette similitude est à rilr)l)ro(:kier 

avec celle observée pour le domaine C des récepteurs, dans lesquels 

quelques aminoacides seraient responsables de la spécificité de 

l'interaction avec leurs "éléments de réponse" respectifs (brtinez et al., 

1987, Klock et al., 1987, Klein-Hitpass et al., 1987). 

e) Propriétés des GRE 

Les GRE ont une caractéristique commune avec les enhancers 

viraux. Ils peuvent agir à des distances de quelques centaines de 

nucléotides par rapport au CAP site, quelque soient. leur orientation 

(Maniatis et al., 1987). La spécificité d'un GRE vis-à-vis d'un gène est 

néanmoins stricte, la proximité physique de deux gènes régulés par les 

glucocorticoïdes n'induit pas d'interférence dans la régulation propre à 

chaque gène '(Charron et al, , 1988) . 
L'étude des promoteurs de différents gènes révèle une répartition 

variable des GRE. Certains sont placés près du site d'initiation de la 

transcription (-300 pb), came le MMTV ou plus éloignés comne pour la TAT, 

la tryptophane-oxygénase (T.0 ou la phosphoénolpyruvate carboxykimse ( P m )  

(de -450 à -2500 pb) (Jantzen et al,, 1987, Danesh et al,, 1987,-Petersen 

et al., 1988). Ces gènes possèdent de multiples GRE soit très proches 

(W, TAT), soit très éloignées (T.0, PEPCK), Dans le cas de la TAT, les 

deux GRE ont un effet synergique alors que les deux séquences de la TO et 

PEPCK somment leur effets. 

Pour de nombreux gènes, la régulation observée est donc 

essentiellement positive, en ce sens que l'interaction GR/ADN provoque une 

augmentation du taux de transcription. D'autres gènes sont régulés 

négativement par les glucocorticoïdes, Le gène de la proopiomélanocortine 



fait partie de cette catégorie, Charron et al., 1988 ont suggércS que 

l'inhibition pourrait résulter du chevauchement partiel de la séquence GRE 

avec une putative CCAAT-box, le GR empêchant, par encombrement stérique, la 

fixation du facteur se liant B cette CCAAT-box. 

f) Mécanisme d'action 

L'6tude de l'organisation structurale du fragment LTR du MMTV 

mobilis6 sur des minichromosomes (virus de Papillome Bovin) ou dans 

d'autres situations montre une association des nucléosames à l'ADN selon un 

motif régulier (Hager, 1988). Une stimulation par les glucocorticoïdes 

crée une zone de sensibilité aux agents clivant l'ADN dans la région 

associée au second nucléosome (-70 à -220 pb) qui porte égalemerit les 

GRE : un déplacement transitoire du nucléosome par le GR peut expliquer ces 

observations (Richard-Foy et aL, 1987a). La présence de nucléosolibes dans 

le promoteur est d'ailleurs capable d'inhiber l'initiation de la 

transcription par 1'ARN polymérase II (Lorch et al,, 1987). Outre le 

déplacement du nucléosome, la stimulation hormonale provoque la liaison de 

deux facteurs de transcription NF-1 et F-i, présents également dans les 

cellules non stimulées sous une forme très affine pour le LTR purifid. La 

structure chromatinienne serait donc perturbée par la fixation d'un ou 

plusieurs GR, entraînant une meilleme accessibilité à l'ADN des facteurs de 

transcription (Cordingley et al., 1987b, 1988) (fig. 11). 

L'accessibilité des séquences régulatrices semble être d'une importance 

primordiale pour l'expression des gènes. Ce point a été souligné pour le 

gène de la TAT (Becker ct al., 1987) et pour le gène codant pour la chaîne 

kappa des immuioglobulines (Hromas, et al. , 1988). 

Le moà8le précédent ne permet cependant pas d ' expliquer 1 'effet 
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Figure 11- Modèles proposés pour l'activation de la transcription 
par le récepteur des glucocorticoïdes. 
La stimulation hormonale induit la fixation du GR (R) et le 

déplacement subséquent du nucléosome. Ce déplacement permet au facteur NF1, 
facteur de transcription ubiquitaire, de former un complexe de 
transcription actif avec le GR et F-i. F-i est un facteur commun à de 
nombreux promoteurs et se lie à la "TATA-box", 
A : interaction directe entre le GR et un site promoteur adjacent, 

comme dans le site LTR du MMTV 
B : interaction à distance entre le GR et un promoteur 
C : formation d'un complexe de transcription par une proteine X 



à longue distance ni la coopérativité de deux GRE. Dans les systèmes 

procaryotes, les interactions protéines-protéines sont indispensables à la 

génération d'un complexe de transcription efficace. La formation de 

boucles d'ADN permettrait l'interaction entre deux facteurs protéiques 

séparés par un grand nombre de nucléotides (Ptashne, 1986). Récemment, la 

formation de telles boucles d'ADN a été caractérisée en microscopie 

électronique dans la région 5'non codante d'un gène régulé par la 

progestérone en présence de PR purifié (Theveny et al,, 1987). La nécessité 

d'un alignement stéréospécifique pour observer une coopérativité entre un 

GRE et un CACCC-box étaye également l'hypothèse de l'implication des 

interactions protéines-protéines aboutissant à l'augmentation du taux de i 
l 

transcription (Schüle et al,, 1988). l 
Bien qu'encore parcellaires, les résultats obtenus soulignent 

deux points essentiels : 

- la fixation de facteurs de transcription est conditionnée par la 
modification de la structure chromatinienne induite par la liaison GR-ADN 

- les interactions protéine-protéine jouent un rôle essentiel dans la 
formation de complexes transcriptionnellement actifs, 

Le mécanisme de l'acquisition de l'activité de liaison à l'ADN ou 

transformation, a été abondaunnent étudié dans des préparations 

acellulaires. Depuis les travaux de Munck et Foley, 1979, et de 

Markovic et Litwack, 1980, démontrant que la transformation est un 

processus se déroulant également in vivo, une partie des résultats acquis 



in vitro a pu être intégrée à un modèle cellulaire cyclique dans lequel on 

distingue plusieurs formes du GR, certaines d'entre elles restant mal 

caractérisées ou purement spéculatives. 

Ch différencie donc : 

- le récepteur non transformé non lié à l'hormone, activé (capable de 

lier l'hormone) 

- le récepteur non transformé lié à l'hormone 

- le r6cepteur transformb, hautement affine pour l'ADN 
- le récepteur transformé interagissant avec l'ADN 
- le récepteur inactivé. 

1 - Localisation intracellulaire du GR, 
Le GR est localisé dans la fraction soluble de l'homogénat 

celluiaire (cytosol), alors qu'une incubation préalable des tissus avec un 

glucocorticoïde provoque une accumulation dans le noyau (Middelbrook & 

g&, 1975). Le d&le classique de l'action des hormones stéroïdes est 

basé sur cette répartition différentielle du GR (voir fig. 12). 

Les études imnunocytochimiques, permises par la production 

d'anticorps monoclonaux spécifiques des polypeptides liant les stéroïdes, 

ainsi que l'étude de l'incorporation de ligands radioactifs dans les 

cytoplastes obtenus par énucléation B la cytochalasine B, ont remis en 

question ce modèle. Les PR, ER non liés B l'hormone sont des protéines 

nucléaires (Perrot-Applanat, 1985, King et Green, 1984, Welshons et al., 

1984, b i s  et al., 1986, Gasc et al., 1984). La véritable localisation 

du GR et plus controversée, Alors que les cytoplastes de cellules 

hypphysaires GH3 ne possèdent aucune capacitd de liaison des 

glucocorticoïdes (Welshons et al., 1984)' ceux obtenus à partir de 



Figure 12- Modèle classique de l'action des glucocorticoïdes. 
CBG: transcortine; H: hormone, H': hormone métabolisée; GR: récepteur des 
glucocorticoïdes. 

Complexes 

Propriétés non transformé transformé méro-récepteur 

Liaison à 
1 ' ADN non oui non 

Elution de 
la DNA-cellulose 
(mM KC1) ne se fixe pas 

Rayon de Stokes(nm) 8.3 5.0 2.3 

Coeff. de sédimentation 9.2 4.8 2.9 

Poids moléculaire(KDa) 330 1 O0 27 

Poids moléculaire 
(en PAGE-SDS) 90 

Tableau 2- Caractéristiques des différentes formes du récepteur 
des glucocorticoïdes de thymocytes de rat. Les cellules sont incubées 
soit à 4 ' C  durant 2 heures ou à 37'C durant 30 min. avec de l'acétonide 
de triamcinolone . Les cytosols préparées à partir de ces cellules sont 
ensuite soumis à diverses analyses (Holbrook et a1,1983). 



lymphocytes humains lient sp6cifiquement les glucocorticoïdes de façon non 

négligeable (Lukola et al., 1986). De plus aucune étude immunocytochimique 

n'attribue une localisation uniquement nuclhire au GR (Antalky et Eisen, 

1984, Wikstrom et al., 1987, Picard et Yamamoto, 1987). La déplétion totale 

du cytoplasme en GR est obtenue après incubation des cellules avec un 

glucocorticoïde (Govindan, 1980, Papamichail et al., 1980, Wikstrom & 

&, 1987). L'hormonodépendance de cette translocation est confirmée par 

les études en innrmnofluorescence de la localisation du GR et de protéines 

de fusion GR/ -galactosidase (Picard et Yamamoto, 1987). De faqon B 
surprenante, un antiglucocorticoïde est capable dans ce test de provoquer 

la migration du GR au noyau, infirmant par cela les études menées par les 

moyens biochimiques classiques (Rousseau et al., 1973). Le phénomène de 

translocation ne serait donc pas synonyme de transformation qui requierait 

donc une étape ultérieure d'acquisition d'une activité transcriptionnelle. 

Au regard des techniques utilisées ,la détermination précise de la 

localisation cellulaire des récepteurs des hormones stéroïdes reste encore 

difficile A affirmer. Les ritsultats obtenus ne peuvent être utilisés que 

dans un but camparatif (Gustafsson et al, 1987) 

II - transformation 

;Ln vitro, conme dans les cellules intactes, la liaison d'un 

glucocorticoïde au GR induit le processus de transformation, dépendant du 

temps et de la température. La modification des paramètres 

physicochimiques des complexes hormone-récepteur est corrélée à 

l'acquisition de l'activité de liaison à l'ADN.. 

a) La transformation in vitro, en milieu acellulaire. 

La transformation du GR peut être induite, après liaison de 



lymphocytes humains lient spécifiquement les glucocorticoïdes de façon non 

négligeable (Lukola et al., 1986). De plus aucune étude innnunocytochimique 

n'attribue une localisation uniquement nuclbire au GR (Antalky et Eisen, 

1984, Wikstrh et al., 1987, Picard et Yamamoto, 1987). La dépl8tion totale 

du cytoplasme en GR est obtenue aprbs incubation des cellules avec un 

glucocorticoïde (Govindan, 1980, Papamichail et al., 1980, Wikstrom %f, 

&, 1987). L'hormonodépendance de cette translocation est confirmée par 

les études en iJmnunofluorescence de la localisation du GR et de protéines 

de fuslion GR/ -galactosidase (Picard et Yamamoto, 1987). De façon P 
surprenante, un antiglucocorticoïde est capable dans ce test de provoquer 

la migration du GR au noyau, infirmant par cela les études menées par les 

moyens biochimiques classiques (Rousseau et al., 1973). Le phénomène de 

translocation ne serait donc pas synonyme de transformation qui requierait 

donc une dtape ultérieure d'acquisition d'une activité transcriptionnelle. 

Au regard des techniques utilisées ,la détermination précise de la 

localisation cellulaire des récepteurs des hormones stéroïdes reste encore 

difficile B affirmer. Les résultats obtenu ne peuvent être utilisés que 

dans un but comparatif (ûustafsson et a&, 1987) 

11 - Ja tmformatiw 

Jn vitro, comme dans les cellules intactes, la liaison d'un 

glucocorticoïde au GR induit le processus de transformation, dépendant du 

temps et de la température. La modification des paramètres 

physicochimiques des complexes hormone-récepteur est corrélée à 

l'acquisition de l'activit6 de liaison B l'ADN.. 

a) La transformation in vitro, en milieu acellulaire, 

La transformation du GR peut être induite, après liaison de 



l'hormone, par diverses méthodes utilisant des agents physiques (élévation 

de température, force ionique élevée, dilution), des agents chiniiques 

(aminoacides, nucléotides) ou des enzymes (RNAase, phosphatase alcaline) 

(voir Schmidt et Litwack, 1982). 

Quelle que soit la méthode utilisée, les complexes hormone-récepteur (HR) 

obtenus possèdent des caractéristiques qui les distinguent des cornplexes 

non soumis à ces facteurs transformants. Sont observés une forte affinité 

pour les noyaux isolés, l'ADN et d'autres polyanions (Atger et Milgrom, 

1978), une baisse d'affinité pour la DEAE-cellulose (Sakaue et Thompson, 
1 

1977) et une hausse du point isoélectrique (Danzé et al., 1987). Une l 

corrélation trbs nette peut être établie entre l'acquisition de l'affinité , 
1 

pour la DNA-cellulose et une réduction du poids rmléculaire apparent, qui l 

passe de 300- à 90 kDa (Luttge et al., 1984, Vedeckis, 1983, Sablonnière 

et al., 1986). En effet, le complexe HR passe d'une fornit- de rayon de 

Stokes (Re) 7-8 nm et d'un coefficient de sédimentation 8-los, à une forme 

de Ra 4-6 nm, 4-5S, selon un processus vraisemblablement irréversible, 

L'addition de divers oxyanions de métaux de transition (molybdate, 

tungstate, vanadate) permet d'inhiber réversiblement cette conversion vers 

la forme transformée et préserve également l'activité de liaison du GR non 1 
lié (Dahmer et al., 1984, Leach et al., 1979).. 

1 
l 

b) La transformation dans les cellules intactes et in vivo 

Les études des complexes préformés dans les cellules intactes 

confirment le s c h h  établi in vitro, Munck et Foley, 1979 mettant à 

profit la rétention accrue des complexes HR non transformés par 



la DEAE-cellulose, montrent une conversion progressive mais totale des 

complexes HR en une forme transformée en moins de 30 minutes, dans des 

thymocytes de rat incubés en présence d'acétonide de triamcinolone, un 

agoniste synthétique puissant. Markovic et Litwack, 1980, aboutissent à des 

conclusions identiques perr des expérimentations sur l'animal entier, La 

caractérisation complète de ces complexes form6s in vivo montrent une 

parfaite similitude avec les valeurs obtenues in vitro (Holbrook et al., 

1983, voir Tableau II), 

L'étude cinétique de la formation et de l'interconversion des 

complexes HR, souligne l'extrême rapidité des processus, qui se déroulent, l 

1 

à 37'C, avec des durées de l'ordre de la minute. La figure 13A traduit ! 

cette caractéristique : à 25'C, le prélèvement maximal du stéroïde par la 

cellule est atteint en deux minutes (Rao, 1981). La formation 

des complexes non transformés (HR) est suivi par leur conversion en une 

forme transformée "cytoplasmique" (HR') et nucléaire (HR'n) après un délai 

de 30 B 60 secondes. L'9tape limitante de ce processus est la 1 

transformation, le transfert nucléaire prenant probablement moins de 10 

secondes (Munck et Holbrook, 1984b). 

La conversion en la forme HR' est conditionnée par différents 1 

facteurs. Elle est maximale B 37'C, et totalement inhibée B 4'C (Munck et 

Holbrook, 1984b). Elle dépend également étroitement du ligand pour lequel 

une relation entre accumulation nuclhire et activité biologique semble 1 

ptente (Rousseau et al., 1973, Miyabé et Hrrrisson, 1982, Munck et 

Holbrook, 1984b, voir également la partie D). 

L'acquisition d'une haute affinité pour le noyau est, comme dans 

les conditions in vitro, correlée à une conversion 9S-4s 



Figure 13 A- Cinétique de formation par l'acétonide de 
triamcinolone (TA) des complexes GR-TA non transformés 
cytosolubles (HR), transformés cytosoluble (HR'), et 
transformés liés au noyau (HR'n) dans des thymocytes de rat 
incubés à 37'C (Munck et Holbrook, 1984b). 

SECONDS AFTER WARMING SECONDS AFTER WARM ING MINUTES AFTER WARMING 

Figure 13 B- Influence de la température sur la cinétique de 
formation des différents types de complexes GR-TA dans les 
thymocytes de rat (HR : forme non transformée cytosolique; 
HR' : forme transformée cytosolique; HR'n : forme transformée 
nucléaire) (Munck et Holbrook, 1984b) 



(Raaka et al., 1985). Un équilibre est ensuite atteint entre la forme 

transformée libre et celle liant l'ADN (Raaka et Samuels, 1983, Rousseau g& 

&, 1973, Miyabé et Harison, 1982). 

Un modèle simple de l'action des glucocorticoïdes (H) sur la 

génération des complexes HR de formes variées peut être proposé = 

R + Hr==pHRvHR9'i=pHR'n - DNA 
9s 4s 

8nm 5 nm 

Le processus de régénération de la forme non liée du GR ( R )  n'est 

pas encore connu. La suppression du stéroïde du milieu d'incubation des 

cellules provoque une réapparition du récepteur sous sa forme cytosoluble 

indépendamnent de toute synthèse protéique (Rousseau et al., 1973, Miyabé 

et Harrisson, 1982, Raaka et Sanniels, 1983), la vitesse de recouvrement de 

l'activité de liaison initiale étant proportionnelle à la constante de 

vitesse de dissociation ka du complexe HR (Munck et Foley, 1976). 

Peu d'arguments plaident en faveur d'une réversibilité de la 

transformation, In vitro, ce processus est généralement considéré comne 

irréversible, et aucune reconstitution de la forme non transformée n'a pu 

être obtenue. Seuls Raaka et Samuels, 1983, suggèrent que le récepteur 

existe à l'état non lié sous les deux formes 8s et 4S, la forme 8s étant 

nettement majoritaire. L'addition d'un glucocorticoïde influerait sur cet 

équilibre (fig. 14b). A l'opposé, le groupe de Munck a développé un modèle 

cyclique en postulant l'irréversibilité de la transformation. Le recyclage 

du récepteur serait un processus énergie-dépendant impliquant un passage 

par une forme déphosphorylée inactivée (fig. 14a) (Munck et Brinck 

Johnsen, 1968, Munck et Holbrook, 1984b, 1987, Mendel et al., 1987). 



Figure 14 A- Modèle cyclique de Munck et Holbrook, 1984. 
Cette version simplifiée du modèle cyclique repose sur deux 
hypothèses: la transformation (conversion HR -+HR') est 
irréversible, et la dissociation du stéroïde à partir des 
différentes formes de GR se fait toujours à une vitesse 
identique (constante de vitesse de dissociation k-1). 

10 S TETRAMER 4 s  MONOMER 

Figure 14 B- Modèle à 1' équilibre de Raaka et Samuels, 1983. 
La présence d'un glucocorticoïde déplace l'équilibre préexistant 
dans la cellule entre la forme oligomérique 10s non transformée, 
qui est majoritaire, et la forme transformée 4s. 



c) Structure du récepteur non transformé 

La purification du rGR non transformé stabilisé par le molybdate 

a permis d'établir la nature oligomérique de cette forme de haut poids 

moléculaire (a300 m). Analysé en conditions dénaturantes et réductrices 

sur gel de &lyacrylamide, cette phosphoprotéirie s'avère posséder un poids 

moléculaire de 90-94 kDa (Grandies et al., 1984, Idziorek et al., 1985). 

L'analyse du mGR purifié a permis de déceler une hétérogériéité 

de composition. ûn visualise une protéine liant le stéroïde, de 97 KDa, et 

une protéine de 90 KDa nori liante. Ces deux protéines sont phosphorylées 

in vivo (Housley et al., 1985, Mendel et al,, 1986). Cette hétérogénéité 

est d'ailleurs retrouvée pour le cPR (Renoir et al., 1986) qui est 

également associe à cette protéine de 90 KDa, 

Ce polypeptide peut être différencié des récepteurs sur des 

critères immunologiques. Un anticorps monoclonal (AcM) dirigé contre le PR 

non transformé réagit spécifiquement avec cette protéine 90 KDa (Radyani 

et al,, 1983) et forme des complexes avec les formes natives des ER, AR 

et GR non transformés de l'oviducte de poulet (Joab et al., 1984). 

L'imunoabsorption du GR stabilisé par le molybdate par des AcM anti- 

récepteur permet la coelution de la 90 KDa, contrairement au récepteur 

transformé (Sanchez et al., 1985, 1987). Cette protéine apparaît donc 

clairement être un composant spécifique de la forme non transformée des 

récepteurs stabilisés par le molybdate. 

De façon remarquable, un AcM dirigé contre une protéine 

cytosolique majeure d'un champignon aquatique, Achlya ambisexualis, 

reconnait un épitope commun à une protéine de 90 KDa présente chez de 



nombreuses espèces d'oiseaux et de mammifères, qui s'est ultérieurement 

révélée être la 90 KDa associée aux récepteurs des hormones stéroïdes 

(Riehl et &, 1985, Mendel et al., 1986a, Sanchez et al,, 1985). 

Cette protéine non liante est une protéine de choc thermique 

(heat shock protein, hsp) représentant 0.5 à 1.0 % des protéines cyto- 

soliques. Elle est présente à l'état libre sous forme de dimère et possède 

des propriétés anioniques similaires à celles des récepteurs non 

transformés (Catelli et al.&l985, Schuh et al., 1985, Sullivan et al., 

1985, Renoir et al,, 1986). 

La fonction précise des protéines de choc thermique n'est pas 

clairement établie. On distingue 3 groupes par leur taille moléculaire 

(20-23, 70 et 83-90 KDa) auxquels sont attribuées deux fonctions généra- 

les : la protection des cellules contre un stress, et le recouvrement des 

fonctions perdues lors de ce stress. La hsp 90 semble dépourvue d'activité 

enzymatique et reste essentiellement cytoplasmique après un choc thermique 

( M o n  et al ,, 1986, Pelham, 1986) . Son association à diverses protéines 

kinases (Schuh et al,, 1985, Ziemcicki et alL, 1986, Dougherty et al., 

1987) et avec les filaments d'actine du cytosquelette (Koyasu et al., 

1987) est remrquable mais ne permet pas de lui attribuer une fonction 

précise. Celle-ci doit néanmoins être importante puisque la hsp 90 est 

conservée entre différentes espèces et présente en forte concentration. 

Toutes ces données arguent donc en faveur de la nature hétéro- 

oligdrique du GR non transformé. La stoechiometrie des différents 

composants n'est pas définitivement établie. Ce complexe ne contient qu'un 

seul polypeptide liant le stéroïde (Gehring and Arndt, 1985, Okret et al,, 

1985), et donc au moins une hsp 90. Il est cependant tentant de proposer 



que le complexe 9s soit constitué de 2 hsp 90 et d'une sous-unité liante 

donnant un poids moléculaire apparent de 280 KDa, tout à fait compatible 

avec les données hydrodynamiques et la nature dimérique de la hsp libre 

(Denis et al, , 1987) . 
Aucune démonstration concluante n'a cependant été apportée en 

faveur d'une telle composition. Il n'est pas exclu que d'autres facteurs 

puissent faire partie du complexe. En effet, une protéine de 59 Kûa,  

distincte de la hsp 90, est associée spécifiquement aux ER, PR, AR et GR 

de l'oviducte de lapin et pr6sente dans nombre d'espèces (Tai et al., 

1986). L'association probable avec un ARN de faible taille (d30 KDa) a 

été mise en évidence au laboratoire (Sablonnière et al., 1988a,b) et par 

d'autres (Eco~banidis et Rousseau, 1985). 

d) Dissociation du complexe hétérooligomérique lors de la 

transformation , 

S'appuyant sur les paramètres physicochimiques des deux formes du I 

GR, Vedeckis, 1983, a sugg6ré que la transfomation pouvait consister en I 

l 
1 

une dissociation de l'oligdre. L'association sélective de la hsp 90 

B la forme non transformée du GR stabilisée par le mlybdate étaye 

fortement l'hypothèse d'une nette implication du phihomène de dissociation 
1 

lors de la transformation in vitro (Mendel et al., 1986a, Sanchez et al., 

1985). 

e) Importance de la phosphorylation et de l'état d'oxydation du 

récepteur 

L'inhibition de la transformation in vitro, par le mlybdate 

connu pour son effet inhibiteur des phosphatases, ainsi que l'effet 

activateur de ces dernières sur la transformation ont longtemps fait 1 



penser qu'un processus de déphosphorylation pouvait être impliqué dans la 

conversion vers la forme liant l'ADN (Schmidt et Litwack, 1982). il est 

désormais établi, in vitro conne in vivo (Mendel et al., 1987, 

Tienrungroj et alC, 1987a) que le taux de phosphorylation au cours de la 

transformation du polypeptide liant le stéroïde reste constant, avec un 

rapport de 2 à 3 résidus phosphate par site de liaison du stéroïde, 

D'autres fonctions semblent néanmoins en relation avec un 

processus impliquant une phosphorylation, soit du récepteur, soit d'autres 

facteurs : 

Le maintien de la capacite cellulaire lier les glucocorticoïdes 

est directement dépendant du taux d'ATP intracellulaire (Munck et Brinck- 

Johnsen, 1968, Wheeler et al., 1981). D'autre part, la modulation de 

l'activité de la protéine-kinase C est corrélée à la capetcité des 

glucocorticoïdes à induire une réponse biologique. L'inhibition de cet 

enzyme inhibe l'accumulation des complexes HR dans le noyau des cellules 

cibles (Kido et al., 1987a,b). 

L'effet de l'oxydation des résidus thiols (SH) du GR est beaucoup 

plus documenté. Des groupements SH distincts ont un rôle prédominant ciam 

les fonctions de liaison du stéroïde à l'ADN. La cystéine 656 du rGR 

(voir fig.5) est la cystéine du site de liaison aux glucocorticoïdes 

spécifiment marqué par le mésylate de dexaméthasone (Simons et al., 1987b), 

elle est située dans un environnement hydrophobe (Formstecher et a L ,  1984). 

L'existence de groupements thiols réduits est également indispensable à la 

conversion 8s-4s (Tienrungroj et al,, 1987b, Blicq et al., 1988). 



f) Inhibition de la transformation par le molybdate 

Si l'action du molybdate reste controversée in vivo ( U A  

al., 1985, Naray et al., 1983), elle ne semble pas due, in vitro, à son 

activité inhibitrice des phosphatases puisqu'il agit sur celles-ci à des I , 

doses inférieures à celles utilisées pour stabiliser le GR, De plus, ce I l 
1 

composé est tout aussi efficace sur le récepteur purifié et sur l'induction 

de la transformation par des facteurs physiques. La dissociation du complexe 

GR/hsp 90 est inhibée par ce composé (voir ci-dessus). I 

Le molybdate est réputé pour établir des complexes entre des 

groupements SH proches, et pourrait ainsi wintenir la cohésion du GR 

oligomérique. Un facteur endogène de faible poids moléculaire, possédant 

toutes les caractéristiques du molybdate, inhibe la transformation, Ce 

dernier pourrait interagir avec le site de liaison de ce composé endogène, 
1 

et présenterait une affinité comparable à celui-ci (Pratt, 1987). D'autre 1 
l 

part, Bodine et Litwack , 1988, ont récemment purifié et caract;érisé un glyco 1 

phospholipide dont les propriétés inhibitrices de la transformation sont l 

également analogues à celles du molybdate. l 

Conclusion à propos du GR : I 

La figure 15 représente le mécanisme d'action global du GR où sont l 

I 

intégrées les données essentielles de ces deux chapitres. I 
1 

III - MOWLATION DES REPONSES BIOLOGIQUES INDUITES PAR LES GLU~TICOIDES 

La régulation de la sensibilité cellulaire aux glucocorticoïdes 

peut porter sur les trois facteurs responsables de la cascade d'événements 



Inhibiteur de faible poids 
moléculaire (Phosphoglycéride?, Métal?) 

Figure 15- Représentation du cycle cellulaire du GR. Cette figure 
schématise les étapes connues ou très probables ( ? )  de modification du 
GR dans une cellule soumise à un stimulus hormonal. 
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complexe H-R 
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(inhibition de la synthèse 
de-novo et protéolyse(?)) 



aboutissant à l'expression d'une réponse par la cellule-cible, i.e. l'ADN, 
1 

le récepteur ou le ligand. L'altération de la structure chrmtinienne l 
l 

au cours du cycle cellulaire ou de la différericiation peut expliquer I 

l'apparition ou la perte de la sensibilité aux glucocorticoïdes, 

à un taux en GR constant (Rousseau, 1984, Gustafsson, 1987). L'apparition 

d'une insensibilité aux glucocorticoïdes a été décrite comme étant le 

résultat de l'inactivation des gènes contrôlés par les hormones par im 
1 

mécanisme épigénétique, qui serait très probablement une méthylation des 
l 

séquences gouvernant l'expression du gène (Gasson et al., 1983, Darbre 1 

et al., 1987). Néanmoins, l'implication du facteur "ADN" dans le processus 

de modification de la sensibilité aux glucocorticoïdes, semble d'après les 

I 
données de la littérature, relativement marginale au regard de 1 

l 

l'importance constatée pour les facteurs récepteur et ligand, 
l 

a) Régulation par le -récepteur 

Le nombre, l'affinité des GR pour les glucocorticoïdes et l'ADN 

modifient la sensibilité hormonale des cellules. 

Les modifications d'affinité résultent de l'apparition de 

mutations altérant la transcription du gène du GR ou/et la fonction des 

domaines de liaison, ou rendant la protéine plus labile. Ces cas de figure 

ont été démontrés pour des variants de cellules de lymphomes de souris 

résistant aux effets cytolytiques des glucocorticoïdes (Dellweg et al., 

1982, Danielsen et al,, 1986, Northrop et al., 1986, Rabindran et al,, 

1987) . 
D'autre part, le taux en GR peut lui-même être un facteur 

régulateur, En fusionnant deux lignées cellulaires lymphoïdes ayant des 1 
concentrations en GR différente, Bourgeois et Newby, 1977, ont pu démontrer 

l 



une corrélation entre nombre de récepteurs et intensité rnaximale de la 

réponse biologique, Grove et al., 1980, Rabindran et al., 1987, Vanderbilt I 
l 
l 

et al., 1987 aboutissent à une conclusion similaire en utilisant d'autres 1 
l 

artifices techniques pour obtenir des sous-clones à concentration en GR 1 
variable, Cependant, la définition d'un seuil en-deça duquel une insensi- 

bilité aux glucocorticoïdes appraît dépend étroitement de la réporise 
l 
l 

biologique choisie, une réponse biologique maximale peut être observée I 

avec un taux réduit en récepteur, alors qu'une autre ne sera plus obtenue 
l 

(Mercier et al., 1983, Rabindran et al., 1987). Une accessibilité ou une i 
I 

affinité différente des GR pour l'ADN pourrait expliquer ces constatations. I 
I 

Différents facteurs peuvent modifier le taux cellulaire en GR. 

Connne nous l'avons déjà vu, les altérations du métabolisme énergétique 

cellulaire influencent la concentration en GR. L'âge des cultures 

cellulaires (nombre de repiquages) influe également, un fort taux de 1 
passage peut faire chuter le nombre de GR de 70 %. Ehfin, la concentration 

en GR est modifiée au cours des phases du cycle cellulaire, variant d'un 

facteur 2 à 3 (voir Svec, 1985 pour références). 

Le facteur le plus étudié reste l'influence du ligand sur la 

concentration cellulaire en GR. Eh effet, les nombreux résultats obtenus 

sur des lignées cellulaires montrent clairement que les glucocorticoïdes 

exercent une régulation négative sur le taux en GR. Une concentration I 
saturante provoque une chute en GR de 50 à 75 % dans des cellules 

pituitaires de souris, sans altérer leurs caractéristiques physicochimiques 

(Svec et Rudis, 1981, Seigler et Svec, 1984a,b). Ni les hormones sans 

affinité pour le GR, ni les antagonistes des glucocorticoïdes sont capables 

d'un tel effet (Svec et Rudis, 1981, Rapjert et al., 1986). Cette régulation 



négative exercée par le ligand pourrait résulter, soit d'une dégradation 

intensive du récepteur, soit d'une inhibition de la synthèse de nova ou 

encore d'une distribution cellulaire difiée. Si aucune preuve 

expérimentale n'étaye la troisième hypothése, les deux autres sont 

confirmées. La baisse du temps de demi-vie du récepteur est notable en 

présence d'un agoniste puissant, puisqu'elle passe de 20 heures à 10 

heures (Mac Intyre et Samuels, 1985). D'autre part, le traitement de 

cellules d'hépatome de rat par la dexaméthasone provoque une baisse du 

taux de 1'ARN-m codant pour le récepteur de 50 B 80 % en 24 heures (Okret 

et al., 1986). Un phéndne simiLaire mais moins accentué est observé chez 

l'aninial intact, avec une baisse de 1'ARN-m de 40 à 60 % (Kalinyak et al., 

1987), Cet effet est observé in vitro en présence d'inhibiteurs de 

synthèse protéique et résulte donc d'une inhibition de la transcription du 

gène du GR par lui-même (Rosewic et al., 1988). 

b) Régulation par le ligand 

1- Relation taux d'occupation du récepteur-amplitude de la 

réponse biologique, 

La corr6lation entre la liaison d'un ligand et l'induction de la 

réponse biologique subséquente est un des critères majeurs d'identifi- 

cation d'un récepteur, Diverses études ont parfaitement démontré que, sur 

cellules en culture ou _in vivo, le degré d'occupation du récepteur était 

directement lié à l'induction d'une réponse enzymatique (Beato et al., 

1972) et que la relation pouvait s'étendre au taux de transfomtion 

induit par le ligand (Bloam et al., 1980, Mercier et al., 1983, Miyabé et 

Harrison, 1983). Mercier et al., 1983 constatent néanmoins que, dans le 

cas particulier de sous-clones de cellules H%, cette corrélation taux de 



saturation-intensité de la réponse est perdue pour un type de réponse. La 

modification de l'accessibilité du GR aux séquences régulatrices du gène 

est une explication très probable à ce phénomène. 

Le taux d'occupation du récepteur est également affecté par la 

structure chimique du ligand. La nature des substituants présents sur le 

noyau 4-pregnène influe sur l'affinité du stéroïde pour le GR, mais aussi 

sur l'activite biologique. En effet, une classe particulihre de stéroïdes 

est capable d'occuper le site de liaison sans provoquer de réponse. 

2- Classification des stéroïdes 

Les stéroïdes sont classés selon l'effet produit sur le niveau 

d'expression d'un enzyme hépatique, la Tyrosine Amino Transférase (TAT). 

Quatre classes de composés sont ainsi distinguées (Samuels et Tomkins, 

1970, voir fig. 16) : 

- les agonistes optimaux, capables d'induire la TAT à un taux 

maximum (x 10 à 15) 

- les agonistes partiels, induisant la TAT à un niveau infra 

maximal, mais significatif, et capables d'inhiber compétiti- 

verüent l'induction médiée par les agonistes optimaux. 

- les antagonistes, incapables d'induire une réponse par 
eux-mêmes mais inhibant l'induction de la TAT par les composés 

des deux classes précédentes. 

- les stéroïdes inactifs (dont l'inactivité n'est pas dûe à une 

modification métabolique). 

La'classification en regard de l'activité glucocorticoïde des 

différents stéroïdes peut varier en fonction des systèmes biologiques 

choisis. 



LOG HORMONE DOSE 

Figure 16- Courbe théorique dose-réponse pour les différentes 
classes de ligands du GR (agoniste optimal-,,,, agoniste p a r t i e l s ,  
antagoniste-, composé inactif-). L'administation d'une dose 
fixe d' un agoniste optimal et l'accroissement de la dose administrée 
simultanément provoque un retour au niveau basal, alors qu'un agoniste 
partiel n'a qu'un effet intermédiaire. 

1. Stéroïdes modifiés en 11 : 

4-Prègnéne 4-Androstène Il-nor-11-R(p-dimethyl 
(R = H ou OH) (R = O ou OH) amino)-phényl-17a 

éthynylméthyl-androsta 
4,9(10)-diène-17B-01- 
3-one = RU 38486 

2. Analogues du cortisol modifiés en 17-B : 

17-B carboxamides Mésylate de Déxa- Déxaméthasone- Dérivés 
de la déxaméthasone méthasone ou de cortisol oxé tanone 17-21 acétonide 

(R = NH-X) (RI = CH3 ou H, R2 = F ou H) 

Figure 17- Structure chimique des deux classes de composés stéroïdiens 
connus pour leur activité antiglucocorticoïde in-vitro. 



3- Facteurs affectant l'affinité et l'activité du ligand. 

L'association du stéroïde au GR est un processus à deux étapes : 

la fixation est d'abord gouvernée par l'hydrophobicité du stéroïde, puis 

par la mise en place des forces à faible rayon d'action où la nature des 

substituants donneurs ou accepteurs de proton joue un rôle prépondérant 

(Eliard et Rousseau, 1984). Aux concentrations voisines de la saturation, 

le processus d'association est une interaction bimoléculaire simple (Pratt 

et al., 1975). La dissociation du complexe HR est un processus du premier 

ordre, les différences d'affinité sont d'ailleurs essentiellement 

justifiées par une cindtique de dissociation variable selon les composés 

(Jones et Bell, 1982). A l'équilibre, la constante de dissociation (KD) 

est de l'ordre de la nanomole par litre pour les stéroïdes les plus affines 

(Bell et Jones, 1982). Les études de relation entre la structure et 

activité (RSA) des stéroïdes ont permis de définir les domaines essentiels 

à ces molécules leur conférant une bonne affinité pour le GR et une 

activité biologique précise. Ayant nécessité un travail considérable de 

synthèse chimique, de cristallographie et d'évaluation de l'activité (revue 

par Duax et Griffin, 1984)' ces études de R.S.A. font ressortir plusieurs 

faits : 

- la conformation spatiale globale du stéroïde influe sur l'affinité. 
La présence d'un atome de fluor en 9d provoque une torsion de la molécule 

vers sa faced. Les dérivés 9&fluorés tels la dexaméthasone ou l'acétonide 

de triamcinolone sont les agonistes les plus puissants, couramnent utilisés 

en thérapeutique. 

- la présence de la double liaison en 4-5 est indispensable à la 

liaison au GR. L'introduction d'une liaison en 1-2 augmente l'affinité. 



- la suppression du groupement hydroxyl en 11 du cycle C dintinue P 
l'affinité et convertit un agoniste en un antagoniste, de même que la 

modification de la chaîne laterale 17 voir paragraphe D.1) P ' 
D - LES ANTIGLUalCûRTICOIDES 

La mise au point d'antihormones stéroïdiennes a d'énormes 

applications thérapeutiques, notamment dans le traitement des tumeurs 

homono-dépendantes dans lequel les antioestrogènes occupent une place 

privilégiée. Les antiminéralocorticoïdes s'utilisent dans le traitement 

des hypertensions, et les antiandrogènes dans les cancers de la prostate, 

La description récente du RU 38486 a ktendu le champ d'application des 

antihormones stéroïdiennes à la contraception (effet antiprogestatif) et 
l 

i 
au traitement de l'hypercorticisme (effet antiglucocorticoïde). Le mode 

d'action de ces différents composés a été abondamment exploré, mais aucun 

schéma simple n'émerge des travaux et cela pour deux raisons essentielles : 

- la similitude structurale entre agonistes et antagonistes ne permet 
que très rarement d'obtenir un composé antagoniste pur. Ils possèdent 

donc une activité biologique variable selon la dose (Bullock et al., 

1978, Sutherland et al., 1986, Chrousos et al., 1983)' l'organe et 

&me l'espèce étudiée, notamment dans le cas des antioestrogènes 

(Jordan, 1985). 

C'est ainsi qu'à été pr0posk.e pour chaque type d'antihormones, une 

interférence avec la plupart des étapes connues du m6canisme d'action des 

hormones stéroïdes : 

- l'inhibition du transfert nucléaire pour la cortexolone 



(un antiglucocorticoïde) (Coutard et al,, 1979, Kaiser et al., 1972). 

- une rétention accrue dans le compartiment nucléaire des complexes 
antioestrogènes-ER, dûe à une fixation sur des sites particuliers et/ou 

une inhibition de recyclage du récepteur (Katzenellenbogen et al., 1983, 

Jordan, 1985). 

- l'affinité supérieure des antiglucocorticoïdes pour une forme 
particulière de GR, inactive, selon un modèle allostérique similaire à 

celui d6crit par Monod, W y m a n  et Changeux (Samuels et Tomkins, 1970). 

Dans le domaine des antiglucocorticoïdes, la plupart des composés 

actifs in vitro ne le sont pas chez l'animal intact, car ils sont très 

souvent inactivés ou convertis en un composé agoniste par une voie 

métabolique surrénalienne ou hépatique. L'obtention de deux composés actifs 

in vivo, le A 1-11-0x0-11-deoxycortisol, de synthèse très délicate, et le 
RU 38486 témoigne de la possibilité de la conception d'un antiglucocor- 

tiwïde B haute affinité et spécifique du GR. Nous ne ddtaillerons pas 

l'aspect pharmacologique de l'action de ces composés, pour privilégier 

1 'étude de 1 ' interaction antiglucocorticoïdes-GR. 
Eb effet, l'intérêt de ces molécules est aussi de procurer des 

sondes moléculaires qui constituent des outils remarquables pour l'étude 

des séquences de l'action des glucocorticoïdes. Néanmoins, cette étude 

s'est révélée problématique car une des caractéristiques majeure des 

complexes antiglucocorticoïdes-GR est d'être très instables, gênant 

considérablement leur analyse perr les méthodes classiques. 



1 - Description de l'activité antiglucocorticoïde de divers 
dérivés stéroïdiens. 

Les antiglucocorticoïdes peuvent être scindés en deux groupes 

structuralement distincts : 

- les dérivés à noyau 4-pregnène ou 4-androstène modifiés en 11 B *  " 
suppression du groupement hydroxyl en 11 du cycle C diminue l'affinité et P 
convertit un agoniste en un antagoniste. La présence d'un volumineux 

groupement en C11, ou plus généralement dans la zone délimitée par les 

atomes Ci-Cg-Cio-Cil est, corramule à toutes les antihormones stéroïdiennes 

actives in vivo (Baulieu, 1984). 

- les dérivés du cortisol ou de la dexaméthasone modifiés sur la 
chaîne latérale 178. La d i f  ication de la chaîne latérale 17 P d'un 
agoniste puissant diminue son affinité pour le GR et convertit son 

activité agoniste en une activit6 antiglucocorticoïde (Rousseau et al,, 

1979, 1983, Sirm,ns et al,, 1980, Lamontagne et al., 1984) (voir fig. 17). 

Le tableau III résume les principales propriétés des stéroïdes 

doués d'activité glucocorticoïde et antiglucocorticoïde. Y figurent le 

temps de demi-vie du complexe HR rendant compte de la stabilité du 

complexe, l'affinité (KD) pour le GR mesurée dans des prémations 

acellulaires et leur classification dans les principaux systèmes 

ktudiés. L'activité sur l'animal intact est également indiquée 

lorsque les tests ont été effectues (revue par Chrousos et al., 1983). 



Cnmpnlroq6 . t112 K0,LC Test in vitro Classifi- Activite Références 
(min) (nM) Modéle Activitd cation in vivo(rats 

s u r r e n a l e w é s l  

AcEtonide de TriamcinoIone >1800 1.6 HTC T.A.T. Ag Ag 

Dexamathasona 9M)-1100 4eO HTC T.A.T. Ag Ag Sanuelr et Tomkina, 1972 

Corticosterone 150 12.0 1ITC T.A.T. & ne " 
Thymocytes Urd A8 Ag Philibert, 1984 

(rat) 

Cortisol 70-100 60.0 llTC T.A.T. AR Ag Sanuels et Tomkins, 1972 

Deacylcortivazol >3000 O. 6 HTC T.A.T. Ag Ag Simons u., 1979 

ANTAGONISTES 

1 1-Deoxycortisol 
(cortexolone) 

AI-~(~I)-II- 
deoxycortisol 

A l - 1 1  axa-11- 
deoxycortisol 

Deoxycorticosterone 

Progesterone 

Promgestone(R 5020) 

Testosterone 

HTC 

Thymocytes 
(rat) 

l'hyrnocytes 
(rat) 

Thymocy tes 
(souris) 

- 

- 
HTC 

HTC 

Thymocytes 

L-929 

HTC 

Thymocytes 
(rat) 

Hn: 

HTC 

Thymocytes 
(rat) 

L-929 

T.A.T. 

Cl c 

Urd 

Ur d 

- 

- 
T.A.T. 

T.A.T. 

Urd,Glc 

D.Cln 

T.A.T. 

Clc.Urd 
Cytolyse 

T.A.T. 

T.A.T. 

Urd 

D 

Munck et Brinck Johnsen. 
1988 

Turne11 a., 1974 
Kaiser et., 1372 
Philibert et.. 1984 

Chrousos et.. 1980 

Raynaud cl.. 1980 
Cagne e., 1986 

biner u.. 1974 

Hackney e(. , 1381 
Raynaud et., 1980 
Sas8on et Hayer, 1981 

Danhaive et Rousseau, 1986 

Golaz et Beck. 1984 
Cagne et.. 1986 
Philibert. 1984 

Jung-Testas-. . 1984 
1q-carboxamides de la 

desamthasone 

Dexamthasone-3'-oxetanone 

Dérivés 17-21 acétonides : 
17-21-acétonide de 

cortexolone 
de 6 -011-cortexolone 

85-600 100,O-600.0 HTC T.A.T. 

Thymocytes Ur d 
(souris) 

covalent llTC T.A.T. 

covalent llTC T.A.T. 

27 32.0 1ITC T.A.T. 

IN-9 5 '  nuc) - 70.0 HTC T.A.T. 
IN-9 - 135.0 HTC 

An Ag ou In Rousseau e.. 1679 
et résultats non publiCs 

An - Duval et., 1983 
An Ap Simons et., 1980 

An Rousseau -., 1¶3 

Tri fluoprrarine 6000.0 llTC T.A.T. An - Van Bohemen et Rousseau. 
1983 

Ketoconazole 2000.0 IlTC T.A.T. An - Loose eti1.. 1983 

Cl<rtrimzole 650,O llTC T.A.T. An - 
TAllI.I(AV 3 - I.en principattx Iil(ands dii CR sont clnssfs salon lotir activitd biologique. Les antagonistes sont subdivin6s en 3 classes 

striicturales : los 113 nwdif i8s. les 17-8 modifiés et les antiglucocortlcoides non stéroIdiens. 

IH-9 : crllules lymphoblastiqiie.i Iiiimincs - HTC : cellules d'liépntome de rat en culture - L-929 : fibroblaites de souris en 
culttire - ii : croissance de la popiilntion cellulaire, T.A.T. : Tyrosine Amino Transférase, Clc : inhibition de captation de 
~luco-e, Urd : inhibition de l'incorporation d'uridine tritiée dans le RNA, Cln : induction de la glutamina-synthCtase 
5'-nue : induction de l'enzyw mcmbrnnairc 5' nucl6otidaae. ~g : agonistes purs - Ap : agonistes partiels - An : antagonistes. 



II - Particularités de comportement des complexes antigluco- 
corticoïdes-GR. 

a) Différence de comportement cinétique 

Il n'existe pas de corrélation entre l'affinité des antigluco- 

corticoïdes pour le GR dans des préparations acellulaires à 4'C et leur 

activité in vivo à 37°C (Bell et Jones, 1979). Par contre, des différences 

peuvent être détectées dans la cinétique de liaison et la capacité à 

protéger le GR de l'inactivation thermique (Eliard et Rousseau, 1984). 

Il semble en effet que pour la plupart des dérivés testés, il 

existe une décroissance progressive de la stabilité des complexes non 

transformésrquand on passe des dérivés agonistes aux dérivés antagonistes 

(Degaelen et alL,  1981, Bell et Jones, 1982, Raynauà  et al., 1975, 1980a) 

ce qui peut expliquer l'incapacité de tels complexes à générer une 

activité biologique. Cependant, la corrélation n'est pas nette, n'en 

ayant pour preuve que la valeur identique de la constante de vitesse de 

dissociation du cortisol et de la progestérone (Bell et Jones, 1982). 

De plus, cette hypothèse d'une relation entre instabilité du complexe et 

propriétés antagonistes est totalement infirmée par le fait que le RU 486 

forme un complexe plus stable que la plupart des agonistes, et que le 

mésylate de cortisol et de dedthasone sont des marqueurs covalents doués 

d'activité antagoniste (Philibert, 1984, Simons et al., 1981). 

Beaucoup plus nette est la différence de labilité des deux types 

de complexes B la chaleur. Eh effet, les complexes agoniste-récepteur 

soumis B une élévation de température sont beaucoup moins rapidement 

inactivés que les complexes antagonistes-récepteurs ou les récepteurs non 

liés (Toth et Aranyi, 1983, Eliard et Rousseau, 1984, Bell et Weatherhill, 



1986). De la raême façon, les complexes agonistes-GR soumis à des conditions 

transformantes acquièrent une stabilité beaucoup plus importante, alors que 

les complexes antagonistes-GR ne subissent aucune modification 

(Toth et Aranyi , 1983, Bell et Weatherhill, 1986, Rousseau et al, , 1972) . 
Ces faits étayent fortement l'hypothèse que l'interaction des 

antiglucocorticoïdes avec le site de liaison du stéroïde est différente. 

Ceci est d'ailleurs confim6 par la sensibilité accrue du complexe RU 

4864R B l'acétonitrile (solvant interagissant avec les zones hydrophobes 

des protéines) quand il est comparé au complexe acétonide de 

triamcinolone-GR ( W z é  et al., en prgparation). 

b) Etude des caractéristiques physicochimiques des complexes 

antagonistes-GR. 

Wès peu de travaux ont été consacrés à la caractérisation de ces 

complexes très instables. Seuls Kaiser et al., 1972, 1974 signalent 

l'existence d'un complexe GR-cortexolone à coefficient de sédimentation 

anormalement faible (3,SS contre 4,4S). La disponibilité récente du 

mésylate de ddthasone et du FUJ 486 sous forme tritiée a 

consid6rablement facilité les expérimentations visant à mettre en évidence 

les particularités des complexes formés avec ces deux antagonistes très 

affines pour le GR. 

L'étude des paramètres physicochimique des complexes RU 486-GR a 

été réalisée extensivement dans notre laboratoire. Aucune différence n'a 

pu être notée par rapport aux complexes GR-agoniste (Sablonnière et al., 

1986). Concernant les critères de liaison à l'ADN, les résultats sont plus 

contradictoires. Alors que pour la plupart des auteurs aucune différence 

majeure d'affinité ou de sensibilité à la force ionique n'est observée lors 



de la liaison des complexes à la DNA-cellulose (Sablonnière et al., 1986, 

Schmidt, 1986, Rapjert et al, 1986), Bourgeois et al., 1984 rapportent que 

les complexes RU 486-GR sont nettement moins affines pour la DNA-cellulose 

et des frabnts de DNA du LTR de W ,  et que l'interaction 

GR-RU486/DNA-cellulose est beaucoup plus sensible à l'augmentation de la 

force ionique. Des différences similaires ont été décrites, vis-à-vis d'uri 

ADN non spécifique, pour les complexes mésylate de dexaméthasone-GR 

(Simons et Miller, 1984), alors que ceux-ci ont une affinité similaire 

pour les séquences LTR du MMTV (Miller et al,, 1984). 

Beaucoup plus nette est la constatation d'un taux de 

transformation des complexes RU 486-GR nettement réduit (Sablonnière & 

&, 1986, Moguilewski et Philibert, 1984, Bourgeois et al., 1984, Groyer 

et al., 1987) ainsi qu'une diminution variable mais significative du 1 
"transfert nucléaire" des complexes formés dans les cellules intactes 

(Moguilewski et Philibert, 1984, Chasserot-Golaz et Beck, 1984, 

Jung-Testas et bulieu, 1984, Bourgeois et al,, 1984). Les variations du 1 
taux de transfert vont de 3 % à 50 %, et apparaissent difficiles à 

rationaliser car la mesure du transfert nucléaire implique la séparation 

des fractions cytosolique et nucléaire d'une façon arbitraire dans des 

conditions expéirimentales variables, où la nature du tissu, le pH, la force l 

ionique ... peuvent avoir un rôle non négligeable.& taux de transfert 1 
i 

nucléaire très faible est une observation souvent rapport& dans le cas des 1 
antiglucocorticoïdes, et vérifiée pour le mésylate de dexaméthasone 

(Simons et al., 1983), la progestérone (Rousseau et al., 1973, Golaz et 

Beck, 1984), la promegestone (R 5020) (Golaz et Beck, 1983), et la 

cortexolone (Kaiser et al., 1972, Turne11 et al., 1974, Wira et Munck, 

-- 



Néanmoins, l'accord n'est pas fait sur la capacité du faible 

nombre de complexes GR-antiglucocorticoïde nucléaire à induire ou non une 

r6ponse biologique. 

Au vu de ces résultats, quatre hypothèses restent envisageables 

pour expliquer le mécanisme d'action des antiglucocorticoïdes : 

- ces composés inhibent la transformation 
- les complexes GR-antihormone génèrent un récepteur transformé 

à haute affinité pour des séquences non spécifiques d'ADN. 

- de même, leur affinité pour les HRE peut être altérée 
- leur affinité est identique mais les événements suivant la 

liaison au HRE ne sont pas promus de façon adéquate. 

c) Modèles proposés pour expliquer l'activité des 

antiglucocorticoïdes 

c.1 - Le premier modèle fut proposé par Samuels et Tomkins, 
1972. Il s'inspire du modèle allost6rique de Monod et al,, 1965 modifié 

par Rubin et Changeux, 1966 et a été appliqu6 aux antagonistes des 

glucocorticoïdes et des min6ralocorticoïdes. Deux formes de GR sont 

supposées être an équilibre, l'une capable de génkrer un effet biologique, 

l'autre pas. RI l'absence de stéroïde, la forme inactive prédominerait. 

Les antagonistes purs stabiliseraient la forme inactive, les agonistes 

partiels la forme active et la forme inactive, et les agonistes purs la 

forme active. La forme active du récepteur se lie à l'agoniste, le 

complexe étant ensuite transformé (Rousseau et al., 1973). Sans avoir à 

supposer l'existence de forme non caractérisée du GR, les formes inactive 

et active peuvent être assimilées respectivement 8. la forme non transformée 



et transformée du récepteur. Cependant, nous avons vu que la forme non 

transformée existe également en présence d'agoniste. Notons également le 

modèle mathématique de Bullock et al., 1978 qui prend en compte a la fois 

les interactions stériques (compétition entre deux stéroïdes) et 

allostériques. Ce modèle s'inspire largement du modèle précédent. 

c.2 - F-katt et al,, 1975 proposent un modèle à ajustement 

inàuit. Il diffère essentiellement du précédent par l'inexistence de la 

forme active en l'absence d'hormone, Dans ce modèle, les antagonistes se 

lieraient exclusivement à la forme inactive, pouvant être également 

assimilée B la forme non transformée. Ce modèle convient très bien si 

l'hypothèse d'un mécanisme d'action par inhibition de la transformation 

est retenue. 

c.3 - Le modèle "à site d'entrée" de Bell et Jones, 1979 

décrit le GR cormie poss&t deux sites de liaison, un site d'entrée à 

faible affinit6 et un à haute affinité. Tous les ligands du GR sont 

capables d'interagir avec le premier site à faible affinité. L'affinité du 

stéroïde pour le second site d6terminerait le taux de transformation 

induit. Ce modèle suppose l'existence de deux sites de liaison, hypothèse 

peu compatible avec les données actuelles de la biologie moléculaire ni 

les expériences de liaison de stéroïdes au GR par compétition, impliquant 

une exclusion du site de liaison d'un stéroïde par le compétiteur. 

12.4 - Raynaud et al*, 1980a postulent que l'on peut 

1 discerner un agoniste d'un antagoniste par la valeur de la constante de 

vitesse de dissociation du complexe ligand-GR, Si il semble logique 

d'admettre qu'un complexe instable sera incapable de générer une forme 

active, Gagne et al., 1987 ont démontré que dans les cellules intactes à 



37.C' une parfaite corrélation existait entre affinité des 

antiglucocorticoïdes pour le GR et leur efficacité biologique. De plus, 

cette hypothèse a un corollaire fort peu entliousiasmant, qui est 

l'impossibilité d'obtenir des antiglucocorticoïdes à forte affinité pour I 
l 

le GR, et donc de se priver des composés du type RU 486 . . .  I 
c.5 - Enfin, Munck et Holbrook, 1987 ont développ6 un modèle 1 

où seuls sont pris en compte les paramètres cinétiques de l'interaction 1 

hormone-récepteur. Son extrapolation sur un plan mathématique conduit il 

l'obtention de valeurs généralement confirmées expérimentalement. Postulant 
1 

de l'irréversibilité de la transformation, ce modèle distingue 5 mécanismes ! 
générant une activité antagoniste en affectant un paramètre cinétique du 1 
cycle (fig, 18). 

- le premier est une baisse du taux de transformation, et donc très 
proche des 'rnod8les c. 1, c .2, c, 4 (constante k2 ) 

- une baisse du taux de migration au noyau (k3) 

- une dissociation plus rapide des complexes liés à ~'ADN (ka) 

- une augmentation du taux de régénération de la forme non liée à 

partir des complexes liés à l'ADN (ka) 

- une augmentation de la vitesse de régénération de la forme non liée 
à partir du récepteur transformé (k5 ) . 

Tous ces modèles sont &idemment discutables. Leur propos n'est 

évidenunent pas de proposer une explication définitive à l'action 

antihomnale, mais d'émettre des hypothèses évaluables sur un plan 

expérimental. 

Conclusion : L'étude in vitro du mécanisme d'action des 

antiglucocorticoïdes a généré une profusion de données à partir 



HR'n 

HR' . H + R + S  SR' 

Figure 18- Modèle cyclique de Munck et Holbrook, 1987. 
L'agoniste H ou l'antagoniste S se lient réversiblement aux récepteurs 
libres R pour former les complexes non transformés HR ou SR qui génèrent 
avec une constante de vitesse k2 ou f2, par une réaction irréversible, les 
complexes transformés HR'ou SR'. Ces complexes HR'et SR' se lient 
réversiblement aux sites nucléaires pour former les complexes HR'n et SR'n 
induisant la réponse biologique. Les complexes HR', HR'n, SR', SR'n 
régénèrent la forme libre R par des réactions dont les constantes df. 
vitesse sont k5, k4, f5, et f6 respectivement. 
L'activité biologique est proportionnelle à la quantité de complexes 
HR'n et SR'n formés. 



desquelles il est difficile de tirer une conclusion univoque, les modèles 

décrits précédemment en témoignent, Aucun mécanisme précis n'est 

démontré, et il ne serait pas défaitiste de dire que tous les mécanismes 

sont envisageables. L'élucidation de ceux-ci peut néanmoins grandement 

aider à la compréhension et à l'identification des étapes-clefs de 

l'action hormonale, Pour ce faire, il nous a semblé très intéressant de 

recourir à des conditions expérimentales plus physiologiques, afin de 

pouvoir étudier les processus tels qu'ils se dBroulent dans la cellule 

intacte. 



RESULTATS EXPERIMENTAUX 



A - RAPPELS DES RESULTATS ACQUIS AU LABORAMIRE 

L'étude des paramètres physicochimiques du GR non transformé, 

lié soit à l'acétonide de triamcinolone (TA), soit au RU 486, stabilisé 

pm le molybdate, ou transformé par la chaleur, a été réalisée sur cytosol 

de foie de rat à 4'C. Le taux de transformation a été estimé par une 

mesure de la liaison à la DNA-cellulose. En parallèle ont été mesurés le 

rayon de Stokes (Rs) par chromatographie d'exclusion de taille haute 

performance, le coefficient de sédimentation (SW,ZO), et l'affinité pour 

un support DM-cellulose. Les tampons utilisés pour les analyses 

contenaient du molybdate afin de prévenir toute transformation ou 

inactivation des complexes hormone-récepteur (HR) lors des analyses. 

Les complexes non transformés, qu'ils soient formés par 

incubation du cytosol en présence de 3H TA ou de 3H RU 486 présentent des 

caractéristiques physicochimiques strictement identiques (Rs = 7 nm, 

9,3S, élution de la DEAE-cellulose à 220-280 M KC1). Après transformation 

par exposition à la chaleur (25'C durant 30 min), les complexes 

transformés possèdent alors un Rs de 5 nm, un coefficient de sédimentation 

de 4,4S et sont élués de la DEAE-cellulose à 120 mM de KCl. A nouveau, 

aucune différence qualitative n'est détectable entre les complexes 

GR-agoniste ou GR-antagoniste. Par contre, le taux de conversion de ia 

forme non transformée 9,3S, 7 nm en la forme transformée 4,5S, 5 nm est 

nettement moindre en présence de RU 486. Un comportement similaire est 



d'ailleurs observé avec le "DxDiMet" un représentant de la série des 

17-g carboxamides de la deméthasone, dérivés connus pour leur activité 

antagoniste dans diverses lignées cellulaires. Alors que le taux de 

transformation avoisine 60-65 % en présence de TA, les 2 composés 

antagonistes n'induisent qu'une conversion de 15 et 12 % (Sablonnière & 

&, 1986). De même, le taux de transformation des complexes RU 486-GR 

estimé par isofocalisation (passage d'un pI de 4,4 à 4,8) est fortement 

réduit par rapport aux complexes TA-GR (37 % contre 63 %) (Danzé et al., 

1987). Ces résultats sont résumés dans le tableau IV. 

3H TA 3H RU 486 3H DxDiMet 

Liaison à la DNA-cellulose 65 % 15 % 12 % 

Paramètres hydrodynamiques 

Rs 7 nm 30 % 80 % 20 % 

5 nm 70 % 20 % 20 % 

SW,ZO : 9'3s 35 % 90 % 70 % 

4'5s 65 % 10 % 30 % 

DEAE-cellulose : 

Pic I (12b mM KC1) 75 % 20 % ND 

Pic II (220-280 rnM KC1) 25 % 80 % ND 

pI de l'isoforme 

prépondérante 4'8 4,4 ND 

TABLEAU I V  : Corrélation entre le taux de transformation et les carac- 

tésiotiques lphysic~chimiyues des complexes GR-3H stéroïdes après 

exposition à la chaleur. 



Ces résultats prouvent donc que deux composés antagonistes 

stabilisent la forme non transformée de haut poids molécillaire ciil GR. De 

plus, ils établissent une parfaite corrélation entre transformation et 

réduction du poids moléculaire. Ces résultats sont tout à fait comparables 

à ceux obtenus par d'autres équipes estimant le taux de transfornlation 

des complexes GR-RU 486 2 à 5 fois inférieur à celui des complexes GR-TA 

ou GR-dernéthasone (GR-Dex) (Moguilewski et Philibert, 1984, Bourgeois g_t 

al,, 1984, Groyer et al., 1987). 

Cependant, d'autres auteurs aboutissent à des résultats tout à 

fait opposés, avec un taux de transformation des complexes GR-RU 486 

similaire à celui des complexes GR-Dex (Schmidt, 1985, Agarwal et al, 1985). 

Les études menées sur des fractions subcellulaires, préparées dalis des 

tampons hypotoniques et soumises à des conditions trarisformantes peu 

physiologiques (0,3 M KC1, 10 mM ATP, chaleur) aboutissent donc à des 

résultats contradictoires. De plus, seule l'utilisation systématique du 

molybdate lors des analyses des complexes permet une nette caractérisation 

des complexes non transformés. Certains auteurs s'accordent à émettre des 

réserves quant à l'existence réelle de cette forme de haut poids molécu- 

laire dans la cellule intacte : le récepteur rion lié au stéroïde 

existerait sous une forme identique a celle du récepteur transformé, mais 

incapable de lier l'ADN (Radojcic et al., 1985). L'existence de mutants 

du GR qui, délétés de leur domaine de liaison du stéroïde, s'avèrent être 

des activateurs constitutifs de la transcription, a. été interprétee comme 

un argument en faveur d'une simple modification conformationnelle du GR 



lors de la transformation (Carlstedt-Duke etGustnifsson, 1987). Le complexe 

non transformé d'environ 300 KDa résulterait donc d'une association 

artéfactuelle, lors de l'homogénéisation des tissus, du GR avec la hsp 90 

et d'autres composants abondants dans le cytosol. 

Une approche plus physiologique s'avere donc nécessaire pour 

l'étude des complexes ligands-GR, et plus particiilièremerit dans le domaine 

des antiglucocorticoïdes. Nous nous sommes donc attaché à la mise au point 

de conditions expérimentales ne nécessitant pas l'apport de facteurs 

stabilisateurs exogènes, afin de vérifier si l'on pouvait observer le même 

effet inhibiteur des antiglucocorticoïdes sur la transformation se 

déroulant dans les cellules intactes. 

B - DESCRIF'I'ION DES CONDITIONS EXPERIMENTALES 

1 - Le matériel biologique 
Quantité. de lignées cellulaires ou de tissus ont été décrits 

connne contenant des GR en abondance, Il fallait néanmoins veiller à ce que 

le type cellulaire choisi ne possède que ce type de récepteurs car, comme 

nous l'avons vu précédemment, certains antiglucocorticoïdes sont des 

androgènes ou des progestagènes, et le RU 486 possède une affinité très 

importante pour à la fois le GR, PR, et l'AR (Philibert, 1984). Notre 

choix s'est donc porté sur les lymphocytes thymiclues de rat qui ont été im 

des premiers modèles cellulaires utilisés dans l'étude du GR (Schaumburg, 

1970, Wira et Munck, 1970). L'absence de ER, de PR et de AR est clairement 

établie dans ce type cellulaire (Pierce et al., 1983, Mac Cruden et 

Stimson, 1985). Ces cellules quiescentes non adhérentes sont tout à fait 

appropriées pour le type d'expérimentation choisie, étant facilement 



obtenues en grande quantité. 

II - Conditions d'incubation des cellules et d'analyse des c:t>mplexes 

GR-ligands. 

Les cellules incubées à 37'C dans du milieu de culture sans sérum 

de veau foetal, sont mises en contact avec les ligands radioactifs ou non 

pour des temps variables selori les expériences. L'étude de la réwrtition 

cellulaire des complexes GR-ligarids ainsi formés, ainsi que leur caracteri- 

sation physicochimique sont ensuite effectuées. 

L'utilisation d'un tampon sans molybdate, isotonique, requiert 

une technique de caractérisation physicochimique très rapide, car, cornnune 

nous l'avons déjà signalé, la plupart des cornplexes GR-antiglucocorti- 

coïdes sont très instables. Une très nette corrélation entre le tttux de 

transformat;ion estimé par la fixation à la DNA-cellulose et la répartition 

relative des complexes de haiit poids (M ~ 3 0 0  K h )  et de faible poids 

moléculaire (90-100 KDa) a été établie au laboratoire (voir tableaux 

IV et V) et par d'autres équipes (Luttge et al,, 1984, Holbroolc et al., 

1983). 

La chromatographie d'exclusion de taille haute performance est un 

outil privilégié pour l'étude des récepteurs des hormones stéroïdes car le 

temps d'analyse de ceux-ci est considérablement réduit (moins de 30 min), 

minimisant donc (1) la dissociation des complexes hormone-récepteur et 

augmentant 1-r conséquent le rendement d'élution, (2) le risque de 

protéolyse à laquelle le récepteur transformé est très sensible, ( 3 )  la 

transformation spontanée en cours d'analyse (Sablonnière et al., 1987). 

Cette technique apparaît donc appropriée à notre étiide des complexes 

préformés dans la celliile intacte et analysés en l'absence de molybdate. 



Le processus de transformation sera donc assimilé à la conversion de la 

forme de 7-8 nm vers la forme 4-5 m. 

~tkdtres Forme non Forme 

transf o d  transformée 

Liaison B la DNA-cellulose non oui 

Rayon de Stokes (nm) 7-8 4-5 

Coefficient de sédimentation 8-9 4-5 

Elution DEAE-cellulose 220-280 100-120 

(d KC1) 

- 

TABLEAU V - Correspondance entre l'état de transformation et les 
paramètres physicochimiques couramnent utilisés dans l'6tude des 

complexes GR-ligand. 

C - CARACTIæISTIQUES DE LA LIAISON D ' W  HORK>NE A UN 

f r s p m  PRATICSUES. 

L'estimdtion du taux de fixation d'un stéroïde à son récepteur 

est considérablement génée, que ce soit dans les préparations acellulaires 

ou dans les cellules intactes, par l'existence de sites distincts de ce 

récepteur. Il peut s'agir d'autres récepteurs également affines pour ce 

ligand, des enzymes, des protéines de transport et également de sites de 

liaison non spécifiques (membranes, autres protéines ...). Le faible taux 

en récepteur permet d'obtenir à de très faibles concentrations, une rapide 



C l 

V Liaison totale (Bt) 

d max Bs 

Figure 19 - Représentations graphiques de la liaison hormone-récepteur ( H R ) .  
L'interaction HR répond à la loi d'action de masse avec : 

ka 
I 

H + R ,  HR, avec Ku = kd/ka 
k d 

KD = constante de dissociation à l'équilibre ; kd = constante de vitesse de 
dissociation (sec-') ; ka = constante de vitesse de dissociation (M-'.sec-'); 
F = ligand libre. 

19A - Représentation directe ; H = concentration en hormone libre; 
Bs = liaison spécifique ; B m a r  = liaison maximale ; 
Bt = liaison totale ; B N S  = lidisor~ non spécifique. 

19B - Représentation linéaire de Scatchard. 



saturation de la liaison aux récepteurs. La coexistence de sites non 

spécifiques ne permet pas de visualiser ce phénomène (fig. 19A, courbe B). 

L'estimation du taux de liaison non spécifique (courbe BNS) est obtenue 

par dilution isotopique, conditions expérimentales dans lesquelles 

l'incubation est réalisée en présence du ligand radioactif et d'un excès 

d'hormone froide (x 50 à 500 selon les expériences). Il est impératif de 

recourir à un ligand froid très spécifique du récepteur (Dexaméthasone ou 

acétonide de triamcinolone pour le GR) capable de masquer uniquement la 

liaison au récepteur. Dans ces conditions, les sites non spkifiques, de 

faible affinité et non saturables, conservent une capacité de liaison du 

ligand identique, La liaison spécifique Bs a pour valeur BT - BNS (fig. 
19A). La courbe obtenue est souvent linéarisée par la méthode de 

Scatchard, 1959, dans iaquelle Bs/ H = ~ / K D  (Baax - Bs) (fig. 19B). 
Par cette méthode on peut mettre en évidence l'existence d'un éventuel 

autre site spécifique du ligand, qui se traduira par un graphe de 

Scatchard à deux pentes. Dans ce cas, il est nécessaire de trouver un 

ligand monospécifique du récepteur étudié, ou de saturer le récepteur 

"indésirable" par un ligand froid qui lui est également monospécifique. 

D - LIAISON DES STEROIDES AUX CELLULES INTACTES ET REPARTITION 

S-ULAIRE 

1- Captation des stéroïdes tritiés par les thymocytes intacts 

La présence d'un site de liaison B forte affinité est un des 

critères d'identification d'un récepteur. Cependant, l'équivalence site de 

liaison/récepteur n'est pas stricte, nouent dans la cellule intacte 

dans laquelle le stéroïde peut être lié à divers composants, dont des 



enzymes, ou à la membrane, en raison de son hydrbophobicité niarquée. Nous 

avons donc comparé le prélèvement cellulaire spécifique des derivés 

stéroïdiens afin de détecter l'existence éveiltuelle de sites de liaison 

fortement affines, distinct du GR. 

La teneur moyenne en sites de liaison spécifiques de chaque 

stéroïde testé est similaire à celle obtenue pour l'acétoriide de 

triamcinolone, ligand spécifique du GR, et avoisine 3000 sites I>ar cellule 

(3280+508), sauf pour le RU 486 avec lequel on observe iule liaison 

spécifique excédant de 1,6 à 2,O fois le taux en GR (5600+600 sites, voir 

tableau VII). Les sites de liaison surnuméraires sont distincts du GR 

puisque la présence d'un excès de TA froide n'est capable d'inhiber la 

liaison dup~]RU 486 qu'à une partie des sites spécifiques occultés par 

un excès de RU 486 froid (Tableau VI), 

L'étude de l'interaction RU 486 avec le GR contenu dans la 

fraction cytosoluble du thymus de rat rie montre cependant pas la présence 

d'un site de liaison supplémentaire. Ur1 résultat similaire est obtenu avec 

la progestérone, réfutant donc l'liypoth&se de la présence de récepteur de 

la progestérone (tableau VII). La. mobilité chromatographique du 3tI RU 486 

n'étant pas modifiée après 60 min d'incubation a 37'C avec les thymocytes, 

la présence d'un enzyme très affine pour le RU 486 semble également 

improbable. 

L'existence de tels sites surnuméraires avait déjà été remarcliiée 

dans les thymocytes de rat par Moguilewski et Philibert (1984) et daris une 

lignée cellulaire lymphoblastique (Dietrich et al,, 1986). Cette liaisori 

excédentaire n'apparaît cependant pas être wie caractéristique générale 

des lignées lymphoïdes puisque Bourgeois et al., 1984 mesurcr~t lm ilomtre 



Liaison aux cellules Bs /BT Bs/BT 
excès en RU 486 excès en TA 

triti6 

TABLEAU VI - Variation de la liaison spécifique du 3H RU 486 
aux thymocytes intacts en fonction du stéroïde 
non radioactif ajouté en excès 400 fois 
(incubation avec 30 nM de stéroïde tritié 
durant 60 min à 37°C). 

Bs : liaison spécifique (= BT - BNS) 
BT : Liaison totale mesurée en présence de 30 n M  de stéroïde 

tritié. 
BNS : Liaison non spécifique mesurée en présence du stéroïde 

tritié plus un excès de 500 fois en stéroïde non radioactif. 



Cellules intactes (a) Cytosol thymique (b) 
Stéroïde Nbre de sites KD ( ~ I M ) ~  Conc.enGi3 K D ( ~ M ) ~  

(par cellule) , ( fm/mg prot. ) 

3H Dex 2758i342 (n=4) 12,2+1,1(n=2) nd nd 

3H corticosté- 3575 C 673 (n=2) nd nd nd 
rone (15ûnM) 

3H cortisol 29492604 (n=4)C nd nd nd 
( 200nM) 

3H cortexolone 3407% 400 (n=2)~ nd nd nd 
(300nM) 

3H progestérone 3936k578 (n=4) 121,3k17(n=2) 552 18,s 

3H W 486 5600+-600 (n=3) 4,252 0,9 620 0,90 

TABLEAU VI1 - Comparaison de la liaison de différents stéroïdes aux 
thymocytes intacts et au cytosol thymique. 
n nombre de mesures, + S.E.M. (ecart moyen standard) 

(a) Les incubations sont faites B 37°C durant 2 heures. L'excès d'hormone 
libre est ôté par 3 lavages avec du milieu de Hanks, à 4'C. 

(b) Les incubations sont faites B 4'C durant 16 heures en présence de 
molybdate. L'excBs d'hormone libre est ôté par la méthode au charbon 
dextran . 

(c) Le nombre de sites est estimé par mesure de la liaison avec des 
concentrations saturantes en stéroïde indiquée entre parenthèses. 

(d) Le KD est déterminé par mesure de la pente du graphe obtenue par la 
méthode de Scatchard, 1949, 

NB.- La liaison spécifique est calcul6e par différence entre BT et BNS, où 
BT représente la radioactivité liée en présence de la seule hormone 
tritiée, et BNS la radioactivité liée en présence de l'hor~none 
tritiée plus un excès de 500 fois du même stéroïde radioinerte, et 
pour les études de 19affinitB du stéroide (KD), en présence d'un excès 
de 400 fois de Dex non radioactive. 



de sites équivalents pour la I)ex et le RI1 486 dans La L~ÿiiee k7'1'li 

II - Transfert nucléaire du IIU 486 

L'existence de siLes (113 liaison du l iU 18tj ciistincts du Glt a 6t6 

corif irmée par les mesures de transfei-t nucleeii-e de c r  st.er.oïde. 1,ors~lrie 

des thyniocy tes sont inciik)és p3iir drs citirées w t r i a b l  cs sui t eii pl.est2iir.t- I te 

TA, soit en présence de HU 486, la cinétique cie transfei"I. niicléa 1r.r es t  

similaire pour les 2 stéroï~ies, r i r ;  pl.:tteaii et.arit tittelrit en 15 2 0  m i i l ,  

( Fig . 20) . Cependant, le tau. de transfert dGpend la f o i s  de la r l a t  u r t ~  

du stéroïde et des conditions expkrimentales. Trois méthodes ont été 

successivement comparées : 

(1) Après lavage des cellules incubees en présence de stéroïde tritié, 

celles-ci sont homogénéisées délicatement avec un homogenéiseur de Dounce 

à espace large (ou un potter de Thomas) dans le tampon isotonique. La 

fraction cytoplasmique est ensuite séparée de la fraction particulaire par 

centriftgation à 4000g, pendant 15 min à 4'C.  La radioactivité présente 

dans chaque fraction est ensuite mesurée. 

(II) EJnpnurtée à frhinck et Wira, 1975, cette méthode donne d'excellents 

résultats, reproductibles et comparables à ceux obtenus avec la méthode 1. 

Très facilement mise en oeuvre, elle consiste en la dilution des cellules 

en milieu hypotonique qui provoque la lyse de ces cellules et après 

centrifugation la mesure rapide de la répartition intracellulaire des 

espèces mol6culaires liant le stéroïde. 

Avec ces deux méthodes, le transfert nucléaire de la TA équivaut 

à 70-85 % du t aux  de stéroïde spécifiquement incorporé dans la cellule, 

alors que pour le RU 486, le transfert n'excMe pas 50-60 %. De ce a s ,  la 



Temps d' incubation (min) 

Figure 20 - Cinétique du transfert nucléaire de PH] TA et de[3~] RU 486 
dans les thymocytes de rat incubés à 37'C.  La radioactivité spécifique liée 
au noyau est mesurée en présence ou en l'absence de 0,l % Triton X-100 et 
e résentée comme une fonction du temps d'incubation. 

[$nt : 
-, sans 0,l % Triton X-100 ;*avec 0,l % Triton X-100. 

:-, sans Triton X-100 ;* avec 0,l % Triton X-100. 
Le taux de liaison non spécifique est estimé en présence d'un excès 

400 fois du même stéroïde non marqué. La radioactivité cellulaire 
spécifiquement liée à la cellule est mesurée après trois lavages dans le 
tampon isotonique. 



plupart des sites nucléaires ne sont pas msqués par un excès de TA, 

suggérant que seule une faible partie des complexes GR-RU 486 a 

effectivement subi une transformation vers le noyau ( 12 %, voir fig. 

ZIA). L'addition de 0,l % de Triton X-100 au tampon d'homogénéisation des 

cellules provoque une nette réduction du transfert nucléaire apparent du 

RU 486, r6sultant en la disparition quasi totale des sites nucléaires non 

affines pour la TA (fig. 21B). 

Plusieurs reniarques s'imposent : (1) la méthode II n'est pas 
l 

1 

applicable en présence de 0,l % de Triton X-100, pour deux raisons : à 

cette concentration, ce détergent a un effet protecteur vis-à-vis de la 

lyse par choc hypotonique, et interfère avec la méthode de mesure de la 

radioactivité liée par le charbon dextran. 

(2) Le traitement des noyaux par 1 % de Triton X-100 ne provoque qu'une 

extraction de 20 % des GR nucléaires (Kaufman et al., 1982) et n'affecte 

que trbs peu, dans nos conditions, le transfert nucléaire de la Dex et 

dela TA (baisse de 5 B 14 %, fig. 21). 

(3) La stabilité des complexes GR-RU 486 et GR-TA n'est que très peu 

modifiée en présence de Triton X-100 : une incubation des complexes 

cytosoliques durant 60 min, B 4'C en présence de 0,l % de detergent ne 

provoque qu'une baisse de 5 B 13 % du taux de liaison spécifique. 

Il est donc clair que le faible taux de transfert nucléaire 

observé en présence de Triton X-100 n'est pas dû à une sensibilité 

particulière des complexes à ce détergent ni à leur extraction sélective 

du culot contenant les noyaux. La s6paration des organites cellulaires sur 

un gradient discontinu de sucrose a mis en évidence la nature exclusivement 

nucléaire des sites surnuméraires liant le RU 486 (fig.22). 



Figure 21 - Variation de la liaison du CH] RU 486 aux noyaux de th\Tmocytes d c  
rat. La radioactivité totale liée aux novaux (l) ,  la liaison non 
spécifique estimée en présence d'un excès (x 400) de Rtl  486 ( 2 )  ou d e  TA ( 3 )  
et la liaison spécifique ( 1 - 2 ,  1 - 3 )  est représentée en fonction de la liaison 
spécifique du RU 486 aux cellules intactes. 

A : Transfert nucléaire estimé en l'absence de Triton X-100 ; 
B : Transfert nucléaire estimé en présence de 0 , l  % Triton X-100. 



Figure 22 - Etude de la localisation subcellulaire des sites surnuméraires 
liant le RU 486 avec &a) ou sans Triton X-100 (CD. IO7 cellules sont 
homogénéisées'dans un tampon TES 20 mM pH 7,4, saccharose 0,25 M, 
@-mercaptoéthanol 20 mM, PMSF 1 mM. L'homogénat est ensuite déposé sur un 
gradient discontinu de saccharose (37 %, 45 %, 54 %, 62 %) et centrifugé 180 
min à 25 000 rpm, 4°C. Sur chaque fraction de 400 pl sont dosés la 
radioactivité &I) ou 0,  le contenu en ADN (+++). 
L'activité de la lacticodéshydrogénase (O*) est utilisée comme marqueur 

cytoplasmique. Les flèches indiquent l'interface où sédimentent les 
différents organites cellulaires : Mb : membrane plasmique; 
L : lysozomes; M : mitochondries; P : peroxysomes; N : noyaux; 
d : densité 



Ces sites de liaison nucléaires sont donc très probablement 

localisés sur la membrane externe de l'enveloppe nucléaire. Eh effet, le 

Triton X-100 est connu pour provoquer une extraction sélective des phospho- 

lipides de la fraction nucléaire. Cet effet a été confirmé par dosage et 

par microscopie électronique (Kaufman et al., 1982, Holtunan, 1966). 

Il semble d'ailleurs clair, a posteriori, que les différences 

concernant le taux de transfert nucléaire du RU 486 notées dans la 

littérature sont dûes à la variation des conditions expérimentales, et 

notamment à l'usage de détergent (Tableau VIEI). 

III - Relation entre transfert nucléaire et activite biologique des 
stéroïdes 

Le transfert nucléaire de divers composés stéroïdiens tritiés a 

été mesur6 par la méthode 1, en présence ou en l'absence de 0,l % Triton 

X-100, L'emploi de ce détergent exerce un effet variable sur le transfert 

nucléaire apparent du cortisol (F) de la corticostérone ( B ) ,  et du RU 486, 

mais n'affecte pas de manière significative les valeurs observées pour la 

dexanitsthasone, l'acétonide de triamcinolone, la progestérone (Prog) et la 

cortexolone (S) (fig, 23). Munck et Holbrook, 1984 observent un effet 

comparable du Triton X-100 (à 0,05 96 )  sur le transfert nucléaire dans les 

thymocytes de rat du cortisol qui est réduit de 45 à 75 X ,  alors que celui 

de la TA n'est pas affecté. 

Les valeurs obtenues en présence de Triton X-100 semblent donc 

plus significatives puisque mettant en évidence une corrélation qualitative 

entre activité biologique et tawc de transfert nucléaire. Eh effet, les 

agonistes sont localisks B 45-75 X dans la fraction nucléaire, alors que 



TA DEX B F RU486 PROG S 

Figure 23 - Transfert nucléaire de divers stéroïdes dans les thyniocytes de 
rat. Les cellules sont incubées durant 30 min à 37°C en présence de dérivés 
agonistes (TA, Dex,B, F) ou antagonistes (RU 486, Prog., S). Après 
homogénéisation des cellules avec a ou sans 0,1% Triton X-100 0 la 
liaison spécifique au culot 4000 G est mesurée. La liaison non spécifique est 
estimée en présence d'un excès de 400 fois du même stéroïde non marqué. 
Chaque valeur représente la valeur moyenne pour 3 mesures indépendantes, et 
est exprimée comme le rapport de la liaison spécifique au noyau sur la 
liaison spécifique à la cellule intacte. 
TA : acétonide de triamcinolone (20 nM) ; Dex : dexaméthasone (30 nM) ; 
B : corticostérone (50 nM) ; F : cortisol (100 nM) ; RU 486 (20 nM) ; 
Prog : progestérone (40 nM) ; S : cortexolone (300 nM). 



les dérivés antagonistes ne migrent pas de façon significative (5-15 %). Il 

faut également remarquer le taux de transfert nucléaire intermédiaire du 

cortisol (F) (de l'ordre de 30 %), probablement en rapport avec son 

caractère agoniste moins puissant chez le rat, Ainsi, la relation entre 

transfert nucléaire et activité biologique dés établie pour les agonistes 

(Svec et Harrison, 1982, Bloom et al., 1980) peut, dans nos conditions, 

s'étendre aux dériv6s antagonistes. 

La seule exception à cette relation est observée avec le mésylate 

de dexaméthasone, marqueur covalent du site de liaison du GR doué de 

propriétés antagonistes, avec lequel nous obtenons un taux de transfert de 

53 %. La fixation de ce composé à des protéines nucléaires distinctes du 

GR semble très probable puisqu'il n'est possible d'extraire qu'une fraction 

très limitée de la radioactivité nucléaire (22 %) par un tampon contenant 

50 mM MgC12, condition dans laquelle tous les autres complexes sont 

extraits à 60-70 %. Par ailleurs, la quantification du nombre de sites de 

liaison cellulaire pour ce composé est extrêmement difficile, Les valeurs 

sont très souvent abérrantes et non reproductibles. 

Les mesures du transfert nucléaire ne sont donc valables que dans 

un contexte comparatif et il semble très hasardeux de vouloir établir une 

relation stricte entre la présence d'un stéroïde tritié dans le 

compartiment nucléaire et l'action de son récepteur sur la transcription. 

Une revue de la littérature sur ce sujet démontre clairement que les 

valeurs mesurées dépendent étroitement des techniques utilisées, et que 

l'identification et la caractérisation physicochimique des composés liant 

ces stéroïdes s'avèrent indispensables lors de telles études, 



Noyaux Transfert Transfert Références 
Type cellulaire purifiés nucléaire nucléaire 

( sans détergent ) avec détergent 
% et type Valeur 

Oviducte de Groyer 
poulet oui 2-3 % - - L I 9 8 7  

Fibroblaste non 50 % - - Jung-Testas 
souris L-929 et Baulieu 

id non 50 % 

HTC oui 

oui 
non 

1984. 
Jung-Testas 
et Baulieu 
1983. 

Nonidet P Chasserot 
5% 3% Golaz et 

k k ,  1984 
id 6,8% id - - Bourgeois 

et al. 1984 
Thymocytes de 
rat oui - 0,25 % Moguilewski 

Triton XlOO 5 % et Philibert 
1984 ............................................................................. 

Thymocytes de oui 50-60 % O ,  % i -  12 % résultats 
rat ton XlOO personnels 

non 50-60 % id id 

TABLEAU VI11 - Valeurs du transfert nucléaire du RU 486 en fonction de 
certains facteurs expérimentaux (purification des noyaux, 
utilisation de détergent). 



E - FlVDE COMPARATIVE W MYON DE STWES ET DU COEFFICIENT Da 

S~IMENTATION DES C O M P ~  RU 486-GR ET TA-GR P m  DANS LW CELLULES 

INTACTES* 

Cette étude est rendue nécessaire de par l'utilisation d'un 

tampon d'homogénéisation particulier, isotoniqile et ne contenant pas de 1 

molybdate. Les complexes préformés dans les cellules intactes possèdent l 

1 

1 
des caractéristiques hydrodynamiques variables selon les conditions et les 

techniques d'analyse : 

Les extraits cytosoliques des thymocytes incubés 30 min à 37°C en 

présence soit de ~ H . R U  486, soit de [3H]TA sont analys6s en parallèle par 

chromatographie d'exclusion de taille haute performance ou en gradient de 

sucrose 5-20 %, en présence ou non de 20 mM de molybdate de sodium 

(NazMoûa) (Tableau IX). Quelles que soient les conditions, le rayon de 

Stokes (Rs) du complexe RU 486-aR est de 7,2-8,3 nm, alors que les 

complexes TA-GR ont un Rs de 4-5 m. Le RU 486 stabilise donc, comme il l'a 

été montré dans le cytosol de foie de rat, une forme de GR de haute taille. 

Il faut noter que la stabilisation observée dans nos conditions semble 

beaucoup plus marquée puisque le taux de conversion des complexes RU 486-GR 

en la forme 4-5 nm n'excède pas 5 X .  Ce pourcentage est Qgalement retrouvé 

après incubation des thymocytes B 4'C durant 2 heures en présence d'un 

agoniste (TA), condition expérimentale connue pour inhiber la 

transformation des complexes et leur migration au noyau. Les conditions 

d'analyse en chromatographie d'exclusion de taille ne provoquent donc pas 

de dissociation artefactuelle du complexe 7-8 nm en un complexe 5 nm, 

malgr6 l'absence de molybdate. 



TABLEAU IX - Paramètres iques et poids moléculaire apparent des 
complexes~3$%~ et C314 RU 486-011.  près une incubatioii de 
20 min à 37'C en présence de 20 nM de stéroïde, le cytosol est 
rapidement pr6paré dans le tampon isotonique supplémenté avec 
1 mM M F  et 10 % glycérol puis analysé en exclusion de taille ou 
sur gradient de sucrose. 

Stéroïde NazMoOlr (mM) a Rs ( ~ n )  SW ,20 M ~ P P .  (m) * 

Dex ou TA 

(a) ajouté au tampon utilisé pour les analyses. 

(b) analyse effectuée 30 min après l'homogénéisation. 

(c) analyse effectuée 24 heures après préparation du cytosol (conservé à 4'C). 

(d) analyse réalisée par gradient de sucrose conventionnel (rotor à godets 
mobiles) centrifugation 16 h à 4'C.  

(e) analyse réalisée sur rotor à tubes verticaux (centrifugation 120 min a 
4 OC). 

ND : non déterminé. 

(f) calculé d'après la formule Mapp = 4224 x Rs - x Sw,zo où 4224 représente 
le produit des constantes égal à 6 F ~ J N  (1 -s )-l, appliquée aux 
récepteurs des hormones stéroïdes (Siegel et onty, 1966 ; Sherman et al., 
1 9 8 3 )  

R 
avec 9 = viscosité du milieu 

9 = densité 
N = nombre d'Avogadro 

= volume spécifique partiel = 0,732 cm3-g-1. 



De façon surprenante, le coefficient de sédimentation des 

complexes RU 486-GR varie selon les conditions. Alors que les complexes 

TA-GR possèdent, en présence ou non de 20 mM NazMoû4 dans le gradient, un 

coefficient de 4,OS, les complexes RU 486-GR sédimentent à 8 , 2  S en 

prgsence de 20 mM NazMoOli et à 4,âS sans ce composé. Cette valeur 

anormaleinent faible est attribuée à une dissociation spontanée et 

irréversible du complexe se produiscuit lors de la très longue 

centrifugation (16 heures), ce phénomène étant inhibé en présence de 

mlybdate. Cette hypoth&se est étayée par le fait que cette dissociation 

n'est que très peu observée lorsqu'une analyse identique est réalisée 

rapidement sur un rotor à tubes verticaux, ne nécessitant que 120 minutes 

de centrifugation. Le taux de transformation varie dans ce cas entre O et 

50 X selon les expériences. 

La chramatographie d'exclusion de taille est donc le moyen de 

séparation des différentes formes du GR le plus sûr et le plus rapide, 

puisque l'analyse se déroule en moins de 30 minutes, sans induire de 

dissociation en 1 'absence de molybdate . 

F - EFFGT DU LIGAND SUR LA CINETIQUE DE CX;iPJVERSION 7-8 d 5 n m  DES 

a)MF'LEMES C Y T O G O L I ~ .  

La fraction cytoplasmique des thymocytes incubés en présence de 

ligands du GR est rapidement préparke, après lavage et homogénéisation des 

cellules, par centrifugation de 10 minutes à 4000 g et à 4'C. 200 pl de 

cytosol sont ensuite injectés sur une colonne TSG G3000 SW ou G4000 SW 

équilibrée dans le tampon isotonique refroidi à 4'C, à un d6bit de 0,5 
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Figure 24 - Structure chimique des ligands du GR utilisés. 
Agonistes : Dex (Dexaméthasone) ; TA (acétonide de triamcinolone) ; 

B (corticostérone) ; F : (cortisol). 
Antagonistes : RU 486 ; Prog (Progestérone) ; DOC (désoxycorticostér»ne) ; 

S (Cortexolone ou Il-déoxycortisol) ; DM (Mésylate de 
dexaméthasone) ; DXB (17 carboxamide de la dexaméthasone) ; 
TFP (trifluoperazine). ? 



ml/min, conditions pemttant une séparation optimale des différentes 

formes du récepteur (Sablonnière et al., 1987). Un lavage incomplet des 

cellules pourrait laisser persister dans le milieu d'horriogénkisation une 

quantité non négligeable de stéroïde tritié. Celui-ci serait alors 

susceptible de s'associer aux récepteurs libres durant la phase de 

préparation du cytosol, formant ainsi des complexes non transformés. 

L'ajout d'une forte concentration de dedthasone froide (1 MM) au tampon 

d'homogénéisation ne perturbe en rien les résultats, prouvant qu'aucun 

complexe n'est formé lors de la préparation du cytosol dans de telles 

conditions. 

1 - Ligands agonistes 
Lorsque les thymocytes sont incubés à 37'C en présence 

d'agonistes synthétiques (Dexaméthasone, Acétonide de Triamcinolone) ou 

naturel (Corticostérone, agoniste naturel chez le rat), la forme 7-8 m 

est visualisée uniquement après une incubation de 5 minutes (fig. 25). 

La prolongation de l'incubation à la même température provoque une rapide 

conversion de la forme 7-8 nm vers la forme 5 nm, qui est la seule forme 

persistante après 15 B 30 minutes d'incubation. Une faible proportion de 

complexes non transformés est parfois observiée B des temps compris entre 

10 et 25 minutes. La cinétique de conversion 7 4 5  nm est donc similaire 

B celle du transfert nucléaire (fig, 20) et donc supposée être 

concomitante au processus de transformation, hypothèse vérifiée par 

l'inhibition de cette conversion lorsque les thymocytes sont incubés à 4 'C  

(Tableau X) . 
Le cortisol affiche une fois encore un comportement particulier 

puisque la forme 7-8 m persiste après 60 minutes d'incubation, suggérant 



Volume d'élution (ml) Volume d'élution (ml) 

Figure 25 - Cinétique de transformation des complexes c~tosoliques 
préformés dans les thymocytes intacts en présence de dérivés agonistes 
naturels (Cortisol, Corticostérone) ou de synthèse (TA, Dex). Les complexes 
rion transformés sont élués entre 8,5 et 7,O nm, les complexes transformés en 
5 nm. Seule est repfésentée la radioactivité liée spécifique. La colonne 
utilisée est une TSK G4000 SW (300 x 7,5nm) munie d'une pr~colonnc (60 s 7 , 5  
mm) équilibrée dans le tampon isotonique à 4 ' C .  
c-. : 5 min ; pV : 15 min; H : 330 min ; 0-0 : 45 min ; 
[10 : 60 min. 



que ce composé n'induit qu'un taux de transformation plus faible (70 % 

environ en 60 min), ce qui semble à nouveau en accord avec son activité 

agoniste moins marquée, à cette concentration, que pour les trois 

agonistes testés auparavant. Munck et Holbrook, 1984b arrivent à une 

conclusion identique quant au camportement du cortisol dans les thymocytes 

de rat en utilisant d'autres critères analytiques (liaison à la DEAE et 

DNA-cellulose). 

II - Ligands antagonistes 
D'une manière très nette, les antiglucocorticoïdes génèrent des 

complexes uniquement sous la forme 7-8 nm, et ceci quel que soit le temps 

d'incubation (testé jusque 360 min à 37°C pour le RU 486, 180 min pour la 

progestérone et 120 min pour les autres composés, voir Fig. 26 et Tableau 

x) 
La stabilisation des complexes sous la forme non transformée est 

observée pour tous les antiglucocorticoides testés, qu'il s'agisse d' 

antagonistes réversibles naturels (cortexolone, progestérone), de 

synthhse (RU 486, DXB), ou d'un antagoniste irréversible tel le mésylate 

de déxaméthasone (fig.26). 

Le cas de la Il-desoxycorticostérone est particulier : ce produit 

est un agoniste partiel chez le rat, mais son activité agoniste n'apparait, 

dans les thymocytes de rat, qu'à des concentrations de 1 pM (Colbert et 

Young, 1986). Testé à la concentration de 50 nM, nous pouvions donc nous 

attendre à ce que seul soit révélé son caractère antagoniste. Cette 

hypothèse est v6rifiée par le profil d'élution obtenu (fig.26), qui est 

caractéristique d'un composd à activité antagoniste. 



I 1 I 1 I 1 1 ,  
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Figure 26 - Cinétique de transformation des complexes cytosoliques 
préformés dans les thymocytes intacts en présence de dérivés antagonistes 
naturels (cortexolone, deoxycorticostérone, progestérone) ou dc synthèse 
(RU 486, DXB, DM). 
M : 5 min ; Pa: 15 min ; )-. : 30 min ;m: 45 min ; 
D-O : 60 min ; M: 120 min. 



Rdpârtition des formes 8/7 nm Transfert nuchire (%) 
et 5 nm aprds une incubation de Conversion en la forme 5 nm (%) aprds une incubation de 

Stéroide 30 min, Q- 37°C (%) 30 min .  B 
7.2-8.2 nm 5 nm 37 "C 4 'C 37 "C 4 'C 

1 Agonistes : 

1 Dex 5-20 80-95 Totale en 15 min. <15% en 60 min. 60+4 nd 

B 0-10 90-100 Totale en 15 Mn. nd 3827 nd 

F 60-40 40-60 50% en 15 min. nd 3025 nd 

Antagonistes 

RU 486 100 O 0% jusque 360 min. 0% aprés 120 min. 10f 3 < 10 

DXB 100 O 0% jusque 60 min. nd nd nd 

Dex Mes 100 O 0% jusque 120 min. nd 50 nd 

S 100 O 0% jusque 120 min. nd 8 23 nd 

DQC 

F'rog . 
0% jusque 120 min. nd nd nd 

0% jusque 120 min. nd 1525 (10 

Tableau X : Modification du rayon de Stokes et de la localisation intracellulaire des complexes stkroides-GR en 
fonction du temps, de la tenpèrature et du stbroide, TA : acétonide de triamcinolone, Dex : Dkxamkthasone, 
B : corticostdrone, F : cortisol, Ilex Mes : M&sylate de dédthasone, S : cortexolone, DOC : deoxycorticostdrone, 
Prog. : progestérone. nd : non détermin& 



III - Distinction des composants macromoléculaires liant les stéroïdes 
Des incubations de contrôle en présence d'un excès de 

dedthasone non marquée ont permis la distinction du GR parmi les 

composants macromoléculaires liant le stéroïde testé. Si la dexaméthasone, 

l'acétonide de triamcinolone, la corticosterone, la progestérone, le RU 

486, le DXB et le DOC ne génèrent qu'un seul pic de radioactivité 

totalement effaçable par la dexaméthasone, il n'en est pas de même pour le 

cortisol, la cortexolone et le mésylate de dexaméthasone. 

Nous n'avons pas cherché à préciser la nature des composants 

distincts du GR liant ces trois composés, mais leur existence reflète 

parfaitement leur fort taux de liaison non spécifique à la cellule, quand 

on le compre aux autres stéroïdes (excepté le RU 486). En effet, le taux 

de fixation non spécifique avoisine les 40 à 50 % de la liaison totale à 

la cellule dans les cas "standard" (TA, Dexa, DXB, corticosterone) alors 

que dans ces trois cas, la proportion monte jusque 80 %, et parfois plus 

dans le cas du mésylate de dedthasone. 

La figure 27 représente les profils d'élution obtenus pour le 

cortisol, la cortexolone et le mésylate de dexaméthasone après incubation 

B 37'C durant 30 min, en présence ou en l'absence d'un excès de 

dexaméthasone non marquée masquant spécifiquement la liaison au GR. 

IV - Stabilisation de la forme non transformée par un 
antiglucocorticoïde non stéroïdien. 

La mise en évidence d'une capacité de stabilisation de la forme 

non transformée connmuie à tous les antiglucocorticoïdes stéroïdiens, dont 

l'activité biologique peut résulter soit d'une modification en 11 , soit P 
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Figure 27 - Profil d'élution des complexes macromoléculaires cytosoliques 
formés avec le cortisol, la cortexolone et le mésylate de dexaméthasone. I,es 
profils d'élution obtenus en présence du seul stéroïde tritié sont indiques 
en trait plein (-), la même incubation effectuée avec un excès de 400 fois de 
dexaméthasone non radioactive figure en pointillé (--). La radioactivité liée 
spécifique, déduite des deux courbes précédentes est représente par- . 
Les profils d'élution représentéssont obtenus aprés une iri(:ubation standard 
de 30 min à 37°C. 
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en 19, - a incité B vérifier si des antigluc-rticoïdes mn 

stéroïdiens (voir tableau III) posséàaient une proprieté similaire, 

La trifluopexwine (TPP) eat un dériv6 de la phihothiazine connu 

pour son activité antagoniste de la calmaduline, Ce c& est néanmoina 

capable de se lier au OR avec une faible affinité (Ki& m) et d'inhiber 
par ce biais 1' induction de la Tyrosine Amino Transfhrase par la 

dexam6thasone dans les cellules dsh6patome de rat en culture, Son d rn 
'action est donc analogue B celui des antiglucocorticoïdes stéroïdiens. 

proced6 B une caractBrisation des cunpllexes GR-TFP du 

ytes de la mêms faqon que précédemaent 

Néammins ,  la TFP n'6tant pas disponible sous forme radioactive, 

noam avons du recourir B un marquage par échange & ligands après 

fractianiiewuit des cuioplexes TFP-récepteur afin de visualiser la présence 

du aR dans l'&luate Le, protocole suivant a &té employé : aprb incubation 

des thgiPocgtes gréseme de 6 @4 càe TFP durant 30 min à 37'C, le cytasol 

est gr6gar6 et anal- par ~ ~ p i u e  d'exclusion de taille. Les 

fractions recueillies B 4'C sont rpuppl~tées avec 1 rag/nü de sdmias- 
I l  

albwnine bovine et iaa8diatement hW en présence de 30 rù4 de 

PHITA, avec ai ssns un axcaS de TA nm rdi-tive. Après 5 heures 

dsilncubation la radiawtivité libe est ~lsaude ,  

Uns hivit6 de liai- spéoifique est retrouvée dana la *ion 

7-8 ni àu chrm-, que ce soit en présenice de TFP ou de IWJ 486, 

utilisé caome ténroin f f ig . 28). Le taiat de recouvrement de lsactivité de 
liaison d l e  beaucoup plus important avec la TFP qu'avec le RU 486, Ce 

résultat est pmbbleapent dû à une dissociation beaucoup plus rapide des 

-lems Tpp-aR qirp, des complexes EnI 486433, ce dernier ayant une 



Figure 28 -'An lyse des complexes OR-TFP par échange et Western-blot. 
Après préParatio ! et analyse des complexes dans des conditions similaires B 
celles décrites pour les autres composés, des fractions de 0.5 ml sont 
recueillies et incubées (0,2 ml) avec 3H TA avec ou sans excès de TA non 
radioactive. Le taux de radioactivité liée est mesuré par la technique du 
charbon-dextran.. La radioactivité liée au GR est tracée en fonction du 
volume,d'élution pour la TPP et le RU 486 (e), 0,1 ml de chaque fraction 
est analysé en Western-blot en utilisant l'anticorps monoclonal GR 49, 
spécifique du OR de rat. Les flèches indiquent la position des marqueurs de 
poids moleculaires ou de rayon de Stokes pour le Western-blot et la 

. chromatographie d'exclusion de taille respectivement. 



affinité envircm 1000 fois supérieure pour le GR. La présence d'une 

activité de liaison résiduelle dans la région 7-8 nm n'est cependant pas 

une preuve absolue de l'absence totale de GR sous forme transformée. 'Eh 

effet, il est bien établi que les complexes transformés sont beaucoup plus 

stables que les complexes non transformés. Dans ce cas, l'absence de 

liaison spécifique dans la zone 5 nm ne résulterait que d'une 

impossibilité à échanger la TFP avec la 3H TA. Nous avons donc analysé le 

même éluat par Western-blot en utilisant l'anticorps monoclonal GR 49 

spécifique du GR de rat (Westphal et al,, 1982). Ce type d'analyse montre 

B nouveau la présence de matériel inmunoréactif de poids moléculaire 90 

KDa, caract6ristique du GR, uniquement dans la région 7-8 m. Il y a donc 

une parfaite corrélation entre l'activité de liaison détectée et la 

présence du polypeptide liant le stéroïde. Ces faits démontrent à nouveau 

qu'un antiglucocorticoïde non stéroïdien est également capable de 

stabiliser le GR sous une forme non transformée. 

La stabilisation observée est clairement dûe à la fixation de la 

TFP au GR, et non B une détection du récepteur non lié qui aurait les 

mêmes caractéristiques que la forme non transformée. Eh effet, une analyse 

similaire faite sur des thymocytes non exposés à un ligand du GR ne permet 

pas de recouvrer, amas élution du cytosol, une activité de liaison dans 

une quelconque région du chroanatogranwe (Tab.X) De plus, le matériel protéique 

révélé par GR 49 est localisé dans la zone de Re = 6 m. La TFP protège donc 

le GR d'une inactivation et d'une dissociation en cours d'analyse, ce qui 

est caractéristique d'un ligand à propriété antagoniste. 

La forme 6 nm du GR pourrait être la forme native du GR, non liée 

à l'hormone (Radjovic et al,, 1985). Notre interprétation est différente 


















































































































































