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Les récepteurs stéroidiens constituent une famille de protéines 
intracellulaires capables de stimuler l'activité transcriptionnelle de 
la cellule en se liant à des sites spécifiques au niveau du génome, 
Pour transmettre le signal hormonal, le récepteur subit une 
modification structurale, grâce à laquelle il devient capable 
d'activer spécifiquement certains gènes, Cette étape, extrêmenient 
rapide in vivo, appelée "transformation" est importante car elle est 
strictement dépendante de la liaison de l'hormone et est bloquée par 
les ligands à activité antagoniste. 

Les résultats fournis par l'utilisation des techniques de 
chromatographie d'affinité, du marquage d'affinité covalent et des 
sondes anticorps spécifiques nous ont permis d'étudier la composition 
moléculaire de la forme "non transformée" du récepteur des glucocor- 
ticoides. L'étude des caractéristiques physicochimiques du récepteur 
non transformé à été complétée par une mesure directe de la masse 
moléculaire de cette protéine oliqomérique par 1' utilisation d'un 
agent de réticulation. Les résultats obtenus suggèrent que le 
récepteur non transformé est constitué d'une sous-unité liant le 
ligant stéroidien associée à deux protéines de choc thermique de 90000 
da1 tons. 

La précision apportée par la chromatographie liquide à haute 
performance des protéines nous a permis de caractériser une 
hétérogénéité de structure du récepteur non transformé caractérisée 
par deux formes de 8'3 nm et 7'1 nm respectivement, observée par 
analyse du récepteur natif; alors que le récepteur purifié est 
caractérisé par un rayon de stokes de 7'1 nm . 

Une modification conformationnelle du récepteur est observée 
après traitement à la ribonucléase A (conversion 8,3 nm -+ 7'1 nm). 
De plus, d'autres ribonucléases comme la ribonucléase de venin de 
cobra, spécifique des régions double-brin est capable de dissocier 
complètement le récepteur (forme non transformée) en la forme 
transformée ( 5 , 2  nm). Ces observations nous ont poussés à caractériser 
une molécule d'ARN de 120 nucléotides copurifiée avec le récepteur non 
transformé après chromatographie d'affinité. Cette molécule 
vraisemblablement associée dans la région N-terminale de la sous-unité 
liant le stéroide pourrait moduler la liaison du récepteur sur l'ADN 
ou contribuer à la régulation des effets post-transcriptionnels des 
glucocorticoides. 
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Les récepteurs des hormones stéroides représentent un groupe de 

protéines intracellulaires capables de réguler l'activité 

transcriptionnelle de la cellule. De ce fait, leur étude suscite 

actuellement un engouement important. Depuis la première 

caractérisation d'un complexe hormone-récepteur en 1968, d'importants 

progrès ont pu être réalisés grâce notamment aux techniques de puri- 

fication des protéines, à l'utilisation de stéroides marqueurs 

d'affinité et à la production d'anticorps monoclonaux dirigés contre 

le récepteur. Conjointement aux résultats de la Biochimie des 

protéines, les efforts fournis par la Biologie moléculaire ont pu 

démontrer l'existence de sites de liaison des récepteurs au niveau du 

génome et ont permis d'obtenir la séquence de la plupart des 

récepteurs des hormones stéroides. 

Le récepteur des glucocorticoides sous sa forme "non 

transformée" est incapable de se lier à l'ADN et de transmettre le 

message hormonal, rôle qu'il pourra accomplir une fois qu'il aura subi 

l'étape de la "transformation". La connaissance de la structure et de 

la composition moléculaire du récepteur non transformé, objet de ce 

travail, est importante, afin de mieux comprendre le mécanisme 

d'action des hormones glucocorticoides à l'échelon moléculaire et 

cellulaire. 



1 - L'HORMONE G L U O R T I C û I D E  : MESSAGE33 HORMONAL P L U R I ~ I O N N E L .  

Les hormones glucocorticoides sont capâbles d'agir sur des 

fonctions aussi variées que le métabolisme glucidique, le système 

immunitaire ou le système nerveux. A ce titre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le maintien de l'homéostasie. Leurs effets s'étendent à 

la plupart des tissus (LIPPMAN et THOMPSON, 1974 ; MüNCK et LEUNG, 

1976). La diversité des systèmes et des organes sur lesquels ils 

agissent a été confirmée par la découverte de récepteurs dans la 

quasi-totalité des cellules dans lesquelles ils ont été recherchés. 

L'effet métabolique le plus important s'exerce au niveau du foie où 

l'on observe une stimulation de la glycogènogénèse par l'intermédiaire 

d'une stimulation de ses enzymes-clés, telle la phosphoènolpyruvate 

carboxykinase. Les substrats les plus importants de cette synthèse de 

glycogène sont des métabolites des acides aminés (gluconéogénèse). Le 

cortisol induit particulièrement la synthèse de la tryptophane- 

oxygènase et de la tyrosine aminotransférase. Ainsi, les acides aminés 

métabolisés proviennent du catabolisme protidique extra-hépatique 

stimulé par les hormones glucocorticoides. L'ensemble de ces 

modifications métaboliques aboutit à une augmentation de la 

concentration sanguine du glucose, aliment essentiel des cellules 

(Fig. 1). 
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Figure 1. Représentation schématique de l'action des glucocorticoides 
sur le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines. 
Les flèches indiquent le flux de substrat en réponse aux effets 
anaboliques et cataboliques des glucocorticoides ( effets primaires 1 
Les signes + et - représentent une stimulation oii une inhibition. 
(Selon BAXTER et FORSHAM, 1972). 



A ce titre, les glucocorticoides sont considérés comme les 

hormones du stress, permettant d'augmenter la résistance de 

l'organisme à diverses agressions. 

Les effets anti-inflammatoires et anti-allergiques des 

glucocorticoides sont largement utilisés en thérapeutique. En effet, 

ils inhibent la production des prostaglandines et des leukotriènes par 

l'intermédiaire d'une induction de la synthèse de la lipocortine. 

Cette protéine, piégeant les phospholipides, inhibera donc l'activité 

de la phospholipase A2 (DAVIDSON et al., 1987). Les glucocorticoides 

inhibent la production de l'interleukine 1 (LEE et al., 1988) ; ils 

sont donc capables de réguler la fonction immunitaire (MüNCK et 

a1.,1984) en agissant par des effets variés, L'effet immunodépresseur 

chez l'home serait lié à une altération de la circulation sanguine 

des cellules immunocompétentes, ainsi qu'à une inhibition de la 

secrétion des cytokines. Récemment, grâce à l'utilisation d'anticorps 

monoclonaux dirigés contre le récepteur des glucocorticoides du rat, 

la distribution des récepteurs stéroidiens dans le système nerveux 

central, a été précisée (Mc EWEB et al., 1979 ; ANTAKLY et EISEN, 

1984 ; AGNAT1 et a1.,1985). Les résultats obtenus permettent de 

suggérer qu'un grand nombre de neurones pourraient être régulés par 

les glucocorticoides. Les cellules immunoréactives sont retrouvées à 

la fois parmi les neurones monoaminergiques, peptidergiques et parmi 

les cellules gliales du type oligodendrocyte. Dans l'état actuel des 

recherches, les effets possibles des glucocorticoides au niveau du 

système nerveux central restent à préciser ; néanmoins, certaines 

orientations ont pu être apportées (Fig. 2). Ils pourraient ainsi 
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Figure 2. Effets possibles des glucocort~icoides an niveau du système 
nerveux central (GUSTAFSSON et a l . ,  1987). 



modifier l'état métabolique des neurones, modulant la synthèse des 

neurotransmetteurs ; ils pourraient d'autre part moduler la 

morphologie des neurones et en particulier le turn-over des synapses. 

La démonstration de la présence de récepteurs dans la grande majorité 

des neurones monoaminergiques permettrait d'expliquer les effets 

variés des glucocorticoides sur l'humeur, la vigilance, la mémoire et 

le sommeil (Mc EWEN et al., 1979). D'autres résultats indiquent que 

les glucocorticoides régulent la neurotransmission l3-endorphinique. 

Ces derniers exemples soulignent la complexité des effets 

biologiques des glucocorticoides et leur intrication avec les systèmes 

immunitaires et nerveux. Les effets des glucocorticoides peuvent aussi 

être permissifs, c'est-à-dire favoriser l'effet primaire d'une autre 

hormone comme les catécholamines, le glucagon et l'hormone de 

croissance. 

La régulation de la synthèse et de la sécrétion des glucocor- 

ticoides endogènes est assurée par le schéma bien connu de l'axe 

hypothalamo-hypophysaire : stimulation par le CRF hypothalamique 

(cortico releasing factor) de la production d9ACTH hypophysaire 

(Adreno corticotrophin hormone). Cette dernière stimulera la 

production des hormones glucocorticoides par la glande surrénale. 

Pour compléter la régulation, le taux de cortisol circulant inhibe 

directement la production de CRF par un mécanisme de rétro-contrôle 

négatif. De nombreux stimuli sensoriels (alternance veille-sommeil, 

stress, émotions) sont capables de stimuler la sécrétion de CRF par 

l'hypothalamus. D'autres stimuli peuvent augmenter la sécrétion dlACTH 

tels l'interleukine 1 (BESEDOWSKI et al,, 1986). De même, les 



lymphocytes activés secrétent un GIF (glucocorticoid increasing 

factor) stimulant la production dSACTH (MODIGLIANI et GATTEENO, 

1987).LSintrication de ces différentes voies de régulation témoigne de 

la complexité du système hypothalamo-hypphyso-corticosurrénalien. 



II - LE RECEPTEUR : VERITABLE TRANSDUCTEUR W MESSAGE HORMONAL. 

Depuis la mise en évidence d'une accumulation spécifique des 

glucocorticoides dans le noyau des cellules-cibles (BEA?T) et al., 

1970 ; RûüSSEAU et al., 1973 ; HIGGINS et al., 1973) ; de nombreux 

travaux ont tenté de comprendre les mécanismes d'interaction 

spécifiques entre le complexe hormone-récepteur et l'ADN. Pour 

expliquer la régulation spécifique de l'expression de certains gènes, 

YAMAMOTO et ALBERTS (1976) ont suggéré que la sélectivité de l'action 

hormonale dépend de la reconnaissance par le récepteur de séquences 

d'ADN spécifiques situées à proximité des gènes régulés, Le premier 

système décrit comme modèle d'induction de la transcription fut le 

virus tumorigène mammotrope de la souris (MMTV) (GRûNER et al., 1983 ; 

RINGOLD, 1984). L'étude de ce rétrovirus à l'expression cellulaire 

induite par les glucocorticoides a permis de localiser avec précision 

dans son fragment LTR (longue région terminale répétée), des séquences 

d'ADN spécifiques nécessaires au contrôle de la transcription du 

provirus par les glucocorticoides. Grâce à des expériences de 

protection contre l'action des nucléases, cinq régions spécifiques 

liant le récepteur des glucocorticoides ont été caractérisées (PAYVAR 

et al. 1982 ; GEISSE et al., 1982 ; PAYVAR e t  al., 1983 ; SCHEIDEREIT 

et BEATO, 1984). Des sites de liaison spécifiques similaires ont été 

décrits dans le gène de la métallothionéine IIA humaine (KARIN et al., 

19841, du lysozyme de poulet (RENKAWITZ et al., 1984) ; de l'utéroglo- 



bine de lapin (CATO et al., 1984) et de l'hormone de croissance 

humaine (MOORE et al., 1985). La plupart de ces gènes contiennent des 

sites de liaison pour le récepteur des glucocorticoides situés de 200 

paires de bases à plus de 5000 paires de bases en amont du site 

d' initiation de la transcription. Cependant, dans le cas de 1 'hormone 

de croissance humaine, ce site de liaison a été retrouvé au niveau du 

premier intron (ELIARD et al,, 1985 ; MOORE et al,, 1985). 

L'ensemble des séquences d'ADN liant spécifiquement le 

récepteur des glucocorticoides et provenant de différentes espèces 

(home, rongeurs, poulet) permet de dégager une séquence concensus 

comune pour la liaison du récepteur : 

5' G G T A C  A N  N N T G  T T C  T 3' où N représente des bases 

variables. En particulier, le motif T G T T C T est retrouvé dans 90 % 

des séquences. La stoechiométrie de l'interaction serait de une 

molécule de récepteur par site de liaison (WRANGE et al., 1986). 

D'autre part, SCHEIDEREIT et BEATO (1984) ont démontré que le 

récepteur interagirait avec deux sites situés au niveau des grands 

sillons de deux hélices consécutives de l'ADN du LTR de MMTV. Un 

recouvrement presque complet existe entre le site de reconnaissance du 

récepteur des glucocorticoides et du récepteur de la progestérone (VON 

DER AHE et al., 1985). Cependant, il ne semble pas que tous les 

récepteurs stéroidiens transmettent leur signal en se liant au même 

site de liaison spécifique. La spécificité hormonale du récepteur vis- 

à-vis de la reconnaissance sgcifique d'une séquence d'ADN est 

inscrite dans le domaine du récepteur qui se lie à l'ADN comme l'ont 

démontré GREEN et CHAMBON (1987) à l'aide de récepteurs chimériques. 



Ainsi, chaque domaine apporte sa propre spécificité, indépendamnent 

des informations données par les autres domaines. 

L'existence de sites de liaison sur l'ADN ne prouve pas que ces 

sites soient directement impliqués dans la régulation de la 

transcription, En fait, ces sites de liaison pourraient stimuler la 

transcription de promoteurs situés à leur voisinage ou à distance. Cet 

effet est indépendant de l'orientation du site de liaison et 

relativement indépendant de la distance du promoteur (Y-, 1985). 

Ils se comportent donc cormie des sites "enhancers" et ont été baptisés 

"GRE" ou élément de réponse aux glucocorticoides. Le facteur 

spécifique qui permet le fonctionnement du GRE est bien le récepteur 

lui -même. 

Pour de nombreux gènes, la régulation observée est positive 

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

négativement par les glucocorticoides : gène de la pro-opiomélano- 

cortine, par exemple (ROBERTS et al. ,1979 ; EBEaWINE et ROBERTS, 1984 

et plus récemnent celui de l'interleukine 1B (LEE et al,, 1988). Le 

mécanisme exact par lequel les GRE exercent leur effet reste encore 

mal connu. Il a été démontré que l'induction par les glucocorticoides 

de cellules transfectées par une construction LTR de MMTV-TK, 

s'accompagne de l'apparition de sites hypersensibles à la DNAse 1 

correspondant au site de liaison du récepteur des glucocorticoides 

(ZARGT et YAMAMOTO, 1984 ; PETERSON, 1985). Ainsi, la stimulation de 

l'activité transcriptionnelle par le GRE s'accompagnerait d'une 

modification locale de la structure de la chromatine, et d'un 

déplacement de nucléosmes (RICHARD-FOY et HAGER, 1987). Une autre 



possibilité impliquerait l'action de facteurs de transcription 

seifiques (NFi, Fi) augmentant l'activité transcriptionnelle, une 

fois que la liaison GR- a eu lieu (CORDWGLEï et HAGER, 1988). 

Mais cormient les facteurs de transcription peuvent-ils se déplacer du 

GRE jusqu'au promoteur situé jusqu'à plus de 5000 paires de bases ? 

Pour expliquer ce mécanisme, PSASHNE (1986) a suggéré une perturbation 

de la structure quaternaire de l'ADN (formation d'une boucle) 

permettant de placer dans l'espace, la séquence GRE a proximité du 

promoteur. La forniation de boucles d'ADN favoriserait l'interaction 

protéine-protéine indispensable à la formation d'un complexe de 

transcription efficace. Une autre possibilité est que les facteurs de 

transcription se fixent sur le GRE et se déplacent le long de l'ADN 

jusqu'au site promoteur (VON HIPPEL et al., 1984). Un certain nombre 

de ces hypothèses sont schématisées dans la figure 3 ,  

La majorité des effets des qlucocorticoides s'exerce au niveau 

transcriptionnel ; cependant, certaines observations permettent de 

souligner l'existence d'effets post-transcriptionnels. Ces effets 

mettent en jeu des phénomènes de polyadé~~lation et d'épissage des 

ARNm et affectent leur durée de vie et leur transfert cytoplasmique 

(NEVINS, 1983). Différents travaux ont mentionné une stabilisation de 

certains ARNm sous l'effet des glucocorticoides (GUERTIN et al., 1983; 

i?üLTON et al., 1985). Cependant, l'activation de la transcription ne 

s'accompagne pas forcément d'une stabilisation des ARNm transcrits. 

Dans le cas du gène de l'ai-foetoprotéine, les glucocorticoides 

diminuent son taux de transcription alors qu'ils stabilisent les ARNm 

transcrits (GüERTIN et al., 1983). Selon COTE et GAGEL (19861, la 
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Figure 3. Modèles proposés pour l'activation de la trunscriptiori par 
le récepteur des glucocorticoides. 

A. Interaction directe du complexe GR-GRE avec le complexe 
d'initiation par une perturbation de la structure quaternaire de 
1 'ADN. 

B. Interaction avec le promoteur par l'intermédiaire des facteurs 
de transcription NF1 et F i .  

C .  1) Interaction spécifique proteine-protéine entre le 
récepteur, un facteur de transcription F et le complexe d'initiation. 

21 Le récepteur considéré comme un facteur de transcription 
bifonctionnel, c'est-à-dire capable de se lier à l'ADN par l'un de ces 
domaines, alors qu'un autre domaine assure l'effet t.ranscriptionne1. 
(KAHN, 1987 ; CORDINGLEY et HAGER, 1988). 



dedthasone pourrait agir en activant la transcription et en 

modifiant l'épissage du transcrit primaire (gène de la calcitonine). 

Dans ce cas, l'effet pst-transcriptionne1 des gl~c~orticoides 

pourrait s'expliquer par une action directe du complexe hormone- 

récepteur sur le fonctionnement des * "snurps" qui participent à 

l'épissage des ARNm. La stabilisation des ARNm pourrait également 

dépendre d'une interaction directe du produit de la traduction avec 

une boucle d'ARN formée à l'extrémité 5' non traduite de l'ARNm, comme 

cela a été récemment démontré dans le cas de la ferritine (STARZYK, 

1988). Enfin, signalons qu'une modification post-traductionnelle des 

produits des gènes sous l'effet des glucocorticoides a été proposée 

dans le cas du système MMTV (FIRESTONE et YAMAMOTO, 1983). Elle se 

traduirait par une phosphorylation des protéines traduites et par une 

redistribution des glycoprotéines. 

* 
Snurps : Small  Nuclear R ibonuc leopro te in  p a r t i c l e s .  



III - LES DIFFERENTES FORMES MOLEXXLAIRES W RM=EPrrmR. 

Les hormones glucocorticoides pénètrent passivement à travers 

la membrane de la cellule-cible bien que des processus de transport 

facilité aient été décrits (RA0 , 1981). Après liaison spécifique à 

une protéine intracellulaire "réceptrice", selon une cinétique 

michaelienne, le complexe hormone-récepteur subit alors un phénomène 

apparennnent irréversible, extrèmement rapide in vivo et dépendant de 

la liaison de l'hormone au récepteur, appelé "transformation". Ce 

phénomène s'accompagne d'une stabilisation de l'interaction récepteur- 

hormone (KALIMI et a1.,1973 ; HICGINS et al., 1973),d'une 

translocation vers le noyau, et de l'acquisition d'une capacité à lier 

l'ADN (revu par RûUSSEAU et B-, 1979) (Fig 4). 

Le phénomène de la transformation peut être reproduit in vitro 

par une élévation modérée de la température, une augmentation de la 

force ionique, une dilution , ou encore une élévation du pH (revu par 
SCHMIDT et LITWACK, 1982). Au cours de la transformation, le complexe 

hormone-récepteur subit une modification conformationnelle 

caractérisée par une réduction de sa taille moléculaire et également 

par une modification de sa charge (revu par VEDECKIS, 1985). 

Il est donc maintenant bien établi que la transformation du 

récepteur s'accompagne de la conversion d'une forme moléculaire 

faiblement associée au noyau (forme non transformée) en une forme 

moléculaire possédant une affinité élevée pour les constituants de 

l'ADN (récepteur transformé). 
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2. Liaison de l'hormone au récepteur 
3. Transformation du complexe hormone-récepteur 
4. Translocation du complexe transformé vers le noyau 
5. Interaction avec le génome 
6. Recyclage et régulation du taux de récepteur 



Au cours des premiers travaux sur la caractérisation du 

récepteur, les auteurs ont cherché à extraire cette protéine p r  

diverses concentrations salines. Par extraction en milieu de faible 

force ionique, BEATO et al. ( 1969), puis KOBLINSKI et al, ( 1972) 

caractérisent un complexe moléculaire d'une constante de sédimentation 

de 7 Unités Svedberg et d'une masse relative de 200 000. En milieu de 

force ionique klevée, les mêmes auteurs décrivent une protéine liant 

spécifiquement les glucocorticoides, sedimentant à 4 Unités Svedberg. 

MIDDLEBROOK et AEaONûW (1977) réalisent une extraction nucléaire en 

milieu isotonique et décrivent une forme du récepteur de plus faible 

taille que la forme cytosolique analysée dans un milieu de force 

ionique identique. Ils en déduisent que la translocation nucléaire du 

récepteur s'accompagne d'une modification conformationnelle 

caractérisée par une réduction de la taille apparente du complexe. 

Cette dualité structurale trouva son explication lorsque MILGWM et 

al. (1973) démontrèrent que la transformation du récepteur des 

glucocorticoides pouvait être induite par une élévation de la force 

ionique. 

1. Propriétés du récepteur non transformé . 

La description d'un effet stabilisant des ions molybdate sur 

l'activité de liaison du récepteur des glucocorticoides (NIELSEN et 

al., 1977) et d'un effet inhibiteur de la transformation (LEACH 

et al., 1979) a permis d'améliorer sensiblement la caractérisation de 

la forme non transformée du récepteur. Celle-ci, en effet, se 



dissociait facilement au cours de sa caractérisation (gel-filtration, 

ultracentrifugation) en une forme de taille moléculaire plus faible. 

a) Charge 

Elle a été essentiellement étudiée grâce à la technique de 

chromatographie d'échange d'ions sur DM-cellulose. Le récepteur non 

transformé stabilisé par le molybdate de sodium est élu6 à une force 

ionique de 0,20-0,25 M KC1 alors que le récepteur transformé est élu6 

plus tôt à 0,08-0,10 M KC1 (SCHMIDT et al., 1980 ; NORRIS et KOHLER, 

1981). A côté des supports échangeurs d'anions, les supports 

échangeurs de cations ont été utilisés, Dans ce cas, il n'y a pas 

d'adsorption du récepteur non transformé, que ce soit sur phospho- 

cellulose, DNA-cellulose, carboxyméthyl-Sephadex ou ATP-agarose 

(MILGRXm et al., 1973 ; KALIMI et al., 1975 ; ATGER et MILGM, 1976). 

L~isoélectrofocalisation a aussi été utilisée pour caractériser la 

charge de surface du récepteur. Cette analyse est délicate, compte- 

tenu de la perte d'activité de liaison du stéroïde, de la 

transformation sponb.de du complexe et des phénomènes de protéolyse 

limitée. Divers travaux ont cependant précisé le point isoélectrique 

du récepteur non transformé, compris entre 4 et 6 (MIDDLEBROOK et 

ARQNOW, 1977 ; HOUSLEY et PRATT, 1983 ; BEN OR et CHRAME%ACH, 1983 ; 

DANZE et al., 1987). ANDREASEN et al, (1981 ; 1982), utilisant une 

technique de partage entre deux phases aqueuses caractérisent une 

charge nette égale à -50 pour le récepteur non transformé (obtenue à 

partir de cellules S49 de souris). Le récepteur non transformé 

apparait donc comme une protéine acide riche en charges négatives. 



b) Taille moléculaire 

La difficulté d'obtenir des quantités appréciables de récepteur 

purifié homogène, explique que les caractéristiques de taille et de 

masse moléculaire du récepteur non transformé ont surtout été 

déterminées indirectement par l'étude des wramètres hydrodynamiques 

de préparations cytosoliques de récepteur non transformé (mesure du 

coefficient de sédimentation et du rayon de Stokes). La masse 

moléculaire et les paramètres de taille (rapport axial, dimensions 

moléculaires) sont obtenus par calcul (SIEGEL et MONTY, 1966 ; 

SHERMAN, 1975).  Une analyse détaillée des résultats obtenus dans la 

littérature a d'ailleurs été rapportée dans un précédent mémoire 

(SAEiLONNIERE, 1987). L'ensemble des résultats publiés sur les 

caractéristiques hydrodynamiques du récepteur des glucocorticoides 

obtenu à partir de cellules et de tissus varies d'origine humaine ou 

murine donnent des valeurs assez homogènes (tableau 1) : S z o , ~  : 9 à 

9'5 S ; RS 7-9 nm ; M r  240-360 Kda. Une grande similitude existe entre 

les caractéristiques hydrodynamiques du récepteur des qlucocorticoides 

et les autres récepteurs stéroIdiens, quelle que soit l'origine de 

tissu ou d'espèce (tableau II). 

cl Réalité de la forme non transformée du récepteur des 

g l  ucocor t i coi des 

Pendant longtemps de nombreux auteurs ont attribué l'effet 

stabilisateur du rriolybdate à un phénomène d'artefact, mettant en doute 



TABLEAU 1 - CARACTERISTIQUES HYDRODYNAMIQUES DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES (forme non t r ans fo rmée)  
STABILISEE PAR LE MOLYBDATE DE SODIUM 

A : é c h a n t i l l o n s  c y t o s o l i q u e s  

P 

SOURCE S20, w Rs (nm) M r  (kd) f l f o  RAPPORT AXIAL REFERENCES 
a/b 

A - 
F o i e  d e  rat  9 , 3  8 , 2  320 1,67 12 LEE e t  a l . ,  (1981) 
C e l l u l e s  At T20 9 8 , 3  3 17 1 ,70  14 V E D E ~ I  98  1 , 1983b) 
( tumeur p i t u i t a i r e  
d e  s o u r i s )  

F o i e  d e  ra t  9,2-9,6 7,8-8,2 300-320 1,6-1,7 11-12 SHERMAN e t  a l .  (1982,1983) 
l e u c o c y t e s  humains,  
tumeur mammaire 
d e  s o u r i s  

Thymus d e  r a t  9,2 8 , 3  330 1,7 12 HOLBROOK e t  a l .  (1983) 

Thymus d e  r a t ,  9,2-9,6 5,7-5,8 230-240 1,3-1,4 6-7 WEATHERILL e t  BELL(1982,1984) 
f o i e  de  ra t  

Hams ter 
c e l l u l e s  DDTIMF25 9 , s  7 , 8  350 1,67 12 MORRIS e t  a l .  (1983) 

Cerveau d e  s o u r i s  9 , 2  7 ,7  297 1 ,60  1 1  LUTTGE e t  a l .  (1984) 

F o i e  d e  ra t  9 ,2  9 ,o  350 1 ,80  15 DISTELHORST e t  BENUTTO(1985) 

C e l l u l e s  HeLa 8,3-9,O 9,O-9,3 320-360 1 , 8 3  16 ROSSINI (1 985) 

B - 
F o i e  de r a t  9 ,4  7 ,3  3 O0 1 ,64  12 GRANDICS e t  a l .  (1 984) 

F o i e  de  I a p i n  9 , o  6 , 3  235 1,42 7 LUSTENBERGER e t  a1.(1985) 

F o i e  d e  r a t  9 , 4  7 , o  280 1 , 5 0  9 IDZIOREK e t  a l .  (1985) 
d j 

B : r é c e p t e u r  p u r i f i é  

- -- - -- -- 
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TABLEAU II - CARACTERISTIQUES HYDRODYNAl4IQUES DES RECEPTEURS STEROIDIENS (forme non transformée) 

RAPPORT 
SOURCE 

S20,w Rs (nm) Mr (ma) £/£O AXIAL REFERENCES 

- Récepteur des glucocor 
t icoides 
. Foie de rat 992 8,3 320 1,68 13 VEDECKIS (1983b) . Cellules lymphoïdes 9,2-9,7 7,8-7,9 310-325 1,58-1,63 11-12 NIU et al. (1981) 

humaines 
- Récepteur des 
androgènes 
. Tumeur de prostate 8- 3 6,8-10,5 265-380 1,6 -2,4 11-16 WILSON et FIENCH (1375) 
de rat COLVARD et WILSON (1981) 

- Récepteur de la 
progestérone 
. Tumeur du sein humaine 376 7,3 320 1,60 1 1  NIU et al. (1981) . Utérus humain 9,4 7,4 2 90 1,55 1 O 

- Récepteur des oestrogènes . Utérus de veau 8,6-9,2 6,5-7,5 240-290 1,60-1,65 11-12 PUCA et al. (1971) . Tumeur du sein humaine 9,8-10,5 7,l-7,3 235-315 1,45-1,50 8-1 O REDEUILH et al. (1981) 
MILLER et al. (1981) 

+ 

r' 



la signification physiologique réelle de cette forme non transformée. 

ih effet, les expérimentations qui décrivent cette forme du récepteur 

sont réalisées à partir d'extraits cytosoliques préparés à O'C, en 

conditions de faible force ionique et en présence de 5 x IOe3 M à 20 x 

M de molybàate de sodium. Lorsqu'on utilise une technique rapide 

d'analyse comme la chromatographie d'exclusion de taille en mode haute 

performance, les &mes caractéristiques sont observées en l'absence de 

molybdate (LA POINTE et al., 1986 ; SABLDNNIERE et al., 1987). La 

forme non transformée du récepteur stabilisée par le molybdate ne 

semble donc pas correspondre à un artefact d'agrégation provoqué par 

le molybdate lui-même. D'autre pelrt, pour éliminer un éventuel 

artefact dû aux conditions de mesure du coefficient de sédimentation 

ou du rayon de Stokes, HOLBROCK et al. (1983) ont pu démontrer sans 

équivoque, que la forme 8-10s (Mr - 300 000) correspond bien à la 

forme non transformée du récepteur. Le complexe hormone-récepteur non 

retenu à partir d'une colonne de DNA-cellulose, est caractérisé par un 

rayon de Stokes de 8 nm et possède une forte affinité pour les 

colonnes de DEAE-cellulose. D'autre part, si un cytosol préalablement 

incubé à 37'C pendant 30 minutes est déposé sur une colonne de DNA - 
cellulose, le complexe retenu possède un rayon de Stokes de 5 nm 

(récepteur transformé ) . Inversement, la mesure de 1 'affinité pour la 
DNA-cellulose des complexes hormone-récepteur élués d'une colonne de 

chromatographie d'exclusion de taille aboutissent aux mêmes 

conclusions : seule la forme de plus faible taille moléculaire possède 

une affinité pour la colonne de DNA-cellulose. Ainsi, une corrélation 

étroite entre la taille moléculaire du récepteur et son état 



fonctionnel "transformé" ou "non transformé" a pu être démontrée 

(LUTEE et al,, 1984 ; SABLONNIERE et al., 1986). 

Selon RAAKA et SaMUELS (1983)' RAAKA et al. (1985)' et grâce à 

l'utilisation d'acides aminés marqués avec des isotopes lourds, le 

récepteur non lié à l'hormone serait sous forme oligomérique 10 S et 

sa liaison à l'hormone entrainerait une conversion très rapide in 

vivo, vers la forme 4 S (Fig. 5). La liaison 8 l'hormone déplacerait 

donc l'équilibre vers la forme 4 S qui se lierait alors à la 

chromatine. Ce modèle hypothétique est réversible, car après départ de 

l'hormone, la forme 4 S peut redonner la forme 10 S. Cependant, la 

plupart des arguments expérimentaux plaident en faveur d'une 

irréversibilité de la transformation (MUNCK et HOLBROOK, 1984, 1987 ; 

MENDEL et al., 1987). La dissociation du complexe hormone-récepteur 

non transformé dans les cellules intactes est inhibée par le molybdate 

(RAAKA et al., 1985) mais l'existence de complexes 9-10 S a été 

démontrée avant la description de l'effet du molybdate (CORSKI et 

a1.,1968). Ces observations, ainsi que la découverte récente d'une 

dissociation du récepteur et de la protéine de choc thermique (HSP 90) 

qui lui est associée (cf paragraphe V ) ,  sous l'effet de l'hormone dans 

les cellules intactes, conforte l'existence réelle de la forme non 

transformée du récepteur, 

2 - Propriétés du récepteur transformé. 

Ses caractéristiques ont le plus souvent été étudiées après 

transformation in vitro. Bien sûr, on ne peut éliminer totalement 

l'existence d'artefacts dûs aux conditions expérimentales utilisées, 
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Figure 5. Modèle hypothétique de la distributiori intracellulaire di1 

récepteur des glucocorticoides (selon RAAKA et SAMüELS, 1983) .  



telle une élévation de la température, une dilution ou une élévation 

de la force ionique. L'extraction rapide du récepteur cytosolique en 

tampon isotonique provenant de thymocytes intacts incubés avec 

l'hormone à 37'C a permis de démontrer que le recepteur transformé 

possède des caractéristiques physicochimiques identiques à celles 

décrites classiquement après incubation d'un cytosol in vitro, en 

milieu hypotonique, en condition acellulaire, et soumis à une brève 

élévation thermique (LEFEBVRE et al., 1988a). 

a )  Charge 

L'analyse du récepteur transformé in vitro par élévation 

thermique, augmentation de la force ionique ou chromatographie 

d'échange ionique sur DEAE-cellulose démontre que celui-ci est élu6 à 

une force ionique beaucoup plus faible (0,06-0,10 M KC1) que le 

récepteur non transformé (PARCHMAN et LITWACK, 1977 ; SAKAUE et 

THCMPSON, 1977 ; SCHMIDT et al., 1980). Ces propriétés sont communes 

aux différents récepteurs stéroidiens à l'exception du récepteur de la 

progestérone dont la sous-unité *B est gluée en même position que le 

récepteur non transformé. Le récepteur transformé est capable de se 

lier a m  supports anioniques cormne la phospho-cellulose ou la DNA- 

cellulose ( M I L G m  e t  al., 1973 ; KALIMI et al., 1975 ; A'EER et 

MILGRûM, 1976). Le carboxymethyl-cellulose, 1'ATP-Sepharose et 

* 
Le récepteur de la progestérone (forme non transformée) est constitué 

d'une sous-unité liante, soit de type A (79 Kda) , soit de type B (1 10 Kda) 
associée probablement à deux protéines de choc thermique HSP 30. 



l'héparine-agarose ont également été utilisés pour retenir le 

récepteur transformé. L'ensemble des résultats obtenus dhntrent que 

le récepteur sous sa forme transformée est une protéine moins acide 

que la forme non transformée. Des résultats très variables ont été 

décrits en ce qui concerne la mesure du point isoélectrique du 

récepteur transformé allant de 4 ' 8  à 7,O (KALIMI e t  a l . ,  1975 ; 

MIDDLEBROOK et AiWNûW, 1977 ; DANZE e t  a l . ,  1987). Sa charge nette 

mesurée p r  partage de phases serait de -10 (ANDREASEN, 1982). Ainsi 

la transformation du récepteur s'accompagne de la conversion d'un 

complexe très acide en une molécule moins acide. La liaison du 

récepteur transformé aux échargeurs à caractère anionique 

s'expliquerait par l'exposition d'une région très riche en charges 

positives à la surface d'une molécule à prédominance acide (CAKE e t  

a l , ,  1978). 

b )  Tail le  moléculaire 

Les caractéristiques hydrodynamiques du récepteur transformé 

ont largement été décrites dans la littérature. L'ensemble de ces 

résultats est réswné dans le tableau III. Quelle que soit son origine 

de tissu ou d'espèce, le récepteur des glucocorticoides possède 

sensiblement les mêmes caractéristiques. On peut cependant noter des 

variations en fonction des différentes classes de récepteur, Par 

exemple, le récepteur des oestrogènes possède la masse moléculaire la 



TABLEAU III - CARACTERISTIQUES HYDRODYNMIIQUES DES RECEPTEURS STEROIDIENS (forme transformée) 

f t 
SOURCE 

Sî~,w R~ (nm) Mr (Da) f/fo RAPPORT REFERENCES 
AXIAL 

- GlucocorticoIdes 
h .  ~t T-20 souris 3,8 5,8 94 1,80 15 VEDECKIS (1  983b) 
Foie de rat 3,5-4,O 3,3-6,0 86-92 1,65-1,85 13- 17 WRANGE et al. (1979) 

- Androgènes 
Tumeur prostate 4,5-5,O 5,8-6,1 117-120 1,84 16 WILSON et FRENCH (1 975) 
de rat 

- Progestérone 
Oviducte de poule 4,5 4,5 84 1,42 8 MURAYAMA et al. (1980) 

sous-unité B 4,2 6,3 114 1,80 16 SCHRADER et al. (1987) 
sous-unité A 3,9 4,3 73 1,43 8 SHEWIAN et al. (1976) 

- Estrogènes 
Utérus de veau 4,1 4,o 7 1 1,34 7 REDEUILH et al. (1981) 

d . MCF7 humaines 4,1 4,4 76 1,45 8 ECKERT et al. (1982) 

- Vitamine D 
Poule 3,5-3,7 3,6-3,s 53-59 1,33-1,36 6 WECKSLER et NORMAN 
Rat 3,5-3,6 3 , 6  53-55 1,32 7 6 (1 980) 
EIomme 3,5-3,7 3,2-3,4 47-53 1,25 5 
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plus faible - 60-70 Kda, comparée à celle du récepteur des 

glucocorticoides 90 Kda ou de la progestérone 80-110 Kda. 

Les résultats des données hydrodynamiques ont pu être confirmés 

par des expériences de marquage d'affinité du récepteur à l'aide de 

ligands radioactifs soit photoréactifs, soit possédant une réactivité 

chimique particulière leur permettant de se lier de manière covalente 

au site de liaison du récepteur (SIMONS et THOMPSON, 1981). Le 

récepteur des glucocorticoides marqué au 21-mésylate de dexamethasone 

est ainsi caractérisé par une masse moléculaire de 90 K d a  environ 

(SIMONS et al., 1983), avec de légères différences selon l'espèce 

étudiée. Dans ces conditions, une détermination directe de la masse 

moléculaire est possible, même à partir de préparations de récepteur 

non purifié. Le récepteur de la progestérone de l'oviducte de poule a 

été caractérisé par marquage de photoaffinité au R-5020 tritié, En 

6lectrophorèse en milieu dénaturant, deux bandes radioactives 

distinctes, de 110 K d a  et 80 K d a  sont révélées. Cette dualité 

structurale du récepteur de la progestérone a pu être confirmée par 

l'étude de diverses sources de récepteurs, et pourrait s'expliquer par 

l'activité de deux gènes de structure différents (BIRNT3AUMEB et 

a1.,1983 ; HORWITZ et ALMANDER , 1983). La masse moléculaire du 

récepteur humain des oestrogènes (cellules MCF7) a été déterminée par 

marquage covalent à l'aziridine de Tamoxifène tritié (KATZENELLENBWXN 

et al., 1983) donnant une valeur de 65 K d a .  Par contre, le récepteur 

des androgènes marqué covalentiellement avec le 17-bromoacétate de 

dihydrotestostérone tritié est caractérisé par une masse moléculaire 

de 118 Kda (ROWLEY et al., 1984). Les caractéristiques 



physicochimiques comparées de la forme transformée et non transformée 

des récepteurs stéroidiens sont résumées dans le tableau IV. De ces 

résultats on retiendra la grade dissymétrie moléculaire du récepteur 

(éllipsoide allongé). Les observations obtenues par microscopie 

électronique (KUHN et al., 1977 ; GOVINDAN et a1.,1982 ; PAYVAR et 

al., 1983) confirment d'ailleurs ces données (Fig. 6). 

3 - Propriétés des autres formes moléculaires du récepteur 

a) Récepteurs intermédiaires transformés 

Des formes moléculaires intermédiaires entre la forme non 

transformée et la forme transformée ont été décrites. Mais leur 

caractérisation est restée très délicate. En effet, à partir de 

préparations cytosoliques, une protéolyse non spécifique ou une 

dissociation de l'oligomère non transformé peuvent géner la 

caractérisation de ces formes moléculaires, en particulier l'étude de 

leurs caractéristiques hydrodynamiques. En conséquence, il est 

difficile de tirer une conclusion définitive sur la structure 

moléculaire de ces formes et sur leur signification biologique. Des 

formes de taille 5-7 S ont ainsi été décrites pour le récepteur des 

glucocorticoides (Mc BLAIN et SHYAMALA, 1980 ; RAAKA et SAMUELS, 1983; 

VEDECKIS, 1983b1, le récepteur des oestrogènes (SHERMAN et al., 19801, 

le récepteur de la progestérone (NISHIGORI et TOFT, 1980) et le 

récepteur des androgènes (NORRIS et KOHLER, 1976). Une analyse plus 

précise a été poursuivie dans le cas du récepteur des glucocorticoides 

par le groupe de VEDECKIS (VEDECKIS, 1983b ; REKER et al., 19851. Ces 



Moiionwric.' - 
Sire 

Sçdiaicniaiion ci~cff icient 3.5-4.5 S 
Stokex radius 5.5-6.0 nni 
Mi)lcçulw weighr ( X  103) 60- 120 

Shape 
Friciional ratio ( f/hi) 1.3-1-1.89 
Axial raiio 7-17 

Charge 
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Net charge -- 10 
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TABLEAU IV - CARACTERISTIQUES PWSICOCHIMIQUES COMPAREES 
3ES ?OK,IES TPXJSFOMES ET NON TRANSFOR-IEES 
DES RECEPTEURS STEROIDIENS (selon VE9ECKIS et al 1985) -. ' 



FIGURE 6. Visualisation du récepteur de la progestérone ( A ) ,  et du 
récepteur des glucocorticoides (BI, en microscopie électronique. Le 
barres représentent 10 nanomètres ( K W N  et al., 1977 ; PAYVNZ et 
a1.,1983). 



auteurs décrivent, dans les cellules At-TB0 de souris, un complexe 

sédimentant à 5'2 S en gradient de saccharose. Cette forme moléculaire 

peut être obtenue par filtration sur Sephadex G25, d'une préparation 

de récepteur non transformé. Elle correspond à une forme transformée 

du récepteur dont les caractéristiques hydrodynamiques (5,2 S, Rs = 

5,8 nm) fournissent une masse moléculaire d'environ 130 Kda. Elle 

serait constituée du récepteur et d'une molécule associée, ne liant 

pas le stéroide. Une forme intermédiaire du récepteur de la 

progestérone sédimentant à 5'5 S (SEELEY et OSTAS, 1983) a également 

été rapportée, mais son existence n'a pu être confirmée. La mise en 

évidence la plus nette d'une forme intermédiaire a été obtenue dans le 

cas du récepteur des oestrogènes (JENSEN et al., 1968). En effet, la 

transformation de ce récepteur in vitro conduit à une forme 5,3 S 

similaire à celle obtenue a partir des noyaux cellulaires et animaux 

traités par l'hormone in vivo, La signification de telles formes du 

récepteur in vivo reste inconnue. 

b) Formes de protéolyse 

De nombreux résultats expérimentaux (CARLSTMT-DUKE et al., 

1977 ; MIDDLEBROK et A m ,  1977 ; STEWENS et al., 1979 ; VEDECKIS, 

1983a) ont documenté la présence de récepteurs dont les 

caractéristiques structurales sont très différentes des formes 

transformées et non transformées décrites jusqu'ici, Une forme de 

masse moléculaire 45 Kda apparait fréquemment au cours du phénomène de 

la transformation in vitro, en particulier, sous l'influence d'une 

élévation de la force ionique ou de la température. Ainsi, CARLSTEDT- 



DUKE et al., (1977) démontrent qu'une forme de protéolyse limitée (Mr 

- 46000) du récepteur transformé possède la propriété de se lier à la 

fois aux noyaux isolés et au stéroide. D'autres fragments de 

protéolyse, de taille plus faible, sont décrits par SHERMAN et al., 

(1978). Ces fragments appelés "méro-récepteurs", d' une masse comprise 

entre 20 et 30 Kda, sont facilement identifiés après fractionnement 

d'un cytosol transformé, obtenu à partir de tissus prticulièrement 

riches en protéases (cellules issues de certaines lignées tumorales, 

cellules rénales ... 1 .  Ces méro-récepteurs, s'ils sont encore capables 

de lier le stéroide, ne sont plus capables de se lier à l'ADN. La 

description des formes de protéolyse du récepteur ont conduit les 

groupes de GUSTAFSSON (CARLSTMT-DUE et al., 1982 ; GUSTAFSSON et 

al., 1986) et de VEDECKIS et al(1985) à proposer des modèles 

d'organisation en domaines du polypeptide monomère de masse 94 Kda 

constituant la forme transformée du récepteur des glucocorticoides 

(Fig. 7). Le récepteur peut ainsi être divisé en trois domaines 

relativement résistants aux protéases et séparés par des régions 

sensibles aux protéases. Le méro-récepteur ou domaine A (24-27 Kda) 

est impliqué essentiellement dans la liaison du ligand. On trouve en 

outre le domaine B, liant l'ADN ( -  30 Kda) et le domaine C ( -  45 Kda) 

qui contient l'épitope reconnu par la plupart des anticorps anti- 

récepteur décrits dans la littérature (GOVINDAN, 1979 ; OKRET et al., 

1981 ; WESTPHAL et al., 1982). Le domaine C est aussi appelé domaine 

de régulation : ce qualificatif est justifié par la découverte 

(DELLWM; et al. 1982 ; GEIBING et HOLTZ, 1983)' dans des souches 

mutantes de cellules de lymphome de souris résistantes aux 
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FIGURE 7. Modèles d'organisation en domaines du récepteur des 
glucocorticoides selon a) GUSTAFSSON et a1.(1986); b) VEDECIiIS et al., 
( 1985 ) . 



glucocorticoides, d'un récepteur anormal (mutant nti) d'une masse de 

40 Kda et présentant une affinité élevée pour l'ADN, m i s  sans effet 

biologique. Cette forme moléculaire n'est pas reconnue p g ~ ~  les 

anticorps anti-récepteurs et serait donc constituée uniquement des 

domaines A et B. 



IV - STRU- PRIMAIRE ET DûMAINES DE STEUJ- DU REEPllWR DES 

GLUCOCOaTICOIDES. 

La découverte de la séquence nucléotidique du gène codant pour 

le récepteur des glucocorticoides de l'honnne (HOLLENBEE et al., 

1985), du rat (MIESFELD et al., 1986), et de la souris (DANIELSEN et 

al., 1986) a permis une véritable "dissection moléculaire" du 

récepteur. L'identification de différents domaines fonctionnels pour 

la liaison de l'hormone, la liaison à l'ADN et la transactivation a 

été facilitée par l'utilisation de mutants du récepteur exprimés par 

transfection cellulaire de fragments du gène complet (GIGUERE et al., 

1986 ; HOLLENBERG et al., 1987 ; PRATT et a1.,1988), Fig. 8. Les 

différents plasmides recombinants contenant les mutants sélectionnés 

de cDNA sont amplifiés et CO-transfectés en présence d'un gène de 

fusion MTV-CAT. L'expression fonctionnelle du récepteur ainsi traduit 

est mesurée par son affinité pour la dexaméthasone, son activité de 

liaison au GRE et par son activité transcriptionnelle grâce à la 

mesure de l'activité de la chloramphenicol acetyl transférase. Ce sont 

les résultats obtenus par l'analyse de plus de 50 mutants de délétion 

qui ont permis de préciser le rôle des différents domaines du 

récepteur (Fig. 9). La comparaison des cDNA codant pour les différents 

récepteurs stéroidiens (hGR, rGR, hER, cER, hPR, cPR, hMR) (revu par 

EVANS, 1988) a permis de distinguer quatre régions communes aux 

différents récepteurs, d'homologie plus ou moins forte. GIGUERE et al. 

(1986) définissent ainsi de l'extrémité aminée vers l'extrémité 

carboxylique: 
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FIGURE 8. Comparaison schématique de la séquence en acides amines des 
membres de la superfamille des récepteurs stéroidiens. 
Les chiffres indiqués le long des différents domaines correspondent 
au pourcentage d'homologie par rapport ail récepteur des 
qlucocorticoides huniains (GR) 
MR : Récepteur des minéralocorticoides 
PR : Récepteur de la progestérone 
ER : Récepteur des oestrogènes 
VDR : Récepteur de la vitamine D3 
TR : Récepteur de l'hormone thyroidienne 
iiAR : Récepteur de l'acide rétinoique 
HAP : Protéine exprimée par un gène retrouvée dans une lignée 

d'adénocarcinome hépatique (EVANS, 1988) 



Figure 9. Principales constructions de mutants de delétion du 
récepteur des glucocorticoides humains, et étude de leur activité 
fonctionnelle. 

A : Récepteur natif témoin 
B : Mutants de délétion de la région N-terniinale 
C : Mutants de délétion de la région C-terminale 

(HOLLENBEBû et al,, 1987). 



1 - La région inmRmo~he (région A/B) 

Elle comporte environ 410 résidus chez le rat, et supporte les 

épitopes reconnus par la majorité des anticorps anti-récepteur. Ce 

domaine est le moins conservé entre les différentes classes de 

récepteurs (moins de 15 % d'homologie ) . Bien que le rôle précis de ce 
domaine soit mal connu, un certain nombre d'observations ont démontré 

qu'il était indispensable pour permettre au récepteur d'exprimer une 

activité transcriptionnelle maximale (MIESFELD et al., 1987 ; GIGUERE 

e t  al., 1986). En particulier serait impliquée une région tau1 (140- 

280) dont la délétion réduit l'activité transcriptionnelle de 3 à 20 

fois (HOLLENBERG et al., 1987). Cette zone correspond justement à une 

zone très hydrophile et particulièrement exposée à l'intérieur de la 

région N-terminale du récepteur. Ce résultat est à rapprocher de 

l'existence des mutants nti, incapables d'activer la transcription, et 

déletés de leur région N-terminale (YAMAMOTO et al., 1976). 

L'importance de la région N-terminale dans l'activation de la 

transcription vient d'ailleurs d'être soulignée récemment par le 

groupe de CHAMBON dans le cas du récepteur de la progestérone (TORA et 

al., 1988). 

2 - La région C ou daniaine de liaison à l'ADN 

Cette région correspond au domaine le plus conservé des 

différentes classes de récepteur (plus de 50 % d'homologie). Limitée 

entre les résidus 440 et 505 chez le rat, cette séquence comporte 9 

cystéines, 6 arginines et 5 lysines. Des mutants délétés de cette 



région continuent de lier l'hormone, mais sont incapables de lier 

l'ADN et d'activer la transcription. 

La répartition des cystéines dans cette région est similaire au 

motif décrit dans la séquence du facteur de transcription TFIIIA de 

Xénope (MILLER et al., 1985). Une séquence analogue retrouvée entre 

les résidus 440-460 et 476-500 du récepteur de rat adopterait une 

conformation en forme de boucle dont la base est liée à un atome de 

zinc par l'intermédiaire d'au moins deux cystéines (doigt à zinc). 

BERG,(1988), (Fig. 10). Ces boucles interagiraient avec le grand 

sillon sur un demi-tour d'hélice d'ADN. L'homologie de cette séquence 

avec celle de nombreuses protéines agissant conune facteurs de 

transcription tels que la protéine GAL4 de levure ou les protéines SPI 

et TDF des mammifères, suggère que cette séquence serait prédictive de 

l'existence d'un facteur de transcription (EVANS et HOLLENBE, 1988). 

Chaque boucle serait organisée autour d'un atome de zinc (Znt+) situé 

au centre'd'un tétraèdre se liant par coordinence à quatre résidus de 

cystéine (protéine gal4, récepteurs stéroidiens) ou à 2 résidus de 

cystéine et 2 résidus d'histidine (TFIIIA, SPI,  TDF) (MILLER et al., 

1985; BRûWN et al,, 1985). Le facteur TFIIIA contient 7 à 11 atomes de 

zinc par molécule, mesuré par spectroscopie d'absorption atomique 

(MILLER et al., 1985). 

Récemment, le groupe de YAMAMOTO (FREEDMAN et al., 1988) a pu 

démontrer de façon remarquable qu'un peptide du récepteur des 

glucocorticoides (407-556) contient 2 atomes de zinc. D'autre part, 
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Figure 10. Structure hypothétique du domaine de liaison à l'ADN du 
récepteur des glucocorticoides (boucles à zinc A et B I .  

Les régions structurées en hélice a sont situées dans les 
positions 443-446 et 460-475. Les régions structurées en feuillet D 
sont situées en position 451-455 et 481-487. 

- Un modèle d'interaction entre une protéine constituée de deux 
boucles à zinc et l'ADN est représenté en bas. L'helice a de chaque 
domaine se place dans le grand sillon de l'ADN, alors que les 
feuillets B interagissent avec le squelette sucre-phosphate. La région 
charnière entre les deux boucles se place également dans le grand 
sillon. (d'après BERG et al., 1988). 



grâce à la technique de * MAFS , il prouve que chaque atome de zinc 
est effectivement relié par 4 coordinences dans une structure 

tétraèdrique limitée par 4 cystéines. 

A la jonction entre la région de liaison à l'ADN et le site de 

liaison à l'hormone, elle représente une zone charnière avec un site 

exposé aux protéases (au voisinage du résidu 518). Une mutation dans 

cette région (délétion 509-553) inactive complètement le récepteur, et 

l'empêche de lier le stéroide (HOLLENBERû et al., 1987). Le changement 

conformationnel du récepteur provoqué par la liaison du stéroide 

pourrait se situer dans cette région. Une exposition du site de 

liaison à l'ADN serait consécutif à ce changement de conformation 

(GIGUERE et al., 1986). Cependant, cette hypothèse reste purement 

spéculative puisqu'elle n'a jamais été démontrée. 

4 - La +ion E ou damaine de liaison au stéroide 

Correspondant au méro-récepteur décrit par les études de 

protéolyse, elle s'étend entre le résidu 558 et l'extrémité 

carboxylique terminale (résidu 795) dans le récepteur du rat. La 

* 
Extended  X-Ray A b s o r p t i o n  F i n e  S t r u c t u r e .  



construction de mutants de délétion dans cette région a démontré 

clairement sa capacité à lier le stéroide (RUSCONI et YAMAMOTO, 1987 ; 

GIGUERE et al., 1986). Ce domaine est très riche en résidus 

hydrophobes ( -  65 %) et il existe une homologie moyenne (30 à 60 %) 

entre les différentes classes de récepteurs stéroidiens, qui témoigne 

de la parenté structurale de leurs ligands respectifs. 

Les résultats obtenus par l'activité de liaison au stéroide de 

mutants de délétion d'une part (DANIELSEN et al., 1986) et par 

identification des acides aminés marqués après photoaffinité et 

microséquençage, d'autre part (CARLSTMT-DUKE et al., 1988) ont permis 

de localiser les résidus Glu 558, T y r  782 puis Cys 754 et Met 722 

comme acides aminés indispensables à la liaison du stéroide. 

Si la fonction essentielle de cette région est la liaison du 

stéroide, une séquence particulière (595-615) interviendrait dans la 

régulation de l'activité transcriptionnelle (DANIELSEN et al., 1986 ; 

PRATT et al., 1988). En effet, un mutant de délétion de cette région 

possède une activité transcriptionnelle constitutive, c'est-à-dire 

qu'il induit la transcription même en l'absence d'hormone (HOLLENBERû 

et al., 1987). Par l'analyse de tels mutants, et de leurs propriétés 

physicochimiques, PRATT et al. (1988) ont pu démontrer que cette 

séquence serait impliquée dans la transactivation du récepteur induite 

par la liaison du stéroide. Ce phénomène s'accompagne de la perte de 

l'interaction spécifique du récepteur avec la protéine HSP 90. 



5 - Relation Structure-fonction 

Dans l'attente d'une description précise de la structure 

tertiaire du récepteur (résonance magnétique nucléaire, dichroisme 

circulaire, diffusion de neutrons), la biochimie classique ne peut 

qu'imaginer une éventuelle organisation tridimensionnelle du récepteur 

non transformé. A partir des données de prévision de structure 

secondaire (tableau V) quelques éléments peuvent apporter matière à 

réflexion. La région N-terminale du récepteur, et en particulier la 

zone 120-240 , exposée, très hydrophile et peu structurée couvrirait 

en surface une large proportion de la région A/B. Il est intéressant 

de remarquer d'autre part, que cette région coincide avec la séquence 

transactivatrice tau1 décrite par GIGUERE et al. (1986). Son rôle dans 

la régulation positive de l'activité transcriptionnelle du réceptcv 

pourrait mettre en jeu une interaction spécifique avec un facteur 

protéique du complexe d'initiation. 

La structure des boucles à zinc et leur interaction avec la 

double hélice d'ADN reste la région du récepteur la mieux documentée 

( B E ,  1988 ; EVANS, 1988 ; FRXEDMAN et a1.,1988). Plus étonnantes 

encore seraient les régions situées en amont et en aval de la région 

C. ûn peut remarquer, en particulier, la région 415-438, 

particulièrement riche en proline et en serine, peu structurée et 

contenant 4 coudes B : elle pourrait intervenir dans une modification 

conformationnelle du récepteur. La zone située en aval, correspondant 

à la région D, pourrait aussi être impliquée dans une modification 
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confomtionnelle du récepteur induite par la liaison de l'hormone. 

Plus en amont, délimitée par les résidus 510-517, se situe une 

séquence homologue à celle impliquée dans le transfert nucléaire de 

l'antigène T du virus SV40 (WOLFF et HANOVER, 1987).Cette séquence 

(Arg-Lys-Thr-Lys-Lys-Lys-Ile-Lys ) pourrait intervenir dans la 

reconnaissance topologique de la chromatine et serait donc une 

séquence "signaln. La région transactivatrice tau2 (509-535) (GIGUERE 

et a1.,1986) coinciderait avec le rôle charnière de la région D. 

Aucune skuence spécifique de translocation au noyau telle : 

Lys-Pro-Ala(I1e)-Ile(Phe1-Lys(Arg) décrite pour certaines protéines 

(protéine a2 de levure, histones H2A et H2B; HALL et al., 1984) n'est 

retrouvée dans le récepteur, Si l'activité constitutive des mutants de 

délétion de la région E est bien connue, l'explication du rôle de 

régulation négative de cette région reste hypothétique. En fonction 

des résultats acquis, on pourrait supposer qu'en l'absence d'hormone, 

les domaines-clés du fonctionnement du récepteur soient verouillés par 

une conformation structurale particulière du récepteur (DANIELSEN et 

al., 1986 ; GODOWSKI et al., 19871, ou plutôt par une structure 

quaternaire spécifique mettant en jeu la protéine HSP 90 (PRAIT, 1987 

PRATT et a1.,1988). La fixation du stéroide entrainerait une 

modification de la structure tertiaire du récepteur. Cette 

perturbation (probablement située dans la région C-terminale) 

permettrait via la zone charnière D, une exposition du site de liaison 

à l'ADN et du peptide signal. L'hypothèse peut m& aller plus loin en 

supposant qu'après une modification locale de la structure de la 

chromatine, le récepteur se fixerait au complexe d'initiation par 



l'intermédiaire d'un facteur protéique régulateur qui pourrait 

interagir avec la région A/B du récepteur. 



V - S T R U m  QUATERNAIRE DU RM=EPTEUR 

Depuis qu'il a pu être démontré que le molybdate, oxyanion d'un 

métal de transition, pouvait stabiliser l'activité de liaison au 

stéroide du récepteur non lié et inhiber réversiblement le phénomène 

de la transformation (DAHMER et al., 1984) ; plusieurs équipes se sont 

attachées à préciser l'organisation moléculaire de la forme non 

transformée du récepteur, stabilisée par le molybdate. L'analyse du 

récepteur purifié, stabilisé w r  le molybdate, a permis de déceler une 

hétérogénéité de structure, La purification du récepteur non 

transformé des cellules L de souris (HOUSLEY et PRATT, 1983) et du 

foie de rat (GRANDICS et al., 1984a ; IDZIûREK et al., 1985) permet de 

caractériser une protéine majeure de 90-100 K d a .  Par ailleurs, lorsque 

des stéroides marqueurs d'affinité sont utilisés pour identifier la 

sous-unité liant l'hormone dans le récepteur de la progestérone 

stabilisé par le molybdate, deux protéines de 80 K d a  et 110 Kda 

apparaissent radiomarquées, plus une protéine 90 Kda non marquée 

(RENûIR et al., 1986 ; DûüGHERTY et al., 1984). La même observation a 

pu être obtenue pour le récepteur des glucocorticoides des cellules L 

de souris, qui se compose d'une protéine de 100 K d a ,  identifiable par 

marquage spécifique au 21-mésylate de dexaméthasone et d'une protéine 

de 90 K d a  ne liant pas le stéroide. Dans le cas du récepteur des 

glucocorticoides du rat, cette individualisation est rendue plus 

délicate puisque la protéine liante ( -  94 K d a )  ne se sépare quasiment 

pas en électrophorèse de la protéine 90 Kda non liante (WRANGE et al., 

1984 ; IDZIOREX et al., 1985). Ces deux protéines furent clairement 



différenciées grâce à des critères immunologiques. Un anticorps 

monoclonal préparé contre le récepteur de la progestérone d'oviducte 

de poule (RADANYI et al., 1983) réagit sp6cifiquement avec cette 

protéine de masse 90 Kda et également avec la forme non transformée du 

récepteur des oestrogènes, des glucocorticoides et des minéralo- 

corticoides (JOAB et al., 1984). L'inxnunoadsorption du récepteur des 

glucocorticoides stabilisé P r  le molybdate, avec un anticorps 

monoclonal spécifique dirigé contre la sous-unité liant le stéroide, 

entraine la coélution de la protéine 90 Kda, contrairement à l'effet 

observé en présence de récepteur transformé (SANCHEZ et al., 1985, 

1987). L'ensemble de ces résultats a permis de démontrer que la forme 

non transformée des récepteurs stéroidiens contient une protéine non 

liante de masse 90 Kda en plus de la protéine liant le stéroide. 

1 - Interaction avec la protéine HSP 90. 

Grâce à l'utilisation d'anticorps spécifiques, SANCHEZ et al (19851 

ont démontré que la protéine 90 Kda associée au récepteur est une 

protéine de choc thermique (HSP). Elle contient une région fortement 

conservée chez de nombreuses espèces et est retrouvée depuis les 

champignons jusqu'awc mammifères supérieurs (RIEHL et al., 1985). 

Cette protéine est assez abondante puisqu'elle représente 0'5 à 1 % 

des protéines cytosoliques (SANCHEZ et al., 1985). Elle est 

phosphorylée au niveau des résidus de sérine dans les cellules 

intactes (HOUSLEY et al., 1985 ; MENDEL et al., 1986) et serait 



localisée essentiellement dans le cytoplasme des cellules (GASC et 

al,,1984). 

Le récepteur non transformé serait donc associé à la protéine 

HSP 90 pour former un complexe hétéromérique de masse moléculaire - 

300 Kda. Cependant, la stoechiométrie exacte de cette composition 

n'est pas clairement établie, même si une association de deux 

molécules d'HSP et d'une molécule protéique liant spécifiquement le 

stéroide prait le plus vraisemblable (cf 2e partie, chapitre V I .  

Après transformation du récepteur, phénomène induit par la liaison de 

l'hormone, se produit une dissociation concomittante de la HSP9O 

(MENDEL et al., 1986). Ce phénomène, reproduit à partir d'homogénats 

cellulaires par élévation de la température, ou retrouvé dans les 

cellules intactes incubées à 37"C,  en présence du stéroide ligand, 

dans des conditions physiologiques (LEFEBVRE et al., 1988a); démontre 

que la dissociation HSP-récepteur constitue la modification 

physicochimique essentielle subie par le récepteur au cours de la 

transformation. La réalité de ce mécanisme parait d'autant plus 

significative qu'en présence de RU 486 et d'autres antigluco- 

corticoides, l'ensemble de ce processus est inhibé (LEFEBVRE et al., 

1988b). 

On peut supposer que, dans ce dernier cas, une modification 

conformationnelle du récepteur induite par la liaison du stéroide, et 

aboutissant à une déstabilisation du complexe HSP-récepteur ne 

pourrait survenir. Si la réalité physiologique d'une association HSP- 

récepteur apparaît de moins en moins contestée (PRATT et al., 1988 ; 

HOWARD et DISTELHORST, 1988), son rôle précis reste encore à 



déterminer. La synthèse d'HSP peut être augmentée par divers stress, 

tels une élévation de température supérieure à 40'C (KELLEY et 

SCHLEçINGER,1978) ou un apport de glucose chez des cellules 

préalablement soumises à une privation (KASAMBALIDES et LANKS, 1981). 

Le fait que ces protéines existent depuis les eucaryotes 

primitifs jusqu'à l'honane, et que leur synthèse augmente 

considérablement en réponse au choc thermique, leur confère un rôle 

essentiel dans les processus de survie cellulaire (SCHLESINGER et al., 

1982). La fonction précise de la protéine HSP 90 reste cependant 

inconnue à l'heure actuelle. L'apparition de la HSP 90 dans le noyau 

des cellules a pu être visualisée dans des embryons de poulet soumis à 

deux chocs thermiques consécutifs (COLLIER et al., 1986). D'autre 

part, des travaux récents ont montré que la protéine HSP 90 pouvait se 

lier aux filaments d'actine, selon un processus dépendant de la 

calmoduline (KOYASU et al., 1986). Il est donc possible que la HSP 

puisse avoir un rôle de transport intracellulaire de certaines 

protéines. En ce sens, d'autres protéines seraient concernées comme la 

tyrosine kinase ppôOV-SrC capable de se lier de façon transitoire à 

1'HSP 90 avant l'intégration de la kinase dans la membrane (SCHUH et 

al., 1985). Selon HOWARD et DISTELHORST (1988)' la HSP 90 pourrait 

jouer un rôle dans la régulation de la dégradation intracellulaire du 

récepteur. Ces auteurs ont en effet pu observer que le temps 

d'association de la HSP avec le récepteur correspondait à la durée de 

demi-vie de celui-ci dans la cellule. Eh dépit de ces différentes 

hypothèses qui demandent à être confirmées, le rôle essentiel de la 

HSP 90 est sans doute d'inhiber la liaison du récepteur à l'ADN 



(PRATT, 1987). Cornne la HSP n'est pas capable de se lier à l'ADN, il 

est très probable qu'en s'associant au récepteur, elle masque le site 

de liaison du récepteur à l'ADN. Si cette hypothèse est la plus 

vraisemblable, il serait intéressant de tenter de comprendre le 

mécanisme moléculaire d'interaction entre ces deux protéines. La 

séquence maintenant connue de la HSP 84 de souris (MOORE et al., 1987) 

permet de proposer par calcul, sa structure secondaire prédictive 

(tableau VI). Cinq régions essentielles peuvent être distinguées, ûn 

peut remarquer, en particulier, une région très chargée (150-320) à 

proximité de deux régions fortement hydrophobes. 

Quatre observations expérimentales permettent de proposer un 

mécanisme possible d'interaction entre le récepteur et HSP 90. -(i) 

GEHRING et ARNDT (1985) ont observé que le récepteur mutant nti 

(protéine de 40 Kda, ne possédant que la région C-terminale et le site 

de liaison à l'ADN),existait à l'état non transformé stabilisé par le 

molybdate sous forme d'un complexe 8-9 S. -(ii) Un récepteur mutant, 

tronqué de sa région C-terminale active la transcription même en 

l'absence d'hormone (mutant constitutif), (MIESFELD et al., 1986). 

-(iii) DANIELSEN et al. (1986) puis PRATT et al. (1988)' par l'analyse 

de mutants spécifiques et de leurs caractéristiques hydrodyriruniques, 

ont pu proposer l'existence d'une région particulière du récepteur 

localisée en position 595-615 dans la séquence du récepteur de rat, 

qui serait directement impliquée dans l'association avec la HSP 90. 

Cette région possède une forte homologie de séquence avec des régions 

équivalentes du récepteur de la progestérone, des oestrogènes et des 

minéralocorticoides. On peut penser que, dans le récepteur non 



TABLEAU VI - PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DE LA PREVISION DE STRUCTURE SECONDAIRE DE LA PROTEINE HSP 84 
DE SOURIS 

* 
Charge nette des zones hydrophiles 

POSITION 

- 
1 - 150 

151-320 

321-420 

42 1-560 

56 1-724 

+ 

POURCENTAGE * 
CHARGE 

- 5 

-2 7 

O 

- 2 

- 8 

HYDROPHOBICITE 

6 5 

15 

65 

2 7 

50 

PARTICULARITES 

Région 50 - 70 
particulièrement 
chargée et exposée 

1 hélice chargée 
négativement :215-260 

1 hélice chargée 
positivement 261-275 

1 hé1 ice chargée 
positivement 345-355 

2 régions exposées 
420-432 
540-560 

. 

COUDE 

18 

15 

15 

1 O 

2 O 

HELICE a 

43 

50 

50 

6 O 

50 

FEUILLET B 

2 4 

20 

3 O 

25 

2 2 



transformé, cette région relativement hydrophobe interagirait avec un 

des domaines entourant la région hydrophile chargée de la HSP 90. Au 

cours de la transformation, la liaison du stéroide induirait une 

modification conformationnelle de la région C-terminale du récepteur, 

entrainant la dissociation de la HSP, et exposant ainsi le site de 

liaison à l'ADN du récepteur. -( iiii) Recemrient , RMIN et al., ( 1988) 

utilisant des agents de couplage des protéines (réactifs 

bifonctionnels clivables) ont démontré que la région N-terminale du 

récepteur n'était pas en contact direct avec la protéine HSP 90 dans 

le récepteur non transformé des cellules S49 de souris, 

Selon PRATT (1987), des groupements thiols joueraient un rôle 

essentiel dans l'interaction entre le récepteur et 1'HSP 90. 

TIENRUNGRûJ et al. (1987a) ont ainsi démontré que l'eau oxygénée était 

capable d'inhiber la conversion 9s 4 4 s  du récepteur cytosolique de 

cellules L et la dissociation de 1'HSP. Cet effet peut être inhibé par 

l'addition de dithiothréitol. Des groupements thiols de cystéines 

localisées spécifiquement dans la région C-terminale du récepteur 

joueraient un rôle dans la transformation (BODWELL et al., 1984 ; 

BLICQ et al., 1988). Un facteur endogène, inhibiteur de la 

transformation, de faible masse moléculaire, de nature métallique 

(PRA?T, 1987) ou phosphoglycéridique (BODINE et LITWACK, 1988) serait 

mis en jeu, Ce dernier facteur possède une action "molybdate-like" et 

est 250 fois plus actif que le molybdate lui-même. 

Cependant, si l'action stabilisante du molybdate sur 

l'interaction récepteur-HSP peut s'expliquer par la formation d'un 

complexe entre cet ion métallique et des résidus de cystéine 



adjacents (PRATT, 1987), le mécanisme d'action d'un modulateur 

phosphoglycéridique reste inconnu. 

Une déphosphorylation du récepteur au cours de la 

transformation a également été proposée (SCHMIDT et al., 1982 ; REXER 

et al., 1987 ; MENDEL et al. 1987 ; TIENRUNGRIXT et a1.,1987b), Mais 

ces résultats restent encore imprécis et une modification du degré de 

phosphorylation du récepteur ne peut expliquer directement la 

dissociation du récepteur non transformé. 

2 - Interaction avec d'autres protéines 

Compte-tenu d'une masse moléculaire d'environ 300 Kda, la 

composition la plus probable du récepteur non transformé serait de 

deux HSP pour une molécule de récepteur. Cependant, dans l'attente 

d'une preuve absolue, rien ne permet de prétendre que d'autres 

molécules ne puissent s'associer au récepteur non transformé. Ainsi, 

la purification du récepteur transformé par chromatographie sur 

phosphocellulose et DNA-cellulose, a permis d'obtenir un composant de 

masse 94 Kda liant spécifiquement le stéroide et une protéine de 72 

Kda (WRANGE et al., 1984 ; WRANGE et al., 1986). Cette dernière 

accompagnerait le récepteur avec un rapport molaire de 3 : 2. Elle est 

différente du récepteur car elle ne se lie pas à l'hormone et ne 

réagit pas avec un anticorps anti-récepteur. La protéine 72 Kda est 

incapable de se lier à l'ADN mais est associée au récepteur lorsque 

celui-ci se lie à l'ADN. L'identité et le rôle de cette protéine 

restent cependant inconnus. En particulier, il resterait à préciser si 



cette protéine est une sous-unité fonctionnelle du récepteur ou si 

elle représente un composant CO-purifié avec le récepteur. 

Un autre composant, probablement associé au récepteur non 

transformé a été identifié par TAI et al. (1986). A partir d'un 

anticorps monoclonal préparé contre la forme non transformée du 

récepteur de la progestérone, deux protéines de masses 92 Kda et 59 

Kda sont identifiées. La protéine 59 Kda est associée avec HSP 90 et 

l'épitope reconnu par l'anticorps est présent sur le composant 59 

Kda. Cet anticorps entraîne l'immunoadsorption spécifique du récepteur 

des androgènes, des oestrogènes, des glucocorticoides et de la 

progestérone chez le lapin, Ehfin, la digestion enzymatique partielle 

des composants 59 Kda et 92 Kda révèle que cette protéine 59 Kda est 

structuralement différente de HSP 90. Cette observation mériterait 

d'être confirmée par d'autres auteurs avant de conclure à la présence 

réelle d'une protéine 59 Kda dans le récepteur non transformé. 

Finalement, WHEATHERILL et BELL (1987) ont observé une 

variation du rayon de Stokes du récepteur des glucocorticoides sous 

forme non transformée par passage sur une colonne de lipidex 1000, ou 

par traitement du récepteur à la phospholipase C, sans que ces 

traitements entraînent une transformation du récepteur, Ils en 

déduisent qu'un composant lipidique serait responsable du maintien de 

la forme non transformée du récepteur. 



3 - Interaction avec les acides ribonucléiques 

a )  Mise en évidence 

La liaison des récepteurs stéroidiens avec la DNA-cellulose, 

peut être déplacée par des homopolyribonucléotides (LIAO e t  al., 

1980). Parmi  ceux-ci, poly G et poly U sont les plus actifs alors que 

poly A et poly C ne sont pas actifs. L'efficacité de compétition de 

ces polynucléotides nécessite une longueur suffisante (15 à 20 

nucléotides) et une structure simple brin. 

Ces observations, rapportées d'abord pour le récepteur des 

androgènes, de la progestérone et des glucocorticoides ont pu être 

confirmées dans le cas du récepteur des oestrogènes (FELDMAN et  al., 

1981). Un extrait d9ARN cellulaire total est capable d'inhiber la 

liaison du récepteur des glucocorticoides et des oestrogènes à la 

DNA-cellulose dans les cellules K F 7  (CHONG et LIPPMAN, 1982). D'autre 

part, le traitement du cytosol par les ribonucléases (RNases) A et Ti 

entraîne une augmentation significative du taux de liaison du 

récepteur à la DNA-cellulose (TYMOCZKO et FJHILLIPS, 1983; ROSSINI, 

1985). L'ensemble de ces observations suggère qu'une molécule d'ARN 

serait associée aux récepteurs stéroidiens et pourrait couvrir le site 

de liaison à l'ADN. La dissociation de cet ARN, permettrait alors au 

récepteur de se transformer. Une association du récepteur des 

oestrogènes 8 des ribonucléoprotéines a également été décrite (LIANG 

et LIAO, 1974).  L'effet des RNases sur les propriétés hydrodynamiques 

du récepteur des glucocorticoides fut rapporté pour la première fois 



par TYMOCZKû et PHILLIPS (1983). L'addition de 500 U/ml de RNase A 

entraîne une dissociation partielle du complexe 8s en la forme 4s du 

récepteur, phénomène concomittant d'une affinité accrue de ces 

complexes pour la DNA-cellulose . La localisation nucléaire du 
récepteur des glucocorticoides et leur extraction par la RNase A 

suggère qu'une partie des complexes hormone-récepteur serait liée à 

des ARN nucléaires (ROSSINI et BARBIRûLI, 1983 ; RûSSINI, 1984). 

KOVACIC-MILIVOJEVIC et al. (1985) ont caractérisé une forme 

moléculaire du récepteur des glucocorticoides (5,2S), intermédiaire 

entre la forme non transformée 9s et la forme transformée 3,8S, dans 

les cellules AtT-20 de souris. Cette forme peut se dissocier en une 

forme sédimentant à 3,8S par une élévation de la force ionique (0,3 M 

KC1). Elle peut aussi être obtenue par addition d'un facteur 

cytosolique ne liant pas l'hormone, au récepteur 3'8s. Ce facteur non 

dialysable, stable à l'ébullition, est détruit par la RNase A. 

L'extraction de ce facteur par un mélange phénol-chloroforme suggère 

qu'il s'agit d'une molécule d'Am (KOVACIC-MILIVOJWIC et al., 

1985).Selon ces auteurs, la forme 5,2S serait donc constituée d'une 

molécule de récepteur (96 Kda) et d'une molécule d9ARN associé de 36 

Kda. KOVACIC-MILIVOJWIC et VEDECKIS (1986) montrent d'autre part, que 

la forme non transformée du récepteur (9s) est résistante à l'action 

de la mase A (90 U / m l ) .  Ce dernier résultat semble contredire les 

données rapportées précédemment qui démontraient qu'une conversion 8s 

4s du récepteur des glucocorticoides induite par la RNase A est 

concomittante d'une augmentation de l'affinité du récepteur pour la 

DNA-cellulose (TYMOCZKO et PHILLIPS, 1983). Le même phénomène a 



d'ailleurs été observé dans le cas des récepteurs des oestrogènes et 

de la progestérone (THOMAS et KIANG, 1985, 1986). Ces différents 

résultats permettent de supposer que l'hydrolyse d'une molécule d'Am 

serait impliquée au cours de la transformation, soit en une étape 

(RûSSINI, 1985), soit en deux étapes avec appwition d'une forme 

intermédiaire (KOVACIC-MILIVOJEVIC et al., 1985). Cette hypoth&se peut 

d'ailleurs être confortée par le fait qu'un facteur cytosolique 

inactivé par la RNase A, permet de reconstituer la forme 8s native du 

récepteur, lorsqu'il est incubé avec le récepteur transformé, 

partiellement purifié (HUTCHEXS et al,, 1982). 

Selon SCHMIDT et al. (1986), le fait qu'une association d'ARN 

cytosoliques avec le récepteur soit un artefact semble peu probable 

puisque le récepteur transformé, purifié par chromatographie 

d'affinité, possède une affinité deux fois plus élevée pour la DNA- 

cellulose, après traitement à la RNase A (50 U/ml). Une étude 

originale de ECûNûMIDIS et iWUSSEAU (1985) a pu démontrer que le 

récepteur était associé à une molécule d9ARN dans des cellules 

intactes. Ainsi, après marquage covalent du récepteur au mésylate de 

dexaméthasone tritié et pontage moléculaire au formaldéhyde ou par 

irradiation des cellules intactes, l'analyse du récepteur par 

ultracentrifugation en chlorure de césium démontre que celui-ci se 

comporte comme une ribonucléoprotéine. 



b) Wactérisation d 'une molécule d 'ARN associée. 

A partir d'une préparation de récepteur cytosolique purifié 

sous forme non transformée provenant de foies d'animaux préalablement 

soumis à une injection de phosphate mrqué au phosphore 32, GRANDICS 

et al. (1984b) suggèrent qu'un composant de 24 Kda CO-élu6 avec le 

récepteur pourrait être de nature polynucléotidique. A partir de 

cellules L de souris, HOUSLEY et PRATT (1984) détectent une bande de 

21 K d a  éliminée par traitement à la RNase A, copurifiée avec le 

récepteur non transformé purifié. La caractérisation d'une molécule 

d'Mt% associée au récepteur non transformé a été poursuivie par WEBB 

et al. (1986). Ces auteurs, identifient, à partir d'une préparation de 

récepteur purifié 4000 fois, un ARN d'environ 110 nucléotides CO-élue 

avec le récepteur au cours de la dernière étape de purification. Ce 

résultat va à l'encontre de l'observation de KOVACIC-MILIVOJEVIC et 

VEDECKIS (1986) qui ne parviennent pas à détecter un éventuel ARN 

associé dans une préparation de récepteur non transformé hautement 

purifié. Ce dernier résultat peut toutefois sembler critiquable, 

compte-tenu de la très faible quantité de récepteur analysé par ces 

auteurs (3 à 6 m l  de préparation cytosolique). Une molécule dlARN 

associée au récepteur transformé (ALI et VEDECKIS, 1987a, 1987b) a 

également été caractérisée. A partir de prémations cytosoliques, 

diverses molécules d'ARN sont isolées d'un complexe ARN-récepteur 

sedimentant à 6S, en gradient de saccharose. Ces sont des ARN de 

transfert de 74 à 80 nucléotides parmi lesquels ont été identifiés 



tRNAarg, tRNAlys et tRNAhis. Ces molécules d'ARN de transfert sont 

capables de s'associer à la forme mondrique transformée (4s) du 

récepteur pour former un complexe 6s. Cependant, la signification . 

d'une telle association reste à éclaircir, En effet, celle-ci peut 

être obtenue avec des tRNA d'organismes aussi différentes que E.coli, 

la levure ou le lapin. D'autre part, l'apparition de tels complexes 

tRNA-récepteur n'est obtenue qu'au prix d'un excès de 500 fois d'ARN 

par rapport au récepteur ! .  

C) Signification physiologique 

La signification précise d'une éventuelle association du 

récepteur avec une molécule d'ARN est encore inconnue. La première 

hypothèse proposée par CHONG et LIPPMAN (1982) suggère que cette 

molécule masque le site de liaison à l'ADN dans le récepteur non 

transformé. Dans ce cas, la transformation pourrait dépendre de 

l'action d'une RNase endogène, comme l'a suggéré ROSSINI (1985)' qui 

démontre que l'inhibiteur placentaire de la ribonucléase A (RNasine) 

peut inhiber la transformation des complexes hormone-récepteur 

normalement induite par une élévation de température. Cependant, ce 

résultat est contredit par TYMOCZKO et F'HILLIPS (1983) qui observent 

que le même inhibiteur diminue l'affinité du récepteur pour l'ADN 

induite par l'action de la RNase A, mais pas par une élévation de 

température. La réalité de l'implication de l'hydrolyse d'un ARN 

associé, au cours de la transformation apparaît douteuse au vu des 

observations de RQSSINI (1985) et est infirmée par SCHMIDT et al, 



(1986) qui démontrent que la protéine S de la ribonucléase (forme 

catalytiquement inactive de la ribonucléase A)  peut entraîner le même 

effet de stimulation de la liaison du récepteur à l'ADN que la RNase 

A. Le site de liaison à 1'ARN au niveau du récepteur pourrait moduler 

l'affinité du récepteur pour l'ADN (TYMOCIXO et al., 1984). Ces 

auteurs vont même plus loin en proposant que le récepteur des 

glucocorticoides possède des sites séparés de liaison pour l'ADN et 

pour un ARN. Eh effet, le traitement du récepteur à la chymotrypsine 

diminue l'effet inhibiteur des ARN sur la liaison du récepteur à la 

DNA-cellulose, sans affecter la capacité de liaison propre du 

récepteur à l'ADN (TYMOCZKO et LEE, 1985). 

D'autres hypothèses ont été proposées pour tenter de comprendre 

la signification physiologique d'une association récepteur-ARN 

(tableau VII), Ainsi, ce complexe pourrait jouer un rôle dans la 

translocation du récepteur vers le noyau (DE ROBERTIS, 1983) ou dans 

sa rétention intranucléaire selon un mécanisme analogue au système des 

SRP (signal recognition particles) (WALTER et al., 1984 ; KING et 

GREENE, 1984 ; WELSHûNS et al., 1984). L'association ARN-récepteur 

pourrait être impliquée dans la régulation de l'activité 

transcriptiomelle, en modulant l'affinité du récepteur pour l'ADN, 

peut-être pâr la formation d'un hybride ARN-ADN qui faciliterait ainsi 

la liaison du récepteur à l'ADN (KOVACIC-MILIVOJEVIC et al., 1985). 

De nombreux auteurs supposent qu'un complexe ARN-récepteur 

pourrait agir à un niveau post-transcriptionne1 (LIA0 et al., 1980 ; 

TYMOCZKO et al., 1984). Le récepteur pourrait ainsi jouer un rôle dans 

la stabilisation des ARNm produits après stimulation hormonale (Mc 



TABLEAU VI1 - PRINCIPALES HYPOTHESES CONCERNANT LA SIGNIFICATION BIOLOGIQUE D'UNE ASSOCIATION RECEPTEUR-ARN 

HYPOTHESE 

(1) Une molécule d'ARN associée au 
récepteur non transformé empêche sa 
liaison à l'ADN 

(2)  Rôle dans la translocation du 
complexe hormone-récepteur vers le 
noyau 

( 3 )  Régulation de l'activité 
transcriptionnelle 

( 4 )  Rôle à un niveau post- 
transcriptionnel 

(5) Dégradation et recyclage 
intracellulaire du récepteur 

C 

*&. 

MECANISME 

- Compétition entre l'ADN et 1'ARN 
pour le site de liaison à l'ADN du 
récepteur 

- L'hydrolyse spécifique d'une molé- 
cule d'ARN sur un site distinct du 
site de liaison à l'ADN, entraîne une 
augmentation d'affinité du récepteur 
pour l'ADN 

- Analogie au système des SRP (trans- 
port intra-nucléaire) 

- Formation d'un hybride ADN-ARN, 
facilitant la liaison du récepteur à 
1 'ADN. 

- Stabilisation des mRNA induits par 
la stimulation transcriptionnelle. 

- Translocation et maturation des 
ARN-messagers transcrits selon un 
système analogue aux "snurps" 

- Système d'ubiquitination ATP- 
dépendant. 

1 
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KNIGHT et PALMITER, 1979) ainsi que dans la maturation et la 

translocation intracytoplasmique des ARNm (TYMOCZKO et al. , 1984 ; 
GAMVON et al., 1979). La matrice nucléaire et en particulier les 

"Snurps", structures impliquées dans la maturation et l'épissage des 

AFNm, sont aussi des sites spécifiques de fixation des complexes 

hormone-récepteur (LIA0 et a1.,1973 ;BARRACK, 1983) . 
Une dernière hypothèse, concernant un rôle post- 

transcriptionnel éventuel d'un complexe tRNA-récepteur a été proposée 

récement (ALI et VEDECKIS, 1987~). Elle met en jeu la dégradation du 

récepteur et d'autres protéines par le système ubiquitine-ATP 

dépendant (FINLEY et VARSHAVSKY, 1985). Grâce à ce système, le 

récepteur est attaché covalentiellement à l'ubiquitine par 

l'intermédiaire d'un complexe tRNAHiS-récepteur, Ainsi, la dégradation 

rapide du récepteur transformé (Mc INTYRE et SAMUELS, 1985) pourrait 

dépendre d'un tel mécanisme. 

Quoiqu'il en soit concernant le rôle exact d'une molécule d'Am 

associée au récepteur, différents résultats ont souligné la présence 

d'une telle association dans l'ensemble des récepteurs stéroidiens. 

Cette association ne semble pas correspondre à un artefact puisqu'elle 

est identifiée à partir de cellules intactes (ECONOMIDIS et FUXJSSEAU, 

1985) et que des molécules d'ARP4 ont été caractérisées à partir de 

préparations de récepteur purifié (WEBB et al., 1986 ; SABLONNIERE et 

al., 1988). Néanmoins, il nous a semblé intéressant de résumer les 

données les mieux documentées des systèmes intracellulaires où des 

interactions entre ARN et protéines spécifiques ont été décrites. 



d )  Mécanismes des interactions ARN-protéines 

L'étude des interactions ARN-protéines est d'emblée délicate, 

dans la mesure, où, à l'opposé de l'ADN, chaque molécule d'ARN possède 

une structure tertiaire qui lui est propre. Ainsi, les mécanismes 

d'interaction d'une molécule d'Am avec une protéine sont plus proches 

des interactions protéine-protéine que des interactions entre ADN et 

protéines (récemment revu par WICKENS et DAHLBERG, 1987). 

Les principes généraux du mécanisme d'interaction entre ARN et 

protéines ont d'abord été obtenus par l'étude de systèmes simples où 

une seule proteine interagit avec une seule molécule d'ARN.Même si un 

faible nombre d'ARN n'a pu être analysé jusqu'ici, certaines carac- 

téristiques structurales ont pu être précisées. Ch peut remarquer, en 

particulier la fréquence d'une adénosine non appariée. Etant isolée, 

cette adénosine serait exposée vers l'extérieur de l'hélice. Par 

exemple, dans l'interaction spécifique entre la protéine d'enveloppe 

du coliphage R17 et un ARN de 21 paires de bases, une adénosine 

essentielle pour la liaison à la proteine entraîne une distorsion 

d'une hélice de 7 paires de bases. De telles structures sont 

également retrouvées dans la zone d'interaction entre les ARN des 

"snurps" et leurs protéines conune dans le cas de 1'ARN U2 (MATTAJ et 

al., 1986). Il en est de même dans l'inte-astion de 1'AW 5s avec le 

facteur de transcription TFIIIA (AMERSEN, 1987 ) . Ehf in, de nombreuses 
protéines des ribosomes interagissent spécifiquement avec 1'ARN 16s 

selon le même mécanisme (BRIMACOMBE, 1988). Des régions simple-brin 

sont également impliquées dans l'interaction avec les protéines : 



ainsi l'interaction ARN Ui-"snurps" met en jeu une région simple-brin 

de la molécule d'ARN (LIAUTARD et al., 1982) .  

Il semble qu'une s6quence 5 'A  U U U U U G 3' '  retrouvée dans la 

plupart des ARN des "snurps" (Ui, U2, U4) soit essentielle à la 

fixation des protéines (MAll'AJ et DE RûBERTIS, 1985).  Cependant 

l'interaction avec la protéine dépend fortement de la structure 

secondaire de l'ARP4 puisque deux hélices encadrant cette région 

simple-brin sont essentielles à la stabilité du complexe (Fig. 11) 

( W A J  et a l . ,  1986). 

Dans le cas du facteur de transcription TFIIIA de xénope, une 

hélice de 70 nucléotides est impliquée spécifiquement dans la fixation 

de la protéine. 

Un dernier exemple, le mieux étudié des interactions ARN- 

protéines est constitué par le ribosome (revu par BRIMACOMBE, 1988). 

Dans ce cas où la structure secondaire est très complexe, les sites 

d'interaction avec les protéines se situent au niveau des boucles soit 

disposées à l'extrémité d'une hélice, soit faisant saillie au milieu 

d'une hélice (Fig. 1 1 ) .  Les mécanismes d'interaction sont 

certainement, en réalité plus complexes puisqu'ils dépendent aussi 

d'une structure tertiaire propre à chaque molécule d'ARN. Qu'en est-il 

de la structure des protéines acceptrices, c'est-à-dire du deuxième 

partenaire ?. Le clonage des gènes codant pour les protéines A et C 

(spécifiques du complexe Ui -"snurpsW) et des protéines Ui-A et U2-B a 

permis d'obtenir la séquence primaire de certaines d'entre elles. De 

la comparaison de ces séquences, émerge une séquence consensus: 

Arg(Lys1-Gly-Phe(Tyr1-Gly(A1a)-Phe(5?.)1 - X -Phe(Tyr) 
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Figure 11. Schéma de structure des différents ARN où sont précisées 
les zones d'interaction avec les protéines. 
A. Interaction de 1'ARN 16s du ribosome dtE.coli avec les protéines A 
Ss, Sii, Si7 et Szi de la petite sous-unité (BRIMAWE, 1988). 
B. Séquences d'AM 5s d'eucaryotes et leur zone d'interaction avec le 
facteur de transcription TE'IIIA (ANDERSEN, 1987). [A 
C. Hypothèse d'interaction entre la particule "Uz-snurp" et six 
pro téines spécif iqiies ( MATTAJ et al. , 1986 . 
D. Interaction entre ltARNm codant pour la ferritine et son produit de 
traduction (STARZYK, 1988). 

Dans les figures B et D, les séquerices soulignées corr-espndent 
au site spécifique d'interaction avec la protéine. 
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qui est également retrouvée dans la protéine liant le poly A, et dans 

les protéines Ai, A2 et C des complexes * "hn RNP" . Selon SWANSON et 
a1,(1987), cet octapeptide pourrait être significatif d'une protéine 

capable de lier une molécule d'AN. On peut supposer que, la 

succession de chaînes latérales cycliques hydrophobes puisse 

s'intercaler entre les bases de la chaîne polynucléotidique de 1'ARN. 

Le résidu d' arqinine qui débute cette séquence forme une liaison 

saline avec les restes phosphate de la chaîne d'ARN. Cependant, cette 

séquence consensus n'est pas retrouvée dans toutes les protéines liant 

l'AFIN, c'est le cas notamment des protéines des ribosomes ou des 

protéines capsidiques des virus à ARN (SWANSÇON et al., 1987). 

D'autres types d'interactions pourraient exister entre les bases 

exposées non appaxiées faisant saillie à l'extérieur d'une hélice et 

certains acides aminés de la protéine ; mais aucune description 

précise de ce type d'interaction n'a été proposée. 

Pour mieux comprendre ces interactions, les techniques de 

séquençage et de prévision de structure secondaire des ARNs sont 

indispensables. D'autre part, les méthodes utilisées pour l'étude des 

interactions ADN-protéines peuvent être appliquées et en particulier 

les techniques d'empreintes, de migration retardée en gel d'acrylamide 

et de mutagénèse dirigée. Plus récenunent encore, l'utilisation de 

nucléotides photoactivables utilisés pour la réalisation de pontages 

moléculaires avec la protéine a été décrite (EXPERT-BEZANCON et 

WOLLENZIEN, 1985). 

* 
hn RNP : Heterogenous Nuclear Ribonucleoprotein P a r t i c l e s .  



L'étude de ces interactions, déjà très poussée dans le cas du 

ribosome, fait l'objet d'une attention particulière dans le phénomène 

de maturation des ARN messagers. Dans ce cas, une interaction 

spécifique entre sept protéines et cinq ARN et son organisation en un 

complexe (spliceosome) impliqué dans l'épissage et la maturation des 

ARNm précurseurs, représente un système où les interactions multiples 

ARN-ARN, ARN-protéines et protéines-protéines restent encore m l  

connues. 

Les " snurps " sont localisés uniquement dans le noyau alors 

que les protéines libres de ces particules s'accumulent dans le 

cytoplasme. Ainsi, selon MA?TAJ et al. (1986)' un signal de transfert 

nucléaire serait donc formé grâce à une conformation spécifique d'un 

complexe U ARN-Snurp, exposant une séquence signal sp6cifique de 

transfert nucléaire portée à la fois par la protéine et par l'ARN, 

L'ensemble de ces observations témoigne d'une grande variété et 

de l'importance des interactions ARN-protéines impliquées non 

seulement dans la traduction (ribosome) mais aussi dans la régulation 

des mécanismes post-transcriptionnels (snurps). Le mécanisme 

d'interaction d'une molécule d'ARN avec le récepteur des 

glucocorticoides reste inconnu. Si l'interaction possible d'un ARN 

avec le domaine B du récepteur a été proposée, aucune structure 

précise n'a encore été décrite, mise à part l'éventualité de 

l'existence d'un ARN de transfert (ALI et VEDECKIS, 1987b'c). Une 

interaction du type U2 - snurps semble devoir être écartée dans la 

mesure où la séquence octapeptidique décrite par SWANSON et al. (1987) 

n'est pas retrouvée dans le récepteur. 
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Lors de notre arrivée au laboratoire, notre tâche a été 

d'étudier la composition moléculaire du récepteur des glucocorticoides 

sous forme non transformée. Nous disposions pour cela de la technique 

de purification du récepteur par chromatographie d'affinité développée 

depuis 1981 par P.LUSTENBEWER et P.iQ?MS'lXXER et complétée par le 

travail de T.IDZIOREI(. La synthèse et l'utilisation de stéroides 

bifonctionnels pour préciser le nombre de sous-unités liant le 

stéroide n'a pas répondu aux résultats souhaités. L'utilisation de 

techniques chromatographiques en mode haute performance d'me part, et 

l'obtention d'anticorps monoclonaux nous ont ensuite facilité la 

tâche. 

Une hétérogénéité de taille du récepteur non transformé nous a 

conduit à rechercher l'existence d'un autre constituant associé. Une 

collaboration active s'est alors développée avec 1. ECONOMIDIS et M. 

PLACE de l'équipe du Professeur G. ROUSSEAU à BRUXELLES, qui avaient 

démontré l'association du récepteur à une molécule d'MN. Ce sont les 

résultats de l'ensemble de ces efforts que nous allons présenter dans 

cette deuxième partie. 



1 - E;TUDE DES CARACTERISTIQUES PHYSICCCHIMIQLJES DU 

1 - Caractéristiques -ques. 

Elles sont obtenues pas la mesure du coefficient de 

sédimentation, du rayon de Stokes et de la masse moléculaire. Trois 

méthodes permettent ces mesures. Il s'agit respectivement de 

l'ultracentrifugation, de la chromatographie d'exclusion de taille et 

de l'électrophorèse, Grâce à l'utilisation d'un ligand synthétique 

radioactif à haute affinité pour le récepteur et spécifique, le 

récepteur pourra être repéré grâce à la formation d'un complexe 

récepteur-ligand radiorriarqué. Ainsi, une étude de ces caractéristiques 

peut être facilement envisagée à partir de préparations impures 

(cytosol," extrait sulfate de protamine) dans des conditions non 

dénaturantes, c'est-à-dire où l'interaction récepteur-ligand sera 

respectée. 

a) Coefficient de sédimentation 

Après liaison à l'acétonide de triamcinolone tritiée, un 

échantillon cytosolique contenant le récepteur est soumis à une 

ultracentrifugation en gradient de saccharose (5-20 %).  Dans un tampon 

de faible force ionique ( p = 0 ,O5 ) , le récepteur non transformé 

sédimente à 9,3 +, 0'4 S (n = 6) (Fig. 12). Dans un tampon de force 

ionique élevée (p = 0,30), les valeurs obtenues sont un peu plus 

faibles, respectivement de 8,3 2 0'4 S (n = 5). De telles variations 

* 
E x t r a i t  S u l f a t e  de  Protamine : on v e u t  s i g n i f i e r  p a r  ce  terme un é c h a n t i l l o n  

de  r é c e p t e u r  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  p a r  l a  t echn ique  de  p r é c i p i t a t i o n  a u  
s u l f a t e  de  protamine.  
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~igure12 - Mesure du coefficient de sédimentation des formes non transformées et transformées du complexe PH] -TA-récepteur par ultracentrifugation en gradient de saccharose (2-20 2) .  Un échantillon 
cytosolique préparé en tampon TMG Mo est incubé avec l'hormone tritiée avant d'être traité sur 
charbon-dextran pour éliminer l'excès de stéroïde libre. 0,2 ml sont alors déposés sur le I 
gradient (@-O ). Un autre échantillon cytosolique préparé sans molybdate (tampon TMG) 03 4 

est incubé dans les mêmes conditions avant d'être chauffé à 2 5 ' ~  pendant 30 min. 0,2 ml sont I 

alors déposés sur le gradient (&---A ). Après une cercarifugation de 16h à 55000 tr/min, 
des fractions de 0,18 ml sont collectées et soumises à une mesure de radioactivité. Sont 
comparées ici les mesures obtenues dans un gradient préparé en faible force ionique (tampon 
KPjO MG% @ , et en milieu de force ionique élevée (tampon KPIoO MGMo) @ . 



des valeurs des coefficients de sédimentation en fonction de la force 

ionique du tampon utilisé ont déjà été rapportées (SHERMAN et 

a1.,1982). Elles peuvent s'expliquer par une modification du degré 

d'hydratation moléculaire du récepteur, affectant directement la 

valeur du volume spécifique partiel. Malgré un temps d'analyse assez 

long (15 heures) on n'observe pas de dissociation importante du 

complexe oligomérique non transformé. L'utilisation récente au 

laboratoire d'un rotor vertical, qui permet de réduire le temps 

d'analyse à moins de 3 heures, donne des valeurs des coefficients de 

sédimentation sensiblement identiques. 

b)  Mesure du rayon de Stokes 

Classiquement réalisée par chromatographie de gel-filtration, 

cette détermination a été réalisée ici par chromatographie d'exclusion 

de taille en haute performance, ce qui permet de réduire 

considérablement le temps d'analyse et d'améliorer la résolution. Le 

choix des conditions expérimentales et leur justification a d'ailleurs 

fait l'objet d'un précédent mémoire (SABLûhNIERE, 1987). Nous avons 

étudié le rayon de Stokes des complexes hormone-récepteur à l'état non 

transformé et à l'état transformé, en utilisant une colonne TSK G4000 

SW ce qui permet d'obtenir une séparation optimale pour des valeurs de 

rayon de Stokes comprises entre 3 et 11 nm (SABLOhXIERE et a l . ,  1987). 

Le récepteur natif non transformé, stabilisé par le molybdate 

est elué a 16-18 ml, donnant un pic d'allure hétérogène (Fig. 13A)  

contenant deux composants de taille respective de 8,3 f 0,2 nm et 
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Figure 13. ( A )  Analyse du récepteur non transformé par chromatographie 
d'exclusion de taille sur colonne TSK G 4000SW. 
Un échantillon cytosolique (0.2 m l ) ,  préparé en tampon RNMo et incubé 
pendant 4h avec l'acétonide de triamcinolone tritié est injecté sur la 
colonne ( m ) .  Un aliquot préparé en l'absence de molybdate (tampon 
RIG) est analysé dans les mêmes conditions (0);ainsi qu'après 
incubation en présence d'hormone tritiée et d'un excès d'hormone non 
radioactive ( A).LSélution est réalisée en tampon KPisoMMo à un débit 
de 0.5' d / m n  et des fractions de 0.5 ml sont collectées et soumises à 
une mesure de radioactivité. 

(BI  Analyse du récepteur non transformé purifié. 
0.2 ml d'éluat contenant le récepteur non transformé purifié par 
chromatographie d'affinité est injecté sur la colomle TSK G4000 SW. 
Une mesure de radioactivité est effectuée ( ) de même qu'un 
enregistrement de l'absorùance à 280 MI (-).Les flèches indiquerit 
l'élution des protéines standards avec leur rayon de stokes en 
nanomè tres . 



7'1 2 0'2 nm (n = 16). Ces deux pics correspondent à de la 

radioactivité liée spécifiquement au récepteur puisqu'ils ne peuvent 

être observés lorsqu'un échantillon cytosolique témoin est incubé en 

présence d'acétonide de triamcinolone radioactive et d'un large excès 

d'acétonide de triamcinolone non radioactive. On peut remarquer 

d'ailleurs l'existence d'un discret pic non spécifique dont le volume 

d'élution est proche de Vo. Le pic de radioactivité élu6 à 27-29 ml 

correspond à l'élution de l'hormone libre, Un cytosol préparé en 

l'absence de molybdate de sodium a également été analysé avec un 

tampon d'élution dépourvu de molybdate de sodium. Le profil d'elution 

obtenu est similaire à celui observé en présence de molybdate, ce qui 

démontre que le molybdate n'entraîne pas de modification 

conformationnelle particulière du récepteur. 

Par comparaison, le récepteur transformé obtenu par élévation 

thermique à 25°C pendant 30 minutes est caractérisé par un rayon de 

Stokes de 5,2 5 0 ' 2  nm (SABLONNIERE et al., 1986). 

Le récepteur non transformé stabilisé par le molybdate, obtenu 

après purification partielle par précipitation au sulfate de protamine 

possède des caractéristiques identiques (présence de 2 formes de 8'3 

et 7'1 ml. Nous avons d'autre part mesuré le rayon de Stokes du 

complexe hormone-récepteur non transformé et purifié par 

chromatographie d'affinité selon un protocole décrit précédemment 

(IDZIOREK et al., 1985). Un éluat de chromatographie d'affinité 

contenant le récepteur purifié 5000 fois est analysé sur une colonne 

TSK G4000 SW et identifié à la fois par la mesure de la radioactivité 

liée spécifique et par l'absorbante à 280 nm (Fiq. 13B). On observe un 



pic homogène et symétrique correspondant à un complexe hormone- 

récepteur dont le rayon de Stokes est égal à 7'1 i 0,2 m. 

La forme 7,l nm du récepteur cytosolique natif ne correspond 

pas à un artefact d'analyse chromatographique consécutif à une 

dissociation 8,3 nm-+ 7'1 nm puisque la réinjection de la 

radioactivité liée spécifiquement dans le pic de RS = 8'3 nm nous 

redonne un même pic élué avec Rs = 8'3 nm. L'absence de la forme de 

taille 8,3 nm dans le récepteur purifié laisse supposer la 

perte d'un facteur associé au récepteur pendant le protocole de 

purification, à moins que cette différence de taille apparente ne 

corresponde à une modification conformationnelle du récepteur. Une 

telle différence a d'ailleurs été rapportée dans le cas du récepteur 

de la progestérone (ARANY1 et al., 1988). 

Afin de préciser les caractéristiques de ces deux formes du 

récepteur non transformé, celles-ci ont été analysées séparément par 

ultracentrifugation en gradient de saccharose (Fig. 1 4 ) .  Pour éviter 

la dissociation du complexe hormone-récepteur à la suite de l'étape 

chromatographique, l'échantillon contenant le récepteur (extrait 

sulfate de protamine) a été préalablement incubé avec le 21-mésylate 

de dexaméthasone tritié. Dans ces conditions, le profil 

chromatographique est le même que celui révélé précédemment, et 

l'ultracentrifugation conduit à un coefficient de sédimentation 

identique pour les deux formes du récepteur ( S z o , ~  = 9,3 SI .  

L'expérience inverse a par ailleurs été réalisée. Un 

échantillon d'extrait sulfate de protamine, incubé avec l'acétonide de 

triamcinolone tritié est d'abord soumis à une ultracentrifugation. Le 
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Figure 14. Mesure du coefficient de sédimentation des deux formes du 
récepteur caractérisées en chromatographie d'exclusiori de taille. 

Les formes 8.3 nm et 7.1 nm du récepteur sont collectées séparément 
après fractionnement sur colonne TSK G 4000SW (cf.Fig. 13 A). Chacune 
de ces deux formes est alors soumise à une iiltraceritrifugation en 
gradient de saccharose. Le profil de sédimentation du réceptein. (forme 
7.1 nm ( 1 , est comparé avec celui de la forme 8 . 3  rim ( O 1 .  Les 
flèches indiquent le coefficient de sédimentation des protéines 
standards, exprimé en unités Svedberg. 



pic 9s obtenu est recueilli à O ° C ,  dilué au 1/5 et analysé sur colonne 

TSK G4000 SW. Malheureusement, le profil obtenu est assez décevant 

(Fig. 15). On observe un pic très large avec un composant majeur de 

taille 7 nm suivi d'une trainée vers des tailles plus faibles. Cette 

allure hétérogène pourrait correspondre à une modification du 

comportement chromatographique du récepteur suite à son imprégnation 

préalable avec le saccharose. Toutefois, on ne peut observer de forme 

8,3 nm. Dans ce cas, il serait intéressant de refaire la même 

expérience en opérant une ultracentrifugation à l'aide d'un rotor 

vertical qui permet une analyse beaucoup plus rapide. 

Les données hydrdynamiques nous ont permis de calculer les 

valeurs respectives de 1,a masse moléculaire et du rapport de friction 

des différentes formes moléculaires du récepteur comme nous l'avons 

décrit précédemment (SABLONNIERE, 1987). Les résultats ont été 

calculés en tenant compte d'un taux d'hydratation moléculaire de 0,2 

gramme d'eau liée par granune de protéine selon les observations de 

TAEUTORD (1963). On peut remarquer la forme très dissymétrique de ces 

molécules (ellipsoide allongé) caractérisant à la fois les formes 

transformées et non transformées du récepteur (tableau V I I I ) .  



VOLUME ( m l )  

Figure 15. Mesure du rayon de Stokes du récepteur non transformé 
obtenu après ultracentrifugation en gradient de sacchrose. 

Un échantillon de récepteur partiellement purifie par précipitation 
au sulfate de protamine, et incubé en présence d'acétonide de 
triamcinolone tritié est soumis à une ultracentrifwation en gradient 
de saccharose. Le pic 9.3 S obtenu est collect,é à O°C et dilué ail 
cinquième avant d'être analysé en chromatographie d'exclusiori de 
taille (colonne TSK G4000 SW préparative). L'élution est ~eéalisée en 
tampon KPisoMMo à un débit de 3.5 ml/mn. Des aliquots de 0.8 1111 des 
fractions collectées sont soumis à une mesure de radioactivité. 
Sont représentés respectivement les profils obtenus après injection de 
la partie ascendante du pic 9.3 S ( O )  et de la partie descendante(A). 
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2 - Masse moléculaire 

La mesure de la masse moléculaire directe par électrophorèse en 

gel de polyacrylamide en milieu dénaturant a permis de caractériser le 

récepteur purifié transformé après coloration spécifique des 

protéines, Celui-ci apparaît en une bande homogène de masse 90-94 Kda. 

Le marquage covalent du récepteur au 21-mésylate de dexaméthasone 

tritié permet une appréciation directe de la masse moléculaire du 

récepteur sans nécessiter de purification. 

Dans le cas du récepteur non transformé, la première approche 

dPjà utilisée au laboratoire (IDZIOREK et al., 1985), permet de 

révéler l'existence d'une bande unique à 90 Iida, Compte-tenu de la 

masse environ trois fois plus élevée du récepteur natif non 

transformé, il était aisé de supposer que le récepteur non transformé 

est constitué de différentes sous-unités (probablement 3 )  de masse 

moléculaire identique (cf paragraphe II). Cependant, aucune 

caractérisation directe de la masse moléculaire du récepteur non 

transformé n'avait pu être rapportée jusqu'ici. Nous avons donc tenté 

d'effectuer cette mesure par pontage intermoléculaire du récepteur non 

transformé suivi d'une électrophorèse en gel d'acrylamide de grande 

porosité. Pour faciliter la détection du récepteur, la préparation 

analysée (extrait sulfate de protamine) est prelablement incubée en 

présence de 21-mésylate de dexaméthasone tritié permettant un marquage 

covalent du récepteur, détectable en milieu dénaturant cornme au cours 

de l'électrophorèse en présence de SDS. Après de multiples essais 



infructueux utilisant les bis-imidates cornne agent de réticulation, 

nous avons choisi un autre réactif, le glutaraldéhyde (Fig. 16). Le 

rendement de réticulation obtenu avec le diméthyl-subérimidate 

(toujours inférieur à 15 %) ne permettait pas une visualisation 

précise du récepteur ayant réagi. Le glutaraldéhyde a été utilisé à 

une concentration de 0'4 % pendant 1 heure, selon un protocole déjà 

appliqué au récepteur de la progestérone (RENOIR et al., 1984)' 

et qui permet d'obtenir un rendement de réticulation proche de 100 %. 

Le système gradient employé (4-8 % d'acrylamide) permet d'obtenir une 

bonne linéarité de calibration des masses moléculaires jusqu'à des 

valeurs de 350 Kda environ (Fig. 17). Les résultats obtenus montrent 

que le récepteur non transformé, stabilisé par le molybdate et 

réticulé au glutaraldéhyde migre avec une masse moléculaire d'environ 

240 à 270 Kda (Fig. 17). Dans l'expérience rapportée ici, le récepteur 

témoin non réticulé a une masse apparente de 85 Kda, ce qui donne une 

masse trois fois plus élevée pour le récepteur non transformé. 

Puisque les deux formes de taille 8,3 nm et 7,l nm semblent 

caractérisées par une masse moléculaire calculée différente (320 Kda 

contre 280 Kda, il nous a semblé intéressant de mesurer directement 

leurs masses moléculaires respectives après réticulation au 

glutaraldéhyde et analyse électrophorétique. Après séparation des 

formes 8,3 nrn et 7,l nm par chromatographie d'exclusion de taille sur 

colonne TSK G4000 SW, les fractions éluées sont soumises à une 
4 

réticulation au glutaraldéhyde avant d'être concentrées et analysées 

en électrophorèse. Le résultat obtenu ne peut mettre en évidence de 
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Figure 16. Principe du pontage intermoléculaire d'une protéine 
oligomérique possédant deux sous-unités A et B, par l'utilisation de 
glutaraldéhyde comne agent de pontage (HERMANN et al., 1979). 
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Figure 17. Electrophorèse en gel de polyacrylamide du récepteur non 
transformé, après pontage au glutaraldéhyde. 
Un échantillon de 1 ml d'extrait sulfate de protamine est incubé avec 
le 21-mésylate de dexaméthasone tritié avant d'être concentré 3 fois 
sir une membrane Amicon YM10. L'incubat est alors fractionné sur une 
colonne TSK G4000 SW. Les fractions gluées correspondant au complexe 
hormone-rc?ceptei~r sont traitées avec 0,4 % de glutaraldéhyde pendant 1 
heure à 0°C. Des aliquotes de 0,l m l  sont alors analysées en 
électropkiorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS (3-8 % en 
acrylamide) ( 1 .  Un aliquot non incubé en présence de 
glutnrrildkhyde est analysé ( O 1 ,  de même qu'un échantillon 
préalablement incubé en présence de 21-mésplate de dexaméthasone 
tritié et d'un exces de 500 fois en dedthasone non radioactive 
( 0 1 .  Les flèches numérotées correspondent à la position des 
témoins de masse moléculaire visualisés aprbs coloratioin au bleu de 
Coomassie :Penh ( 5 1 ,  tétra (4), tri (31 ,  bi ( 2 )  et monomère (1) du 
calibrarit. B1)fI de MM 280, 224, 168, 112 et 56 Kda respectivement. Après 
migration, le gel est découpé en tranches de 2 ml dont la 
radioactivité est mesurée. La calibration du gel est indiquée sur le 
diagramne de droite. 



différence de masse moléculaire apparente entre ces deux formes (Fig. 

18). Deux explications peuvent être proposées : 

-(i) La résolution de l'électrophorèse est médiocre. Les bandes de 

migration appraissent en effet larges et très diffuses dans un gel 

d'acrylamide d'une telle porosité. Dans ce cas, une différence de 40 

Kda n'est pérs facile à visualiser. 

-(ii) Il pourrait également s'agir d'une modification 

conformationnelle d'un même complexe moléculaire, expliquant ainsi des 

propriétés hydrodynamiques différentes pour une masse moléculaire 

réelle identique. 
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Figure  18. Electrophor&àe en (pl de polyc\crylanii& cki r-écepteur ncn 
t ransformë a p r k  pontage au g lu ta ra ldehyde  (Analyse des farrnes 8.3 nni 
et 7.1 n m ) .  Le pro toco le  e x p e r i m t a l  est iden t iyue  ii c e l u i  clecrit  
dans  la . f igure  17. Cependant. apres fractionnenient sur colonrie TSK 
(24033 5'44, les formes 8,3 nm (0 ) et 7.1 rim i .) du r-6cevt;eur srmt 
analysëes &par&nent en eïectro@-tor.rCx, a p r e s  w-ita* aci 
glu ta ra ldehyde .  



3 - Caractéristiques ioniques du récepteur non transformé 

(f0z-m~~ 8 .3  m et 7.1 ma). 

Les caractéristiques de charge électrique du récepteur non 

transformé ont déjà été abordées au laboratoire (IDZIûREX et a1.,1985; 

SABLONNIERE et al., 1986 ; DANZE et al., 19871. Nous avons voulu les 

comparer dans les formes 8,3 nm et 7,l nm du récepteur non transformé 

(Fig. 19). Un échantillon de récepteur partiellement purifié 

précipitation au sulfate de protamine et préalablement incubé avec le 

21-mésylate de dedthasone tritié est soumis à une chromatographie 

d'échange d'ions sur colonne Ultropac DM-545 en mode haute 

performance. Les fractions éluées correspondant au récepteur sont 

ensuite concentrées avant d'être analysées en chromatographie 

d'exclusion de taille sur colonne TSK G4000 SW. Les résultats obtenus 

démontrent que la partie asceradante (30e fraction), moins acide, du 

pic obtenu en chromatographie d'échange d'ions est représentée surtout 

par la forme 8,3 nm alors que la partie descendînte (34e fraction) est 

représentée essentiellement par la forme de taille 7 , l  m. 

Ce résultat signifierait que la forme 8,3 nm possède moins de 

charges négatives exposées (ou plus de charges positives ? )  que la 

forme 7.1 nm ,mis ne nous renseigne en rien sur la composition 

moléculaire précise de ces formes. Quoiqu'il en soit, ces deux formes 

moléculaires possèdent globalement les caractéristiques du récepteur 

non transformé puisqu'elles sont éluées par 0,20-0'25 M KC1. 
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Figure 19. Propriétés ioniques des deux formes 8,3 nm et 7,l nm di1 
récepteur non transformé. 
Sur le diaqrarrune A est représenté le profil d'élutign obtenu après 
injection de 3 ml d'extrait sulfate de protamine incubé avec le 21- 
mésylate de dexaméthasone tritié sur une colonne TSK-DEAE préparative. 
L'élution est réalisée à un débit de 3,5 ml/min avec un gradient en 
KC1 (- 1 .  Des fractions de 1 minute sont collectées et mesurées 
en radioactivité. Les fractions 30 et 34 (symbolisées par les flèches) 
sont ensuite récupérées et analysées séparérint en chromatographie 
d'exclusion de taille sur une colonne TSKG 4000 SW (BI. On, a 
représerité respectdivernent le profil obtenu par analyse de la fraction 
éluée à la 30e minute ( ) et de la fraction éluée à la 34e minute 
( A 1 .  



4 - Propriétés hydrophobes 

La chromatographie d'interaction hydrophobe sur une colonne TSK 

5PW a été utilisée ici pour préciser l'hydrophobicité relative du 

récepteur sous ses formes transformées et non transformées. Dans ce 

système chromatographique, un support (silice poreuse) est greffé avec 

des groupements hydrophobes (groupements phényles). L'adsorption des 

protéines sera donc d'autant plus aisée que leur hydrophobicité sera 

plus élevée. Pour faciliter cette adsorption, on réalise un gradient 

d'élution avec un sel dissociant tel le sulfate d'ammonium, en 

concentration décroissinte (GOODING et al,, 1984 ; MELANDER et 

a1.,1984). L'adsorption des protéines hydrophiles sera facilitée par 

une concentration initiale élevée en sulfate d'ammonium. Il faut 

cependant choisir une concentration inférieure à la concentration 

précipitante. Au fur et à mesure de la décroissance de la force 

ionique, la molécule protéique se solvate et les interactions 

hydrophobes avec le support diminuent, permettant d'expliquer le 

phénomène d'élution. 

Nous avons analysé le comportement respectif des récepteurs non 

transformé et transformé par élévation de la température à 25°C 

pendant 30 minutes (Fig. 20). On a d'abord observé que les complexes 

hormone-récepteur ne peuvent être visualisés par la radioactivité 

associée au ligand. Ceci s'explique par une di~sociation du complexe 

hormone-récepteur en présence d'une concentration élevée en sulfate 

d'ammonium. La caractérisation des complexes hormone-récepteur a donc 

été effectuée après marquage covalent du récepteur par le 21-mésylate 
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Figure 20. Analyse des propriétés hydrophobes du récepteur non 
transformé. 
( A )  Après incubation avec le 21-mésylate de dexaméthasone radioactif, 
des échantillons d'extrait au sulfate de protamine sont analysbs sur 
une colonne TSK 5 E'W. Après injection d'échantillons de 0'15 m l ,  
l'élution est obtenue par un gradient décroissant enkulfate 
d'iunmonium. à un débit de 0 , s  ml/min. Des fractions de 0'5 ml sont 
alors collectées et soumises à une mesure de radioactivité ( 1 .  Un 
échanti.llon témoin incubé en présence de 21-mésylate de dexaméthasone 
tritié et d'uri excès de dexaméthasone non radioactive est analysé dans 
les mêmes coriditioris ( O 1 .  
(BI  Profil d'élution obtenu après pontage moléculaire du récepteur 
contenu dans 1 'Echantillon par le glutaraldéhyde ( A . La force 
ionique est enregistrée tout au long du gradient (-), à l'aide 
d ' un condiict,imét.re IBF . 



de dexaméthasone tritié. D'autre part, le récepteur a été identifié 

par * "DOT-BLOT" en utilisant l'anticorps monoclonal anti-récepteur 

* GR49 et nous avons également recherché la présence de la protéine 

HSP 90 par l'utilisation de l'anticorps monoclonal * AC88 (Fig. 21). 

Les résultats obtenus indiquent que le récepteur possède un 

comportement hydrophobe beaucoup plus marqué que la protéine HSP 90. 

Même dans le cas du récepteur non transformé, on ne peut noter de 

coexistence dans les mêmes fractions du récepteur lui-même et de la 

protéine HSP 90, ce qui suggère fortement que le complexe oligomérique 

est dissocié pendant l'élution. Pour éviter ce phénomène, un 

échantillon d'extrait sulfate de protamine contenant le récepteur 

préalablement marqué au 21-mésylate de dexaméthasone tritié a été 

réticulé au qlutaraldéhyde avant d'être analysé sur la colonne TSK 5PW 

(Fig. 20B). Or, à notre grand étonnement la radioactivité éluée est 

observée à une position correspondante au récepteur transformé ! Ce 

résultat peut s'expliquer de deux façons : (i) - Une région hydrophobe 

située dans la région C-terminale du récepteur (proche du site de 

liaison au stéroide) interagirait avec les groupes phényles de la 

colonne, et ne serait pas affecté par l'interaction entre le récepteur 

* 
DOT-BLOT ou littéralement : transfert en puits. Technique de transfert de 

protéines sur nitrocellulose par l'intermédiaire de puits multiples, suivie 
d'une révélation de la protéine étudiée par une réaction immunologique. 

4 

k 
GR 49 : Anticorps monoclonal préparé contre la forme transformée partiel- 

lement purifiée du récepteur des glucocorticoZdes du rat (WESTPHAL et al., 
1984) .  

* 
AC 88 : Anticorps monoclonal préparé contre la protéine 88 Kda dlAchlya 

ambisexualis, et réagissant contre la HSP PO de la plupart des mammifères 
(RIEHL et al., 1985). 
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et la HSP 90, (ii)- On ne peut exclure cependant l'effet d'une 

modification conformationnelle subie par le récepteur sous l'influence 

du sulfate d'armionium, exposant ainsi une région hydrophobe du 

récepteur normalement enfouie cians la molécule native, que celui-ci 

soit ou non réticulé avec la protéine HSP 90. Ce résultat va à 

l'encontre des observations de ANDREASEN (1981, 1983) qui ont 

démontré, en utilisant un système de partage entre deux phases 

aqueuses que le récepteur transformé pouvait être caractérisé par un 

comportement plus hydrophobe que le récepteur non transformé. 



II - COMPOSITION MûLEKXlLAIRE DU RECEPTEUR NON TRANSFORME 

1- Analyse du réamteur purifié pcrr - chraua-phie d'affinité 

Le récepteur non transformé stabilisé par le molybdate a été 

purifié environ 10 000 fois en rajoutant à la chromatographie 

d'affinité une étape finale de purification par chromatographie 

d'exclusion de taille sur TSK G4000 SW (Fig. 1 3 B ) .  Le récepteur 

obtenu, caractérise par un pic homogène de RS = 7 ' 1  nm a ensuite été 

analysé par électrophorèse en gel de polyacrylamide, et révélé par la 

coloration de MARSHALL (1984) (Fig. 2 2 ) .  La présence d'une bande 

unique de masse moléculaire 90 Kda suggère donc fortement que le 

récepteur non transformé est constitué de plusieurs sous-unités de 

masse moléculaire sensiblement identiques. La comparaison des 

électrophorèses obtenues avant et après l'étape finale de 

chromatographie d'exclusion de taille permet de souligner l'intérêt de 

cette étape pour éliminer des contaminants de faible masse moléculaire 

(IDZIOREK, 1985). 

La coloration de MARSHALL n'est cependant pas exempte de 

critiques, En effet, l'étape de décoloration, délicate, permet 

d'éliminer rapidement des bandes mineures visualisées lors de la 

coloration. Pour pallier cet inconvénient, nous avons marqué un éluat 

de chromatographie d'affinité avec un réactif Qes fonctions aminées 

libres présentes dans les peptides et les protéines : le N- succini- 

midyl-propionate ou réactif de Bolton-Hunter. Après marquage et 

élimination de l'excès de réactif libre par filtration sur gel, 
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l'échantillon est soumis à une électrophorèse en gel de polyacrylamide 

suivie d'un découpage du gel en tranches dont la radioactivit6 sera 

mesurée (Fig. 23A). Le résultat obtenu donne une bande majeure de 90 

Kda et l'analyse de gels provenant de quatre expériences successives a 

permis de montrer que plus de 88 % de la radioactivité est localisée 

dans cette bande. Compte tenu du faible rendement de marquage obtenu 

dans ces expériences, nous n'avons pas pu visualiser le récepteur en 

autoraàiographie. Nous avons donc marqué le récepteur par l'Iode 125 

en présence de chloramine T selon le protocole de BOLTON et al. 

(1977). L'autoradiographie de ce matériel, après électrophorèse ( F i g .  

23B) permet de visualiser une bande majeure à 90 Kda. La présence 

d'une bande supplémentaire à 43 Kda est due à la protéine "ballast" 

(ovalbumine) utilisée lors du marquage, qui n'a pu être totalement 

éliminée lors de l'étape de gel-filtration qui a suivi le marquage. 

L'ensemble de ces résultats témoignent sans ambiguité de 

l'homogénéité de nos préparations de récepteur non transformé purifié. 

D'autre part, ils soulignent la composition oligomérique du récepteur 

non transformé . 

2 - Identification du récepteur par marquage d'affinité, 

Au cours du protocole de purification du récepteur par 

chromatographie d'affinité, le récepteur spécifiquement adsorbé sur le 

support peut être élué par un stéroide capable de former une liaison 

covalente avec le site de liaison du récepteur : le 21-mésylate de 

dexaméthasone. Le complexe hormone-récepteur ainsi obtenu peut être 
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analysé par électrophorèse en gel de polyacrylamide suivie d'un 

découpage en tranches et d'une mesure de radioactivité (Fig. 24). ûn 

observe ainsi la présence d'une bande majeure à 85 Kda, témoin de la 

présence du récepteur, La même analyse électrophorétique a été 

également réalisée sur les formes de taille 8,3 nm et 7'1 nm 

d'échantillons de récepteur natif préalablement marqué au 21-mésylate 

de dedthasone tritié (Fig. 25). On remarque dans les deux formes 

8'3 nm et 7'1 nm du récepteur, la présence de la protéine 85-90 Kda 

intacte liant spécifiquement le stéroide. Ces résultats permettent 

donc.de conclure qu'une protéolyse limitée du récepteur ne peut 

expliquer l'existence d'une hétérogénéité de taille caractérisée par 

les deux formes 8,3 et 7,l m. La présence de pics mineurs saturables, 

de masse 66 Kda et 45 Kda pourrait correspondre à des protéines non 

spécifiques capables de lier le mésylate de dexaméthasone comme cela a 

déjà été décrit (EISEN et al., 1981). 



I . I I I 8 

10 20 30 4 0  5 0  60 70 

NOMBRE DE T R A N C H E S  

Figure 24. Analyse électrophorétique d'un échantillon de récepteur 
purifié marqué au 21-mésylate de dedthasone tritié. Le récepteur 
spécifiquement adsorbé sur le support utilisé en chromat.oqraphie 
d'affinité est élué avec le 21-mésylate de dexarnéthasone tritié. 
L'éluat obtenu est alors analysé par électrophorèse eri gel de 
polyacrylamide après précipitation des protéines à l'acide trichloro- 
acétique. Après migration, le gel est découpé en tranches de 2 mm qui 
sont alors soumises à une mesure de radioactivité. Les flèches 
indiquent la migration des témoins de masse moléculaire. 
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Figure 25. Electrophorèse en gel de polyacrylamide de deux formes 8 ' 3  
nm et 7,l nm du récepteur séparées par chromatographie d'exclusion de 
taille. Des échantillons de 1 m l  d'extrait sulcate de protaniine 
sont incubés avec 50 x M de 21-mésylate de dexamét,hasone tritié 
en présence ( 0 ) ou en l'absence ( 1 de 10 x 10-W de 
dexaméthasone non radioactive. Les incubats sont, alors conceritrés 
quatre fois avant d'être analysés en chrmtographie d'exclusion de 
taille. Les fractions éluées correspondant à la forme 8 ' 3  run ( A )  et 
7,l nm (BI du récepteur sont alors analysées en électrophorèse. 
Le gel est découpé après migration, en tranches de 2 mm qui sorit 
soumises à une mesure de radioactivité. Les flèches indiquent la 
position des témoins de masse moléculaire. 



3 - Caractérisation iniinnullmicnie 

a)Analyse par * "Western-blot " 

Puisqu'une protéolyse limitée de la sous-unité liant le 

stéroide ne peut être responsable de l'hétérogénéité de taille du 

récepteur non transformé, une analyse par "Western-blot" a été 

réalisée afin de déterminer si ces deux formes du récepteur 

contiennent la protéine associk HSP 90 (Fig. 26 A), Les résultats 

obtenus confirment nettement cette hypothèse. Par comparaison entre le 

récepteur non transformé non purifié (pistes 4 et 7) et purifié 

(pistes 2 et 5 ) , aucune différence ne peut être remarquée. Puisqu' il 
apparaît qu'une bande majeure de 90 Kda est révélée par l'anticorps 

AC88 à la fois dans la forme 7,l nm et 8,3 nm, un phénomène de 

protéolyse limitée ne semble pas être responsable de l'hétérogénéité 

de taille du récepteur natif non transformé, Toutefois, ce résultat 

doit être assorti d'une remarque : dans un certain nombre 

d'expériences la révélation par AC88 a permis de noter la présence 

d'une deuxième bande à a 50 Kda (Fig. 26B). Cette bande n'apparaît que 

lorsque la concentration en récepteur est élevée. D'autre part, elle 

n'est jamais retrouvée par analyse du récepteur purifié. Enfin, elle 

semble retrouvée de façon prédominante dans la zone 6 - 7 nm d'un 

* 
Technique d e  r é v é l a t i o n  imrnunologique d 'une p r o t é i n e  s p é c i f i q u e  a p r è s  

t r a n s f e r t  d 'un  g e l  d ' ac ry lamide  s u r  une f e u i l l e  de n i t r o c e l l u l o s e .  



Figure 26. A) Révélation du récepteur et de la protéitie HSP 90 clans 
les deux formes du récepteur non transformé par la technique de 
Western-blot. 0,2 ml d'échantillons cytosoliques incubes avec 
l'acétonide de triamcinolone tritié sont fractiormés sur une colonne 
T S K  G4000 SW. Les fractions éluées correspondant aux formes 8,3 tun 
( pistes 4 et 71 et 7 , l  nm (pistes 3 et 6 )  sont analysées en 
électrophorèse suivie de transfert sur nitrocellulose et d'une 
révélation immmologique. L'anticorps monoclonal AC88 est utilise pour 
repérer la présence de la protéine HSP 90 et l'anticorps CR49 pour 
repérer la présence de la sous-unité liant le st,éroide. Les pistes 2 
et 5 correspondent au récepteur non transformé, plrifié par 
chromatographie d'affinité et analysé daris  le% mêmes coridi t-ioris . La 
piste 1 indique la migration des témoins de masse moléculaire en Kda, 
révélés par le rouge ponceau. 
B) Analyse par Western-blot d'un échantillon d'extrait sulfate de 
protamine (piste 2) ou d'un éluat de chroiruttoqraphie d'af f iriitk (piste 
1) fractionnés sur TSK G4000 SW. Après élution de la colonne, le pic 
correspondant au récepteur (Rs = 7-8 nm) est concentré avant d'être 
analysé par Western-blot (anticorps AC88). 



profil d'élution de chromatographie d'exclusion de taille. Nous 

pensons que ce composant correspondrait à une forme de protéolyse du 

dimère d' HSP libre présent en très large excès dans les échantillons 

cytosoliques, ou à la présence d'une réaction croisée d'une autre 

protéine avec AC88. 



b) Interaction des anticorps avec 1 e récepteur natif. 

Pour mieux préciser l'organisation structurale respective des formes 

de taille 8,3 et 7,l nm, les caractéristiques hydrodynamiques des 

complexes récepteur-anticorps GR49 et récepteur-anticorps AC88 ont été 

étudiées, en association avec P. LEFEBVRE au laboratoire. Pour cela, 

deux échantillons de cytosol caractérisés par des proportions 

différentes des formes 8,3 nm et 7,l nm ont été choisis (Fig. 27). La 

forme 7'1 nm analysée après incubation avec un excès d'anticorps GR49 

anti-récepteur donne un complexe de taille 9,2 nm (Fig. 27A). Un 

profil identique est d'ailleurs obtenu lorsqu' une incubation 

parallèle est effectuée en présence d'un excès d'anticorps AC88 (Fig. 

27B). En fonction des résultats d'OKRGT et al. (1985)' une différence 

d'environ 2 à 2,5 nm entre le complexe anticorps-récepteur (9,2 nm) et 

le récepteur seul (7,l nm) est compatible avec la liaison d'une seule 

molécule d'IgG. Par contre, les résultats obtenus avec la forme 8,3 nm 

sont différents (Fig. 27 C et D). Le complexe formé entre la forme 8,3 

nm et l'anticorps AC 88 est glué avec un rayon de Stokes de 10'8 nm 

environ, alors que le complexe formé entre la forme 8 '3  nm du 

récepteur et l'anticorps GR 49 donne un rayon de Stokes plus faible. 

Ces observations permettent de suggérer que l'épitope reconnu par 

l'anticorps anti-récepteur dans la forme 7,l 9 n'est plus accessible 

dans la forme 8,3 nm. 



Figure 27, Chromatographie d'exclusion de taille du récepteur non 
transformé en l'absence et en présence d'anticorps anti-récepteur 
et anti-HSP 90. Des échantillo~ia cytosoliques (0.2 ml) préparés à 
partir de thymus de rat, sont incubés pendant 2h à OUC avec l'acét- 
onide de triamcinolone tritié. Les diagrammes A et B correspondent 
à un échantillon cytosolique contenant la forme 7.1 nm majeure du 
récepteur (symboles pleins); les diagrammes C et D corresporident à 
la forme 8.3 nm majeure du récepteur (symboles pleins). Les 
échantillons cytosoliques sont incubés pendant 16h à O°C avec 20 pl 
d'un liquide d'ascite contenant l'anticorps GR 49 (syniboles ouverts 
des diagranmes A et Cl, ou avec 40 pl d'un liquide d'ascite contenant 
l'anticorps AC 88 (symboles ouverts des diagr,mmes B et Dl. L'analyse 
chromatographique est effectuée sur iule colonne TSK G4000 SW (7 .5  x 
300 mm) à un débit de 0.5 ml/mn. 



4 - Mesure du nambre de sites de liaison à l'hormone dans le 

recepteur non transformk. 

Si le nombre de sites de liaison, c'est-à-dire le nombre de 

molécules de récepteur constituant la forme non transformée ne fait 

plus de doute à l'heure actuelle, ce problème a soulevé de nombreuses 

hypothèses il y a quelques années. Ainsi, avant l'utilisation des 

anticorps, les études hydrodynamiques des différentes formes du 

récepteur avaient permis de supposer une structure homopolymérique du 

récepteur non transformé (VEDECKIS, 1983b ; FUAKA et SAMLJELS, 1983). 

Eh 1984, afin de préciser si le récepteur non transformé pouvait 

contenir un ou plusieurs sites de liaison, nous avons synthétisé des 

stéroides bifonctionnels, qui, si ils étaient capables de se lier à 

deux sites de liaison en même temps pourraient permettre d'obtenir une 

polymérisation du récepteur (Fig. 28). Pour réaliser ces expériences, 

il fallait disposer de stéroides bifonctionnels ayant une bonne 

affinité pour le récepteur. Divers dérivés ont ainsi été préparés au 

laboratoire, et en particulier des bis-carboxamides de la 

dexaméthasone où les fonctions carboxamides en position 20 des deux 

stéroides sont reliées par l'intermédiaire d'un bras espaceur de 

longueur et de polarité variable (FûRMSTECHER, 1986). Pour pouvoir 

interpréter ces expérimentations, il faut que ka concentration en 

stéroide bifonctionnel n'excède pas la concentration en sites de 

liaison (c'est-à-dire en récepteur) de la préparation. D'autre part, 

il faut que la concentration en stéroide bifonctionnel soit suffisante 



Figure 28. Principe de l'utilisation des stéroides bifonctionnels pour 
la détermination de l'existence d'un seul ( A ) ,  ou de plusieurs (B) 
sites de liaison au stéroide sur le récepteur. 



(supérieure au Ki) pour permettre une saturation suffisante des sites 

de liaison. Les résultats obtenus avec l'un de ces composés sont 

précisés dans la figure 29, Le Ki mesuré est de 0,075. M. La 

taille des complexes obtenus a été mesurée par chromatographie 

d'exclusion sur une colonne TSK G4000 SW. Ch remarque un pic de taille 

7 nm de temps de rétention correspondant à celui du récepteur thin, 

incubé en présence de IO-' M de dexamethasone tritiée. Par contre en 

présence du bis-carboxamide utilisé, l'élution du récepteur donne deux 

pics, dont l'un est situé à l'exclusion. Le rapport de ce pic exclu 

par rapport au récepteur de taille 7 nm ne change pas lorsque la 

concentration en bis-17i3 carboxamide varie de 0'5 à 5 par rapport à la 

concentration en sites de liaison. Ces résultats peuvent s'interpréter 

par la formation d'agrégats de récepteur, non spécifiques, dûs 

vraisemblablement à l'existence d'interactions hydrophobes introduites 

par le bis-carboxamide utilisé. Quoiqu'il en soit, ces résultats ne 

peuvent mettre en évidence l'existence d'une polymérisation spécifique 

du récepteur induite petr le bis-carboxamide. D'autre part, la 

stoechiométrie nécessaire pour une interprétation correcte de ces 

résultats n'est pas respectée en raison de la constante d'affinité 

trop élevée de ces molécules par rapport à la concentration maximale 

en récepteur que nous pouvons obtenir (0'05 PM). 

La préparation d'autres dérivés n'a pas permis d'obtenir des 

composés à affinité suffisante pour poursuivre.ce type d'expériences. 

La preuve de l'existence d'une seule sous-unité liant le stéroide dans 

le récepteur non transformé a été apportée un an plus tard par OKRET 

et al. (1985) et par GWZING et ARNDT (1985). Les premiers utilisant 
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Figure 29. Mesure du rayon de Stokes du récepteur non transformé 
après incubation en présence d'un stéroide bifonctionnel (dérivé 
bis-170 carboxamide). 4 

( A )  Profil d'élution obtenu après injection d'un échantillon 
témoin (extrait sulfate de protamine) incubé en présence de dexame- 
thasone tritiée. 

(BI Profil d'élution obtenu après injection d'un échantillon 
incubé avec le bis-17B carboxamide tritié utilisé en concentration 
équimoléculaire (rapport des concentrations bis-170 carbo'camide/ 
récepteur = 0,5: 1 A ou en excès (rapport = 5 : 1 a )  
Les analyses sont réalisées sur une colonne TSK G4000 SW (7.5 x 600 
mn) à un débit de 0'5 ml/mn. 



un anticorps anti-récepteur, ont démontré par mesure des 

caractéristiques hydrodynamiques du complexe récepteur non transformé- 

anticorps, que celui-ci ne pouvait contenir qu'une seule molécule 

d'anticorps. GEHRING et ARNDT ont comparé la taille moléculaire du 

récepteur non transformé natif et la masse du polypeptide liant le 

stéroide de récepteurs normaux et de mutant nti. Leurs résultats 

démontrent de façon non équivoque qu'un seul polypeptide lie le 

stéroide dans la forme non transformée du récepteur des 

glucocorticoides. 



5 - Sismification de l'hétéra~enéité du récepteur natif non 
trai.rsforipé. 

L'existence d'une hétérogénéité de taille du récepteur non 

transformé peut être interprétée par plusieurs hypothèses : 

1) la possibilité d'une protéolyse d'une des sous-unités pouvant 

expliquer la conversion 8 --+ 7 nm est écartée, compte tenu des 

résultats de l'étude de la composition moléculaire de chacune de ces 

deux formes, présentés dans le paragraphe II. Ce résultat est 

important à souligner puisqu'une telle conversion d' une forme de 

taille 8'3 nm en une forme de plus faible taille par des protéases, 

conversion inhibée par des inhibiteurs de protéases, a été rapportée 

dans la littérature (SHERMAN et al., 1983). 

2 )  les proportions variables de ces deux formes du récepteur dans les 

échantillons étudiés (leur rapport variant de 0,3 à 1,2) laisse 

supposer qu'une molécule inconnue d'une taille d'environ 40 Kda 

pourrait s'associer à la forme 7'1 nm du récepteur en conduisant à un 

complexe de taille 8,3 nm. Les proportions de ces deux formes dans le 

profil d'élution d'une colonne chromatographique restent d'ailleurs 

inchangés selon que le cytosol a été préparé en présence ou en 

l'absence d'antiprotéases diverses. D'autre part, l'analyse d'un 

cytosol préparé à partir de lymphocytes thymiqves, aboutit au même 

profil, bien que le thymus soit très pauvre en protéases par rapport 

au tissu hépatique. 



3) Le composant probablement associé à la forme 8,3 nm est 

particulièrement labile. Ainsi, comne nous l'avons présenté plus haut, 

il n'est pas retrouvé après purification par chromatographie 

d'affinité du récepteur non transformé. La conversion en la forme 7 ' 1  

nm peut être induite par une élévation de la force ionique, ou par une 

gel-filtration sur une colonne d'ACA 202 (tableau IX). 

4) On ne peut préjuger d'une éventuelle modification conformationnelle 

du récepteur expliquant une diminution apparente du rayon de Stokes de 

8,3 à 7,l nm. Cette différence apparente de taille n'est cependant pas 

retrouvée en ultracentrifugation ou en électrophorèse après 

réticulation moléculaire au glutaraldéhyde (cf paragraphe 1,page 32 1 .  

Il faut insister ici sur l'optimisation des conditions expérimentales 

(SABLONNIERE et al., 19871, qui seulement à ce prix, permet de 

visualiser une hétérogénéité du récepteur non transformé. Eh 

particulier, l'utilisation d'une colonne d'exclusion de taille deux 

fois plus courte (300 mn) à un débit d'élution deux fois plus élevé 

(1 ml/min) ne permet pas d'observer cette hétérogénéité. Ceci explique 

probablement qu'une telle hétérogénéité n'ait pas été observée par 

d'autres (LA POINTE et al., 1986). La présence de ces deux formes du 

récepteur n'est pas affectée par la composition ionique du tampon 

(hypo ou isotonique) ni pas la présence de molybdate de sodium. Par 

contre, puisque la forme 8,3 nm ne peut être observée à partir de 

prépetrations de récepteur hautement purifié, op ne peut exclure 

l'association éventuelle au récepteur d'un facteur cytosolique qui 

serait éliminé au cours de la purification du récepteur. Des 



TABLEAU IX 

LABILITE DE LA FORME 8,3 nm DU RECEPTEUR 

Cytosol 

Pourcentage des deux formes du 
récepteur 

8,3 nm 7,1 nm 

A) Natif 

B) Après filtration sur 
colonne d'ACA 202 

C) Après incubation en 
présence de KC1 0,5 M 

Un échantillon cytosolique préparé en présence de molybdate de sodium 
est incubé en présence d'acétonide de triamcinolone tritié. La 
répartition des formes 8,3 nm et 7,1 nm des différentes aliquotes A, B 
et C est ensuite étudiée par chromatographie d'exclusion de taille sur 
une colonne TSK G4000 SW. 

B : Aliquotes analysées en chromatographie d'exclusion de taille 
30 minutes (*) après filtration, ou 240 minutes (+) après filtration. 



différences semblables ont d'ailleurs été rapportées dans le cas du 

récepteur de la progestérone (RENOIR et a1.1982; ARANYI et al. 1988). 

5) Une dernière possibilité suppose que le composant associé au 

récepteur dans la forme 8,3 nm pourrait être de nature 

ribonucléoprotéique. Cette hypothèse nous a paru intéressante à 

vérifier puisque de nombreuses observations de la littérature ont 

démontré la possibilité d'une association à un ARN, du récepteur des 

glucocorticoides et aussi des différents autres récepteurs stéroidiens 

(LIA0 et al., 1980 ; TYMOCZKO et PHILLIPS, 1983 ; KOVACIC-MILIVOJEVIC 

et al., 1985 ; W I D I S  et ROUSSEAU, 1985 ; WEBB et al., 1986 ; ALI 

et VEDECKIS, 1987a et 1987b). 



III - SENSIBILITE W FWXPERR NON TRANSFORME A L'ACTION DES 

RIBûNüCLEASES 

1 - Action de la ribonuclease A sur les caractéristiques 
h y d . q u e s  du récepteur non transformé. en présence de molybdate 

de sodiimi. 

L'incubation du récepteur cytosolique stabilisé pâr le 

molybdate avec différentes concentrations de ribonucléase A (RNase A) 

pendant 1 h à 25°C modifie la proportion respective des deux formes du 

récepteur (Fig. 30A) avec une diminution sensible de la forme 8'3 nm. 

Des résultats identiques sont obtenus par incubation en présence de 

RNase A à 0°C pendant 16 heures. La spécificité de l'effet de la RNase 

A est démontrée par son inhibition spécifique en présence d'inhibiteur 

placentaire de ribonucléase (RNasine) (Fiq. 30B). De plus, lorsque la 

forme 8'3 nm récupérée après fractionnement par chromatographie, est 

traitée par la RNase A et réinjectée sur colonne d'exclusion de 

taille, une conversion vers la forme 7'1 nm est alors observée (Fi$. 

30B). Ces effets ne peuvent être provoqués par une activité 

protéolytique contaminante puisque d'une part, la ribonucléase 

utilisée est soumise à une ébullition avant uqge et que l'addition 

d'antiprotéases (leupeptine, chymostatine) ne modifie pas le résultat 

obtenu. La possibilité d'une conversion spontanée 8'3 nm -, 7'1 nm par 

des ribonucléases endogènes pendant la préparation du cytosol semble 
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Figure 30. Effet de la RNase A sur le rayon de Stokes du récepteur 
non transformé , en présence de molytdate de sodium. 
Iles échantillons cytosoliques incubés avec l'acétonide de triamcino- 
lone tritié en tampon TMCMo sont traités par la RNase A dans diverses 
conditions. Dans le diagramne A, des aliquots de b.2 ml sont incubés 
à 25°C pendant 1 heure en l'absence (0) ou en présence de RNase A 
à 8 IJ/ml ( A )  ou 45 U/ml ( 0 ) .  Dans le diagrannie B, un aliquot est 
incubé en présence d'inhibiteur de RNase A à 500 U/ml ( O ) ;  alors 
qu'un autre est incubé à la fois en présence de RNase A (45 U/mi) et 
d'inhibiteur de RNase A (2000 U/ml)-à 25'C pendant une heure (A). 
Le troisième profil ( A )  correspond au matériel élué (en hachuré) 
d'une première chromatographie et incubé ensuite en présence de RNase 
A ( 4 5  U/ml) pendant 1 heure à 25'C. Toutes les injections sont 
réalisées sur une colonne TSK G4000 SU (7.5 x 600 rmi) à un débit de 
0.5 ml/mn. - 



peu probable puisque la répartition des deux formes du récepteur reste 

inchangée lorsqu'un cytosol est préparé en présence de 500 U/ml de 

RNasine (Fig. 30B). 

2- Action de diverses ribonucléases en aéserilce de m o l y M a t e  de 

sodiwn. 

Diverses ribonucléases ont été testées dont la nucléase Si, 

spécifique des régions simple-brin et la nucléase CVE spécifique des 

régions double-brin (MOTS et al., 1981). Les résultats obtenus 

montrent que si une conversion partielle de la forme 8,3 nm vers la 

forme 7,l nm peut être observée (Fig. 31), aucun effet superposable à 

celui obtenu avec la ribonucléase A ne peut être démontré. La 

ribonucléase Si dont l'action sur le récepteur n'est pas représenté 

sur la figure , est inefficace. Cependant, en aucun cas, on ne peut 

noter de dissociation du récepteur non transformé vers la forme 

transformée de taille 5,2 nm. Une observation comparable rapportée par 

TYMOCZKO et PHILLIPS (1983) permet de supposer que le molybdate 

pourrait inhiber l'activité catalytique des ribonucléases utilisées, 

La vitesse d'hydrolyse dYARN soluble par la ribonucléase A n'est pas 

affectée par la présence de molybdate de sodium. Par contre, on peut 

supposer que le molybdate empêche la dissociation du complexe 

oligomérique non transformé par un mécanisme indépendant de 

l'hydrolyse d'une molécule d'ARP4 éventuellement? associée au récepteur. 



Figure 31. Effet de diverses ribonucléases sur le rayon de Stokes 
du récepteur non transformé , en présence de molybdate de sodium. 
Les échantillons cytosoliques contenant le complexe hormone-récepteur 
tritié, sont incubés avec les ribonucléases pendant 1Gh à O'C en 
présence de molybdate de sodium. Des aliquots de 0,l ml d'un cytosol 
controle (A 1 ,  d'un cytosol traité à la RNase A (85 U/ml, W 1 et d'un 
cytosol traité à la ribonucléase CVE (10 U/ml, 1 sont injectés sur 
une colonne TSK (34000 SW (7,5 x 300 m1 à un débit de 0,5 mi/mn. 
Les flèches indiquent la position des protéines standards. 



3 - Sensibilité du récepteur non transformé à l'action de 

diverses ribonucléases, en l'absence de molyMate de sodiun. 

Une pré-incubation d'un cytosol, préparé en l'absence de 

molybdate avec 85 à 170 U/ml de RNase A à 0°C entraîne une conversion 

partielle vers la forme transformée de taille 5,2 nm (Fig. 32). Cet 

effet n'est p s  observé lorsque la RNase A est utilisée à une 

concentration inférieure à 85 U/ml. Lorsque la RNase S protéine est 

utilisée à une concentration de 1 mg/d, elle est inefficace (Fig 32). 

Ce résultat suggère que la conversion partielle 7-8 nm -+5,2 nm 

observée en présence de RNase A requiert l'activité catalytique 

complète de l'enzyme. Le pourcentage de dissociation observé (15-25 %) 

est comparable aux résultats de TYMOCZKO et PHILLIPS qui utilisent 

jusqu'à 500 U/ml d'enzyme pour obtenir un taux de dissociation qui 

n'excède p s  30 % ! 

Devant cet effet relativement peu marqué de la ribonucléase A, nous 

avons pensé que d'autres enzymes ayant des spécificités catalytiques 

différentes pourraient être essayées. fh fait, deux nucléases ont été 

choisies, dont la description des effets catalytiques sur des 

molécules d'Am, ont été précisées (TOOTS et al., 1981 ; FAVOROVA et 

al., 1981 ; LOCKARD et KUMAR, 1981). La nucléase Si agit préférent- 
\ 

iellement sur les régions simple-brin des acides nucléiques, alors que 

la nucléase CVE possède une action endonucléasique spécifique des 

régions double-brins des ARN, sans spécificité de bases (Fig. 33). 

L'incubation d'un échantillon cytosolique en présence de nucléase Si, 
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Figure 32. Effet des ribonucléases sur la taille du récepteur non 
transformé en l'absence de molybdate de sodium, 
Les échantillons cytosoliques contenant le complexe hormone-récepteur 
tritié sont incubés avec diverses ribonucléases à O'C pendant 16h. 
Le diagrartune A montre les profils controles obtenus à partir d'un 
cytosol maintenu à O'C ( A ,  récepteur non transformé) ou chauffé à 
25'C pendant 30 min ( ,récepteur transformé). Dans le diagramme B 
des échantillons sont traités avec la RNase A à 85 li/rnl ( 1 ,  à 170 
U/ml ( O); ou avec la protéine S de la RNase A (1 -/ml, A avant 
l'analyse chromatographique. Dans le diagramme C, les échüritillons 
'sont incubés avec la nucléase Si à 1000 U/rnl,( 0 )  ou 10000 U/ml (A). 
Enfin, le diagramne D montre l'effet de la ribonucléase CVE à 5 U/ml, 
( a); 10 U/ml (O) ou à 10 U/ml en présence de 20 rnM d'ED'rA (O). 
Les échantillons sont injectés sur une colonne 1'SK G4000 SW et élués 
à un débit de 0,5ml/mn. 
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Figure 33, Structure secondaire de 1'ARN 5,8 S de foie de rat, oû 
sont précisées les sites de coupure par la nucléase Si (flèches 
grasses) et la nucléase CVE (flèches claires). D'après TOOTS et al. 
(1981). 



n'entraîne pas de réduction apparente de la taille du récepteur non 

transformé (Fig. 32C). La concentration en enzyme utilisée ici est 

élevée (1000 à 10 000 U / m l ) ,  car à pH 7,40, l'activité enzymatique est 

réduite de 500 fois par rapport à son activité optimale observée en 

milieu acide a pH 4 '6  (MOTÇ et al,, 1981). Par contre, la 

ribonucléase CVE entraîne, à une concentration de 10 U / d ,  une 

dissociation complète du récepteur non transformé en la forme 5'2 nm 

(Fig. 32D). La spécificité de cet effet a pu être démontrée en 

inhibant l'action catalytique de l'enzyme par l'addition de 20 mM 

d'EDTA. Puisque les différentes ribonucléases utilisées ici peuvent 

mimer (avec plus ou moins d'efficacité) la dissociation du récepteur 

non transformé induite par une élévation de température in vitro, 

nous avons cherché si la Nasine pouvait inhiber la dissociation du 

récepteur induite par la chaleur (Fiq. 3 4 ) .  Les résultats obtenus 

indiquent qu'il n'en est rien. Ceci suggère (mais ne démontre pas) que 

la dissociation du récepteur au cours de la transformation n'est pas 

consécutive à l'activité d'une ribonucléase endogène. Cependant, la 

RNasine n'inhibe pas toutes les activités ribonucléasiques. Les 

différents effets observés sur la réduction de taille du récepteur par 

diverses ribonucléases permet de nous renseigner sur la structure d'un 

éventuel ARN associé au récepteur non transformé. L'effet très net de 

la RNase CVE suggère que des régions en hélice seraient 

particulièrement exposées. Par contre, l'absence ou la faible action 

obtenue respectivement avec les RNases A ou Si , permet de penser que 

1'ARN possède peu de régions accessibles à ces enzymes, ou que ces 

régions sont protégées par le récepteur. 
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Figure 34. Insensibilité d'action de l'inhibiteur de Nase A (RNasine) 
sur la réduction de taille du récepteur non transformé soumis à une 
élévation thermique. 
Les échantillons cytosoliques sont incubés en présence d'acetonide de 
triamcinolone tritié, en l'absence de molybdate. Un aliquot (0,l m l )  
est incubé à 25'C pendant 30 min ( e )  et un autre aliqiiot supplementé 
avec 3000 U/ml de RNasine est incubé dans les mêmes conditions ( A  1 .  
L'analyse est réalisée sur une colonne TSK G4000 SW à uri debit de 0'5 
ml/mn.les flèches indiquent la position des protéines standards. 



Il est curieux de constater que la RNase A possède un effet 

marqué sur la conversion 8,3 -47,l nm alors qu'elle ne possède que 

peu d'effet sur la dissociation 7,l 4 5,2 m. Ch peut supposer que 

dans la forme 8,3 m, une région simple brin ou une boucle d'ARN 

associé serait accessible à la RNase A, En effet, dans des conditions 

non dénaturantes, les ribonucléases pancréatiques (RNAse Al Ti, Tz) 

entraînent des coupures préférentielles dans des segments simple-brin 

des molécules d'ARN (HORZ et ZACHAU, 1973). La sensibilité de la forme 

8,3 nm à l'action de la RNase A et l'effet remarquable de la RNase CVE 

sur la réduction de taille du récepteur nous ont amené à rechercher et 

à caractériser une molécule d'ARN associée au récepteur non 

transformé . 



IV - CARA-ISATION D'UNE Mû- D'ARN ASSOCIE. AU R M : m  

Cette étude a été réalisée grâce à la collaboration de Ioannis 

EC€)NûMIDIS et Martine PLACE à l'Unité de recherches sur le métabolisme 

et les hormones de l'Institut Cellulaire et Moléculaire de Pathologie 

(Université Catholique de Louvain, BRUXEUES) sous la direction du 

Professeur G.G. RDUSSEAU. 

1- Recherche d'une molécule d'Am associée à la forme 8.3 nm du 

récepteur cytosolique. 

Après purification partielle du récepteur stabilisé par le 

molybdate, par précipitation au sulfate de protamine, les échantillons 

sont soumis à une chromtographie d'exclusion de taille préparative. 

Les deux pics élués correspondant aux formes 8,3 nm et 7,l nm du 

récepteur sont alors recueillis séparément et analysés pour leur 

contenu en ARN (Fig. 35, pistes 1 et 2). L'électrophorèse des ARN 

récupérés de ces fractions et marqués au phosphore 32 montre 

l'existence de nombreuses bandes entre 250 nucléotides et moins de 100 

nucléotides. Par contre, aucune différence qualitative n'a pu être 

notée par comparaison entre la répartition des ARN élués du pic 8,3 nm 

et ceux élués du pic 7'1 m. D'autre part, après traitement à la RNase 

A des échantillons d'extrait sulfate de protamine, la répartition des 

espèces d'ARN est peu modifiée (Fig,. 36). Ces qésultats sont donc 

difficilement interprétables ; cependant, compte-tenu du faible taux 

de purification du récepteur de ces préparations (20 à 60 fois), la 



Figure 35. Analyse électrophorétique des molécu.les d ' m  copurifiées 
avec le récepteur non transformé. 
Les molécules d'ARP4 étudiées sont isolées des fractions éluées après 
chromatographie d'exclusion de taille du récepteur non transformé, 
Après extraction, les ARN sont marqués au phosphore 32 avant d'être 
analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence 
d'urée 7M.La révélation est assurée par autoradiographie du gel. 
Les pistes 1,3 et 4 correspondent à la forme 7,l nm du récepteur et la 
piste 2, à la forme 8,3 MI du récepteur. Sur >es pis tes 1 & 2 ,  le 
récepteur est soumis à une purification partielle par précipitation au 
sulfate de protamine avant l'étape de chroourtoqrnphie d'exclusion de 
taille. Sur la piste 3,  le récepteur est purifié par chranatographie 
d'affinité suivie d'une chromatographie d'exclusion de taille. La 
piste 4 montre l'analyse d'un eluat de chromatographie d'affinité dont 
le récepteur a été préalablement saturé en présence de 50 ~ I M  
d'acétonide de triamcinolone non radioactive, pour bloquer 
l'adsorption spécifique du récepteur sur le support, (l'affiriité. 
Les nombres dans la marge iradiquent la taille des ARN exprimée en 
nucléot ides. 



Figure 36. Analyse électrophorétique des molécules d'ARN CO-éluées 
avec le récepteur non transformé. 
Après fractionnement d'échantillons d'extraits sulfate de pr-otamine 
contenant le récepteur non transformé, sur une colonne TSK G4000 SW, 
les fractions correspondant aux formes 8,3 nm et 7 , l  run sont analysées 
en électrophorèse après extraction et marquagqde leur contenu en ARN. 
Les pistes 1 h 2 correspondent respectivement atuc formes 8 , 3  nm et 7,l 
nm du récepteur. Un autre échantillon préalablement traite à la RNase 
A (45 U/ml pendant 90 min à 25'C) a été fractionné dans les mêmes 
conditions (piste 3: forme 8,3 nm; piste 4: forme 7,l nm). 



discrimination entre un éventuel ARN associé au récepteur et d'autres 

ARNs coélués devient impossible. 

2 - Recherche d'une rnoléa.de d' ARN associée au récepteur non 

transformé. airifié par chromatmmaphie d'affinite. 

Lorsque le récepteur purifié par chromatographie d'affinité 

(taux de purification 3000 à 4000) est ensuite soumis à une 

chromatographie d'exclusion de taille sur colonne TSK G4000 SW, il 

peut être obtenu purifié 10 000 fois. Sa caractérisation en 

électrophorèse analytique après coloration au nitrate d'argent met en 

évidence la présence d'une bande apparemment unique d'une masse 

relative de 90 000 (Fig. 22). L'analyse du contenu en ARN des 

fractions éluées de la colonne d'exclusion de taille correspondant au 

récepteur purifié, fait apparaître l'existence de trois espèces dlARNs 

de taille 120, 100 et 80 nucléotides (Fig. 35, piste 3). Afin de 

déterminer si ces molécules sont spécifiquement associées au 

récepteur, une purification de contrôle a été réalisée dans les &s 

conditions après saturation préalable du récepteur par 50.10-" 

d'acétonide de triamcinolone. Dans ces conditions, le récepteur 

associé au stéroide libre en excès ne peut s'adsorber sur le support 

d'affinité, et lféluat de chromatographie d'affinité ne contient 

quasiment plus de récepteur. Après analyse des'ARN contenus, on 

remarque la disparition de la bande de 120 nucléotides dans cette 

expérience contrôle, alors qul un ARN de 80 nucléotides persiste. Ce 

dernier résultat peut paraître surprenant. En effet, pour expliquer la 



présence de ces ARN d'une taille identique à celle des ARN de 

transfert (80 nucléotides) , on doit supposer que ceux-ci peuvent 

s'adsorber non spécifiquement sur la matrice d'affinité, supporter un 

lavage à une force ionique > 0,5 M et enfin être coélués en 

chromatographie d'exclusion de taille dans une région (Rs = 7 m) où 

ils ne devraient pas être retrouvés !. Ils pourraient également 

représenter des contamimnts ribonucléoprotéiques ou correspondre à 

une dégradation partielle d'un .4RN de taille plus élevée. 

3 - Recherche d'une molécule d*ARN associée au récepteur 
transfo&. purifié ~ a r  chromatow-aphie d'affinité. 

Puisqu'une molécule d'ARN semble associée au complexe hormone- 

récepteur non transformé et que la ribonucléase CVE entraîne une 

dissociation du complexe vers la f o m  transformée, à 0°C ; nous avons 

supposé qu'un ARN ne devait plus être associé au récepteur après 

transformation. Nous avons donc analysé le contenu en ARN d'un 

échantillon de récepteur purifié transformé. Pour cela, un protocole 

de purification particulier a été utilisé. Après adsorption du 

récepteur stabilisé par le molybdate sur le support d'affinité, 

l'élution par l'hormone radioactive est alors réalisée en l'absence de 

molybdate de sodium. Le caractère transformé du récepteur purifié 

ainsi récupéré a été déterminé par la mesure dè son affinité pour une 

colonne de DNA-cellulose IFig. 37). L'analyse des ARN contenus a été 

effectuée après purification ultime par chromatographie d'exclusion de 

taille de l'échantillon de récepteur purifié. Les résultats obtenus 
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Figure 37. Caractérisation du récepteur purifié transformé. 
Après adsorption sur le support d'affinité, le récepteur est élué en 
l'absence de molybdate, par un excès d'acétonide de triamcinolone 
tritiée.L'activité de liaison du récepteur ainsi purifie est 
stabilisée par l'ajout de 0,5 mg/& de sérum-albumirie. 
(A) M e s w  de la liaison à la DNA-cellulose. Une colonne de 1,s ml 
de DNA-cellulose est équilibrée en tampon trisJO mM, EDTA 1.5 mM, 
molybdate de sodium 10 mM, glycérol 10% pH 7,40. 0.25 ml d'éluat A )  
ou de solution éluante contenant l'hormone seule ( el,  sont déposes 
sur la colonne. Après cinq minutes de contact, la colorme est lavée 
avec 18 ml de tampon suivie d'une élution avec 10 ml du même tampon 
supplément6 en KC1 0,4 M. Le débit est de 0,75 ml/m et les fractions 
sont collectées pour une mesure de radioactivité. 
(B) Caractérisation du récepteur purifié tra.nsformé, en électrophorèse 
sur gel de polyacrylamide. 
0,1 nl d'éluat contenant le récepteur purifié transformé est analysé 
( piste 1 1 .La révélation des protéines utilise la coloration de 
MARSHALL. Les pistes 2 6 3 correspondent aux témoins de masse 
moléculaire exprimés en Kda. 



(Fig. 38) montrent qu'une bande correspondant à un ARN de 120 

i nucléotides est fortement diminuée après transformation. La mêmt? 

expérience réalisée avec d'autres échantillons de récepteur purifié 

n'a cependant pas permis de reproduire clairement cette observation. 

Deux explications peuvent être fournies. D'une part, il est difficile 

d'obtenir une transformation complète du complexe hormone-récepteur 

dans les conditions utilisées ici ; d'autre part, le récepteur 

transformé est élué avec un rayon de Stokes sensiblement identique à 

celui des ARN d'environ 100 nucléotides. 

Une caractérisation plus précise de cet ARN associé aurait pu 

être poursuivie, notannnent grâce à son clonage. D'autre part, des 

expériences de reconstitution par l'addition d'Am à des échantillons 

de récepteur purifié devraient permettre une meilleure approche de 

leur mécanisme d'interaction avec le récepteur. Cependant, les 

difficultés rencontrées, notamment pour obtenir une quantité 

appréciable de récepteur purifié n'ont pu permettre de poursuivre ce 

travail. 



Figure 38. Analyse électrophorètique des molécules d'MN CO-éluées 
avec le récepteur transformé purifié. 
Après adsorption du récepteur sur la colonne de chromat,ographie 
d'affinité. l'élution est réalisée en l'absenct de molyMate de 
sodiuu, L'éluat obtenu est alors analysé après extraction des ARN 
(piste 21. La piste 1 correspond à un échantillon de récepteur non 
transford purifié (cf Fig. 3 5 ) .  La piste 3 correspond à l'analyse 
d'un éluat de chrtnnatoqraphie d'affinité dont le récepteur a été 
préalablement saturé en présence d'un excès d'acetonide de 
triamcinolone. 



Les résultats obtenus par l'analyse des caractéristiques 

hydrodynamiques d'une part, et les résultats des expériences de 

réticulation d'autre part, démontrent que la masse moléculaire du 

récepteur non transformé est comprise entre 260 et 320 Kda. Les 

données hydrodynamiques n'apportent pas de précision suffisante 

compte-tenu, en particulier de la modification de l'hydratation 

moléculaire au cours des expériences de réticulation. Les expériences 

de réticulation ne permettent pas non plus de conclure quant à la 

masse moléculaire précise du récepteur non transformé. Par contre, 

elles démontrent sans équivoque que le récepteur non transformé a une 

masse relative trois fois plus élevée que le récepteur transformé. La 

présence d'une molécule d'HSP associée et le fait que cette molécule 

existe naturellement à l'état de dimère dans la cellule, suggèrent 

fortement que le récepteur non transformé est constitué de deux 

molécules d'HSP associées à une molécule de récepteur. Ces hypothèses 

ont d'ailleurs été récemment démontrées (DEXIS et a1.,1987; MENDEL et 

CNT.1, 1988). L'organisation tridimensionnelle de ce complexe 

trimérique reste encore hypothétique. Cependant, les résultats fournis 

par l'analyse hydrodynamique (tableau VIII) montrent que le récepteur 

non transformé est très disssymétrique et les calculs des dimensions 

moléculaires suggèrent fortement que les trois'molécules composant le 

complexe (1 récepteur pour 2 HSP 90) seraient associées entre elles le 

long de leur grand axe. La forme très dissymétrique du récepteur 

(forte ellipticité pour un diamètre moléculaire de 4 nm) lui permet de 



passer facilement à travers les pores nucléaires, Cependant, si la 

taille des pores conditionne en partie la pénétration des protéines 

kariophiliques, d'autres facteurs interviendraient (PAINE et al., 1975 

; BONNER, 1978). De ce point de vue, la liaison d'un ARN permettant la 

translocation du récepteur non transformé vers le noyau,par analogie 

au système des " snurps " ne peut être écartée (ZELLER et al., 1983 ; 

DE RQBERTIS, 1983). Les résultats présentés ici sur l'action des 

ribonucléases et les données obtenues par l'analyse des complexes 

récepteur-anticorps en chromatographie d'exclusion de taille (II.3b) 

suggèrent fortement qu'un facteur cytosolique sensible à la 

ribonucléase A serait associé à la région N-terminale du récepteur. 

Prétendre que la molécule d'ARP4 caractérisée ici est effectivement 

associée dans cette région du récepteur reste néanmoins purement 

hypothétique. Mais puisque ce dernier paragraphe termine cette thèse, 

nous avons pensé qu'un modèle moléculaire, même hypothétique, 

permettrait de schématiser une organisation spatiale possible du 

récepteur non transformé (Fig. 39). Pour la clarté de ce schéma, 

seulement une molécule d'HSP est représentée ici, mais en réalité, 

c'est bien un dimère d'HSP qui serait associé au récepteur non 

transformé. Cette association serait d'ailleurs assymétrique puisqu'à 

l'état libre, le dimère HSP 90 est capable de se lier à deux molécules 

d'anticorps AC 88 ; alors que le récepteur non transformé ne peut 

fixer qu'une seule molécule d'AC 88 (LEFEBVRE et al., 1988; résultats 

soumis à publication). L'interaction entre le récepteur et 1'HSP 90 

pourrait s'effectuer par une région hydrophobe de la HSP avec le 

domaine C-terminal du récepteur. De plus, on peut supposer qu'une 



RECEPTEUR 
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Figure 39. Schéma hypothétique de l'organisation oligomérique du 
récepteur des glucocorticoides (forme non transformée) 
Les nombres indiquent la position des résidus d'acides aminés de la 
séquence primaire. 
Les zones d'interaction entre le récepteur et la protéirie HSP 90 
sont précisées: t - (liaisons salines); hachuré: interactions 
hydrophobes. 
Zn : Atomes de zinc. 
Me : Métal relié à des résidus de cystéine, stabilisant le complexe 
oligomérique non transformé. 

: zone de liaison des anticorps anti-récepteur. 



région hydrophile riche en charges négatives de la HSP pourrait 

interagir avec la région C du récepteur et avec une région adjacente 

(hélice 509-517), riche en charges positives. Une molécule d'AFlN 

associée pourrait se lier préférentiellement dans la région A/B du 

récepteur, dans une zone voisine de la fixation de l'anticorps anti- 

récepteur. Si un ARN de 120 nucléotides ( 2  36 Kda) est associé au 

récepteur, la forme 8,3 nm retrouvée au niveau cytosolique, pourrait 

correspondre à l'association d'un ARN de taille plus importante ou à 

la présence d'une ribonucléoprotéine ?. Mais aucune évidence 

expérimentale ne permet de confirmer cette supposition. 

La dissociation du complexe récepteur-HSP, sous l'effet de la 

ribonucléase CVE est d'interprétation délicate. 

L'hydrolyse d'une molécule d'ARN associée au récepteur 

pourrait-elle entraîner une modification conformationnelle susceptible 

de faciliter la dissociation entre le récepteur et 1'HSP ? 



La signification d'une association entre le récepteur et la 

protéine de choc thermique HSP 90 formant un complexe trimérique en 

l'absence d'hormone reste inconnue. Le rôle éventuel de ce complexe 

dans la régulation de la liaison du récepteur à l'ADN, ou dans sa 

translocation vers le noyau n'a pu être confirmé. La probabilité de 

l'association d'une molécule d'ARN, résultat rapporté maintenant à 

l'ensemble des récepteurs stéroidiens ne fait qu'accentuer la 

complexité de l'organisation du récepteur non transformé. Le rôle 

éventuel d'une telle molécule d'ARN reste cependant à éclaircir. Il 

pourrait en particulier intervenir dans la modulation de l'activité 

transcriptionnelle médiée P r  le récepteur, ou expliquer certains 

effets pst-transcriptionnels des glucocorticoides. 

Les résultats obtenus grâce à la purification du récepteur 

stabilisé par le molybdate et à l'utilisation d'anticorps spécifiques 

ont permis de proposer une structure hétéro-oligomérique du récepteur 

non transformé. Les résultats apportés par les équipes de biologistes 

moléculaires permettent de préciser le rôle de certaines régions du 

récepteur. La perspective d'étude physique du récepteur non transformé 

purifié par dichroisme circulaire, diffusion de neutrons ou 

diffraction aux rayons X reste encore inabordable, compte-tenu des 

difficultés pratiques, et en particulier de l'obtention d'une quantité 

appréciable de récepteur purifié. 



Afin de mieux comprendre les mécanismes d'interaction 

moléculaires entre les différents composants du récepteur non 

transformé et donc son rôle physiologique, une approche irmiunologique 

paraît prometteuse, Dans cette perspective, nous préparons 

actuellement des peptides synthétiques corresponàamt à des régions 

choisies de la structure du récepteur. L'obtention d'anticorps contre 

ces peptides permettra, peut-être, de disposer d'outils intéressants 

pour mieux préciser la structure quaternaire du récepteur sous sa 

forme non transformée et donc de mieux comprendre le phénomène de la 

transformation des récepteurs stéroidiens.Cette étape est en effet 

fondamentale pour la transmission du message hormonal à l'intérieur 

des cellules, et de sa régulation. 



PARTIE 

APPENDICE TECHNIQUE 



1 - PREPARATION DES ECHANTILLûNS B1OLOGI .W 

A) Préparation du c'rtosol de foie 

lh dehors des cas ou cela est précisé, toutes les manipulations 

sont opérées à 0-4'C. Des rats Wistar mâles (250 q de poids corporel) 

sont surrénalectomises 3 à 5 jours avant d'être sacrifiés par décapi- 

tation sous anesthésie à l'éther éthylique. Leur foie est prélevé et 

perfusé à OaC avec une solution de NaCl à 0,9 p. 100 puis avec le 

tampon d'homogénéisation. Les foies sont ensuite épongés de l'excès de 

tampon, pesés et homogénéisés à raison de 1,5 m l  de tampon par gramme 

de tissu. Les tampons utilisés sont soit le TMGMo (Tes 10 mM, a- 

mercaptoéthanol 20 mM, glycérol 10 % (v/v), molybdate de sodium 10 rd4 

et PMSF 1 mM, pH 7'40 à O'C), soit le TMG (tampon identique mais ne 

contenant pas de molybdate de sodium). L'homogénéisation est effectuée 

10 secondes au mixer (Ultra-Turax) et est complétée à l'appareil de 

Potter (téflon-verre) par cinq allers-retours à 2000 rpm. Après 

ultracentrifugation de l'homogénat à 55 000 rpm pendant 30 min 

(200 000 xg en rotor SW 60 Beckmani, le surnageant clair est rkcupéré 

après élimination de la couche lipidique supérieure, ajusté a pH 7,40 

et constitue le cytosol. 
\ 



BI Liaison à l'hormone radioactive et transformation du 

récepteur in vitro, 

Les échantillons cytosoliques sont incubés pendant 16 h. (ou 4h 

dans certaines expériences) avec 30 x M d'acétonide de 

triamcinolone tritié (Amersham, 28 Ci/mlel . La liaison non 
spécifique est mesurée par incubation en parallèle d'aliquotes des 

mêmes échantillons avec un excès de 500 fois d'acétonide de 

triamcinolone non radioactive. L'activité de liaison est mesurée après 

élimination du stéroide libre en excès par adsorption sur charbon 

dextran (RUUSSEAU et al., 1972). Un volume d'échantillon cytosolique 

incubé avec l'hormone radioactive est mélangé avec un demi-volume 

d'une suspension contenant 3 % de charbon active (Norit A) et 0'3 % de 

Dextran T-70. Après 10 secondes d'agitation au vortex, le mélange est 

laissé 15 min à 0°C et centrifugé 5 min à 4000 rpm. La transformation 

est effectuée à partir d'échantillons cytosoliques préparés en tampon 

TMG et chauffés au bain-marie à 25°C pendant 30 min. 



C) Purification partielle du récepteur IXW extraction au 

sulfate de protamine (GOVINDAN et SEXERIS, 1978). 

Après précipitation partielle des acides nucléiques par le 

sulfate de streptomycine à 10 % dans l'eau, le récepteur est précipité 

par addition de sulfate de protamine (0,75 % dans l'eau) selon le 

protocole suivant, 

précipi té 
/ 

éliminé 

Cytosol (1 volume) 
+ O,11 volume de sulfate de 
streptomycine, sous agitation 
pendant 20 min à 4 " C ,  puis 
centrifugation à 18 000 rpm pendant 
10 min. 

Surnageant 
+ 0,12 volume de sulfate 
protamine sous agitation 
pendant 40 min à 4"C, puis 
centrifugation à 18 000 rpm 
pendant 10 min 

précipité Surnageant éliminé 
repris dans 0'1 volume de 
tampon KP160 MGMo (Phosphate 
de potassium 160 mM, l3-mercapto- 
éthanol 20 mM, glycérol 10 %, 
molybciate de sodium 10 mM, PMSF 
1 mM, pH 7,40 à 0°C). 
Homogénéisation au Dounce, puis 
centrifugation à 20 000 rpm pendant 
20 min. 

Précipité Surnageant (extrait 
éliminé sulfate de protamine) 

Le surnageant est utilisé irrunédiatement*~~ conservé à - 70°C en 
présence de 0,2 volume de glycérol. Des aliquotes sont récupérées pour 
dosage de l'activité de liaison et dosage des protéines. Ce 
protocolepermet classiquement d'obtenir un échantillon de récepteur 
purifié six fois environ par rapport au cytosol, et contenant 8-10 
mg/l de protéines et 30 à 50 x M de récepteur, 



D) Purification du complexe hormone-récepteur non transformé, 

par chromatographie d'affinité. 

Le protocole utilisé, détaillé dans un travail précédent 

(IDZIOREK, 1985) est résumé ici dans ses principales étapes : le gel 

d'affinité est réalisé au laboratoire par couplage de dexaméthasone 

oxydée sur un support Sepharose CL 4B préalablement activé au bromure 

de cyanogène, par l'intermédiaire d'un bras espaceur diaminononane 

(taux de greffage en stéroide : 0,2 à 0,5 wle/ml de gel). 1 ml de 

gel d'affinité est mis en suspension pendant 15 h à 0°C avec 50 ml 

d'extrait sulfate de protamine. A l'arrêt du batch, le mélange est 

transféré sur une colonne IBF 25 et le gel est lavé à 0°C par trois 

tampons successifs (tampon KP160 MGMo 10 volumes, tampon KP20 MGMo 10 

volumes, tampon KP20 MGMo complété avec 0'4 M KC1, 10-15 volumes puis 

tampon KP 160 MGMo 10 volumes). L'ensemble de ces lavages n'excède pas 

60 min. Le récepteur est ensuite élué du gel d'affinité par incubation 

en présence de 5 x M d'acétonide de triamcinolone tritié 

(activité spécifique finale : 5-7 Ci/nmtole) pendant 4 h ou 15 h à O'C. 

Le tampon d'élution (KP160 MGMo) est utilisé à raison de 3 ml pour 

1 m l  de gel. L'éluat est alors recueilli et l'activité de liaison 

immédiatement mesurée par technique au charbon dextran ou par 

chromatographie de gel-filtration sur une colonne TSK GSW ( 7 , 5  x 
\ 

100 mm) selon le protocole de IDZIORM (1985). L'éluat ainsi obtenu 

contient le récepteur purifié 3000 à 5000 fois (10 à 50 pg/ml en 

protéines et 20 à 50 x IOm9 M en récepteur). Une purification 



supplémentaire est réalisée par chromatographie d'exclusion de taille 

sur colonne TSK (34000 SW qui porte le taux de purification final à 

9000-10 000 fois. 

Une modification de ce protocole a été apportée afin d'obtenir le 

récepteur purifié à l'état transformé (Fig 37).Pour cela, un lavage 

supplémentaire du gel est effectué en tampon TRIS lOmM , NaCl 150 

mM,dithiothréitol 2 mM, glycérol 10% pH 7.40, Puis, l'élution du 

récepteur est opérée innnédiatement par le même tampon supplémenté en 

sérum-albumine "nuclease-free" (0.5 m g / m l )  pendant 6h à O'C en 

présence d'acétonide de triamcinolone tritié ( 5  x 10-6 M, activité 

spécifique 7 Ci/mnole). 

II - MARQUAGE D'AFFINITE DU RECEPTm AU 21-MESUTE DE DE2WEiWGOPiX 

TRITIE. 

1) Le récepteur, précipité au sulfate de protamine, est repris 

en tampon ml60 GMo (phosphate de potassium 160 mM, pH 8,0, molybdate 

de sodium 10 mM, 10 % glycérol et 1 rnM PMSF). Les échantillons sont 

alors incubés avec 60 x M de 21-mésylate de dexaméthasone tritié 

(activité spécifique : 50 Ci/mmole, NEN, Dupont de Nemours, France) 

pendant 90 min à 0-4'C. La liaison non spécifique est mesurée dans un 

échantillon incubé en parallèle en présence d'y ajout de 10.10-6 M de 

dexaméthasone non radioactive. 

2) Dans le cas particulier où le récepteur purifié a été 

caractérisé après liaison covalente au 21-mésylate de dexaméthasone 



tritié (Fig. 241, le protocole suivant a été utilisé : lors de l'étape 

de chromatographie d'affinité, le récepteur est élué avec le tampon 

KP160 GMo en présence de 5 x M de 21-mésylate de dedthasone 

tritié (activité ,spécifique finale 2,5 Ci/mle) pendant 4 h à O'C, 

III - FmTDE DES PROPRIETES PHYSICX)CHIMI&UES W WEPTEUR NON 

TRANSFORME. 

1) Mesure de la constante de sédimentation. 

Elle est effectuée par ultracentrifugation en gradient de 

saccharose, Des gradients linéaires en saccharose (5 à 20 %, p/v) sont 

préparés soit en tampon KP160 MGMo, soit en tampon KP30 MGMo à l'aide 

d'une chambre à gradient (Beckman) et coulés à 0°C dans des tubes en 

pollyallomère de 4,5 ml. Les échantillons à centrifuger (quatre par 

série) sont déposés sur ces gradients et les tubes sont soumis à une 

centrifugation de 16h à O°C à 55 000 rpm dans un rotor SW60 (Beckman) 

à godets horizontaux. La mesure des coefficients de sédimentation est 

réalisée par comparaison à des standards centrifugés dans le même 

rotor, et dont les coefficients de sédimentation (Szo,~) sont connus : 

catalase (11,3S), aldolase (7,8S), sérum albumine (4,3S) et 

peroxydase (3,6S). Pour assurer leur détection, ces standards ont été 

préalablement marqués au tritium par l'utilisation de 3H N-succini- 

midyl-propionate selon la technique de BOLTON et HUNTER (1973). A 

l'arrêt de la centrifugation, les tubes sont ponctionnés par le fond 



et des fractions de six gouttes sont recueillies et soumises à une 

mesure de radioactivité. 

2) Mesure du rayon de Stokes 

Elle est effectuée par chromatographie d'exclusion de taille à 

haute performance. 

A - Matériel : 

Le système chromatographique utilise une pompe 6000 A, un 

injecteur U6K équipé d'une boucle de 2 m l ,  et un spectrophotomètre 

480 LC (Waters, Milford, Ma, U S A ) .  La récupération des fractions est 

assurée à l'aide d'un collecteur programmable, modèle 201 (Gilson, 

France). L'enregistrement de la densité optique à 280 nm et 

éventuellement de la pression en sortie de pompe est pratiquée par un 

enregistreur à deux canaux ( L K B ) .  On utilise une colonne TSK G4000 SW 

analytique (7'5 x 600 mn ou 7,5 x 300 mm) selon les cas. Dans 

certaines expériences, une colonne TSK G4000 SW préparative (21,5 x 

600 mm) a été utilisée, Le système analytique est protégé par 

l'utilisation d'une précolonne TSK GSWP (7,5 x 100 ml. 

B - Elution 

Les échantillons injectés vont de 0,25 ml maximum dans le cas 
* 

d'une colonne de 7,5 x 300 m,O,5 ml maximum (colonne de 7,s x 600 mm) 

ou 2 ml (colonne de 21,5 x 600 mm) et sont filtrés dès l'entrée de la 

précolonne par la mise en place d'un fritté métallique (pores de 



1 pm). L'élution est réalisée en tampon KP160 MMo sauf dans les 

expériences destinées à une analyse du contenu en ARN ou un tampon Tes 

10 mM, NaCl 0,15 M, B-mercaptoéthanol 20 mM, molybdate de sodium 10 

mM, pH 7,40 a été utilisé, Le débit varie de 0,5 ml/min (colonnes 

analytiques) a 3,5 ml/min (colonnes prépeiratives). Pendant toute la 

durée de l'analyse, la colonne et le réservoir de tampon sont placés 

dans un bain de glace. La pression obtenue en sortie de pompe est de 

1,O à 2 Mpa dans le cas des colonnes analytiques et de 4-4,5 MW pour 

la colonne préparative. Des fractions de 0,25 m l  ou 0,50 ml (colonnes 

analytiques) ou de 1,75 m l  (colonne préparative) sont collectées et 

soumises à une mesure de radioactivité. Le tampon d'élution est dégazé 

et filtré sur membrane Millipore HATF (0,45 pm) avant utilisation. 

C - Calibration 

On utilise un kit comariercial (Pharmacia) contenant de la 

thyroglobuline (Rs = 8,6 nm), de la ferritine (Rs = 6,l nm), de la 

catalase (Rs = 5,2 nm), de l'aldolase (Rs = 4,7 nm) et de la sérum 

albumine (Rs = 3,6 nm). Pour obtenir une calibration précise, nous y 

avons ajouté de 1'IgM de rat pure (Rs = 11,8 nm) et de la fi- 

galactosidase d9E. coli (Rs = 6,9 nm). Ces protéines standard sont 

utilisées à une concentration de 1 à 3 mg/ml et 0,l ml sont injectées 

sur la colonne. Leur volume d'élution est détecté par absorbante W à 
\ 

280 nm. Le volume d'exclusion est mesuré par l'élution du Bleu dextran 

2000 et par l'ADN de thymus de veau (Mr = 2 x IO7). Le volume total de 

la colonne est mesuré par l'élution du bichromate de potassium. La 



calibration obtenue selon le modèle de PORATH (1963) est linéaire pour 

des valeurs de RS comprises entre 3 et 11 nm (SABLONNIERE, 1987). 

2 - Mesure des caractéristiques ioniques m r  chromatographie 

d'échange d'ions. 

On utilise une colonne Ultropac TSK DEAE 545 préparative (21'5 

x 150 mm) greffée par des groupements diéthylaminoéthyles. Le système 

gradient est réalisé par un chromatographe haute performance, en 

utilisant deux pompes 6000A pilotées par un programmeur de gradient M 

660 (Waters, Milford, USA). La colonne est équilibrée en tampon KzHPO4 

30 mM, molybdate de sodium 10 rnM pH 7,40. Après injection, un délai de 

20 min est respecté avant de démarrer le gradient d'élution en tampon 

KzHP04 30 mM, molybdate de sodium 10 mM, KC1 0,5 M, pH 7'40, pendant 

40 miriutes à un débit de 3,5 ml/miri. Des fractions de 3'5 m l  sont 

collectées et des aliquotes de 0'35 ml sont mesurées en radioactivité. 

Des aliquotes sont également dosées en potassium par photométrie de 

flamme pour le contrôle du gradient d'élution en KC1. Un échantillon 

de 3 m l  d'extrait sulfate de protamine préalablement incuM avec le 

mésylate de dexaméthasone est dilué avec un tampon KzHPO4 10 mM, pH 

7'40 pour ajuster la force ionique finale à 30 mM en potassium. 

L'échantillon est alors concentré 3 à 4 fois sur membrane Diaflo YM 

30, avant d'être injecté sur la colonne. 
\ 



3 - Caractérisation des propriétés d'hydrophobicité des 

complexes hormone-récepteur. 

Elle est réalisée par chromatographie d'interaction hydrophobe 

en mode haute performance en utilisant une colonne TSK phenyl 5 PW 

(7,5 x 75 m) (Beckman, France). Le système chromatographique utilise 

deux pompes 6000 A contrôlées par un programmeur de gradient M660 

(Waters, Milford, USA). La colonne est équilibrée en tampon phosphate 

de sodium 0,l M, pH 7,O contenant 1,8 M de sulfate d'ammonium, à 

température ambiante. 10 minutes de lavage à un débit de 0,5 ml/min 

sont respectées avant le démarrage du gradient, linéaire en tampon 

phosphate de sodium 0,l M pH 7,00 pendant 30 min. Les tampons sont 

dégazés et filtrés sur membrane Millipore HATF de 0,45 pm de porosité 

avant utilisation. Des échantillons de 0,15 à 0,20 m l  sont injectés 

sur la colonne et des fractions de 0 , s  ml sont collectées tout au long 

du gradient. Le gradient est contrôlé par un (pH-ions) conductimètre 

(IBF, Villeneuve-la-Garenne, France). Des aliquotes de 0,l ml des 

fractions sont mesurées eri radioactivité. 



IV - MEX'HODES EL-PHORGTIQUES (ANALYSE DES PROTEINES) 

L'analyse de la masse moléculaire est effectuée par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de dodécyl-sulfate 

de sodium (SDS) selon la technique de WEMMLI (1970). 

A - &tériel 

La solution d'acrylamide est utilisée, soit en concentration 

constante dans le gel de migration ( 7 , 5  % ) ,  soit en gradient linéaire 

(5-15 % )  ou ( 4  à 8 %) selon les indications précisées dans le texte. 

La polymérisation s'effectue en tampon Tris 10 mM, pH 6,8 en présence 

de 0,l % SDS et 0,03 % de TEMED. Le rapport acrylamide/bisacrylamyde 

est de 3 7 , 3 .  Le gel de concentration est utilisé dans le tampon Tris 

10 mM, pH 6,8 avec une concentration de 3 % en acrylamide.Le tampon 

d'électrophorèse est constitué de Tris 2,s mM, pH 8,3, glycocolle 200 

mM, SDS 0,l %. 

B - Protocole 

Un bouchon d'acrylamide est coulé (5 m l  + 50 pl de persulfate 

d'ammonium à 10 % (p/v)) entre deux plaques de verre de 150 x 100 mm 

maintenant une épaisseur de gel de 1,5 m. 30 ml de la solution 

d'acrylamide sont ensuite déposés en présence de 60 pl de persulfate 

d'anunonium. Après 10 minutes de polymérisation à 3OoC, le gel de 

concentration est coulé ( 7 , 5  m l )  et un peigne à 10 dents est ajouté 

immédiatement. Après une pré-électrophorèse, des aliquotes de 0,05 à 

0,l ml des échantillons à analyser sont déposés dans les puits avec 



0,001 % de bleu de bromophénol après dénaturation pendant 5 min à 

10O0C en présence de 2'5 % SDS, 5 % de D-mercaptoéthanol et 10 % de 

glycérol. Le champ électrique est appliqué à courant constant de 35 mA 

pendant 4 heures. La cuve d'électrophorèse est maintenue a température 

constante pendant l'analyse grâce à un courant d'eau à 15'C. 

C - Conditions particulières, propres à certaines expériences 

1 - Révélation des protéines après migration en électrophorèse 
h s  le cas de l'analyse du récepteur purifié (Fig. 22 et 37)' 

la technique de révélation au nitrate d'argent a été utilisée 

(MARSHALL, 1984) et résumée ci-après dans ses grandes lignes : le gel 

est fixé avec une solution d'acide acétique 10 % et de méthanol à 50 % 

pendant une nuit. Il est ensuite incubé à 60°C en présence de 0'1 % de 

formaldéhyde. Il est alors coloré avec le nitrate d'argent am 

moniacal, jusqu'à l'obtention d'un miroir d'argent. La décoloration ' 

s'effectue en présence d'une solution saline de sulfate de cuivre 

ammoniacale contenant du thiosulfate de sodium, puis est terminée par 

l'utilisation d'un bain éclaircissant (Kodak). 

2 )  Révélation du récepteur marqué covalentiellement au 21-mésylate 

de dedthasone. 

Pour augmenter la concentration en récepteur dans les 

échantillons analysés en électrophorèse, les fractions provenant du 

fractionnement sur colonne TSK G 4000 SW sont concentrées sur mem- 

brane AMICON YMlO en utilisant un appareil DIAFLO alimenté en azote 

(2 bars). Le taux de concentration obtenu varie de 3 à 8 avec un 



rendement de 60 à 80 %. Dans le cas où la concentration protéique est 

inférieure à 30 pg/ml, on réalise une précipitation des protéines avec 

12 % d'acide trichloroacétique en présence de 0,l mg/ml de 

désoxycholate de sodium (Fig. 24). Ces operations permettent 

d'augmenter la concentration finale en récepteur détectée en 

électrophorèse, compte-tenu du fait que le rendement de liaison 

covalente du mésylate n'excède pas 10 à 15 %. 

Après migration électrophorétique, le gel est coloré avec du 

méthanol 25 %, acide trichloroacétique 25 % contenant 1 g/1 de bleu de 

Coomassie R250, pendant 2 heures. Il est ensuite décoloré avec du 

méthanol 25 %, acide acétique 8 %. Les couloirs de migration sont 

alors découpés en tranches de 2 ou 3 mm de large selon les cas. Chaque 

tranche de gel est ensuite dissoute avec 0,2 ml d'eau oxygénée (30 %) 

à 55°C pendant 16 heures. Le contenu en radioactivité est alors mesuré 

au compteur a scintillation. 

D) Calibration 

Elle utilise un kit cornercial (BIORAD, HMW et LMW) contenant 

de la myosine ( M r  200 000 1 , de la B-galactosidase (Mr 116 000) , de la 

phosphorylase B ( M r  97 4001, de la sérumalbumine ( M r  67 000), de 

l'ovalbumine (45 OOO), de l'anhydrase carbonique (30 000) et de 

l'inhibiteur trypsique de soja (21 000). 

Dans le cas des expériences de pontage a;u glutaraldéhyde, un 

kit de protéines polymérisées (BDH, ref. 44 230 2R) a été utilisé. Sa 

masse moléculaire s'échelonne de 56 000 pour le monomère à 280 000 

pour le pentamère. 



V - W A G E  COVALENT DES PROTEINES A L'AIDE D'UN TRACEUR RADIOACTIF 

1 - MamuaPte au réactif de BOLTON et HUNTER 41973) 

Le réactif 2,3 N-succinimidyl-propionate (100 Ci/nnnole) 

est utilisé en formant une liaison covalente avec les t-MI2 des 

résidus de lysine. Le récepteur purifié (30 à 100 picomoles) est 

précipité par l'acide trichloracétique pendant lh à 0°C dans un tube 

micro-via1 (PIERCE) de 1 m l ,  Après élimination du surnageant et 

ajustement à pH 8'00 avec 5 pl de soude normale, un excès de 4 fois du 

réactif (120 à 400 picomoles) est ajouté et incubé avec 100 pl de 

tampon borate de sodium 0'1 H, pH 8,50 pendant 30 min à O°C. A la fin 

de la réaction, le récepteur est débarrassé de l'excès de réactif 

libre par filtration sur gel, sur une colonne de haute performance TSK 

GSWP (7,s x 100 ml. Les fractions récupérées à l'exclusion contenant 

le récepteur radioactif sont aliquotées et utilisées immédiatement en 

électrophorèse. 

2 - Marquaste a l'Iode125 (BOLTON, 1977). 

1 ml d'éluat de chromatographie d'affinité (30 pg/ml en 

protéines) est concentré sur membrane YM30 (DIAFIX)) après lavage de la 

membrane par 0'5 mg d'ovalbumine, pour éviter la perte de récepteur 
\ 

par adsorption non spécifique sur la membrane. Après concentration, 

l'échantillon récupéré i0,15 m l )  est incubé avec 0'5 mCi d'iodure de 

sodium (Ilz5 Na, 16,7 mCi/pg,AMERSHAM,FRANCE) et 10 (11 de chloramine T 



(solution à 10 mg/ml) pendant 2 minutes à 2O0C, en agitant au Vortex. 

Sont alors ajoutés inmédiatement 25 pl de métabisulfite de sodium 

(solution à 10 mg/ml) puis 50 pl d'Iodure de sodium (2 -/ml en tampon 

phosphate de sodium 0,05 M, pH 7,50 contenant 2 mg/ml de lysozyme), 

L'incubat est ensuite fractionné sur une colonne TSK G3000 SW (7,5 x 

300 mn). Le pic élu6 (Rs = 7 nm) est récupéré et analysé en 

électrophorèse suivie d'autoradiographie. Après séchage du gel, celui- 

ci est mis en contact avec un film KODAK X-AR-5 pendant 15 jours à - 
70'C. 

Après fractionnement sur colonne TSK G4000 SW, les fractions 

contenant le récepteur sont rassemblées et incubées pendant 1 h à 0°C 

avec O,$ % de glutaraldéhyde. La réaction est alors arrêtée par 

l'addition de TRIS ajusté à une concentration finale de 50 mM. 

L'incubat est alors concentré à 3 à 4 fois sur appareil DIAFLO avec 

une membrane YM10, et le concentrat est utilisé directement pour la 

mesure de la masse moléculaire par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide en milieu SDS, en utilisant un gradient de 4 à 8 % en 

acrylamide . 



VI1 - REVELATION IMMüNOLOGIQUE W RECEPEUR ET DE LA PROTEDE HSP 90 

1 Technique du Western-blot (TOWBIN et a1.1979). 

Après électrophorèse en gel de polyacrylamide (7,5 % en 

acrylamide) des échantillons à étudier, le gel est placé en contact 

d'une feuille de nitrocellulose Schleicher et Schull BA 85 dans un 

appareil d'électrotransfert LKB 2005 contenant un tampon TRIS 25 mM, 

pH 8'3, glycocolle 150 mM, méthanol 20 %. Le transfert est effectué en 

5 heures à 60V ou en 16 heures à 20V en maintenant la cuve à 

température constante par une circulation réfrigérante à 10-12°C. La 

feuille de nitrocellulose est ensuite incubée en tampon TBS (Tris 10 

mM, pH 7'40, NaCl 150 mM) contenant 5 % de lait en poudre. Elle est 

incubee alors avec l'anticorps choisi (GR 49, liquide d'ascite dilué 

au 1:400el, soit anticorps AC88 (liquide d'ascite dilué au 1:100Oe) en 

tampon TBS contenant 0,l % de TWEEN 20 pendant 2 heures à température 

ambiante. Les anticorps non fixés sont lavés par trois fois avec le 

tampon TBS. La révélation des complexes antigène-anticorps est alors 

réalisée à l'aide d'une incubation de 2 heures avec des anticorps de 

chèvre anti-souris conjugués à la peroxydase de Raifort (Institut 

Pasteur). Après trois lavages en TBS, les bandes d'antigènes sont 

révélées par incubation de la feuille de nitrocellulose avec le 4- 

chloro-naphtol (50 mg dissous dans 17 m l  de méthanol) et a.justées à 
4 

100 ml avec du TBS, supplémenté extemporanément avec 60 pl d'eau 

oxygénée à 30 %. 



2 - Technique du Dot-Blot 

Des échantillons de 0,2 ml sont déposés dans des puits à l'aide 

d'un appareil de microfiltration Bio-Dot (96 trous, Bio-Rad, USA) et 

imprègnent une feuille de nitrocellulose par gravité pendant 2 heures. 

Le nombre élevé de puits permet de tester un fractionnement 

chromatographique complet. L'incubation avec les anticorps utilisés 

(anticorps monoclonal anti-récepteur GR 49 ou anticorps AC88 anti-HSP 

90) ainsi que les lavages et la révélation par les anticorps marqués à 

la peroxydase sont utilisés dans les mêmes conditions que celles 

rapportées dans le paragraphe précédent. 

VI11 - PREPARATION DES 170-CARBOXAMIDES BIFONCTIO~S 

Le protocole détaillé de synthèse de ces dérivés a été 

précédemment décrit (FûRMSTElXER, 1986). 1 mCi ( 2 5  nanomoles) de 

1,2(n)3H dexadthasone subit une oxydation periodique (solution 

d'acide periodique à 10 % dans le méthanol 1 pendant 5 heures à 20bC. 

La dexaméthasone oxydée radioactive est purifiée par HPLC en phase 

inverse sur une colonne Nucléosil Cl8 (colonne de 4,7 x 250 mm), On 

prépare ensuite l'ester activé par incubation avec l'hydroxybenzo- 

triazole en présence de dicyclohexyl carbodiimide. Le couplage à 

l'amine est alors effectue en présence d'un excès 2 fois molaire de 
% 

diaminononane par rapport à la concentration en 176-carboxamide 

pendant 3 heures à 20°C, dans le tétrahydrofurane. La purification du 

produit obtenu (bis-176-carboxamide) est réalisée par HPLC en phase 

inverse. A chaque étape, des contrôles analytiques des produits 



obtenus sont réalisés par chromatographie sur couche mince en 

utilisant des plaques de gel de silice 0,25 mn F254 (Merck). Le 

système solvant utilise un mélange chloroforme-méthanol (4/1) en 

atmosphère saturée d'ammoniaque. 

IX - CARACTERISATION D'UNE MOLEUTA D'ARN 

1 - Conditions d'incubation avec les ribonucléases 

La ribonucléase A (pancréas de boeuf, 90 U/mg, 10 -/ml) est 

chauffée à 100°C pendant 20 min pour inactiver les protéases et les 

désoxyribonucléases. Le tube doit être refroidi lentement à 

température ambiante pour éviter une dénaturation irréversible de 

l'enzyme. Les autres ribonucléases (protéine S de la ribonucléase, 

nucléase S1 d'Aspergillus orizae (100 000 U/mg) et la ribonucléase de 

venin de cobra (naja naja oxiana, 10 U/ng) qui ne peuvent être 

chauffées sans dénaturation irréversible, sont utilisées en présence 

d'inhibiteurs de protéases (1 mM leupeptine et 1 mM de chymostatine), 

Le cytosol est complété avec 1 m l  ZnClz et 1 mM MgCl2 lorsque la 

nucléase Si est utilisée et supplémentée par 10 mM MgCl2 lorsque la 

ribonucléase de venin de cobra est utilisée. 



2 - Précautions particulières à respecter pour l'analyse du 

contenu en ARN des fractions de chromatographie 

La verrerie utilisée tout au long de la préparation de 

l'extrait sulfate de protamine et du récepteur purifié est stérilisée 

a 25O9C pendant 4 heures. Le matériel plastique est autoclavé. Tous 

les tampons sont incubés en présence de 0'1 % de diéthylpyrocarbonate 

pendant 16 heures avant d'être autoclavés. Le support d'affinité 

utilisé est lavé avec une solution d'urée 8M puis avec du méthanol à 

50 %.Le port de gants en latex est respecté pendant toute les 

manipulations de préparation des tampons et de purification du 

récepteur.D9autre part, les extraits de sulfate de protamine utilises 

pour la purification du récepteur sont supplémentés en inhibiteur 

placentaire de ribonucléase A (RNasine, 30 à 50 U/ml). 

3 - Marquage et identification des molécules d'AR& 

Les fractions à analyser (0,5 à 2 ml) sont traitées par du 

phénol pur (v/v) puis par du chloroforme (v/v) (trois extractions). La 

phase aqueuse récupérée est extraite par 2,5 volumes d'éthanol et 0,l 

volume de tampon acétate de sodium 3 M. Après centrifugation, le culot 

contenant 1'ARN précipité est repris dans l'eau et incubé avec 100 pCi 

de cytidine 3'-5' 5'-32P bis phosphate (3000 Ci/mrnole, 1 rnCi/ml, 
s 

bersham, France), 2 à 4 U de T4 RNA ligase (Boehringer) et 3,3 pmoles 

d9ATP pendant 5 heures à 4"C, selon le protocole de marquage des ARN 

(extrémités 3 ' )  de D ' A L B S I A  (1982). L'efficacité de marquage est 



contrôlée par mesure de la radioactivité insoluble après précipitation 

d'une aliquote de 2 pl de l'incubat avec une solution d'acide 

trichloroacétique à 10 % et recueil sur filtres de G E .  La réaction 

est stoppée par ajout d'un volume égal de phénol et 1'ARN est 

précipité de la phase aqueuse par précipitation à l'éthanol. Le culot 

est ensuite dissous dans la forniamide à 80 %, dénaturé pendant 2 min à 

10O0C et déposé en électrophorèse. La migration s'effectue dans un gel 

d'acry1ami.de à 10%' contenant 0,37% de bis-acrylamide et de l'urée 7M; 

selon les conditions décrites P r  D'ALESSIA (1982I.La calibration du 

gel utilise un extrait d'ARN cellulaire total (préparé à partir de 

cellules HTC préalablement incubées in vitro en présence d'uridine 

tritiée,ECONOMIDIS et ROUSSEAU,1985) soumis également à 

1'électrophorèse.L'identification de la taille des ARN est réalisée 

par comparaison aux données de ZIEXrE (1981).Après migration, le gel 

est séché et exposé sur un film XAR-5 (Kodak) en présence de deux 

écrans intensifiants (Dupont) pendant 1 à 8 jours selon les cas. 

X - DIVERS 

La radioactivité (tritium) est mesurée avec un compteur béta à 

scintillation (1214 Rack B LKB-Wallac, Suède). On utilise des 

scintifioles de 6 ml contenant 4 m l  de cocktail scintillateur 

(Aqualyte) et donnant une efficacité de comptage de 50 %. 

Le dosage des protéines est réalisé sel& une modification du 

protocole de READ et a1.(1981) décrite par IDZIOREX (1985).Après 

liaison du bleu de Coomassie G 250 aux protéines en milieu acide, 

l'absorbante est mesurée à 595 nm (méthode automatisée sur analyseur 



COBAS BIO) ,  avec une prise d'essai de 15 à 60 cil selon la gamme 

d'étalonnage de sérum-albumine utilisée. 
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