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RESUME 

La vitamine A et ses dérivés naturels ou synthétiques (les rétinoïdes) sont impliqués dans plusieurs 

processus biologiques fondamentaux, comme la reproduction, la vision, la différenciation 

cellulaire, l'hématopoïèse, et le développement embryonnaire. De plus, certains rétinoïdes ont des 

puissants effets anti-prolifératifs et sont utilisés dans le traitement de plusieurs maladies, comme 

le psoriaris et les leucémies myéloblastiques et promyélocytaires. Les effets biologiques des 

rétinoïdes passent par leur interaction avec des récepteurs nucléaires (RARs et RXR.s). Par 

ailleurs, de plus en plus de résultats illustrent l'ampleur de l'importance des voies de 

phosphorylation dans les fonctions cellulaires. 

Dans ce travail, nous avons montré que la voie des protéines kinases C est nécessaire pour la 

transactivation induite par les rétinoïdes. Les PKCs sont requises pour stabiliser l'interaction du 

complexe RARslligand avec l'ADN; elles sont aussi impliquées dans le transport des RARS vers 

le noyau. Les PKCs phosphorylent directement l'isoforme RARcx humaine sur des résidus sérines 

(Ser157 et/ou 154). Cette phosphorylation affecte la capacité des RARs à former des 

hétérodimères RARIRXR. 

Nous nous sommes également intéressés au rôle joué par les phosphatases (PPl et PP2A) dans 

le mécanisme d'action des rétinoïdes. L'inhibition de PPl et PP2A par l'acide okadaïque (AO) 

stimule la transactivation induite par les rétinoïdes. Cette stimulation dépend du type de l'élément 

de réponse et ne nécessite pas la présence du ligand. La surexpression de ces phosphatases induit 

une inhibition de la transactivation de gènes reporter par les RARs. L'AO augmente l'affinité de 

l'hétérodimère RARIRXR pour ses éléments de réponse. 

Tous ces résultats montrent que l'action des rétinoïdes est modulée par un mécanisme mettant en 

jeu la phosphorylation de leurs récepteurs. 
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PRESENTATION DU MEMOIRE 

Au sein d'un organisme, une cellule est perpétuellement soumise à un flux de signaux extracellulaires qui 

agissent au niveau de récepteurs membranaires ou au niveau de récepteurs nucléaires. Ces signaux via 

l'activation de ces récepteurs vont moduler des processus biologiques aussi importants que la différenciation 

et la prolifération cellulaire Parmi ces signaux extracellulaires, nous distinguons les hormones, les facteurs 

de croissance, les cytokines, et les neuropeptides. Notre travail apporte une modeste contribution à la 

compréhension des interactions impliquant les voies de phosphorylation et déphosphorylation, et le mécanisme 

d'action des rétinoïdes. 

Dans la première partie des généralités, noua avons essayé de faire sentir au lecteur l'importance des rétinoïdes 

dans les processus du développement et de morphogénèse, ainsi que dans la différenciation cellulaire et 

le potentiel que représentent ces molécules dans le traitement de certains cancers. Ensuite, j'ai voulu familiariser 

le lecteur avec la structure et le mécanisme d'action des récepteurs aux rétinoïdes. J'avoue que certains 

paragraphes comme celui traitant de la dimérisation ou celui abordant le rôle du RXR sont difficiles à 

assimiler, mais c'est essentiellement parce que nous n'avons pas le recul nécessaire dans le temps pour 

pouvoir intégrer les récentes données dans un modèle cohérent. 

La deuxième partie des généralités a été consacrée essentiellement à la voie des protéines kinase C, où 

j'ai essayé de mettre l'accent sur la diversité structurale et fonctionnelle des différents isoformes constituant 

la famille des PK Cs. Pour faire apprécier le caractère unique des PKC, j'ai également décrit les mécanismes 

de régulation par le pseudosubstrat, les protéases et leurs interaction avec des récepteurs intracellulaires. 

A la fin de cette partie, j'ai décrit brièvement la famille des sérine/thréonine phosphatases. A l'inverse des 

PK Cs, les phosphatases sont encore mal connues et les données sur les mécanismes régissant leurs spécificités 

de reconnaissance du substrat restent fragmentaires. 

La troisième partie des généralités est un résumé de nos connaissances actuelles sur l'importance de la 

phosphorylation dans le mécanisme d'action des récepteurs nucléaires. Dans cet objectif et vu l'ampleur 

des données dans ce domaine, nous avons choisi de ne présenter que les travaux permettant l'identification 

des sites de phosphorylation sur les récepteurs nucléaires, ainsi que les effets de la mutation de ces sites 

sur leurs activités. Le lecteur remarquera que dans cette partie nous n'avons pas abordé la phosphorylation 

des récepteurs aux rétinoïdes car nous avons préféré la traiter en détail dans la partie résultat. 

La partie résultat comporte deux volets majeurs ; l'un consacré à l'étude des interactions des kinases avec 

le mécanisme des rétinoïdes et l'autre traitant du rôle des phosphatases dans ce mécanisme. Dans le premier 

volet, nous avons présenté les résultats concernant la voie de la protéine kinase A, des tyrosine kinases 
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et du calcium. Les résultats traitant de la protéine kinase C sont divisés en deux parties; une première 

partie sous forme d'un article inséré dans le mémoire et la deuxième partie traitant des résultats que ne 

sont pas encore publiés. Dans le deuxième volet, sous forme d'un article inséré, nous présentons les résultats 

sur l'implication des phosphatases dans le mécanisme des rétinoïdes. Ce travail, qui vient d'être publié, 

a été fait en collaboration avec le groupe de Pierre Chambon. 

Dans la partie matériels et méthodes nous décrivonss les protocoles qui ne sont pas déjà abordés dans 

les articles insérés. Enfin, ce mémoire se termine par une discussion où nous reprenons les principaux 

résultats que nous avons obtenus, en essayant de mettre l'accent sur l'aspect perspective de ces résultats 
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REVUE GENERALE 

Chapitre 1 : LES RETINOIDES 
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A/DECOUVERTE ET STRUCTURE: 

La vitamine A, source principale des rétinoïdes, est impliquée dans de nombreux processus biologiques. 

Elle intervient notamment dans la reproduction, la croissance et les mécanismes de la vision. La structure 

de la vitamine A a été caractérisée par Karrer et coll. en 1931 (Karrer et al., 1931). Quelques années plus 

tard, Arens et Van Dorp ont synthétisé l'acide rétinoïque tout trans (ATRA) (Arens et al.,1946) et ils 

ont montré que celui-ci est capable de rétablir la croissance de rats déficients en vitamine A. Malgré cette 

découverte, le rôle de l'acide rétinoïque n'a pas été pleinement apprécié, probablement à cause de l'intérêt 

suscité à l'époque par le rétinal dans le processus de la vision. Il a fallu attendre les années 70, pour qu'une 

équipe d'Hoffmann-La Roche, redécouvre le rôle important de l'ATRA, en travaillant sur l'élaboration 

de nouveaux agents anti-cancéreux. Le fait que l'acide rétinoïque puisse induire la différenciation de cellules 

en culture a suscité beaucoup d'enthousiasme quant à l'application des rétinoïdes dans le traitement des 

cancers et a stimulé la recherche sur leurs effets biologiques. Plus surprenant encore est l'effet de l'ATRA 

dans la morphogénèse chez les vertébrés. Toutes ces découvertes semblaient indiquer qu'on était face 

à l'une des molécules les plus importantes dans le contrôle de la croissance cellulaire et le développement 

embryonnaire. 

En plus de l'ATRA, plusieurs métabolites dérivant de la vitamine A ont été identifiés (Figure 1 ). Notamment, 

le rétinaldéhyde impliqué dans le processus de la vision nocturne, l'acide 3, 4-didéhydrorétinoïque impliqué 

dans le contrôle du développement (Thaller et al., 1990) et l'acide 9cis rétinoïque qui pourrait jouer un 

rôle dans le contrôle de nombreuses voies métaboliques et également dans la morphogénèse (Zhang et 

al., 1990; Mangelsdorf et al., 1994) 

Les rétinoïdes sont des molécules globalement hydrophobes dont la structure peut être subdivisée en trois 

parties : une extrémité cyclique terminale hydrophobe, une chaîne polyénique, et une extrémité polaire 

porteuse du groupement fonctionnel ( Figure 1 ). 

B/ METABOLISME DES RETINOIDES : 

Le rétinol est considéré comme la source principale des rétinoïdes naturels. Il provient essentiellement 

de l'absorption des caroténoïdes et des esters du rétinol (EsR). La majorité des EsRs sont convertis en 

rétinol dans la lumière intestinale avant l'absorption par les cellules intestinales ( entérocytes) (Figure 2). 

Dans ces dernières, le rétinol est estérifié puis incorporé les chylomicrons (principales lipoprotéines intestinales). 

Deux enzymes semblent intervenir dans ce processus: l'acylCoA rétinolacyltransférase (ARAT) et la lécithine 

rétinol acyltransférase (LRAT) (Pour revue voir Blomhoff et al., 1990; Figure3). Par exocytose, les chylomicrons 

passent dans la lymphe intestinale et ensuite dans la circulation générale, où ils seront modifiés (CMs). 
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Figure 1 : Structure des principaux rétinoides naturels 
(Gudas, 1994) 
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Dans le foie, les cellules parenchymateuses (hépatocytes) sont responsables de l'absorption des CMs complexés 

aux EsRs (CM-EsRs). Les EsRs sont probablement hydrolysés dans la membrane plasmique ou dans les 

endosomes proches par une EsR hydrolase. A l'inverse des autres ligands qui sont transférés dans le lysosome 

après passage dans les endosomes, le rétinol est transféré dans le réticulum endoplasmique, où la RBP 

(Retinol Binding Protein) est présente à des fortes concentrations. La fixation du rétinol par le RBP semble 

initier la translocation du complexe rétinol-RBP vers les cellules stellaires du foie. Dans les hépatocytes, 

la majorité du rétinol qui dérive du CM-EsR, est transféré très rapidement (2 à 4 heures) aux cellules stellaires 

du foie (Figure 3). Ce transfert est spécifique, car les autres composants des CMs, comme le cholestérol, 

et la vitamine D, ne sont pas transférés. Les EsRs dérivés des CMs doivent être hydrolysés avant leurs 

transferts vers les cellules stellaires. Le transfert du rétinol des cellules parenchymateuses vers les cellules 

stellaires fait intervenir la RBP. 

Une absorption extrahépatique a été observée essentiellement dans la moelle épinière, la rate et dans une 

moindre mesure dans le tissu adipeux, le muscle squelettique, testicules, poumons et les reins. Ainsi les 

CMs peuvent jouer un rôle important dans l'apport des EsRs aux tissus comme la moelle épinière et la 

rate. Le mécanisme d'absorption des CMs est mal connu. Néanmoins, deux récepteurs sont soupçonnés 

pour être impliqués dans ce mécanisme : le récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDL) et un récepteur 

très proche des LDL, nommé LRP, pouvant fixer les apolipoprotéines E. 

Chez les mammifères, environ 50 à 80% de la vitamine A présente dans le corps est stockée dans les cellules 

stellaires du foie sous formes de EsRs. Des cellules stellaires ont aussi été identifiées dans l'intestin, les 

reins, le coeur, les grands vaisseaux, les ovaires et les testicules. Ces cellules semblent être impliquées 

dans le stockage des EsRs, lorsqu'une grande quantité de la vitamine A a été consommée. 

En général, la majorité du rétinol du plasma, non associée aux CMs est fixé par les RBPs et est transféré 

vers les cellules stellaires. Ces cellules ont la capacité de contrôler le stockage et la mobilisation du rétinol 

assure une concentration constante en rétinol dans le plasma, voisine de 2 ~ indépendamment des fluctuations 

de la consommation quotidienne de la vitamine A (Pour revue voir Blomhoff et al., 1990). Dans le plasma 

le rétinol-RBP est associé de façon réversible à une autre protéine, la transthyrétine (TTR), dont la fonction 

principale est d'empêcher la filtration glomérulaire du complexe RBP-rétinol (Figure 2). 

Des études cinétiques suggèrent l'existence d'un récepteur membranaire de la RBP qui permettrait une 

pénétration active du rétinol (Eriksson et al., 1986). Un tel récepteur a été mis en évidence dans les cellules 

du pigment rétinien bovin (Bavik et al., 1991 ). Le mécanisme exact d'absorption est encore mal connu, 

mais on pense q'un récepteur membranaire pourrait lier la holo-RBP. Le rétinol serait alors libéré et intemalisé, 

alors que l'apo-RBP serait métabolisé dans les reins (Goodman.1984). Mais des travaux 
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Figure 2 : Absorption, stockage et métabolisme de la vitamine A 
(D'après Blomhoff et al., 1990) 
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de Noy et Xu (Noy et al., 1990a; Noy et al., 1990b) ont montré que la holo-RBP du plasma se dissocie 

spontanément et rapidement en apo-RBP et rétinol, qui à son tour traverse la membrane. La cinétique 

d'absorption calculée pour ce mécanisme est en accord avec la cinétique observée in vivo (Noy et al., 1991; 

van Bennekum et al., 1993 ). En se basant sur la cinétique de formation et dissociation de la holo-RBP, 

Noy et Blaner suggèrent que le contenu cellulaire en apo-CRBP régule la cinétique d'absorption du rétinol 

dans les cellules (Noy et al.,199l). 

Bien qu'une faible quantité soit apportée par l'alimentation, la majorité de l'ATRA provient essentiellement 

de l'oxydation du rétinol dans les tissus. Les enzymes intervenant dans ces réactions ne sont pas encore 

bien définis. L'oxydation du rétinol en rétinaldéhyde est probablement catalysée par une ou des enzymes 

microsomiales qui utiliseraient le rétinollié à la CRBP comme substrat (Posch et al., 1991 ). La transformation 

du rétinaldehyde en ATRA par une aldéhyde déhydrogènase ou une aldéhyde oxydase n'a pas été démontré 

de façon formelle. Enfin, d'autres métabolites dérivant soit du rétinol ou de l'AIRA sont présents dans 

le plasma humain, comme le 13-cis-RA, l'acide 13-cis-4-oxo-rétinoïque(Eckhoffetal., 1990), l'acide 9-cis-rétinoïque 

(Levin et al.,1992; Heyman et al.,1992) et l'acide 3,4-didéhydrorétinoïque (Wagner et al.,1990). 

En conclusion, bien que notre connaissance du métabolisme des rétinoïdes se soit considérablement accrue, 

plusieurs points restent encore à éclaircir. Ainsi, les mécanismes biochimiques régissant le transfert du 

rétinol entre cellules et entre les cellules et le plasma ne sont pas encore complètement élucidés. En outre, 

l'identification d'enzymes spécifiques au métabolisme des rétinoïdes, constituerait une étape importante 

dans la compréhension des mécanismes régulant ce métabolisme. 
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Figure 3 :Modèle de la synthèse et du catabolisme de l'acide rétinoïque. 

Le rapport holoCRBP/apoCRBP pourraît contrôler directement le flux du rétinol de ou vers les esters de rétinol. 

La lécithine-rétinol acyl transérase (LRAT) intervient dans le stockage du rétinol en utilisant la holoCRBP comme 

substrat. L'apoCRBP, provenant du recyclage de la holoCRBP, inhibe l'estérification du rétinol en stimulant la rétinol 

ester hydrolase (RER). La holoCRBP est également le substrat de la rétinol déhydrogénase (ROH-DHase), qui 

transforme le rétinol en rétinal. La CRBP intervient dans le transport du rétinal à partir des microsomes 

vers le cytoplasme. Le rétinal sera utilisé comme substrat par la rétinal déhydrogénase (rétinal DHase) pour 

produire l'acide rétinoïque (ATRA). L'excés d'ATRA serait séquestré par la CRABP , et dirigé vers des voies de 

métabolisme qui vont le convertir en plusieurs métabolites polaires (adapté à partir de Napoli, 1993). 
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Cl LES EFFETS BIOLOGIQUES DES RETINOIDES : 
L'acide rétinoïque a de nombreux effets biologiques et ceci ne facilite pas la compréhension de son mécanisme 

d'action. Ses effets principaux sont représentés par son implication dans les processus de développement, 

l'inhibition de la prolifération cellulaire et la stimulation de la différenciation cellulaire. 

1/ LES RETINOIDES ET LE DEVELOPPEMENT DES MEMBRES : 

11 FORMATION DES MEMBRES CHEZ LES VERTÉBRÉS : 

Chez les vertébrés,les membres se développent à partir d'un bourgeon qui se forme sur le flanc de l'embryon. 

Ce bourgeon est délimité par une coque ectodermique très fine, appelée la ligne ectodermique apicale 

(AER). L'élimination de l'AERempêche le développement des membres (Saunders, Jr.1948; Summerbell.1974). 

Le développement des membres se fait selon trois axes, l'axe proximodistal allant de l'épaule au doigt, 

l'axe antéropostérieur, passant entre le pouce et le petit doigt et l'axe dorsoventral qui est perpendiculaire 

aux deux autres axes. Par des expériences de greffe, Saunder et Gasseling ont montré que les trois axes 

sont spécifiés indépendamment les uns des autres (Saunders et al., 1968). Ainsi, la greffe d'un tissu provenant 

de la région postérieure du bourgeon de l'aile de poulet dans la partie antérieure du bourgeon entraîne 

une duplication en miroir des doigts (Figure 4). La région capable d'induire cette duplication est appelée 

la zone à activité polarisante (ZP A). Tickle a montré que ce processus est commun à tous les vertébrés. 

En effet, des ZPA provenant de plusieurs espèces (souris, homme, hamster et tortue) peuvent aussi induire 

la duplication des doigts dans le bourgeon de poulet (Tickle et al., 1982). 

2/ L'ACIDE RÉTINOÏQUE, UN MORPHOGÈNE DÉCHU! 

En 1982, le groupe de Tickle a pour la première fois montré qu'une molécule seule, en l'occurrence l'A TRA, 

peut induire une duplication des doigts de l'aile de poulet (Figure 4) (Tickle et al., 1982). Ainsi l'ATRA 

semble pouvoir mimer l'action de la zone d'activité polarisante (ZP A), région située dans la partie postérieure 

du bourgeon des membres et qui dirige la formation de l'axe antéropostérieur des membres (Eichele.1989). 

L'A TRA est présent naturellement dans le bourgeon des membres sous forme d'un gradient, avec un maximum 

( -50nM) dans la région postérieure incluant la ZP A et un minimum (-20nM) dans la partie antérieure. 

D'autres structures sont connues pour avoir une activité ZP A-like, comme le noeud de Hensen et la plaque 

neurale (Hombruch et al.,1986; Wagner et al.,1990). Ces structures sont aussi le siège de synthèse des 

rétinoïdes(Wagneretal.,1990;Hoganetal.,1992),commel'ATRAmaisaussil'acide3,4-didéhydrorétinoïque, 

qui se trouve dans le bourgeon des membres à des concentrations plus élevées que l'ATRA (Thaller et 

al., 1990). Ces résultats suggèrent que les rétinoïdes sont des morphogènes, qui sont secrètés par des structures 
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Figure 4: L'ATRA est capable de mimer l'action de la ZPA dans le développement de 
l'aile de poulet (Tabin, 1991). 

A) Bourgeon normal donnant naissance à une aile avec trois doigts 2, 3 et 4. 

B) La greffe d'une nouvelle ZPA ou l'implantation d'une bille d'ATRA dans la partie antérieure 
du bourgeon entraîne une duplication des doigts. 

C) L'ATRA est capable de spécifier la formation des doigts en absence de la partie postérieure 
du bourgeon (Hofmann etEichele, 1994) h: humerus, r: radius, u: ulna 
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capables de diriger la formation des différents axes antéropostérieurs. Malheureusement, l'enthousiasme 

initial a été refroidi par des résultats qui suggèrent que les rétinoïdes ne semblent pas être les vrais morphogènes, 

tout au moins dans les membres (Tabin.l991 ). En effet, dans des expériences de transplantation, il a été 

observé que le mésenchyme antérieur du membre, exposé à de l'ATRA exogène, peut induire la duplication 

de l'axe quand il est greffé sur la partie antérieure du bourgeon, sans l'intervention de l'ATRA (Wanek 

et al.,l991; Noji et al.,l991). Le mécanisme moléculaire de cette duplication semble faire intervenir les 

gènes HOX-D (anciennement appelé Hox4). En effet, on sait que ces gènes sont impliqués dans la formation 

des membres et plusieurs de ces gènes (d9, diO, dll, dl2 et d13) s'expriment normalement dans le côté 

postérieur du bourgeon des membres chez les vertébrés. Les gènes de la classe HOX-D sont impliqués 

directement dans la spécification des doigts; Ainsi la surexpression du gène Hoxd-11 (en absence de l'ATRA) 

transforme le doigt 1 en doigt 2 (Morgan et al., 1992). L'application de l'ATRA sur le bord antérieur du 

bourgeon entraîne l'expression des gènes HOX-D à la fois dans la moitié antérieure et postérieure (Figure 

6). Ces expériences mettent en évidence le rôle de l'ATRA dans l'activation des gènes HOX-D. Cette 

activation est probablement l'un des processus par lequell'ATRA induit la duplication de l'axe des membres. 

Récemment, plusieurs groupes ont montré que le gène sonic hedgehog est impliqué dans les processus 

de formation des membres. Chez les vertébrés, l'expression de hedgehog est limitée à certaines cellules 

du bord postérieur du bourgeon des membres. L'application de l'ATRA sur le bord antérieur induit une 

forte expression de hedgehog dans la partie antérieure du bourgeon (Riddle et al.,l993). Ainsi, l'expression 

de sonic hedgehog et de HOX-D semble être l'intermédiaire entre l'ATRA et la formation des membres. 

Un excès d'ATRA exogène peut également entraîner des malformations crânofaciale et rhombencéphalique 

(cerveau postérieur). La capacité de l'ATRA à altérer l'organisation des segments du rhombencéphale 

est due en partie à sa capacité à affecter l'expression des gènes HO X, en particulier le gène Hoxb-1 (Conlon 

et al.,l992). 

Des souris au huitième jour de la gestation traitées par l'ATRA peuvent développer une "spina bifida" 

(le tube neural ne se ferme pas). Ce résultat semble être dû à un excès de mort cellulaire induite par l'ATRA 

dans les tissus sous-jacents de la partie postérieure de la plaque neurale, tels que les tissus mésenchymateux 

de la région de la ligne primitive (Alles et al., 1990). 

Il/ LES RETINOIDES ET L'AXE ANTEROPOSTERIEUR: 

11 LES GÈNES HOMÉOTIQUES : 

L'une des avancées fondamentales en biologie du développement a été la découverte de gènes ayant une 

séquence conservée appelée "homéodomaine" (McGinnis et al., 1984a; McGinnis et al., 1984b ). L 'homéodomaine 
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Figure 5: Organisation et territoires d'expression des gènes Box chez les mammifères (Souris). 

A) Organisation et nomenclature des gènes Hox. Les anciennes appelations sont citées sous les rectangles. 

Les rectangles vides signifient qu'aucun gène n'a été découvert chez les vertébrés. Les gènes situés à l'extrémité 

3' s'expriment plus tôt dans le développement que ceux situés à l'extrémité 5'. Par ailleurs, les gènes de l'extrémité 

3' sont plus sensibles à l'acide rétinoïque que ceux de l'extrémité 5'. 

B) Territoire d'expression des gènes de la classe Hox B chez l'embryon de la souris. Les barres horizontales 

représentent les régions d'expression des gènes Hox B dans le système nerveux central de l'embryon de 

de souris au jour 12. Les pointillés illustrent l'extension de l'expression de ces gènes vers la partie postérieure 

du tronc de l'embryon. Les ronds au-dessous de la corde spinale représentent les prévertébres cervicales, 

thoraciques et lombaires (Adapté à partir de Mc Ginnis et Krumlauf, 1992 et Scott, 1992). 
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est un motif de 183 pb qui code pour un domaine de 61 AAs. Ce domaine possède une structure en "hélice-boucle

hélice" capable de se lier à des séquences spécifiques d'ADN (Gehring.1987; Gehring et al., 1990; McGinnis 

et al.,1992). Ces gènes ont été découverts pour la première fois chez la drosophile, mais actuellement 

plus d'une centaine ont été identifiés à la fois chez les invertébrés et les vertébrés. Les vertébrés supérieurs 

possèdent quatre classes de gènes homéotiques (Figure SA), les membres de chaque classe sont groupés 

sur un locus chromosomique. L'une des caractéristiques surprenante de ces gènes est qu'ils semblent 

obéir à un ordre d'expression dans l'espace pendant le développement. Ainsi, pendant la formation de 

l'axe antéropostérieur, les gènes HOX des quatre classes qui sont situé à l'extrémité 3' s'expriment dans 

les régions antérieures de l'embryon, alors que ceux situés à l'extrémité S' s'expriment dans les parties 

postérieures de l'embryon (Figure SB). Une deuxième caractéristique de ces gènes est que leur expression 

semble également obéir à un ordre temporel. Ainsi les gènes situés près de l'extrémité 3' s'expriment plus 

rapidement que ceux situés à l'extrémité S'. 

2/ L'ACIDE RÉTINOÏQUE ET LA RÉGULATION DES GÈNES HOMÉOTIQUES : 

Le groupe de Gudas a montré que le gène HOX situé à l'extrémité 3' de la classe A situé sur le chromosome 

6 (Hoxa-1) est activé rapidement par l'ATRA dans les cellules de tératocarcinome embryonnaire F9 (Larosa 

et al.,1988). Simeone et coll. (1990) ont également montré que des concentrations allant de 10"8 à 10"5 

M d'ATRA activent différemment les gènes HOX de la classe B dans des cellules de tératocarcinome 

humain (NT2-D1). Ainsi, les gènes situés à l'extrémité 3' sont induits par une concentration de 10"8 M 

d'A TRA, alors qu'il faut une concentration de 1 o-s M pour activer les gènes de l'extrémité S'. Ces observations 

suggèrent que l'activation d'un gène HOX donné dépendrait de la concentration d'ATRA à laquelle les 

cellules seraient soumises. Plus surprenant encore est le fait que l'activation induite par l'ATRA des gènes 

HOX semble suivre un ordre séquentiel dans le temps. Les gènes de l'extrémité 3' sont activés plus rapidement 

par l'ATRA que ceux situé à l'extrémité S' (Simeone et al., 1990; Boncinelli et al.,1991) (Figure 6B). En 

conclusion, le degré d'activation d'un gène HOX dépend de sa localisation sur le chromosome, de la concentration 

et du temps d'exposition à l'ATRA. Finalement, l'une des questions primordiale à laquelle il faudrait répondre 

est quelle est la nature des gènes cibles des protéines HOX? (Gudas.1994) 

(Pour plus de détails voir l'excellent livre : THE RETINOIDS : Biology, Chemistry and Medecine de M.B. Spom, AB. Roberts 
and D.S. Goodman) 
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Figure 6: L'ATRA affecte l'expression des gènes Hox4 durant le développement du 
bourgeon de l'aile du poulet 

A) Organisation génomique des gènes situés à l'extrémité 5' de la classe Hox 4 (Hox D). 

B) Schéma des territoires d'expression des gènes Hox 4.4, 4.5, 4.6, 4. 7 et 4.8 au stade 21 du 
développement du bourgeon de l'aile. 

C) L'implantation au stade 18 d'une bille imprégnée d'AIRA entraîne l'expression des gènes Hox 4 
dans la partie antérieure du bourgeon 
Les gènes situés à l'extrémité 3' sont induits plus rapidement que ceux situés à l'extrémité 5' 

(Modifié à partir de Izpisùa-Belmonte et al., 1991, 1992a; Nohno et al., 1991; 
and lzpisùa-Belmonte and Duboule, 1992) 
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III/ LES RETINOIDES ET LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE : 

L'un des effets les plus frappants des rétinoïdes est leur capacité à induire la différenciation de certaines 

lignées cellulaires. L'une des lignées la plus utilisée pour étudier le rôle des rétinoïdes dans la différenciation 

est probablement la lignée lll..-60 (cellules de leucémie myéloblastique et promyélocytaire humaine). En 

effet, lll..-60 se différencie en granulocytes sous l'effet du DMSO et de l'ATRA, alors que la vitamine 

D3 ou le TPA (12-0-Tetradecanoyl phorbol-13-acetate) induisent sa différenciation en monocytes et 

macrophages. Plusieurs de ces effets sont relayés et amplifiés par une modification d'expression de certains 

facteurs de transcription. Ainsi, l'expression de c-myc (Westin et al., 1982; Bentley et al., 1986) et c-myb 

(Boise et al., 1992) est inhibée par le traitement des lll..-60 par l'A TRA. Une diminution précoce et progressive 

de la protéine Rb est aussi observée suite à un traitement par l'ATRA (Yen et al., 1992). Les récepteurs 

des rétinoïdes (RARs) semblent être intimement impliqués dans le processus de différenciation des HL-60. 

La résistance à l'ATRA manifestée par certaines lignées lll..-60 peut être levée par une transfection de 

vecteurs codant des isoformes de RARs (Robertson et al., 1992). Dans la lignée HL-60, l'ATRA stimule 

également l'activité de certaines enzymes, comme la cyclo-oxygènase (Honda et al., 1990), la phosphatase 

alcaline (Wei et al., 1992), la nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+ )-glycohydrolase (Hemmi et al., 1982), 

le cytochrome b558 et le métabolisme oxydatif (Capeillere Blandin et al., 1990), certains isozymes de la 

protéine kinase C (Makowske et al.,1988; Hashimoto et al.,1990b; Tanaka et al.,1992; Devalia et al.,1992), 

et la transglutaminase II (Davies et al., 1985). D'autres lignées du système immunitaire comme la lignée 

monoblastique humaine U-937 se différencie sous l'action de l'ATRA, du TP A et de l'AMPc (Adénosine 

monophosphate cyclique) (Olsson et al.,1982). 

D'autrepart, l'ATRA inhibe la croissance de plusieurs lignées du mélanome et modifie leurs propriétés 

de différenciation. Dans certains cas l'ATRAjoue même le rôle d'un agent suppresseur de la différenciation 

cellulaire. Ainsi, bien que l'A TRA inhibe la croissance des lignées du mélanome B 16F 1, B 16F 10 et B 16BL6, 

la synthèse de la mélanine, un des marqueurs de différenciation dans ces cellules, n'est observé que dans 

la lignée B16F1 (Edward et al., 1988; Hosoi et al., 1985). Ces résultats montrent que la diférenciation 

n'est pas toujours corrélée avec la suppression de la prolifération cellulaire. 

L'effet de l'ATRA sur les kératinocytes est encore plus complexe. En effet, l'ATRA peut inhiber ou stimuler 

la prolifération de ces cellules en fonction des facteurs de croissance présent dans le milieu. En présence 

de l'EGF, l'ATRA stimule la synthèse de l'ADN (Tong et al., 1990; Zhang et al., 1992; Tong et al., 1988; 

Varani et al., 1989). Par contre, l'ATRA en présence uniquement du calcium inhibe la prolifération de 

ces cellules (Varani et al., 1989). 
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L'A TRA est également capable d'induire la différenciation de nombreuses lignées murines du tératocarcinome 

embryonnaire. En présence de l'ATRA les cellules P19 peuvent se différencier en neurones et fibroblastes 

(Janes-Villeneuve et al., 1982). Plus surprenant encore, ces cellules peuvent se différencier en fibre du 

muscle cardiaque en présence du DMSO (McBumey et al., 1982). 

Chez les cellulesF9, une autre lignée du tératocarcinome embryonnaire, l'ATRA et le 8-Br-AMPc(analogue 

de l'AMPc) induisent leurs différenciation en cellules ayant les caractéristiques morphologiques et biochimique 

des cellules de l'endoderme pariétal (Strickland et al., 1980). Par contre, si ces cellules sont cultivés en 

agrégat en présence de l'ATRA on observe l'apparition de cellules ayant des caractéristiques de celles 

de l'endoderme viscéral, qui sont sur le plan morphologique et biochimique très différentes des cellules 

de l'endoderme pariétal (Hogan et al., 1981) 

En conclusion, les effets des rétinoïdes, et en particulier ceux de l'ATRA sont innombrables et variés en 

fonction des lignées cellulaires, mais d'une manière générale, ils induisent la différenciation et bloquent 

la prolifération cellulaire. 

(Pour plus de détails, voir le livre "The Retinoids : Biology, Chemistry et Medecine" de M.B. Sporn, AB. Roberts et D.S. Goodman 
(1994). 

IV/ LES RETINOIDES ET L'APOPTOSE : 

Décrite pour la première fois au début des années soixante-dix, l'apoptose, appelée aussi mort cellulaire 

programmée ou suicide cellulaire, est aujourd'hui considérée comme un mécanisme vital pour l'harmonie 

des organismes multicellulaires. L'apoptose est un processus physiologique permettant l'élimination discrète 

d'un nombre important de cellules. Ces rouages essentiels semblent avoir été largement préservés au cours 

de l'évolution. Elle joue un rôle central dans le développement embryonnaire et foetal lors de la morphogénèse 

des membres, dans l'organisation du système nerveux central, ainsi que dans l'élaboration du système immunitaire 

et dans l'élimination des cellules tumorales. La mort cellulaire programmée est régulée par de multiples 

signaux activateurs ou inhibiteurs provenant d'autres cellules. Ce programme de mort cellulaire est régulé 

par un nombre important de gènes hautement conservés du nématode à l'homme et dont la liste s'allonge 

chaque jour (pour revue voir Bousquet et Sarthou, 1995). 

Le rôle des rétinoïdes dans les processus de l'apoptose est mal compris et dépend du type cellulaire. Ainsi, 

l'ATRA inhibe l'apoptose induite par le complexe TCR/CD3 dans les hybridomes des cellules T (Owensgrillo 

et al.,1995). Cette inhibition semble être due à la répression de l'expression du ligand de Fas (Fas est un 

récepteur membranaire, qui induit l'apoptose en liant son ligand) par les rétinoïdes (Yang et al.,1995). 

Alors que dans les cellules F9 de carcinome embryonnaire humain, les rétinoïdes induisent l'apoptose (V anderburg 
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et al.,1995). Récemment, le groupe de Jetten a montré que l'apoptose des cellules murines SPOC-1 est 

contrôlée spécifiquement par l'isoforme RARa. (Zhang et al., 1995). Par contre, dans la lignée humaine 

HL-60, l'induction de l'apoptose nécessite l'activation des RXRs (Nagy et al.,1995). 

Bien que des travaux de plus en plus nombreux montrent que les rétinoïdes sont impliqués dans le processus 

de l'apoptose, le mécanisme moléculaire est loin d'être élucidé, essentiellement parce que l'apoptose est 

un processus multifactoriel. 

V/ LES RETINOIDES : UN ESPOIR DANS LA THERAPIE ANTICANCEREUSE 

Durant plusieurs décennies, les rétinoïdes ont été largement utilisés dans le traitement des maladies de 

la peau avec un succès considérable (Bollag et al.,1992; Smith et al.,1992). Depuis, le champ d'application 

des rétinoïdes s'est élargi au traitement de nombreux cancers. L'une des grande réussites de la thérapie 

par les rétinoïdes est le traitement des leucémies aigues promyélocytaire (APL). En effet, on a constaté 

une augmentation du taux de rémission des patients à APL après traitement par les rétinoïdes (Chen et 

al.,1991; Warrell, Jr. et al.,1991). Cependant il faut relativiser ce succès car il se restreint uniquement 

à l'APL. Pour les autres hémopathies malignes, comme le syndrome myelodysplastique (Koeftler et al., 1988), 

leucèmie chronique juvénile (Castleberry et al., 1991), ou le syndrome Sézary (Wieselthier et al.,1990), 

les rétinoïdes n'ont qu'un effet très modeste. Par contre, les rétinoïdes semblent donner de bons résultats 

dans le traitement des carcinomes des cellules squameuses de la tête et du cou (Jetten et al., 1990). Malheureusement, 

l'utilisation des rétinoïdes dans le traitement des tumeurs solides comme le cancer des poumons a été décevante 

( Grunberg et al., 1987). Les rétinoïdes induisent également l'inhibition de la prolifération des lignées cellulaires 

malignes du mélanome (Lotan et al., 1979) et inhibent les métastases de mélanome chez la souris athymique 

(LaCroix et al., 1980). Les rétinoïdes ont également donnés des résultats encourageant dans les traitements 

chimiopréventifs. En effet, les rétinoïdes augmentent sensiblement le taux de rémission ou l'arrêt de la 

progression des tumeurs prémalignes des voies orales. 

En résumé, bien que leur mécanisme d'action sur le cancer soit encore mal connu, les rétinoïdes représentent 

un espoir dans le traitement des cancers. Cet espoir est d'autant plus grand qu'une nouvelle génération 

de rétinoïdes moins toxiques et plus spécifiques commence à voir le jour. 

Dl LE MECANISME D'ACTION DES RETINOIDES : 

Les rétinoïdes interagissent avec des protéines cytoplasmiques ( CRABP et CRBP) et des récepteurs nucléaires 

(RARs et RXRs). Ces derniers reconnaissent spécifiquement des séquences d'ADN, appelées élements 

de réponse des rétinoïdes (RAREs ou RXREs). Ces élements de réponse sont localisés généralement dans 
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les régions promotrices des gènes régulés par les rétinoïdes. La spécificité de reconnaissance des éléments 

de réponse par les RARs dépend également de leur état de dimérisation. En effet, les RARs sont capables 

d'hétérodimériser avec d'autres récepteurs nucléaires (Figure 7). 

Il LES PROTEINES LIANT LES RETINOIDES ET DISTRIBUTION TISSULAIRE : 

11 PROTEINES CYTOPLASMIQUES LIANT L'ATRA (CRABP): 

A la fin des années 70, Ong et Chytil ont identifié une protéine cellulaire liant l'ATRA (CRABF) (Ong 

et al., 1978). C'est une petite protéine cytoplasmique (Mr 15,5 k:Da) qui lie sélectivement et avec une grande 

affinité l'ATRA <K.t = 4nM, Ong et al., 1978). Actuellement nous savons qu'il existe au moins deux isoformes 

de cette protéine (Wei et al., 1987; Shubeita et al., 1987; Stoner et al., 1989; Giguere et al., 1990a). Bien 

que la CRABF I et CRABF II soient très proches sur le plan structural, elles présentent une expression 

différente chez l'adulte et pendant le développement (Maden et al., 1988; Dalle et al., 1989; Ferez-Castro 

et al., 1989; Dalle et al., 1990; Giguere et al., 1990a). Ainsi dans le développement embryonnaire, l'expression 

de CRABF I suggère qu'elle est importante dans la formation du gradient endogène de l'ATRA (Maden 

et al.,1988; Ferez-Castro et al.,1989). Des études génétiques et biochimiques ont aussi montré que des 

cellules qui répondent normalement à l'AIRA deviennent moins sensibles à ce traitement après une surexpression 

de CRABF (Boylan et al., 1991 ). Mais on n'a jamais pu montrer si les CRABFs pouvaient réguler la transcription 

ou avoir un rôle clé dans le mécanisme d'action de l'ATRA. Certaines cellules dépourvues en CRABFs 

peuvent néanmoins répondre normalement à un traitement par l'A TRA, ce qui montre bien que les CRABFs 

ne sont pas nécessaire à son transport(Haussler et al., 1984; Jetten et al., 1987; Mangelsdorf et al., 1990). 

Bien que le rôle des CRABFs soit mal connu, on pense qu'elles peuvent agir comme un système tampon 

régulant la concentration intracellulaire de l'ATRA et peuvent ainsi déclencher ou inhiber une réponse 

particulière. Cette hypothèse a été confortée par les résultats de Maden et coll. obtenus avec les bourgeons 

des membres de poulet, dans lesquels la CRABF forme un gradient antéro-postérieur (Maden et al., 1988). 

Mais des rétinoïdes synthétiques qui ne se lient pas à la CRABF, sont capables de mimer l'action de l'ATRA 

dans la morphogénèse, suggérant que l'ATRA peut agir en l'absence de la CRABF {Tamura et al., 1990). 

La CRABF pourrait avoir également un rôle dans la conversion de l'ATRA en d'autres métabolites (Fiorella 

et al.,1991; Boylan et al.,1991). Dans ce cas, la CRABF jouerait le rôle d'un transporteur qui va amener 

l'ATRA vers les voies enzymatiques appropriées de façon similaire à l'action des protéines cellulaires liant 

le rétinol (CRBFs) (Ong.1987; Blomhoffet al.,1990). 

2/ LES RÉCEPTEURS DE L'ACIDE RÉTINOÏQUE TOUT TRANS (ATRA) : 

En 1987, les groupes de Chambon et d'Evans ont isolé indépendamment le eDNA d'un récepteur humain 
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de l'acide rétinoïque tout trans (hRARa.) (Petkovitch et al., 1987; Giguere et al., 1987). Ce récepteur possède 

une organisation en domaines similaire à celle de la superfamille des récepteurs nucléaires, et peut activer 

la transcription des gènes cibles sous l'action de l'ATRA (Evans.1988). La découverte de ce récepteur 

a été déterminante à la fois pour la compréhension du mécanisme d'action de l'ATRA, mais aussi pour 

identifier les gènes régulés par l'ATRA. Actuellement on conmu"t trois isoformes distinctes de RAR (RARa, 

RAR~ et RAR.y) qui sont exprimées chez les mammifères, les oiseaux et les amphibiens. Ces isoformes 

présentent un degré d'homologie élevé au-niveau des domaines C et E/F (Figures 8 et 9). Cette diversité 

se trouve encore augmentée par l'existence de deux promoteurs pour chaque gène, donnant naissance 

à deux transcrits alternatifs. Ces transcrits génèrent des iso formes avec des extrémités N-terminales différentes 

(Kastner et al., 1990; Giguere et al.,1990b; Blumberg et al., 1992; Leroy et al., 1991; Zelent et al., 1991). 

En plus, plusieurs variants dû à des épis sages alternatifs ont été caractérisés (Kastner et al., 1990; Leroy 

et al., 1991; Zelent et al., 1991; Nagpal et al., 1992b). Ainsi, il apparaît que la diversité des effets des rétinoïdes 

sur les cellules peut être expliquée en partie par la diversité des récepteurs de l'ATRA. 

3/ LES RÉCEPTEURS X DES RÉTINOÏDES : 

Récemment, un nouveau récepteur des rétinoïdes représentant une seconde classe des récepteurs des 

rétinoïdes, a été identifié, le récepteur humain X des rétinoïdes (hRXR.a., Mangelsdorf et al., 1990). L'analyse 

de la séquence de hRXRa. a montré qu'il existe peu de similitudes entre le RXR et le RAR ce qui est 

d'autant plus surprenant que l'activité transcriptionnelle des deux récepteurs est stimulée par l'ATRA, 

bien que celle du RXR n'apparaît qu'à de fortes concentrations (1 OJ.lM). Ce résultat illustre bien la complexité 

du mode d'action des rétinoïdes. Depuis, trois isoformes de RXR (RXR.a., RXR~ et RXRy) ont été identifiés 

chez les mammifères, oiseaux et amphibiens(Figure 8 et 9). Bien que ces isoformes présentent des similitudes 

structurales entre elles, leurs domaines N-terminaux montrent une grande variabilité, suggèrant que chaque 

isoforme pourrait avoir une fonction de transactivation différente (Nagpal et al., 1992b ). Plus surprenant 

encore, est la présence d'un homologue de RXRs chez la Drosophile (Usp=Ultraspiracle) alors qu'aucun 

homologue des RARs n'y a été identifié (Oro et al., 1990; Oro et al., 1992; Shea et al., 1990). Ces résultats 

semblent suggérer que les RXRs sont plus anciens phylogénétiquement que les RARs (Laudet et al., 

1992). 

4/ LA DISTRIBUTION TISSULAIRE DES RARS ET RXRS : 

L'effet pléïotropique des rétinoïdes peut être expliqué en partie par le large éventail d'expression offert 

par les différents gènes de RAR et RXR. Les études de l'expression de RAR par les techniques d'hybridation 
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Récepteur Espèce Localisation 
chromosomique 

RAR-a Homme 
souns 17q21.1 
Triton Il 
Grenouille 

RAR-13 Homme 
Souris 3p24 
Triton 14 
Poulet 

RAR-y Homme 
Souris 12ql3 
Triton 15 
Grenouille 

RXR-a Homme 9q34.3 Souris 
Grenouille 2 

RXR-13 Homme 
6p21.3 Rat 

Souris 17 

RXR-y Homme 
Souris lq22-23 
Grenouille 1 
Poulet 

Figure 8 : Les gènes des récepteurs aux rétinoïdes : Clonage et localisation chromosomique 
(Adapté à partir de Mangelsdorfet al., 1994 in THE RETINOIDS: Biology, Chemistry, and Medecine) 

A/8 c D E/F 
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hTRJ3 162%1 35% 

135 200225 462 

hRXRa. 161%11 27% 1 

1 24 89 200 427 

hVDR 1147%1 27% 

421 488 528 m 
hGR J~ 145%1 1 15% 

Figure 9: Homologie de séquence des différents domaines de hRARa. et ceux des autres 
membres de la superfamille des récepteurs nucléaires 

(Adapté à partir de Mangelsdorf et al., 1994 in THE RETINOIDS : Biology, Chemistry, and Medecine) 
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in-situ sont maintenant bien avancées (Dollé et al., 1989; Noji et al., 1989; Ruberte et al., 1990; Osumi-Y amashita 

et al., 1990; Dollé et al., 1990; Smith et al., 1991) et permettent d'attribuer un rôle à chaque isoforme de 

RAR durant le développement embryonnaire et la formation des membres (Mendelsohn et al., 1992). Plusieurs 

isoformes de RAR présentent un profil d'expression propre, qui peut être exclusif ou chevauchant avec 

celui de RXR, CRABP et CRBP. Dans un embryon de souris, RARa est exprimée de façon ubiquitaire, 

alors que les zones d'expression des transcrits de RARP et RAR y ne se chevauchent pas, ce qui suggère 

qu'ils doivent avoir un rôle différent dans le développement. Ainsi, au jour 8,5 de la gestation chez la souris, 

les transcrits RARP sont présents dans les portions proximales du tube neural alors que RAR y est localisé 

uniquement dans les plis ouverts du tube neural (Dollé et al.,1989). Au jour 13,5, RARP se trouve exclu 

des condensations précartilagineuses des membres, alors que le RAR y est y fortement exprimé (Do lié 

et al., 1990). RARP est spécifiquement exprimé dans le mésenchyme interdigital, le mésenchyme entourant 

l'épithélium de l'oreille interne (Dollé et al., 1989), les tissus dérivés de l'endoderme comme l'épithélium 

des poumons, des intestins et aussi dans le système nerveux (Smith et al.,1991). Le fait que RARP puisse 

jouer un rôle dans la neurogénèse (Simeone et al., 1990; Smith et al., 1991) a été corroboré par la découverte 

de Wagner et coll, qui ont montré que l'ATRA peut être synthétisé dans la plaque neurale durant le développement 

(Wagner et al., 1990). Parce queRARP est exprimé dans le mésenchyme interdigital pendant la développement 

des doigts, il est aussi soupçonné pour être impliqué dans la régulation de l'apoptose cellulaire (Dollé 

et al., 1989). Par contre, RAR y est présent dans tous les mésenchymes impliqués dans la formation des 

os et des cartilages faciaux, et aussi dans la différentiation de l'épithélium squameux kératinisé (Ruberte 

et al.,1990; Osumi-Yamashita et al.,1990). Chez l'embryon et l'adulte, RARy est l'isoforme prédominante 

dans la peau (Kastner et al.,1990). Dans certains tissus, l'expression de RARP et RARy chevauche celle 

de CRBP et CRABP. Ainsi, dans le mésenchyme du système olfactif et de l'oreille interne, les territoires 

d'expression des transcrits de RARP et CRBP se confondent alors que dans le poumon, RARP est localisé 

dans l'épithélium et CRBP dans le mésenchyme. Plus tard dans la gestation, les territoires d'expression 

deRARPIRAR y et CRABP sont mutuellement exclusifs, alors que ceux ci se confondent dans le mésenchyme 

des membres, les structures crânofaciales, et le tubercule génital (Dollé et al., 1990). 

Récemment, le groupe de Chambon a réussi à créer plusieurs lignées de souris qui sont incapables d'exprimer 

une ou plusieurs isoformes des récepteurs des rétinoïdes. Des souris homozygotes "null" pour RARa 1 

(Lutkin et al., 1993), RARP/P4, ou RAR y2, présentent un phénotype normal, alors que des souris homozygotes 

"null" pour tous les isoformes de RARa (Lutkin et al.,1993) ou de RARy (Lohnes et al.,1993) présentent 

un phénotype très altéré. Généralement ces souris mutantes sont stériles, à cause d'une métaplasie squameuse 

des vésicules séminales et des glandes de la prostate. Elles présentent également une sévère dégénérescence 
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des vertèbres cervicales probablement à cause d'une perturbation de l'expression des gènes Hox. Le double 

mutant RARa<·>;p2<·> présente des malformations de poumon, de l'oesophage et de la trachée, alors que 

le double mutant RARa<·>;y<·> présente un phénotype normal. Ces résultats suggérent que RARP joue 

un rôle important dans la morphogénèse de ces organes. Dernièrement, Kastner et coll. ont crée des souris 

dont le gèneRXRa a été inactivé. Ces souris présentent des malformations du coeur et des yeux qui deviennent 

plus grave chez les souris double mutantes RXRa et RAR y. Ce résultat suggère que RAR y et RXR.a 

interviennent ensemble dans le développement du coeur et des yeux (Kastner et al., 1994). 

En conclusion, ces expériences mettent évidence in vivo le rôle des RARs et RXRs dans le développement. 

Cependant, l'interprétation de ces résultats est rendue difficile par la redondance génétique des RARs 

et RXRs qui pourrait compenser sur le plan fonctionnel l'absence d'une isoforme (Pour revue voir Chambon.1995). 

TI/ STRUCTURE ET FONCTION DES RECEPTEURS DES RETINOIDES : 

Le clonage des récepteurs des hormones stéroïdiennes a suscité un intérêt croissant dans l'étude du mécanisme 

moléculaire des hormones et des vitamines. Au cours de la dernière décennie, de nombreux récepteurs 

nucléaires ont été identifiés. Tous ces récepteurs présentent la même organisation structurale (Figure 9). 

Bien qu'au début on ait proposé six domaines (A-F), seuls quelques uns ont été identifiés chez tous les 

récepteurs. Parmi ces domaines, on distingue le domaine de liaison à l'ADN (DBD) et celui de liaison 

à l'hormone (LBD), chacun étant composé de sous-domaines ou "boîtes". 

11 LE DBD, UN ENSEMBLE COMPLEXE DE "BOÎTES" : 

Le DBD est responsable de la reconnaissance et de la fixation à l'ADN. C'est le domaine le plus conservé 

parmi les récepteurs nucléaires (94% d'homologie entre les trois RARs et prés de 50% d'homologie entre 

les différents membres de la famille des récepteurs stéroïdiens et thyroïdiens). Le DBD est constitué par 

des AAs hautement conservés chez les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires et dont la 

mutation entraîne une perte de l'activité de liaison à l'ADN (Schena et al., 1989). Parmi ces AAs, on distingue 

huit cystéines qui participent à la formation de deux structures en boucles à zinc. Ces structures sont maintenues 

en place par l'établissement de liaisons de coordination entre quatre cystéines et un atome de zinc (Hard 

et al.,1990; Schwabe et al.,1990; Freedman et al.,1988). La boucle N-terminale est riche en acides aminés 

hydrophobes alors que la boucle C-terminale est composée par des résidus basiques (Green et Chambon, 

1988). La détermination de la conformation tridimentionnelle du RARP par RMN a permis de montrer 

que le DBD est constitué par deux modules. Chaque module comprend une zone de nucléation du zinc 

et d'une hélice a amphipatique immédiatement adjacente. Les deux modules s'imbriquent l'un à l'autre 
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Figure 10: Structure du domaine de lia ison à l'ADN de hRARcx. 

a! Structure tridimens ionnelle du DBD de hRAR Les deux doigts de zinc sont colorés en rouge et vert. 
Les atomes de zinc sont représentés par des cercles blancs . (Knegtel et al. , 1993). 

b/ Schéma représentant les différentes boîtes constituant le DBD de hRARcx. 
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pour former un seul domaine globulaire. Les hélices a de chaque module sont disposées perpendiculairement 

l'une par rapport à l'autre (Figure 10a) .. Mais ces dernières années, la structure du DBD est apparue plus 

complexe, et dotée de multiples fonctions. Des régions spécifiques appelées "boîtes" ont été définies sur 

le DBD par la mutagénèse dirigée (Figure 1 Ob). 

al LA BOÎTE P : 

Les récepteurs nucléaires reconnaissent des séquences spécifiques sur l'ADN, grâce essentiellement à 

trois acides aminés situés à l'extrémité C-terminale du premier doigt de zinc (Figure 10, Green et al.,1988). 

Ces AAs forment la boîte P. Ainsi, un GR dont la boîte P a été remplacée par celle de ER, est capable 

de reconnaître les mêmes séquences d'ADN que l'ER L'ER peut aussi lier un GRE ( élements de réponse 

aux récepteurs des glucocorticoïdes), si on remplace sa boîte P par celle de GR (Mader et al., 1989). La 

Val462, le dernier des AAs de la boite P du GR, établit des liaisons de Van der Waals avec le groupement 

méthyle de la thymidine en position 4 du demi site 3' du GRE, une base qui est très spécifique des GREs. 

Comme il est illustré dans le tableau-1, les RXRs, les RARs, TRs et VDR possèdent la même boîte P 

de séquence EGCKG et peuvent se lier au même demi site (Tableau-1). Mais, les demi-sites naturels 

d'ADN de ces récepteurs sont arrangés différemment (voir paragraphe "éléments de réponse"). 

b/ LES BOÎTES D ET DR : 

Des études structurales menées sur le GR, ont aussi révélé l'importance d'autres résidus, situés à l'extrémité 

N-terminale de second doigt à zinc du DBD, pour l'interaction du récepteur avec l'ADN et la dimérisation 

(Figure 10). Ces résidus forment la boîte D, et sont très conservés au sein de chaque sous famille des 

récepteurs nucléaires, ce qui suggère l'existence de propriétés de dimérisation différentes pour les différentes 

sous familles. Une autre région, intitulé boîte DR a été définie par Perlmann et coll. Cette boîte est localisée 

dans la boucle du premier doigt à zinc des RARs et TRs, et interagit avec la boîte D du RXR, donnant 

ainsi naissance à un hétérodimère asymétrique, qui se fixe sur des élements de réponse organisés en répétitions 

directes (DR) (Perlmann et al.,1993). 

cl LA BOÎTE T : 

Les premiers travaux de cristallographie (Luisi et al.,1990)et de RMN (Hard et al.,1990) menés sur le 

GR, la RMN de l'ER (Schwabe et al., 1990) et du RARf3 (Katahira et al., 1992), ont mis en évidence deux 

hélices a dans les DBDs. Mais récemment, une troisième hélice, qui fait partie d'une région appelée la 

boîte T (Figure 10, Wùson et al.,1992) a été révélée par des études de RMN sur le RXRa et s'avère être 
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Boîte P Recepteur nucléaire Boîte D Sous-famille 

GR AGRND 

MR AGRND 
( CGSCKV) GLUCOCORTICOIDE 

PR AGRND 

AR ASRND 

( CEGCKA) ER PATNQ OESTROGENE 

TH Ra KYD SC 

THRP KYEGK 

NGF1B LANKD 

VDR PFNGD 

ECR KFGRA 

RXRa RDNKD 

( CEGCKG) RXRP RDNKD THYROIDE/RETINOIDE 

RXRy RDNKD 

USP RENRN 

TR2 RGSKD 

RA Ra HRDKN 

RARP HRDKN 

RARy HRDKN 

PPAR --ORS 

Tableau 1 : Classification des récepteurs nucléaires en fonction de la séquence 
de la boîte P ( extrait à partir de Pfahl et al., 1994) 

BOITE T BOITE A 

RXRa KREAVQEERORG KDRNENE 

RXRJ3, y KREAVQEERORG KDKDGDG 

RARa SKESVRNDRNKK KKEVKEE 

RARJ3 SKESVRNDRNKK KKETSKO 

RARy SKEAVRNDRNKK KKEVKEE 

Figure 11 : Comparison des boîtes T ~t A chez les récepteurs des rétinoïdes 
(Pfahl et al., 1994) 
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nécessaire pour l'hétérodimèrisation deRXR.a (Lee et al., 1993) etRXRP avec les RARs (Wilson et al., 1992). 

Cette région est très conservée à l'intérieur des sous-familles RARs et RXRs (Figure 11). De plus, Lee 

et coll. suggèrent que l'hélice 3 est nécessaire non seulement pour les interactions protéine-protéine mais 

aussi pour les interactions ADN-protéine (Lee et al., 1993). Ces observations étendent donc le DBD jusqu'à 

la région dite "charnière" (appelée aussi le domaine D). 

d/ LA BOÎTE A : 

Une autre région a été définie à l'extrémité C-terminale du DBD. Cette région, appelée boîte A (Figure 

1 0), a été identifiée pour la première fois chez le récepteur orphelin NGFI-B (Figure 1 O)(Wùson et al., 1992). 

Cette boîte A intervient dans la reconnaissance des bases situées en amont de l'élément de réponse de 

NGFI -B. La comparaison de séquence a révélé que les résidus qui forment la boîte A sont assez bien conservés 

parmi les récepteurs nucléaires. Bien que la divergence entre les boîtes A de RAR et RXR soit notable, 

les deux contiennent approximativement 60% des résidus chargés (Figure 11). Jusqu'à tout récemment, 

on ne savait pas si la boîte A jouait un rôle dans la spécificité de la reconnaissance de l'ADN par les RXRs 

et les RARs, ou si ce n'était qu'une caractéristique des récepteurs orphelins telsque le NGFI-B et SFI (Wùson 

et al., 1992, 1993). Le rôle fonctionnel de la boîte A a été mis en évidence par Kurokawa et coll., qui ont 

montré que des mutations de la boîte A de TRP ou RXR.a affectaient considérablement leurs propriétés 

de reconnaissance de l'ADN. Ainsi, des mutations ponctuelles dans la boîte A sont suffisante pour abolir 

la liaison d'un homodimère T3R à un élément DR-4 et un palindrome inversé de type 5. Les mêmes mutations 

ponctuelles sur le T3R affectent l'affinité de l'hétérodimère T3R/RXR pour un DR-4 et dans une moindre 

mesure pour le TREpal(Kurokawa et al.,1993). La mutation de la boîte A du RXR affecte également 

le comportement de l'hétérodimère TRIRXR. Ces mutations ne semblent pas modifier la stabilité des interactions 

protéine-ADN, mais diminuent la sélectivité de liaison (quand il est complexé en dimère avec T3R) au 

demi-site 5' des éléments de réponse (Kurokawa et al., 1993). Ces expériences suggèrent que les résidus 

basiques de la boîte A de T3R et RXR sont importants pour stabiliser la liaison à l'ADN et pour définir 

la position du récepteur dans un hétérodimère, probablement grâce à leur capacité à interagir avec le petit 

sillon de l"ADN en amont du demi site (Kurokawa et al.,1993). 

En conclusion, des récepteurs capable de lier le même demi site (AGGTCA) par le biais de la boîte P, 

sont apparemment capables de reconnaître différemment l'espacement et l'orientation des deux demi sites 

de différents éléments de réponse grâce à une combinaison des sous domaines de DBDs (boîtes), de telle 

façon que les interactions protéine-protéine et protéine-ADN puissent se faire de manière appropriée. 
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2/ LES ELEMENTS DE REPONSES AUX RETINOÏDES (RARES ET RXRES) : 

Les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires modulent l'expression des gènes en se fixant 

sur des séquences précises de l'ADN, appelées les éléments de réponse à l'hormone (liREs). Plusieurs 

de ces séquences ont été identifiés dans la région promotrice de plusieurs gènes. Le premier HRE réellement 

bien caractérisé a été le GRE (Glucocorticoid Response Element). D'autres HREs ont été ensuite identifiés 

comme les EREs (EstrogenResponse Element), les TREs (Thyroid Response Element), les VDREs (Vitamin 

D Response Element), les RAREs (Retinoic Acid Response Elements) et les RXREs (Retinoic X Response 

Elements). 

L'élément structural de base qui constitue les RAREs est la séquence AGG/TTCA, que l'on peut rencontrer 

soit sous forme de répétitions directes (DR), de palindromes ou de palindromes inversés (Figure 12). 

Les DRs sont parmi les RAREs les plus actifs in-vivo parmi ceux-ci on distingue les DRs séparés par 

deux ou cinq nucléotides (DR-2 ou DR-5 respectivement). Le DR-5 est l'un des premiers RAREs à avoir 

été identifiés. Il a été localisé en amont du gène codant pour le RARf3 (de The et al., 1990; Sucov et al., 1990). 

Depuis, ce motif a été découvert en amont de nombreux gènes contrôlés par l'ATRA, y compris les trois 

gènes codant pour les RARs. Le motifDR-5 est parmi les plus abondant de la classe des RAREs. Le DR-2 

est aussi un RARE efficace, bien qu'il soit moins fréquent. Il a été localisé notamment dans le promoteur 

du gène codant pour la CRABPII chez la souris. Il semblerait que dans ce cas l'activité du DR-2 nécessite 

la présence d'autres facteurs (Macgregor et al.,1992). A côté des DRs, une autre classe de RAREs a été 

identifiée, elle présente une structure en palindrome. L'un des meilleurs exemples qui représente cette 

classe est l'élément de réponse synthétique pour l'hormone thyroïdienne (TREpal) (Figure 12). Cet élément 

de réponse dérive du TRE localisé en amont du gène de l'hormone de croissance (Glass et al., 1987; Umesono 

et al., 1988), du VDRE du promoteur de l'ostéocalcine (Schüle et al., 1990), et de l'ERE du promoteur 

de la vitellogénine (Klein-Hitpass et al., 1986). Les RAREs organisés en palindromes répondent plus faiblement 

à l'ATRA que les DR Ils requièrent généralement une surexpression des RARs pour être activés. En plus 

des RAREs organisés en répétitions directes et en palindromes, il existe une autre classe qui présente 

une structure plus complexe. En effet, dans cette classe on a constaté des demi sites qui sont très différents 

de la séquence consensus AGG/TTCA et qui sont orientés apparemment au hasard dans les promoteurs. 

Ces RAREs complexes répondent faiblement à l'ATRA, et généralement présente une faible affinité pour 

le récepteur in-vitro, et leur activation nécessite la surexpression des RARs (Vasios et al., 1989; Lucas 

et al.,1991; Raisher et al.,1992; Richard et al.,1991). 

A l'inverse de l'hétérogénéité des RAREs, les RXREs sont exclusivement présents sous forme de DR-1. 

La plupart des RXREs découverts à ce jour, ont été identifiés dans les promoteurs des gènes impliqués 

dans le métabolisme de la vitamine A, des lipides et des acides gras, ce qui suggère que que les RXRs 
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TREpal 

ApoAI-RARE 

CRBPII-RARE 

HIV-1-RARE 

RAREs 

__. 
AGGTCATGACCT 
TCCAGTACTGGA ..,___ 
--+~ ~ 
GGGTCTAGGGTTCA 
CCCAGATCCCAAGT 

~ ~ ~ ~ 
AGGTCACAGGTCACAGGTCACAGTTCA 
TCCAGTGTCCAGTGTCCAGTGTCAAGT 

GGGT!AGATATCCACTGACCT 
CCCAGTCTATAGGTGACTGGA .. 

~--- ----------------------
DR-5 

tl) 

f 
.cl) P-RARE 
E 

CRBPI-RARE 

yF-RARE 

--+~ ~ 
AGGTCACCAGGAGGTCA 
TCCAGTGGTCCTCCAGT 

--+~ ~ 
GGTTCACCGAAAGTTCA 
CCAAGTGGCTTTCAAGT 

__. --+ 
AGGTCAAAAAGTCA 
TCCAGTTTTTCAGT 

~ 
TGACCCTTTTAACCAGGTCA 
ACTGGGAAAATTGGTCCAGT .. 

Figure 12 : Eléments de réponse. Les récepteurs des rétinoïdes interagissent comme des homo- ou 
hétérodimères à une large variété d'éléments de réponse. 
(D'après Pfahl et al., 1994) 
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pourraient réguler plusieurs voies métaboliques. 

Les RARs et les RXRs reconnaissent différemment les DRs, indiquant ainsi que les propriétés intrinsèques 

des récepteurs interviennent dans la reconnaissance des RAREs. Les homodimèresRXRs se lient préférentiellement 

àunDR-1.LeshomodiméresRAR-RAR.etleshétérodiméresRAR.-RXR.sontcapablesdeselierefficacement 

à des DR-5, DR-4, DR-3 ou DR-2, alors que leurs affinités pour un DR-1 est très faible (Mader et al., 1993). 

Par d'élégantes expériences, plusieurs groupes ont montré qu'en fonction de l'élement l'orientation de l'hétérodimère 

RAR-RXR est différente. En effet, sur un DR-2 ou DR-5 le RXR occupe le demi-site 5' de l'élement de 

réponse, alors que sur un DR-1 il occupe le demi-site 3' (K.urokawa et al., 1993; Zechel et al., 1994; Predki 

et al., 1994). 

Des expériences menées par Mader et coll. ont montré que la reconnaissance par le complexe RARIRXR 

des répétitions directes constituées par le motifPuGGTCA ou PuGTTCA peut dépendre à la fois de l'orientation 

relative et l'espacement des motifs mais également des séquences qui entourent l'élément de réponse (Mader 

et al., 1993 ). Ainsi un élément possédant un "bon" espacement mais un "mauvais" environnement en nucléotides 

sera reconnu moins efficacement qu'un élément avec un espacement défavorable et avec des séquences 

environnantes favorables. Par exemple, les RARs reconnaissent plus efficacement le RARE-a2 que le 

RARE-j32, bien que ces deux éléments présentent les mêmes motifs répétés (PuGTTCA séparé par 5 

pb). Un autre exemple montrant l'importance de l'environnement nucléotidique est illustré par deux éléments 

séparés par 2 pb, qui sont reconnus différemment par les RARs et les RXRs (Figure 13). Ces deux éléments 

différent uniquement par l'identité de la séquence d'espacement et par l'identité de la purine qui précède 

le second motifGTTCA. Ainsi, les RARs sont capables de se lier et d'activer le 2TdB aussi efficacement 

que le RARE-a2, alors qu'ils sont incapables de se lier et de fixer le 2TdA. Par contre, les RXRs activent 

préférentiellement 2TdA (Figure 13)(Mader et al.,1993). L'activation des RAREs semblent donc dépendre 

non seulement de la séquence du demi site, mais aussi des nucléotides voisins. 

A côté des gènes activés par les RARs il existe plusieurs gènes qui sont réprimés par les RARs. Bien qu'ils 

soient mal caractérisés ces RAREs répresseurs ne présentent ni la même séquence ni la même organisation 

structurale des motifs que les RAREs classiques. D'un point de vue mécanistique, il semble que la répression 

de ces gènes soit due surtout à une interférence des RARs avec les facteurs activant la transcription des 

gènes réprimés par l'ATRA. Ainsi dans le cas des gènes de la collagènase et la stromelysine, les RARs 

répriment l'activité du facteur AP-l (Schule et al.,1991; Nicholson et al.,1990). L'inhibition des promoteurs 

de CRBPII et de l'acétyl-CoA oxydase, se fait via une interférence des RARs avec les RXRs (Mangelsdorf 

et al.,l991). Enfin, on ne connaît pas encore de RXRE répresseurs. 
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2TdB: 

Figure 13 : La nature des nucléotides qui sépare les demi sites module la liaison 
des RARs et RXRs à leurs élements de réponse 

(Adapté d'après les résultats de Mader et al., 1993) 
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3/L'ACTIVITE DE TRANSACTIVATION 

Les fonctions de transactivation des récepteurs nucléaires, appelées AFs (Activation Function), ont été 

attribuées à deux domaines différents (Tora et al.,l989): AFl, situé dans la région N-terminale (ou le 

domaine A/B), ne nécessitant pas le ligand pour son activité, et AF2, qui est situé dans le LBD, dont 

l'activité dépend de la présence du ligand. Ces deux fonctions de transactivation ont été trouvées chez 

plusieurs récepteurs nucléaires, comme ER, PR, GR et aussi RARs et RXRs. 

a/ AFl: 

AFls a été défini pour les trois RARs (a., P et y), mais seulement pour deux RXRs (a. et P) (Nagpal 

et al.,l993). Par elles mêmes, les AFls ne présentent qu'une faible activité transactivatrice, mais cette 

dernière est fortement stimulée en présence d'AF2s (Nagpal et al.,l993). Cet effet synergique des deux 

AFs a déjà été démontré dans le cas des ERs (Tora et al.,l989). Les AFls ont une spécificité d'action 

dépendant du promoteur (Nagpal et al.,l992a; Kumar et al., 1987)et du type cellulaire (Tora et al.,l989; 

Folkers et al., 1993). Cette dernière particularité semble indiquer que les AF1s n'interagissent pas directement 

avec la machine transcriptionnelle, mais plutôt avec des intermédiaires qui sont spécifiques à un type cellulaire. 

Le domaine N-terminal des RXRs ainsi que celui des RARs est riche en proline (P) et sérine (S) (Figure 

14A). Or, nous savons que plusieurs facteurs de transcription présentent des domaines de transactivation 

riche en prolines. Ainsi, le facteur constitutifCTF/NF-1 possède un domaine d'activation riche en proline 

(20 à 30%) (Mermod et al., 1989), ainsi que AP-2 (Williams et al., 1988), Oct-2 (Ko et al., 1988) et le facteur 

de réponse au sérum (Norman et al., 1988). Ces résidus prolines qui introduisent des "coudes" dans les 

hélices alpha, peuvent contribuer à la formation d'une structure spécifique à l'activité transcriptionnelle. 

Récemment , le groupe de V andersaag a montré que les acides aspartiques sont nécessaire pour l'activité 

transcriptionnelle de AFl du RARP2 (Folkers et al., 1995). D'un autre côté, la présence de multiples 

sérine dans le domaine N-terminal, suggère que la phosphorylation pourrait réguler l'activité transcriptionnelle 

des récepteurs aux rétinoïdes, comme c'est le cas pour plusieurs récepteurs nucléaires. La phosphorylation 

du domaine N-terminal a déjà été démontrée pour PR, GR, TRa., RARy et récemment pour RARa. (voir 

chapitre "Phosphorylation et récepteurs nucléaires"). . 

b/ AF2, UN DOMAINE ACIDE IMPLIQUÉ DANS LA TRANSACTIV ATION ! 

AF2 est une fonction de transactivation dépendant du ligand, qui a été localisée dans le LBD de tous les 

récepteurs nucléaires ayant un ligand spécifique. En présence du 9cisRA ou l'ATRA, l'AF-2 de RAR est 

activée (Nagpal et al.,l993). Ainsi il semble que la liaison de l'hormone aux RARs induit un changement 

de conformation qui favorise l'exposition du domaine d'activation à la surface de la protéine. Ces changements 
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de conformation ont été montrés par des expériences de digestion par des protéases en présence ou en 

absence de ligand (Bhat et al., 1993; Allan et al., 1992; Keidel et al., 1994). Cette activité transcriptionnelle 

dépendant du ligand peut être inhibée par des délétions ou des mutations ponctuelles à l'extrémité C-terminale 

du LBD. Les mutations dans cette région n'affectent pas l'activité de liaison à l'ADN, ni au ligand, bien 

que les récepteurs mutés (ER, GR et T3R) montrent une affinité pour le ligand moindre par rapport au 

récepteur natif(Danielian et al.,l992; Saatcioglu et al.,l993; Zenke et al.,l990). Il est intéressant de noter 

que certains des mutants T3R sont des dominants négatifs (Saatcioglu et al., 1993; Zenke et al.,l990). 

L'alignement de la région C-terminale de plusieurs récepteurs nucléaires révèle l'existence de résidus acides 

hautement conservés, entourés par des résidus hydrophobes (Figure 14B). La modification des résidus 

hydrophobes ou acides peut abolir l'activation transcriptionnelle dépendant du ligand du TR (Saatcioglu 

et al.,l993) et ER (Danielian et al., 1992). Toutes ces observations suggèrent que l'AF-2 est finalement 

un domaine d'activation acide (AADs) comme celui de Gal4 (Gill et al.,l987), GCN4 (Hope et al.,l988) 

et VP16 (Sadowski et al., 1988; Triezenberg et al., 1988). Récemment, le groupe de Chambon en collaboration 

avec celui de Moras ont montré que l'AF-2 du RXRa (Bourguet et al., 1995) et de RARy (Renaud et 

al., 1995) adopte une structure en hélice a qui pourrait interagir avec les hélices a amphipatiques basiques 

présentes dans les facteurs de transcription comme TFIID et TFIIB. A cet égard, on a déjà observé l'interaction 

directe de ER, PR et VDR avec TFIIB via leurs domaines de liaison au ligand (contenant AF-2). D'un 

autre côté, le concept du domaine acide d'activation est en train d'être remis en question à la lumière d'études 

qui montrent que le domaine d'activation de Gal4 ne forme pas une hélice alpha ou une région amorphe 

mais plutôt un feuillet bêta où les résidus acides ne sont pas nécessaires à l'activité transcriptionnelle (Leuther 

et al., 1993; Van Hoy et al., 1993). Enfin, dans certaines lignées cellulaires la protéine ElA semble jouer 

lerôledemédiateurentreRARp et TFIID (Berkenstam etal., 1992;Kruytetal., 1993) ou TBP (TATA-binding 

protein, Folkers et al., 1995). Récemment, on a montré que AF-2 du RXR interagit directement avec 

la TBP, cette interaction dépend du ligand (Schulman et al., 1995). 

Si on considère le fait que AF-1 montre généralement une spécificité cellulaire et n'interagit pas directement 

avec TFIIB, il est tentant d'imaginer l'existence d'une protéine E 1 A-like qui pourrait relier les domaines 

AFl avec le facteur de transcription TFIID, alors que TFIIB interagirait directement avec AF-2 (Figure 

15). Dans ce modèle, les récepteurs nucléaires se lient à leurs éléments de réponse en homo ou hétérodimère, 

et stabiliserait l'association de TFIIB avec TFIID sous l'effet synergique de deux AF-2 et une AF-1. Ces 

multiples interactions stabiliserait la formation du complexe de préinitiation (remarquons que dans le modèle 

une interaction stable entre TFIID et le récepteur nucléaire nécessite à la fois AF 1 et AF2, alors qu'une 

interaction stable entre TFIIB et les autres récepteurs requiert uniquement AF-2. 

Récemment, Le Douarin et coll. ont isolé une protéine nucléaire, appelée TIFl, qui augmente l'activité 
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A) DOMAINEAJB RESIDUS SERINE ET PROLINE (%) 

hRXRcx 35% 

mRXRP 49% 

mRXRy 31% 

hRARcxl 38% 

hRARP2 28% 

hRARyl 33% 

B) 
RXRs LE PHQ 419 

RARa,p LE NSEG 419,412 

RARy LE NPEM 421 

TRcx FE DQEV 410 

TRP FE 0 456 

ER LD HRL 549 

Figure 14 : (A) Pourcentage des résidus sérine (S) et proline (P) dans le domaine A/B 
des récepteurs nucléaires. 

(B) Alignement des résidus conservés de la région AF-2 chez plusieurs 
récepteurs nucléaires (Pfahl et al., 1994). 
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de AF-2 de RAR et RXR en présence du ligand (Ledouarin et al., 1995). TIF1 n'interagit ni avec TFIID 

ni avec TFIIB in vitro, ce qui signifie que probablement il existe un médiateur entre TIF 1 et la machinerie 

transcriptionnelle. L'équipe de Parker a également isolé une protéine, appelée RIP 140, qui interagit fortement 

avec l'AF-2 du ER en présence du ligand (Cavailles et al.,1995). En présence d'oestrogène, RIP140 est 

capable de moduler l'activité transcriptionnelle du ER, bien qu'il soit incapable d'interagir directement 

avec TFim ou TBP (Cavailles et al.,1995). 

4/ ACTIVITE DE DIMERISATION ET DE LIAISON AU LIGAND : 

a/ LE DOMAINE DE LIAISON AU LIGAND: 

Chez les RARs le domaine de liaison aux rétinoïdes est constitué par 220 aas situés à l'extrémité C terminale 

de la protéine. Cette région a été définie par homologie avec le LBD des autres récepteurs stéroïdiens 

(McDonnell et al.,1989; Petkovitch et al.,1987). Depuis, plusieurs groupes ont montré que ce domaine 

isolé est capable de lier l'ATRA (Cavey et al., 1990; Crettaz et al., 1990; Sucov et al., 1990). Dans ce domaine, 

certains AAs semblent jouer un rôle critique dans la liaison des ligands. Tairis et coll. ont montré que 

la mutation de l'Arg269 et de la Lys220 du RARp en alanine entraîne une augmentation (580 fois) du 

Kd pourl'ATRA (Tairis et al.,1994; 1995) .Le remplacement de ces deux AAs par des résidus alanine 

ou glutarnine entraîne une forte diminution de la transactivation et de la capacité du récepteur à lier son 

ligand (Tairis et al., 1995). En 1988, Brand et coll ont montré queRARP etRARa présentent des caractéristiques 

de liaison différentes des rétinoïdes (Brand et al.,1988). Ces différences semblent être liées à une région 

de 70 AAs (192-261) située à l'extrémité N-terrninale du domaine E (Ostrowski et al.,1995). Deux AAs, 

la Ser232 et la Thr239 pour RARa et Ala225 et lle232 pour RARP ont été identifiés comme étant à l'origine 

de ces différences entre les deux isoformes. Dans notre laboratoire, Lefebvre et coll (1995) ont montré 

que l'extrémité C-terminale du domaine D (186-198) du RARa est nécessaire pour l'activité de liaison 

au ligand. L'extrémité C-terrninale du domaine E semble moduler les constantes d'association des rétinoïdes 

naturels et synthétiques (Lefebvre et al., 1995). Lefebvre et coll ont également observé un phénomène 

de coopérativité positive pour la liaison au ligand naturel, qui semble être lié à la formation d'homodimère 

RARa (Lefebvre et al., 1995). Récemment, le groupe de Grippe a mis en évidence l'importance de la Met406 

et de l'lleu410 dans la liaison de hRARa à l'acide 9cis rétinoïque (Tate et al., 1995). Toutefois ce résultat 

est controversé par les récents résultats de Lefebvre et coll. qui montre que la substitution de la Met406 

par une alanine induit une diminution d'affinité pour la plupart des rétinoïdes testés (Lefebvre et al en 

préparation). Enfin, le groupe de Chambon en collaboration avec celui de Moras ont réussi récemment 
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LBD LBD 

RAR 

DRs 

Figure 15 : Modèle illustrant la stabilisation du complexe de préinitiation de la 
transcription par l'hétérodimère RXRIRAR. 
(D'après Pfahl et al., 1994) 
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Figure 16 : M odèle représentant !a structure tridimensionnelle du LBD de l'apo hRXRa 
(à gauche) et d u LBD de l' holo hRARy (à droite) (Renaud et al., 1995). 

Ce schéma met l'accent sur les différences de conformation entre ces deux domaines. En particulier, 
on peut remarquer le redressement de l'e:-.:trémité C-terminale et le basculement de la boucle .0. TI faut 
aussi noter la légère torsion de l'hélice H3 qui permet d'obtenir une structure plus compacte du LBD 
hRARy. 
H3 est en blanc, H4 est en orange, HlO, Hll et Hl2 sont représentées par des cylindres jaunes. La 
boucle 0 est en bleue. Le domaine de transactivation (AF-2AD) est également représenté . 

46 



de cristalliser le LBD du RXRa (Bourguet et al.,l995) et du LBD de RARy complexé à l'ATRA (Renaud 

et al., 1995). Ce domaine présente une structure dite "Sandwich d'hélices a" constitué généralement par 

12 hélices a et deux plis p (Figure 16). Ce travail a montré que l'ATRA se loge dans une poche hydrophobe 

constituée par les résidus des hélices Hl, ID, H5, la boucle entre H6 et H7, la boucle Hll-Hl2 et l'hélice 

Hl2 (Figure 16). Des expériences de mutagénèse dirigée menées sur le LBD des autres récepteurs nucléaires 

(stéroïdiens, thyroïdiens et de l'acide rétinoïque) semblent confirmer l'existence d'une poche similaire. 

Cette réussite constitue une étape clé dans la compréhension de la structure tridimensionnelle du LBD. 

La structure du LBD du holo hRAR y et celle de l'a po hRXRa sont très similaire, la différence majeure 

réside dans la position de l'hélice Hl2. Il est donc tentant d'expliquer cette différence de structure non 

pas à des différences intinsèques entre RAR et RXR., mais plutôt à une transition induite par le ligand 

qui va convertir la structure du LBD de l'apo hRAR y, similaire à celle de RXRa, en celle de l'actuel LBD 

de l'holo hRAR y. 

bi L'INTERFACE DE DIMÉRISATION: 

L'hypothèse de la formation de dimères entre les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires 

, a été initialement démontrée par l'étude de la coopération entre RAR et T3R vis à vis de la liaison à un 

TRE (Glass et al.,1989) et par la capacité de l'extrémité C-terminale de T3R à inhiber de façon dominante 

la transcription induite par RAR (Forman et al., 1989). Depuis, de nombreux travaux ont montré que le 

RAR, TR et VDR forment des hétérodimères avec des protéines nucléaires. Plusieurs groupes, ont montré 

indépendamment que RXR est l'un des partenaires le plus fréquent dans la formation des hétérodimères 

avec T3R, RAR et VDR in vitro. 

Bien qu'en solution, l'extrémité C-terminale soit nécessaire aux interactions protéine-protéine et la liaison 

à l'ADN, ce domaine seul est insuffisant pour spécifier les préférences de dimérisation. Les RARs entiers 

sont incapables de former des homodimères en solution alors que le domaine C-terminal des RARs peut 

former des homodimères (Kurokawa et al.,1993; Glass et al.,1990). Ces expériences suggèrent que le 

DBD ou l'extrémité N-terminale deRAR inhibe la formation des homodimères. Bien que les AAs de l'extrémité 

C-terminale impliqués dans la dimérisation ne soient pas encore identifiés, deux régions semblent être 

importantes pour la dimérisation. L'une de ces régions, appelée Ti (inhibitor of transcription) (Forman 

et al., 1990), est très conservée parmi les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires et est localisée 

dans le LBD. Des mutations dans cette région inhibent la capacité de T3R à former des hétérodimères 

ou des homodimères, sans affecter sa capacité de liaison à l'hormone (ODonnell et al., 1991; Lee et al., 1992; 

Rosenetal., 1993). Cetterégionestaussiimportantedansladimérisationdu VDRetdesRARsetl'hétérodimérisation 
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Figure-17 :Modèle de liaison d'un bétérodimère à des élements de réponse organisés en 
répétition directe, en palindrome ou en palindrome inversé. 

(Adapté à partir de Glass, 1994) 
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du RXRP (Rosen et al.,1993). 

L'extrémité C-terminale de T3R, RARs et RXRs est riche en acide aminés hydrophobes (leucine, isoleucine, 

valine, méthionine, phénylalanine) disposés régulièrement en 9 motifs appelés "heptad repeat" (Forman 

et al.,1989). Ces AAs sont repliés au sein d'une hélice alpha, de telles heptades vont former une surface 

hydrophobe d'un seul côté de l'hélice. on sait que de telles surfaces sont très favorables à la formation 

de dimères entre molécules, comme c'est le cas pour les protéines à "crémaillère à leucine" ou à motifs 

"hélice-boucle-hélice" (Busch et Sassone-corsi, 1990). La neuvième heptade est très conservée parmi 

les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, et joue un rôle déterminant dans l'homodimérisation 

de l'ER (Fawell et al.,1990), et T3Rs (Yu et al.,1991) ainsi que dans la formation des hétérodimères entre 

T3Rs, RARs et RXRs (Kurokawa et al.,1993; Katz et al.,1992). La cristallisation du LBD du RXRa 

a montré que les huits premières heptades sont plutôt impliquées dans la stabilisation de la structure tridimentionnelle 

du RXR.a (Bourguet et al., 1995). La délétion à la fois de la région Ti et de la neuvième heptade, abolit 

la capacité de TR à former des homodimères et/ou des hétérodimères sur des sites en répétition directes, 

en palindromes ou en palindromes inversés (Kurokawa et al.,1993; Rosen et al.,1993). Des mutations 

ponctuelles réalisées sur les résidus hydrophobes conservés de la neuvième heptade de T3Rs et RARs 

inhibent leur capacité à former des hétérodimères en absence de ligand (Aufliegner et al., 1993 ). Fait surprenant, 

la présence du ligand restaure la capacité d'hétérodimérisation de la plupart de ces mutants. Ces observations 

confortent l'idée que la liaison du ligand influence l'interface de dimérisation et les résidus de cette interface 

n'ont pas la même importance pour l'homo ou l'hétérodimérisation. Finalement, Kurokawa et coll ont 

suggéré que le DBD pourrait être capable d'effectuer une rotation de 180° par rapport à l'interface de 

dimérisation, ce qui permettrait aux récepteurs de dimériser et de se fixer à la fois sur des palindromes, 

des DRs ou des palindromes inverses (Figure 17). 

Récemment, trois laboratoires ont identifiés deux facteurs qui interagissent avec les récepteurs nucléaires 

et répriment la transcription induite par ces récepteurs. Ces deux facteurs, appelés N-CoR (nuclear receptor 

corepressor, Hôrlein et al., 1995; Kurokawa et al., 1995), et SMRT (silencing mediator for retinoid and 

thyroid hormone receptor, Chen et Evans, 1995), interagissent avec la région charnière (domaine D) de 

T3R et RAR (Figure 18). En présence des ligands, N-CoR et SMRT sont incapables d'interagir avec les 

récepteurs. 

5/ LE ROLE CENTRAL DU RXR: 

Puisque le RXR est capable d'hétérodimériser avec T3R, RAR et VDR, son ligand 9cisRA, peut potentiellement 

réguler diverses voies de signalisation hormonale. Ainsi la spécificité d'action de ces hétérodimères peut 

être biaisé par la présence du 9cRA. Un début de réponse nous vient des travaux de Kurokawa et coll., 
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Figure 18: (A) Les hétérodimères RARIRXR se fixe à un DR-5. En absence de l'AIRA 
le corepresseur (CoR) se lie au complexe et réprime la transcription. Le 
ligand induit à la fois la dissociation du CoR mais aussi le recrutement 
du coactivateur (CoAct), ainsi le complexe devient actif. 

(B) Sur un élement DR -1, l'orientation du complexe est inversée, le RAR se 
fixe au demi site 5'. Dans cette configuration le ligand est incapable 
d'induire la dissociation du CoR, d'où inhibition de la transcription. 
(Perlmann et Vennstrôm, 1995) 
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qui ont obsetvé que dans l'hétérodimère RXRIRAR, qui se fixe à un DR-5 ou DR-1, seul le RAR est capable 

de fixer le ligand, alors que son partenaire RXR est incapable de le faire (Kurokawa et al., 1994). Dans 

ces circonstances, RXR. fonctionne comme un facteur auxiliaire. Ce résultat corrobore le fait que l'activation 

du RXR. par un ligand spécifique n'induit pas d'activité transcriptionnelle par le promoteur de RAR~2 

inductible par A TRA in vivo dans les cellules du carcinome embryonnaire F9 (Davis et al., 1994) ou in 

vitro (Valcarcel et a1.,1994). Le 9cis RA est incapable d'activer les gènes qui sont sous le contrôle de 

T3R, bien que ce dernier forme des hétérodimères avec RXR. D'autant plus que le T3R, en absence de 

T3, bloque l'activation induite par le ligand d'une chimère Gal4-RXR. (Forman et al.,1995; Qi et al.,1995). 

Bien qu'un monomère RXR soit capable de lier le ligand 9cRA, sa capacité, dans un complexe avec RAR 

ou T3R à fixer son ligand est apparemment abolie par des interactions protéine-protéine. Ces travaux 

mettent en évidence un nouveau concept d'interaction des récepteurs nucléaires avec leurs ligands(Leblanc 

et Stunnenberg, 1995). Ainsi il semble que la spécificité de liaison au ligand n'est pas seulement déterminée 

par le LBD mais aussi par l'état de dimérisation. Des travaux menés sur le récepteur de l'ecdysone chez 

la Drosophile (EcR), ont montré que EcR a besoin de USP (l'homologue du RXR chez la Drosophile) 

pour lier l'ecdysone, EcR seul ne lie pas l'ecdysone (Koelle et al., 1992). Dans ce cas, USP ou RXR facilite 

la liaison du EcR à l'ADN, alors que l'ecdysone et le 9cRA augmente l'affinité du complexe EcRIRXR 

à un EcRE (Thomas et al.,1993; Yao et al.,1992). Bien que le dilemme de l'activation pléotropique par 

le 9cRA soit en partie expliqué par le fait que RXR soit insensible à l'action de 9cRA dans les hétérodimères 

RARIRXR, T3RIRXR et VDRIRXR, la question sur le rôle du 9cisRa reste toujours posée. Cependant 

certaines obsetvation commencent à apporter un début de réponse. Ainsi le 9cRA et l'acide clofibrique 

semble agir de façon synergique sur l'hétérodimère RXR/PPAR (Keller et al., 1993; Kliewer et al.,1992). 

Les ligands de RAR et de RXR semblent avoir une action additive sur un DR2 (Durand et al., 1992). Une 

preuve plus directe sur l'effet du ligand sur l'activité transcriptionnelle du RXR a été apportée grâce à 

l'utilisation de rétinoïdes spécifiques du RXR (Lehmann et al., 1992). Enfin récemment, on a montré que 

RXR. est capable d'hétérodimériser avec des récepteurs orphelins (NGFl ou Nurrl) sans se lier à l'ADN. 

Les complexes NGFl/RXR ou Nurrl/RXR sont activés par le 9cisRA. Ces complexes se comportent 

comme des récepteurs multimériques, où la spécificité d'interaction avec l'ADN est sous le contrôle du 

récepteur orphelin alors que la propriété d'interagir avec le ligand est sous le contôle du RXR (Perlmann 

et al., 1995). En résumé, le RXR peut jouer plusieurs rôles en fonction de son partenaire d'hétérodimérisation 

(i) les homodimères RXRIRXR qui sont activés par le 9cisRA. 

(ii) Dans les hétérodimères avec les récepteurs nucléaires (T3R, VDR et RARs), le RXR 

bien qu'il soit toujours capable de lier son ligand, est inactif Dans ce cas, il joue 
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uniquement le rôle d'un coactivateur dans l'induction de la réponse transcriptionnelle. 

(iii) Dans les hétérodimères RXR et récepteurs orphelins, le RXR est activé par son ligand. 
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Chapitre II : 

PHOSPHORYLATION ET DEPHOSPHORYLATION 
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A/INTRODUCTION : 

Au cours de ces dernières vingt années, notre compréhension des mécanismes moléculaires et de la diversité 

des systèmes de transduction du signal s'est considérablement accrue. Maintenant, nous sommes confrontés 

à des cellules munies de milliers de récepteurs membranaires, chacun d'entre eux étant connecté à un 

système de transduction particulier. La complexité de tels systèmes amène la question suivante : comment 

la cellule répond elle à une variété de stimuli externes via les systèmes de transduction, et comment ces 

derniers communiquent ils entre eux ? Dans le cas extrême, nous pouvons imaginer que les systèmes de 

transduction sont isolés complètement les uns des autres. D'un autre côté, le cas le plus vraisemblable 

serait d'envisager l'existence d'un contrôle réciproque qu'exercerait chacun des systèmes de transduction 

les uns sur les autres. 

Parmi les mécanismes de régulation de l'activité des protéines les plus répandus, la phosphorylation joue 

un rôle crucial dans de nombreuses réponses cellulaires. Les protéines kinases, et leurs complémentaires 

fonctionnels, les phosphatases, représentent un groupe d'enzymes qui modulent l'activité biologique des 

protéines d'une manière rapide et reversible. Chez les eucaryotes, on distingue en général, deux types 

de protéines kinases, celles qui transférent un phosphate sur des résidus sérine ou thréonine, et celles qui 

transférent le phosphate sur des résidus tyrosine. Les protéines phosphatases sont également subdivisées 

en deux familles, les sérine/thréonine phosphatases et les tyrosines phosphatases. Dans ce chapitre, je 

vais me restreindre à l'étude des protéines kinases C et des sérine/thréonine phosphatases. 

B/ LA FAMILLE DES PROTEINES KINASES C : 

La PKC a été identifiée et caractérisée initialement par le groupe de Nishizuka en 1977 (Takai et al., 1977). 

Il a ensuite montré que la PKC est une kinase dépendante du calcium et des phospholipides (Takai et 

al., 1979). Deux découvertes majeures au début des années 80 mettent en évidence l'importance de la PKC 

dans le mécanisme de transduction de signal et la promotion de tumeur. La première montre que la PKC 

est stimulée par le diacylglycérol, un produit du cycle des phosphoinositides (Kishimoto et al., 1980). Ensuite 

on a montré que la PKC est un récepteur intracellulaire des esters de phorbol (Castagna et al.,1982; Niedel 

et al.,1983). Plusieurs travaux, au début des années 80 ont clarifié les mécanismes par lesquels le calcium 

et les phospholipides activent la PKC. Ces travaux ont également permis de caractériser de nombreux 

activateurs, inhibiteurs et substrats de PKC. Depuis, on a mis en évidence des mécanismes d'autophosphorylation, 

d'inhibition par le pseudosubstrat et de translocation. Tous ces mécanismes sont traités dans les paragraphes 

suivants. 
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cPKC 

nPKC 

aPKC 

lsoformes Nombre d'aas Cal+ et activateurs lipidiques Expression tissulaire 

a 672 Cal+, DAG, PS, AGI, lysoPC Ubiquitaire 

PI 671 Il Quelques tissus 

pn 671 Plusieurs tissus 
y 697 Il CeJVeau uniquement 

8 673 DAG,PS Ubiquitaire 

E 737 DAG, PS, AGI, PIP3 CeJVeau et d'autres 

rt(L) 683 DAG, PS, PIP3, Sulfate de cholestérol Peau, poumon, coeur 

e 707 ? Muscle, cellules T, etc. 

Il 912 ? Cellules NRK 

ç 592 PS, AGI, PIP3 Ubiquitaire 
Â.(t) 587 ? Plusieurs tissus 

Tableau 2 : Résumé des caractéristiques des isoformes de PKC 
(Adapté à partir de Nishizuka, 1995) 

DAG: diacylglycérol, PS : phosphatidylsérine, AGI: acides gras insaturés, PIP3 : phosphatidylinositol triphosphate, 
LysoPC: Lysophosphatidylcholine. 
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1/STRUCTURE: 

A ce jour, onze isoformes ont été identifiés dans les tissus des mammifères (Tableau-2). Ces isoformes 

sont subdivisés en trois groupes : les PK Cs classiques ou conventionnelles ( cPKC), les nouvelles PK Cs 

(nPKC), et les PK Cs atypiques ( aPKCs) (Nishizuka, 1995). La moitié N-terminale du domaine de régulation 

des cPKCs contient deux régions conservées, C 1 et C2, qui jouent un rôle important dans la régulation 

de l'activité de l'enzyme. La moitié C-terminale de l'enzyme contient deux autres régions très conservées, 

C3 et C4 (Figure 19). La région C3 contient la séquence consensus de liaison à l'ATP, et la région C4 

est impliquée dans la reconnaissance et la liaison au substrat. Les cPKCs ont besoin de la phosphatidylsérine 

(PS), du diacylglycérol (DAG) et du calcium pour être activitées (Figure 20). Les membres du groupe 

nPKC, qui sont dépourvus du domaine C2, ne requièrent pas de calcium pour leur activité (revue par 

N1Shizuka.1992). L'isoforme PKC!l présentent une extrémité N-terminale plus longue et un domaine transmembranair 

potentiel que l'on ne retrouve pas chez les autres membres des nPKC. Les isoformes aPKC, C et Â, présentent 

une seule région riche en cystéine. L'activité catalytique de l'isoforme C dépend de PS, des acides gras 

insaturés (AGI), du phosphatidyl inositol biphosphate (PIP2) et du phosphatidyl inositol triphosphate 

(PIP3) (revue par Liscovitch et al., 1994). Cette isoforme ne répond pas au DAG et aux esters de phorbol. 

Toutes ces observations suggérent que l'activité des différents isoformes de PKC peut être modulée différemment 

en fonction des combinaisons des différents cofacteurs (Ca2+, PS, DAG, ... etc). 

1/ LA REGION REGULATRICE : 

a/ DOMAINE Cl : 

Dans la région régulatrice de la plupart des isoformes de PKC, il existe deux séquences conservées d'environ 

50 AAs, qui contiennent chacune six cystéines et deux histidines très conservées parmi les membres de 

la famille des PK Cs, exception faite des membres de la classe aPKC qui ne possèdent qu'une seule séquence 

(Hubbard et al.,1991). Ces deux séquences Cys1 et Cys2 sont impliquées dans la liaison des esters de 

phorbol (Burns et al.,1991). La région Cys2 semble contenir également des sites de liaison aux activateurs 

lipidiques physiologiques, comme laPS et le DAG (Quest et al., 1994b ). Cys 1 et Cys2 montrent une grande 

similitude avec des séquences fixant le zinc retrouvées chez certains facteurs transcriptionnels (Nishizuka.1988; 

Burns et al., 1991 ). Le groupe de Quest a montré que la région régulatrice est capable de fixer quatre 

atomes de zinc (Quest et al., 1992). Le motif C6-H2 de Cys2 est capable de fixer deux atomes de zinc 

(Figure 21, Quest et al.,1994a). Des expériences de délétion menées sur Cys2 ont permis de mettre en 

évidence une séquence minimale de 43 AAs essentiels à la liaison du phorbol 12, 13-dibutyrate (PD Bu) 

(Quest et al.,1994a). Le résidu His102 est requis à la fois pour la fixation du PDBu et la coordination 

avec le zinc, alors que la Cys151 est impliquée uniquement dans la coordination avec le zinc. Les Val147 
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Figure 19: Structure des isoformes de PKC. 
(Nishizuka et al., 1992) 

(C: domaine conservé, V: domaine variable) 

Substnt 
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régulation 
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Figure 20: Méchanisme d'activation de la protéine kinase C 

Le schéma illustre le mécanisme d'activation de la PKC. Les activateurs de la PKC (PS, Ca++, DAG, ... etc) 

induisent un changement de conformation qui permet de libérer le centre actif. PS, phosphatidylsérine; DAG, 

Diacylglycérol; H7, 1-(S-isoquinolinesulfonyl-2-méthylpiperazine). 

(proposé par Khalil and Morgan, 1992; modifié par Azzi et al. 1992) 
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et 144 semblent également nécessaire à la fixation du PD Bu ( Quest et al., 1994a). Récemment, un travail 

de cristallographie réalisé sur le domaine Cys2 a montré que le TPA interragit avec les résidus Thr242, 

Leu251 et Gly253 du domaine Cys2 de PKCô (Zhang et al.,1995). Le TPA ne semble pas produire de 

changements de conformation. Zhang et coll. ont proposé un modèle dans lequel le TP A masque une 

zone polaire et facilite ainsi l'interaction de la PKC avec la couche lipidique (Zhang et al., 1995). 

b/ PSEUDOSUBSTRA T : 

Des régions autoinhibitrices ont été identifiées et caractérisées chez plusieurs proteines kinases C. Ces 

domaines semblent inhiber l'activité kinase basale en interagissant avec les éléments du domaine catalytique 

incluant le site de liaison au substrat (Soderling.1990). Ce domaine autoinihibiteur a été identifié entre 

les résidus 19 et 36 de la PK Ca (House et Kemp, 1990). Un tel domaine a été également retrouvée chez 

tous les membres de la famille des PKCs. il est située entre les résidus 13 et 30 précédant le premier doigt 

de zinc du Cl. Cette séquence contient un ou plusieurs résidus basiques qui sont hautement conservés 

et dont la répartition est similaire à celle retrouvée dans la séquence des substrats naturels des PKCs, sauf 

que le résidu sérine ou thréonine phosphorylable est remplacé par une alanine. Ce pseudosubstrat est un 

puissant inhibiteur de l'activité PKC et entre en compétition avec les substrats naturels de la PKC. La 

substitution de l'Ala25 du pseudosubstrat par une sérine transforme celui-ci en un substrat de la PKC. 

Un anticorps dirigé contre le pseudosubstrat entraîne une activation de l'enzyme en absence du calcium 

et des phospholipides (Makowske et al.,1989). Récemment, Orret coll. ont montré que laPS et le DAG 

provoquent un changement de conformation qui dégage le pseudosubstrat du site catalytique rendant 

ainsi la PKC active (Orr et al., 1992, Figure 22). 

cl DOMAINE C2 : 

Ce domaine est conservé chez les membres de la classe cPKC alors qu'il est absent dans les classes nPKC 

et aPKC. Ces dernières ne nécessitent pas la présence du calcium pour leur activation (Bacher et al., 1991; 

Ono et al., 1988; Schaap et al., 1990), contrairement aux membres la classe cPKC qui ont besoin du calcium 

à la fois pour l'activité kinase, la fixation des esters de phorbol et la translocation (Burns et al., 1990; Huang 

et al.,1988; Kiley et al.,1990; Marais et al.,1989; Sekiguchi et al.,1988). Ces résultats suggèrent que le 

domaine C2 conditionne la dépendance au calcium. Des expériences de délétion ont montré que l'élimination 

de C2 rend l'activité kinase et la fixation des esters de phorbol indépendante du calcium (Kaibuchi et al., 1989). 

Des expériences de délétion plus fines menées sur la PKCPI, ont montré que C2 n'est pas le site majeur 

de fixation du calcium mais qu'il jouerait un rôle dans la sélectivité d'interaction avec celui-ci (Luo et al., 1993). 

Ces auteurs montrent également que le site majeur de fixation du calcium est localisé à l'extrémité C-terminale 
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Figure 21 : Modèle de coordination du zinc dans le motif C6H2 de la région Cys2 de la 
PKCy. 
Le zinc établit quatre liaisons de coordination dans deux sphères de coordination indépendantes. La première 
sphère est constituée par l'His102 et trois cystéines conseiVées (Cysl15, Cysll8 et Cysl32). la deuxième sphère 
est constituée par l'His140, et trois cystéines (Cysl35, Cys143 et Cys151). Les liaisons de coordination avec le 
zinc de la première sphère sont essentielles pour la liaison au PDBu, alors que celles de la deuxième sphère 
n'affectent pas cette liaison. Cependant, les valines 144 et 147 sont cruciales pour la liaison au PDBu. 
(Quest et al., 1994) 

Couche lipidique 
PS, DG 

Figure 22 : Modèle illustrant le rôle de la phosphatidylsérine (PS) et du diacylglycérol (DAG) 
dans l'exposition réversible du pseudosubstrat de la PKC. 

Le pseudosubstrat est représenté par un rectangle noir à l'extrémité N-terminale. la tête de la flèche montre le site 
de digestion par l'Arg-C. Les sites d'autophosphorylation (cercles), protégent l'Arg19 de la protéolyse. PS et DAG 
semblent inteiVenir dans la libération du pseudosubstrat du site actif. Des interactions électrostatiques se font entre 
les résidus basiques du pseudosubstrat et les lipides acides de la membrane. 
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du domaine Cl (77- 143) de PKCPI, région incluant également le Cys2. Cette région, appelée aussi 

CalB, a été retrouvée dans plusieurs protéines comme la PLA2, la GAP, la PLCy, la synaptotagmine et 

la rabphilline. Elle interagit avec les phospholipides en fonction de la concentration de calcium et elle 

est également impliquée dans la translocation des cPKC vers la membrane après une augmentation du 

calcium (Luo et al., 1993). 

2/LA REGION CATALYTIQUE: 

La région catalytique est constituée d'environ 292 aas chez les PKCs, et comprend les domaines C3 et 

C4. Cette région présente de nombreuses homologies avec les autres protéines kinases (Parker et al., 1986). 

Le domaine C3 contient un site de liaison à l'ATP (Gly-X-Gly-X-X-Gly) hautement conservé parmi les 

protéines kinases (Hanks et al., 1995). Dans le domaine C4, un autre site de liaison à l'ATP a été prédit. 

TI est constitué par des résidus très conservés comme Asp166, Asn171 et la séquence DFG (Asp-Phe-Gly). 

DFG est une séquence caractéristique de toutes les kinases et semble être au coeur de l'activité catalytique. 

Des études d'alignement de séquences menées sur 65 protéines kinases suggèrent que les résidus situés 

entre Asp166 et Asn171 ainsi que les AAs situés à l'extrémité N-terminale du motif Ala-Pro-Glnjouent 

un rôle clé dans la discrimination entre l'activité tyrosine et sérine/thréonine kinase (Hanks et al., 1995). 

La comparaison des différents sites reconnus par la PKC sur plusieurs protéines substrats a permis de 

déterminer des sites consensus reconnus préférentiellement par la PKC (tableau 3). En général, on 

MOTIFS 

S*/T*XK!R 

KIRXXS*/T* 

KIRXXS* /T*XKIR 

KIRXS*/T* 

KIRXS* /T*XKIR 

Rapport S/T' 

31:6 

Fréquence 

30/37 

13/37 

7/37 

10/37 

6/37 

Tableau- 3 : Sites consensus de phosphorylation reconnus par la PKC 

L'analyse a été faite sur 37 protéines qui sont des substrats pour la PKC. a : le rapport Slf a été calculé pour la totalité des sites 
phosphorylés. Les astérisques montrent les sites phosphorylés. Les AAs qui déterminent la spécificité sont représentés en gras 
(Pearson et Kemp, 1991). 

remarque la présence de résidus basiques ( Arginine ou lysine) adjacents de la sérine ou thréonine phosphorylée. 

Par ailleurs, on a constaté la présence constante de résidus hydrophobes à l'extrémité C-terminale du site 

de phosphorylation . 
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III REGULATION DE L'ACTIVITE DES PK Cs : 

Vactivation de la PKC est un mécanisme complexe faisant intervenir plusieurs cofacteurs et activateurs 

comme le diacylglycérol, les phospholipides et le calcium (Figure 23B). 

11 DIACYLGLYCEROL ET PHOSPHOLIPIDES : 

Après la stimulation des récepteurs membranaires, le phosphatidylinositol4, 5-bisphosphate (PIP2) est 

hydrolysé par la phospholipase C (PLC) en inositol1, 4, 5-trisphosphate (IP3) et le sn-1, 2 diacylglycèrol 

(DAG) (Berridge.1987). VIP3 entraîne la mobilisation du calcium qui va agir synergiquement avec le 

DAG pour activer les PKCs. En fait, la formation du DAG se produit en deux temps. Une première étape 

transitoire correspondant à l'hydrolyse du PIP2 et qui coïncide avec une élevation du taux de l'IP3. Cette 

étape est suivie d'une synthèse soutenue du DAG (Figure 23A, pour revue voir Nishizuka.1995). Une 

analyse de la composition des acides gras révèle que le DAG de cette dernière phase provient probablement 

de l'hydrolyse de la phosphatidylcholine. La phosphoatidyléthanolamine est une source mineure de DAG. 

Cette élévation soutenue du taux de DAG est induite par des mitogènes et des facteurs de croissance 

(Rosoff et al.,1988; Leach et al.,1991), des esters de phorbol et l'oncogène Ras (Lacal et al.,1987; Priee 

et al., 1989). Tous ces agents sont également des activateurs de PKC, d'où l'hypothèse de l'implication 

de la PKC dans cette élévation du taux de DAG (Figure 23B). Des études de marquage isotopique montrent 

que le DAG est métabolisé très rapidement après son entrée dans la cellule (Sano et al., 1983; Kaibuchi 

et al.,1983). Dans les plaquettes sanguines la plupart du DAG est converti en acide phosphatidique sous 

l'action de la diacylglycérol kinase, puis en phosphatidyl inositol (Kaibuchi et al., 1983), alors que dans 

les lymphocytes T, le DAG est rapidement hydrolysé par la diacylglycérollipase et probablement par des 

estérases non spécifiques (Berry et al., 1990; Asaoka et al., 1991 ). Les esters de phorbol comme le TP A, 

qui mime l'action de DAG en activant la PKC sont métaboliquement stables, ce qui explique d'ailleurs 

leurs effets tumorigènes. De multiples additions de DAG sont nécessaires pour obtenir des réponses à 

long terme comme l'activation des lymphocytes T ou la différenciation des HL-60 en macrophage, alors 

qu'une seule dose d'ester de phorbol est suffisante pour obtenir les mêmes réponses (William et al., 1990; 

Aihara et al., 1991 ). 

2/ LE CALCIDM : 

Dans la plupart des cellules stimulées, on observe une augmentation transitoire du calcium, alors que les 

réponses physiologiques persistent longtemps après le retour de la concentration calcique à son taux de 

base. La mobilisation du calcium et l'activation de la PKC agissent synergiquement pour induire une variété 
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Figure 23 : Schéma illustrant la dégradation des phospholipides dans la membrane 

(A) Cinétique de formation du DAG, des acides gras insaturés (AGI) et de lysoPC à partir 
de PIP2 et PC (phosphatidylcholine). 

(B) Modèle hypothétique des mécanismes inteiVenant dans l'activation de la PKC. 
PA : Acide phosphatidique, PLD : Phospholipase D, PLA2 : Phospholipase A2• 
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de réponses cellulaires, mais le mécanisme biochimique n'est pas entièrement élucidé (Nishizuka.1986). 

La mobilisation du calcium est intimement liée à la dégradation des phospholipides. En présence de fortes 

concentrations de calcium l'activation de la PKC requiert moins la dégradation des lipides, alors qu'en 

présence de phospholipides l'activation de la PKC ne nécessite pas le calcium. L'activation des récepteurs 

membranaires induit une oscillation du taux du calcium intracellulaire ( Cuthbertson et al., 1991; Tsien 

et al.,1990). Plusieurs mécanismes, faisant intervenir l'IP3 et le calcium ont été avancés pour expliquer 

les fluctuations complexes de la concentration calcique intracellulaire (Missiaen et al., 1991). La PKC 

semble également contrôler les oscillations du calcium en exerçant un rétro-contrôle négatif sur l'hydrolyse 

des phospholipides 0JVoods et al.,1987). Cette hypothèse a été confortée par le fait que les oscillations 

calciques sont inhibées par les esters de phorbol, cette inhibition est levée par les inhibiteurs des PKCs. 

Les différentes isoformes des PKC réagissent différemment vis à vis du calcium. Ainsi, les enzymes de 

la classe cPKC sont activées par le calcium, laPS et le DAG ou les esters de phorbol. Cette activation 

est plus forte avec les acides gras insaturés et la lysophosphatidylcholine (PC). L'activation des membres 

de la classe nPKC ne nécessitent pas de calcium. Ces enzymes sont activées par des micelles composées 

uniquement de PS et DAG ou l'ester de phorbol. La PKCe est activée par les acides gras cis insaturés 

alors que la PKCô ne l'est pas. L'activation des enzymes de la classe aPKC requièrent uniquement laPS. 

L'isoforme ( est également activée par les acides gras cis insaturés (pour revue voir Nishizuka.1992). 

3/ PHOSPHORYLA TION DES PK Cs: 

La phosphorylation est un autre mode de régulation de l'activité des PK Cs. Mais à l'inverse des phospholipides, 

la phosphorylation affecte toutes les isoformes de la famille des PKCs. Les PKCs sont phosphorylées 

sur plusieurs résidus sérine et thréonine localisés aux extrémités N et C terminales et dans la région charnière 

(Flint et al., 1990). Le traitement de la PK Ca par la phosphatase alcaline inhibe complètement son activité 

enzymatique(Pearsetal.,1992).LaphosphorylationdesPKCssefaitselondeuxmécanismes:l'autophosphorylation 

et la transphosphorylation. L'autophosphorylation des PKCs augmente la liaison aux esters de phorbol, 

leur sensibilité au calcium et leur liaison au substrat in vitro (Huang et al., 1986; Mochly Rosen et al., 1987). 

Flint et coll. ont identifié six sites autophosphorylés sur la PKCPII in vitro. La Ser16 et la Thr17 situés 

à l'extrémité N-terminale, les Thr314 et Thr324 localisés dans la région charnière et les Thr634 et Thr641 

situés à l'extrémité C-terrninale (Flint et al., 1990). Zhang et coll. ont montré que l'activité enzymatique 

de laPKCPI est totalement inhibée par la mutation de la Thr642 (équivalent de la Thr641 chez laPKCPII) 

en alanine (Zhang et al., 1994). Plusieurs données ont permis de mettre en évidence les mécanismes de 

transphosphorylation des PK Cs. Chez la levure la PKC 1 est phosphorylée in vivo par une autre kinase 
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(Watanabe et al., 1994). Par ailleurs, la PKCa exprimée chez la bactérie est inactive bien qu'elle soit capable 

de fixer normalement le TPA (Cazaubon et al.,1990), probablement parce que les mécanismes adéquats 

de phosphorylation sont absents (Shayiq et al.,1994; Filipuzzi et al.,1993). Les résidus Thr497 et Thr495 

semblent être transphosphorylés par une activité kinase encore inconnue et leur mutation en alanine inhibe 

l'activité de laPKCa (Cazaubon et al.,1994). Le remplacement de la Thr495 par l'acide glutamique nous 

donne une PKC intrinsèquement active dans la bactérie (Cazaubon et al., 1994). Orr et coll. ont montré 

que la présence d'une charge négative en position 500 est critique pour l'activation de la PKCPII (Orr 

et al.,1994). LaPKC est incapable de rephosphoryler la Thr500 après sa déphosphorylation par la sous 

unité catalytique de la phosphatase PP 1 (Du til et al., 1994 ), au contraire de la PKC déphosphorylée par 

la sous unité catalytique de la phosphatase PP2A qui est capable de s'autophosphoryler à nouveau, probablement 

parce que PP2A n'affecte que les sites autophosphorylés de l'extrémité C-terminale (Dutil et al., 1994). 

En résumé, toutes ces données suggèrent que la PKC est synthétisée sous forme d'un précurseur inactif 

capable de se lier à la membrane (Bomer et al., 1989). Ce précurseur est ensuite phosphorylé par une PKC 

kinase sur la"boucle d'activation" (Bomer et al.,1989; Pears et al.,1992; Cazaubon et al., 1993; Cazaubon 

et al.,1994). Des interactions électrostatiques entre le groupement phosphate de la "boucle d'activation" 

et certains résidus du domaine d'activation déterminent le positionnement des résidus pour la catalyse 

(Orr et al., 1994). A ce stade, la PKC, toujours fixée à la membrane, est stimulée par la PS pour induire 

l'autophosphorylation de l'extrémité C-terminale. Cette autophosphorylation entraîne la libération dans 

le cytosol d'une PKC mature et régulable par le DAG (Zhang et al., 1994). 

4/ LES RECEPTEURS DE LA PKC ACTIVE : 

Gopalakrishna et coll. ont montré que les protéines localisées dans la membrane plasmique sont nécessaires 

pour la fixation des PK Cs à la membrane ( Gopalakrishna et al., 1986). De nombreux travaux ont montré 

que la PKC peut être localisée dans de nombreux compartiments cellulaires en dehors de la membrane 

plasmique. En effet, les PKCs peuvent être rencontrées en association avec les éléments du cytosquelette 

(Zalewski et al.,1988; Ito et al.,1989; Papadopoulos et al.,1989; Jaken et al.,1989), l'appareil de Golgi 

(Saito et al.,1989), l'espace périnucléaire (Mochly Rosen et al.,1990; Halsey et al.,1987; Chen et al., 1987; 

Thomas et al.,1988; Fields et al.,1989), et même dans le noyau (Capitani et al.,1987; Masmoudi et al.,1989). 

Plusieurs protéines de la fraction particulaire fixent les PKCs in vivo en présence des activateurs des PKC 

(Wolf et al., 1986, 1990, (Mochly Rosen et al.,1991a; Mochly Rosen et al., 1991b; Chapline et al., 1993). 

Moshly-Rosen et coll. ont réussi à identifier plusieurs protéines dans la fraction particulaire du coeur et 

du cerveau du rat, qui semblent être des récepteurs intracellulaires des PK Cs activées (Mochly Rosen 

et al., 1991 a; Mochly Rosen et al., 1991 b; Mochly Rosen et al., 1992). Ces protéines ont été nommées récepteurs 
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Figure 24 : Modèle d'interaction de la protéine RACK avec la PKC 
(Ron et al., 1994) 
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des PK Cs activées ou RACKs (Receptors for Activated C-Kinases ). Les RACKs fixent les PK Cs uniquement 

en présence de leurs activateurs. Les PKCs interagissent avec les RACKs via leurs domaines C2 (Figure 

24, Ron et al., 1992). Un peptide situé dans le domaine C2 présente une forte homologie avec une région 

de RACKl (Ron et Mochly Rosen, 1995). Ce peptide (SVEIWD), nommé pseudo-RACK!, est capable 

de se lier à la PKC et de l'activer en absence des activateurs de PKC in vivo (Figure 24, Ron et Mochly 

Rosen,1995). Ainsi il semble que l'activation des PKCs expose les sites de liaison aux RACKs qui vont 

permettre à l'enzyme de se fixer aux sites d'ancrage RACKs. 

5/ PK Cs ET PROTEASES : 

Plusieurs travaux ont montré que durant l'activation de la PKC, cette dernière est soumise à une protéolyse 

(Kishimoto et al., 1983; Parker et al., 1986). Cette protéolyse génère un fragment, nommé PKM possédant 

une activité catalytique. Le groupe de Nishizuka a identifié au moins deux sites de protéolyse par la calpaïne 

dans la zone charnière V3. Les différents isoformes réagissent différemment face à la protéolyse. Ainsi 

la PKCy est facilement clivée par la calpaïne 1 et II alors que la PKCa est relativement résistante à la 

protéolyse. La calpaïne I semble cliver préférentiellement les PK Cs activées. La signification physiologique 

de cette protéolyse n'est pas encore bien élucidée. Deux hypothèses sont à considérer. Premièrement, 

sous l'action des protéases la PKC libère la partie catalytique PKM, dont une partie va migrer vers le noyau 

où elle va phosphoryler les facteurs de transcription (Li et al.,1992). Deuxièmement, la protéolyse de 

la PKC est un processus initialisant la dégradation de l'enzyme et éventuellement entraînerait la déplétion 

de la PKC cellulaire. 

6/ PKC ET RETINOIDES : 

La voie des rétinoïdes et celle des PKCs sont toutes les deux fortement impliquées dans les processus 

de différenciation et de prolifération cellulaire. Hashimoto et coll. ont observé que le traitement des cellules 

HL-60 avec l'ATRA (lJ!M), entraîne une diminution rapide (24h) de la PKCy et une augmentation de 

l'expression de la PKC p (Hashimoto.1990a), alors que Seibenhener et coll. ont montré une augmentation 

du taux de l'expression des ARNm de plusieurs isoformes (a, p, y, ô ete , Seibenhener et al.,1993). 

Dans tout les cas, ces expériences suggèrent que les différents isoformes de PKC ont chacune un rôle 

spécifique dans la différenciation induite par l'ATRA. La différenciation des cellules B16 du mélanome 

de souris est précédée par une forte augmentation du taux de l'ARNm de la PK Ca. Cette augmentation 

est directement responsable de la différenciation de ces cellules induite par l'ATRA (Gruber et al., 1992). 

L'induction de la différenciation des cellules du neuroblastome humain (LAN-5) par IFNy ou l'ATRA 

s'accompagne d'une surexpression de la PK Ce. Apparemment, l'expression de la PK Ce est liée à la différenciation 

66 



neuronale (Ponzoni et al.,1993). Récemment, on a montré que l'ATRA est capable d'activer la PKC du 

cerveau en absence du Ca2+ et des phospholipides (Bouzinba Segard et al., 1994). En résumé, il semble 

que, dans certains cas, les PK Cs jouent un rôle de médiateurs entre les rétinoïdes et les processus de différenciation 

Ill/ EFFETS BIOLOGIQUES DES PKC : 

11 PKC ET DIFFERENCIATION EPITHELIALE : 

Depuis longtemps, les esters de phorbol activateurs de laPKC sont connus pour leurs rôles dans la promotion 

du cancer de la peau. Des études plus récentes ont permis de lier la PKC non seulement aux cancers de 

la peau mais aussi dans les processus de croissance et de différenciation épithéliale. Les kératinocytes 

, qui constituent environ 99% de l'épithélium de la peau, suivent un processus bien défini de croissance 

et de différenciation qui permet le renouvellement de l'épithélium. A la jonction de l'épiderme et du derme, 

les cellules se divisent continuellement et migrent vers la surface au cours du processus de différenciation 

qui va transformer les kératinocytes de la couche spinocellulaire (KS) en kératinocytes de la couche granulaire 

(KG), puis en kératinocytes de la couche cornée (KC). Dans les modèles d'études de la différenciation 

de l'épiderme intact, l'activité PKC se manifeste durant la transition de KS vers KG (Dlugosz et al., 1993). 

LaPKC11 est essentiellement détectée dans les cellules épithéliales de la peau et des poumons. Plus surprenant 

est le fait que la PKC11 soit localisée dans les cellules épithéliales différenciées ou en cours de différenciation, 

alors qu'elle est absente dans les cellules basales non différenciées (Osada et al., 1993). De plus, la PKC11 

semble être localisée essentiellement dans le noyau (Grief et al., 1992). Une autre étude dans laquelle des 

kératinocytes transformées par H-ras et stimulées par le calcium montrent un taux élevé en PKC11 alors 

que celui de la PKCÇ décroît (Dlugosz et al., 1992). Dans une autre expérience menée sur la phase terminale 

de différenciation, des kératinocytes induite par le TP A montrent également une augmentation du taux 

de PKC'fl, alors que ceux des PKCa et PKCô diminuent (Gherzi et al., 1992). Ces expériences indiquent 

que la modulation de l'expression des isoformes de PKC jouerait un rôle dans les processus complexes 

de différenciation de l'épithélium. Toutefois, elles ne nous permettent pas de savoir si cette modulation 

est la cause ou la conséquence des processus de différenciation. 

2/ PKC ET DIFFERENCIATION DES CELLULES HL-60 : 

La lignée Ill.,-60 est probablement l'un des modèles les plus utilisés dans l'étude de la prolifération et de 

la différenciation cellulaire. En effet, ces cellules sont indifférenciées et sont capables de s'engager dans 

une voie de différenciation plutôt qu'une autre en fonction de la nature de l'agent inducteur (Collins.1987). 
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Ainsi, le traitement des HL-60 par la 1,25-dihydroxyvitamine D3 induit leur différenciation en monocytes 

alors que le TP A induit la formation de macrophages et monocytes. A côté de l'effet des esters de phorbol 

sur la différenciation des HL-60, de nombreux travaux ont mis en évidence l'implication des PKCs dans 

ce processus. Premièrement, des inhibiteurs de PKC, telle que la sphingosine, sont capables de bloquer 

l'effet du TP A sur HL-60 (Merril et al., 1986). Deuxièmement, l'exposition prolongée des cellules HL-60 

au DAG est capable de reproduire l'effet du TPA sur ces cellules (Ebeling et al.,l985). Enfin, on a observé 

une augmentation du taux d'expression des PK Cs dans les cellules HL-60 traitées par la vitamine D3 (Martell 

et al.,l987). Cette augmentation touche uniquement les isoformes PKCa et PKCP (Obeid et al.,l990). 

L'utilisation de sondes anti-PKCa et anti-PKC P a permis de montrer que l'expression de PKC P est nécessaire 

au processus de différenciation induit par la vitamine D3, alors que la PKCa n'a pas d'effet sur ce processus. 

Dans tout les cas, la prolifération n'est pas affectée (Garnard et al.,l994). Les résultats de cette expérience 

constituent une étape fondamentale dans la compréhension du rôle fonctionnel de chaque isoforme de 

PKC et surtout de leurs mécanismes d'action, mais suscitent également des questions. En effet, comment 

la cellule malgré la très grande homologie structurale et fonctionnelle entre la PKCa et p, arrive-t-elle 

à impliquer uniquement la PKC p dans le processus de différenciation ? 

Cl LES PHOSPHA T ASES : 

L'activité nette d'une phosphoprotéine dépend de l'équilibre entre l'état phosphorylé et déphosphorylé 

qui dépend à son tour de l'activité d'autres kinases et de phosphatases. Ces dernières peuvent être subdiviser 

en deux familles : les protéines sérine/thréonine phosphatases et les protéines tyrosine phosphatases. Dans 

ce chapitre, nous aborderons uniquement la famille des sérine/thréonine phosphatases. Cette famille est 

composée essentiellement par quatre sous-familles: PPl, PP2A, PP2B et PP2C. 

If PROTEINE PHOSPHATASE 1 (PPl): 

PPl possède une structure multimérique, composée d'une sous unité catalytique (C) complexée à plusieurs 

sous unités régulatrices. La première forme native de PP 1 a été identifiée comme étant une protéine phosphatase 

dépendante de MgA TP appelée PP 11 et constituée de la sous unité C et de l'inhibiteur 2 (Bali ou et al., 1983; 

Jurgensen et al., 1984; Tung et al., 1984). Cette forme de PPl a une faible activité intrinsèque et est activée 

suite à la phosphorylation de l'inhibiteur 2 par la glycogène synthase kinase 3 (Bollen et al.,l992). La 

sous unité C peut également s'associer à une protéine fixatrice de glycogène, constituant la forme PP la 

(Stralfors et al.,l985). Récemment, on a identifié une activité phosphatase associée à la myosine (PPl~. 

Cette forme est constituée de la sous unité Cet de deux autres sous unités Ml et M2 (130 et 20kDa, 
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Figure 25 :Mécanisme de régulation de la phosphatase 1 (PPl) 
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respectivement) qui augmente la déphosphorylation de la myosine (Alessi et al., 1992). Enfin, PPI a été 

aussi localisée dans le noyau (Jakes et al., 1986; Kuret et al., 1986). Cette localisation semble être due à 

l'association de la sous unité C avec des protéines nucléaires (Beullens et al.,1992). A côté de cette hétèrogénéité 

générée par les différentes combinaisons d'association entre la sous-unité catalytique de PP 1 et les différentes 

sous-unités régulatrices, il existe une hétérogénéité de la sous-unité catalytique elle-même. Plusieurs iso formes 

de PP 1 sont codées par différents gènes chez les eucaryotes. Ces iso formes sont subdivisées en trois familles 

: PP 1 a , PP 1 p et PP 1 y . La différence entre ces iso formes est située principalement à l'extrémité C-terminale. 

L'activité PPl est régulée par plusieurs inhibiteurs (Figure 25). L'inhibiteur-! est capable d'inhiber PPl 

lorsqu'il est sous la forme non phosphorylée, et il est inactif sous sa forme phosphorylée. La PKA est capable 

de phosphoryler l'inhibiteur-1, ce qui suggère que cette kinase est capable de moduler l'activité de PPl. 

Un autre inhibiteur, DARPP-32, inhibe l'activité de PP 1. DARPP-32 est actif quand il est phosphorylé 

(Figure 25). 

W PROTEINE PHOSPHA TASE 2A (PP2A) : 

La forme native de la PP2A est également constituée par un complexe oligomérique entre une sous-unité 

catalytique C (36kDa) et une ou plusieurs sous-unités régulatrices. Les interactions protéine-protéine 

sont importantes dans la régulation de l'activité et la spécificité de la sous-unité catalytique PP2A. Chez 

les mammifères, PP2A existe au moins sous quatre formes. Chacun de ces complexes est formé par la 

sous-unité catalytique C, la sous unité A (61kDa), et la sous-unité B qui peut exister sous trois formes 

(B 1 : 54k.Da, B2 : 74k.Da et B3 : 55k.Da). La spécificité de PP2A semble être contrôlé par la sous-unité 

B (Chen et al.,1989; Imaoka et al.,1980; Imaoka et al.,1983). 

L'activité de PP2A est régulée par l'expression différentielle des sous unités B 1, B2 et B3, qui contrôlent 

l'activité et la spécificité de la phosphatase. Récemment, on a montré que les territoires d'expression des 

sous unités B varient en fonction des stades de développement, alors que les sous unités A et C ont une 

expression constitutive. Ces observations suggèrent que l'activité de PP2A dépendrait de l'expression 

des sous unités B. 

lW PROTEINE PHOSPHATASE 2B (PP2B): 

PP2B a été initialement identifiée comme une protéine liant la calmoduline (Klee et al.,1978; Wang et 

al.,1977) et capable de fixer le calcium (Klee et al.,1979). Elle est aussi appelée calcineurine car elle a 

été localisée principalement dans les tissus nerveux des mammifères (pour revue voir Klee.1988). La forme 

native de PP2B est constituée par un complexe équimolaire 1:1 entre la sous unité catalytique (A) et la 

sous unité régulatrice (B)(Cohen.1989; Klee.1988; Shenolikar et al., 1991). La structure primaire de la 
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sous-unité B est similaire à celle de la calmoduline et contient quatre sites de liaison au calcium (Aitken 

et al., 1984). En présence de concentrations physiologiques de calcium, la calmoduline s'associe avec PP2B 

et stimule son activité enzymatique (Klee.1988). 

IV/ PROTEINE PHOSPHATASE 2C (PP2C): 

A l'inverse des autres Ser!Thr phosphatases, PP2C est une protéine monomérique (pour revue voir Cohen.1989; 

Shenolikar et al., 1991 ). Cette enzyme a aussi la particularité de nécessiter des ions divalents (Mg2++) pour 

son activité. Les séquences en acides aminés des iso formes de PP2C (PP2C 1 et PP2C2) sont très différentes 

de celles des autres membres des Serffhr phosphatases et ne contiennent pas de domaine catalytique évident 

(Tamura et al., 1989). Bien que la fonction de PP2C reste obscure, des données récentes montrent qu'elle 

jouait un rôle clé dans le cerveau. Les territoires d'expression des ARNm de PP2C sont distincts de ceux 

de PP2B, suggérant ainsi que différentes protéines neuronales peuvent être déphosphorylées par deux 

phosphatases distinctes selon leurs localisation (Abe et al., 1992). 

V/ CONCLUSION: 

Bien que le nombre des protéines phosphatases connues à ce jour soit largement inférieur à celui des kinases, 

il semble que les phosphatases compensent cette infériorité numérique grâce à, premièrement, leur structure 

oligomérique, et, deuxièmement, leur localisation près de leurs substrats potentiels. Toutefois, de nombreux 

points restent à éclaircir. Notamment, il faudrait identifier les déterminants structuraux de la déphosphorylation 

des substrats et également élucider les mécanismes de régulation et de distribution tissulaire. 
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Chapitre III : 

LA PHOSPHORYLATION ET LES RECEPTEURS 

NUCLEAIRES 

72 



La plupart des récepteurs nucléaires sont des phosphoprotéines, dont certains deviennent hyperphosphorylés 

après la liaison au ligand, démontrant ainsi l'existence d'importantes connections entre les voies de phosphorylation 

et les activités fonctionnelles des récepteurs. Dans ce chapitre, j'ai essayé de résumer nos connaissances 

actuelles sur la phosphorylation des récepteurs nucléaires. 

Al Données indirectes : 

Les premières données sur l'implication des voies de phosphorylation dans le mécanisme d'action des 

récepteurs nucléaires nous ont été fournies par des éxpériences utilisant des phosphatases et des inhibiteurs 

de phosphatase. Le traitement du cytosol des cellules L avec la phosphatase alcaline inactive la capacité 

de liaison à l'hormone des GRs (Nielsen et al., 1977). Des résultats similaires ont été obtenus avec le cytosol 

de foie de rat (Housley et al., 1982). L'activité de liaison au ligand des récepteurs aux hormones thyroïdiennes 

est également réduite par la phosphatase alcaline (Faure et al., 1988). L'acide okadaïque, un puissant inhibiteur 

de PP1 et PP2A, est capable d'activer la transactivation induite par le PR en absence de la progestérone 

(Denner et al., 1990). Un résultat similaire a été obtenu avecle GR (DeFranco et al., ) et le TRP 1 (Lin 

et al., 1992). 

L'utilisation des activateurs et des inhibiteurs de kinases a également permis d'étudier l'interaction des 

kinases avec le mécanisme des récepteurs nucléaires. L'activité de liaison à l'hormone du GR est inhibée 

par l'AMPc, qui est un activateur de la voie de la PKA (Heller et al., 1986). Dans les cellules de lymphome, 

l'AMPc stimule l'activité transcriptionnelle du GR et augmente sa capacité de liaison à l'hormone (Gruol 

et al., 1986). L'activité transcriptionnelle de PRest également stimulé par un analogue de l'AMPc (8 Br -AMPc) 

en absence de l'hormone. Cette activation est inhibée par l'inhibiteur de la voie de PKA, PKI (protein kinase 

inhibitor, Denner et al., 1990). 

Les activateurs et inhibiteurs de la voie de la PKC semble également affecter les fonctions des récepteurs 

stéroïdiens. Les esters de phorbol stimule l'induction des enzymes hépatiques par les glucocorticoïdes 

(Kido et al., 1987), alors que les inhibiteurs de laPKC réduisent cette induction et bloquent la translocation 

vers le noyau du GR (kido et al., 1987). Par contre dans les cellules Nlli 3T3, les activateurs de la PKC 

inhibent la transcription induite par le GR (Vacca et al., 1989). 

Toutes ces expériences mettent en évidence l'interaction des voies de phosphorylation dans le mécanisme 

d'action des récepteurs nucléaires. Pour élucider les mécanismes moléculaires de cette interaction, plusieurs 

groupes se sont intéressés à la détermination des sites de phosphorylation sur les récepteurs nucléaires 

in vivo et in vitro. 
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BI PHOSPHORYLATION DIRECTE DES RECEPTEURS NUCLEAIRES : 

11 RECEPTEURS AUX GLUCOCORTICOIDES : 

En absence des glucocorticoïdes, le GR de souris est une phosphoprotéine (Housley et al.,1983). Les 

glucocorticoïdes induisent une hyperphosphorylation du GR (Orti et al., 1989; Orti et al., 1993). L'analyse 

des acides aminés phosphorylés montre que le GR est phosphorylé dans de nombreuses lignées cellulaires 

sur des résidus sérine. Certains groupes ont également montré qu'il existe une phosphorylation mineure 

sur des résidus thréonine dans les cellules de l'hépatome de rat, dans les cellules malignes du thymus et 

les CHO de souris. Une faible proportion de résidu tyrosine phosphorylé a aussi été mise en évidence 

dans les cellules épithéliales du poumon humain. Bodwell et coll. ont identifié sept sites phosphorylés 

dans le GR de souris (Bodwell et al., 1995). Ces sites semblent être identiques dans les cellules CHO, 

où le GR a été surexprimé, et dans les cellules WEHI -7. Tous ces sites sont situés dans le domaine N-terminal, 

et sont tous des sérines, saufun seul site qui est une thréonine (Thr159). Les sérines 122, 150, 212 et 

234 sont conservées dans le GR du rat et de l'homme, alors que la thréonine 159 et la sérine 315 n'ont 

pas d'homologue dans le récepteur humain. A l'exception de la sérine 315, les autres sites (Ser212, Ser220, 

et Ser234) sont situés dans la région acide et sont requis pour l'activité transcriptionnelle. Tous les sites 

phosphorylés, saufles sérines 150 et 315, sont situés dans des séquences consensus reconnues par des 

kinases. La sérine 122 est située dans une séquence consensus reconnue par la caséine kinase II (XXX-Sa--XXX-XXX

Glu). Les Ser 212, 220, 234 et la Thr 159 sont localisées dans un site consensus pour la PDPK (p34cdc2-

p58cycline A). Les sérines 212 et 220 se trouvent dans un site consensus pour la p34cdc2- p62cycline 

B, qui joue un rôle clé dans la régulation du cycle cellulaire. Mais le rôle de la phosphorylation du GR 

reste encore indéfini, puisque la substitution de ces sites par l'alanine ou l'acide aspartique n'affecte que 

très faiblement l'activité transcriptionnelle du GR sur le promoteur de MMTV (Mason et al., 1993). 

2/ RECEPTEURS A LA PROGESTERONE : 

Durant des expériences de transcription in vitro, le PR du poulet est rapidement phosphorylé par une 

kinase dépendante de l'ADN, présente dans les extraits nucléaires de HeLa utilisés comme source des 

facteurs de transcription (W eigel et al., 1992). Cette phosphorylation se produit avant l'activation des gènes 

cibles in vitro (Bagchi et al., 1992). Le PR de l'ovaire de poulet ou des cellules cancéreuses du poumon 

humain n'est phosphorylé que sur des résidus sérine. L'addition de la progestérone à des cellules intactes 

induit l'hyperphosphorylation des formes A et B du PR. Suite au traitement des cellules cancéreuses de 

poumon humain par un activateur de la PKC, on observe une augmentation de la phosphorylation et du 

nombre de sites de liaison au ligand de PR. La phosphorylation du PR de lapin a aussi été étudiée dans 
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les cellules COS-7 transfectées par le récepteur entier ou par des mutants. Cette étude a montré que même 

les mutants qui sont dépourvus du DBD sont hyperphosphorylés en présence du ligand, montrant ainsi 

que l'hyperphosphorylation ne dépend pas de la capacité du récepteur à lier l'ADN. Le PR sans HBD est 

constitutivement actif, mais il est très faiblement phosphorylé, alors que le récepteur natif est hyperphosphorylé 

en présence de l'antagoniste RU486. D'après ces résultats, il semble que l'hyperphosphorylation du PR 

n'est pas nécessaire pour son activité biologique. 

La cartographie et le séquençage des phosphopeptides, résultant de la digestion de la forme A et B du 

PR phosphorylé par la trypsine, mettent en évidence l'existence de quatre résidus sérines dont l'état de 

phosphorylation est régulé par la présence de l'hormone (Ser211, 260, 367 et 530). Les Ser211, 260 et 

367 sont localisées dans le domaine N-terrninal. La Ser530 est située dans le domaine HBD, région connue 

pour contenir le domaine AF-2 qui est impliquée dans la transactivation du PR. Les trois sites sont situés 

dans des sites consensus pour la PDPK (proline directed protein kinase) . Dans les cellules humaines du 

cancer de sein (T47D), deux nouveaux sites ont été identifiés uniquement sur PR-B, la Ser81 et la Ser162. 

La Ser81 est phosphorylée in vitro par la CKII (Zhang et al. , 1994). 

3/ LES RECEPTEURS AUX OESTROGENES : 

Auricchio et ses collaborateurs ont observé que le récepteur de l'oestrogène du veau, du rat et de l'homme 

sont phosphorylés exclusivement sur des résidus tyrosine (pour revue voir Orti et al. , 1992). A l'opposé 

de ces observations, d'autres groupes ont montré que les récepteurs de l'utérus de souris marqués métaboliquement 

sont phosphorylés uniquement sur des résidus sérine (Orti et al.,1992). Le traitement de l'utérus de souris 

par l'oestrogène entraîne une hyperphosphorylation de la forme nucléaire du récepteur, et non de sa forme 

cytosolique. Mais dans les cellules MCF-7, l'oestrogène entraîne apparemment une déphosphorylation 

de ses récepteurs (Orti et al. , 1992). Actuellement, on a identifié quatre sérines phosphorylés (Seri 04, 

Ser106, Ser118 et Ser167) toutes situées à l'extrémité N-terminale (Legoff et al., 1994~ Ali et al., 1993). 

La substitution des sérines 106 et/ou 106 et 118 par des alanines entraîne une faible réduction de l'activité 

transcriptionnelle de hER dans les cellules COS-1 (Legoff et al., 1994 ~ Ali et al., 1993). Ceci indique que 

probablement il existe d'autres sites dont la phosphorylation peut moduler l'activité transcriptionnelle de 

hER. Arnold et coll. ont montré que la phosphorylation de la Ser 167 est induite par la présence de l'hormone 

dans les cellules MCF-7 et SF9. Ils ont également observé que la CKII phosphoryle préférentiellement 

l'ER lié à l'hormone (Arnold et al., 1994). Récemment, le même groupe a montré que l'ER est phosphorylé 

sur un résidu tyrosine (Tyr537). La Tyr537 est phosphorylée in vitro par les membres de la famille Src 

des tyrosine kinases (p60c-an: et p561
ck) et déphosphorylée par la tyrosine phosphatase 1-B et la protéine 

Src homology-2 tyrosine phosphatase-1 (Arnold et al., 1995). 
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4/ LES RECEPTEURS AUX ANDROGENES : 

Dans les cellules du carcinome du ganglion lymphatique humain de la prostate (LN CaP), le récepteur 

aux androgènes (RA) est rapidement phosphorylé après sa synthèse (Van Laar et al.,1990; Van Laar et 

al.,1991; Kuiper et al., 1991). Des expériences de marquage métabolique au 32p, menées dans ces cellules 

montrent que le RA est une phosphoprotéine en absence de l'hormone (Van Laar et al.,1990; Kemppainen 

et al., 1992). La protéolyse partielle du RA marqué au 31> révèle que la phosphorylation touche principalement 

le domaine N-terminal (Kuiper et al.,1993). Zhou et coll. ont identifié deux sites de phosphorylation dans 

la région N-terminale, la Ser94 et la Ser81. La Ser94 est fortement phosphorylée alors que la Ser81 est 

faiblement phosphorylée. Ils ont également identifié un autre site dans le domaine E, la Ser650, qui est 

un site majeur de phosphorylation(Zhou et al., 1995). Bien que le RA soit fortement phosphorylé, cette 

phosphorylation ne semble pas être nécessaire à son activité, tout au moins dans les expériences de transfection 

transitoire. 

5/ LES RECEPTEURS A LA VITAMINE D : 

Des études utilisant le VDR de souris (Haussier et al., 1988) ou de poulet (Brown et al.,1990) ont montré 

que la phosphorylation in vivo du récepteur est un événement rapide qui est stimulé par la vitamine D3. 

Hsieh et coll. ont observé que la Ser51, localisée entre les doigts de zinc, est phosphorylée par la PKCP 

à la fois in vivo et in vitro (Hsieh et al., 1991 ). La substitution de la Ser51 par une glycine ou l'acide aspartique 

entraîne une forte dimunition de la transactivation induite par la vitamine D ainsi qu'une perte de liaison 

à l'ADN, alors que le remplacement de la Ser51 par une alanine n'affecte pas les propriétés du récepteur 

par rapport au VDR sauvage (Hsieh et al., 1993). Ces résultats suggèrent que la Ser51 est située dans 

une région dont la structure secondaire joue un rôle clé dans l'activité du VDR. En effet, on pourrait imaginer 

que l'apport d'une charge négative via la phosphorylation de la Ser51 entraîne une perturbation de cette 

structure secondaire, qui va rendre le récepteur incapable de se lier à l'ADN, et donc d'activer les gènes 

cibles. 

6/ LES RECEPTEURS AUX HORMONES THYROIDIENNES: 

Comme les autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, le récepteur aux hormones thyroïdiennes 

(hT3RP) est une phosphoprotéine (Lin et al.,1992). Les sites de phosphorylation sont des résidus sérine, 

thréonine ou tyrosine dans une proportion de 85: 10:5. Dans les érythroblastes, le hT3RP 1 présente deux 

sites majeurs de phosphorylation dans son domaine N-terminal (Goldberg et al., 1988). L'un de ces sites 

(Ser12) est phosphorylé dans les cellules par la CKII (Glineur et al., 1989). Bien que la nature de la protéine 

kinase responsable de la phosphorylation du deuxième site (Ser28/29) soit encore inconnue, les activateurs 
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de la voie de PKA ou de PKC induisent une augmentation de la phosphorylation de la Ser28/29. Le groupe 

de Cheng a montré que la phosphorylation régule l'activité transcriptionnelle de T3RP 1 à plusieurs niveaux. 

Premièrement elle augmente sa capacité de liaison à l'ADN. Deuxièmement, la phosphorylation de T3RP 1 

semble favoriserla formation d'homodimères (Lin et al., 1992; Bhat et al., 1994; Sugawara et al., 1994 ). 

L'effet de la phosphorylation du TRP 1 sur la formation des hétérodimères T3RIRXR est controversée 

(Bhat et al.,1994; Sugawara et al.,1994). 

7/ CONCLUSION: 

Ces dernières années l'étude de la phosphorylation des récepteurs nucléaires a connu un grand engouement. 

Nous savons maintenant que tous les récepteurs nucléaires qui ont été étudiés sont des phosphoprotéines. 

La sérine est le résidu préférentiellement phosphorylé in vivo et in vitro. Bien que tous les récepteurs 

soient phosphorylés dans le domaine N-terminal, les autres domaines sont également touchés. Finalement, 

il faut noter que nos connaissances restent encore fragmentaires sur le rôle joué par les processus de phosphorylation 

dans les fonctions de la plupart des récepteurs nucléaires. Nous venons juste de commencer à entre apercevoir 

l'éventail des possibilités qu'offre la phosphorylation dans la régulation de l'activité de ces récepteurs, 

et je crois que les futurs axes de recherche dans ce domaine seront orientés vers le côté fonctionnel que 

mécanistique de la phosphorylation. 
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RECEPTEURS Sites de phosphorylation Domaine Protéines kinases Effets 

GR Sl22, Sl50, S212, S220 A/B ND Aucun [2] 
S234, S315, Tl59 [1] 

PR S211, S260, S36~ S530[3] A/B ND ND 
S81 *, S162* [4] CKII [4] 

ER S104, S106, Sll8, Sl67 [5] A/B CKII [6] Pas très significatif [5] 
Y537 [7] E c-Src [7] 

AR S81, S94,[8] A/B ND ND 
S735 [8] E 

VDR S51 [9] c PKC [9] Stimule l'activité 
transcriptionnelle [9] 

TJR S12 A/B CKII [11] Favorise la formation 
S28/29 [10] PKA/PKC [Il] d'homodimère. 

Augmente sa capacité de 
liaison à l'ADN [12] 

Tableau 3 : Phosphorylation et récepteurs nucléaires 

(GR: récepteur aux glucocorticordes; PR : récepteurs à la progestérone; ER : récepteurs aux oestrogènes; RA : récepteurs aux androgènes; VDR : récepteurs à la vitamine D; 
T3R: récepteurs aux honnones thyroïdiennes). * : sites identifiés uniquement chez PR-B. 

[1 ], [2] : Bodwell et al., 1995; [3] ; [4] : Zhang et al., 1994; [5]: Legoff et al., 1994; Ali et al., 1993; [6] : Arnold et al., 1994; [7] : Arnold et al., 1995; [8] : Zhou et al., 1995; [9] : Hsieh 
et al., 1991; [10]: Goldberget al., 1988; [Il]: Glineuret al., 1989; [12]: Lin et al., 1992; Bhatet al., 1994; Sugawaraet al., 1994. 



RESULTATS 
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Ce travail a été entamé dans notre laboratoire pour répondre à la question suivante : les voies de phosphotylation 

et déphosphorylation affectent-elles l'activité transcriptionnelle induite par les rétinoïdes ? En effet, plusieurs 

groupes avaient montré que certains récepteurs nucléaires (PR, GR, T3R) sont des phosphoprotéines. 

Dans certains cas, la modulation des voies de phosphorylation perturbait l'activité de ces récepteurs. 

Le groupe de Chambon a montré que les RARs (a, pet y) sont également des phosphoprotéines (Gaub 

et al.,l992; Rochette-Egly et al.,l991). En utilisant des anticorps anti-phosphotyrosine, il a observé que 

RARP est phosphorylé in vivo sur des résidus tyrosine(Rochette-Egly et al.,l992). Mais, on ne savait 

pas dans quelle mesure l'activité du récepteur était affectée par cette phosphorylation. Au cours de ce 

travail, nous avons abordé l'étude des interactions entre les voies de phosphorylation et le mécanisme 

d'action des rétinoïdes de façon plus systématique et approfondie. Nos résultats peuvent être subdivisés 

en deux parties : 

- Les protéines kinases et les RARs. 

- Les phosphatases et les RARs. 

PARTIE I : LES PROTEINES KINASES ET RETINOIDES 

Al L'APPROCHE EXPERIMENTALE : 

Pour notre étude, nous avons choisi les cellules COS-7 en tant que modèle cellulaire. Ce sont des cellules 

de rein de singe transformées par le virus SV40 et qui ne sont plus capables de se différencier. Donc, l'état 

de différenciation des cellules n'interférait pas dans l'interprétation de nos résultats. Cette caractéristique 

est très importante car au cours de nos expériences nous étions amené à utiliser des agents différenciateurs 

comme le TP A ou le dbAMPc. Un autre avantage de ces cellules est l'expression d'un taux endogène très 

faible en récepteurs des rétinoïdes. Notre approche expérimentale a consisté à introduire dans les cellules 

COS-7, par la technique de transfection transitoire, un vecteur codant pour hRARa sous le contrôle du 

promoteur SV40 et un vecteur contenant un gène reporter (en l'occurence le gène de la chloramphénicol 
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RARE 

Gène CAT 

promoteur 
SV40 

Gène 
~-galactosidase 

promoteur 
SV40 
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l 
Traitement par des activateurs ou inhibiteurs 

des protéines kinases ou protéine phosphatases 

Rétinoïdes 

1 

hRARa. 
et/ou hRXRa. 

Dosage de l'activité CAT et ~-galactosidase 

Figure 26 : Schéma général de l'approche expérimentale 
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acétyle transférase (CAT)), sous le contrôle d'un promoteur minimal constitué par une TATA box et un 

RARE (DR-5) répété deux fois). Les cellules COS-7 ont été également transfectées par un vecteur codant 

pour la P-galactosidase (pCHIIO) qui sert de contrôle interne de l'efficacité de la transfection. Les cellules 

COS-7 transfectées ont été ensuite traitées par des inhibiteurs ou stimulateurs des voies de phosphorylation 

et déphosphorylation, puis par les rétinoïdes (ATRA et 9cisRA) (Figure 26). L'appréciation de l'activité 

transcriptionnelle des rétinoïdes se fait par dosage de l'activité CAT. 

BI LA VOIE DES PROTEINES KINASES AMPc DEPENDANTE (PKA) : 

Les cellules COS-7 transfectées, comme décrit précédemment, sont traitées par un inhibiteur de PKA, 

le N-[2-méthylamino )éthyl]-5-isoquinoline-sulfonamide ou H8 (Ki= 1,2J.1M). La spécificité de cet inhibiteur 

n'est pas stricte car il peut également inhiber les protéines kinases GTP dépendantes (Hidaka et al., 1984). 

Au cours de nos expériences, H8 a été utilisé à la concentration de 1 0~ pendant 12 heures. Cet inhibiteur 

utilisé seul n'a d'effet ni sur le taux de base ni sur l'activité induite par l'acide rétinoïque (Figure 27). 

L'AMPc est un messager secondaire naturel qui provient de l'hydrolyse de l'ATP et qui stimule la voie 

de la PKA. Dans le but d'activer cette voie nous avons utilisé le dibutyrylAMPc ( dbAMPc ), qui a la propriété 

d'être plus hydrophobe que l'AMPc et de pouvoir ainsi traverser plus facilement les membranes plasmiques. 

Dans notre expérience, le dbAMPc provoque une augmentation de la transactivation induite par l'ATRA 

(2,5 fois). Le taux de base subit également une augmentation de 60% (Figure 27). Ces résultats suggèrent 

que la voie de la PKA est impliquée dans le mécanisme d'action des rétinoïdes. Nos observations ont été 

confortées par le travail de Huggenvik et coll. qui ont observé que la surexpression de la sous unité catalytique 

CP de la PKA dans les cellules CV -1 et Hela augmente la transactivation induite par les RARs en absence 

et en présence de l'ATRA (Huggenvik et al., 1993). Récemment, le groupe de Chambon a montré que 

l'isoforme RARa 1 est phosphorylé in vitro par la PKA sur la sérine 369. La mutation de cette sérine par 

une alanine réduit l'activité de liaison du complexe RARa l!RXR.a à un DR-5, DR-2 et DR-1, alors que 

le remplacement de cette sérine par l'acide glutamique augmente la liaison de l'hétérodimère au DR-5 
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Figure 27 :Le rôle de la voie de la PKA dans l'activité transcriptionnelle 
induite par I'ATRA. 

Les cellules COS-7, transfectées par le vecteur d'expression pour hRAR et le gène 
reporter (RARE)2-tk-CAT, sont traitées par H8 (1 J.LM) ou par le dbAMPc ( 1mM) et 
par l'ATRA pendant 12 heures. La valeur de l'activité CAT des cellules traitées par 
l'ATRA constitue la réference 100%. Chaque valeur représente la moyenne de trois 
résultats obtenus au-cours de trois expériences indépendantes 
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Figure 28 : Effet du calcium sur la transactivation induite par les 
rétinoïdes sur un DR-5. 

Les cellules COS-7 transfectées sont mises en présence (t) ou en 
absence (0) de l'ionophore A23178 (lOO nM). 
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(Rochette-Egly et al.,1995). 

Cl LE CALCIUM : 

Sachant que de nombreuses kinases et phosphatases sont des enzymes dont l'activité dépend du calcium, 

nous avons testé l'implication du calcium dans le mécanisme d'action des rétinoïdes. Nous avons utilisé 

l'ionophore A23178, qui possède la propriété de masquer les charges positives du calcium et donc facilite 

son passage à travers la membrane plasmique. L'ionophore utilisé à une concentration de 1 OOnM provoque 

une stimulation de la transactivation à 10"7M d'ATRA et 9cisRA, alors que cette activation a tendance 

à devenir insignifiante à lO~M (Figure 28). Deux hypothèses peuvent être émises pour expliquer ce résultat. 

Premièrement, le flux du calcium induit une augmentation de l'affinité du récepteur à ses ligands. Deuxièmement, 

le calcium entrai'nerait une stimulation de l'activité transactivatrice intrinsèque du récepteur. En conclusion, 

le calcium active probablement des protéines calcium dépendantes, comme la PKC, qui pourraient interagir 

directement sur les récepteurs des rétinoïdes. 

Dl LA VOIE DES TYROSINE KINASES : 

Pour explorer cette voie nous avons utilisé un inhibiteur des tyrosines kinases, la génisteine [5, 7-dihydroxy-3-{4-

hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one, 4,5, 7-trihydroxyisoflavone], à une concentration de 50 J.1M 

(Figure 29). La génisteine n'a pas d'effet significatif sur la transactivation. Or, Rochette-Egly et coll. ont 

montré que parmi les RARs seul RARP 2 est phosphorylé sur des résidus tyrosine in vivo et donc susceptible 

d'être affecté par les voies des tyrosine kinases . TI serait intéressant de refaire notre expérience ci-dessus 

mais en transfectant les cellules par le vecteur d'expression pour RARP2 ! 
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Figure 29 : Effet des tyrosine kinases sur le mécanisme des rétinoïdes 

Les cellules COS-7 transfectées sont traitées par la génisteine (50JJ.M), 
en absence ou en présence de l'AlRA (10 .. \ 
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El VOIE DES PROTEINES KINASES C ET hRARa : 

1-RESUME DE L'ARTICLE I: 

Les PK Cs, comme les rétinoïdes, sont très impliquées dans les processus de différenciation et de prolifération 

cellulaire (voir généralités). Par la technique de transfection transitoire, nous nous sommes attachés à 

étudier les interactions possibles entre ces deux voies. Nous avons observé que l'inhibition sélective de 

la PKC ou la déplétion de celle-ci par le TPA (12-0-tetradecanoylphorbol- 13-acétate) entraîne une forte 

diminution de la transcription induite par l'A TRA ( :::65% ). La surexpression de la PK Ca est capable d'inhiber 

l'effet de la déplétion de la PKC sur la transactivation induite par I'ATRA. Cette diminution est due essentiellement 

à une perte de la capacité de liaison à l'ADN de hRARa en présence du ligand. Des expériences d'irrnmmofluoresœnœ 

indirecte montrent qu'en absence de la PKC la localisation intracellulaire est perturbée. Nous avons aussi 

observé que la phosphorylation in vitro de hRARa par la PKC induit une diminution de la capacité du 

récepteur à former des hétérodimères ou homodimères sur un élément de réponse aux rétinoïdes. Ce travail 

établit une relation entre la voie des rétinoïdes et celle des PKCs. Ces dernières sont capables de moduler 

plusieurs activités fonctionnelles de hRARa. 

2-ARTICLE I : 
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A Protein Kinase C-Dependent 
Activity Modulates Retinoic Acid
lnduced Transcription 

Ali Tahayato*, Philippe Lefebvre*, Pierre Formstecher, and 
Michel Dautrevaux 

INSERM-CJF 92-03 
Faculte de Medecine de Lille 
59045 Lille Cedex, France 

The retinoic acid receptors (RARs) and retinoid X 
receptors, which are members of the nuclear recep
tor family, mediate the effects of vitamin A deriva
tives on cellular growth and differentiation. The pro
tein kinase C isozyme family also controls these 
processes in response to extracellular stimuli. We 
have investigated the relationship between these 
two signal transducing pathways using gene trans
fer techniques. We show that selective inhibition of 
protein kinase C (PKC) and its depletion by pro
longed treatment with 12-0-tetradecanoylp~orbol-
13-acetate lead to the loss of ligand-dependent tran
scription of an RA-inducible promoter. The effect of 
the depletion in cellular PKC could be counteracted 
by overexpression of PK Co: and is directly correlated 
to the loss of the DNA-binding activity of complexes 
containing the human RARo: (hRARo:). Indirect im
munofluorescence studies demonstrated an altered 
subcellular localization of hRARo:. However, direct in 
vitro phosphorylation of hRARo: by PKC diminished 
its ability to form heterodimeric or homodimeric com
plexes on a retinoic acid response element, sug
gesting that the DNA-binding capacity of hRARo: in 
intact cells is indirectly controlled by a PKC-depend
ent mechanism. Thus our observations establish a 
functional link between the PKC and retinoid path
ways, which are generally considered to have antag
onistic activities on differentiation processes. (Mo
lecular Endocrinology 7: 1642-1653, 1993) 

INTRODUCTION 

Phospholipase C-dependent hydrolysis of inositol phos
pholipids is triggered by the binding of extracellular 
ligands to their surface receptors. This reaction gener
ates two second messengers, inositol 1 ,4,5-triphos
phate and diacylglycerol (DAG). While inositol 1 ,4,5-
triphosphate causes dramatic effects on intracellular 
ca++ mobilization (1 ), DAG activates protein kinase C 
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(PKC). The PKC gene family codes for at !east nine 
serinefthreonine protein kinases (2) that are present, in 
quiescent cells, as cytosolic inactive enzymes. Each 
isoform has specifie requirements for calcium, DAG, 
and phosphatidylserine (PS) and displays specifie tissue 
expression (2, 3). Sorne PKC isoforms are known to be 
the intracellular receptors for phorbol ester tumor pro
moters such as 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
(TPA) (3, 4), demonstrating a crucial role of these en
zymes in cell growth and differentiation (reviewed in 
Ref. 5). Sustained activation of PKC by phorbol esters, 
which are metabolically stable analogs of DAG, or re
peated treatment of target cells by DAG is required to 
observe proliferative and differentiation responses (re
viewed in Ref. 6). Chronic activation of PKC by phorbol 
esters also leads to cellular depletion in PKC. This effect 
is most likely mediated by a calpain-like protease that 
would cleave the activated PKC polypeptide at the 
hinge region (7 and references therein). From this pro
teolysis ensues the release of the C terminal domain of 
the enzyme that bears the catalytic domain. This trun
cated form of PKC, termed PKM, is constitutively active 
because it lacks its regulatory domain and is released 
in the cytosol. PKM is, however, readily degraded in 
these conditions (8 and cited references therein). Part 
of this PKM pool is translocated to the nuclear envelope, 
leading to the phosphorylation of nuclear proteins in
volved in transcriptional regulation. The nuclear trans
location of PKC can therefore provide an explanation 
for its effects on nuclear events. The DNA-binding 
activity and trans-activating potential of MyoD, a tran
scription factor involved in myogenesis, is negatively 
regulated by FGF via phosphorylation by nuclear PKCa 
(9). 

Retinoic acid (RA) has also been shawn to be a 
molecule inducing differentiation processes (10) in var
ious cell !ines such as HL-60, a human leukemia cell 
line, and F9 teratocarcinoma cells (11). RA's effects are 
known to be mediated by nuclear receptors that act as 
ligand-regulated transcription factors (12). Severa! 
types of receptors have been identified (reviewed in 
Ref. 13) and are believed to have specifie roles in 
vertebrate development in view of their specifie tissue 
distribution during embryogenesis (14, 15). RA recep-
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tor-a (RARa) is the receptor that mediates RA differ
entiating effects in the HL-60 cellline (16, 17). HL-60 
cells differentiate toward the macrophage phenotype 
after TPA treatment, whereas RA treatment commits 
them toward the granulocyte cell type. RA-induced 
differentiation of this cellline is accompanied by an early 
increase in PKC concentration and activity (18-20). The 
816 mouse melanoma cellline is also induced to differ
entiate by RA, and again, differentiation is preceded by 
a large increase in PKCa, which appeared to be con
trolled by a posttranscriptional mechanism (21 ). Over
expression of PKCa mimics RA-induced phenotypic 
transformations (22). Similarly, a prolonged treatment 
of 816 cells by TPA counteracted RA-induced biological 
responses (23). Thus the RA and PKC pathways seem 
to be intermingled during differentiation processes, and 
other members of the nuclear receptor family have been 
reported to be affected in their function via the PKC 
pathway (see Discussion). ln the present report, we 
investigated the role of PKC in RA-induced transcrip
tion. We show that decreasing the PKC activity by 
inhibition or depletion of the enzyme negatively regu
lates RA-inducible transcription of a reporter gene and 
induces the loss of the DNA-binding activity of the 
receptor, and we discuss the relevance of these obser
vations with respect to differentiation processes. 

RESULTS 

Prolonged Treatment by TPA and lnhibitors of PKC 
Repress RA-Induced Transcription 

COS? cells were transiently transfected by a reporter 
gene subsequently referred to as (RARE)2tkCAT. Two 
copies of the RA-responsive element (RARE) from the 
RAR,B gene promoter (24) were inserted upstream of 
the thymidine kinase (tk) promoter driving the bacterial 
chloramphenicol acetyl transferase (CAT) gene. The 
,6-RARE is an imperfect direct repeat ( AAGTIC(N)s
AAGTTC] that confers RA inducibility to a heterologous 
promoter. The low level of endogenous RARs found in 
COS cells is sufficient to activate this promoter in 
response to RA treatment (Fig. 1 ). Transfected cells 
were treated for various times, in the presence or not 
of 10-s M RA, with 100 nM TPA, a phorbol ester. Phorbol 
esters are structurally analogous to DAG but are re
sistant to metabolic inactivation processes. These com
pounds therefore activate permanently the PKC path
way in intact cells. From this sustained activation results 
a cellular depletion in PKC via the activation of a pro
teolytic pathway (see Introduction). TPA can thus be 
considered as a molecule having a dual effect on cellular 
PKC activity: at very short incubation times (1-60 min), 
TPA behaves as an activator of PKCs, whereas at 
prolonged incubation times (more than 2 h), TPA trig
gers a depletion in PKC activity. When COS cells were 
transfected with (RARE)2tkCAT and treated with 1 00 
nM TPA for 1 h at the beginning of the RA treatment, 
no significant alteration of the reporter gene activity in 
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Fig. 1. Prolonged Treatment with TPA or PKC lnhibitors 
Decreases RA Responsiveness of the Reporter Gene 
p(RARE)2tkCAT 

COS7 cells were plated in 35-mm dishes and transfected 
with 2 ~t9 p(RARE)2tkCAT as described in Materials and Meth
ods. Cells were then treated with PKC inhibitors for 12 h (15 
~tM H7 or 10 ~tM GF109203X, noted as GF) or 100 nM TPA for 
1 or 12 h, in the presence or not of 10-6 M RA (• or o. 
respectively). The 1-h treatment with TPA was performed at 
the beginning of the RA treatment; cells were then extensively 
washed with 1 x PBS and further incubated with RA alone. 
CA T activity is expressed as a percentage of the RA-induced 
CAT activity in untreated cells. Values in this and following 
experiments represent the average of three independant ex
periments performed in triplicata. 

response to RA treatment was observed (Fig. 1 ). How
ever, when transfected cells were treated with TPA and 
RA for 12 h, a dramatic decrease of the RA-induced 
CAT activity was observed. We concluded that when 
TPA was used as a down-regulator of the cellular PKC 
activity. it induced a decrease of the promo ter respon
sivity to RA. Transfected cells were then treated with 
H7. an inhibitor of protein kinases displaying a fair 
specificity for PKC (25), or with a highly specifie PKC 
inhibitor (GF1 09203X; Ref. 26). A strong inhibition of 
the RA-induced transcription was observed in the pres
ence of both inhibitors (Fig. 1 ), showing that an inhibition 
of the PKC activity also causes a loss of responsiveness 
of the promoter to RA treatment. These results dem
onstrate that the loss of cellular PKC activity, induced 
either by direct inhibition or by a TPA-induced depletion, 
resulted in the loss of ligand-dependent transcription of 
an RA-inducible promoter. 

PKC Depletion ls Correlated with the Loss of RA 
Responsiveness of a RARE-Driven Promoter 

To establish whether TPA effect was indeed due to 
PKC depletion, we designed a set of experiments in 
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which COS cells were treated with 100 nM TPA for 
various times before the transfection procedure. This 
concentration was determined to be optimal in terms of 
its effect on cellular PKC activity (Fig. 2A, inset} and its 
cellular toxicity (Tahayato, A, unpublished observa
tions). This protocol was designed to obtain cells de-
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Fig. 2. Correlation between RA lnducibility by RA and PKC 
Status of COS Cells 

COS cells were pretreated for the indicated times with 1 00 
nM TPA, and the PKC activity was assayed 36 halter comple
tion of the TPA treatment. A, The PKC activity of the soluble 
(e) or the particulate fraction (0) was assayed as described in 
Materials and Methods. Results are expressed as picomoles 
of 32P transferred to the substrate per minfmg protein. The 
inset depicts the dose-effect relationship between TPA con
centration and PKC activity in the soluble fraction. TPA treat
ment in this case was for 24 h. Alter extensive washing, TPA
treated cells were transfected with p(RARE)2tkCAT (8) or 
pSV2CAT (C), and treated with vehicle (0) or 10-6 M RA (e). 
CA T activity is expressed as a percent age of the reporter 
gene activity in the presence of RA in untreated cells. 
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pleted in PKC activity throughout the transfection pro
cedure. Therefore, COS cells were treated for various 
duration with TPA, and the PKC activity was assayed 
36 h after the end of TPA treatment (Fig. 2A), which is 
the time necessary to perform the transfection proce
dure (see Materials and Methods tor more details). ln 
these conditions, PKC activity in the cytosoluble fraction 
rapidly decreased after a 2-h treatment, to reach an 
undetectable level after a TPA treatment of 20 h. Con
versely, the PKC activity in the particulate fraction in
creased as the activity in the soluble fraction decreased, 
to reach a 2- to 3-fold higher level when compared to 
that of untreated cells after a 2- to 4-h treatment. The 
enzyme activity then decreased to become eventually 
negligible after a 48-h treatment (Fig. 2A). Thus a 48-h 
pretreatment with 1 00 nM TP A is required to observe a 
complete cellular depletion in PKC, and this procedure 
therefore allowed us to generate COS cells in which no 
detectable PKC activity was observed until completion 
of the transfection procedure. 

A pretreatment of 48 h was required to achieve an 
inhibition of the RA-induced response of the reporter 
gene (RARE)2tkCAT similar to that observed in Fig. 1 
(Fig. 28). The basallevel of expression of the reporter 
gene was not affected, and the RA-induced GAT activity 
steadily decreased with time to reach 20-30% of its 
initial level (Fig. 28). This pattern of loss of inducibility 
by RA adequately matches that of PKC dawn-regulation 
(Fig. 2A). The activity of another reporter gene, 
pSV2CAT, was also assayed as a control (Fig. 2C). The 
GAT gene is, in this plasmid, under the control of the 
SV 40 promo ter th at con tains canonical TPA-responsive 
elements (27). As expected, only a short treatment of 
cells before transfection induced arise in GAT activity, 
independently of the presence of RA (Fig. 2C). Longer 
treatment with TPA (more than 2 h) did not affect the 
SV40 promoter activity. This burst in SV40 promoter 
activity (1-2 h TPA treatment) is very likely to reflect a 
transient increase in AP-1 DNA binding activity of TPA
stimulated cells (28). ln similar conditions, the Rous 
sarcoma virus promoter activity was not affected at ali 
by TPA treatment (data not shown). From these obser
vations, we conclude that the effect of prolonged treat
ment of cells by phorbol esters is specifie for a RARE
driven gene. Our observations therefore establish a 
strong and direct correlation between cellular PKC ac
tivity and RA inducibility of the (RARE)2tkCAT reporter 
gene. 

Overexpression of PKCa Counteracts TPA's Effect 
on RA-Induced Transcription 

Prolonged exposure of cells to TPA induces a cellular 
depletion of PKC enzymatic activity. One way torees
tablish a higher leve! of this enzyme in depleted cells is 
to introduce an expression vector coding for one iso
form of this enzyme. COS cells are known to contain 
only one subtype of TPA-sensitive isoenzyme, which is 
the a-isoform (29). COS cells were treated with various 
concentrations of phorbol ester for 48 h, transfected 
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with the reporter gene with or without the expression 
vector pMT2-PKCa (30) (Fig. 3). The introduction of 
this vector in untreated COS cells caused a 2- ta 3-fold 
increase in cytosolic PKC activity (data not shawn). 
PKCa overexpression in untreated cells did not induce 
significant changes in RA-induced and basal activities 
of the reporter gene, as weil as for a TP A concentration 
of 50 nM. On the contrary, PKC-depleted cells by pro
longed incubation with 100 nM TPA regained ability to 
tully activate the reporter gene in response to RA 
treatment. The effect of treatment with a higher dose 
of TPA (300 nM) could not however be relieved by 
overexpresion of PKCa. PKC overexpression can thus 
reestablish RA inducibility of the reporter gene. This 
result brings further support to the involvement of a 
PKC-dependent mechanism controlling RA-induced 
gene transcription. 

Prolonged Exposure of COS Cells to TPA and RA 
Lowers Human RARa (hRARa) Binding to DNA 

TPA-treated COS cells were transfected with an 
expression vector coding for the hRARa, following the 
procedure described in Fig. 2. Nuclear extracts were 
analyzed for their ability to generate specifie receptorj 
DNA complexes (Fig. 4A). The overexpression of RARa 
was necessary to achieve detectable levels of AAR/ 
DNA complexes by electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA) but did not affect the outcome of TPA treatment 
on the transcriptional activity of the reporter gene 
(Tahayato, A., unpublished results). Treatment of cells 
by RA did not alter the amount of specifie pRARE/ 
protein complexes (indicated by a fi/led arrowhead). 
These complexes contain hRARa, since incubation with 
an anti-hRARa polyclonal antibody decreased the pro
tein/DNA complex mobility (Fig. 4A, lane 1 0). TPA treat-
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Fig. 3. Overexpression of PKCa Relieves the Effect of TPA 
Treatment on RA-Induced CA T Activity 

COS cells were pretreated for 48 h with vanable concentra
tions in TPA and transfected with p(RARE),tkCA T alone ;; : 
and • bars) or together with pMT2-PKC .. (D and Dl as 
described in Fig. 2. RA (1 o~s M) or vehicle was added to the 
transfected cells for 12 h (• and Q or 0 and O. respect>velv J 
The results represent the mean of two independent ··•p•;n
ments performed in triplicate. 
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ment decreased the ability of nuclear extracts to form 
these specifie hRARa/DNA complexes in a time- and 
RA-dependent manner (Fig. 4A, lanes 6-9): this effect 
was observed only when TP A pretreatment allowed for 
a total depletion in PKC activity (refer to Fig. 2A) and 
required the presence of the ligand. The loss of the 
ability of nuclear extracts to form specifie hRARa/ 
/)RARE complexes therefore parallels the loss in RA
induced activity of the reporter gene observed in intact 
cells in similar conditions (Figs. 1 and 2). 

The same nuclear extracts (200 !Lg proteins) were 
analyzed for their content in hRARa by Western blot 
analysis (Fig. 48). Two immunoreactive polypeptides 
were detected with a polyclonal anti-hRARa antibody, 
with estimated molecular masses of 54 and 58 kilodal
tons (kDa). The amount of hRARa remained constant 
upon TPA treatment in both types of extracts, irrespec
tive of the presence of RA, demonstrating that the loss 
in DNA-binding activity is not due to a decreased leve! 
of receptor. We also noted that TPA treatment for 2 h 
yielded predominantly the 58-kDa species and ob
served that the 58-kDa and 54-kDa species are con
verted into a 52-kDa species upon phosphatase treat
ment (Lefebvre, P., unpublished observations), in agree
ment with a previous report (31 ). Thus a short TPA 
treatment may increase the phosphorylation state of 
hRARa, but this was not correlated with any alteration 
of the specifie DNA-binding activity. These data show 
that depletion of the cellular pool of PKC significantly 
altered the ability of nuclear extracts ta generate spe
cifie complexes on an RA response element, without 
altering the cellular leve! of receptor. Our results 
th us support the hypothesis th at PKC activity is required 
for full DNA-binding activity of hRARa-containing 
complexes. 

PKC Depletion of COS Cells lnhibits RA-Induced 
Nuclear Localization of hRARa 

Results from transient transfection experiments (32, 
33), as weil as immunostaining of transfected COS cells 
(34), led ta the conclusion that RARs are localized in 
the nuclear compartment and very likely ta be consti
tutively bound ta their cognate DNA sequences. Since 
the results described above show that TPA treatment 
reduced the ability of nuclear extracts to generate 
hRARa-DNA complexes, we also considered the pos
sibility that the receptor subcellular localization might 
be affected by such a treatment. Cells were transfected 
with plasmid encoding hRARa and the subcellular dis
tribution of the receptor examined by indirect immuno
staining using a polyclonal antibody directed against 
the domain F. As presented in Fig. 5, untreated COS 
cells displayed a strong perinuclear staining (Fig. SA). 
This staining became entirely nuclear after treatment 
with RA for 4 h (Fig. 58). Although treatment with TPA 
alone did not alter the cellular localization of the receptor 
when compared to untreated cells, which remained 
perinuclear (Fig. SC), we noted that simultaneous treat
ment of cells with TPA and RA did not induce a nuclear 
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Fig. 4. Prolonged TPA Treatment Diminishes the DNA-Binding Activity of hRARcr in COS Cells in the Presence of RA 
A, Twenty micrograms of proteins from nuclear extracts from COS cells were analyzed for their capacity to form specifie DNA

protein complexes on the pRARE sequence. Cells were treated for 0, 2, or 72 h with 100 nM TPA, washed extensively, and 
transfected with an hRARa expression vector (hRAR) and treated with 1 o-6 M RA or vehicle (dimethylsulfoxide). The fi/led arrowhead 
indicates the specifie protein-DNA complexes. and the empty arrowhead indicates nonspecific complexes. Specifically bound 
complexes were shawn to contain hRARa by supershift experiments using an anti-hRARa polyclonal antibody (lane 10). F, Free 
probe; C, control extract (no TPA treatment) incubated with labeled pRARE alone; S. control extract incubated with the labeled 
pRARE and a 50-fold excess of the same DNA; NS, control extract incubated with the labeled RARE and a 50-fold excess of an 
unrelated oligonucleotide (glucocorticoid response element). +, Cells were treated by 10-6 M RA. B. Western-blot analysis of 
nuclear extracts from transfected COS cells treated with TPA alone or TPA + RA for the indicated times before the transfection 
procedure. Molecular masses are indicated on the right. 

localization of the receptor as did RA treatment alone 
(Fig. 5, compare B and D). Moreover, we observed no 
significant morphological changes of COS cells after 
TPA treatment. PKC depletion therefore reduced the 
affinity of hRARa for the nuclear compartment, and this 
result is consistent with a loss in DNA-binding affinity 
as detected by EMSA (see Fig. 4). 

RARa ls a Target for in Vitro PKC·Catalyzed 
Phosphorylation 

Our results show that abrogation of PKC activity is 
detrimental to RA-induced transcription. A likely hy
pothesis is that the receptor is a target for PKC, and 
that the direct phosphorylation by this kinase maintains, 
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or increases, the DNA-binding activity of the receptor. 
We treated the partially purified receptor from Esche
richia coli extracts by three different purified kinases 
[cAMP-PK, PKC, and casein kinase Il (CKII)]. The re
ceptor was then immunoprecipitated and analyzed by 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electropho
resis (SOS-PAGE) (Fig. 6A). Ali three kinases were able 
to phosphorylate the full-length receptor (52 kDa). No
ticeably, PKC displayed a high kinasing activity on the 
intact receptor when compared to cAMP-PK and CKII 
and was able to phosphorylate smaller fragments of 
the receptor, which likely results from the proteolysis 
of the A/B domain, that were also detected by Western 
blot (Fig. 6A. middle panel). The ligand-binding domain 
(LBD) of RARa (demains E and F. see Fig. 8) was also 



PKC and RA-Induced Transcript ion 1647 

Fig. 5. PKC Depletion lnhibits RA-Induced Nuclear Localization of hRAR,, 
COS cells grown on microscope slides were transiently transfected with 0.5 11 g of an expression vector encod1ng hRAR .. alter 

a 48-h treatment with 100 nM TPA (C and 0) or vet11cle (A and B ~ Six teen hours alter transfection . 10- 6 M RA (B and D) or vehicle 
(A and C) were added to the culture medium. lmmunostaining was performed as described in Materials and Methods. A. Untreated 
COS cells: B. RA-t reated cells ; C. TPA-treated cells: D, RA- and TPA-t reated cells . Nontransfected COS cells did not display 
delectable levels of immunofluorescence (data not shown). 

used as a substrate for cAMP-PK , PKC, and CKI I. The 
LBD was a fusion protein made of the glutath ione-S
transferase hooked to the E and F domains of RAR n 
[GST-hRAR"(E/F)). This chimeric protein was partially 
cleaved by thrombin to yield a mixture of GST
hRAR"(E/F) (56 kDa) and free E/F domains (28 kDa). 
ln analogous conditions , no phosphorylation of either 
the GST -fused or free E/F domains was detected for 
any of the three kinases (Fig. 68). · This observation is 
in agreement with a previous report show ing thal a 
fusion protein GAL4-mRAR (E/F) was not phosphory
lated in vivo, whereas the full- length receptor or a 
GAL4-mRAR (D/E/ F) fu sion protein were isolated as 
phosphoproteins (35). Similarly, preliminary results sug
gested that PKC catalyzed the transfer of 3-4 mol 
phosphatej mol receptor , the phosphorylated residues 
being mostly located in the A/B domain (data not 
shown). 

The in Vitro Phosphorylation of hRARa by PKC 
lowers its DNA·Binding Affi nity 

ln order to assess the consequences of the phosphor
yl at ion of the receptor by PKC , we set up a reconsti-
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tu tion assay in which partial ly purified receptor from E. 
coli extracts was added to COS cell nuclear extracts 
and analyzed for ils DNA-binding capacity to a weil 
defined RARE (p2RARE ; Ref. 24) (Fig . 7 A). Purif ied 
receptor does not bind avidly to DNA, but addit ion of 
nuclear extracts from mammalian cell s allows the for
mation of a high affinity , heterodimeric complex made 
of RA Rn and retinoid X receptor (36-41 ; Lefebvre, P , 
unpublished data). Purified hRAR a was mixed with 
COS cell nuclear extracts and the complexes analyzed 
by EMSA (Fig . 7 A). Native hRAR t~. which was incu
bated in the absence of protein kinases in conditions 
simi lar to those described in Fig . 6 , bound DNA with a 
high affinity (Fig . 7 A , lane C). Addition of CKII to the 
receptor preparation before the DNA binding reaction 
did not alter its DNA-bind ing capacity (Fig . 7 A, lane 
CKII) , whereas purified rat brain PKC considerably re
duced the DNA-binding affinit y of the heterodimeric 
complex . 

E. coli ext racts contain a PKC-Iike activ ity, which is 
calc1um dependent , stimulated by phosphatidy l serine 
and TPA, and inhibited by sphingosine (42). Bacterial 
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A, Partially purified, full-length hRARa from bacterial extracts was submitted to kinasing reactions in the presence of cAMP-PK, 
PKC, or CKII and [32P]ATP. Samples containing the receptor (+)or not(-) were immunoprecipitated with an anti-RARa polyclonal 
antibody and resolved on 12% SOS-PAGE. B. Similar phosphorylation reactions were performed on a partially cleaved GST
hRARa(E-F) fusion protein [hRARa(EF)]. The middle panel is a Western blot analysis of the full-length receptor (hAAR) or of the 
GST-hRARn fusion protein. Molecular masses (in kilodaltons) of the polypeptides are indicated on both sides of this panel. 

extracts containing overexpressed hRARa were there
fore submitted to various treatments with PKC activa
tors and inhibitors and then tested for their ability to 
generate specifie DNA-binding complexes onto the 13-
RARE (Fig. 78, upper band). A strong decrease in the 
DNA-binding affinity of hRARa was again observed in 
conditions where PKC is known to be activated. This 
decline in DNA binding was calcium dependent (Fig. 
78, lanes 5 and 8-12) and was noticeable when calcium 
alone was added. This effect is very likely due to 
endogenous levels of ATP (40 J.LM on average in our 
preparations) and phospholipids (42) that are sufficient 
to partially stimulate the enzyme. The effect was max
imal in the presence of 1 mM ATP, PS, and TPA (lane 
12). Moreover, this decrease could be prevented by the 
addition of sphingosine, an inhibitor of PKC (lane 11). 
Thus, PKC activation also has an inhibitory effect on 
the formation of specifie hRARa/pRARE complexes in 
conditions where only homodimeric complexes can be 
formed. 

From these experiments, we conclude that in vitro 
phosphorylation of hRARa by PKC isoenzymes de
creases its capacity to bind to DNA either as a homo
or a heterodimer. 

DISCUSSION 

The present study provides evidence that the cellular 
level of PKC has a profound effect on the inducibility by 
RA of a transiently transfected reporter gene in COS 
cells. This experimental procedure was deliberately 
chosen to avoid any perturbation of the receptor status 
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due to cellular differentiation processes commonly ob
served in cells responsive to RA and TPA treatment 
like HL-60, F9, or P19 cell lines. We showed that 
treatment of COS cens with inhibitors of PKC, as weil 
as TPA-induced PKC depletion, caused a strong de
crease in the activity of the RA-regulated reporter gene 
(Fig. 1). This effect is specifie for the RARE-containing 
promoter and is directly correlated with a depletion of 
cellular PKC (Fig. 2). Moreover, a full inducibility of the 
reporter gene could be restored by introducing an 
expression vector for PKCct. We conclude that PKC 
activity is necessary to confer RA responsiveness to a 
promoter driven by a RARE, and that this activity is 
mediated by PKCa in our system. We addressed then 
the question whether a defined function of the hRARn 
was impaired by such a treatment. DNA-binding assays 
revealed that hRARa lost its DNA-binding activity upon 
TPA treatment in a time-dependent manner (Fig. 4). 
Again, this time course parallels the observed decrease 
of responsiveness of the reporter gene to RA. lntrigu
ingly, this effect was dependent upon the presence of 
RA. suggesting that the ligand might induce changes in 
the receptor structure that confer its high sensitivity to 
the PKC-dependent activity. Moreover. immunofluores
cence studies showed that hRARa is not properly 
translocated to the nucleus upon treatment with RA 
and TPA (Fig. 5). 8ased on these findings. we propose 
that PKC activity affects the ability of hRARa to interact 
productively with DNA sequences involved in the reg
ulation of transcription. To test whether PKC catalytic 
activity promotes hRARn DNA-binding activity by a 
direct phosphorylation, we performed in vitro experi
ments using purified PKC and receptor. These studies 
demonstrated that the intact receptor. but not the L80, 
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Fig. 7. Phosphorylation of hRARa by PKC Diminishes its 
Affinity for DNA 

A, Bacterially expressed hAAR<> (-100 fmol) was submitted 
to kinasing reactions as described in Fig. 6. The control lane 
(C) contains hRARa that has been incubated in parallel in 50 
mM HEPES, 10 mM MgCI2 , 1 mM OTT, and 2.5 mM ATP in the 
absence of protein kinase. The receptor preparation was then 
added to COS nuclear extracts (30 J.Lg protein) and incubated 
on ice for 30 min. Reconstituted extracts were then submitted 
to the DNA-binding reaction and analyzed for specifie protein
DNA complexes formation by EMSA (see Materials and Meth
ods). COS cell extracts and purified receptor did not display 
delectable binding activity (lefebvre, P., unpublished obser
vations). The fi/led arrowhead indicates the specifie hRARa
containing complexes. 8, A bacterial PKC-Iike activity inhibits 
the DNA-binding activity of hRARa. Whole cell extracts from 
bacteria overexpressing hRARa (40 J.Lg protein) were submit
ted to PKC activating agents for 30 min at 37 C. Treated 
extracts were tested for their DNA-binding activity by EMSA. 
Concentrations of agents were 1 mM ATP, 10 mM MgCI2. 100 
nM TPA, 50 J.Lg/ml PS, and 100 J.Lg/ml sphingosine (Sph). C, 
Extracts incubated with the labeled RARE only; S, extracts 
incubated with the labeled probe and a 1 00-fold excess of the 
same unlabeled probe; NS, extracts incubated with the labeled 
RARE and a 100-fold excess of an unrelated oligonucleotide 
(glucocorticoid response element). 
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is a good substrate for PKC. We then reasoned that if 
a direct phosphorylation of the receptor by PKC is 
required for its DNA-binding activity, thus a nonphos
phorylated forrn of hRARY should have a DNA-binding 
activity increased after phosphorylation by PKC. We 
used bacterially expressed hRAR(Y, which is not phos
phorylated (data not shawn), and observed that the 
phosphorylation of hRARn by PKC reduced its atfinity 
for its cognate DNA sequence. Very interestingly, Hsieh 
et al. ( 43) recently reported similar results with the 
human vitamin D receptor (VDR). They showed that 
phosphorylation of serine 51 by PKC/3 abolished the 
interaction of VDR with DNA. This residue, as weil as 
the surrounding sequence (FFRRS), is highly conserved 
in thyroid hormone, estrogen receptors, and hRARa. 
Serine 51 of VDR corresponds to serine 115 of hRARa 
and is located between the two zinc fingers of the DNA
binding domain. By analogy, our results described in 
Fig. 7 could therefore be explained by the phosphoryl
ation of serine 115. However, in vitro phosphorylation 
experiments rule out the possibility that a direct in vivo 
phosphorylation of hRARa by PKC is required to main
tain the hAAR(< under a DNA-binding form. lt is more 
likely that a PKC-dependent mechanism indirectly mod
ulates the atfinity of hRARn for DNA. Indirect regulation 
by a PKC-dependent mechanism of the trans-activating 
function of transcription factors has already been doc
umented. c..Jun is rapidly activated by TPA treatment 
of target cells, which causes the rapid dephosphoryla
tion of three specifie serine and threonine residues 
localized close toits DNA-binding domain. An increased 
trans-activating ability of c-jun by at least 1 0-fold is 
observed in response to TPA treatment (44). The acti
vation of sorne nuclear receptors has also been shown 
to be dependent on PKC activity (45). The dioxin
dependent activation of transcription of the cytochrome 
P,450 gene is abolished by PKC inhibitors and pro
longed TPA treatment (46), and this effect is mediated 
by a cytosolic PKC-dependent kinasing activity (47). lt 
is also established that kinases can interact with each 
other to affect their cellular localization. For example, 
PKC activation has been shown to inhibit the migration 
of cAMP-PK to the nucleus of thyroid cells (48). whereas 
the stimulation of cAMP-PK induces the translocation 
of PKC to the nucleus of normal B lymphocytes (49). 
Several functions of RARs are likely to be modulated 
by phosphorylation catalyzed by different kinases. ln
deed, multiple potential phosphorylation sites for cAMP
PK, PKC. CKII, and other kinases can be identified 
along the hRARa sequence (Fig. 8), and one can easily 
imagine that trans-activation, as weil as DNA-binding or 
dimerization properties, are affected by phosphorylation 
of serine and threonine residues. 

The VDR is, on the contrary, directly phosphorylated 
by PKC on Ser-51, and mutation of this residue severely 
affected the VDR trans-activating propert1es (43. 50) 
lnterestingly, we note that vitamin O. as weil dS RA. 
induces the differentiation of HL-60 promyelocyttc cells 
lines. Both hormones 1ncrease the expresston of PKC 
isoforms that mediate at !east part of thetr ,j,fferenttattng 
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The amino-acid sequence deduced from the hRARa eDNA (61) was scanned for potential phosphorylation site using the Prosite 
program (PC Gene, lntelliGenetics. Geneva, Switzerland) and consensus sequences (62). The following symbols indicate potential 
phosphorylation sites for: 1. glycogen-synthase kinase Ill; "· PKCs; 1. CKII; 0, cAMP-PK; D, CKI; and •, calmodulin-dependent 
kinase. The 286-406 region contains the heptad repeats potentially involved in dîmer formation (63). 

properties. Inhibition of PKC by sphingosine blocked 
the ability of HL60 cells to respond to vitamin D treat
ment (51), and we observed that the expression of 
trans-glutaminase, a marker of HL-60 cells RA-induced 
differentiation, is strongly inhibited in the presence of 
H7 (Manechez, D., W. Bourguet, N. Tbarka, J. L. Ber
nier, P. Formstecher, and M. Davtrevaux, submitted). 
RA and phorbol esters are considered as antagonists 
with respect to differentiation processes. lntriguingly, 
RA treatment generally increases PKC activity in differ
entiating cells, with the notable exception of neuronal 
cel! types that display a decreased PKC content upon 
differentiation. On the other hand, various pathological 
states like psoriasis are associated to a decreased PKC 
concentration in the affected tissues. Our results thus 
emphasize the importance of the PKC pathway in RA
mediated transcription. and it will be of interest to 
explore further the role of PKC isozymes in RA-me
diated differentiation, as weil as the identification of the 
PKC-dependent activity that favors the DNA-binding 
activity of hRARa-containing complexes. 

MATERIALS AND METHODS 

Cell Culture 

COS? cells were grown in Dulbecco's modified Eagle's me
dium (ICN-Fiow Laboratories, lrvine, Scotland) supplemented 
with penicillinjstreptomycin and 10% letal calf serum. 

Nuclear Extract Preparation 

Nuclear extracts from COS? cells were prepared as previously 
described (53) with minor modifications; NP-40 was omitted 
from the cell lysis buffer, and phosphatase inhibitors were 
added to the extraction buffer (1 0 mM sodium molybdate, 10 
mM sodium pyrophosphate, and 10 mM sodium vanadate). 
Protein concentration was estimated by the Bradford assay 
(54) and was usually found in the 3- to 5-mgjml range. 

Overexpression and Purification of hRARa from Bacteria 

hRARa was expressed in the bacterial strain BL21(DE3) 
pLysS transformed with plasmid pET3-RARu (kindly provided 
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by Prof. P. Chambon, LGME, Strasbourg, France). Bacteria 
were grown in chloramphenicol- and ampicillin-containing LB 
medium and induced at midlog phase (Asoo = 0.6) by addition 
of isopropyl-{:1-o-galactoside to 0.5 mM final. Alter 4 h of 
induction, cells were pelleted and resuspended in 50 mM Tris
HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA. 10% glycerol, 5 mM dithiothreitrol 
(OTT), 0.4 M Na Cl, 10 11gjml aprotinin and pepstatin A, and 1 
mM phenylmethylsulfonylfluoride. Phosphatase inhibitors were 
also included: 10 mM sodium molybdate, 10 mM sodium py
rophosphate, and 10 mM sodium vanadate. Lysozyme was 
added to 150 11gjml, and cells were finally lysed by addition of 
deoxycholate to a final concentration of 0.05%. Cell debris 
was pelleted at 60,000 x g, 4 C for 2 h. Supernatant usually 
contained 2-5 mgjml protein. Extracts from transformed bac
teria were submitted to a single-step purification by ligand
affinity chromatography. Elution was performed in the pres
ence of 1 o-s M RA, and eluate was analyzed for its ligand
binding activity, its homogeneity by SOS-PAGE analysis, and 
receptor content by immunoblotting. ln most cases, receptor 
concentration was around 40 pmolfml, as judged by RA bind
ing, and its homogeneity estimated in the range of 35-65% 
(55). 

EMSA 

A 31-mer oligonucleotide containing the RARE from the pro
moter of the RAR-{:1 gene (13-RARE; Ref. 24) was synthesized 
and used as a probe in DNA-binding assay. The sequence of 
the oligonucleotide (upper strand) is gATCgggT Ag gg
TTCACCgA AAgTTCACTC g. The double-stranded p-RARE 
oligonucleotide was end-filled with the Klenow fragment of 
DNA polymerase and 25 11Ci [ a-32P]dATP (3000 Cijmmol). 
Typically, 40 11g protein were incubated with 20 fmol of the 
labeled probe, in the presence of 5 119 poly(dl-dC) and a 
binding buffer giving a final concentration of 20 mM Tris-HCI, 
pH 7.4, 1 mM EDTA, 50 mM NaCI, 1 mM OTT, and 10% 
glycerol. DNA binding reaction was for 45 min on ice. in a final 
vol of 40 11 1. Protein-DNA complexes were then resolved on a 
5% nondenaturing polyacrylamide gel run at 150 V for 3 h at 
4 C. The running buffer was 0.5x TAE (1 x TAE is 40 mM Tris
acetate, pH 7.5, 2 mM EDTA). Gels were dried and autoradi
ographed at -70 C. 

Transient Transfections, 13-Galactosidase (Gal), and CAT 
Assays 

COS? cells were transfected by the calcium phosphate precip
itation method as follows: 1 04 cells were plated per 35-mm 
dish. The following day, cells were led with 1 ml fresh medium, 
and calcium-DNA coprecipitate was added 4 h later. The 
mixture contained 2 11g pSV-~)-gal plasmid (CH11 0; Pharmacia, 
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Piscataway, NJ), 5 "'g (RARE)2tk GAT plasmid, and 5 "'g 
hRARa expression vector. DNA concentration was adjusted 
to 20 "'g final with carrier DNA. Incubation with the coprecipi
tate was for 16 h, after which cells were glycerol shocked. 
Cells were incubated for 1 0 h in complete medium and then 
submitted to various treatments as indicated in the text. 

11-Gal assay was performed as described (56), and enzyme 
activity was used to normalize GAT activity results. Cytosolic 
extracts for GAT assays were processed as described (57). 
CA T activity was quantified by the xylene extraction method 
(56) with [14C]chloramphenicol (55 mCijmmol) and N-butyryl 
coenzyme A (Sigma, St. Louis, MO). A reaction time of 30 min 
was used to maintain the reaction within its linear range. 

PKC Assay 

PKC assay was performed according to the method of Yasuda 
et al. (58). The assay was performed using a kit from GIBCO
BRL (Gaithersburg, MD) as suggested by the manufacturer. 
PKC activity is determined by phosphate transfer from labeled 
'YATP to the synthetic peptide Ac-MBP(4-14), and the speci
ficity checked by inhibition with the peptide PKC(19-36). Cy
tosolic PKC was prepared according to the manufacturer's 
protocol. Nuclear PKC was extracted from the nuclear pellet 
(100,000 x g, 30 min at 4 C) by 0.5% NP40 and 0.4 M NaCI. 
Ionie strength was adjusted to 0.2 M NaCI and PKC activity 
assayed as described above. Results are expressed in pico
moles of phosphate incorporated per mole of peptide/min and 
corrected according to protein concentration (54). 

Western Blotting Procedure 

Proteins were resolved on 12% SOS-PAGE and transferred 
onto a nitrocellulose membrane. lmmunorevelation was per
formed as previously described using the IS39 polyclonal 
antibody and a secondary horseradish peroxidase-coupled 
antirabbit immunoglobulin G (59). The peroxidase activity was 
detected using the 181 Enzygraphic Web HS system, according 
to the manufacturer's recommendations (Eastman Kodak, 
New Haven, CT). The anti-hRARa polyclonal antibody IS39 
was raised against a synthetic peptide from the F domain of 
hRARa (amine acids 425-443) and will be described in detail 
elsewhere. 

ln Vitro Labeling of hRARa and lmmunoprecipitation 

Partially purified hRARa was incubated for 20 min at 30 C 
with 10 l'Ci ['Y-32P]ATP diluted to reach a specifie activity of 
40 Cifmmol (2.5 mM ATP final) and purified cAMP-PK (Sigma, 
St. Louis, MO), PKC (purchased from Calbiochem, La Jalla, 
CA) CKII (a kind gift of Prof. E. M. Chambaz, INSERM U244, 
Grenoble, France) in the following butters: cAMP-PK butter 
was 50 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM MgCI,, 50 mM NaCI, and 
1 mM EDTA; PKC butter was 50 mM HEPES, pH 7.4. 1.7 mM 
CaCI2. 1 mM DTI, 10 mM MgCb, and 20 l'gfml phosphatidyl
serine. CKII butter was 25 mM HEPES, pH 7.4. 10 mM MgCI2 , 

and 1 mM DTI. lmmunoprecipitations were as follows: 30 l'g 
partially purified immune serum (IS39) were added to a final 
volume of 250 1'1 in RIPA butter (20 mM Tris-HCI, pH 7 .4, 150 
mM KCI, 5 mM DTI, and 0.25% NP-40) and incubated 2 h at 
4 C. One hundred micrograms of protein A-Sepharose were 
added to the mix and incubated for the same duratiOn. Pellets 
were washed live times in RIPA butter and resolved on a 12°~ 
SOS-PAGE gel. Gels were then fixed, dried. and autoradi
ographed for 12 h. 

lmmunofluorescence 

COS cells were grown on microscope slides and transfected 
as described above, washed twice with PBS, and f1xed w1th 
methanol (5 min at -20 C) then with acetone (10 m1n at -20 
C). Cells were permeabilized by treatment with 5°o T ween 80 
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for 5 min at 20 C. Preparations were saturated with 3% BSA, 
5% goat nonimmune serum in 1 x PBS for at least 4 hat 4 C. 
Incubation with the anti-RARt~ antibody was performed at a 
1 :20 dilution in a 5% BSA solution. The anti-RARa antibody 
was then detected with a goat antirabbit fragment antigen 
binding coupled to fluorescein isothiocyanate (Jackson lmmu
noresearch lnc., West Grave, PA). 

Plasmids 

p(RARE)2tk-CAT was obtained by inserting two repeats of the 
11-RARE oligonucleotide into the 8amH1 site of pBLCAT2 (60). 
Expression vectors coding for hRARa were obtained from 
Prof. P. Chambon, and pMT2-PKCa from Prof. P. J. Parker 
(ICRF, London, UK). 
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3-DISCUSSION: 

Ce travail montre que l'activité intracellulaire de la PKC affecte profondément la transactivation induite 

par l'ATRA d'un gène reporter transfecté dans les cellules COS-7. Le traitement des cellules COS-7 par 

des inhibiteurs de la PKC ou la déplétion de l'activité PKC par le TP A entraîne une forte diminution de 

l'activité induite par l'ATRA. Cet effet n'est observé qu'en présence de l'élément de réponse RARE et il 

est corrélé à la déplétion de l'activité PKC intracellulaire. La surexpression de la PKCcx est capable de 

contrecarrer l'effet de la déplétion de la PKC sur l'activité induite par l'ATRA du gène reporter. Ainsi 

l'activité de la PKCcx est nécessaire pour l'activité transcriptionnelle de hRARcx. 

A ce stade, nous avons entrepris de déterminer les fonctions du récepteur qui sont affectées par les PK Cs. 

Des expériences de gel retard ont révélé que la déplétion de la PKC par le TPA induit une perte de la 

capacité du récepteur à lier l'ADN en présence du ligand, suggérant que le changement de conformation 

induit par le ligand rend le récepteur très sensible à l'activité PKC. 

En outre, des expériences d'immunofluorescence indirecte montrent que la translocation vers le noyau 

du hRARcx est perturbée en présence du TP A et de l'ATRA. Nous avons également montré que hRARcx 

est phosphorylé in vitro directement par la PKC alors que le LBD du hRARcx ne l'est pas. La phosphorylation 

directe de hRARcx in vitro par la PKC entraîne une diminution de l'affinité du récepteur à son élément 

de réponse. Un résultat similaire a été observé dans le cas du récepteur à la vitamine D (Hsieh et al., 1993). 

Hsieh et coll. ont montré que la phosphorylation de la sérine 51 par la PKC P abolissait l'interaction du 

VDR avec l'ADN. Ce résidu, ainsi que la séquence environnante, est très conservé chez les récepteurs 

aux hormones thyroïdiennes, aux oestrogènes et hRARcx. La sérine 51 du VDR correspond à la sérine 

115 de hRARcx, qui est localisée entre les deux doigts de zinc. Par analogie, la réduction de l'activité de 

liaison à l'ADN de hRARcx après sa phosphorylation par la PKC pourrait être due à la phosphorylation 

de la sérine 115. Ce résultat semble être en contradiction avec le fait qu'in vivo la PKC est requise pour 

l'activité de liaison à l'ADN en présence du ligand. Mais ce paradoxe est probablement dû au fait que dans 

la cellule l'affinité de hRARcx pour l'ADN est modulée par des mécanismes indirects dépendants de la 
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PKC. D'autre part il ne faut pas oublier que dans les cellules il existe plusieurs autres kinases qui peuvent 

soit directement affecter les fonctions du récepteur, soit moduler l'activité des PKCs. 

En se basant sur ces résultats, nous nous sommes intéressés à l'étude de l'effet de la PKC sur la capacité 

d'hétérodimérisation de RAR et nous avons également entrepris de déterminer les sites de phosphorylation 

in vitro par les PKCs. 

F/ VOIE DES PROTEINES KINASES C ET hRARa : travaux non publiés 

1-La phosphorylation de hRARa par la PKC réduit sa capacité de dimérisation avec RXR: 

Dans l'article nous n'avons pas abordé l'effet que peut avoir la phosphorylation du hRARa sur son activité 

de dimérisation. En effet, nous pouvons supposer que la présence de résidus phosphorylés sur hRARa 

pourrait induire un changement de conformation du récepteur, qui abolirait ou stimulerait sa capacité 

de dimérisation. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé la technique dite de l' "hétérodimérisation 

en milieu hétérogène" mise au point par le groupe de Glass (Kurokawa et al., 1993) et adaptée dans notre 

laboratoire par Christophe Rachez (voir matériels et méthodes). Ains~ nous avons montré que la phosphorylation 

de hRARa par la PKC induit une diminution de 30% de sa capacité de dimérisation avec RXR. Cette 

diminution disparaît presque totalement en présence d'un inhibiteur spécifique de PKC (Figure 30). La 

détermination des sites phosphorylés et la création de mutants ponctuels pour ces sites nous a permis 

de mieux apprécier le rôle de la phosphorylation sur l'activité de dimérisation de hRARa. 

2-hRARa. est phosphorylé in vitro par la PKC sur des résidus sérine : 

La recherche des sites consensus pour la PKC par le programme "PROSITE" nous a permis de mettre 

en évidence six sites consensus pour les PKCs (Figure 32), cinq sérines (S115, S157, S232, S388 et 

S4 52) et une thréonine (T3 97). Néanmoins, ces programmes de prédiction ne détectent que des sites potentiels, 
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Figure 30 : La phosphorylation de hRAR par la PKC induit une diminution 
de la formation du complexe RAR/RXR 

hRARa purifié a été phosphorylé ou non par la PKC et adsorbé sur une plaque ELISA. Ensuite 

du RXR.rmJ traduit in vitro est ajouté au hRARa. adsorbé. Après lavage on dose la quantité du 

RXR.r
8351 qui reste dans les puits (voir matériels et méthodes). 
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Figure 31 : RARa est phosphorylé par la PKC in vitro sur des résidus sérine. 

A- hRARa purifié à homogénéité par la résine NiT A (panneau de gauche) et l'identité de la protéine est 
confirmé par western blot (panneau de droite). 

B-Le récepteur purifié est soumis à une réaction de phosphorylation par la PKC, en présence de 
[32P]ATP et en absence ou présence de l'inhibiteur spécifique de la PKC, GFl09203X. Les produits 
de la réaction sont séparés par PAGE-SDS 12% et soumis à une autoradiographie pendant 2 heures 
à -80°C. 

C- Le récepteur hRARa purifié et phosphorylé a été soumis à une hydrolyse acide (HC15,7N) pendant 

1 heure à 105°C. L'hydrolysat est mélangé avec des phosphoaminoacides standards. Le mélange est 
séparé par électrophorèse sur une plaque TLC à pH 3,5 (1 000 volts, 30 min). Cette plaque est ensuite 

soumise à une autoradiographie. Les acides aminés standards sont détectés par la coloration à la ninhydrine. 

""~ s "s" <::> c::,'l-'3'1- c::,'3'0'0 qs'1-

p 
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NB c D 1 E/F ~ 

88 153 198 462 

Figure 32: Les sérines de hRARa potentiellement phosphorylées 
par la PKC. 

La séquence c n acides aminés déduite à partir du cDN A de hRARa a été anal y sée 
par le programme "Prosite" (PC Gene, IntelliGenetics, Genève, Suisse). 

q>: Sites potentiels de phosphorylation. 
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qu'ils restent à confirmer expérimentalement. La PKC est capable de phosphoryler les protéines sur des 

résidus sérine ou thréonine. Dans le but d'identifier le type de l'acide aminé du hRARa. phosphorylé par 

la PKC, nous avons procédé à une hydrolyse acide du hRARa marqué au 32P par la PKC. L'hydrolysat 

est mélangé avec les AAs témoins (phosphosérine, phosphothréonine et phosphotyrosine) et déposé sur 

une plaque de phosphocellulose, puis soumis à un champs électrique de 1000 Volts pendant 25 minutes. 

Les acides aminés témoins sont visualisés par une coloration à la ninhydrine et les AAs marqués au 32P 

sont révélés par autoradiographie. Ainsi, la PKC ne phosphoryle hRARa que sur des résidus sérine in 

vitro, on peut donc éliminer la thréonine (Figure 31 ). 

Par ailleurs, parmi les cinq sites restant, nous pouvons d'orès et déjà exclure les sites Ser232, 388, 397 

et 452 puisque nous avons montré auparavant que les domaines E/F ne sont pas phosphorylés in vitro 

par les PKCs (voir article, Figure -6). Donc, Il reste les Ser157 et 115. Hsieh et coll. ont montré que la 

sérine 51, l'homologue de la sérine 115 chez le récepteur de la vitamine D3, est phosphorylée in-vitro 

et in vivo par la PKC. La présence d'une charge négative à la position 51 entraîne une inhibition de la 

liaison à l'ADN du VDR (Hsieh et al., 1991; 1993). 

3-La PKC phosphoryle hRARa in vitro sur la sérine 157et/ou 154 : 

Nous avons poursuivi nos recherches pour déterminer le ou les sites exacts de phosphorylation de hRARa 

par les PKCs. Le récepteur hRARa purifié à homogénéité (voir appendice technique) a été mélangé avec 

du hRARa3
2P (récepteur phosphorylé par la PKC en présence de 1'[32P]ATP) et soumis a une digestion 

trypsique. Les peptides trypsique sont ensuite séparés par RP-HPLC (C18 deltapack, Millipore, Figure 

33). Nous obtenons deux pics marqués I et II, qui sont soumis au microséquençage (Tableau 4). Le pic 

I correspond au peptide : CFEVGMS, alors que la séquence du pic II semble correspondre au peptide 

: CQYCR, qui ne contient pas de sérine. Ce résultat suggère que ce peptide est le produit d'une digestion 

partielle (Figure 34). En effet, dans nos conditions la digestion de hRARa par la trypsine n'a pas été totale, 

104 



A 
0,20 

100 

0,15 

E 
0,10 ~ 

N 50 '#. 
~ m 

0,05 

0 

0 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 

Fraction 

B 
600 100 

500 
I , , 

400 
, , , 

::E , 
'#. , 

Q. 300 , 50 
() 

, m , , , 
200 TI , , , 
100 

, 

0 0 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 

Fraction 

Figure 34 : Cartographie par HPLC en phase inverse des phosphopeptides trypsique 
de hRARa. phosphorylé par la PKC. 

A- Visualisation des peptides résultant de la digestion par la trypsine de hRARa.. 
B- Visualisation des peptides phosphorylés. 

hRARa[32P] purifié est digéré par 4 flg de TPCK-Trypsine toute la nuit à 37°C. Le mélange est séparé par un gradient 
d'acétonitrile sur une colonne Cl8 Deltapak semipréparative (voir matériels & méthodes). 
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Pic 1 Pic Il 

Cycle Acide pmol Acide pmol no aminé aminé 

1 -a _a - -
2 Phe 2,9 Gin 32,9 

3 Glu 4,2 Tyr 15,1 

4 Val 1,1 - b -
5 Gly 2,8 - b -

Tableau 4 : Résultat du microséquençage du peptide 1 et II 

a : plusieurs acides aminés sont détectés au premier cycle de la dégradation d'Edman. 
b : on ne peut pas détecté les cystéines car hRARa. n'a pas été alkylé. 

1-MASNSSSCPT PGGGHLNGYP VPPYAFFFPP MLGGLSPPGA LTTLOHOLPV SGYSTPSPAT 

IETOSSSSEE IVPSPPSPPP LPRIYKPCVF CODKSSGYHY GVSACEGCKG FFRRSIOKNM 
1 

VYTCHRDKNC IINKVTRNRC QYCRLOKCFE VGMSKESVRN DRNKKKKEVP KPECSESYTL ··-·-····-----------
II 

TPEVGELIEK VRKAHOETFP ALCOLGKYTT NNSSEORVSL DIDLWDKFSE LSTKC II KTV 

EFAKOLPGFT TL TIADOITL LKAACLDI LI LRI CTRYTPE ODTMTFSDGL TLNRTOMHNA 

GFGPLTDLVF AFANOLLPLE MDDAETGLLS AI C LI CG ORO DLEOPDRVDM LOEPLLEALK 

VYVRKRRPSR PHMFPKMLMK ITDLRS ISAK GAERV ITLKM EI PGIMPP LI OEMLENSEGL 

DTLSGOPGGG GRDGGGLAPP PGSCSPSLSP SSNRSSPATH SP-462 

Figure 35 : Localisation du peptide 1 et II sur la séquence en acides aminés de hRARa. 

Les acides aminés identifiés par séquençage sont en gras. Les pointillés indiquent la taille probable 
des peptides. 
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néanmoins les séquences des deux peptides sont situées à l'extrémité N-terminale de la boîte T (Figure 

35). Sachant que le domaine EF n'est pas phosphorylé par la PKC in vitro (voir Figure 6 de l'article 1), 

ces résultats suggèrent que laPKC phosphoryle hRARa sur la sérine 154 et/ou 157. Le fait que la phosphorylation 

de hRARa par la PKC ait lieu dans la boîte T suggère que la phosphorylation pourrait réguler l'activité 

de dimérisation et l'activité de liaison à l'ADN du récepteur. Par ailleurs la sérine 157 est conservée chez 

hRARP, alors qu'elle est absente chez hRAR y et chez les RXRs (Figure 35). Ceci suggère que les récepteurs 

aux rétinoïdes ont une sensibilité différente vis-à-vis des PKCs. 

4-Conclusion: 

Cette étude nous a permis de démontrer l'implication des PKCs dans le mécanisme d'action de l'ATRA. 

En effet, l'activité PKC intracellulaire est nécessaire pour observer une transcription induite par l'ATRA. 

ll semble que la PKC soit requise pour la translocation du RARa vers le noyau et la fixation à l'ADN. 

De plus RARa est phosphorylé directement par la PKC sur les sérines 157 et/ou 154, ce qui implique 

que la PKC pourrait intervenir directement dans la modulation de l'activité de dimérisation et de liaison 

à l'ADN de RARa. Des expériences de mutagénèse dirigée sont actuellement menées sur ces sites pour 

mieux apprécier les effets de leurs phosphorylation sur les fonctions du RARa. 
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hRXRa 190 - C R Y a K C l A M G M K R E 
hRXRPl 224 - C R Y 0 K C l A T G M K R E 

TBox ABox 
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AVRNDR N K K KKEVKE 
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P E C S E S - 177 

a E C T E S - 170 

E G S P 0 S - 178 
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Figure 35: Alignement de séquence au niveau des boîtes Tet A des 
isoformes RAR et RXR. 
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PARTIE II: LES PHOSPHATASES ET LES RETINOIDES 

1-RESUME DE L'ARTICLE ll : 

L'état de phosphorylation d'une protéine dépend également de l'activité des phosphatases. L'acide okadaïque 

(AO) est un promoteur de tumeur qui inhibe spécifiquement les protéines phosphatases PP1 et PP2A, 

à la fois in-vitro et dans les cellules en culture (Hardie et al., 1991 ). Cette molécule constitue un outil très 

utile pour l'étude de PP1 et PP2A. Ces dernières peuvent être localisées dans le noyau (Cohen.1989; 

Kuret et al., 1986). D'ailleurs, il a été montré récemment que PP 1 régule l'activité du facteur CREB (Hagiwara 

et al.,1992). D'autre part, l'inhibition de PP1 et PP2A par l'AO entraîne une activation du récepteur à la 

progestérone (Denner et al., 1990) et des glucocorticoïdes (Somers et al., 1992) en absence du ligand. 

Dans ce travail, nous avons étudié l'effet des phosphatases sur le mécanisme d'action des rétinoïdes. L'inhibition 

des phosphatases (PP1 et PP2A) par l'AO induit une activation de l'activité des génes reporter. Cet effet 

dépend à la fois du RARE et du récepteur utilisé. La surexpression de PP 1 ou PP2A entraîne une diminution 

de l'inductibilité des gènes reporter testés. L'AO augmente, de 2 à 5 fois, l'activité de liaison des récepteurs 

à leurs éléments de réponse in vitro, ce qui suggère que l'inhibition des phosphatases augmente l'activité 

de liaison à l'ADN des récepteurs aux rétinoïdes. Le traitement des récepteurs, extraits des cellules COS-7, 

par la phosphatase alcaline ou par PP1/PP2A partiellement purifié diminue leurs capacités de liaison à 

l'ADN. Des expériences de reconstitution montrent que la phosphorylation à la fois de RAR et de RXR 

augmente l'activité de liaison à l'ADN de l'hétérodimère RARIRXR. Ces résultats montre que l'état de 

phosphorylation de RAR et de RXR constitue un nouveau niveau de régulation de la voie des rétinoïdes. 

2-ARTICLE ll : 
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To determine which factors may regulate the DNA 
binding and transcriptional properties of retinoic acid 
receptors (RARs and RXRs), we investigated the sensi
tivity of reporter genes bearing varions retinoic acid 
response elements (RAREs) to protein phosphatases 
(PPases) inhibition. PPases inhibition by okadaic acid 
led to an increase of the reporter genes activity in a 
RARE-dependent and ligand-independent manner and 
was dependent on the type of response element used. 
Overexpression of protein phosphatases 2A and 1 (PP2A 
and PPl) decreased the inducibility of the reporter 
genes tested. Nuclear extracts from okadaic acid
treated COS cells displayed an 2-5-fold increased level 
of receptor binding to RAREs in vitro, suggesting that 
PPases inhibition increased the DNA binding activity of 
retinoid receptors. Treatment of receptors extracted 
from COS cells by alkaline phosphatase and partially 
purified PPl and PP2A decreased their DNA binding 
activity, but heterodimers bound to DNA were not sen
sitive to phosphatase treatment. Reconstitution experi
ments showed that phosphorylation of both receptors 
increased the DNA binding activity of RXRJRAR het
erodimers. Taken together, these data show that the 
modulation of the phosphorylation state of RARs and 
RXRs represents an other level of regulation of the ret
inoid signaling pathway. 

All-trans-retinoic acid !ATRAI 1 receptors n, {3. and y !RARa, 
RARf3, and RARyl and 9-cis-retinoic acid receptors (RXRu, {3, 
and yi are ligand-inducible transcription factors that belong to 
the nuc!ear receptor superfamily ( 1, 21. The heterodimerization 
properties of RARs and RXRs, as weil as the ir relative affinity 
for retinoids. can account for the multiple effects of retinoids 
observed in uiuo (reviewed in !311. Binding of RAR-containing 
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9-cis-retinoic acid receptor; PPl. protein phosphatase 1, PP2A, protein 
phosphatase 2A; DR,. direct repeat retinoic acid response clement with 
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CRBP. cellular retinol-hinding protein; EMSA. electrophoretic mobility 
shift assay: RARE. retinoic acid response element: PAGE. polyacryl
amide gel electrophoresis: CAT. chloramphenicol acetyltransferase; 
Cl P. ralf intestine alkalint• phosphatase: EMSA. electrophm·etic mobil
ity ~hift absay. 
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heterodimers to cognate DNA binding sequences (retinoic acid
responsive elements or RAREs) is required to observe tran
scriptional activation of ATRA-controlled promoters. The rec
ognition code is less stringent than for steroid hormone 
receptors, since natural RAREs have a half-site spacing which 
ranges from 2 to 5 bases (4), and RARJRXR heterodimers can 
bind to half-sites arranged into palindromes, inverted palin
dromes (51, and direct or inverted repeats. In addition, their 
cis-acting properties vary according to the promoter context (4, 
6) and transcriptional activation may require additional "bridg
ing" factors like ElA (7, 81. 

An additionallevel of control ofthe transcriptional activity of 
these receptors may also be provided by extracellular signais, 
as reported for the progesterone receptor 19) and the estrogen 
receptor ( 101. Most of the nuclear receptors have been shawn to 
be phosphoproteins (11), including RARy, RARa, and RAR{3 
(12-14). Treatment of COS cells with retinoic acid did not 
induce detectable changes in the phosphorylation state of over
expressed mRARu, mRARy, and mRAR{32. On the contrary, 
mRAR{31 and mRAR{33 are strongly phosphorylated upon ago
nist treatment 112), like steroid receptors (11), In addition, we 
have recently shawn that the protein kinase C pathway is 
involved in the regulation of retinoid-induced transcription 
( 15), and Huggenvik et al. ( 16) reported that the cAMP-depend
ent protein kinase pathway alters the transcriptional response 
to ATRA. Although these observations suggest that phospho
rylation processes could be regulating retinoid receptors func
tions, it is not yet clear by which mechanism!sl kinases and 
phosphatases modulate their trans-activating function. 

The phosphorylation state of a given protein is the result of 
both phosphorylation and dephosphorylation reactions. The 
tumor promoter okadaic acid !OAl is a complex fatty acid 
polyketal that specifically inhibits protein phosphatases PP1 
and PP2A, both in Pi tru and in cultured cells 1 17). PP2A is 
responsible for a significant protein phosphatase activity in 
various tissues and has a broad spectrum of substrates in vitro. 
Significant amounts of PPl and PP2A are located in the nu
cleus 118, 191. PP1 has a 5-fold higher specifie activity in the 
nuclear compartment than in the cytosolic fraction (191, and is 
associated with chroma tin 1 see 1181 and references the rein 1. 
Inhibition of PP1 and PP2A by OA has also been shawn to 
cause hormone-independent activation of progesterone (9, 20l 
and glucocorticoid-regulated reporter genes 1211. However, the 
strong effect on transcription could not be correlated with de
tectable alterations of the phosphorylation state ofPR (22l and 
GR ( 211, and was, in the latter case, attributed to a post
translational modification of a putative GR-associated factor. 

We therefore used OA to oppose the activity of protein ki
nases constitutively active in COS cells, which were trans
fect<>d with different RA-responsive reporter genes and expres-
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FIG. 1. Effect of okadaic a cid on RAR and RXR-mediated transcription. COS ce lis were cotransfected with 0.5 JLg of the indicated reporter 
gene and with or without 1 JLg of pSG5hRARa and pSG5RXRa. Cells were treated with 100 nM OA for 16 h 24 h after transfection, either with 
vehicle (Me2SO, empty bars), 50 nM ATRA (dotted bars), or 50 nM 9-cis-RA. CAT activity was assayed and normalized to /3-galactosidase activity 
as described under "Materials and Methods." CAT activity is expressed as a percentage of the ATRA-induced transcription leve! for ce lis in the 
absence of overexpressed receptors, except for the TREpal-CAT construct. In this latter case, 100% CAT activity is the leve! of enzymatic activity 
detected in cells transfected with pSG5-hRAR alone and treated with 50 nM ATRA. Values represent the mean of at !east three independent 
experiments performed with triplicate assays, and standard deviations did not exceed 15% of the mean values. Values are indicated in CAT activity 
normalized to /3-galactosidase activity . · 

sion vectors coding for RARa and RXRa. The role of basal 
phosphorylation was further tested by an in vitro approach in 
which RARa or RXRa were selectively treated with phospha
tases and tested for their DNA binding and heterodimerization 
acti vi ti es. 

MATERIALS AND METHODS 

Cell Culture~COS and HeLa cells were grown in Dulbecco's modi
fied Eagle medium (ICN-Fiow Laboratories, Scotlandl supplemented 
with penicillinlstreptomycin and 10% fetal calf serum. Sf9 cells were 
propagated in suspension in Grace's insect medium (Life Technologies, 
Inc.) supplemented with 10% fetal calf serum, 1 mM glutamine, 50 
mg/ml gentamicin, and 2.5 mg/ml amphotericin B. 

Nuclear Extract Preparation-Nuc!ear extracts from Sf9, COS, and 
HeLa cells were performed as described previously (23l with minor 
modifications. Nonidet P-40 was omitted from the cel! lysis buffer and 
phosphatases inhibitors were added to the extraction buffer (10 mM 
sodium molybdate, 10 mM sodium pyrophosphate, and 10 mM sodium 
vanadatel. Protein concentration was estimated by the Bradford assay 
\24) and usually found to be in the 3-5 mg/ml range. 

Overexpression of hRARa and hRXRa in Bacteria and Sf9 Cells~ 
hRARa and .lAIB hRXRa were expressed in the bacterial strain 
BL21(DE3l pLysS transformed with plasmid pET3oRARa and pET31-
RXRa. Bacteria were grown in chloramphenicol and ampicillin-contain
ing LB medium and induced at mid-log phase (0D600 = 0.6) by addition 
of isopropylthio-/3-o-galactoside to 0.5 ITL'J final. After 4 h of induction, 
cells were pelleted and resuspended in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM 
EDTA, 10% glycerol, 5 mM dithiothreitrol, 0.4 M NaCI, 10 /Lg/ml apro
tinin and pepstatin A, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride i25l. 
Phosphatases inhibitors were also included: 10 mM sodium molybdate, 
10 mM sodium pyrophosphate, and 10 mM sodium vanadate. Lysozyme 
was added to 150 JLg/ml. and cells were finally lysed by addition of 
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deoxycholate to a final concentration of 0.05%. Cells debris were pel
leted at 60,000 X g, 4 oc for 2 h. Supematant usually contained 2-5 
mg/ml protein. 

Sf9 cells were infected with a recombinant baculovirus encoding for 
the hRARa. Nuclear extracts from infected cells were prepared as 
described above. Purified .lAIB RXR a and .lAIB RAR a were a ki nd gift 
from H. Gronemeyer. 

Phosphatase Treatment--Extracts were treated with either agarose
immobilized calf intestine alkaline phosphatase iCIPl or soluble CIP 
(Sigma). When agarose immobilized-CIP was used (Figs. 5 and 6), 75 JLg 
of COS cel! extracts were incubated for 15 min at 37 oc with 22 units of 
enzyme in 150 JLl of EMSA buffer. Beads were spun down and super
natants brought to 20 mM di-sodium hydrogen phosphate iNa2HP04 1 

and 5 mM NaVO,.. When soluble CIP was used IFigs. 4 and 7), 25 JLl of 
extracts ( -75 JLil were diluted 4-fold in EMSA buffer and incubated 20 
min at 30 oc with 50 units of the enzyme. The reaction was stopped by 
transferring samples at 4 oc and bringing the mix to 20 mM Na2 Mo04 , 

20 mM NaV03 , and 20 mM Na3P04 . These conditions were found to 
reduce CIP activity by more than 95% as assayed by p-nitrophenylphos
phate hydrolysis. 

EMSA-Oligonucleotides containing the various response elements 
(see belowl were end-filled with the Klenow fragment of DNA polym
erase. Typically, 40 p.g of protein was incubated with 20 fmol of the 
labeled probe, in the presence of 2.5 JLg of salmon sperm DNA and a 
binding buffer giving a final concentration of 20 mM HEPES, pH 7.4, 1 
mM EDTA, 150 mM NaCI, 1 mM dithiothreitrol. and 10% glycerol. When 
purified Escherichia coli RAR or RXR were used, 0.05-0.1 /Lg ofpurified 
receptor was added to 4 JLg of CIP-treated or control extracts and 
incubated 15 min on ice prior to the binding reaction. Control experi
ments were performed with heat-inactivated phosphatase (5 min at 
100 °Cl according to the same protocol. This treatment allowed for a 
corn pl ete inactivation of CIP as judged by its Jack of activity on 5 '-
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labeled probes 1 data not shawn 1. DNA binding reactions were for :30 
min on ice or 15 min at 20 'C, in a final volume of 20 or 40 J.d. When 
required, 1 1d of mouse monoclonal ascites fluid Ab9ia1F directed 
against RAR" 11:31 or 4RX-1D12 directed against each type of RXR 
was added for a further 15-min incubation as described previously 
11:31. Protein·DNA complexes wcre then resolved on a 5'7c nondena
turing polyacrylamide gel run at 150 V for 3 h at 4 ·'C. The running 
buffer was 0.5 >< TAE il >< TAE is 40 mM T1·is acetate. pH 7.5, 2 mM 
EDTA 11 Figs. :3, 4, 7, and 8 l. Alternatively, gels were run in 0.5 / TBE 
at room temperature 145 mM Tris base, 45 mM borie acid, ans 2 mM 
EDTAI 1Figs. 5 and 61. 

Transient Transfèctions. {3-Galactosidase. and CAT Assays-COS 
ce lis were transfected by the calcium phosphate precipitation method as 
follows: 10 1 cells were plated per :35-mm dish. The following day, cells 
were fed with 1 ml of fresh medium. and calcium-DNA coprecipitate 
was addcd 4 h later. The mixture contained 1 J.Lg pSV-{.3gal plasmid 
lpCHllO, Pharmacial, 1 J.Lg of the reporter gene, 1 J.Lg of pSG5-hRARcr 
1261 and pSG5-mR.XRcr expression vector 16). The DNA concentration 
was adjusted tu 10 J.Lg final with carrier DNA. Incubation with the 
coprecipitate was for 16 h, alter which cells were glycerol-shocked. Cells 
were incubated for 10 h in complete medium and then submitted to 
varions treatments as indicated in the text. {3-Galactosidase and CAT 
assays were performed as previously reported 115, 271. 

Western Blottillf] Procedure and Antihodies-Immunoblutting of 
RARn was performed u~ing the IBI Enzygraphic Web system 1151 or 
'""I-protein A 11:31. The anti-hRAR" polyclonal antibody IS:39 was 
raised against synthetic peptides ti·mn the F domain of hRARa. Anti
RAR" monoclonal antibody Ab9«1FI and antiRXR monoclonal antibod
ies 4RX-1D 12 and 1RX-6G 12 are described elsewhere 11:3, 28). 

Protein Phosphatasc Purijïcation-PP1 and PP2A were partially pu
rified from rat livers. Purification steps were performed as described by 
Silberman et al. 1291. Fractions elu ting from a DEAE-Sepharose column 
16 >< 10 cm 1 between 0.2 and 0.:3.5 M Na Cl were poo led, concentrated on 
a Centricon 10 filter. and dial_vzed against buffer PPB 150 mill Tris-HCI, 
pH 7.4. 1 mM EDTA. 2or;, glycerol. 5 mill OTT, and 100 mM NaCII. The 
catalytic activity of the preparation was estimated by its alkaline phos
phatase activity with p-nitrophenyl phosphate as a substrate. The 
specifie activity of the preparation used in the presented experiments 
was 85 units/mg protein, and protein concentration was around 12 
mg/ml. Inhibition hy okadaic acid was used to identify the phosphatase 
activity as PPl and PP2A. 

0/igonuc/eatides and Plasmids-The fi:tllowing oligonucleotides and 
the ir complements. flanked hy Bam HI sites, were synthesized: li 1 a DR5 
retinoic acid response element from the promoter P2 of the RAR-{3 gene 
1301, liil a TREpal thyroid response element 1:3ll, liiil a R..XRE from the 
rat CRBPII gene promoter 1321. and livi a DR2 from the mouse CRAB
PII gene promoter 14 l. Sequences of these oligonucleotides are as 
tollows: Iii il-RARE 1DRS1. gatcGGGTAGGGTTCACCGAAAGT
TCACTCG: Iii! TREpal, gatcTTCAGGTCATGACCTGAA: liiil rCRBPII
RXRE, gatcTGAACTGTGACCTGTGACCTCTGACCTGTGACAGCA: 
and livi mCRBPII-DR2. gatcGTACAGGTCATCAGGTCAAG. These re
sponse elements were cloned into pBLCAT2 1:3:31, and this plasmid is 
referred to as .1RAREtk-CAT in the text. p1RARE12 tk CATwas obtained 
b.v inserting two copies of the DR5 nligonucleotide into the BanzHI site 
of .1RAREtk-CAT. A similar procedure was used to clone the TREpal 
and DR2 sequences as tandem copies into the same reporter gene. 
whereas the rCRBPII-RXRE was cloned as a single element between 
the BamHI and Hindiii sites. The SV40-hased expression vedors 
pSG5-RARn and pSG5-RXRn are described elsewhere 16. 26. :341. 
pCIVIV5-PP2A was kindly provided by Dr. M. Mumby !University of 
Texas, Southwcstern Medical Center, Dallas, TXI. pCMV5-PPl was 
created by inserting the PPln eDNA as an EcoRI-BamHI fragment in 
pCMVi1. The PPl eDNA was amplified from pRSET-PPl 1351 to gener
ate a 1000-base pair DNA using the following primers: 5' -CCGGAAT
TCGCCACCATGTCCGACAGC-:3' lupstream primer! and :3'-CGCG
GATCCCTATTTCTTGGCTTTGGC-:3' 1downstream primer!. 

RESULTS 

lnhihition of' PPJ and PP2A Alters Retinoie Acid-induccd 
Transcription-The effect of OA, an inhibitor of phosphatases 
PP1 and PP2A 1181 on retinoid-induced transcription. was in
vestigated in a cotransfection assay 1 Fig. 11. Variou,; RA-induc
ihlt' n'porter gc'nes were introduced in COS cells. in the pres
ence or absence of expression vectors coding for RARn and 
RXRn. \Vp ha\'<' used dPliberatel:--· high amounts ofDNA 11 J.Lgl 
in tlwse <>XpE·rimc•tH:-'. :\lthough this elnes not allow for a cleat· 
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FIG. 2. PP2A and PPl overexpression decrease the transcrip
tional activity of RARE-driven promoters. COS cells were trans
fected with 0.5 Jl.g of the indicated reporter gene and 1 J.Lg of each 
expression vector coding for RAR and RXR, with increasing amounts of 
CMV-PP2A ileft column 1 or CMV-PPlu !right column) plasmids. Cells 
were th en treated with vehicle 1 open circ les 1 or with 1 J.LM ATRA ifïlled 
circlesl. Levels of CAT activity as a percentage of the CAT activity 
detected in COS cells transfected without PPl or PP2A expression 
vectors and treated with 1 J.LM ATRA. Graphie data are nveraged ti·om 
four independent experiments. 

detection of a synergy between RAR and RXR, it allowed the 
detection of reporter gene activity in the presence of on! y one 
overexpressecl receptor or both, thereby reflecting preferen
tially the transcriptional activity of homodimers or het
eroclimers. At lower DNA concentrations 125 ngl, a synergy was 
observed.2 ln preliminary experiments, we noted that the OA 
effect increasecl with concentration up to 100 nM and became 
cytotoxic above 150 nM. We therefore used OA at a concentra
tion of 100 nM to selectively block PPl and PP2A activities in 
transfected cells. Moreover, this concentration did not affect the 
activity of the parental vector pBLCAT2, designed '-"RAREtkCAT 
thereafter !Fig. 1). Cells, with or without OA treatment, were 
treated with 50 nM ATRA or 50 nM 9-cis-RA. 50 nM ATRA exclu
sively activates RARs while 9-cis-RA activates both RARs and 
~XRs, clue to its high affinity for both receptors (36). 

We first examined the effect of inhibition of protein phos
phatases on the J3RARE~tkCAT IDR5l reporter gene activity. 
This reporter gene is bear·ing a DR5 response element that can 
be activated by the low leve! of endogenous RARs and RXRs 
present in COS cells IFig. lAI. Overexpression ofRAR(t did not 
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receptors for varions retinoic ac id response elements .. -L nuclt'ar 
extracts were prepared fi·om untreated or OA-treal!•d COS cells trans
fected with RAR and RXR Pxpression vectors. Their ahilily to fin-m 
specifie compl<'xes on a Jj-RARE. TRE-pal. F{)\I{E, or DR:2 response 
element was tes led by el!c'ctrophoretic mubility shi ft assay. Nuclear 
ex tracts 120 JJ.g of prote in 1 from untreated ce lis were used fil!" competi
tion experiments in which a 50-fold exccss of the sanw oligonucleotide 
!Spec. /,lanes :!1. of th!' /3-RAHE probe <Spcc. :!. lanes :il or th<' DR:2 
probP when the Jj-RARE wns the laheiPd probe. and of a palindromic 
glucocorticoid rPsponHe element !Non Spec .. lanc•s -Il W<'rP ust>d. lnCI·ens
ing amounts of nuclcar exlracts from untrented <'elis ilam·s S-81 or 
OA-trPatt>d cells <lanes 9-1:!1 were incubated with the indicnted probe 
and resnlvPd on a -~'; nondenaturing acrvlamide gPI. H. West<'rn blot 
anal:•;sis of RAR and R,XR in control and OA-trt>atL'd COS ccli nuclPar 
exlractH. 100 JJ.g of protein waH reHoh·ed on a 12'·; SDS-PAGE and 
immunodetected with th<> ant.i-RARcr polyclonal antihody IS:l9 or the 
anti-l{XR monoclonal antibody 1 RX-fi(; 1:2. 

signifieantly increase the promoter activity in response Lo 
ATRA or 9-cis-RA. whereas overexpression of RXRn: increased 
the J3-RARE CAT activity by :3-·l-fold. Coexpression or both 
receptors did not further increase the leve] of activation of the 
promoter in n•sponst' to 9-cis-RA treatrnent. althou~h we noted 
that ATRA yielded a lower CAT activit_v than in the presence of 
RX:R alom•. This could suggest thal RAR has a nwderate inhib
itor_v l'fli_·ct under the:<e conditions. a result compamble to the 
oneobtained with tfwrCRBPll-RXREcnnstructiFig.lC'I.Inno 
LaSl' did addition or 100 11:11 OA significantly modirv thl' de
tectee! l'AT artivit.v eitlwr in tlw pr<'SPllee or the absence of 
ligand. 
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A similar analysis was pprf(n·med with the TREpai-CAT 
construct, which IS not inducible ln the absence of overex-
prcssed RAR or RXR;; 1 Fig. 1 H 1. Overexpression of RAR. RXR. 
or both receptors eonferred a significant inducibility by retinoic 
acid on this promoter. indicating that the nbserved activation is 
due :-<olely tu transfected receptors. This rcsult is in agreement 
with previously 1·eportcd results and retlects the low concen-
tmtions of RAR and R.XR in nontransfected cos cells 1371. 
9-cis-RA was a better activator than ATRA, showing that RXR 
activation increases the promoter activity. In the absence of 
transfected receptors. OA displayed virtually no effect on the 
TREpai-CAT activity. On the contrary. OA caused a clear in
crease in TREpal-CAT expression in response to ATRA 12-foldl 
and 9-cis-RA ( 1.3-foldl in the presence of RARn. More strik
ingly, ovcrcxpression ofRXRn alune caused a ligand-independ
ent activation by OA of the reporter gene to a leve! similar to 
that achieved in the presence of 50 nl\1 ATRA or 9-cis-RA alune. 
The ligand-induced transcription, in the presence of OA, was 
boosted to a similar extent 13-4-foldl. Coexpression ofRAR and 
RXR increased the inducibility of the TREpal-CAT promoter, 
when compared tu the leve! reached upon overexpression of a 
single receptor, as previously reported 1381. Phosphatases in
hibition caused a further increase in CAT activity similar to 
that observed with R.XR alune. 

The rCRBPII-RXRE-CAT construct, containing five repeats 
of the sequence AGGTCA spaced by one nucleotide. is poorly 
activatcd in the absence of transfccted receptors or in the 
presence of RAR alune. OA was nevertheless able to increase 
the CRBPII promoter activity in the absence of t·eceptors or in 
the presence of RAR. and it increased the basal activity to a 
leve! similar to the one observed with ATRA or 9-cis-RA. This 
eflect was noticeable, although the CAT activity was much 
lower than that seen in the presence of RXR. Indeed, this 
reporter gene became highly inducible in the presence oftrans
fected RXR, tu reach a 25-:30-fold higher activity in the pres
ence ofboth ATRA and 9-cis-RA !Fig. lC). Initially described as 
a R.XRE, the rCRBPII-RARE is, in our experimental conditions, 
activated by a RAR-specific ligand, indicating that RAR is a 
component of the activation complex. The activation of a CRB
PII-driven promoter by ATRA was a Iso reported, although this 
could be due, in the reported conditions, to a metabolic conver
sion of ATRA to 9-cis-RA 1:32). Thus our results suggest that 
this particular response element can be activated by hRARn, in 
opposition to a ''true" DRl 1391. Coexpression of RAR and RXR 
lowered the rCRBPII-CAT promoter activity, in agreement 
with the proposed inhibitory role of R.XR transactivation by 
RAR 132!. Phosphatases inhibition by OA increased CRBPII
CAT activity in the pn•st•nce of overexpressed RXR, albeit to a 
lower extent, and countemcted the inhibitory activity ofRAR in 
the presence of RXR. 

DR2 respnnse elements have been shown, by random se
lection of binding sites for RAR/RXR hctcrodimers. to bind 
heterodimers with a lower aflïnity than a DR5 1401. However, 
the mCRABPII DR2 cnnferred a significant inducibility tu the 
thymidine kinast• promoter in response lo ATRA and 9-cis-RA 
in the absence nf transteetcd receptors !Fig. lDL 9-cis-RA 
was in ali cases a better inducer than ATRA in the absence nf 
OA, and RAR overexprcssion yielded a higher leve! of CAT 
aclivity than RXR overexpression. Cocxpression of RAR and 
RXR did not signiticantlv increase the CRABPII-CAT pro
muter activitv. In that promoter context. OA increased the 
basal ]pw] of l'AT activity. which reached valm•s similar to 
that obtained in the prf'sence of ligand alone when RXR was 

llVt•n•xpn•:<scd. At the specified concentrations. ligand and 
UA l'ITL•cts 1111 l ht· pronwlt•r aetivity Wé'l"e cumulat i\·l'. Thi~ 
rP~tdt i:-: anal"g"u" to that nfTH.Epai-CAT <sce Fig. 181. 
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FIG. 4. Phosphatase treatment of 
crude nuclear extracts inactivates 
DNA binding activity of hRARa syn
thesized in eukaryotic cells. E. coli, 
Sf9 cells, or COS cells nuclear extracts 
were tested for their DNA binding activ
ity by EMSA. Samples from nuclear ex
tracts containing 20 J.Lg of protein were 
incubated with 20 fmol oflabeled {:!-RARE 
oligonucleotide Uanes CJ, with a 50-fold 
excess of cold J3-RARE (lanes Sl, or with a 
100-fold excess of a nonspecific oligonu
cleotide (lanes NS). The same amount of 
extract was either treated with 50 units of 
native calf intestine alkaline phosphatase 
iCIPl or with CIP in the presence of in
hibitors (CJP, il. F (free) lane, DNA al one; 
M (mockl lanes: DNA probe incubated 
with nontransformed Œ. coli), nonin
fected Sf9 cells, or nontransfected COS 
cells extracts. Lower panel, mock, control 
or phosphatase-treated extracts were an
alyzed in parallel for their content in 
hRARa. Forty J.Lg of nuclear extract from 
fi:. coli, Sf9 cells, or COS cells nuclear 
~xtracts was resolved on a 8% SDS-PAGE 
'lnd blotted onto a nitrocellulose mem
!lrane. Immunodetection was performed 
using the antiRARa polyclonal antibody 
!S39. Molecular masses (in kDa) are indi
·ated on the right. 
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This set of experirnents demonstrates severa! interesting 
··atures of retinoid-induced transcription in response to OA 
reatrnent in COS cells: (il the observed effects are specifie for 
U\RE-containing prornoters since the OA effect was not de
»cted when the parental reporter gene .lRAREtkCAT was 
•sed or when the TREpal-CAT plasrnid was used in the ab
·<'nce of overexpressed receptors, indicating that the thymidine 
dnase prornoter activity is not significantly altered upon phos
>hatases inhibition. Furtherrnore, we3 and others (9, 20-221 
lid not detect any effect of OA on Rous sarcoma virus or SV 40 
)rornoter-controlled genes. (iil OA did not increase the activity 
lf the 13-RARE CAT construct, whatever cornbination of recep
ors and ligands was used. (iii) The TREpal and DR2-driven 
Jromoters, which can be considered to be equally activated by 
1gonists in the presence of overexpressed RAR or RXR, and 
Nhich have a lower affinity for RARJRXR heterodirners in vitro 
:han the 13-RARE, are strongly activated by OA. Remarkably, 
Jhosphatases inhibition was able to bring transcription, in the 
1bsence ofligand, to a leve! sirnilar to that induced by retinoids 
n the presence of overexpressed RXR. (iv) The CRBPII-RXRE
::;AT construct is highly inducible upon expression ofRXR. The 
)A effect was Jess rnarked in the presence of overexpressed 
{XR than in the presence of overexpressed RAR, and the in
,jbitory effect ofRAR on RXR-mediated transcription could be 
Plieved by OA treatment of transfected cells. These results 
:uggest that phosphatases inhibition is able to activate low 
J!linity RARE-driven prornoters to a maximum activity in a 
igand-independent rnanner. 

Overexpression of PP2A and PP! Inhibits Retinoic Acid
nduced Transcription-Although okadaic acid is a valuable 
ool to study the role of PPl and PP2A in various cellular 
n:ocesses, its use has sorne potential drawbacks such as its 
·ellular toxicity (41). Thus we analyzed the ability of each 
•nzyrne to rnodulate retinoic acid-induced transcription from 
•ach type of reporter gene Œig. 2J. Exponentially growing 
~OS cells were transfected with a RARE-containing reporter 
J)asrnid or the parental reporter gene .lRARE tkCAT. expres-

"A. Tahavatn and P. L..ti•h\TP, unpublished observations. 

E. coli RAR 
1 ~ 1 
.(: .. ?~ 

-66 kDa 

-45 kDa 

sion vectors coding for both RAR and RXR and increasing 
arnounts of PP2A or PPl expression vectors. As it could be 
expected, PP2A and PPl overexpression rnarkedly and spe
cifically reduced the inducibility by ATRA of RARE-driven 
reporter genes in a dose-dependent rnanner. PP2A overex
pression inhibited the ATRA-induced CAT activity of ali re
porter genes, although the RXRE-CAT construct appeared 
consistently Jess sensitive. The basal leve! of CAT activity for 
the DR2 and RXRE-driven reporter genes was also lowered 
upon PP2A overexpression, although low levels of enzyrnatic 
activity made quantitation of the results difficult for the 
13-RARE and TREpal constructs. PPl also inhibited the ac
tivity of ali reporter genes except that of the I3RARE-tk CAT 
reporter gene. Furtherrnore, RARE-driven reporter genes 
displayed a differentiai sensitivity to each catalytic subunit 
of these enzymes (compare left and right colurnns, for the 5 
p.g of plasmid concentration l. Th us the retinoic acid induc
ibility of each reporter gene was differentially affected by the 
type of protein phosphatase used in this assay. 

OA Treatment Increases the DNA Binding Affznity of RAR 1 
RXR Heterodimers-Nuclear extracts from COS cells, treated 
or untreated with OA and transfected with both RAR and RXR 
expression vectors, were used to perforrn in vitro RARE-bind
ing assays Œig. 3). As shown by Western blot analysis, OA 
treatrnent did not rnodi(y the receptor content of the extracts 
!Fig. 3Bl. However, specifie binding to each response element 
tested was found to be increased upon OA treatrnent of COS 
cells. This increase in DNA binding activity was especially 
apparent for the TREpal and DR2 probes i3-4-fold increasel, 
but Jess obvious for the {3-RARE iDR5) and RXRE probes 
!1.5-2-foldl. The latter probe yielded two specifie complexes. 
The upper band rnigrated with a rnobility sirnilar to RXR 
hornodirners, whereas the fastest species rnigrated as RARJ 
RXR heterodirners. 1 Since RAR and RXR have been shown to 
be the only RARE-binding proteins in COS cells extracts 134). 
we conclude that phosphatases inhibition led to an incrcased 
DNA binding activity of RAR and RXR in vitro. This is in 
agreement with t ransient transfection rcsults whirh showed 
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Fr< .. ->. Alkaline phosphatas<" tr· .. atnwnt impaired the DNA 
hindinl{ adivities of hoth IL\Hn and HXI!n o\'t•r•t•xpr·t•sst>d in 
COS <'<"Ils. Wholl· cel! t'Xi rat'!, 1·,.,.,11 1 '( IC: c•·ll...; ,,., "'"'l'lt•d l'il lu·r 1\'tlh 
IL\H IJI!Illt'' .\J or H.XH l'Xprt·:--:-.i(JII \t'i'lot'> •fld!/t.; ni \\"t•n• lrl'atl'd \\.'ith 
;tl't!Vt' lJJtfl/1'/.-; .\and n.lallt'S 1 ."'l Pl' ht•.d-tll:ll'll\:llt•d ( 'IP t/(//lt'S 9-/t-il 
f~11· 1 or !:ï llllll at :r; ('. Tn·alt·d ( '( )~ 1'\lr:H'h t'onl.tllllllg IL\Ro IJWIIt'! 

:\1 .1nd f{XI{(t lfHIIII'ffj, \\t·n· tht·rt !!it\t·d \\llh pun!Ït·d ~AH 1\:\.1{ or 
..l:\. B 1{:\11. n•spt•l'tl\'t{\·. :tnd n·.-..oh·t·d !1\ 1•:\l~.\ Tht· proll'lll conlpn~i
t ion 11ft ht• !I'Lirdt•d complt'\t' . ..; 1 1/!.,.uu· / 1 •s:t:--. dt•! I'I"ITII!lt'd h_\ :-..upt•r:.;h i ft 
t'Xpt'lïlllt'!lt:.; u:-:in.l!" llHIIIIH . .'ltH\al anlihod~t· ..... dnï•cted ~I_! .. !,";Iill:--.t 1\.\HH 1.lJH J or 
If\}{ 1-/U.\~l. :--:IIJH'I'Shil"tt•d t'Oillplt·~t·:-> .JJ'(' tl\dH'<lll'd hy 1/1"/"tlll' :!. TIH· 
t'!llf!l_\' 1/!TIIll'hf'(td indic:ttl':-\ 11011:--\IH't'dÏl' l"!llllplt•:xt•:-:. 

a cie• ar i ncn•as<• of tlw D H:2-( ':\'l' a nd TREpaI-l'.-\ T t'X pn•ssion 
111 tlw pn·st'lll't' of lOO n\1 OA IS<'<' l•'ig. !t. This ohsl'rvation 
prompt Pd 11.: to furtlwr in\·l·stigall· !lw roll' of ha,.;al plwspho
r_vlation in tlw in l'ilro DNA-hinding prop••r!iPs of l{Al{/f{XH 
lll'tl'rod i llll'rs. 

In \'1/ro !'h""f'hutns<' Trl'ullli<'lll o( .Vuclear /.;xlrac/s /'n•i't'/1/s 

Specifie Hu"l111g lo n H!'lu!ol<' :\cf(/ fl<'-'f!UII-"<' F.lelllt'lll <'nu!.. 
l'Xlr:tcls nmt:tining <l\'l'rt'XJH"t•sst•d h!L\f{o in K mli, Sf!lL'l'll,; or 
IL\I{o and 1{.'\l{o 111 ( '( JS n·ll>' W<·n· sulnni!!t•d !o a llN.\-hinding 

"""".v hL·Iili·L· and alll'r !n•a!nll'n! "·ith l'ali' intl's!ita• alkalin•· 
plwspha!a;..;•· <('fi'. Fig. 1 '· Sinn· :dkaliiH' piH>:-<phata:-<t• ha:-; a 
ltro:al ~uh;..;trall' "l"'nlil'iiY. th Il:'<' l':lll lw comp:u·,·d t;l\or:thh 
w1th that .,fl'l'l and 1'1':2.\. :'\ .. ;:-1{,\i{F:-.<J"'''liic hinding :wli\tl\ 

'"'~ dl'tl·t·ll·d 111 llllll'k lran-'l(n'!lll·d !>:lt'tl'l'l:l. ;nli·ct.-d Si~l c•·ll- ''' 
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in nucll'ar l'Xtracts li"<nn naliVl' COS cells 1Fig. -!.upper fm/Il'/, 

ln li<'-':!. 8, and 1·11\JDR\-'1. llpon introduction of a vedormding fiw 
hi:{AHtr in E. mli and Sf!J L'elis or vector;; coding f(H· RAHa and 
RXI{ .. in COS ct•! b. protein· DNA complexes were fornll'd ,.;pl•cif
icall_,. on tlw J:l-({AI{[<; oligomtdt~otide 1/cmt·s :J, 9. and 151. Till' 
:-<pl•cifir DNA hinding aetivity dt;!t•cted in bacterial extrads. n·
sulting from RAR honwdinwr fim11at.ion onto the /)-RARE 1/u//t' 
.ï 1 was not sensitive to phosphatasl' trl'atment 1/ane IJI. Wt•stt•rn 
blot analysis 1/uu·a fJUII<'il of native ur phosphatasl•-t l'l'<t!Pd 
f~'. mli t>xtrads 1/ru"'" .ï and 6. respcctivel.vl identifil'd a singll· 
immunon•activl' spt•ci"" rP\'t•alt<d hy a pol.vclonal anti-hR,\1{,. 
antibody, with a molt•culal· mass of fi2 kDa. No difference in 
SDS-P.-\GE ell•drophord ic mobility was dett~ded aflt•r CIP! n•al 
ment, indicating that till' E. m/i-expn•ssed hRARa is 11«1 
phosphorylated. 

In contrast, tlw LJNA hinding acti,·ity ofhRARn syntlwsiZt'd in 
l•ukaryotic n•lls 1St!1 and ('()SI appeared to be sensitiw to pho:-<
phatasc treatml'nt lromparl' ln li<' 9 to Inne 1:! and lruw 1S to ln li<' 

181. A 7fi-90'; dl.'tT<·as•• in DNA hinding aet.ivit.y was consistenth 
ohserved which was com·om!lant with an increase of !lw Plt•etro
phord.ic nwbility of 1{,\l{o in SDS-P:\CE of the pho;;phalas<•
trealt•d sam ph· 1/ou·l·r f)(llll'/ '·This increasc•d mobility is indica
tin· of till' n•mm·:d of .~t'\'l•r:d phosphalt• groups from the Rr\l{o 
molendc•. \V<' ,.;lwwed pn·viott:-dy that tn•a!nwnt of :J

2 P-Ialwh•d 
RAR~r in COS cells ll·d ln a si~'llilicant. but not complete. loss of 
phosphat•· groups 1 1 :l'· Similar rc•stdts were obtained wit h 
RXRs.' Th,. Pfli•cl of pho:-;phatast' trl'atnll'nt on the• DNA bindint.: 
activit.v wa:-< :!Iso ""~l'l'\'<'d using potato acid phosphatase and 
agarose-immohiliœd :dkalint• phosphatase, and for nuclear t'X
tracts from II EL. Il L-110. and HeLa t:ells.-· The DNA hindi ne: 
aclivity wa,.; not :dliTt(·d \\ht·n tlw phosphatase was inhihilPd J,, 

10 111:\1 inorganil· plm-phall'. 10 m:-.1 sodium molybdate and van 
adatL•I Fig. 1, ln Ill'-' /.î :utd /.'Il. Th us hRARu is a phosphoproll'l' 
wh en syntlw,;iz<·d in l'tl k: 1 rvot ic n•lls, and phosphatase lrl'at ml'!' 
of l'Xtnu:ts st rongh d<·<T<'ast•d its DNA binding aflinit.v und•·' 
these condition:<. l'lw coill'Olllitant dt•pho,.;phorylation of h RAI{,. 
implit•s th at plwsplwn !:tl ion of tlw receptor is required fcw DN,\ 
hinding. AltPrnatiiP!y. this muid mean that an inhibitory adi\·
ity was unmaskt•d alll'r <'Il' !n•alml'nl. This hypothesis can IJt' 
rull'd out. howt·v•·r. sinl't' wh•·n K mli H.AR and R.XR are com
hincd to natiw or l'll'-tn•akd t '()S l'l'ils l'Xl rat'!, tht•y hind lo 
DNA with a similar dlicil'nn·. Tlw appan·nt molpeular ma""''" .. r 
11<1ti\·e H.A.Rn svntlwsized in :-:t!J and l'OS ct•lls \\'L'l'L' idt•nlic:tl. ln 
l'ach case, !{Al:{., migratr•d as a douhlt'l and wa,.; dt'll't'!l'd as .-•. 1. 
and :)K-kDa polypt>pt.idt's. and holh fin111s appt>an•d to lw ,;••nsi
tivc• to C'IP tn•atnwnt. .\s ,.;hown hy Wt•:-<ll•rn blot analv:-<is of t lw 
L'X tracts, ov•·n·xprl':-<sion of RA Rn in l'aeh sysll'm yil'idt'd similar 
anwunLs of 1{..\R pol_vpPptide. lî•·cL•ptors t•xlrartt·d from 1 lwst· 
n•lls hound :\Tf{:\ with a similar dissociation constant ' :l tl\11 

and yil'ldPd an t•qnivail'nl anwunt of XrRA-hinding sit<·s <:-, ill 
pm rl'l'l'pt.oJ·img pmlt-in. data not shownl. This indicall·~ lh:ll 
whatt·n•r the system Usl'd. rcecptors havt• similar propt'rl il·.: :rnd 
stahility. \Ve cannot.. hm\'t•ver. lw sun• in this systc•m thal hH..AH, 
is tlw onl.v ;c;uhstrate for the alkaline phosphatase. whieh nntld 
abo ckphosphoryla!t> o! lwr prol<c•ins nt>c<c':-<snry f(Jr tlw DNA hntd
ing acti\'Îty of tilt' n•c••plor. 

LJcphusphorvlatinn u( Both !?AR and H.\R Hcduc<'s th<' .\fJÏI/Ill' 

u/ R:\R i R.\R lfl'f,.mdilll<'rs j(w DNA-To furtlwr dl'tt•rmirw t lw 
irnportancco of the pho~phor.dation state of each partnn in tlw 
lwtt·rodim(•rizalion procP:-<s. RAR and RXR wen• t•xpn•sst•d t•it IH·r 
in K l·o/i. in a nonpho,.;phon lated km11. or in CO:-i ce ils in which 
poh·Jwptidt•,: an· full\· prot'('S:-<l·d. )/ucl<•ar (•;;tracts from ( '( JS n·ll~ 
containing 1{:\l{o ;Fig :),\1 or 1\XI{o rFig. :)Hl \\'l'rt' tn•:!ll·d \\tth 

1:. ,.,,, ,,, 1· ;Tl;ll lll prt•p;!l';ll!Oil. 

! '' t! tl!lJnddi:·.:\wd qh~t·l·\.1\ttJIJ:--: 
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Ft.:. 1;. RARn syntht•si:œd in hactt•ria forms HAHJRXH hl'terodimers less efficiently than RARn extrnct<'d from COS cells. A. 
incrt'a:-:ing am<lltllh ofwho!t• {'t•lll'\1 r.lt"l_..,. rnnn ( '( )~ Ci•\1.-.. 1/lf!lt'S fi to 1) or ft't1Il1 E. l'O!i j/(uws 12 to Î) (1\'t>n•xpn·~~ing- H. ... \Htl Wt·n· :tddt•d to a constant 
amount of..lAiliC\Ho punli,•d Ir""' F ,,.f, l'r .. l<·IIJ·Il:\.\ <"<>lllpiPXt•s f<>rmPd on th(' /3-RAR.E probt• \\'<'l'l' analvZl'd hv 1•::\I~A. Tht• ahility ofeach 
cotnpont_•nt to bind tn till:-. pndw w:t---. .d-~o .~. ..... ,, .. _.,,.d 111 .1 -..tm dar manrwr d'OS fUR. lanes 15 to /.'/; /•J'. (·u!i H:\U, !un,· . ..; ~,....,. to /tl; purified RXR, lanes 
21 to /9t. Prntl'in l'onct·ntr;ttJOII 1--> .:~1\1'1\ Ill JI~: ~~Il ;tl of r:~lSA rlliX. Arrou' 1 !ndicates RAH/H...XH hl'tt•rorlimt•r,...;, wiH·n·a,...; ([!Tii/l' ~points to RAR 
hornodinH.•rs (/atlt' /()!. Tlw •'fllJ!I\' o/!TU/1 it.·ttt{ :·ho\\.., non:-;pt•(·ilic l'IHllpll'Xt'S. B. quantification ofRARu in ens ;tnd E. (·olt t•xtrads hy \Vestern hlot. 
Extracts used lo run tlw ~··1 r•·l.<rd.<ll"" "''·" w•·n· analvZI'd 1<11· thPlr content in RAR~r as dPscrilwd und"r ":\!atl'rials and Methods." The 
n1en1branp was prohl•d with tht• jHlh!"ÏtHLd .tntd1ndy Hp,!i Fl. (',quantification of the rL•tardt_•d bands :-.hov .. ·n 1n pruw! :\from lnrll'."i 1 to 12. The 
autoradiog-ranl was seannt•d t1s1n~ .1 l'ho'-..l'h~~rlnLt!~t·I· :1nd data plottt•d :1s a graph showing the variation of the an1ount of the retardcd con1plcxcs 
t'Crsus the protein l'Oill'L'Iltrallofl nf H.\H {'l!lll.llllll\g t•xtracl:-i. 

CIP fin· l or !.')min, mixl'd \\!th punfit·d .1:\ Il RXRn or .1A/13 
RAR.n. r<'~pt·ctivPiy. and anal\·z,·d ln E.\1~.\. 1 h·ll•rodimeJ·ic com
plexes ti>rnwd on the j.:l-1{,\HE pmht• wt·n· idt•ntifil'd h:-.· super
shifts using monoclonal anti-1{.\Hn antihodv l.'ln. fant's :?. fi. 10. 
and 1·11. an anti!{.'\1{ antihodv J./U.\. lruu·s .ï. ï. 11. and /:il, or 
hoth 19n '-JHX. larws 1. 8, 1:.!. and /Hl. ('ompk•x,•s \H'I'l' totally 
,;upPrshifted in the pn•senn•ofhoth antibodiPs i[an.·s ·1, 8. 1:?. and 
18 in both patwlsl. showing that lht·~•· compll'xes are made of 
RAR and H...'\R. l'IP treatment of COS cel! l'xtract fiH· l;) min 
c:tus!'d a ,;trong dt•cn•ast' in t ht• a mount of H.AH· !{Xl{- DNA eom
pll'xt•s. regardlt•,;:< of which l't'l't'pt or was pn•s!'nt in the CIP
tn•atl'd t'xlraet 1 t·ompan· frlll<'s -1 to frlll<'-' 8 in pant'fs :\ and IJ '· 
lnt'-'n•,;tinglv. W<' abonnlt'd thar lwat inactt\·ation nf('lP was not 
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:-;uflicient to prevent a partial loss of the DNA binding activity 
!compare lanes 12 to lnnt's 16 in both panels!. in opposition to 
phosphatases inhibitors !sodium phosphate, sodium molybdate. 
and vanadate. st>e Fig. 41. This is suggestive ofthe presence of an 
endogenous phu,;phatases activity in COS extracts that remains 
t.o be identified. Thus. phosphnrylation ofboth RARu and R...'Œn 
appl'ared to be important for the DNA binding activity nf RAR' 
R...'\R heteroclimers. HnwPver. this post-translatinnal modification 
is not an ah~olutP requisitP fi>r climl•rizatiun sincl' RAR. and R.'\.R 
p1'11dun•d in K ,·nli ean g<'Il!'ratP similar compi<'X<'S ISPe lwlowl, 
:-<11gg<'st ing t hat phosphorvlation ma.v inc!'('a;;e th t' aftinity of one 
rt·n·ptlll' fin· its dinH·rizatton partnL'I'. 

Hu!'/<'rtulfv l·:xf'~'< '"'" Il. \1\ """ H.\H .-\n· L,·ss Ejfïcient nt 
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FI<;. ï. ILXR synthesized in hal'teria forms RAR!R.XR het
Prodimers less efficiently th an H.XR Pxh·acted from COS ce lis. A, 
IJHTt·a:-<ing anHntnts tindicalt>d in Jtg of proteins1 of ~A/B RXRa ex-
1 rartt·d from hacteria 1E. coli/{.\"/{ • ,,.. l"ull-lt•nh>th H.:'\.Rn f!xtracted from 
( '( )~ n·lls was îneubatt:d in t ht· prt•:-=.t·rH't' of a ron~tant arnount ofhRARn
'""' prot,•in· DNA compii'XI's w<·n· anal_1 ll·d hv E:\!SA. Supershift PX

IH'fliTH'IÜ:-< were perfornwd u~ing an ;tntdC\H rnonoclonal antibody in 
tht• pre:·H .. ·nce rtane 91 or tht• ah~t'lll't' 1/un1' /01 of nuclear extracts. 
Similarly. a polyclonal antiH.AR a nt ihod1· w:<s IIS<·d in the presencP liam· 
Il• or tlw absence of nuclt>ar ••xl ra,·t •lu lit' 1:!' ln 1 ""'" l'Xperimcnts, the 
;unnunt of nucleitr t•xtrart wa:-; :->llnll;li' ln th;1l u:->l'd în lant• --1. A.rrows 1 
indiratt· tht• rPtarded complext·~. \\'fwn•;~,.., 11/TPH's:! indieatP con1plexes 
:-<uper,hith·d b_v either ;l polydonal anuH,\H .. '"'tihodv 1/anc 111 or a 
nwn"cl'""" antiH..XR anlihody 1/un•· !11. Il."""-' of tlw RXRn content of 
( '( lS andE. coli (•x tracts. :!.;i. ;i. 1 O. "~" lll1'g 11f < '( >S ••xtracts Ill" 0.25, 0.5. 
l. and -l l'g ofhaeterial <'Xtrarb 1n•n• anah·œd hy \\"eslern blot ting. The 
f"ull-lt•ngth mH..XR migrat,·d a,.; a .i-1 kil:! ''P"<"iPs. wh,•n•a,.; the ..'.1V 
BI\Xi{o 111igratNI as a -12-kDa pt~IYJH'JliH!t•. Th,• nltrocl'llulose mem
hrant· was probed with tht· monorlonal :tiii!J{XJ{ ant1hody liC\-6Gl:2. 

Forming Heterodim<'rs than ft_·\R and UXH F:xtracted ti·wn 
F:ukarvutic Ce/ls-R,•ct>ptor,.; :<_vntfw;-;izerl in <•ukaryotic cells 
and in bacteria Wl'l'l' used in E:\ISA t>Xp<·•·inH·nts to fi.trther 
answer tlw question whether post-tran,.;lational modifications 
altl'r the abilit.v of RARIRXR hetc>rodimt>rs to f(mn on a RARE. 
To test thi,.; hypothPsis. we perfor111ed L'XPLTinwnts comparing 
the abilit_\" of H.AR and RXR. expressed either in hacteria or in 
COS cell,.;. to gelwrate hetemdimers on the /:)~RARE. The 
anwunt of H.AR or RXR extractl'd from t:. ,·oli or COS cells 
t•xlracts fll't"P:<:<ar~· tn genen1tc an l'qUi\'aiPnt amount of 
re<.:t>ptm·· DNA comph•x in the presence of its nonpho,.;phoryl
atPrt rlinwrization partnt•r was titratcd hy E:VTSA. As shown in 
Fig. 11. 110111' of th1• i11di1·idual components nf the hinding reac
tion houncl to DNA hy it:-;elf. wlwn u:-;Pd at the indicated con
,.,.,lt rat ioll>' 1 /un<'-' /,"!-:!fi. Wlwn t'OS or K mfi RAHo l \l'as 
.. ddt•d to a con:-;tant amou11t of" non pho,.;phorylatt•d 1 i.<'. from t~·. 

, , ,f, , ·xt ral"t" 1 1:\. H HXI\n 1 Fig. fi:\ 1. an idL•nt ical il' l"Pi of ht·!· 
•·rod1mer f"onnation could h<· l"l'al"iwd with hoth !\'pl' oft·xtr:wt" 
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!compare lanes 1-6 and lanes ï-/2). However, quantification of 
RARcr by Western blotting revealed that a much higher amount 
t 8 -10-fold l of the RARn polypeptide was present in the bacte
rial extract !Fig. 6B. compare la ne 1 to fane Ï), indicating that 
a higher concentnltion of nonphm;phorylated RAR is necessary 
to yield an identical levPI of heterodimer binding to DNA. 
Quantification of the r·etarded bands formed for each condition 
!Fig. fiCl demonstmtcd that 8. coli or COS-expressed RARa 
yielded an equal amou nt of rL·ceptm" DNA complexes, suggest
ing that the binding of RARu!R.X.Rn heterodimer·s to DNA is not 
a!Tected by post-translatinnal modifications once the het
erodimers are formed. 

An analogous titration experiment was done to compaœ tht• 
capacity of nonpurified E. coli and COS RXR<Y to interact with 
RAR present in crude E. coli cxtracts !Fig. 7l. ln this experi
ment. we first estimated the concentration of R..XR pre,.;ent in 
both type of extracts by Western blot analysis. R.XR concentra
tion in E. coli extracts was 10-fold higher in this typical exper
iment, since 40 J.l.g of protein fi·om COS cel! extracts had to be 
loaded to yield a signal equivalent to that observed with 4 fLg of 
E. coli extracts, as shown by WesLL'l'l1 blot analysis IFig. 7Bl. 
However, both types of R..XR were able to form heterodimers on 
the {:3-RARE oligonuclentide, a;; shown by ,;upershift experi
ments !Fig. 7, lanes 9 and 11. arrou· 2l. COS R..XR was able to 
generate a higher amount of heterodimeric complexes than E. 
coli RXR despite its lower concentration in COS cel! extracts 
c Fig. 7A, comparP lanes 1-.J to lanes 5-81. Quantification nf the 
results showed thal COS RXR fm·med heterodimeric complexes 
with a 10-15-füld higher· efficiency than E. coli RXR. Thus it 
appeared from the experiments presented in Figs. 6 and 7 that 
nonphosphorylated RAR and RXR bound to DNA, in the pres
ence of their dirnerization partner, with a lower efficiency tat 
]east 10-foldl when enmpared to the fully processed polypep· 
tide. This lower efliciency could be overcome by using a high•·r 
amount of the nonphosphorylated receptor form, which have. 
by ail other criteria, the same functionality. Indeed, receptm·,.; 
were expressed at the same rate in E. coli and COS cells (SeP 
Fig. 4l and boum! ATRA'; and DNA cFig. 6Cl with similar 
afiinities. Moreover, RAR homodimer formation on the same 
RARE was not compromisPd b~· the Jack of post-translational 
modifications lsee Fig. -li. ;-;uggesting that its affinity for DNA 
in the presence of its dinwrization partner is decreased with 
respect to that of the full.v processed polypeptide in COS cells. 

PPZ Efficient/y lnhihits RAR 1 RXR Binding ta {3-RARE in 
Vitro-Transient transfectinn experiments showed that pro
tein phosphatases exert a notewm·thy influence on the induc
ibility nf RAR.E-driven reporter genes. ln l'ifro DNA binding 
experiments ,;howed that both RAR and R..'CR are the target for 
phosphatase action. To address the question asto whether PPl 
or PP2A are equally acti\'e in abolishing the DNA binding 
activity of RARJRXR heterodimers, we partially purified PP1 
and PP2A and used them as the source of dephosphorylating 
enzymes. The PPl!PP2A mix turned out to be as efficient as 
alkalim· pho,.;phatase 1 and potato acid phosphatase"' to aholish 
the formation of RARE-receptor complexes 1 Fig. S. pan,·/ .-\ 1. 

\Vhen OA was added at various concentration:-; Lo ,.;plectin•lv 
block PP2A and PPl, we noted that the DNA binding acti\·ity 
was preserved for OA concentrations of 10-:ïO n\t. Sine<' l'l'2A 
and PP1 are inhibited by I,0 nf0.2 and :W n\t, respecti\'ely 1 lëJ, 
wc infer that PPl i;;. umler these specifie conditions, the most 
likel:.· candidate as a receptor-dephnsphorylating enzyme. 

The Joss ofhindi11g to DNA upon pho,;ph;~t;t,;p trPatment can 
lw potPnli;~ll.v explained by two modes of at'tion fin· these en
~_1"111!'": •i1 tht-Y inLTease the dis,.;ociation ratt• of the lernarv 
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Vi<; S Okadaie aeid pr·t•vt•nts tlw loss of DNA hindi ni{ adivity of RAR!RXR enmplt•xps tn•atl'd with ptii'ÏIÏPd 1'1'1 and PP2A in 
vitr·o .. \. tlllcl,·;~r •·\lr;~ct..; Ir""' JJ,.J.;, c,.JJ..; wt•n• tn•a!t-d wtth parlially p11rifil'd I'P:!,\ ;111d 1-'1-'1 l<•r 1 h ;~t ::ï 1' 111 tl11· prt'.'''""'' of' till' indicated 
~'"'"'''"'rat i<Ht 111· tt,\ S'""I'J,., ", ..... IIH'II :tllalyzL·d lw E~lSA 1<11· tlwir ability· t11 hi nd l11 tlw iJ-lL\I-IE proiH·. ii. dt•c;" .. r 1 h•· IL\1\- 1{\:1( compiPxf'..; in 
t!Jt· pn·:-.t'llet' of 1'1'1 :r11d l'l'~.\ 1 ki ,;t lllldt·ar t•xt.racts \\t•n• ..... llhlllit ted to DNA-hinding rondit ion;-; 1n 1 IH' pn•:-:l'IH't' of LdH·It·d 1;-IL\HE. 1 ht•fl t n•atl•d 
lin· l h irr tlw prt·:--t·rwt· 111" :d~--.,·ruï• nf 1'1'1 :1111l PP~.\ ;rt :\7 (',a~ dPseriht•d abo\'<'. Samplt•s \\'Pt"l' tran;-;l(•rTt>d at-~ <'. :tnd :1 ~011-tidd t'\.n•ss ofcold 
prtdlt' \\;!..., .tddt·d :...:.tnqdt··~ \\t'f't' !o:Hit·d tm :1 ;->'1 nondt•natur·ing gt·l ~ll thl' indicatt'd tÎilH'!-'. l{(':-;ults wt•n• quantilil·d h.\ t'X('Î:->Îoll oftlw r·:ulioacti\'t• 
l•;tnd~ .Ill!! --,ïn!lll.tttt•H t'Ill! !li tl!;: 1\t· . ...:tdt:-; ;tn· t•xpn·s:·wd ilS il pt•rn·ntagt> of' total proht' input. 

,·ttm pl<., 1~ .\ 1~ H \ 1~ 1{. \ 1n:. • 11· 1 11' phosphatas!' t n·at JJH•n t lml'<'rs 

tht· till t.tt~· ~d.lht· ·'''"'•ct.tlllllt tt!'ltl'tt•rodinH·r~ wilh 1{ . .\l\E:-;_ To 
l•·~t til•· 1·11·-t l11 l'"' lll'clc. 1\l' pn•ass!•Jllhll'd complt'\l'S on tlw 

1:-l\.\l\1-:. IJI·;tl•·d tlit·Jn 1\ïlh or without with 1'1'1 and l'l'~:\. 

"''d lidl•"'''d 1111· dis,tl!'iation of IL\R·RXI{ cttmplt·ws 1>\. addi
tinn nf"n ,.,,.,.,, ,.J.tlll' .-;allll' radioi1wrt proll!' •Fig. S/it. Tlw 

ttlf-rat•· \\as ,llllllar. indicating that wltilt· 1{.\1{ :ll>d !{Xl{ in 

,;nlulittn an• h>ghly S!'llsitivl' lo phosphaL>st·s ;wlinn ;JSSI'111hil-d 

lll'l!•rttdinH•r.s do nttt displ;~y sw·h" st•>>stll\ il 1· 

!liS! ï ,;,;tt t'-; 

:\lttltTIIi"l' lll<'l'hanisms t·ttntrtdi!JE: ,·,·llitl.tr !.tt•· dt·l··rnlin;~littn 

;~nd prnhli·r:llittn :tl'!' suhj!'ct ln"~~'~""~ 1,., • 1 ,(l·,·gulattttn. Tlll'Sl' 

prtH'I':--.>i ..... :trt• (•itht·r triggt•rt·d !1_\ trtt.lt·t·tdt· 1~1ndtrt.~ tollH'nlhrarH• 

n•('t•plt•t·..., 111' lt_\ ltpo . ....;o\uhll•:--: ht,I'Tllt1!;t"· • \ Jl.iillllt \and d('ri\-<ltÎ\'PS, 

lïLIInln lt .1nd ,,, ... .,,d h .. rlll<IIJ•·, tit.tt i•!!td '" llltt·;H'<'IIular n·

n·pt.,,·,~. }:~otlt ''l"'' .,J' -•:..:n;~J, .tll•···t. dlf•·•:l. ''" indin·ctlv. the 
t•xpn·.--;..-.tn!J r,tf,· ~~rf...,·\ n·:..:td;rtt•l'_\ ~~t'fit·~ 

intt·r~tl'llllll.·· tl(! lltTîl~:: fu·l\\1·1'11 ;[J, .... ,. 1\\t• 

tht>n:fi'r" n-~1'1111 ,j lt• ,f,.,îp!J,., ~-,·111!1.,,- !• 

IP\'{'1 in n· ..... pti!J-•· ,,, lltil•· .or ,Jill,., 

\\'L'pn•:---t'llllwr•·•,.HÎ•t 11 ,,·,, 

l'quilihriutn t~t·l\'., .•. !1 ;d·,· i:· t'···i 

pnH't':-':-'t'~ lt·;lli.' lt• !IH .. 11: · !.~ 

\, '""l•·rstanding of 

1" r,.,fl!l.~ path\va,v~ i~ 

!"'" ,., "' 1lw nudt•ar 
tl 11~ ·-l.~ll:tl:-'. 

. .J 11"' int raL'L'Iiular 

,., ·i•ï•lt••'J>Iwrdation 

·"'1\''' .. rdill(·n·nt 
f{:\-n•spt1Il.'·•d\l' r·tïHtl"lt·f 'P 1 ( t·~ '··!i l'lw o·i'f····ts .,f 0,\ 
•Fig l• <~nd tlt:~t .. !J'l'' "· i'l'' \ 1:;. '>'-.t·n· \·at·iahl(l 
dt'IH'IHiing till tlw lt'-1" 

lt1gh :~flint! 1 1: l\.\l\1· 

:nt 'IL\Ill':.è-1' \T 1 li\:..' 

111: ···JII<'II< ,. 1 };,· 1'1\Jip;~l and 

'!l/J-!111l ~ \\l'l"l' ,1\'ll\.ll\'d Il_\ ()_.\Ill ~1 

ll:::llld-ÎIHltïH'IHlt'llf 1\\1\ dt·pt 1"i' ltl !!Ltlll!t'!' !11 :1 \t•\1•\t•qu;d !O 

il1:t! n·:1dh·d 111 tht· prl·.,_,,.,~~·,. 11t \ !î!.\ ,~,-tt., /.<~l\:\. Thr:--: al'ti\·:t-

1 idtl \\;!.--. ,d>l) dt·!l't'll·d !'tH tiH- 1t 1:1;1'; 1:\1\1<-( '.\T t_'!Jtl:--i!rtll't in 
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tlw pr·esetH'P of 0\'t•n•xpr-csst•d RAI{. and ( ).\ n·lit•vt·d tht· inhih

itor.v d'fl.·d of R.-\R upon RXH-nll'diatL·d tran.-;cription. PP~A 

and PPl therl'fèlre pla.v a role in tlw modulation of tlw activity 

of RARE-driven promoters. and this co nt roi app!•ared to he 

depl•ndl•t1t upon the type of RARE and tht• ratio lwtween th!' 

intracellular concentration of RAR ,·,·rsus thal of RXR. Con

\'ersel.\·. oven•xprPssion of the PP:ZA and l'l' 1 catalytic su bu nit 

significantl.\ lowered the inducibilit,v of ail tlw reporter genes 

lt>stt•d. Th" spnsit ivit_v v;u·icd for l'ach phosphatase in the orcier 

Tl{f<:pal t:-1{;\IŒ DR:Z RXRE 1 PP:ZA1. DR~ = RXRE 

'l'lü: pal {3-1\..-\IŒ 1 PP li. Till' lack of sensitivity of the 

{3-1{,\1\1<: mnstrud to PPl ovt•rpxpression was unexpected con

sid,·r·in,g t lw l'fl(·cl of this t•nzvmP on the in 1'1/ro DNA binding 

activit\· nf n·n·plors. hut it has htoen reportee! thal overexpres

sion ttf tlwst• •·nz\ïlli'S \'it•ld mostly insolub!..., proteins r-+:ZI. lt is 

tlwn·lim· likt·h thal tlw phosphatas<· to receptor ratio was not 

identical in tiH·st• two <'Xpt·rinwnts. Thtts. the cis-arting prop

,•rti,•s nf' :1 1{,\I{E t·ollld IH· afli•ctl'd hy physiological t:onditions 

that alt•·r t•ndttgt·nolls PP! :llld PP~A cxprl•ssion. In that rt•

spt'ct. 1\t' ll!ltt· thal thl• ••xpression of PP~A is decreased upon 

.-\TR.-\-indun·d clifferentiation of I!L-1)0 n•lls 1-+:11, and we h_v

potlwsizt· that this down-rl'gulatton could potl•ntiall.v favor the 

acti\·ation ttf' IL\-n•gulated gt•llL'S din•ctly implicated in the 

difli·n·nl iat inn pron•ss. Similarly. PP! and PP:ZA activities are 

regulakd lw insulin in rat skeletal muscle cells in a differen

t ta t !on-dL·pt·IHk•nt mannt·r 1 ·I-ll. Our· data tlwref(tre suggt>st 

that. in targt•l n•lls. suhsPtl,;t llf 1{,\-('tllltmiiPd gPrH•s will lw 

difli·n·nt t:dlv ;J}'fi·,·t,.d lt\ t lw phllsph"n·lation ,..;tate of rl'linoic 

acid n•ct·pltll's 

}{q>Pr·t~ l-nl!11 l'.llï<lllc Ltluor;Jtont·s idt•ntifil•d RXRs in lll;]tll-

lll:Jiiall ,·,.JI, ·;.., 1.-•. 11;, :t·' :lw pnmarv rlimt>rization p:1rt-



Phosphorylation and Retinoid Receptors 10815 

ru·rs of all-trans-retinoic acid receptors. Our in vitro DNA
hindin.: <'Xfll'riments showed that (il OA treatment increased 
1 ho· D:\:\ hinding activity ofRARIRXR di mers and <iii that RAR 
.1nd HXH th·phosphorylation is detrimental to RARIRXR het
··rfldlrrH·r·,; hinding to RAREs. lowering the heterndimer·DNA 
···Hnpl..x f<wmation efficiency by at !east 10-fold. While this 
""rk was undt•r review, Bhat and colleahrues 1471 reported 
-11111hr vahw" fi11· heterndimer formation of T:~R/R,'(R in solu-
1'"" Tako•n rogt'! her, the se data suggest that wh ile phospho
nl;~llon of IC\1{ or 1\AR is required neither for homodimer nor 
f.,r lwlt·•·odinwr fi>rmatinn per se, it may modulate their het
•·nH]IIrll'rizat ion properties when one partner is present in lim
•t•nl-! t'OIH't•ntra t ions. 

11:\ '"a pow .. rful pharrnacological tool which has been used 
lo dt·lltllllst raft• tlw involvernent of phospho/dephosphoryl
.ll,.,n prot't·sst•s 111 tlw regulation of the transactivating po
t•·nt~:d ,,f rransl'nption factors. Initial reports from B. 
1 >'\Ltll•·' · .. • ~~- ~111 lahoratorv t•stahlislwd the importance of 
ph" pl, .. n Ltr'"'' pr11t·•·~~"" 111 1'1{-nwdiatt•d transcription us
•n:: till•· ,.,llliJH>llltd :~nd .. th•·r nwdulators of kinases. OA was 
,,)IJ,. 1" ''"ltu··· llt!:liH] fn·•· :tl'! r vat ion of t lw 1'1{. and to poten-
11.11•· ih•· ltg;ond-~rtducrhlt· lran,;cnption hv (;I{ 1~1, 481. Be

"'"'~·· of th·· Lll·k of l"lll'l't•Lilltlll ht·IWI't'll ():\ tn•atrnent and 
tht· pho~plwnl:tttllll ~rat•· .. r t;H, tt has l>t•t•n proposed that 
phosphorvlatwn of t'to:rcltvators rn,·olvPd in CR-mediated 
tr:~nsLTiption could ],.. ""'l'""~r}.J,. lior thr,; pol<'nt.iation. Al
lt·rnati\'l·lv. pnoct•,;st•s .-udt "·' 1]11· nnch·ar •·vtoplasmic shut
t linL: of l"l'et·ptor~ cou id},,. m"'IJ!i,·d "·' \\t•ll•-l~l '· Tlw difficulty 
to •·stahlish a clt·ar rolt· for pllll,pllllrvl:tt 11111 of ~tProid recep
tllrs is undoubll•dh· linkt•d to th•• rnultrplll'lt.y of the experi
ntt·ntal system,; ust•d, as wt·ll ,,,.. lt•chntc;tl limitations. For 
•·xampiL'. PPl and PP2A ha\'t• n·n·ntlv ht·t•n rt•portl'd to be 
lu.st 1dinl' phosphatast•s 1 f'itl1. l'lw~plwht.strdillt' n·sidut's are 
prPst•nL in protein,; in quantitit•s comparahll' 111 that of phos
pho,;l'ri Ill' and phosphothn•on i nt·. llo\\'t'\·•·r. pho~phohistidine 
n·sidups arl' acid labile anclthus not dl'lt·t·t .. d bv tlw standard 
pr•H't•dun•s nf phosphoamino acid analys1s. lndL·•·cL multiple 
phosphorylation sites have lwen id•·ntiti•·d and mutated in 
the ( ;}{, without strongly altering ib t ransact ivating poten
ti:d 1fil1. On the contrary, critical sl'rin .. or thrPonine resi
dru·s han• been identified in v-erh-A 1 fi21 and t ht• estrogen 
r•·•·•·pt11r 1 :'i:l1. Lin and colleagues 1 fi4J ha''" a iso dL·monstrated 
" correlation between OA-induced hyp .. rplw,;plwrylation of 
hT,l{-lll and an increase in transcriptinnal activity of this 
n·t·t·ptnr. This etfect has been recently att.ribut•·d to a more 
prficit'nt homodimerization of hT:~R-131 1 G.'i 1. Our observations 
furtlwr suhstantiate the regulator:.• role of thl• phosphnr:.'Ia
tion st:J.te of dinwrization partners nf retirwid recept.ors and 
demonstrated its role on their transactivat.ing potential. 
Gi,·en the intriL:acy of the retinoid signaling pathway, which 
is controlled bv specifie ligands and regulated bv a delicate 
balancE' hetwe(~n heterodimer and homodimer formation ( 561 
which can either· pntentiate (reviewed in 1:1, 5711 or inhibit 
r:l7, GR-621 RAR activity, establishing a well-defined role for 
a given phosphor:>lated am inn acid from each receptor will be 
necessar:-·. 

Our ohs('l"'\ations th us show that phosphorylation nf RARs and 
R.'\Rs provides another leve! of regulation of the function of these 
receptors, in addition to that already provided by multiple recep
tors isofill'ms. multiple dimerization pari.ners. distinct response 
<'lenwnts. diverse promoter contexts, and ligand V'-lriet~·. 

- \t):l/!1/I"ÎI'tÎ.!.:llll'f/IS \Vt• arp înch·htt•d to Dr .. j. c;rippn l}folftn;ltl

l .. trodwl f~,r ~l·c·ts-H.-\. to Dr. R. ~nb\onnir·rp who ;-;upplil'd U:-\ wilh 

.!Ill! lL-\1\n pnlvclon;d ;nllihody lS:J9. and l)r. H. C:ront•TlH'_':t'r who 
i'''''-•d··d "' "ith pllnl!,•d 1{.-\1{ and }{Xf{. w .. abo arknmdt"dt:•• l'r l' 
( Ïl.tllli•on r'tlf -.,fJitnlbtinl-! di.-.;cu~siort:-\ ;11Hl Dr .T. C'litTord for t'tïtJcdl_\ 
!T:Hitr':' r!J,. !IL!!l•l--t·npi \\'t• .tn• abo g-ratL•ful to llr..,; H. \\':uL~Jn-~i..~ 
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and L. Peruski for the gift of the PPl eDNA and to Dr. M. Mumby whc 
provided us with the CMV-PP:!a construct. 
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3-DISCUSSION : 

Dans ce travail, nous démontrons que l'altération des voies de déphosphorylation module l'activité transcriptionnelle 

de différents gènes reporter contrôlés par les rétinoïdes. Les effets de l'AO (inhibiteur des phosphatases) 

varient en fonction des gènes reporter utilisés et des récepteurs aux rétinoïdes présents (RAR et/ou RXR.). 

L'activité du gène reporter DR-5 n'est pas affectée par l'AO. Les gènes reporter TREpal et DR-2, qui 

présentent une faible affinité pour le complexe RARIRXR, sont fortement activés en présence de l'AO. 

L'inhibition des phosphatases entraîne une transactivation de ces gènes reporter similaire à celle induite 

par les ligands. Le rCRBPII-RXRE est fortement induit par le 9cisRA. L'effet de l'AO est plus significatif 

lors de la surexpression du RAR que du RXR. Initialement décrit comme un RXRE, le rCRBPII-RXRE 

est, dans nos expériences, activé par des ligands spécifiques aux RARs, indiquant que RAR fait partie 

du complexe d'activation. Une activation par l'ATRA du promoteur de la CRBPII a déjà été observée, 

bien que cette activation soit probablement due à une conversion métabolique de l'ATRA en 9cisRA (Mangelsdorf 

et al.,1991). Ainsi nos résultats suggèrent qu'à l'opposé d'un "vrai" DR-1 (Kurokawa et al., 1994}, l'élément 

de réponse rCRBPII-RXRE est aussi activé par hRARa. Nous avons également observé que l'inhibition 

des phosphatases par l'AO augmente l'activité du gène reporter CRBPII-CAT lors de la surexpression 

du RXR.. L'AO est capable de bloquer l'effet inhibiteur de RAR sur l'activité induite par RXR. Par ailleurs, 

la surexpression de la sous unité catalytique de PP 1 et PP2A diminue l'activité de tous les gènes reporter 

testés. Nous avons établi un ordre de sensibilité des différents éléments de réponse aux phosphatases 

PP2A 

PP1 

TREpal >p-RARE >DR2 >RXRE 

DR-2 = RXRE >TREpal >> P-RARE 

Ces résultats montrent que l'activité des RAREs et RXREs peut être affectée par les conditions physiologiques 

qui altèrent l'expression des phosphatases endogènes. Ainsi l'expression de PP2A diminue lors de la différenciation 

des cellules HL-60 induite par l'ATRA (Tawara et al., 1993) et nous pouvons supposer que cette diminution 

pourrait favoriser l'activation des gènes régulés par l'ATRA et qui sont impliqués dans le processus de 
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différenciation. 

Par des expériences de retard sur gel, nous avons montré que : 

(i) l'AO augmente l'activité de liaison à l'ADN de l'hétérodimère RARIRXR. 

(ü) ladéphosphorylation deRARouRXR.entraîneune diminution de la formation du complexe hétérodimère/ ADN 

(environ 10 fois). Bhat et coll. ont observé des valeurs similaires pour la formation de l'hétérodimère TJRIR.XR 

en solution (Bhat et al.,1994). Ces résultats suggèrent que la phosphorylation de RAR et RXR n'est pas 

requise pour la formation des homo. et hétérodimères, mais semble plutôt intervenir dans la modulation 

des propriétés d'hétérodimérisation quand un des partenaires est présent à des concentrations limitantes. 

L'AO est un puissant agent pharmacologique qui a été utilisé pour démontrer l'implication des processus 

de phospho/déphosphorylation dans la régulation des facteurs transcriptionnels. Le laboratoire de O'Malley, 

en utilisant l'AO ainsi que d'autres modulateurs de kinases, avait montré l'importance des processus de 

phosphorylation dans la transcription induite par le PR (Denner et al., 1990; Power et al., 1991 ). l'AO est 

capable de stimuler la transactivation induite par le PR même en absence du ligand. Il active également 

l'activité transcriptionnelle du GR en présence du ligand (Somers et al., 1992; Moyer et al., 1993 ). A cause 

de l'absence de corrélation entre l'effet de l'AO et l'état de phosphorylation du GR, on pense que l'AO 

affecte plutôt l'état de phosphorylation de coactivateurs qui interviendraient dans la transcription induite 

par le GR La diversité des systèmes expérimentaux et les limites techniques rendent difficile l'élucidation 

du rôle exact des phosphatases. Néanmoins, ce travail nous a permis de mieux comprendre les relations 

existantes entre les phosphatases et le mécanisme des rétinoïdes. En particulier, nous avons montré que 

les phosphatases ont un rôle inhibiteur sur l'activité transcriptionnelle induite par les récepteurs des rétinoïdes 

et que cette inhibition s'exerce au-niveau de la liaison à l'ADN et la dimérisation. Cette relation doit être 

intégrée dans une vision globale où la modulation des phosphatases régulerait l'activité des rétinoïdes 

durant les processus biologiques complexes comme la différenciation et la prolifération cellulaire. 
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DISCUSSION GENERALE 

L'objectif de ce travail était d'étudier les relations existantes entre la voie des rétinoïdes et les processus 

de phosphorylation et déphosphorylation. Ainsi, comme première approche, nous avons analysé l'influence 

des voies de phosphorylation et déphosphorylation sur le mécanisme d'action des rétinoïdes. 

Nous avons montré que la stimulation de la voie de la PKA augmente l'activité transcriptionnelle induite 

par l'ATRA. Le groupe de Sharma a montré que RARa est phosphorylé directement par la PKA (Huggenvik 

et al.,l993). Cette phosphorylation se fait sur la sérine 369 situé dans le domaine E/F (Rochette-Egly 

et al., 1995). Le remplacement de cette sérine par un acide aminé chargé négativement, l'acide glutamique, 

augmente l'affinité du complexe RARa 1/RXR.a à l'élément de réponse DR-5. Du fait que la Ser369 est 

localisée à proximité de l'heptade 9, qui est connu pour être requise dans la formation des hétérodimères 

RAR/RXR (Durand et al., 1994), on peut concevoir que l'introduction d'une charge négative à la position 

369 peut modifier la conformation de l'interface de dimérisation de RARa, facilitant sa capacité à hétérodimériser 

et à lier l'ADN. 

Nous nous sommes également intéressés à la voie des tyrosine kinases car le groupe de Chambon avait 

montré que le RARP humain est phosphorylé in vivo sur des résidus tyrosine . Mais dans nos expériences 

la voie des tyrosine kinases n'est pas impliquée dans le mécanisme d'action contrôlé par hRARa. Ce résultat 

peut être expliqué par le fait que RARa et RAR y ne sont pas phosphorylés sur des résidus tyrosine . Ains~ 

la voie des tyrosine kinases exercerait une régulation spécifique sur RARP et pas sur RARa ou RAR y. 

La détermination des résidus tyrosine phosphorylés sur RARP permetterait de mieux comprendre le rôle 

joué par cette voie. 

L'étude du rôle joué par les PKC dans le mécanisme d'action des rétinoïdes a constitué une grande partie 
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de notre travail. Nousavonsobservéqueladéplétion des PK Cs entraîne une diminution de l'activitétranscriptionnelle 

des rétinoïdes. Cette diminution est due premièrement à une perte d'affinité de RARa à son élément de 

réponse (DR-5) en présence du ligand. Ce résultat suggère que les PKCs ou des facteurs activés par les 

PK Cs sont requis pour stabiliser la liaison du complexe récepteur/ligand à son élément de réponse. Deuxièmement, 

cette diminution peut également être expliquée par une perturbation des processus intervenant dans la 

translocation vers le noyau des récepteurs aux rétinoïdes. En effet, les PK Cs pourrait intervenir dans ce 

mécanisme, mais les expériences que nous avions menées nous ne permettent pas d'être catégorique car 

le TP A, promoteur de tumeurs, pourrait entraîner une perturbation globale des voies de transport de protéines 

de manière indépendante de la voie des PKCs. Cette question pourrait être résolue par l'utilisation de 

mutants ponctuels pour les sites de phosphorylation par la PKC. 

Des expériences d'hétérodimérisation in vitro entre RAR et RXR ont montré que la phosphorylation de 

RARa par la PKC diminue sa capacité à former des hétérodimères RARIRXR. TI faudrait également étudier 

l'effet de la PKC sur la formation des homodimères RAR/RAR. Cependant, il faut rester prudent devant 

ces résultats car le rendement de la phosphorylation de hRARa par les PKC in vitro est très faible et ne 

permet pas de bien apprécier l'ampleur du rôle des PKCs dans l'activité de dimérisation de RAR. Encore 

une fois, les mutants ponctuels pourront apporter des réponses plus précises sur le rôle de la PKC dans 

les propriétés de dimérisation des récepteurs des rétinoïdes. 

Par des réactions de phosphorylation in vitro nous avons montré que RARa est phosphorylé par les PKCs 

sur des résidus sérines. L'analyse par RP-HPLC de RARa phosphorylé par les PKC et digéré par la trypsine 

a montré que les PKCs phosphorylent in vitro le RARa sur les sérines 157ou/et 154. Ces deux sites sont 

localisés dans la boîte T, qui est connue pour intervenir dans les interactions protéine-protéine et protéine-ADN 

(voir généralité "boîte T"). L'absence de la sérine 157 chez hRARy suggère que celui ci pourrait être 

régulé différemment par la voie des PKC. TI serait intéressant d'étudier le comportement de cette isoforme 

vis à vis de la voie des PKC dans des cellules dépourvues de RARs. Actuellement, nous construisons 

des mutants ponctuels pour ces deux sites et nous sommes impatients de pouvoir étudier leurs activités 
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fonctionnelles. 

Le deuxième volet de ce travail est l'étude du rôle joué par les phosphatases (PP 1 et PP2A) dans le mécanisme 

d'action des rétinoïdes. L'inhibition des phosphatases par l'AO a des effets divers sur l'activité transcriptionnelle 

des rétinoïdes en fonction des éléments de réponse. Le TREpal et le DR-2 sont fortement activés par 

l'AO en présence respectivement du RXR ou du RAR. Le DR-1 est stimulé par l'AO uniquement en présence 

de RAR et RXR, alors que le DR-5 n'est pas affecté par l'AO. Le groupe de Christakos a également observé 

que l'AO stimule la transactivation par les RARs (a et p) et les RXRs (a, p et y), mais l'AO ne semble 

affecter la transactivation de RARy (Matkovits et al.,1995). Ce résultat suggère que les phosphatases 

ne répriment pas l'activité de RAR y, probablement parce que celui ci n'est pas phosphorylé sur un site 

précis. La sérine 157 pourrait être ce site car elle est remplacée par une alanine chez RAR y. 

La surexpression des phosphatases (PP1 et PP2A) entraîne une inhibition de l'activité transcriptionnelle 

induite par l'A TRA de tous les gènes reporter, exception faite de DR-5 qui n'est pas affecté par la surexpression 

de PPI. 

Par des expériences de retard sur gel, nous avons montré que l'AO augmente l'affinité du complexe RARIRXR 

aux différents éléments de réponse. Avec le RXRE, nous obtenons deux bandes spécifiques correspondant 

àl'homodimère (RXRIRXR) et l'hétérodimère (RARIRXR). L'AO augmente uniquement l'affinité de l'homodimère 

RXRIRXR, ce qui suggère que l'effet inhibiteur des phosphatases s'exerce plus fortement sur RXR. Enfin, 

nous avons également observé que la phosphorylation de RAR et RXR est nécessaire pour la liaison 

du complexe à son élément de réponse (Lefebvre et al., 1995). 

Toutes ces expériences montrent que les phosphatases ont un effet inhibiteur sur l'activité transcriptionnelle 

des récepteurs aux rétinoïdes. Or ces dernières années, plusieurs groupes avaient montré que l'AO stimule 

fortement l'activité de transactivation de plusieurs récepteurs nucléaires même en absence de ligand. Tous 

ces résultats donnent l'impression que la voie des phosphatases est un système général de répression de 

la transcription régulée par les récepteurs nucléaires. 

Grâce à ce travail, un modèle impliquant les phosphatases et les kinases commence à prendre forme. En 
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effet, l'activité transcriptionnelle des rétinoïdes est généralement stimulée par les kinases (PKA, PKC et 

peut être les tyrosine kinases) et réprimée par les phosphatases. 

Finalement, nous croyons que la suite logique de ce travail serait de s'intéresser aux comportements des 

isoformes RARP et RAR y vis à vis des voies de phosphorylation 1 déphosphorylation. Du fait que RXR. 

hétérodimérise et régule la transactivation de nombreux récepteurs nucléaires (T3R et VDR), il faudrait 

également étudier son état de phosphorylation. Il serait aussi intéressant de déterminer précisément la 

ou les isoformes PKCs qui sont impliquées dans le mécanisme des rétinoïdes. Enfin un axe de recherche 

s'intéressant au rôle joué par les PKCs dans les processus de différenciation et d'apoptose induits par les 

rétinoïdes, pourrait être développé dans notre laboratoire. 
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MATERIELS & METHODES 
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PARTIE I: BACTERIES ET PREPARATION DE PLASMIDES 

Al PREPARATION DE BOITES DE PETRI A AGAROSE: 

i- Conseils et astuces : 

Vous devrez remplir les boîtes et ajouter le ou les antibiotiques appropriés à l'agar pendant que celui ci 

est encore fluide (environ 50°C). 

ii- Matériels et Solutions : 

LB broth 5X 

Agar 

10NNaOH 

iii- Protocole : 

1- Dissoudre 15 g d'agar dans 800ml d'H20. 

2- Autoclaver pendant 30 min. 

3- Laisser refroidir jusqu'à 50°C et ajouter 200 ml de LB broth. 

4- Ajouter le ou les antibiotiques adéquats. 

5- Verser 15 à 20 ml dans les boîtes de pétri (100mm de diamètre). 

6- Laisser polymériser et stocker à 4°C. 

Note: 

Alternativement, on peut utiliser une poudre LB-agar déjà prète à l'emploi, vendue par Sigma 

(dissoudre 32g par litre). 

BI PREPARATION DES BACTERIES COMPETENTES: 

i- Conseils et astuces : 

Rendre les bactéries compétentes est une étape préalable et nécessaire à l'introduction d'un plasmide. Deux 

techniques sont courâmment utilisées : le chlorure de calcium ou l'électroporation. La technique du chlorure 

de calcium est facile à mettre en oeuvre et demande peu de moyen. L'électroporation présente un rendement 

plus élévé, mais nécessite un appareillage plus sophistiqué. Enfin, actuellement, toutes les grandes compagnies 

de biologie moléculaire proposent plusieurs souches bactériennes hautement compétentes (si vous avez 

le choix n'hésiter pas !). 
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i- Matériels et solutions : 

Souche bactérienne 

O,lM CaC12• 

LB broth. 

ii- Protocole : 

1- Inoculer 50 ml de LB broth avec une colonie de la souche bactérienne. Laisser pousser toutela 

nuit à 3 7°C avec une agitation modérée. · 

2- Prélever 4 ml de la culture et inoculer 400 ml de LB broth. Laisser pousser la culture bactérienne 

jusq'au D0600=0,6. 

3- Aliquoter la culture dans huit tubes de 50 ml stérile et incuber pendant 10 min dans la glace. 

4- Centrifuger les bactéries à 3000 rpm pendant 7 min à 4°C. 

5- Resuspendre chaque culot dans 10 ml de 0, 1 M CaC12, incuber pendant 2 min dans la glace. 

6- Centrifuger à 2500 rpm pendant 5 min à 4°C, resuspendre le culot dans 10 ml de 0,1 M CaC12. 

Incuber pendant 30 min dans la glace (incuber toute la nuit augmente le degré de compétence 

des bactéries). 

7- Centrifuger à 2500 pendant 5 min et resuspendre le culot par 2 ml de 0,1 M CaC12 

supplémenté avec 30% de glycérol. 

8- Stocker des aliquotes de 250 111 à -80°C. 

Cl TRANSFORMATION DES BACTERIES COMPETENTES : 

i- Protocole : 

1- Un aliquot de 15 ng d'ADN dans un volume de 10 à 25 Jll, est placé dans un tube stérile. Ce dernier 

est placé dans de la glace. 

2- Décongeler dans la glace des bactéries compétentes. Prélever 50 111 de la solution bactérienne 

et l'ajouter au tube contenant de l'ADN. Mélanger doucement et incuber 30 min dans la glace. 

3- Le mélange est placé à 42°C pendant exactement 50 secondes et laisser ensuite refroidir pendant 2 

min dans la glace. 

4- Ajouter 500 111 du milieu SOC ou du LB broth normal. Laisser incuber pendant 1 heure à 37°C 

sous agitation. 

5- Etaler les bactéries transformées sur des boïtes de pétri contenant le ou les antibiotiques adéquats. 

6- Incuber toute la nuit à 37°C. 
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Dl TRANSFORMATION DES BACTERIES PAR ELECTROPORA TION : 

i- Réferences : EUROGENTEC 

ii- Conseils et astuces : 

Pour éviter la formation d'arcs électriques, travailler toujours avec des solutions à très faible forces ioniques 

iii- Matériels : 

Appareil d'électroporation "Cellject" d' EUROGENTEC. 

iv- Protocole : 

1- Régler les paramétres de l'appareil d'électroporation : 

Largeur de la cuvette (mm) 0,2 

Capacité (I.!F) 40 

Voltage (v) 2500 

Résistance (ohm) 192 

Temps (ms) 20 

2- Décongeler les bactéries dans la glace. 

0,4 

40 

2500 

412 

20 

3- Mélanger 40 fll de la solution bactérienne avec 5 Jll d'ADN (:::: 10 ng). Laisser dans la glace pendant 

une minute. 

4- Appliquer la décharge électrique. 

5- Ajouter immédiatement du LB broth ou du SOC. 

6- Transférer la solution dans un tube 17x 1 OOmm de polypropylène et incuber à 3 7°C pendant heure. 

7- Etaler sur des boîtes de pétri contenant les antibiotiques adéquats. 

El PREPARATION DE PLASMIDE: 

TI existe plusieurs variantes de techniques pour la préparation de plasmide. La majorité de ces techniques 

utilise la lyse alcaline. 

li PREPARATION DE PLASMIDE SELON QUIAGEN: 

i- Conseils et astuces : 

Cette méthode donne de l'ADN très propre et ne nécessite pas l'utilisation de phénol et chloroforme. 
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ii- Matériels et solutions : 

Colonnes quiagen (existent en plusieurs taille : 20, 100 et 500) 

Isopropanol 

Tampon Pl (tampon de resuspension): 

50mM Tris-HCI, pH 7.5 

IOmMEDTA 

100 J.lg/ml RNase A 

Tampon P3 (Solution de neutralisation): 

1,32M Acétate de potassium 

Il% Acide acétique 

Tampon OC (tampon de lavage): 

IMNaCl 

50mMMOPS, pH 7.4 

15% éthanol 

Tampon P2 (tampon de lyse): 

0,2NNaOH 

l%SDS 

Stocker à température ambiante 

Tampon OBT (tampon d'équilibration de colonne): 

750mMNaCl 

50mM MOPS, pH 7.4 

0, 15% Triton Xl 00 

15% éthanol 

Tampon OF (tampon d'élution): 

1,25MNaCl 

50mM Tris-HCl, pH 8.5 

15% éthanol 

iii- Protocole: Pour une culture bactérienne de 500 ml. 

a/ Lyse cellulaire: 

1- Faire pousser 500 ml d'une culture bactérienne toute la nuit. 

2- Centrifuger à 3500 rpm pendant 30 min. 

3- Resuspendre le culot par 10 ml du tampon P 1. 

4- Incuber 20 min dans la glace. 

5- Ajouter 10 ml du tampon P2 et incuber 5 min à température ambiante. 

6- Ajouter 10 ml du tampon P3, bien mélanger. 

7- Incuber 10 min dans la glace. 

8- Centrifuger à 10 000 g pendant 3 0 min. 

Pl Purification d'ADN: 
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9- Equilibrer la colonne (Quiatip 500) avec 30 ml du tampon QBT. 

10-Appliquer le surnageant de l'étape 8 sur la colonne. 

11-Laver deux fois avec le tampon QC (2x 30ml). 

12-Eluer l'ADN avec 15 ml du tampon QF. 

13-Ajouter 10,7 ml d'isopropanol (0, 7 vol). 

14-Bien mélanger et centrifuger à 10 000 g pendant 30 min. 

15-Enlever le surnageant et sécher le culot d'ADN au speedvac (sans chauffage). 

16-Resuspendre le culot dans 300 Jll d'H20 bidistillée. 

11/MINIPREPARATION DE PLASMIDE PAR CHLORURE DE LITHIUM: 

i- Conseils et astuces : 

Cette technique a donné, entre nos mains, un ADN très propre. Son grand avantage c'est sa rapidité (moins 

de deux heures). Elle n'utilise pas la lyse alcaline. 

ii- Matériels et solutions : 

-Solution TEL T : 

2,5MLiCl 

50mM Tris-HCI, pH 8 

62,5mMN~EDTA 

4% Triton X-100 

Faire des aliquotes de 5 ml et stocker à -20°C 

-Phénol/ chloroform ( 1 : 1) 

-Ethanol froid (-20°C) 

-Tris-EDTA, pH 8 

iii- Protocole : 

1- Faire pousser 30 ml de culture bactérienne à 37°C toute la nuit. 

2- Centrifuger la culture à 3000 rpm, pendant 20 min. 

3- Reprendre le culot par 700 Jll de la solution TEL T. 

4- Ajouter 700 Jll du phénol/ chloroform, fraîchement préparé, vortexer pendant 5 secondes. 

5- Incuber 15 min à température ambiante. 

6- Centrifuger à 15 000 g (maximum) pendant 2 min. 
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7- Prélever 600 Ill de la phase supérieure et y ajouter 1 ml d'éthanol froid, bien mélanger. 

8- Centrifuger à 10 000 g pendant 1 0 min. 

9- Sécher le culot d'ADN et le reprendre par 30 Ill de TE. 

Ill/ MINIPREPARA TION DE PLASMIDE PAR PEG : 

i- Conseils et astuces : 

Cette méthode est rapide et facile à mettre en oeuvre. Elle utilise la lyse alcaline. 

ii- Matériels et solutions : 

Tampon Pl, P2 et P3 (voir protocole Quiagen) 

PhénoVchloroform (1: 1) 

Tris-EDTA, pH 8 

Solution polyéthylène glycol (PEG) : 

iii- Protocole : 

30% PEG 8000 (Sigma) 

1,6MNaCl 

stocker à 4 oc 

1- Faire pousser 30 ml de culture bactérienne toute la nuit à 37°C 

2- Centrifuger à 3000 rpm pendant 30 min 

3- Resuspendre le culot par 200 Ill de tampon P 1 

4- Ajouter 200 Ill de tampon P2, mélanger doucement et incuber 5 min à température ambiante 

5- Ajouter 200 Ill de tampon P3, bien mélanger et incuber 15 min à 4°C 

6- Centrifuger à 12 000 rpm pendant 30 min 

7- Collecter 500 Ill du surnageant dans un nouveau tube 

8- Ajouter 500 Ill de phénoVchloroform. Vortexer pendant 5 secondes 

9- Centrifuger à 15 000 rpm pendant 3 0 min 

10-Collecter la phase supérieure dans un nouveau tube et y ajouter 50 Ill d'acétate d'ammonium 

11-Ajouter 1 ml d'éthanol, bien mélanger et incuber à -80°C pendant 30 min. 

12-Centrifuger à 15 000 rpm pendant 30 min 

13-Reprendre le culot par 500 Ill de Tris-EDTA, pH 8.0 

14-Ajouter 500 Ill de solution PEG 

15-Incuber à 4°C pendant 1 heure. 

16-Centrifuger à 15 000 rpm pendant 20 min 
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17-Laver le culot par 500 J..Ll d'éthanol à 70% 

18-Centrifuger à 15 000 rpm pendant 10 min, sécher le culot au speedvac (sans chauffage) 

19-Reprendre le culot par 20 J..Ll d'H20 

IV/ PURIFICATION DE FRAGMENTS D'ADN PAR MEMBRANE DEAE : 

i- Réfèrences : Schleicher & Schuell. 

ii-Matériels et solutions: 

Membrane DEAE (S&S NA-45). 

Tampon NET: 

0,15MNaCl 

0,1mMEDTA 

20mM Tris, pH 8 

iii- Protocole : 

Tampon High salt NET: 

1,0MNaCl 

0,1mMEDTA 

20mM Tris, pH 8 

1- Après séparation des différents fragments d'ADN sur un gel d'Agarose, insérer un fragment de 

la membrane DEAE devant la bande d'ADN qu'on veut purifier. 

2- Continuer l'électrophorèse, jusqu'à ce que la bande d'ADN soit adsorber sur la membrane DEAE. 

3- La membrane est lavée rapidement par le tampon NET. 

4- Placer la membrane DEAE dans un tube d'eppendorf et ajouter 300 J..Ll du tampon high salt NET. 

5- Incuber à 75°C pendant 45 min. 

6- Récuperer le tampon et précipiter l'ADN avec 2,5 volumes d'éthanol (30 min à -70°C). 

7- Centrifuger à 10 000 g pendant 3 0 min. 

8- Sécher le culot d'ADN et le reprendre dans 20 J..Ll d'H20. 

PARTIE II: CULTURE CELLULAIRE ET TRANSFECTION TRANSITOIRE: 

Al LIGNÉE CELLULAIRE : COS 7 (cellules du rein de singe transformées par SV40) 

N°ATCC : CRL 1651 

N°ECACC: 87021302 

Cette lignée est mise en culture dans le milieu DMEM à 10% de sérum de veau foetal. 

BI TRANSFECTION TRANSITOIRE : 

i- Réferences : 
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Ce protocole a été adapté à partir de celui proposé par Pothier et coll.(l993). 

ii-Conseils et astuces : 

Ce protocole a été adapté pour les cellules COS-7. Pour l'appliquer à d'autres lignèes cellulaires, il faut 

déterminer le pH optimal du tampon HBS (entre 6,90 et 7,40). 

iii-Matériels et solutions : 

Boîtes à six puits 

Milieu de culture DMEM, supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal, 2mM glutamine, 1 OOU/ml 

penicilline et 20U/ml streptomycine. 

PBS IX stérile et froid. 

ADN carrier lOmg/ml (ADN du sperme de saumon). 

Plasmides à transfecter, purifier par colonnes quiagen. 

Solution HBS 2X : 

280mMNaCl 

40mMHEPES 

2M CaC12 : 

1,4mM Na2HP04 

Filtré et stocké à -20°C. 

iv-Protocole: 

2MCaC12 

lOmMHEPES 

Ajuster au pH 5.5, filtré et stocké à -20°C. 

1- Mettre 104 cellule par puit (diamètre 35 mm), ajouter 2ml du milieu DMEM complet. 

2- Incuber toute la nuit à 37°C dans l'étuve à 5% C02• 

3- Changer le milieu, les cellules doivent être à 50% de la confluence. 

4- Préparer le précipité ADN/calcium: 

Pour chaque puit, mélanger dans cet ordre, 

H20 (qsp 200 Ill) 

100 11l2X HBS 

lJ.lg pCHllO (vecteur codant pour la P-galacosidase) 

les autres plasmides 

Ajuster la quantité d'ADN finale à 20 11g par l'ADN carrier. 

Ajouter 10 111 CaC12 au mélange (goutte à goutte) 

5- incuber le mélange à température ambiante pendant 30 min Gusqu'à l'apparition d'un précipité 

blanchâtre). 

6- Enlever le milieu des cellules 

135 



7- répartir uniformément le mélange de l'étape 5 sur les cellules 

8- Incuber 15 min à 3 7°C 

9- Ajouter 2 ml de DMEM complet 

10-Incuber 16 heures à 37°C et 5%C02. 

li-Enlever le milieu et ajouter 10% de glycérol dans PBS IX 

12-Incuber IO min à 37°C 

13-Enlever la solution de glycérol et laver deux fois avec PBS IX. 

14-Ajouter 2 ml de DMEM complet. 

15-Après 4 heures d'incubation, les cellules sont prêtes pour être soumises à nos conditions expérimentales. 

C/DOSAGE DE L'ACTIVITÉ CAT: 

i-Conseils et astuces : 

A l'inverse de la technique qui utilise les plaques TLC, celle-ci fait appel à l'extraction par xylène. cette 

technique est rapide et donnent des résultats quantitatifs. 

ii-Matériels et solutions : 

Compteur de scintillation liquide (LKB 1214 Rackbeta) 

Solution A: 

15 mM Tris-HCl, pHS 

60mMKCl 

I5mMNaCl 

2mMEDTA 

O,I5mM Spermine 

ImMDTT 

0,5mMPMSF 

ButyrylCoA (Sigma), 5mg/ml dans du DMSO 
14C chloramphénicol (200 J.1Cilml) 

Xylène 100% 

iii-Protocole : 

1- Laver les cellules par du PBS lX froid 

2- Récuperer les cellules dans 1 ml de PBS lX 

3- Centrifuger à 3500 rpm pendant 10 min 
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4- Resuspendre le culot dans 150 111 du tampon A 

5- Réaliser 4 cycles de congélation/décongélation 

6- Centrifuger à 15 000 rpm pendant 15 min à 4°C 

7- Incuber le surnageant à 70°C pendant 10 min 

8- Centrifuger à 15 000 rpm pendant 10 min, et récupérer le surnageant 

9- Mélanger (par tube): 

2,5 Jll 2M Tris-HCI, pH 8 

2,5 111 ButyrylCoA 

10 à 25 111 d'extrait de l'étape 8 

10 111 de 0,01J.1CiiJ.1l C14 chloramphénicol 

Qsp 50 111 par H20 

10-Incuber pendant 90 min à 3 7°C 

11-Ajouter 200 111 de xylène. Vortexer pendant 15 secondes 

12-Centrifuger à 10 000 rpm pendant 10 min 

13-Récuperer la phase supérieure (contient le chloramphénicol acétylé) 

14-Ajouter 100 Jll d'H20, vortexer et centrifuger à 10 000 rpm pendant 5 min 

15-Collecter la phase supérieure et mesurer la quantité de [ 14C]chloramphénicol acétylé au compteur 

à scintillation. 

PARTIE III : PURIFICATION ET ANALYSE DE PROTEINES : 

Al SUREXPRESSION ET PURIFICATION DE PROTEINES RECOMBINANTES : 

i-Réferences: Quiagen et Christophe Rachez. 

ii-Notes: Ce protocole a été mis au point dans notre laboratoire par Christophe Rachez pour la purification 

du récepteur de l'acide rétinoïque humain (hRARa ), mais il peut être appliquer également à n'importe 

quelle protéine portant six histidines. 

iii-Matériels et solutions : 

Milieu LB et antibiotiques ( ampicilline et kanamycine) 

2M IPTG (1g/2ml) 

Lysozyme (200 mg/ml dans du PBS) 
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Deoxycholate (DOC) 5% 

DNasei 

IMMgC12 

Résine NiT A (Quiagen) 

Imidazole 

PBSIOX 

TamponPN1: 

2XPBS 

0,4MNaCl 

Tampon PNG~ : 

2XPBS 

0,4MNaCl 

Tampon IuKJo_: 

5mM P-mercaptoéthanol 

Ajuster au pH 7.3 

Tampon PNGI40 (50ml) : 

1 Oml I1000 + 40 ml PNGI0 

iv-Protocole: 

a./ Préparation de l'extrait : 

20% glycérol 

Ajuster au pH 7.3 

Tampon PNGI200 (50ml) : 

2ml I1000 + 48 ml de PNGI0 

1 Lancer une préculture bactérienne (50 ml) toute la nuit à 37°C. 

2- Inoculer 500 ml de LB par la préculture. 

3- Induire la culture par lmM IPTG, quant la 00600 de celle-ci atteint 0,6 à 0,8. 

4- Laisser incuber à 3 7°C pendant 4 à 5 heures. 

5- Centrifuger à 4000 rpm pendant 30 min, à 4°C. 

6- Resuspendre le culot par du PBS IX froid. 

7- Centrifuger comme dans l'étape 5. 

8- Reprendre le culot par 10 ml de PNI0 P froid. 

9- Ajouter du Lysozyme (150jlg/ml). 

10-Incuber 30 min dans la glace. 

Il-Ajouter du DOC (0,05%) et incuber 30 min dans la glace. 

12-Soumettre l'extrait à 5 cycle d'ultasons (amplitude= 15%, temps= 5 secondes). 

13-Centrifuger à 10 OOOg, pendant 30 min à 4°C. 

Le surnageant est prêt pour l'étape de phosphorylation. 
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P!Purification de la protéine recombinante : 

14-500 J.ll de la résine NiT A est placé dans une colonne. 

15-La résine est lavée par 10 ml de PNGio. 

16-Appliquer 5 ml du surnageant de l'étape 13 sur la résine (avec un débit de lOml/heure). 

17-Laver la résine par PNGiojusqu'à ce que la D0280 = 0 (environ 80 ml). 

18-Laver avec PNGI40 toute la nuit (environ 200ml). 

19-Eluer la protéine recombinante par PNGI200 (collecter des fractions de 2ml). 

BI BETERODIMERISATION DE RARIRXR DANS UN MILIEU HETEROGENE: 

i-Réference: (Kurokawa et al., 1993) et Christophe Rachez 

ii-Matériels et solutions : 

- Plaque ELISA 

- [35S] RXR traduit in vitro 

- PBS lX 

- Tampon de liaison : 

-Hepes 

-KCl 

-p mercaptoéthanol 

- Nonidet-P40 

-Glycérol 

: 20mM (pH 7.8) 

: 130mM 

: lmM 

:0,05% 

:20% 

-Tampon A : 0,1% SDS + 0,4M HCI. 

iii Protocole : 

1- Déposer 50 J.ll de hRARa purifié (20J.tg/ml) dans chaque puit d'une plaque ELISA Diluer par 

lOOJ.ll de PBS lX et incuber toute la nuit à 4°C sur un agitateur rotatif 

2- Laver deux fois par lOOJ.ll PBS lX. 

3- Ajouter 150 J.ll de 5% sérum dans du PBS lX, incuber à 4°C pendant 2 à 3 heures. 

4- Laver deux fois par lOOJ.ll PBS lX. 

5- Mélanger 25 J.ll [JSSJRXR et 725J.ll du tampon de liaison, déposer 30J.ll du mélange par puit, incuber 

1 à 2 heures à 4°C sur un agitateur rotatif 

6- Laver 3 à 4 fois par le tampon de liaison. 

7- Reprendre les protéines par lOOJll du tampon A Déterminer la radioactivité des échantillons par 
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le compteur à scintillation. 

Cl PHOSPHORYLA TION IN VITRO DE hRARœ PAR LA PKC : 

i-Matériels et Solutions : 

- hRARa purifié par le système His-tag en conditions non dénaturantes. 

- PKC (1860U/mg; 59,14flg/ml)(#CALBIOCHEM) 

-Tampon de phosphorylation (10X): 

Hepes : 200mM 

CaC12 : 20mM 

p -mercaptoéthanol : 1 OOmM 

MgCL2 : 1 OOmM 

Phosphatidylsérine 

TPA 

- [32P]ATP (1mCi/ml) 

ii-Protocole : 

1- Réaction de phosphorylation : 

: l5flg/ml 

: lOOmM 

hRARa : 20flg (20fll) 

PKC 

Tampon 

[32P]ATP 

2- Incuber 20 min à 30°C 

: 0,5fll 

: 2,5fll 

: 2,5fll 

3- Stopper la réaction en ajoutant par 25% TCA. 

DIHYDROLYSE ACIDE DES PROTEINES MARQUEES AU [32P] : 

i-N ote : Ce protocole nous permet d'identifier les résidus phosphorylés sur une protéine (phosphosérine, 

phosphotyrosine et phosphothréonine). Les résidus phosphohistidine sont instables dans les conditions 

acides. 

l@f' la pyridine est trés toxique, travailler sous une hotte chimique. 

ii-Matériels et solutions : 

-Membrane PDVF -Phosphotyrosine, phosphosérine et phosphothréonine (#Sigma) 

-Méthanol -Plaque TLC cellulose (#Aldrich) 
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-Pyridine 

-[32P]ATP 

-HC15,7N 

-Azote (gaz) 

Tampon A : Acide acétique 5% 

Pyridine 0,5% 

pH3,5 

iii-Protocole : 

-Ninhydrine et un vaporisateur 

-Matériel d'électrophorèse et de transfert 

-Appareil d'électrophorèse horizental 

1- Après phosphorylation, les protéines sont séparées par PAGE-SDS 12%. 

2- Electrotransfert sur membrane PVDF : 

a- Laver la membrane pendant 10 min avec du méthanol 

b- Laver la membrane pendant 30 min avec le tampon de transfer 

c- Assembler l'appareil de transfert et effectuer l'électrotransfert pendant 3 heures à 

60 volts 

3- Récupérer la membrane et laver 3 fois avec de l'eau distillé (1 litre) 

4- Sécher et autoradiographier la membrane 

5- Couper les bandes de la membrane qui contiennent la protéine marquée 

6- Imbiber ces morceaux de la membrane par du méthanol (1 min) puis avec de l'eau (1 min) 

7- Enlever l'excés d'eau par un papier whatman 

8- Placer les morceaux dans un nouveau tube Eppendorf contenant 200 Jll d'HCl 5, 7N 

9- Incuber à 11 0°C pendant 1 heure 

10-Centrifuger à 15000 rpm pendant 2 min 

11-Transférer le surnageant vers un nouveau tube et sécher au speedvac 

12-Reprendre le culot par 10 à 20J.1l du tampon A et ajouter 10J.1g de chaque acide aminé phosphorylé 

13-Déposer l'échantillon sur une plaque TLC (en minimisant la surface du dépôt, diamétre inférieur 

à 5 mm). Sécher avec un sèche cheveux. 
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Plaque TLC 
phosphocellulose 

+ 
pH 3.5 

Cuves contenant le tampon A 

Figure 40: Assemblage de l'appareil d'électrophorèse pour la séparation des 
phosphoaminoacides 
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14-Remplir les cuves d'électrophorèse avec le tampon A 

15-Imbiber 4 feuilles de papier whatman 3MM avec le tampon A 

16-Disposer les comme c'est illustré dans la Figure 36 

17-Lancer l'électrophorèse pendant 30 min à 1000 volts (30mA) à température ambiante 

18-La plaque TLC est séchée et colorée à la ninhydrine: 

a- Vaporiser de façon homogène de la ninhydrine sur la plaque 

b- Chauffer la plaque pendant 5-10 min à 1 00°C, jusqu'à l'apparition des taches bleues 

correspondant aux acides aniinés. 

19-La plaque est soumise à une autoradiographie à -70°C. 

El DETERMINATION DES SITES PHOSPHORYLES : 

i-Notes: 

Ce protocole est très long, mais il permet de répondre à deux exigences fondamentales : la pureté et la 

quantité. En effet, pour pouvoir déterminer sans ambiguïté les sites de phosphorylation il faudrait veiller 

à travailler avec une protéine très pur ( = 100%) et en quantité suffisante (minimum 50J.1g). Ce protocole 

est subdivisé en deux parties : 

- La purification à homogénéité 

-La digestion enzymatique, analyse par RP-HPLC et microséquençage 

ii-Purification : 

1- hRAR partiellement purifié par le système His-tag est mélangé avec du hRAR13
2P1, et analysé sur 

un gel préparatifPAGE-SDS 12%. 

2- Ce gel est coloré par une solution de KCl : 

a- Rincer le gel avec de l'eau 

b- Incuber le gel à 4°C pendant 30 min avec 0,25M KCl, lmM DTT, les bandes 

correspondantes aux protéines apparaissent blanches sur un fond noir 

W- Eviter la coloration au bleu de coomassie. C'est une technique qui fixe les protéines et entraîne 

une diminution très importante du rendement d'électroélution 

3- Couper les bandes qui contiennent la protéine qui nous intéressent et les soumettre à une électroélution 

dans l'appareil "BIOTRAP" (Scheleicher & Schuell), pendant 4-5 heures à 200volts dans du TAE 0,5X. 

-Pour obtenir une solution de protéine exempté de tris et de glycine on effectue une contre électroélution 

dans 1 OmM bicarbonate d'ammonium, 0, 1% SDS à 200volts, 2 fois 2 heures. 
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-Pour se débarasser de l'excés du SDS, l'électroéluat est soumis à une précipitation au TCA: 

a-Ajouter du TCA 50%, goutte à goutte à l'électroéluat jusqu'à atteindre 20% 

b- Bien mélanger et incuber 2 heures à 4 oc 
c- Centrifuger à 10000g pendant 15 min à 4°C 

d- Laver le culot par SOOJ.Ll d'Ethanol froid 

e- Centrifuger à 1 OOOOg pendant 5 min à 4 oc 
f- Sécher le culot au speedvac 

iii-Digestion enzymatique, RP-HPLC et microséquençage : 

1- Le culot est repris par SOfll de l'acide performique, incuber 1 heure à 4°C 

2- Diluer par O,Sml d'eau distillée, sécher au speedvac 

3- Resuspendre le culot (contenant la protéine oxydée) dans 50Jll de bicarbonate d'ammonium pH 8.15 

4- Ajouter 2flg de TPCK-Trypsin (1/SOe) et incuber à 37°C pendant 3 heures 

5- Vortexer 40 secondes, centrifuger 1 min à 10000g. Ajouter encore 2 Jlg (1/25e) de TPCK-Trypsine 

et incuber à 3 7°C toute la nuit. 

6- Le mélange trypsique est séché au speedvac et repris dans le tampon A (100% H20 et 0,1% TFA) 

7- L'échantillon est analysé par RP-HPLC : 

a- Une colonne C18 Deltapak semipréparative est équilibrée par le tampon A pendant 

2 heures avec un débit de 2 ml/min. 

b- La séparation des peptides trypsique se fait par un gradient d'acétonitrile : 

Temps (min) A(%) 

0-5 

15 - 175 

175- 177 

100 

20 

100 

Tampon B: 20% H20 + 80% Acétonitrile (Baker)+ TFA (0,085%) 

Les pramétres de l'analyse sont : 

- AUFs : 0,250 

- Pression : 500 psi 

- Débit : O,Sml/min 

-Longueur d'onde : 220 nm 

B(%) 

0 

80 

0 

8- Les pics radioactifs sont collectés, lyophilisés et microséquencés dans le service du Dr. Sautière 
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