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RESUME 

L'acide tout trans rétinoïque est le principal dérivé actif de la vitamine A. ll présente 

des activités pléiotropiques comme l'inhibition de la prolifération cellulaire, l'induction de la 

différenciation cellulaire ou la régulation de l'apoptose. Compte tenu de ses propriétés, 

1' acide rétinoique est utilisé dans le traitement de certaines affections cutanées et de certains 

cancers tant dans le domaine de la chimiothérapie que de la chimioprévention. Ceci explique 

les efforts considérables dans la recherche de nouvelles molécules à activité rétinoïde. 

L'activité des rétinoïdes est contrôlée par des récepteurs nucléaires, RARs et RXRs (a., pet 

y), qui régulent l'activation transcriptionnelle de gènes cibles spécifiques. Le développement 

de nouveaux rétinoïdes a permis d'aboutir à la synthèse d'agonistes et d'antagonistes 

spécifiques et sélectifs des différentes classes de RARs et des RXRs avec des applications 

thérapeutiques mieux définies. Pour comprendre les mécanismes d'interaction récepteur­

ligand, il est nécessaire de connaître la structure et la conformation du site de liaison au ligand 

des récepteurs nucléaires. La cristallographie de l'holo-LBD-hRARy a permis de mettre en 

évidence les acides aminés de la poche de liaison de 1 'acide rétinoïque. 

Nous avons principalement ciblé notre étude sur les trois résidus de tyrosine du 

domaine de liaison au ligand de RARa. et notamment sur le rôle déterminant de la tyrosine 

277. Par une approche biochimique indirecte utilisant un réactif spécifique des résidus de 

tyrosine, le tétranitrométhane, nous avons noté une inactivation dose dépendante de la liaison 

RARa.-eH]t-RA. Grâce au couplage HPLC-Spectrométrie de masse en mode électrospray, 

nous avons observé une protection par 1' acide tout trans rétinoïque contre la nitration de la 

tyrosine 277. La mutation de ce résidu de tyrosine 277 par une alanine engendre une 

diminution de 1 'affinité de liaison de 1' acide tout trans rétinoïque et de plusieurs ligands 

synthétiques agonistes et réduit considérablement 1' activité transactivatrice du récepteur. 

Cette tyrosine 277 est donc importante dans l'interaction RARa-ligand bien qu'elle ne 

semble pas orientée par comparaison au modèle moléculaire du LBD-hRARy, vers la poche 

de liaison au ligand. D'autres résidus d'acides aminés de la poche de liaison au ligand de 

RARa. ont également été étudiés. Les mutants obtenus ont des affinités de liaison et des 

activités de transactivation différentielles selon le ligand utilisé. Ces acides aminés semblent 

donc impliqués dans le mécanisme d'activation agoniste et antagoniste de RARa. 
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Revue 

générale 



Chap. 1: 

Les rétinoïdes 



1. Définition et historique des rétinoïdes 

Rétinoïde est un terme générique incluant les molécules naturelles et les composés 

synthétiques possédant une activité biologique spécifique semblable à la vitamine A encore 

appelée rétinol. L'intérêt pour les rétinoïdes a commencé au début du xx:ème siècle dès 

l'élaboration du rôle nutritionnel de la vitamine A. La vitamine A est un agent de croissance 

favorisant la multiplication cellulaire, un agent de régénération tissulaire, un protecteur des 

épidermes, exerçant une action anti-infectieuse. Elle permet surtout la régénération du 

pourpre rétinien ou rhodopsine, à l'obscurité. Ces dix dernières années, les recherches se sont 

concentrées sur les effets du rétinol au niveau des tissus épithéliaux. En effet, une avitaminose 

A entraine non seulement une xérophtalmie mais également une hyperkératose de la peau et 

des altérations de la différenciation normale des épithélia. Ces altérations sont observées dans 

différentes maladies de la peau et certaines peuvent évoluer vers une tumeur maligne. De ce 

fait, la détermination du rôle de la vitamine A et des rétinoïdes devint intéressante aussi bien 

pour les dermatologistes que pour les cancérologues. Néanmoins, les traitements 

dermatologiques et anticancéreux avec le rétinol n'ont pas donné les résultats escomptés car 

les doses nécessaires en vitamine A étaient beaucoup trop élevées et s'accompagnaient d'un 

syndrome d'hypervitaminose A mal toléré par les patients. Désormais, de nombreux 

rétinoïdes ont été testés expérimentalement et cliniquement dans 1 'espoir de découvrir des 

rétinoïdes plus efficaces avec le moins possible d'effets secondaires. Des métabolites 

physiologiques de la vitamine A tels que 1 'acide tout trans rétinoïque et 1' acide 9-cis 

rétinoïque, aussi bien que des centaines de rétinoïdes synthétiques analogues ont été testés 

dans différents programmes de recherche expérimentaux. Quelques rétinoïdes sélectifs ont été 

utilisés dans des essais cliniques ( Bollag W., 1996). 

ll. Vitamine A (rétinol) et rétinoïdes naturels 

La vitamine A et ses deux dérivés métaboliques, le rétinaldéhyde et 1' acide rétinoïque 

sont des isoprénoïdes insaturés essentiels à l'homme (fig 1). Par un processus réversible, la 

vitamine A est oxydée in vivo en rétinaldéhyde jouant un rôle important dans la vision. Le 

taux plasmatique normal en vitamine A chez l'homme est de 0,35 à 0,75 mg/1. L'acide 

rétinoïque est le principal dérivé de la vitamine A, il peut remplacer 1' action du rétinol en cas 

d'avitaminose pour la croissance et la différenciation épithéliale. Contrairement aux esters de 

rétinol qui sont stockés dans le foie, 1 'acide rétinoïque n'est pas conservé mais rapidement 

14 
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Fig. 1 : Stmcture des rétinoïdes naturels (Means A.L. et Gudas L.J., 1995) 



excrété. Le taux normal dans le plasma humain d'acide tout trans rétinoïque est de 0,55 à1,20 

f.lg/1 et de 0,80 à 2,40 f.lg/1 pour 1' acide 13-cis rétinoïque (Orfanos C.E. et al., 1997). 

1. Biosynthèse de l'acide rétinoïque et son métabolisme 

Les sources alimentaires de la vitamine A sont la provitamine A végétale (f3-carotène) 

et les esters de rétinol d'origine animale (Oison J.A. 1989; Blomhoff Ret al., 1992). Le f3-
carotène est converti en rétinol dans les entérocytes avant d'être stocké dans le foie sous la 

forme d'esters de rétinol. Le rétinol est en majeure partie transformé en acide rétinoïque avant 

de se lier aux récepteurs nucléaires. Comme les rétinoïdes seuls sont insolubles et instables, 

ils sont solubilisés, protégés et transportés par des protéines spécifiques qui maintiennent la 

régulation homéostasique des rétinoïdes indépendamment des réserves alimentaires. Ainsi le 

mécanisme contrôlant le niveau intracellulaire de l'acide rétinoïque est unique et consiste en 

une série de systèmes de transport impliquant des protéines de transport extracellulaires 

(Goodman D.S., 1984, Soprano D.R. et al., 1994), des récepteurs de la membrane plasmique 

(Bavik C.O. et al., 1992 ; Molaba L. et al., 1993), des protéines de transport intracellulaires 

(Ong D.E. et al., 1994) et finalement les récepteurs nucléaires des rétinoïdes. 

1.1. Transport extracellulaire du rétinol 

La protéine de transport physiologique du tout trans rétinol chez les vertébrés est la 

sRBP (serum retinol binding protein) synthétisée dans les hépatocytes. Le rétinol (Roi) est 

secrété par le foie sous la forme du complexe Rol-RBP. Ce complexe circule dans le plasma 

en association avec une autre protéine, la transthyrétine (TIR préalablement appelée 

préalbumine). La RBP est formée d'une simple chaîne polypeptidique de 21 kDa contenant 

un seul site de liaison pour une seu1e molécule de rétinol. La formation du complexe Rol­

RBP-TTR empêcherait le rétinol associé à la RBP d'être filtré par les gloméru1es et catabolisé 

au niveau du rein. Après distribution du rétinol au niveau des cellules cibles, la RBP libre 

( apoRBP) perd son affinité pour la TTR, puis est éliminée de la circulation sanguine par le 

rein (Goodman D.S., 1984, Soprano D.R. et al., 1994, Siegenthaler G., 1996). La majeure 

partie du rétinol qui reste dans le plasma peut ainsi être recyclée environ 10 fois avant d'être 

irréversiblement utilisée. 
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1.2. Transport intracellulaire et métabolisme de l'acide rétinoïque 

Dans la plupart des tissus, le rétinol non estérifié s'associe à une protéine, la CRBP 

(Cellular Retinol Binding Protein) (Boerman M.H.E. et Napoli J.L., 1996). Ainsi l'holoCRBP 

constitue le substrat le plus abondant pour la biosynthèse de 1 'acide rétinoïque. A ce niveau, 

le complexe Rol-CRBP est soit reconnu par la LRAT (Lécithine : Rétinol-AcylTransférase) 

pour 1 'estérification du rétinol en ester de rétinol, soit il subit la première étape de la 

biosynthèse, c'est-à-dire l'oxydation du rétinol en rétinal. Plusieurs enzymes sont impliquées 

dans le métabolisme du rétinol (Duester G., 1966) (fig 2). La principale est la rétinol 

déshydrogénase (RoDH) microsomale (ou SDR) qui possède une forte affinité pour 

l'holoCRBP (Napoli J.L. et al., 1995). Cette enzyme de 25 à 35 kDa est exprimée dans le foie 

et les tissus extrahépatiques et elle catalyse une réaction réversible grâce au cofacteur NADP. 

Néanmoins, il existe une autre voie de synthèse du rétinal grâce à la RoDH cytosolique (ou 

ADH 1) dont le substrat est l'holoCRBP (Boerman M.H.E. et al., 1996). L' ADH 1 du foie 

catalyse l'oxydation du rétinol en rétinal en présence de NAD (réaction réversible). C'est une 

enzyme cytosolique, dimérique, zinc-dépendante, de 40kDa. Elle est inhibée en présence 

d'apoCRBP, la synthèse étant alors favorisée par l'intermédiaire de la RoDH microsomale. 

L'apoCRBP inhibe également l'action de la LRAT mais stimule l'activité de la REH (Rétinyl 

Ester Hydrolase). Ensuite le complexe CRBP-rétinal est catabolisé de façon irréversible en 

acide rétinoïque par l'intermédiaire de la RalDH cytosolique (RétinalDéhydrogénase), dont 

au moins 4 formes majoritaires ont été identifiées et qui est NAD ou NADP-dépendante. En 

parallèle, il existe un second mécanisme d'oxydation irréversible du rétinal en acide 

rétinoïque impliquant quelques membres de la famille des cytochromes P 450 (White J.A. et 

al., 1997, Abu-Abed S.S. et al., 1998). P 450 1 Al, la forme la plus active et P 450 1 A2 sont 

capables d'oxyder les isomères tout trans ou 9-cis rétinal en isomères d'acide rétinoïque 

correspondants. ll est également intéressant de noter qu'il existe une CRBP TI (56% d'acides 

aminés identiques avec la structure primaire de CRBP 1) qui se localise exclusivement dans 

l'intestin chez l'adulte et qui lie le rétinol et le rétinal avec une affinité équivalente à la CRBP 

1. Son rôle serait de diminuer le taux de conversion du rétinal en acide rétinoïque et d'être par 

conséquent un substrat pour la LRAT et la réductase microsomale. Cette protéine 

interviendrait dans le contrôle de la production d'acide rétinoïque après absmption du ~­

carotène et donc au niveau de son métabolisme. 

L'acide rétinoïque agit par l'intermédiaire de deux familles de récepteurs nucléaires, 

les RARs et les RXRs, qui jouent le rôle de facteurs de transcription ligand-dépendants. 
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Cependant, deux protéines cytoplasmiques capables de lier 1 'acide rétinoïque, les CRABP I et 

II, sont retrouvées chez tous les vertébrés et sont fortement conservées (V enepally P. et al., 

1996). Ces protéines, de par leur expression selon une distribution particulière chez 

1' embryon de souris à toutes les étapes du développement, semblent intervenir dans la voie de 

signalisation des rétinoïdes. ll a été proposé que les CRABPs pouvaient de façon spatio­

temporelle contrôler le niveau intracellulaire de 1' acide rétinoïque "libre" capable de se lier 

aux récepteurs nucléaires. Les CRABPs pourraient de manière passive retenir l'acide 

rétinoïque afin de maintenir la concentration d'acide rétinoïque intracellulaire au niveau d'un 

seuil tolérable et éviter ainsi des effets tératogènes, et/ou agir comme modulateur du 

catabolisme de l'acide rétinoïque (Morriss-Kay G., 1993, Fiorella P.D. et Napoli JL., 1991, 

Boylan J.F. et Gudas L.J., 1992). Les CRABPs pourraient également être impliquées dans le 

transfert de l'acide rétinoïque du cytoplasme aux récepteurs nucléaires (Takase S. et al., 

1986). Cependant, Gorry P. et al. ont montré par la viabilité de souris dépourvues de CRABP 

I et II que ces protéines ne possédent pas un rôle crucial au cours du développement (Gony P. 

et al., 1994, Lampron C. et al., 1995) et que par conséquent, elles ne semblent pas 

directement impliquées dans la voie de signalisation des rétinoïdes. 

2. Activités biologiques des rétinoïdes 

Les rétinoïdes sont des composés aux actions pléiotropiques. Leurs nombreuses 

propriétés permettent de les utiliser en prévention et en thérapie cancéreuse : inhibition de la 

prolifération cellulaire, induction de la différenciation cellulaire, régulation de 1 'apoptose (ou 

mort cellulaire programmée), immunomodulation, inhibition de 1'angiogénèse et influence 

sur l'expression d'oncogènes ou de gènes suppresseurs de tumeur. Les rétinoïdes ont un effet 

inhibiteur sur la carcinogénèse des animaux. lls retardent ou préviennent le développement 

des tumeurs de la peau, du poumon, de la vessie, du sein et d'autres organes. De plus, ils 

possèdent d'autres propriétés importantes en dermatologie telles qu'un effet antikératinisant 

et un effet protecteur contre les agressions photosensibilisantes. Chaque rétinoïde possède un 

profil de propriété propre qui lui permet d'être utile et spécifique en dermatologie clinique ou 

en oncologie. De plus, il a été montré qu'une carence aussi bien qu'un excès de rétinoïdes 

pouvait conduire à des malformations embryonnaires. Des études récentes tentent d'élucider 

le rôle des rétinoïdes dans le développement embryonnaire (Means A.L. et Gudas L.P., 1995, 

Lohnes D. et al., 1995). 
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2.1. Développement 

Les rétinoïdes, métabolites de la vitamine A, sont fortement impliqués au cours du 

développement embryonnaire des vertébrés. Le rôle majeur de l'acide rétinoïque dans le 

développement a longuement été étudié dans le cas de la morphogenèse des membres de 

poulet. L'organisation antéro-postérieure des membres, en particulier l'apparition ordonnée 

des différents doigts, semble dépendre de l'activité d'une région du mésenchyme postérieur 

des bourgeons de membre appelée zone à activité polarisatrice (ZP A). En effet, la greffe de 

cellules du mésenchyme postérieur des bourgeons de membre dans la partie antérieure d'un 

bourgeon hôte provoque une spectaculaire duplication en miroir de 1' arrangement des doigts 

(Saunders J.W. et Gasseling M~T., 1968). Tickle C. et al. ont montré l'implication des 

rétinoïdes dans ce processus en remplaçant la greffe de ZP A par 1 'implantation d'une bille de 

gel imprégnée d'acide tout trans rétinoïque (Tickle C. et al., 1982). Les mêmes effets de 

duplication ont été observés, définissant ainsi 1 'acide tout trans rétinoïque comme l'agent 

morphogène (fig 3). Néanmoins des études plus approfondies ont montré que le t-RA n'était 

pas le morphogène direct mais déclenchait une cascade d'inductions de gènes à l'origine de la 

morphogenèse des membres (Noji S. et al., 1991; Wanek N. et al., 1991). En fait, l'une des 

conséquences produites par la ZPA ou par le t-RA et ses récepteurs est la régulation 

d'expression de certains gènes impliqués dans les mécanismes de morphogenèse telle que la 

famille des gènes hox chez 1 'Homme et la Souris ainsi que le gène sonic hedgehog (Means 

A.L. et Gudas L., 1995) et des gènes de facteurs de croissance. De plus, il est établi qu'une 

carence en vitamine A ou un excès d'acide rétinoïque peut entraîner des effets tératogènes 

chez 1' embryon. La plupart des études sur les effets tératogènes se focalisent sur 1 'action de t­

RA et de ses stéréoisomères 9-cis et 13-cis RA, ainsi que de l'acide 3,4-didéhydrorétinoïque 

et 1 'acide 4-oxo-rétinoïque. Deux autres dérivés du rétinol, 1 'anhydrorétinol et le 14-hydroxy-

4,14-rétrorétinol (14-HRR) jouent également un rôle important dans la croissance de certaines 

lignées cellulaires. Au début du développement des vertébrés, 1' axe central antéro/postérieur 

(comprenant le tube neural) se constitue et le t-RA exogène peut provoquer de profonds effets 

tératogènes sur la formation de cet axe et des structures qui en dérivent. L'acide rétinoïque 

induit une large variété de malformations chez les vertébrés impliquant les structures 

cranofaciales, cardiaques, le thymus et le système nerveux central (Means A.L. et Gudas L., 

1995). Les effets tératogènes des rétinoïdes au niveau de la différenciation pro:ximo/distale et 

du développement antéro/postérieur indiquent que les rétinoïdes endogènes jouent un rôle à 

ce niveau. 
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2.2. Prolifération - Différenciation cellulaire - Apoptose 

- Prolifération et différenciation cellulaire 

Le rôle majeur des rétinoïdes réside dans leur activité de différenciation cellulaire et 

tissulaire. Les effets des rétinoïdes ont été étudiés sur de nombreuses lignées cellulaires et 

plus particulièrement sur la lignée promyélocytaire de leucémie humaine HL-60 qui se 

différencie en granulocytes sous l'effet de t-RA (Breitman T.R. et al., 1980) ainsi que sur la 

lignée cellulaire F9, cellules de carcinome de souris embryonnaire qui se différencient en 

endoderme pariétal. La différenciation cellulaire se caractérise donc par une réduction de la 

prolifération cellulaire, une augmentation de la capacité d'adhésion des cellules, une 

diminution des propriétés invasives, 1 'expression de marqueurs spécifiques d'un type 

cellulaire. Ces phénomènes sont en fait le résultat d'une altération de l'expression de 

nombreux éléments de la machinerie cellulaire comme des hormones peptidiques (hormones 

de croissance), des facteurs de croissance et leurs récepteurs (EGF, TGF, interleukines, 

interférons), des facteurs de transcription, des protéines de structure, des enzymes ( ornithine 

décarboxylase, alcool déshydrogénase) (Gudas L.J. et al., 1994). 

-Apoptose 

L'apoptose est régulée par un grand nombre de gènes et joue un rôle essentiel dans les 

processus biologiques fondamentaux tels que le développement embryonnaire et foetal et le 

maintien de l'homéostasie cellulaire et tissulaire (Steller H., 1995). Le processus de mort 

cellulaire programmée est généralement défini par les critères morphologiques suivants : une 

individualisation des cellules, une condensation et une fragmentation nucléaire puis une 

fragmentation cytoplasmique générant des corps apoptotiques. Ces dernières années, des 

études génétiques, biochimiques et cellulaires ont montré que 1' apoptose pouvait être 

déclenchée par toute une variété de signaux intrinsèques ou extrinsèques et par conséquent, 

dans certains cas, par les rétinoïdes via les récepteurs nucléaires activant la transcription de 

gènes liés au processus apoptotique. Cependant, bien qu'actuellement de nombreux travaux 

démontrent leur implication, leur rôle est encore mal défini. 
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2.3. Thérapeutique 

2.3.1. Thérapeutique des hémopathies malignes 

L'altération des récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque est un modèle de base de 

cancers humains, incluant la leucémie à promyélocytes aiguë (APL). L'APL est une variété 

de leucémie aiguë myéloïde à caractères très spécifiques (Degos L. et al., 1994): 

morphologiques (prolifération de promyélocytes anormaux bloqués à ce stade de 

différenciation), cytogénétiques (translocation 15;17 entraînant une fusion entre le gène de la 

protéine promyélocytaire leucémique (PML) situé sur le chromosome 15 et le gène codant 

pour le RARa situé sur le chromosome 17 (fig 4)) et des troubles de la coagulation. Cette 

maladie est un des modèles clés de la thérapie de différenciation utilisant 1' acide rétinoïque en 

association à la chimiothérapie conventionnelle pour induire la différenciation de cellules 

blastiques avec une rémission complète chez les patients dans 70% des cas (Chomienne C. et 

al., 1990, Huang M. et al., 1988). Ainsi les rétinoïdes apparaissent être des régulateurs 

essentiels de la différenciation. En dehors de l'APL, d'autres hémopathies ont été traitées par 

les rétinoïdes telles que les syndromes myélodysplasiques (Greenberg B. R. et al., 1985), le 

syndrome myélomonocytaire chronique de l'enfant (Castelbeny R.P. et al., 1994), les 

leucémies aiguës autres que 1 'APL et le myélome multiple (V es ole D. et al., 1993 ). Toutefois, 

les résultats obtenus sont plus modestes et restent dans 1' ensemble à démontrer. 

2.3.2. Thérapie cancéreuse et chimioprévention 

Par leurs effets sur la prolifération, la différenciation cellulaire et 1 'apoptose, les 

rétinoïdes exercent un large champ d'action sur de nombreuses tumeurs humaines. Ils 

inhibent les effets transformants des carcinogènes chimiques, physiques ou viraux. Ils 

répriment également le développement des tumeurs dans plusieurs modèles carcinogèniques. 

Actuellement, peu d'essais ont permis de vérifier les effets des différents rétinoïdes en 

thérapie anticancéreuse. Cependant, il est possible d'en citer quelques-uns déjà réalisés. Le 

Xeroderma pigmentosum, par exemple, maladie cutanée héréditaire caractérisée par 

l'apparition de kératose dès que le sujet s'expose à la lumière, peut être traitée par le 13-cis 

RA. De plus, après arrêt du traitement, une diminution drastique d'incidence de nouvelles 

lésions est observée. Ceci permet donc de suggérer que les rétinoïdes bloquent une des 

dernières étapes de la carcinogénèse. D'autres modèles prouvent que les rétinoïdes empêchent 
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la carcinogénèse chez les individus porteurs de lésions prémalignes qui présentent un haut 

risque de développer un cancer des voies aérodigestives (De Thé H. et Degos L., 1997). 

Au ru veau des cellules pulmonaires, les rétinoïdes agissent sur l'épithélium 

bronchique normal en induisant la synthèse des mucines et en bloquant la différenciation 

squameuse aberrante (Wu R. et al., 1990 et Setten A.M. et al., 1992). De plus, une déficience 

en vitamine A est associée au développement de métaplasies squameuses de 1' épithélium 

bronchique et favorise par conséquent, la susceptibilité de développer un cancer du poumon 

(Benner S.E. et al., 1995 Hong W.K. et Itri L.M., 1994). Actuellement, plusieurs essais de 

prévention du cancer du poumon ont été réalisés sur des animaux en utilisant la vitamine A et 

différents rétinoïdes. Les rétinoïdes, seuls ou en combinaison avec un antioestrogène ou des 

interférons, inhibent également in vitro la croissance cellulaire à partir de tumeurs du cancer 

du sein (Lama G. et al., 1996). Malheureusement, des essais cliniques chez des patients 

atteints de cancer du sein à un stade tardif n'ont pas montré de rémission significative par un 

traitement avec les rétinoïdes. Par conséquent, ces études indiquent que les rétinoïdes 

possèdent une activité inhibitrice sur les cellules cancéreuses en début de progression 

tumorale et que leur efficacité diminue dès que la tumeur devient plus invasive. 

Ces différents résultats d'essais cliniques prouvent qu'il est indispensable de 

développer d'autres rétinoïdes de synthèse plus efficaces et moins toxiques. De plus, jusqu'en 

1996, l'utilisation de t-RA comme agent anticancéreux était basée sur sa capacité à inhiber la 

prolifération cellulaire et à promouvoir la différenciation de certaines cellules néoplasiques. 

Cependant, let-RA se comporte différemment selon les conditions de culture et pourrait dans 

certains cas stimuler la prolifération cellulaire (Takatsuka J. et al., 1996). TI serait donc 

possible d'établir une corrélation entre l'inhibition de la prolifération cellulaire par t-RA et le 

métabolisme intracellulaire de t-RA. Des cellules qui favoriseraient l'oxydation de t-RA ne 

proliféreraient pas alors que des cellules ne métabolisant pas 1 'acide rétinoïque stimuleraient 

la prolifération. De ce fait, il serait possible d'établir de nouvelles stratégies de thérapie 

cancéreuse par les rétinoïdes, en excluant l'idée que le t-RA seul inhibe la prolifération 

cellulaire. De plus, en développant des rétinoïdes de synthèse plus actifs et moins toxiques 

que les rétinoïdes naturels, il serait possible de cibler davantage les tissus malins et de mieux 

adapter les traitements. 
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2.3.3. Dermatologie : acné et psoriasis 

La peau humaine est composée de 1 'épiderme qui recouvre le derme. Les 

kératinocytes sont les cellules majoritaires de l'épiderme. lls migrent de la couche basale où a 

lieu la division cellulaire, au travers des couches suprabasales pour former après une étape 

terminale de différenciation, une barrière protectrice en surface, la couche cornée. Une simple 

application de t-RA à 0,1% pendant 4 jours stimule la prolifération des kératinocytes, 

augmentant ainsi le nombre de cellules de la couche épidermique et par conséquent 

l'épaisseur de l'épiderme (Fisher G.J. et al., 1991). Ainsi, in vivo, les rétinoïdes stimulent la 

prolifération des kératinocytes. Le psoriasis est la maladie la plus connue traitée par les 

rétinoïdes. Bien que les rétinoïdes utilisés en monothérapie aient un effet modéré dans le 

traitement de plaques de psoriasis, ils représentent un puissant adjuvant dans les multiples 

combinaisons pharmacologiques établies selon le type et l'étendue du psoriasis. L'acné 

caractérisé par une augmentation de la production de sébum, la formation de comédons, la 

colonisation bactérienne et l'inflammation est également traité par différentes combinaisons 

de rétinoïdes, de façon locale ou par voie orale, en association avec des antibiotiques. Les 

rétinoïdes sont donc des agents thérapeutiques très importants en dermatologie, en particulier 

dans le traitement du psoriasis et d'autres maladies impliquant une hyperkératinisation. 

m. Rétinoïdes de synthèse 

La vitamine A, le t-RA et ses dérivés sont essentiels à divers événements biologiques. 

Cependant, leur utilisation clinique reste limitée compte tenu de leurs effets toxiques et 

tératogènes. ll était donc nécessaire de synthétiser de nouvelles molécules à activité rétinoïde 

pour tenter de palier ces problèmes. (Définition des différents termes caractérisant les 

ligands : tab. 1 ). 

1. Définition 

Jusqu'en 1982, les rétinoïdes étaient chimiquement définis comme "des diterpènoïdes 

dérivant d'un composé parent monocyclique contenant 5 doubles liaisons carbone-carbone et 

un groupement fonctionnel à l'extrémité terminale d'une portion acyclique" (IUPAC-ITJB). 

Par cette définition, les rétinoïdes étaient réduits aux composés proches du rétinol. Or, 
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Ligand 

Ligand agoniste 

Ligand spécifique 

Ligand sélectif 

Ligand panagoniste 

Ligand antagoniste 

Ligand agoniste inverse 

DEFINITIONS 

Molécule douée d'une capacité d'interaction avec un récepteur 

Composé qui induit 1 'activité transcriptionnelle via les récepteurs 
nucléaires 

Ligand interagissant de façon saturable et de haute affinité avec son 
récepteur 

Ligand capable de reconnaître particulièrement une sous-classe de 
récepteur 

Molécule qui se lie aux deux classes de récepteurs (RAR et RXR) 

Composé qui bloque l'action d'un ligand agoniste 

Composé capable de réprimer 1 'activité transcriptionnelle basale du 
récepteur en absence de ligand agoniste 

Tab 1 : Définitions des termes caractérisant les ligands 
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plusieurs composés présentent une activité similaire au t-RA avec une structure nettement 

différente de celle décrite précédemment. La définition proposée par Spom M.B. est alors 

plus biologique : "un rétinoïde est une substance qui peut induire une réponse biologique 

spécifique par liaison et activation d'un récepteur spécifique ou d'une série de récepteurs" 

(Spom M.B. et al., 1986). 

2. Evolution structurale des rétinoïdes 

Les rétinoïdes actuels présentent des structures très éloignées de t-RA et définissent 

trois générations de dérivés. 

-Les rétinoiiles de première génération 

lls proviennent de la modification de 1' extrémité polaire de la chaîne latérale 

polyènique de t-RA. lls se distinguent par la nature de leur groupement substituant (alcools, 

aldéhydes, acides, esters, amines, amides ou éthers), par la longueur de leur chaîne latérale et 

par le nombre et la position de doubles liaisons et de substituants méthyles. L'acide 13-cis 

rétinoïque (ou isotrétinoïne) est le premier exemple de molécule appartenant à ce groupe et 

est utilisé pour le traitement de 1 'acné. 

-Les rétinoiiles de deuxième génération 

lls sont obtenus par la modification de l'extrémité cyclique de la vitamine A par divers 

cycles ou hétérocycles, substitués ou non. Les composés les plus intéressants possèdent un 

cycle aromatique porteur de groupements méthyles, méthoxy ou d'halogènes. L' étrétinate 

utilisé dans le traitement du psoriasis et des dermatoses kératinisantes appartient à ce groupe. 

Les rétinoïdes de la première et de la deuxième génération correspondent à des analogues 

simples de 1 'acide rétinoïque et sont donc des polyènes. 

- Les rétinoiiles de troisième génération : aromatisation de la chaîne polyènique et 

modification du squelette carboné. 

lls sont toujours en cours de développement. lls regroupent les dérivés présentant 

différentes formes de cyclisation englobant 1' ensemble ou une partie de la chaîne polyènique 

et des modifications du squelette carboné. L'aromatisation de la chaîne polyènique s'est 
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avérée être une approche très intéressante dans l'obtention de nouveaux rétinoïdes. Dans un 

premier temps, des molécules contenant un cycle benzènique dans leur chaîne latérale, 

notamment au niveau de la double liaison 11E-13E, ont été synthétisées. Ces composés 

présentant une activité significative sur les cultures de cellules de la trachée ou de papillomes 

(Dawson M.l. et al., 1981; 1990), apportaient de nouvelles possibilités de synthèse de 

rétinoïdes. En parallèle, d'autres dérivés rétinoïdes aromatiques formés d'un double cycle ont 

été élaborés. La combinaison de l'aromatisation en C8-C18 et de l'aromatisation en C12-C14 a 

permis d'obtenir l'acide (5,6,7,8-tétrahydro-5,5,8,8-tétraméthylnaphthalamyl)propenyl 

benzoïque, le TTNPB (ou Rol3-7410) et son éthylester (arotinoïde), molécules possédant une 

très forte activité liée à leur nature stable et hydrophobe (Loeliger P. et al., 1980). Ensuite, en 

rigidifiant la structure de la molécule par l'introduction d'un nouveau cycle benzoïque, des 

composés naphtalèniques ont été obtenus comptant parmi eux le CD367 (acide 4(5,6,7,8-

tétrahydro-5,5,8,8-tétraméthyl-2-anthracényl benzoïque) présentant une activité similaire à 

celle de t-RA (Dawson M. et al., 1983). La modification du squelette carboné a permis 

d'obtenir des molécules de type amide tel que l'Am80 (acide 4-((5,6,7,8-tétrahyd.ro-5,5,8,8-

tétraméthyl-2-naphtalényl)carbamoyl)benzoïque) dont l'étude complète du métabolisme a été 

effectuée chez le rat (Mizojiri K. et al.,1997 a, b, c, d, e) et l'Am580 (acide 4-((5,6,7,8-

tétrahyd.ro-5,5,8,8-tétraméthyl-2-aphtalényl)carboxamido)benzoïque ou CD336) ou de type 

chalcone comme le Ch55 possédant une activité rétinoïde semblable à celle de t-RA 

(Kagechica H. et al., 1988; 1989 a, b, c ; Yamakawa T. et al., 1990). TI est intéressant de 

noter que le Ch55 ne se lie pas aux CRABPs, confirmant le fait que ces protéines ne jouent 

pas un rôle essentiel dans le mécanisme d'action des rétinoïdes (Jetten AM. et al., 1987, 

Takagi K. et al., 1988, Sato M. et al., 1988). 

Le développement de nouveaux rétinoïdes synthétiques a permis d'aboutir à la 

synthèse d'agonistes et d'antagonistes spécifiques et sélectifs des différentes classes de RARs 

et des RXRs avec des applications thérapeutiques mieux définies. 

3. Spécificité des ligands 

L'activité des rétinoïdes s'effectue grâce aux récepteurs nucléaires, les RARs et les 

RXRs, qui régulent l'activation transcriptionnelle de gènes par l'intermédiaire de sites 

spécifiques sur l'ADN ou grâce à la répression de facteurs de transcription AP-l qui sont en 
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général responsables de la prolifération cellulaire. Ces deux types de facteurs de transcription 

possèdent des mécanismes d'action distincts permettant l'identification de rétinoïdes 

spécifiques de chacun d'eux. 

3.1. Ligands spécifiques des RARs 

Les rétinoïdes régulent l'expression de gènes par l'intermédiaire de deux classes de 

récepteurs nucléaires : les RARs (a, B et y) (Allenby G. et al., 1994) et les RXRs. Chez 

l'animal adulte, la distribution cellulaire des RARs est spécifique. Par exemple, RARy est 

retrouvé principalement au niveau de la peau, RARB se localise au niveau du coeur, du 

poumon et de la rate, et RARa est ubiquitaire chez l'adulte et 1 'embryon. De plus, 

l'expression transitoire des différents RARs dans les tissus embryonnaires implique que 

chaque RAR possède un rôle déterminé au cours de 1' embryogenèse. Compte tenu de ces 

observations, des rétinoïdes sélectifs de chaque type de récepteur, permettraient un meilleur 

ciblage thérapeutique comparé aux ligands protagonistes des RARs (fig. 5). 

3.1.1. Ligands sélectifs de RARa 

Un progrès considérable dans la synthèse de ligands sélectifs a été effectué avec 

l' Am580. Cette molécule qui possède une liaison amide, se lie préférentiellement à RARa 

(K.agechika H. et al., 1988, Delescluse C. et al., 1991). En effet, le fait d'introduire une 

liaison amide polaire, hydrophile dans le squelette arotinoïde du TTNPB pour former 

l' Am580 présageait une diminution d'affinité de liaison de cette molécule par rapport au 

TTNPB pour les trois récepteurs a, B et y. Ceci s'est vérifié pour les récepteurs RARB et 

RARy mais pas pour RARa qui lie aussi bien l'Am580 que le ITNPB suggérant ainsi une 

stabilisation sélective dans l'interaction avec RARa grâce à la liaison amide. A la suite de 

cette observation, Teng M. et al., ont systématiquement greffé des groupements substituants 

sur les cycles aromatiques de façon à potentiellement affecter les propriétés de la liaison 

amide. De cette façon, ils ont identifié une série de composés analogues présentant une 

grande affinité de liaison et une forte sélectivité pour RARa. L'AGN193836 est le plus 

sélectif de ces composés pour RARa (Teng M. et al., 1996). Son affinitié de liaison pour 

RARB est de mille fois inférieure à celle pour RARa et non mesurable pour RARy. De plus, 

il favorise exclusivement la transactivation par RARa. (Ligands sélectifs de RARa : fig 6) 
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3.1.2. Ligands sélectifs de RARJ3 

Le ITNN (ou CD135), ligand sélectif partiel envers RARJ3 et RARy (Delescluse C. et 

al., 1991), est la molécule qui a servi de modèle de base à la synthèse du CD2019 et du 

CD417. Ils présentent chacun une sélectivité d'affinité de liaison partielle vis-à-vis de RARJ3 

(Martin B. et al., 1992) et le CD417 possède également une sélectivité pour RARP en 

transactivation. Le rétinoïde de type chalcone Ch55 est également un ligand P-sélectif. 

Chandraratna R.A.S. et al. ont développé une nouvelle génération de rétinoïdes 

sélectifs appartenant à la classe des rétinoïdes acétylèniques. Ils ont réduit la mobilité des 

molécules en remplaçant la chaîne polyènique de t-RA par une triple liaison linéaire. Le 

tazarotène (ou AGN190168) est le premier composé appartenant à cette nouvelle génération. 

C'est un éthylester avec un atome de soufre au niveau de son hétérocycle (permettant une 

oxydation rapide lors de son métabolisme). Le tazarotène, lui-même, ne lie ni les RARs ni les 

RXRs mais sa forme active, l'acide tazarotènique (obtenue après estérification) possède une 

sélectivité RARP et y, en plus de ses excellentes propriétés rétinoïdes (Esgleyes-Ribot T. et 

al., 1994, Chandraratna R.A.S., 1996). Des essais cliniques ont déjà débuté afin de mettre au 

point un traitement local de l'acné et du psoriasis par l'application d'un gel de tazarotène 

(Chandraratna R.A.S., 1997, Weinstein G.D. et al., 1997). D'autres ligands analogues 

comprenant une triple liaison et des substituants 1,2,3,4-tétrahydroquinoline et 3,4-(1H)­

dihydroquinolin-2-one, présentent aussi une activité biologique RARP et RARy sélective 

(Beard R.L. et al., 1997). Compte tenu de ces éléments, Johnson A.T. et al. ont imaginé une 

structure caractéristique apparaissant responsable de la spécificité RARP observée par 

1 'activité transactivatrice mais avec une faible influence sur la sélectivité de liaison. Cette 

nouvelle série de rétinoïdes comprend l'AGN193174 et l'AGN193639 de sélectivité RARp. 

Chacune de ces molécules est substituée en Cg du cycle dihydronaphtalène par un groupement 

2-thiényl. L' AGN193639 semble particulièrement intéressant. En effet, il a été montré qu'un 

groupement amide dans la partie reliant la région hydrophobe au groupe carboxyle attribuait 

une sélectivité de liaison et de transactivation RARa.. Cependant, à l'inverse, ce composé qui 

possède bien une liaison amide, ne transactive qu'en présence de RARP. D'où l'hypothèse 

suivante : la présence d'un groupement 2-thienyl en Cg du cycle dihydronaphtalène confere 

exclusivement une sélectivité de transactivation RARP (Johnson A.T. et al., 1996). De plus, 

par des essais de cotransfection en utilisant une concentration constante en t-RA, ils ont 
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observé une inhibition dose dépendante de l'activité transactivatrice de t-RA, démontrant la 

capacité de ses composés à agir comme antagonistes de t-RA via RARa et RARy. Ce type 

d'activité biologique a également été mis en évidence par le groupe de Gronemeyer qui a 

identifié des rétinoïdes synthétiques capables d'induire la transactivation par RAR~ et d'agir 

comme antagonistes vis-à-vis de t-RA en présence de RARa ou RARy (Chen J-Y. et al., 

1995). lls ont alors utilisé ces rétinoïdes pour mettre en évidence une dissociation possible des 

fonctions de transactivation et de transrépression des RARs. 

Plus récemment, de nouvelles molécules ont été synthétisées sur la base structurale du 

TTNN (Diaz P. et al., 1997) pour obtenir des molécules plus ou moins spécifiques de RAR~ 

et RARy. Ces acides naphtoïques selon la substitution de leur premier cycle benzénique par 

une fonction polaire (hydroxyle) en ortho ou un groupement adamantyle ou une liaison 

biaryle en para, présentent une prédisposition de sélectivité de liaison pour RARy. Ou alors, 

en l'absence d'une conjugaison de liaisons entre les deux groupements aryles, ils sont 

partiellement sélectifs de RAR~. (Ligands sélectifs de RARWy: fig 7, ligands sélectifs de 

RAR~ : fig 8). 

3.1.3. Ligands sélectifs de RARy 

RARy représentant une cible majeure de t-RA au niveau de la peau humaine, il était 

important de développer des rétinoïdes sélectifs de ce récepteur. L'adapalène ou CD271 a été 

le premier composé identifié comme partiellement sélectif de RAR~ et y (Bailly J. et al., 

1990). C'est un dérivé d'acide naphtoïque stable, substitué par un groupement adamantyle et 

une fonction méthoxy en C6 et C5 du cycle benzoïque respectivement et qui de part ses 

propriétés pharmacologiques spécifiques des rétinoïdes et ses capacités anti-inflammatoires, 

peut être utilisé dans le traitement de l'acné (Shroot B. et al., 1997). Par le remplacement du 

groupement méthoxy par un groupement hydroxyle, il en découle le CD437 (acide 6-(3-(1-

adamantyl)-4-hydroxy-phényl)-2-naphtoïque). Cette simple modification chimique est 

apparemment suffisante pour modifier la sélectivité RAR~ et y partielle en sélectivité RARy 

(Shroot B. et al., 1991 ). L'effet de ce groupement hydroxyle dans la sélectivité pour RARy est 

confirmé par les deux composés CD1530 et CD666 portant également un groupement OH au 

milieu d'une partie hydrophobe de la molécule (Bernard B.A. et al., 1992). 
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Parmi les ligands spécifiques des RARs, Graupner et al. ont montré la sélectivité de 

liaison pour RARy d'acides naphtoïques (Graupner G. et al., 1991). En s'appuyant sur ces 

résultats et ceux de Reczek et al., montrant une activité biologique préférentielle selon le type 

d'énantiomère (R) des ligands portant une fonction alcool (Reczek P.R. et al., 1995), Yu 

K.L.et al. ont émis l'hypothèse que la sélectivité du récepteur pouvait être due au type de 

liaison entre le groupement tétrahydrotétraméthylnaphtalène et l'acide naphtoïque. Ds ont 

alors synthétisé une série de dérivés de l'acide naphtoïque (appelée BMS) avec une 

configuration sp3 ou sp2 sur 1' atome de carbone central, sélectifs de RARJ3 et y (la molécule, 

BMS185354 encore appelée SR11254, substituée par un groupement oxime (=N-OH) est 

particulièrement sélective de RARy) (Yu K.L. et al., 1996). D'autre part, en construisant des 

molécules tronquées au niveau d'un des cycles du groupement d'acide naphtoïque (comme 

les dérivés du CD666), ils ont mis en évidence l'importance du cycle A dans la sélectivité p et 

y des acides naphtoïques (Yu K.L. et al., 1996).(Ligands sélectifs de RARy: fig 9). 

(En récapitulatif: ligands sélectifs des RARs : tab2). 

3.1.4. Antagonistes et agonistes inverses des RARs 

-Antagonistes 

Dans la famille des récepteurs stéroïdiens les effets d'antagonistes comme des anti­

progestatifs tels que le RU-486 ou des anti-oestrogènes tels que le 4-hydroxytamoxifène ont 

prouvé leur utilité clinique pour l'interruption volontaire de grossesse (Bygdeman M. et al., 

1994) et le traitement hormona-dépendant du cancer du sein (Jordan V.C. 1992). Apfel et al. 

ont synthétisé le premier antagoniste sélectif de RARa., le Ro41-5253 (Apfel C. et al., 1992). 

Ce composé neutralise l'effet de t-RA dans la différenciation des cellules HL-60, l'activation 

des lymphocytes B polyclonaux et l'activité transactivatrice de RARa.. Le mécanisme 

moléculaire permettant à un rétinoïde antagoniste de bloquer l'action d'un agoniste n'a pas 

encore été élucidé bien que des approches par digestion protéolytique du domaine E de 

RARa. et par cristallographie du domaine de liaison au ligand de ER en présence d'un ligand 

agoniste ou antagoniste (Brzozowski A.M. et al., 1997) ont montré l'induction d'un 

changement conformationnel différent par l'antagoniste (Keidel S. et al., 1994). 

Actuellement, hormis le Ro41-5253, il existe deux classes structurales d'antagonistes, 

les antagonistes dérivés à structure hétérocyclique contenant un acide benzoïque et les dérivés 
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w 
00 

Ligands Sélectivité 

t-RA a/Pfy 
9-cRA a/Pfy 
CD367 a/f3/y 
TTNPB a/Pfy 
Am80 a 
Am580 a 

AGN193836 a 
TTNN PlY 
CD271 PlY 
Ch 55 p 

CD2019 p 
CD417 p 

AGN193174 p 
AGN193639 p 

CD437 y 
CD1530 y 
CD666 y 

(NM: non mesurable) 

Activité de liaison Système Activité Type cellulaire Références 
KiK1 (nM) d'expression transactivatrice 

EC50(nM) 
RARa RARP RARy RA Ra RARP RARy 

13 5.5 3.5 COS-7 2.1 3.6 2.5 Hela Del~scluse C. et al. (1991) 
22 10.9 20 Baculovims 304 52 74 CV-1 Zhang L.; et al. (1996) 
3 4 1.5 COS-7 0.2 0.37 0.25 Hela Del es cluse C. et al. (1991) 

36 5 26 COS-7 30 3 2 Hela Bemard B.A. et al. (1992) 
22 280 1720 COS-7 1.5 6.9 149 Hela De1escluse C. et al. (1991) 
6 130 827 COS-7 0.36 '25 28 Hela Delescluse C. et al. (1991) 

8.4 7374 >30000 Baculovitus -700 NM NM CV-1 Teng M. et al. (1996) 
580 13 40 COS-7 Willhite C.C. et al. (1996) 
1100 34 130 COS-7 29 2 9 Hela Bemard B.A. et al. (1992) 
0.44 0.04 1.7 Sun S-Y. et al. (1997) 
920 26 160 COS-7 19.8 3.8 46.9 Hela Bemard B.A. et al. (1992) 

6500 36 426 COS-7 71.1 3.56 69.10 Hela Bemard B.A. et al. (1992) 
129 20 104 Baculovims NM 25 NM CV-1 Johnson A.T. et al. (1996) 
94 996 >104 Baculovims NM 115 NM CV-1 Johnson A.T. et al. (1996) 

6500 2480 77 COS-7 140 28.4 7.4 Hela Bemard B.A. et al. (1992) 
2750 1500 150 COS-7 37.5 28.5 1.8 Hela Bemard B.A. et al. (1992) 
2240 2300 68 COS-7 149 50.8 1.4 Hela Bemard B.A. et al. (1992) 

-- -----

Tab. 2 : K/K1 et EC50 de ligands sélectifs des RARs 



des acides acétylèniques. La première classe d'antagonistes a été élaborée par le groupe de 

Y amanaka (Yoshimura H. et al., 1995). Pour cela, ils ont supposé que le fait d'empêcher la 

rotation de la liaison centrale de la molécule entre une région hydrophobe et un groupement 

pyrazole, par l'introduction d'hétérocycles, affecterait la capacité de liaison et l'activité 

biologique des rétinoïdes. Par cette stratégie, ils ont découvert trois rétinoïdes fortement 

antagonistes possédant une structure de type acide benzoïque hétérocyclique. 

La seconde classe d'antagonistes des RARs, des rétinoïdes diarylacétylémiques tels 

que l'AGN193109, a été caractérisée par le groupe de Chandaratna. Ce sont de forts 

antagonistes de t-RA au niveau des trois types de RARs (Johnson A.T. et al., 1995). lls sont 

construits sur la base structurale de la triple liaison spécifique du tazarotène, agoniste sélectif 

de RAR~ et y, mais avec des substituants différents et encombrants. Par la suite, il s'est avéré 

que l'antagoniste, AGN193109, se comportait plus précisément comme un agoniste inverse 

(explication ci-après). 

D'autre part, cette structure a servi de modèle pour élaborer une nouvelle série 

d'antagonistes plus sélectifs de RARa. Teng M. et al. ont combiné la structure de ligands 

antagonistes des RARs avec des éléments structuraux procurant la sélectivité RARa pour 

obtenir des molécules antagonistes très sélectives telles que l' AGN194574 (Teng M. et al., 

1997). Ce composé est un puissant antagoniste de RARa, il inhibe complétement l'activité de 

t-RA avec des concentrations pratiquement équimolaires et de plus, il est très sélectif car 

même à une concentration cent fois supérieure à celle de t-RA, il ne supprime pas l'activité 

transactivatrice de RARy et ne bloque que partiellement celle de RAR~. D'autres molécules 

présentent également un antagonisme sélectif de l'un ou l'autre des récepteurs. C'est le cas du 

BMS185411 qui est un composé agoniste de RAR~ mais antagoniste de RARa (Yu K-L. et 

al., 1996, Ostrowski J. et al., 1998). 

Ces composés pourraient d'une part, être de véritables outils dans l'élucidation du rôle 

physiologique de RARa au cours du développement et chez l'animal adulte et d'autre part, 

être employés à des fins thérapeutiques. (Ligands antagonistes des RARs : fig 1 0). 

-Agonistes inverses 

Le concept d'agoniste inverse ou d'antagoniste négatif est né de l'étude de récepteurs 

couplés à la protéine G pour lesquels certains antagonistes inhibent 1' activité des récepteurs 
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en absence de ligand (De Lean A. et al., 1980, Costa T. et al., 1992 et Chidiac P. et al., 

1994 ). L'agonis te inverse est un ligand capable de réprimer 1 'activité basale d'un récepteur en 

absence d'un agoniste exogène. Comme nous l'avons décrit précédemment, une série de 

rétinoïdes acétylèniques substitués en C1, expriment une forte activité agoniste de la 

transactivation par les RARs (Johnson A.T. et al., 1995). Le groupe de Chandraratna a 

identifié selon le substituant en cl, deux groupes de ligands antagonistes : les agonistes 

inverses et les antagonistes neutres (Klein E.S. et al., 1996). lls ont constaté que les agonistes 

inverses étaient capables de réguler 1 'expression de gènes marqueurs de la différenciation 

(MRP-8) dans des cultures de kératinocytes, différemment d'un rétinoïde classique. Les 

antagonistes neutres de cette série possèdent en position 4 du groupement phényl, un atome 

d'hydrogène (AGN192870 ou CD31 05) ou de fluor substituant, alors que les substituants des 

agonistes inverses sont légèrement plus encombrants : un groupement méthyl pour 

l'AGN193109 ou CD3106, ou un groupement CF3 ou Cl. En effectuant des traitements 

simultanés d' AGN1931 09 et d' AGN193840, ils ont également constaté une compétition entre 

cet agoniste inverse et cet antagoniste au niveau de la répression de l'activité 

transcriptionnelle de RARy. Ce phénomène d'agonisme inverse pourrait s'expliquer par une 

rupture de l'équilibre entre les RARs seuls et l'association RARs-corépresseurs en faveur des 

RARs associés aux corépresseurs. Ainsi, l'AGN193109 pourrait soit favoriser l'intéraction 

des RARs avec des corépresseurs, permettant la régulation de l'expression aussi bien au 

niveau du récepteur qu'au niveau du "cross-talk" avec les autres récepteurs nucléaires en 

contact avec un corépresseur commun ; soit agir comme inhibiteur de 1 'interaction du 

récepteur avec les composants de la machinerie transcriptionnelle. 

3.2. Ligands spécifiques des RXRs 

L'acide 9 cis-rétinoïque est le ligand naturel par excellence des RXRs. En effet, ces 

récepteurs sont incapables de lier t-RA et ne sont activés que par 9c-RA (Cheng L. et al., 

1994). Cependant, il est intéressant de noter que RXRa peut également être activé par un 

autre ligand naturel non rétinoïde, l'acide phytanique (LeMotte P.K. et al., 1996), impliquant 

ainsi RXRa dans le contrôle du métabolisme des acides gras. 

Dans les conditions physiologiques, les RARs et les RXRs forment des hétérodimères 

capables de se fixer aux régions promotrices des gènes pour moduler leur transcription. 

Cependant, les RXRs peuvent former des homodimères en présence de ligands spécifiques 

RXRs et réguler la transcription de gènes en se fixant sur des promoteurs différents de ceux 
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utilisés par les hétérodimères RAR-R.XR. ll faut également noter que les RXRs peuvent 

s'associer en hétérodimères avec d'autres récepteurs thyroïdiens/stéroïdiens. Les rétinoïdes de 

synthèse spécifiques des RXRs représentent donc des cibles pharmacologiques potentielles. 

3.2.1. Rétinoïdes agonistes des RXRs 

Le 9c-RA étant l'isomère Z de t-RA, l'équipe d'Apfel C.M. a synthétisé des 

molécules de même isomérie. Cependant, aucun de ces composés n'activait les RXRs, ni les 

RARs. lls ont néanmoins identifié une molécule proche de t-RA et de 9c-RA avec seulement 

une double liaison en moins entre le C9 et le C10 de la chaîne polyènique, activant RXRa. avec 

pratiquemment autant d'efficacité que le 9c-RA (EC50 de 4,5nM comparé à 2,5nM avec 9c­

RA) mais restant incapable d'activer RARa.. Ce composé, le Ro 11-1813 est donc 

complétement sélectif de R.XRa. (LeMotte P.K. et al., 1996 a, b). En outre, ce même groupe 

dans une étude sur la différenciation de cellules HL-60 par des rétinoïdes sélectifs des R.XRs , 

a utilisé des ligands de structure figée en configuration 9-cis. En effet, en introduisant un 

cycle à la place de la double liaison C9-C10 de la chaîne polyènique, la libre rotation de cette 

partie de la molécule est beaucoup moins aisée (ex. : Ro48-2250) conférant alors une forte 

sélectivité RXR (Apfel C.M. et al., 1995). Des analogues structuraux de ligands portant un 

groupement cis-cyclopropyle élaborés par le groupe de Chandraratna confirment les capacités 

activatrices de ces molécules pour les RXRs et pas ou pratiquemment pas les RARs 

(Vuligonda V. et al., 1996). D'autres groupes comme celui de Chandraratna ont modifié des 

rétinoïdes stilbènes comme le TTNPB, agoniste spécifique des RARs, afin d'obtenir des 

analogues activateurs des R.XRs (Beard R.L. et al., 1994, 1995 a, Boehm M.F. et al., 1994). 

lls ont ainsi montré que le remplacement de la partie benzoïque du 3-méthyl-TrNPB (ligand 

panagoniste activant RAR et R.XR) pour donner 1' AGN19170 1 entraînait une sélectivité 

potentielle R.XR (Beard R.L. et al., 1995 b). ll reste néanmoins légèrement actif vis-à-vis de 

RARa. et RARy. De ce fait, par des substitutions appropriées, ils ont obtenu différents 

composés actifs avec les RXRs mais avec des degrés d'activité différents vis-à-vis des RARs. 

La seconde classe d'agonistes sélectifs des RXRs sont les acides dérivés 

benzophénocarboxyliques comme le SR11237, le SR11217 (Lehmann et al., 1992) et le 

LGD1069 (ou Targretine : acide 4 (1-(3,5,5,8,8-pentamethyl-5,5,7,8-tétrahydro-2-naphtyl) 

ethenyl) benzoïque) possédant un groupement 3 méthyle sur le cycle tétrahydronaphtalènique 

nécessaire à la spécificité et l'activité RXR (Boehm M.F. et al., 1994 a, 1995 b). lls sont 
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actuellement en essais cliniques de phase lili A dans le traitement de cancers. Le LGD1069 

semble particulièrement intéressant pour ses capacités antiprolifératives sur un grand nombre 

de modèles in vitro et in vivo en particulier sur le carcinome humain (Bischoff E.D. et al., 

1998). De plus, singulièrement, il peut induire directement la mort cellulaire programmée 

mais n'agit pas sur la différenciation des promyé1ocytes leucémiques humains (Miller V.A. et 

al., 1997). Des études de tératogénicité sur des souris gravides, corrélées avec des études de 

1 'inhibition de la chondrogenèse sur des ganglions lymphatiques embryonnaires de souris, de 

différents composés spécifiques des RARs ou des RXRs ont également été menées par Jiang 

H. et al. lls montrent que les molécules SR11217 et SR11237 n'entraînent pratiquement pas 

d'effets tératogènes sur les souris alors que l'AGN191701 non tératogène à faible dose le 

devient légèrement à forte dose (Jiang H. et al., 1995).(Ligands spécifiques des RXRs : fig 

11). 

Compte tenu de la forte tératogénicité des rétinoïdes spécifiques des RARs, ces 

composés dérivés pourraient diminuer les effets indésirables liés aux utilisations 

thérapeutiques en dermatologie et en cancérologie. 

3.2.2. Rétinoïdes antagonistes des RXRs 

La · molécule la plus intéressante est le LG100754 (acide 7-(3-

propoxytétrahydrotétraméthylnaphty1)-6-cis-octatriènoïque) (fig 12). n possède une très forte 

affinité de liaison avec les RXRs (8 à 14 nM) et il inhibe totalement l'activation d'agonistes 

de RXR comme le LGD1069 (activité de transactivation 2 à 13 %) même si le récepteur est 

totalement saturé par le ligand agoniste. Cet analogue est donc un antagoniste de 

l'homodimère RXR. L'attribut structural de ce composé, nécessaire à l'activité antagoniste de 

1 'homodimère RXR, dépend de la taille du groupement 3-alkoxy sur la partie 

tétrahydronaphtyle et de la nature géométrique de l'oléfine en c6. Ainsi dans la série des 

acides 6-cis octatriènoïque, le substituant 3-méthoxy confère une activité agoniste, le 

substituant 3-éthoxy donne une activité d'agoniste partiel à la molécule alors que le 

groupement 3-propoxy induit une activité antagoniste (Canan Koch S.S. et al., 1996). 

43 



Ro11-1813 Ro48-2250 COOH 

COOH 

s 

AGN191701 LGD1069 (Targretine) 

n 
0 0 

COOH 

SR11237 SR11217 

Fig. 11 : Ligands spécifiques de RXRs 
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3.3. Ligands panagonistes des RARs et des RXRs 

ll existe peu de rétinoïdes synthétiques pouvant lier aussi bien les RARs ou les RXRs. 

Le LE540 en est un premier exemple (Shudo K. et al., 1993). Dans le but d'améliorer les 

propriétés thérapeutiques des rétinoïdes analogues de t-RA ou de 9c-RA, Zhang L. et al. ont 

substitué la partie ~-ionone de t-RA et de 9c-RA avec des bioisostères lipophiles tels qu'un 

groupement dialkylphényle (de la même façon que Shudo K. et Kagechika H., 1990). lls ont 

donc obtenu des analogues di-tert-butylphényle substitués possédant une activité biologique 

anticancéreuse ( antiprolifération cellulaire) et une bonne stabilité chimique et métabolique. 

Le LG100567 qui présente un profil de ligand panagoniste (Zhang L. et al., 1996) (KI de 

63,5nM pour RARa. comparé au KI de 4,6nM pour RXRa. et un même ordre de grandeur 

pour les autres sous-classes de récepteurs), possède également une activité antiproliférative 

très importante sur des cellules de carcinome cervical humain (ME180) (fig 13). 

3.4. Rétinoïdes à activité anti AP-l 

Les protéines AP-l constituent la famille des facteurs de transcription regroupant les 

protéines Jun (c-Jun, Jun B et Jun D) et les protéines Fos (c-Fos, Fos B, Fra-1, Fra-2 et Fos 

B2). Chacune de ces protéines est formée d'un motif "leucine zipper" leur permettant de 

former des homo- ou des hétérodimères. (Seules les protéines Jun sont capables de former des 

homodimères et de se lier à l'ADN). L'acide rétinoïque (Schüle R. et al., 1991) et un certain 

nombre de rétinoïdes synthétiques en se liant aux RARs ou aux RXRs ont la capacité 

d'inhiber l'activation des protéines AP-l. Fanjul A. et al., ont comparé 50 rétinoïdes 

synthétiques pour leur activité anti AP-l en présence de RARa., ~' y et RXRa. (Fanjul A. et 

al., 1994). Plusieurs rétinoïdes (tout comme t-RA) possèdent à la fois une activité 

transcriptionnelle et une activité anti AP-l alors que certains rétinoïdes sont sélectifs d'une 

activité en fonction d'un récepteur donné. Par exemple, SR11105 (acide (E)-4-(2-(5,5-

diméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-3-naphtalènyl)-propenyl)benzoïque) est un rétinoïde sélectif de 

RARy/~ en transactivation mais il est RARa. et RAR~ sélectif pour son activité anti AP-l. De 

même, SR11217 (acide 4-(2-méthyl-1-(5,6, 7,8-tétrahydro-5,5,8,8-tétraméthyl-2-

naphtalenyl)propenyl)benzoïque) est un composé fortement sélectif de RXRa. pour son 

activité transactivatrice alors qu'il devient RAR~ sélectif pour l'activité anti AP-l. ll est 

désormais établi que les rétinoïdes dits sélectifs anti AP-l ne peuvent pas réguler la 
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transcription génique par l'intennédiaire des RARs et des RXRs et donc n'induisent pas la 

différenciation des cellules F9 mais qu'ils pennettent à ces récepteurs d'interférer avec les 

facteurs de transcription AP-l et d'inhiber la prolifération cellulaire (tab. 3). De plus, une 

corrélation est également observée entre 1' activité antagoniste en transactivation de certains 

rétinoïdes vis-à-vis de tel ou tel récepteur et l'activité anti AP-l de ces composés avec les 

mêmes récepteurs. Ainsi, la molécule SR11302 inhibe la transcription en présence de RARa. 

et RARy (mais pas de RARJ3) et possède une activité anti AP-l avec RARa. et RARy mais pas 

avec RARf3. De ce fait, il est probable que le rétinoïde se fixe dans la même poche de liaison 

quel que soit la conséquence sur l'activité du récepteur. Cependant, les rétinoïdes spécifiques 

de l'activité anti AP-l restent malgré tout des antagonistes faibles comparés aux antagonistes 

identifiés en tant que tels. Les mécanismes d'activation entrainent probablement des 

conformations différentes des récepteurs. L'acide rétinoïque qui possède une chaîne 

polyènique flexible est apparemment capable de s' accomoder aux deux conformations alors 

que les rétinoïdes spécifiques de l'une ou de l'autre activité présentent une structure plus 

rigide qui entraîne une confonnation spécifique du récepteur. Cette corrélation entre les 

activités, antagoniste et anti AP-l, a également été observée pour d'autres rétinoïdes tels que 

BMS411 et BMS453. Cependant, ce n'est pas la condition exhaustive pour qu'un rétinoïde 

soit un puissant inducteur de l'activité anti AP-l. L' ALRT1550, par exemple (fig. 14), 

synthétisé à partir d'un acide di-tert-butyl benzoïque, est un composé rétinoïde sélectif des 

RARs qui possède, néanmoins, une très forte activité anti AP-l (Zhang L. et al., 1996). En 

conclusion, nous pouvons donc souligner que les composés sélectifs de l'activité anti AP-l 

sont en général des inhibiteurs de lignées cancéreuses plus puissants que t-RA et plus 

spécialement à de faibles concentrations. 

4. Applications thérapeutiques des rétiuoïdes de synthèse 

De nombreux rétinoïdes avec des affinités spécifiques et sélectives des différents 

RARs et RXRs ont été synthétisés dans le but de dissocier l'efficacité thérapeutique désirée 

de la tératogénicité. 

4.1 Sélectivité des rétinoïdes et tératogénicité 

Elmazar M.M.A. et al. se sont demandés s'il existait une corrélation entre la 

sélectivité pour la liaison et la transactivation par les RARs de différents rétinoïdes de 
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Rétinoïdes Activité anti AP-l Sélectivité anti AP-l à Activité de 
(%)à lO_.M 104 M transactivation 

(%)à lo-sM 

t-RA ~Co,H 100 RARa, j3, y 100 

9c-RA èr\ 100 RXRs 100 

c~ 

(î 
SR11238 s s > 81 RARj3 > RARy > 10 

è):r()~H RXRa>RARa (RARy, RXRa) 

SR11302 > 81 RARa>RARy> 0 

CO:zH RXRa=RARJ3 

SR11220 Q:YPC~ 80-71 RARa>RARy> <20 
RARj3>RXRa (RARy, RARa) 

lv; 

SR11327 80-71 RARa > RARJ3 > < 15 
c~ RARy>RXRa 

SR11228 Q:fBC~H 70-61 RARy>RARa> < 15 
..... RXRa>RARJ3 (RARj3, RARy) 

# 

SR11324 60-50 RXRa>RARy> <20 
RARj3>RARa (RARy, RARf3) 

NMe2HCI 

SR11235 <22 RARy=RXRa> 75 
.--, RARj3=RARa (RXRa) 

ecrtt """' x C02H 

Tab. 3 : Structures et activités anti AP-l de rétinoïdes spécifiques (Fanjul A. et al., 1994) 
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Fig. 14: Un puissant ligand à activité anti AP-l 
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synthèse et leur pouvoir tératogène. Pour cela, ils ont administré différentes doses d' Am580 

(ligand sélectif RARa) ou de CD2019 (sélectif RARf3) ou de CD437 (sélectif RARy) à des 

souris gravides (Elmazar M.M.A. et al., 1996). lls ont constaté deux faits essentiels. 

Premièrement, l' Am580 est le plus puissant tératogène (voire plus tératogène que le t-RA), 

suivi du CD2019 puis du CD437. Or, ce classement est comparable aux affinités de liaison et 

de transactivation de ces trois rétinoïdes pour leur récepteur respectif suggérant alors une 

corrélation entre la tératogénicité et l'affinité de ces ligands. Cependant, cette hypothèse peut 

être controversée par le fait que les arotinoïdes qui ont une affinité de liaison similaire à celle 

de t-RA, induisent à de faibles concentrations des effets tératogènes importants (Crettaz M. et 

al., 1990, Lehmann J.M. et al., 1991 ). De plus, des paramètres pharmacocinétiques peuvent 

également entrer en ligne de compte. D'autre part, ces résultats peuvent être compatibles avec 

la distribution des récepteurs au cours de 1' embryogenèse (RARa est ubiquitairement exprimé 

alors que l'expression de RARf3 et RARy est plus tardive et plus limitée) mais cela reste à 

démontrer. Des observations similaires ont été réalisées au cours d'une autre étude menée par 

Willhite C.C. et al., néanmoins, ils ont constaté que la tératogénicité diminuait avec un ligand 

spécifique de RXR (Willhite C.C. et al., 1996). Compte tenu de ces observations, il semble 

assez difficile de développer des rétinoïdes non tératogènes sélectifs. Cependant, RARy étant 

peu exprimé en dehors de la peau et des dérivés de 1 'ectoderme, la faible tératogénicité des 

ligands sélectifs de RARy permet, malgré tout, un champ plus large d'application 

thérapeutique. 

4.2. Sélectivité des rétinoïdes et utilisation thérapeutique 

Pendant longtemps, l'étude des effets de médicaments potentiels se faisait de façon 

indirecte. L'interaction entre le médicament et sa cible moléculaire n'était analysée que par 

quantification, soit d'une réponse, soit plus récemment de la compétition avec une sonde 

radioactive plus ou moins spécifique, sur un animal entier, un organisme ou un tissu isolé. Or, 

compte tenu de la méconnaissance de la structure réelle des cibles visées, la mise au point de 

nouvelles molécules actives n'était jamais rationnelle. Désormais, grâce au développement du 

clonage moléculaire des récepteurs, la pharmacologie classique est en pleine évolution. Ainsi, 

la connaissance détaillée de 1' expression des récepteurs nucléaires peut faciliter le 

développement de nouvelles stratégies dans le traitement de cancers par des rétinoïdes 

sélectifs. Différentes études ont été effectuées dans ce but, par exemple sur des lignées 

cellulaires de carcinome de pancréas humain (Rosewicz S. et al., 1995), sur des cellules de 
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carcinome squameux (Issing W.J. et Wustrow T.P.U., 1996), sur des cellules de cancer du 

sein (Li X. et al., 1995, Widschwendter M. et al., 1997), sur des cellules de la peau 

(Reichrath J. et al., 1997), etc. Comme dans la plupart des lignées cellulaires, les RARs et les 

RXRs sont exprimés, plusieurs études ont été réalisées en associant des ligands spécifiques et 

sélectifs des RARs avec des ligands agonistes des RXRs. Dans la majorité des cas, une 

synergie d'activation des deux types de ligands par l'intermédiaire des hétérodimères 

RAR!RXR est obtenue. Pour argumenter ces observations, plusieurs exemples peuvent être 

cités. Le traitement par l'association de ligands agonistes RARa ou RARJ3 avec un agoniste 

RXRa, de cellules de neuroblastome, induit le développement de neurites supposant 

l'implication d'hétérodimères à RAR!RXR (Carpentier A. et al., 1997). L'inhibition de la 

croissance et l'induction de l'apoptose chez des cellules RA-résistantes de cancer du sein 

humain peuvent être provoquées par la combinaison de rétinoïdes RXRs-sélectifs avec des 

rétinoïdes RARs-sélectifs (Wu Q. et al., 1997). Une grande série de rétinoïdes agonistes 

sélectifs des trois classes de RARs ou des RXRs a également été testée sur des cellules de 

carcinome du poumon et il s'est avéré que certaines combinaisons de rétinoïdes sélectifs 

RARs/RXRs optimisaient l'activité inhibitrice sur la croissance (Sun S-Y. et al., 1997). Pour 

dernier exemple, le même phénomène a été observé sur des cellules de carcinomes 

embryonnaires (P19) traitées par différentes combinaisons de ligands RARs et RXRs 

sélectifs. En fonction des ligands associés et de la concentration de chaque rétinoïde, il est 

possible d'obtenir une différenciation et une induction de l'apoptose optimales (Hom V. et 

al., 1996, Roy B. et al., 1995). Ainsi la combinaison spécifique de rétinoïdes synthétiques 

sélectifs peut élargir le champ d'utilisation thérapeutique des rétinoïdes en évitant les 

nombreux effets secondaires de 1' acide rétinoïque. 

De récentes études ont également pu mettre en évidence l'intérêt de l'utilisation 

d'antagonistes en thérapeutique. L'AGN193109, ligand antagoniste des RARs, semble un 

antidote potentiel de l'intoxication induite par une surdose de rétinoïde in vivo. En effet, 

lorsque des souris femelles sont traitées par le TTNPB pendant cinq jours, il apparait une 

desquamation de la peau et une splénomégalie. Ces effets peuvent être stoppés de façon dose 

dépendante par un cotraitement avec l'AGN193109 (Standeven A.M. et al., 1996). Cet 

antagoniste pourrait donc se trouver être un outil expérimental important dans 1' élucidation de 

la biologie des rétinoïdes. En outre, l'utilisation d'antagonistes RARa en association avec un 

agoniste RXR (SR11237) permet d'induire la différenciation de cellules APL NB4 avant 

apoptose, ainsi que l'expression de gènes cibles et la relocalisation de PML (protéine 
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promyélocytique leucémique) (Chen J-Y. et al., 1996). TI deviendrait donc possible d'initier 

un programme de gènes complexes par un choix approprié de combinaisons de rétinoïdes 

synthétiques avec des caractéristiques prédéfinies. 

L'utilisation concomitante de multiples agents exerçant des mécanismes d'action 

différents représente également de nouvelles voies d'investigation. En effet, la combinaison 

d'un agent promoteur de différenciation, d'un agent antiprolifératif et d'un agent inducteur 

d'apoptose semble particulièrement appropriée au traitement de lésions prémalignes. 

Plusieurs essais combinatoires sont actuellement en cours d'élaboration comme par exemple 

l'utilisation de 13-cis RA, du tam.oxifène et de l'interféron f3 (Lama G. et al., 1996, Recchia 

F. et al., 1995) ou de rétinoïdes sélectifs de RARy en association avec l'interféron y dans le 

traitement de cellules de cancer du sein humain (Widschwendter M. et al., 1997). 

L'activité antitumorale des rétinoïdes semble due aussi bien à l'induction de la 

transactivation qu'au blocage de l'activité AP-l. Le mécanisme d'inhibition de la 

prolifération de cellules cancéreuses est de plus en plus étudié en utilisant des rétinoïdes 

sélectifs de l'activité anti AP-l seuls (Soprano D.R. et al.,l996, Giannini G. et al., 1997) ou 

en présence d'interférons avec lesquels une action synergique peut être observée (Fanjul A. et 

al., 1996). Récemment, Huang C. et al., ont réalisé la première expérience in vivo sur des 

souris, en utilisant les composés SR11235 (de faible activité anti AP-l) et SR11302 (puissant 

anti AP-l), mettant en évidence que l'effet antitumorale des rétinoïdes résulte du blocage de 

l'activité AP-l mais pas de l'activation de la transcription sur un élément de réponse RARE 

(Huang C. et al., 1997). Cependant, il apparaît que sur les cellules leucémiques ou sur les 

cellules de neuroblastome, l'action antiproliférative des rétinoïdes ne s'effectue pas par 

l'inhibition de la voie AP-l mais plutôt grâce à la voie de transactivation par les RARs/RXRs 

sur les éléments de réponse correspondants (Kizaki M. et al., 1996, Giannini G. et al., 1997). 

TI existerait donc deux mécanismes distincts entraînant un effet antiprolifératif qui seraient 

dépendants du type cellulaire en présence. 

En conclusion, un progrès considérable a été effectué dans la compréhension du 

mécanisme d'action des rétinoïdes et dans l'élaboration de ligands rétinoïdes de synthèse, 

permettant ainsi une induction d'effets biologiques spécifiques et par conséquent, des 

applications thérapeutiques mieux dirigées avec le moins d'effets secondaires possibles. 

Cependant, la sélectivité de liaison observée de certains ligands de synthèse pour RARa., 
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RARJ3 ou RARy ainsi que la différence d'affinité de liaison de t-RA et de 9c-RA pour les 3 

RARs, indiquent que malgré une homologie de séquence de 80% entre les domaines de 

liaison des 3 RARs, il existe des différences faibles mais essentielles au niveau de ces sites de 

liaison qui caractérisent des déterminants spécifiques de liaison de chacune de ces sous­

classes de récepteurs. 
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1. Les récepteurs nucléaires 

1. Généralités 

Les hormones stéroïdiennes, les hormones thyroïdiennes, les rétinoïdes et la vitamine 

D sont de petites molécules hydrophobes très différentes les unes des autres, aussi bien dans 

leur structure que dans leur fonction. Néanmoins, leur mécanisme d'action est similaire. Elles 

diffusent directement à travers la membrane plasmique des cellules cibles et se fixent sur des 

récepteurs protéiques intracellulaires. La fixation du ligand active les récepteurs qui, ensuite, 

contrôlent directement la transcription de gènes spécifiques. Ces récepteurs sont 

structurellement proches et constituent une superfamille de récepteurs intracellulaires (ou 

superfamille des récepteurs nucléaires). Les récepteurs intracellulaires se fixent tous sur des 

séquences spécifiques de l'ADN, adjacentes aux gènes que leurs ligands contrôlent. 

Quelques-uns d'entre eux, comme le récepteur du cortisol, sont localisés principalement dans 

le cytosol et se lient à 1 'ADN après activation par le ligand ; les autres récepteurs, tels que les 

récepteurs des rétinoïdes sont déjà localisés dans le noyau lors de la liaison du ligand. Dans 

tous les cas, la fixation du ligand induit une modification de la conformation du récepteur, qui 

ensuite active (ou occasionnellement réprime) la transcription. Dans la plupart des cas, la 

réponse au ligand s'effectue en deux étapes: l'induction directe de la transcription d'un petit 

nombre de gènes spécifiques survient en 30 minutes et constitue la réponse primaire ; les 

produits de ces gènes activent à leur tour d'autres gènes constituant la réponse secondaire 

retardée. Ainsi, une simple stimulation hormonale peut engendrer un changement très 

complexe du mode d'expression des gènes. 

2. Aspect historique 

La découverte de la fonction de facteurs de transcription des récepteurs stéroïdiens est 

venue de l'analyse de la métamorphose des insectes. En effet, l'ecdysone induit des 

"boursouflures" sur les chromosomes polytènes au niveau des glandes salivaires d'insecte 

montrant ainsi une relation directe entre 1' action des stéroïdes et 1' activation génique (Becker 

H.J., 1959, Clever U. et Karlson P., 1960). Finalement, avec le clonage de l'ADNe du 

récepteur de l'ecdysone, il apparaissait évident d'établir une corrélation entre ce récepteur et 

les récepteurs stéroïdiens des vertébrés (Koelle M.R. et al., 1991). Le premier facteur de 
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transcription à avoir été isolé et étudié en détail est le récepteur des glucocorticoïdes 

(Hollenberg S.M. et al., 1985). 

3. Organisation générale des récepteurs nucléaires 

Les récepteurs nucléaires sont organisés en six domaines notés de A à F (fig. 15) 

(parfois seulement cinq) (pour revue : Evans R.M., 1988, Green S; et Chambon P.,1988). 

Deux de ces domaines, le domaine C et le domaine E, sont conservés chez pratiquement tous 

les membres de la superfamille. L'importance de la conservation de ces domaines est le reflet 

de leurs fonctions essentielles. Le domaine N-terminal AIB est impliqué dans la 

transactivation grâce à la région AF-1 qui agit indépendamment de la fixation du ligand. La 

partie C-terminale de ce domaine AIB proche du domaine C de liaison à 1' ADN peut jouer un 

rôle dans l'interaction avec l'ADN en régulant la capacité du récepteur à interagir avec 

d'autres membres de la famille ou en modifiant le choix de la séquence cible de l'ADN. Le 

domaine C, formé de deux structures en doigt de zinc, est responsable de l'activité de liaison 

à l'ADN du récepteur. Le domaine D est une région charnière, flexible, entre le domaine C et 

le domaine E et en général, abrite les signaux de localisation nucléaire. Cette région contient 

les boites T (de d.imérisation) et A (de reconnaissance de l'ADN) qui sont hautement 

conservées. Finalement, le domaine E/F est important pour la liaison au ligand, la 

d.imérisation et la transactivation. TI contient en particulier la région AF-2 dont l'activité 

dépend de la fixation du ligand. De plus, il est reconnu par des facteurs coactivateurs ou 

corépresseurs au niveau de la machinerie transcriptionnelle. 

4. Evolution de la superfamille des récepteurs nucléaires 

L'organisation modulaire de ces récepteurs nucléaires, les différents degrés de 

conservation de séquence entre leurs domaines respectifs (fig. 16) et leur rôle important dans 

de nombreux processus biologiques ont conduit différents auteurs à étudier 1 'évolution de ces 

molécules (Amero S.A. et al., 1992, Laudet V. et Stéhelin D., 1992). D'une façon générale, 

une classification divisant la famille des récepteurs nucléaires en trois sous-familles a été 

établie. La première sous-famille comprend les TRs, les RARs, les PP ARs, les VDRs, les 

GRs, les PRs, les ERs et le EcRs. La seconde contient RXRs, HNF-4 et COUP-TF et la 

troisième regroupe les récepteurs orphelins comme ERR1 et ERR2. Cette classification est 
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basée sur les fonctions de liaison à l'ADN et de dimérisation des récepteurs nucléaires (fig. 

17). 

II. Les récepteurs de l'acide rétinoïque 

1. Découverte des récepteurs de l'acide rétinoïque 

Le mécanisme d'action des rétinoïdes est longtemps resté inconnu. La découverte, 

dans les années 1970, de la protéine cellulaire cytoplasmique de liaison de t-RA, la CRABP 

(Ong D.E. et Chytil F., 1978) laissait supposer que cette protéine était le véritable récepteur 

de t-RA. Cependant, le rôle des CRABPs dans la régulation de la transcription par le t-RA 

n'était pas défini. Dans certaines cellules, par exemple, la présence de CRABPs ne semblait 

pas nécessaire à l'obtention d'une réponse induite par t-RA (Haussier M.R. et al., 1984). TI 

s'avère de plus, que les CRABPs ne présentent pas d'homologie structurale ou de 

ressemblance au cours de 1' évolution avec les récepteurs des hormones stéroïdiennes ou tout 

autre classe de protéines régulatrices connues. Ajouté à ceci, elles ne se localisent pas dans le 

noyau et sont incapables de lier l'ADN. Toutes ces propriétés associées ont réfuté l'hypothèse 

que ces protéines soient les véritables récepteurs de l'acide rétinoïque. En 1987, Giguère et 

al., et Petkovitch et al., indépendamment, isolèrent un ADNe d'un récepteur humain codant 

pour le premier facteur de transcription activé par l'acide rétinoïque (Giguère V. et al., 1987, 

Petkovitch et al., 1987). Ce récepteur humain de l'acide rétinoïque (hRARa.1) présentait un 

domaine de liaison à 1' ADN et un domaine de liaison au ligand conservés au niveau structural 

et fonctionnel avec d'autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires. TI était, en 

outre, capable d'activer la transcription de gènes cibles à des concentrations de t-RA efficaces 

in vivo. La découverte de ce RAR était essentielle à la compréhension à l'action de t-RA. Par 

la suite, d'autres ADNe apparentés à celui du RAR ont été identifiés et actuellement, il existe 

trois sous-classes de RARs: RARa., RAR~ et RARy (Mangelsdorf D.J. et al., 1994). En 

1990, une autre catégorie de récepteurs répondant au signal de l'acide rétinoïque a été 

découverte : la seconde classe de facteurs de transcription de rétinoïdes, les récepteurs X des 

rétinoïdes (hRXRa.) (Mangelsdorf D.J. et al., 1990). Trois sous-classes de RXRs: RXRa., ~ 

et y sont également connus. 
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2. Les RARs et les RXRs 

2.1. Les RARs : structure, isoformes et distribution tissulaire 

Les RARs sont composés de trois sous-classes : RARa. (Petkovitch M. et al., 1987, 

Giguère V. et al., 1987), RARf3 (Brand N. et al., 1988) et RARy (Krust A. et al., 1989, 

Ishikawa T. et al., 1990). Ces récepteurs sont retrouvés chez l'Homme, les rongeurs ainsi que 

chez les oiseaux et les amphibiens. Les RARs humains présentent de grandes homologies de 

séquence dans leur domaine de liaison à 1 'ADN et dans leur domaine de liaison au ligand. Les 

domaines de liaison à 1 'ADN de RARa., f3 et y ont approximativement 97% de leurs acides 

aminés conservés et les domaines de liaison au ligand, environ 80% (fig 18). Les régions aux 

extrémités amine-terminale (AIB) et carboxy-terminale (F) possèdent quelques homologies 

entre elles. Ces récepteurs ont également été conservés au cours de l'évolution au travers de 

différentes espèces, confirmant le rôle essentiel de la voie de signalisation des rétinoïdes. Par 

exemple, il y a conservation approximativement de 100% entre les domaines AIB et F de 

l'Homme et de la souris. Chaque sous-classe de RARs possède elle-même diverses isoformes 

qui proviennent de l'existence de deux promoteurs et d'un épissage alternatif (fig 19). Deux 

isoformes majeures sont retrouvées pour RARa et RARy, et quatre isoformes pour RARf3 

(Zelen A. et al., 1989, 1992, Leroy P. et al., 1991, Nagpal S. et al.,1992) (tab. 4). Les 

isoformes des RARs peuvent être classées selon leur promoteur d'initiation de la transcription 

Pl ou P2. RARa.1, f31, f33 et y1 appartiennent à la classe 1 dépendante de Pl et la classe 2 

regroupe RARa2, f32, f34 et y2. Ces isoformes sont fortement conservées parmi les espèces et 

présentent une expression et une distribution tissulaire spécifique au cours du développement 

(Dollé P. et al., 1989, Ruberte E et al., 1991). L' ARNm de RARa. est largement retrouvé 

dans la plupart des tissus alors que l'expression de l'ARNm de RARf3 et de RARy est 

beaucoup plus spécifique de certains tissus. L' ARNm de RARf3 est faiblement exprimé 

excepté au niveau du cerveau, du coeur, du poumon et des organes reproducteurs mâles. TI est 

absent de la rate et des intestins. L' ARNm de RARy est très abondant dans les tissus de 

l'épiderme et particulièrement l'ARNm RARyl (Kastner P. et al., 1990). L'ARNm RARy2 

jouerait plutôt un rôle au cours de la morphogénèse (Crawford M.J. et al., 1995). L' ARNm 

RAR peut être détecté très tôt au cours du développement embryonnaire. RARa. est exprimé 

dans les oocytes de souris, au stade morula et au stade blastocyste. Par contre, l' ARNm 

RARf3 est retrouvé seulement à partir du stade morula et l'ARNm RARy au stade blastocyste. 

60 



1 88 155 198 462 1 140 205 230 467 
1 A/B ~--- l 

E_ ~=I ~ ~ 
1 A/B 1 c --1 o r E 

RARa . C , D ~--~ RXRa 1 

L l 

1 81 146 191 448 1 82 1__17 171 410 

l A/8 1 97% ! o f -~ _sz: -~~ ~ F l 1 ;\/8 r 92% 1 ol 88% 
RARp RXRp L 

1 90 155 200 454 1 139 204 229 463 

RARy 
1 

A/8 _l 97% l D [ -~- 76% _ ~- - LF] 
1 

A/8 r-· 95% -l o 1 86% 
RXRy 

Fig. 18 :homologies de séquences entre les sous-classes des RARs et des RXRs (MangelsdorfD.J., 1994) 



LBD 
A 8 1 o' E F 

P1 

1 mRARa 1 
E1 E2 E3 E9 

mRARal n__f} • 
AUGT:A1~------~B~ 

mRARa2 
AUG~--· 

P1 P2 

( mRARp J -b~~[)•--111---I~ .. ---1·-
mRAAJU 

mRARP3 

mRARP2 

mRARIW 

( mRARy f 

mRARrl 

mRAR)'2 

E1 E2 E3 E4 ES 

~~~~1~----------------~~-

P1 

E1 · E2 E3 

B 

AUG~--· 

CUG~---

P2 

E5 ea 

AUG~--· 

Fig. 19 : Iso formes de RARa, f3 et y (Leid M. et al., 1993) 

62 



Gène Iso formes Localisation chromosomique Expression tissulaire 

Humain Souris 

RARa al,a2 17q21.1 11 Abondant dans tous les tissus 

RAR~ ~1.~2.~3.~4 3p24 14 Cerveau, foie, rein, coeur, poumon 

RARy yl,y2 12q13 15 Peau, poumon 

RXRa al, a2 9q34.3 2 Abondant dans le foie, rein, muscle, rate 

RXR~ ~1, ~2 6p21.3 17 Abondant dans tous les tissus sauf foie, 
intestin, testicules 

RXRy yl,y2 lq22-q23 1 Muscle, coeur, foie, rein, glande surrénale, 
cerveau 

Tab. 4: Isoformes, localisation chromosomique et expression tissulaire des RARs et RXRs 
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La présence constante de 1 'ARNm RARa au cours du développement indique que le gène de 

RARa est essentiel au maintien de la voie biologique des rétinoïdes. L'expression disparate 

mais spécifique de RARP et RARy suggère qu'elle est régulée par le développement. 

2.2 Les RXRs : structure, isoformes et distribution tissulaire 

Comme les RARs, la classe des RXRs est formée de trois sous-classes : RXRa, RXRP 

et RXRy (Mangelsdorf D.J. et al., 1991 b). Ces trois RXRs lient le 9c-RA avec une forte 

affinité mais pas le t-RA (Heyman R.A. et al., 1992, Levin A.A. et al., 1992). Au sein de la 

superfamille des récepteurs nucléaires, les RXRs ont comme plus proches parents, le produit 

du gène ultraspiracle de la drosophile (Oro A.E. et al., 1990) et la famille des récepteurs 

orphelins COUP-TF (Wang L.H. et al., 1989). Comme le produit du gène ultraspiracle est un 

homologue de RXR et qu'aucun homologue de RAR n'a été trouvé chez la drosophile, il en 

résulte que les gènes ancestraux de RXR sont plus anciens que ceux de RAR. Ces récepteurs 

sont présents chez l'Homme, la souris, la grenouille et le poulet. 

La séquence primaire de ces trois RXRs peut également être divisée en régions, soit 

cinq domaines de A à E, le domaine F étant absent. Comparés entre eux, le domaine de 

liaison à 1' ADN et le domaine de liaison au ligand de chaque RXR montre une très grande 

homologie de séquence, 93% et 88% respectivement (fig 18). Cependant, les RARs et les 

RXRs ne possèdent que 55 à 60% d'homologie de séquence pour le domaine de liaison à 

l'ADN et seulement 25% pour le domaine de liaison au ligand (Mangelsdorf D.J. et al., 

1991). Il existe également des isoformes des sous-classes de RXRs possédant des propriétés 

de transactivation différentes (Barger P.M. et Kelly D.P., 1997). 

L'expression de l' ARNm RXRa est spécifique du foie (organe stockant le rétinol), 

mais elle est également abondante dans le rein, le poumon, la rate et le muscle. Par contre, 

elle est faible dans la glande surrénale, le cerveau, le coeur, l'intestin et les testicules. 

L' ARNm RXRP est retrouvé en grande quantité dans de nombreux tissus excepté dans le foie, 

l'intestin et les testicules où il est faiblement exprimé. Comparé à RXRa et RXRf3, l'ARNm 

RXRy est le moins répandu et le moins exprimé. Bien qu'il n'y ait pas de corrélation absolue 

entre les RARs et les RXRs, certaines similitudes peuvent néanmoins être relevées. Par 

exemple, RARa et RXRP sont retrouvés dans la plupart des tissus alors que la distribution de 

RARP, RARy, RXRa et RXRy est plus réduite. De plus, RARP et RXRy sont exprimés dans 
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les motoneurones de la corde spinale, suggérant une parité sélective entre ces deux systèmes 

de récepteurs. En outre, 1' épiderme humain adulte et les kératinocytes expriment 1 'ARNm 

R.XRa, en quantité plus faible que l' ARNm RXRI3 mais pas l' ARNm R.XRy, alors que 

l'expression de RARy est spécifique de la peau. Ces observations suggèrent donc un rôle 

combiné et potentiellement interactif entre RXRa et RARy dans la morphogénèse de la peau 

humaine. Au cours de 1' embryogénèse, l' ARNm R.XR appannl: tardivement au 1 Oème jour, 

alors qu'à ce même stade, les gènes des trois RARs sont différenciés et possèdent déjà une 

expression différentielle. 

m. Le domaine de liaison au ligand 

Le domaine responsable de la liaison du ligand est localisé dans la partie C-terminale 

des récepteurs nucléaires et comprend environ 250 acides aminés. Les domaines E des RARs 

et les RXRs présentent de forts degrés d'homologie entre chaque sous-classe mais pas entre 

les membres de la superfamille des récepteurs stéroïdiens/thyroïdiens pour lesquels le degré 

d'homologie de séquence est nettement plus faible. Ceci est du en grande partie à la diversité 

des ligands reconnus spécifiquement par chacun d'eux. Au début des années 1990, la 

structure du domaine E des récepteurs nucléaires étant encore peu connue, il est découpé, de 

façon simplifiée, en quatre régions: L1, Ti, DM et L2 (FormanB.M. et Samuels H.H., 1990). 

La région LI située à l'extrémité N-terminale est directement impliquée dans la fixation du 

ligand et diffère beaucoup d'un récepteur à l'autre. La région Ti est responsable de la 

régulation de la transcription de façon ligand-dépendante et de l'interaction avec certaines 

protéines, comme les protéines de choc thermique (hsp), elle correspond à l' AF-2. Avec le 

domaine de dimérisation (DM), le domaine Ti est conservé. Cette surface de dimérisation est 

composée de neuf motifs de sept acides aminés ("Heptade repeat"). La région L2, C­

terminale, est responsable de la fixation du ligand. Aujourd'hui, d'énormes progrès ont été 

réalisés avec la cristallographie. 

Pour comprendre le mécanisme d'interaction récepteurs-ligands, il était nécessaire de 

connaître la structure et la conformation de ce site de liaison. Le premier modèle de structure 

tertiaire a été réalisé sur le domaine de liaison au ligand du récepteur thyroïdien 131 (Mc. Phie 

P. et al., 1993, Cheng S-Y. et al., 1994). La structure secondaire du domaine E a été établie 

sur différents mutants par dichroïsme circulaire. Elle présente de larges zones en hélices a et 

en feuillets 13, conduisant les auteurs à 1 'hypothèse que le domaine E de TR avait une 

65 



structure tertiaire en huit domaines organisée sous la forme d'un tonneau a./f3. lls ont 

également noté que la fixation de la 3,3 ',5-triiodo-L-thyronine (T3) induisait un changement 

de conformation de ce domaine. En 1995, une avancée considérable a été réalisée par 

l'obtention des données cristallographiques des domaines de liaison de l'apoRXRa. (Bourguet 

W. et al., 1995), de l'holoRARy (Renaud J.P. et al., 1995) et de l'holoTRa.l (Wagner R.L. et 

al., 1995), rejetant le modèle en tonneau a./f3. 

1. Structure cristallographique du domaine de liaison au ligand de hRXRa. 

Le domaine de liaison de RXRa. ( fig. 20) est une poche hydrophobe formée de 12 

hélices a. (représentant 65% du domaine) organisée en une structure antiparallèle de trois 

couches. Les hélices H4, H5, H8, H9 et la partie N-terminale de Hll sont en position 

centrale. Elles sont prises en "sandwich" entre les hélices Hl, H2 et H3 d'une part et les 

hélices H6, H7 et HlO d'autre part. Deux courts feuillets f3 (sl et s2), insérés entre H2 et H3 

forment un coude en épingle à cheveux et sont les seules structures f3 du domaine. Deux 

cavités hydrophobes A et B sont des sites putatifs de liaison de 9c-RA. Elles sont localisées 

près du coude sl-s2 et sont séparées par H5 dans laquelle Phe 313 et Leu 309, deux acides 

aminés essentiels, participent directement à la formation de ces sites. La poche A formée de 

sl, s2, Hl, ID, H5 et de la partie N-terminale de Hll, est accessible au solvant. Par contre, la 

poche B est une cavité plus allongée et hydrophobe. Elle est constituée de H5, s 1, s2, H7 et de 

la région C-terminale de HlO avec l'extrémité N-terminale de Hll. Bien que la protéine de 

liaison de l'acide rétinoïque de l'épididyme lie préférentiellement le t-RA au niveau d'une 

cavité large et profonde formée de feuillets f3, d'une séquence proche de celle de RXRa. 

notamment par la présence de 4 acides aminés aromatiques entourant le cycle f3-ionone de 

l'acide rétinoïque; la poche B semblait la plus propice à fixer le ligand. Cette idée paraissait 

confirmée par les expériences réalisées grâce à des ligands marqués ou par mutagenèse 

dirigée sur les récepteurs stéroïdiens (ER, PR, GR) (Reese J.C. et al.,l992, Carlstedt-Duke J. 

et al., 1988, Strômstedt P.E. et al., 1990). Cependant, cette hypothèse est infirmée par le 

modèle cristallographique du domaine E de RARy lié à t-RA. 
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Fig . 20 : Stmcture cristallographique de 1 'apo LBD-RX.Ra (Bourguet W. et al., 1995) 



2. Le domaine E des RARs en présence d'un ligand 

2.1. Structure cristallographique du domaine de liaison au ligand de 

hRARy 

Après avoir obtenu la structure cristallographique du domaine Ede l'apoRXRa, le 

groupe de Chambon a établi la structure du domaine E de RARy lié à son ligand naturel, le t­

RA (Renaud J.P. et al., 1995) (fig. 21). De cette façon, les auteurs ont montré que non 

seulement la conformation des poches de liaison de RARy et de RXRa sont très proches mais 

qu'il existe un mécanisme générant un récepteur transcriptionnellement actif grâce à la liaison 

du ligand (fig. 22). Le domaine Ede hRARy forme, de la même manière que le domaine E de 

RXRa une structure en trois couches constituée de 11 hélices a antiparallèles et de deux 

feuillets f3. De petites différences peuvent cependant être relevées, comme par exemple, 

l'absence de l'hélice 2 et l'aspect plus compact du LBD-holo-hRARy par rapport à 

l'apoRXRa. Cette structure plus compacte est due à la liaison du ligand qui entraîne une 

réorganisation spatiale de certaines parties du domaine et en particulier le positionnement de 

l'hélice 12. (Le domaine de liaison au ligand de hRARy est composé de 11 hélices mais 

comme le modèle de base est celui du LBD-hRXRa et que l'hélice 2 est absente du LBD­

hRARy, la numérotation des hélices se fait de 1 à 12). Le t-RA est enfoui dans une poche 

hydrophobe (LBP) formée par les résidus localisés dans Hl, H3, H5, le coude f3, la boucle 6-

7, Hll, la boucle 11-12 et Hl2. Cette poche correspond essentiellement à la cavité putative 

(A) de liaison de RXRa avec cependant le cycle f3-ionone de t-RA au niveau de la cavité B, 

fermée par les hélices Hll et Hl2. Le groupement carboxylique de t-RA pénètre en premier 

dans le site de liaison créant une liaison faible avec la lysine 267 de H4. TI est ainsi guidé à 

l'intérieur de la poche grâce aux acides aminés chargés des hélices 3 et 5 (Lys229, Lys236, 

Lys240, Arg274 et Arg278). Ensuite, l'hélice 11 poussée par le ligand se positionne dans la 

continuité de Hl 0 et fait pivoter H12. TI y a alors formation de la boucle Q qui se plaçe dans 

la continuité de H3, sous H6. Hl2 referme alors la cavité en formant des liaisons salines entre 

Glu414, Glu417 de H12 et Lys267 de H4. Ce mécanisme est comparé à celui de la "trappe à 

souris". Aucune de ces différences intrinsèques entre les deux structures LBD RARy et RXRa 

n'est visible mais ces deux modèles permettent d'observer deux états de conformation, apo et 

holo, pour le domaine de liaison et de déduire un modèle dynamique de la liaison du ligand. 

Ce changement de conformation induit par la fixation du ligand a également été quelque peu 
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Fig. 21 : Stmcture cristallographique de l 'holo LBD-RARy (Renaud J.P. et al., 1995) 
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Fig. 22: Représentation schématique des domaines de liaison de hRXRa. et de hRARy 
(Renaud J.P. et al., 1995) 
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approché par l'utilisation d'anticorps monoclonaux spécifiques dirigés contre des épitopes de 

conformation de RARy (Driscoll J.E. et al, 1996). Un des anticorps reconnait spécifiquement 

la boucle Q 207-222 de l'apo-récepteur. Lorsque le t-RA se fixe, cette boucle qui est proche 

de l'hélice 12, stabilise le site de liaison et facilite l'interaction entre l' AF-2 situé en Hl2 et la 

machinerie transcriptionnelle. De cette façon, les acides aminés formant la boucle n ne sont 

plus accessibles à 1' anticorps qui se dissocie du récepteur. Deux autres anticorps reconnaissent 

la région N-terminale du domaine D (156 à 188) ainsi que la région C-terminale du domaine 

E (354-421) lorsque le récepteur est sous sa forme native. Si RARy est dénaturé, ces anticorps 

ne reconnaissent plus ces épitopes. Ceci confirme la proximité de ces deux régions, Hl et H9, 

dans la structure tridimensionnelle. 

Selon Wurtz et al., en se basant sur les structures de l'apoRXRa et de l'holoRARy et 

en réalisant des alignements de séquences des domaines de liaison de tous les récepteurs 

nucléaires (fig. 23), ces modèles conformationnels du mécanisme de liaison et d'activation 

peuvent être étendus à tous les récepteurs nucléaires (Wurtz et al., 1996). Cette hypothèse a 

été d'une part appliquée pour établir la structure tridimensionnelle du récepteur des 

oestrogènes a (Wutrz J.M. et al., 1998) et définir la région responsable de la reconnaissance 

différentielle des ligands du récepteur des androgènes et du récepteur de la progestérone 

(Vivat V. et al., 1997 a). D'autre part, elle a été en partie vérifiée par la structure 

cristallographique du domaine de liaison du récepteur des hormones thyroïdiennes al de rat 

en présence d'une hormone thyroïdienne agoniste (isostère de T3) (Wagner R.L. et al., 1995). 

Ce domaine de liaison est formé de 12 hélices antiparallèles et de 4 feuillets p arrangés en 

trois couches. Comme l'holoRARy, l'holoTRal est plus compact que l'apoRXRa et l'hélice 

Il est repliée vers l'intérieur du site en fermant la poche hydrophobe. Ces observations 

confirment le mécanisme de changement de conformation induit par la fixation du ligand. 

Aujourd'hui, la structure cristallographique du domaine de liaison de ER (Brzozowski M.M. 

et al., 1997) et de PR (Williams S.P. et Sigler P.B., 1998) est également connue et les 

données comparées de ces deux récepteurs (Tanenbaum D.M. et al., 1998) confnment 

l'hypothèse d'une structure type caractéristique de tous les récepteurs nucléaires. 
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Fig. 23 : Alignement de séquences du domaine E des RARs et des RXR.s (Renaud lP. et al. , 1995) 



2.2. Acides aminés du domaine E essentiels à la liaison au ligand 

2.2.1. Positionnement de t-RA dans le site de liaison d'après le 

modèle cristallographique de l'holo-LBD-hRARy 

Dans le modèle cristallographique du LBD-;hRARy, l'un des atomes d'oxygène de la 

fonction carboxylate de t-RA forme une liaison saline avec la lysine 236. Le second atome 

d'oxygène interagit avec le groupement hydroxyle de Ser 289 et forme une liaison saline avec 

Arg 278. H5 est placée perpendiculairement au-dessus de la chaine polyènique de t-RA et les 

résidus Leu271, Met 272, lle 275 et Arg 274 semblent directement interagir avec les 

groupements méthyles en C9 et C13 de t-RA. Les résidus Phe 304 et Gly 393 de la boucle 6-7 

forme des liaisons avec les groupements méthyles substituants du cycle 13-ionone. La leucine 

400 de Hll entre en interaction avec le cycle 13-ionone lui-même et les résidus Phe 230, Ala 

234 et Cys 237 appartenant à l'hélice 3 positionnée près de la chaine polyènique, se lient aux 

C8 et C13 de t-RA. Les acides aminés décrits ici sont situés à 4A de t-RA dans la poche de 

liaison, d'autres résidus positionnés dans les mêmes hélices mais éloignés de 4.5A sont 

également supposés former des liaisons hydrogène ou de Van der Waals (notés sur la fig. 24). 

Certaines données de la littérature obtenues à partir de mutations confirment l'interaction de 

ces résidus avec t-RA. 

2.2.2. Positionnement de 9c-RA dans le site de liaison selon la 

cristallographie 

Récemment, la cristallographie du domaine Ede hRARy a également été réalisée en 

présence du 9c-RA (K.laholz B.P. et al., 1998). Ce composé malgré une courbure plus 

marquée de son squelette carboné par rapport au t-RA, se positionne pratiquement de la 

même façon que t-RA dans la poche de liaison. La seule différence entre le positionnement de 

ces deux molécules réside au niveau de la méthionine 272 (H5) qui entre en contact avec le 

groupement méthyle en position 19 du 9c-RA. Ce phénomène permet d'expliquer la plus 

faible affinité de liaison du 9c-RA observée pour RARy compte tenu du fait que ce résidu de 

méthionine est remplacé par une isoleucine (qui possède une chaîne latérale plus compacte) 

dans RARa. et RARI3. Nous reviendrons sur ces acides aminés spécifiques dans le paragraphe 
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2.2.3.2. Le cycle f3-ionone du 9c-RA ne semble pas interagir avec les résidus de l'hélice 12 

mais plutôt se positionner dans une petite cavité à proximité delle 412. 

2.2.3. Les résidus d'acides aminés de la LBP 

Les résidus d'acides aminés qui se trouvent dans la LBP décrit par la cristallographie 

sont situés à une distance de 4 à 4.5A de t-RA et forment des liaisons faibles directement avec 

le ligand. Différentes études confirment ces données. Un certain nombre de ces acides aminés 

a été identifié comme jouant un rôle dans l'activation des RARs par mutagenèse dirigée,. 

2.2.3.1. Mutations altérant la liaison de t-RA 

En se basant sur 1 'hypothèse que les acides aminés chargés tels que 1' arginine ou la 

lysine interagissent avec le groupement carboxylate de l'acide rétinoïque, Lamour F.P.Y. et 

al, ont construit toute une série de mutants ponctuels de RARa. lls ont alors vérifié leur 

affinité de liaison, leur activité transactivatrice et leur conformation après protéolyse limitée 

en présence d'agonistes ou d'antagonistes (Lamour F.P.Y. et al., 1996). Parmi tous les 

résidus d'arginine mutés, seuls les mutants dont l' Arg 276 et l' Arg 394 sont remplacées par 

une alanine, présentent une très faible affinité de liaison avec des ligands agonistes ou 

antagonistes, alors que la mutation Arg 272Ala n'entraîne qu'un effet modéré sur l'affinité de 

liaison. L'arginine 276 a également été mutée en alanine ou en glutamine par Scafonas A et 

al., sur RARa et par Tairis N. et al., sur RARf3 (Scafonas A. et al., 1997, Tairis N. et al., 

1995) et le résultat de cette mutation confirme la réduction d'affinité de liaison et d'activité 

transactivatrice en présence d'un ligand agoniste observée par Lamour F.P.Y. et al. Ces 

données sont en accord avec la structure cristallographique de l'holo-LBD-RARy. En effet, 

les acides aminés chargés forment un environnement électrostatique qui permet de guider 

l'acide rétinoïque par l'intermédiaire de son groupement carboxyle à l'intérieur de la poche 

de liaison. 

D'autres études ont été réalisées, en particulier pour mettre en évidence la 

participation de résidus cystéine dans l'interaction RARs-ligands. Dallery et al., et Sani et al., 

ont démontré que la perte d'affinité de liaison après traitement du domaine E/F de RARa 

recombinant et des RARs de la peau de poulet, respectivement, avec différents réactifs 

chimiques modifiant les groupements sulfhydryles, impliquaient la présence de résidus de 
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cystéines à l'intérieur du site de liaison (Dallery N. et al., 1993, Sani B.P. et al., 1990). En 

tenant compte de ces observations, le groupe de Soprano a identifié les résidus de cystéine 

localisés dans la poche de liaison des RAR.s (Wolfgang C.L. et al., 1997). TI a montré que 

l'action de réactifs chimiques tels que le DTNB et le l\1MTS, spécifiques des résidus de 

cystéine, inhibait la liaison au ligand de RARa. ainsi que de RARI3 et de RARy mais de façon 

différentielle. Or, deux cystéines essentielles mutées en alanine ont été identifiées dans 

RARI3, Cys 228 et Cys 267. Seule la modification de Cys 228 est nécessaire quand RARI3 est 

traité par le DTNB, réactif greffant un groupement encombrant sur les résidus de Cys (6-

7,4Â) alors que les deux résidus de Cys, 228 et 267, doivent être modifiés quand il y a 

transfert d'un petit groupement fonctionnel tel qu'un groupement thiométhyle ou thiocyanide 

(3-4Â), pour obtenir 1 'inhibition totale de la liaison à 1 'acide rétinoïque. Selon leur hypothèse, 

Cys 228 doit donc être plus proche de l'entrée du site de liaison de RARI3 alors que Cys 267 

doit être plus enfouie à l'intérieur de la cavité. 

2.2.3.2. Les résidus impliqués dans la sélectivité des RARs 

L'alignement de séquences de RARa., 13 et y montre que seulement trois résidus 

d'acides aminés sont variables dans la cavité de liaison : Ala 234 dans RARy (Ser 232 dans a., 

Ala 225 dans l3), Met 272 y (lle 270 a. et lle 263 13) et Ala 397 y (Val 395 a. et Val 388 j3). 

Chez RARy Ala 234 et Met 272 intéragissent avec la chaîne polyènique de t-RA et Ala 374 

avec le cycle 13-ionone. Ces trois résidus sont donc des candidats évidents pour justifier la 

sélectivité de certains rétinoïdes de synthèse, vis-à-vis des sous-classes de RARs. 

2.2.3.2.1. Construction de récepteurs chimères 

Avant de disposer des données de la cristallographie du domaine E de RARy, 

Ostrowski J. et al., par la méthode de Chou-Fasman et Garnier avaient établi que la région N­

terminale du domaine E de RARa. et 13 (correspondant à 1 'hélice 3) se conformait en une 

hélice amphipathique. Selon ce modèle, 5 acides aminés hydrophobes forment un motif 

"leucine zipper" à l'intérieur de cette hélice et deux des acides aminés variables, Ser 232 de 

RARa. (Ala 225 RARI3) et Thr 239 RARa. (lle 232 13), sont situés à proximité de ce motif au 

niveau de la surface hydrophobe de l'hélice. lls ont alors construit des récepteurs chimères 

RARa./RARI3. Ainsi, le récepteur chimère RARa. contenant 70 acides aminés de la partie N­

terminale du domaine Ede RARj3 (192-262) se comporte comme le récepteur RARI3 avec 
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une affinité de liaison sélective similaire. Lorsque dans ce récepteur chimère, le résidu Ala 

225 (RARf3) est remplacé par l'acide aminé correspondant dans RARa Ser 232, le récepteur 

présente une sélectivité de réponse en terme d'affinité de liaison et de transactivation vis-à-vis 

de l' Am580 et de deux autres composés, identique au RARa sauvage. Cet acide aminé est 

donc directement impliqué dans la sélectivité de liaison des récepteurs a et p (Ostrowski J. et 

al., 1995). De plus, Ala 225 est située près de T:rp 227 de RARy qui se trouve dans la LBP et 

qui semble également impliqué dans l'interaction RAR-ligand par analyse de quenching de 

fluorescence du tryptophane (Lupisella J.A. et al., 1995). Par une étude plus approfondie, 

Ostrowski J. et al., ont détenniné le rôle de la sérine 232 dans la sélectivité de RARa en 

utilisant deux ligands synthétiques, l' Am580 spécifique de RARa. et l'antagoniste 

BMS185411 (Ostrowski J. et al., 1998). Ce résidu de sérine dans RARa interagit avec le 

groupement amide de l'Am580. Dans RARf3 et RARy, Ser 232 correspond à une alanine. La 

présence du groupement amide hydrophile près de l'alanine hydrophobe diminue l'affinité de 

liaison de RARP et de RARy pour l'Am580. En ce qui concerne l'effet antagoniste de 

BMS 185411, il est proposé que Ser 232 forme une liaison hydrogène entre son groupement 

hydroxyle et la liaison amide du ligand et positionne ainsi ce composé près de l'hélice 3 et 

son groupement phényle près de l'hélice 12, empêchant de cette manière le changement de 

conformation nécessaire à l'activation du récepteur (fig. 25). Dans RARp, il n'y a pas de 

liaison hydrogène entre Ala 225 et la liaison amide du ligand. De ce fait, le composé 

BMS185411 possède une certaine flexibilité à l'intérieur du site de liaison et n'interfère pas 

avec H12, il conserve alors une activité agoniste pour RARp. En utilisant la même stratégie, 

ils ont identifié la méthionine 272 localisée dans H5, critique pour la sélectivité RARy vis-à­

vis du ligand agoniste sélectif, le BMS185354. TI est donc possible qu'il y ait formation d'une 

liaison hydrogène entre 1 'atome de soufre de la méthionine et le substituant hydroxyle de 

BMS185354. 

2.2.3.2.2. Les données de la cristallographie 

Le rôle prépondérant de la méthionine 272 est confirmé par la structure 

cristallographique du site de liaison de hRARy en présence du BMS961 et du SR11254, 

ligands sélectifs de RARy (Klaholz B.P. et al., 1998) possédant une faible affinité de liaison 

pour RARP et aucune affinité pour RARa. La structure du BMS961 fixé dans le site de 

liaison de RARy est similaire à celle du 9c-RA et adopte une flexion de 56° entre les deux 

cycles aromatiques. L'atome de fluor qui pointe vers l'alanine 234 de H3 peut être comparé 
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au groupement méthyle en position 20 du 9c-RA. Le groupement hydroxyle se place de façon 

géométriquement correcte et à la même distance de la méthionine 272 pour permettre une 

liaison hydrogène. Le groupement NH de la fonction amide forme une liaison hydrogène avec 

le groupement carbonyle de la leucine 271 et l'atome d'oxygène de ce groupement se 

positionne entre la phénylalanine 230, la phénylalanine 304 et la phénylalanine 288 dans une 

petite cavité. La position du carboxyle sur le cycle benzoïque correspond à celle de t-RA et de 

9c-RA et engendre les mêmes liaisons hydrogène. Néanmoins, la sélectivité pour RARy peut 

s'expliquer par différentes raisons : 1) TI y a formation d'une liaison hydrogène entre Met 272 

et le groupement hydroxyle du composé BMS961 alors que dans RARa et f3, la méthionine 

est remplacée par une isoleucine. 2) Le cycle f3-ionone du ligand se positionne près de Ala 

397 de Hll dans hRARy alors que dans RARa et f3, c'est un résidu de valine qui est un peu 

plus encombrant stériquement. 3) La perte d'affinité de liaison de RARa pour le BMS961 

peut résulter de la présence du résidu Ser 232 dans H3 au lieu de l'alanine 234 dans RARf3/y. 

D'autre part, le groupement hydroxyle de ce résidu de sérine forme une liaison hydrogène 

avec la fonction amide de ligands tels que l'Am580 ou l'Am80 et permet d'expliquer leur 

sélectivité pour RARa. En positionnant le ligand SR11254, agoniste de RARy, dans la poche 

de liaison, Klaholz B.P. et al., ont constaté que l'interaction entre la fonction oxime du ligand 

et la méthionine 272 était optimisée par la linéarisation de la molécule. Ceci confirme le fait 

que le groupement hydroxyle des rétinoïdes tels que le CD666, le CD437 et le SR11254 est 

un déterminant crucial pour la sélectivité de RARy. Quand la fonction hydroxyle est protégée 

par un méthyléther, la sélectivité est alors modifiée en faveur de RARf3 comme c'est le cas 

pour le CD417 et le CD271 (méthyléthers du CD437). Ces résultats obtenus grâce à des 

ligands synthétiques peuvent servir à expliquer l'interaction de t-RA avec RARa, f3 et y. 

Quand t-RA se lie à RARf3, il rencontre un environnement entièrement hydrophobe, tout 

comme dans RARy bien que Met 272 soit partiellement hydrophobe Oes ~ sont de 0,5 et de 

lnM respectivement). Alors que dans RARa, la présence de Ser 232 génère un caractère 

hydrophile partiel au site de liaison et entraîne une augmentation du ~ apparent (1, 7nM). 

Hormis les trois acides aminés divergents entre les trois sous-classes de RARs, au 

niveau de la poche de liaison, il existe d'autres caractéristiques structurales qui leur confèrent 

des propriétés propres. Seules les hélices 1 et 3 contiennent des résidus non conservés entre 

RARa et RARf3: 6 résidus sur 18 pour Hl (Ala 182, Val184, Gly 185, Glu 186, De 188, Val 

190 RARa) et 4 sur 23 dans H3 (De 222, Asp 223, Ser 232 et Thr 237 RARa). De plus, 3 des 

5 acides aminés chargés positivement, potentiellement impliqués dans l'orientation 
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électrostatique de t-RA dans RARy sont localisés dans H3 et les 2 autres se situent dans Hl. 

Par conséquent, ces acides aminés divergents dans Hl et H3 doivent jouer un rôle important 

dans la définition de l'orientation et de l'environnement électronique et permettre d'établir 

une sélectivité des rétinoïdes pour les trois sous-classes de récepteurs. 

2.2.4. Les résidus d'acides aminés extérieurs à la LBP 

D'autres résidus d'acides aminés qui ne se situent pas dans la LBP ont été analysés 

grâce à des expériences de mutagénèse dirigée et semblent jouer un rôle dans le changement 

de conformation du récepteur induit par la fixation du ligand. Leur mutation altère donc la 

liaison du ligand et la capacité de transactivation du récepteur de manière indirecte. Ces 

changements de conformation dépendent en général de la structure du ligand. 

2.2.4.1. Les résidus jouant un rôle en présence d'un ligand 

agoniste 

Dans leurs travaux sur les récepteurs chimères, Ostrowski J. et al., ont également 

étudié le rôle de l'isoleucine 232 (RAR~) ou thréonine 239 (RARa.) sur l'affinité de liaison et 

la capacité de transactivation de ces récepteurs en présence de l' Am580. Bien que cet acide 

aminé ne soit pas dans la LBP, il semble impliqué dans la réponse sélective en fonction du 

ligand. D'autre part, la substitution des deux résidus, Arg 212 et De 246 de RAR~, par les 

résidus Gin 212 et Ser 246 de RARy, agit légèrement sur la capacité de transactivation de ces 

récepteurs en fonction du ligand utilisé mais ces deux mutations ne sont pas suffisantes pour 

convertir une réponse ligand sélective RAR~ en réponse RARy. Ceci suggère que ces deux 

acides aminés Gin 212 et Ser 246 ne sont pas en contact direct avec le ligand mais agissent 

sur la conformation du récepteur induite par le ligand. Les mêmes conclusions peuvent être 

tirées pour le résidu de lysine 220 de RAR~ (Lys 227 RARa.) muté en alanine ou en 

glutamine par Tairis N. et al., sur RAR~ et Scafonas A. et al., sur RARa. (Tairis N. et al., 

1995, Scafonas A. et al., 1997). Ainsi dans RARa, la lysine 227 ne semble pas essentielle à la 

liaison du ligand et à la transactivation du récepteur alors que dans RAR~, cette lysine 220 

agit de façon importante sur 1' activité de transactivation du récepteur en synergie avec Arg 

269. Ce résidu de lysine joue donc un rôle dans la sélectivité du récepteur pour son ligand 

simplement de manière conformationnelle. La cystéine 267 dans RARa identifiée par 

Wolfgang C.L. et al., et supposée proche de l'extrémité carboxyle de t-RA, appartient en 
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réalité à ce groupe de résidus qui ne se trouvent pas dans la LBP mais permettent par 

induction d'un changement conformationnel, l'effet de ligands spécifiques et la 

trans activation. 

2.2.4.2. Les résidus C-terminaux du domaine E 

En construisant des mutants tronqués des 15 acides aminés de la région C-terminale 

du domaine E de RARa. et des mutants ponctuels tels que Met406Ala, lle41 OAla et Pro 

407Ala, Tate B.F. et Grippe J.F. ont constaté une perte ou une diminution de l'affinité de 

liaison de 9c-RA par rapport à t-RA (5.6%, 4%, 14% d'affinité de liaison respectivement 

pour les mutants ponctuels) (Tate B.F. et Grippe J.F., 1995). De plus, en remplaçant Met 406 

soit par Leu, Tie, Val, Thr ou Ala, l'affinité de liaison de 9c-RA diminue de façon 

inversement proportionnelle en fonction de la taille et peut-être de l'hydrophobicité de la 

chaîne latérale des acides aminés. En outre, un ligand analogue au 9c-RA substitué par un 

groupement alkyle en C9 de la chaîne polyènique restaure 1' affinité de liaison du mutant Met 

406Ala. ils avaient donc supposé que Met 406 et peut-être ile 410 de RARa. interagissaient 

avec le 9c-RA. Ces résultats semblaient confirmés par les profils de protéolyse limitée 

réalisés sur des mutants de délétion en présence de t-RA ou de 9c-RA montrant l'implication 

de la région 187-402 pour la liaison de t-RA et de la région 188-409 pour la liaison de 9c-RA 

(Keidel S. et al., 1997). La région 403-410 correspondant à la boîte L ne semblait donc pas 

affecter la liaison de t-RAmais elle devenait cruciale pour la liaison de 9c-RA. Cependant, 

selon la cristallographie sur RARy, le 9c-RA ne semble pas interagir avec les résidus de Hl2 

contrairement à t-RA (avec Met 408). Néanmoins, d'autres études démontrent aussi 

l'importance de cette région dans la liaison au ligand mais avec deux ligands sélectifs de 

RARa. (Am580 et Am80) (Lefebvre B. et al., 1995). Compte tenu de ces différents résultats, 

la conformation de la poche de liaison semble donc légèrement différente d'un récepteur à 

l'autre (la cristallographie a été réalisée sur RARy et les mutants de délétion sur RARa.) et 

dépendante du ligand qui s'y fixe. De plus, il est établi par la cristallographie que les résidus 

Glu 414 et Glu 417 situés dans H12 forment des liaisons salines avec Lys 264 (H4) pour faire 

pivoter l'hélice 12 et refermer le site de liaison. Ces deux résidus situés dans la même région 

jouent donc un rôle dans la stabilité du complexe récepteur-ligand. Ainsi, sans interagir 

directement avec le ligand, les résidus de cette région C-terminale peuvent tout de même 

affecter sa liaison par modification conformationnelle. 
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2.2.5. Comparaison des données obtenues par mutagénèse dirigée 

avec les résidus de la poche de liaison de hRARy en présence 

det-RA 

A titre d'illustration, nous avons placé sur le modèle moléculaire LBD-hRARy établi à 

partir des données de la cristallographie les résidus d'acides aminés qui ont été étudiés par 

mutagenèse dirigée par différents groupes (tab. 5) et que nous venons de décrire. D'une part, 

nous avons positionné les résidus appartenant à la LBP (fig. 26) et d'autre part, ceux qui se 

trouvent en-dehors de cette poche mais qui agissent d'un point de vue conformationnel sur 

l'activité du récepteur induite par la fixation du ligand (fig. 27). Ces données sont en accord 

avec les résultats obtenus. Néanmoins, dans ce genre de comparaison, il est nécessaire de 

garder en mémoire qu'il existe des différences structurales entre les trois RARs et que par 

conséquent, la conformation observée par cristallographie du domaine Ede RARy n'est pas 

forcément identique à celle de RARa. et de RARf3. 

3. Apport de la cristallographie sur la structure des ligands fixés dans la poche 

de liaison 

En règle générale, nous représentons les molécules de ligands d'une façon statique, 

rigide, en plaçant de préférence les groupements substituants au-dessus de la chaîne carbonée. 

Or, la structure de ces ligands est très flexible et varie selon les interactions avec les résidus 

au sein du site de liaison. Prenons l'exemple de t-RA, lorsqu'il est fixé dans la poche de 

liaison de hRARy, il adopte une conformation par flexibilité intrinsèque assez proche de celle 

de 9c-RA (Klaholz B.P. et al., 1998). La différence essentielle de ces deux structures ne 

réside donc pas dans la conformation Z du 9c-RA par rapport à t-RA ou dans l'orientation du 

groupement méthyle en position 20 plutôt responsable de la spécificité de liaison dans RXR 

mais au niveau de l'orientation du méthyle en position 19 qui repousse de 0.9A la méthionine 

272 de RARy. Ce déplacement entraîne alors la rotation de la chaîne latérale de lle 398 

(IIlO). L'affinité de liaison plus faible de 9c-RA pour RARy serait donc essentiellement due à 

l'encombrement stérique de ce groupement méthyle vis-à-vis de Met 272. La structure du 

BMS961, ligand agoniste de RARy, s'oriente de la même manière que celle de 9c-RA dans le 

site de liaison. Ce sont des points de flexion imposés par les résidus de la cavité de liaison à la 

structure du ligand ainsi que 1' orientation des groupements substituants déterminée selon 

l'espace disponible entre les résidus qui confèrent la sélectivité aux différents composés. De 
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00 
VJ 

Mutations 

Acides aminés de la LBP C228A RARp ou C235A RARa. 
(d = 4 à 4.5 A de t-RA) F230YRARy 

R269A(Q) RARP ou R276A RARa. 
R272ARARa. 
G301R RARa. 
R394ARARa. 

Acides aminés non conservés S232 (RARa.) et A225 (RARp) 
dans les 3 RARs M272(RARy) 

A397TRARy 
Acides aminés indirectement 
impliqués dans l'activation 
du récepteur par le ligand 

t-RA G303E RARa. 
C267A RARP 

9c-RA M406ARARa. 
P407ARARa. 
1410ARARa 

Ligands sélectifs K220A(Q) RARP et K227 RARa 
T239 (RARa) et 1232 (RARp) 

R212QRARP 
Antagonistes R217ARARa 

R294ARARa 

(Numérotation : de RARa. à RARP : -7 
de RARa. à RARy: +2 
de RARP à RARy: +9) 

Position Références 

H3 Wolfgang C.L. et al., 1997, Lamour F.P.Y. et al., 1996 
H3 Renaud J-P et al., 1995 

H5-s1 Tairis N. et al., 1995, Scafonas A; et al., 1997, Lamour F.P.Y. et al., 1996 
H5 Lamour F.P.Y. et al., 1996 

H6-H7 Durand B. et al., 1994 
Hll Lamour F.P.Y. et al., 1996 
H3 Ostrowski J. et al., 1995 
H3 Ostrowsk.i J. et al., 1998 

H11 Renaud J-P et al., 1995 

H6-H7 Saitou M. et al., 1994 
H5 Wolfgang C.L. et al., 1997 

H11-H12 Tate B.F. et Grippa J.F., 1995 
Hll-H12 Tate B.F. et Grippa J.F., 1995 

H12 Tate B.F. et Grippa J.F., 1995 
H3 Tairis N. et al., 1995, Scafonas A. et al., 1997 
H3 Ostrowski J. et al., 1995 

Hl-H3 Ostrowsk.i J. et al., 1998 
H1-H3 Lamour F.P.Y. et al., 1996 

H6 Lamour F.P.Y. et al., 1996 

Tab. 5: Acides aminés, identifiés par mutagénèse, jouant un rôle dans l'activation des RARs 



Fig. 26 : Positionnement dans le modèle LBD-hRARy des acides aminés déterminant dans la 
liaison au ligand 
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Fig. 27 : Positionnement dans le modèle LBD-hRARy des acides aminés extérieurs à la LBP 
jouant un rôle dans l'activité du récepteur 
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plus, dans les modèles élaborés par Ostrowski J. et al., sur les interactions possibles entre les 

ligands synthétiques sélectifs et les résidus des hélices de RARy, nous remarquons que la 

molécule d' Am580 est retournée par rapport à la représentation schématique classique de 

façon à ce que 1 'atome d'oxygène de la fonction amide puisse interagir avec la serine de 

1 'hélice 3 spécifique de RARa.. TI en est de même pour le composé BMS 185411. Cependant, 

cette molécule est substituée par un groupement aromatique en C1, très encombrant, qui 

repousse l'hélice 12 conférant alors le caractère antagoniste de ce ligand sur RARa.. Les 

molécules des ligands ne sont donc pas des structures figées dans une conformation précise 

mais adaptables au site de liaison (fig. 28). 

4. L'action des antagonistes sur le mécanisme d'activation des RARs 

En corrélation avec le mécanisme d'activation des récepteurs nucléaires par les ligands 

agonistes, il existe un mécanisme d'action des antagonistes. Comme le simple changement 

d'un groupement substituant dans la structure d'un ligand agoniste est suffisante pour 

convertir ce composé en un antagoniste, les recherches se sont orientées sur les différences de 

structure des rétinoïdes qui peuvent induire une conformation particulière du récepteur. 

Depuis quelques années, il est connu que l'absence d'activation transcriptionnelle des 

récepteurs stéroïdiens par les antihormones implique l'induction d'une conformation 

inappropriée de 1 'extrémité carboxyterminale du domaine E de liaison (Allan G.F. et al., 

1992, Modarress K.J. et al., 1997, Ekena X. et al., 1997). Par protéolyse limitée, Keidel S. et 

al., ont montré que les antagonistes entraient en compétition avec les agonistes pour la liaison 

de RARa. et induisait une altération structurale en donnant un fragment de 25kDa après 

digestion par la trypsine au lieu de 30kDa en présence d'agonistes (Keidel S. et al., 1994). De 

plus, un mutant RARa. tronqué d'une part, de sa région F Gusque l'acide aminé 414) semble 

plus sensible à l'hydrolyse par la trypsine ou la chymotrypsine en présence d'un antagoniste. 

D'autre part, un mutant tronqué de la partie C-terminale du domaine D nécessaire à la liaison 

de t-RA et de 9c-RA et de la partie N-terminale du domaine E (155 à 266) lie très bien 

l'antagoniste Ro41-5253 (Keidel S. et al., 1997). Le résidu de Cys 235, situé dans H3 de 

RARa., est particulièrement important dans la liaison avec des antagonistes de la série du 

Ro41-5253 (Lamour F.P.Y. et al., 1996). Ainsi, H3 est sûrement impliquée dans la 

transconformation de H12, nécessaire à l'activation du récepteur par un agoniste ou 

antagoniste. De plus, la partie C-terminale de Hl recouvre la partie C-terminale de H3. De 

façon surprenante, toute l'hélice 1 peut être ôtée sans perturber la liaison de l'antagoniste 
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Fig. 28 : Flexibilité des ligands dans le site de liaison (Klaholz B.P. et al., 1998) 
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alors qu'elle abolit la liaison d'un agoniste. De ce fait, il se peut que Hl stabilise la position 

spatiale de H3 nécessaire spécifiquement à la liaison des ligands agonistes. De même, les 

mutants Arg217 Ala et Arg294Ala ont une affinité de liaison pour le ligand antagoniste Ro41-

5253 augmentée de 2 à 12 fois par rapport au RARa sauvage (Lamour F.P.Y. et al., 1996). 

En considérant la structure de hRARy, Arg 217 se localise dans la boucle .Q juste avant H3 et 

Arg 294 se situe au début de l'hélice 6. Le changement de conformation imposé par la liaison 

du ligand implique un déplacement de cette boucle pour obtenir une structure plus compacte. 

La digestion par la trypsine du mutant hRARa-Arg217 Ala lié au Ro41-5253 donne deux 

fragments protéiques. Un fragment de 30kDa spécifique des ligands agonistes et un fragment 

d'un kDa supérieur au fragment spécifique obtenu après digestion en présence de 

1 'antagoniste. Compte tenu du fait que le site de clivage C-terminal du fragment obtenu en 

présence d'un antagoniste, est localisé entre les acides aminés 420 et 438 (Keidel S. et 

al., 1994), Arg 217 se trouve dans la boucle .Q qui pourrait être accessible à l'action de la 

trypsine. En mutant cet acide aminé, le site de clivage est détruit et la trypsine ne peut pas 

hydrolyser à ce niveau. La région nécessaire à l'action antagoniste serait comprise entre les 

acides aminés 226 et 414 de RARa. 

La structure cristallographique du LBD du récepteur des oestrogènes a également été 

établie en présence du ligand agoniste, le 17f3-oestradiol (Ez) et d'un ligand antagoniste, le 

raloxifène (RAL) (Bzrozowski A.M. et al., 1997) (fig. 29). La conformation du domaine de 

liaison est identique à celle de RARy. Elle est composée de 12 hélices a, de deux feuillets f3 et 

adopte un repliement en 3 couches. La cavité de liaison au ligand occupe un large espace dans 

le coeur hydrophobe du domaine E. Elle est localisée à une extrémité de la molécule et est 

formée par une partie de H3 (Met 342 à Leu 354), H6 (Trp 383 à Arg 394), H8 et la boucle 

H7-H8 (Val418 à Leu 428), Hll (Met 517 à Met 528), H12 (Leu 539 à His 547) et les deux 

feuillets f3 (Leu 402 à Leu 410). E2 se fixe en diagonale dans la poche en formant 

principalement des liaisons avec des résidus de H11 (His 524), de H3 (Glu 353) et de H6 

(Arg 394). Le RAL se lie au même endroit que E2 dans le LBD, cependant la conformation 

induite par la fixation du ligand agoniste ou antagoniste est différente et en particulier le 

positionnement de l'hélice 12. Cette hélice est déplacée de 130° en présence du RAL, 

perturbant ainsi la topographie de surface de l'AF-2 nécessaire à la transactivation ou 

empêchant l'interaction avec les coactivateurs. En outre, selon le modèle cristallographique 

du PR (Williams S.P. et Sigler P.B., 1998), il apparaît que l'anti-progestatif RU486 entraîne 

un déplacement de l'hélice 12 permettant aux corépresseurs présumés de venir se fixer. Cette 
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structure est le premier exemple de conformation du domaine E des récepteurs nucléaires 

stéroïdiens qui fournit un modèle instructif de l'interaction de ligands agonistes ou 

antagonistes, applicable aux membres de cette famille. 

5. La spécificité de liaison du domaine E de RXR 

Les modèles cristallographiques révèlent également deux différences importantes 

entre le site de liaison de RAR et de RXR pouvant expliquer la spécificité de 9c-RA pour le 

RXR. Premièrement, l'alanine 394 dans RARy (Valine chez RARP et a) est remplacée par 

une leucine 436 chez tous les RXRs. Cette leucine se trouve dans Hll et interagit directement 

avec le groupement méthyle C19 de 9c-RA. Ainsi, cet acide aminé encombrant réduit la taille 

de la poche de liaison, empêchant par la même occasion, le t-RA de venir se fixer. 

Deuxièmement, l'isoleucine 275 dans H5 de RAR correspond à la phénylalanine 313 dans 

RXR. L'orientation de cette Phe peut stériquement favoriser la liaison de 9c-RA. Ces acides 

aminés ont d'ailleurs été mutés et les résultats confirment leur rôle crucial dans la spécificité 

du ligand pour les RXRs (Peet D.J. et al., 1998). En effet, le fait de muter seulement la Phe 

313 en lie et! ou la Leu 436 en Phe génère deux nouvelles classes de protéines RXR avec des 

spécificités de liaison au ligand modifiées. La première classe de récepteurs est peu activée 

par la liaison de 9c-RA mais l'est beaucoup plus par les ligands synthétiques (LGD1069, 

LG100153, LG100268). La seconde classe de protéines reste activée par le 9c-RA mais 

répond moins bien aux ligands de synthèse. Ainsi, bien qu'il n'y ait pas de différence de 

séquences entre les sites de liaison des trois sous-classes de RXRs, suggérant la difficulté de 

synthétiser des ligands sélectifs, il est possible en étudiant la plasticité de la poche de liaison 

de RXR, grâce à ces nouvelles constructions d'obtenir de nouveaux ligands spécifiques. 

L'importance du résidu Phe 313 est d'autant plus grande que, lorsqu'il est muté en alanine, il 

génère un mutant RXRa Phe318Ala constitutif avec des caractéristiques structurales et 

fonctionnelles identiques à celles provoquées par la liaison d'agoniste sur le récepteur RXR 

sauvage de souris (Vivat V. et al., 1997). 

IV. La Transactivation 

Les travaux de recherche de ces dernières années ont montré que les récepteurs 

nucléaires sont au centre d'un système complexe de régulation et que la fixation d'un ligand 

n'est pas toujours suffisante pour que le récepteur induise l'expression d'un gène 
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(K.atzenellenbogen J.A. et al,. 1996). Certains récepteurs doivent subir une translocation du 

cytoplasme vers le noyau. Puis une fixation de forte affinité sur l'ADN peut impliquer la 

dimérisation du récepteur avec d'autres récepteurs nucléaires. Avant et/ou après cette 

fixation, plusieurs phosphorylations peuvent avoir lieu. Le récepteur doit alors interargir 

directement ou indirectement avec la machinerie transcriptionnelle pour que 1' expression du 

gène cible soit induite. 

1. La liaison à l'ADN 

1.1. Le domaine de liaison à l'ADN 

Le domaine C est responsable à lui seul de la reconnaissance des éléments de réponse 

situés sur 1 'ADN (HREs ). TI est formé de 66 à 68 acides aminés et contient 8 résidus de 

cystéine conservés entre les récepteurs de la superfamille et un grand nombre d'acides aminés 

basiques. Au niveau structural, ce domaine se divise en deux régions CI et en chacune 

formée d'un motif dit en "doigt de zinc" anologue à celui du facteur de transcription TFIIIA 

de Xénope. Dans la première région, quatre résidus de cystéine chélatent un ion zinc 

(formation d'une liaison de coordination tétraèdrique) induisant une boucle (appelée doigt) de 

13 acides aminés entre le résidu de Cys2 et Cys3 (Green S. et Chambon P., 1988, Evans R. 

M., 1988). La deuxième structure est formée d'une boucle de 10 à 12 acides aminés. Ces 

deux régions CI et en sont séparées l'une de l'autre par 15 à 17 acides aminés. Ce modèle, 

confirmé par la structure cristallographique du domaine de liaison à 1 'ADN des GR.s 

(Freedman L.P. et al., 1988, Luisi B.F. et al., 1991), est applicable à tous les membres de la 

superfamille des récepteurs nucléaires (Hard T. et al., 1990, Schwabe J.W. et al., 1993, 

Rastinejad F. et al., 1995). Ces deux motifs diffèrent structuralement et fonctionnellement. La 

boucle du premier motif CI est formée d'un feuillet J3 alors que la boucle du motif n 
comprend une région en hélice a.. Cette structure J3 permet d'orienter les acides aminés 

impliqués dans la liaison avec les groupements phosphate de 1 'ADN et avec l'aide de l'hélice 

a. en position carboxy-terminale, cette région Cl vient se placer dans le grand sillon de l'ADN 

et est responsable de la spécificité de reconnaissance de l'HRE. La région en se place par 

contre dans l'axe de la double hélice et semble plutôt impliquée dans le phénomène de 

dimérisation. 
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A l'intérieur de ce domaine C des régions spécifiques impliquées dans la liaison à 

1 'ADN ou dans la dimérisation ont été définies par mutagénèse dirigée. Ces régions sont 

appelées les boîtes P, T, A, H, D et DR (fig. 30). 

- La boîte P ou proximale se situe à la base du motif CI et au début de la région 

reliant les deux structures CI et Cil. Elle est responsable de l'identification de la séquence 

primaire nucléotidique (Umesono K. et Evans R.M., 1989, Wilson C.C. et al., 1996). Dans 

cette région, trois acides aminés, identifiés par mutagénèse dirigée, sont essentiels à la 

spécificité de reconnaissance selon le type de récepteur et l'élément de réponse : Gly, Ser, V al 

pour hPR, hMR, hAR, hGR, Glu, Gly, Ala pour hER et Glu, Gly, Gly pour hRAR, hRXR, 

hT3R ethVDR (Mader S. et al., 1989, Green S. et al., 1988). 

- Les structures en solution des domaines de liaison à 1 'ADN de RARf3 et de RXRa. 

présentent une structure similaire (Knegtel R.M.A. et al., 1993, Lee M.S. et al., 1993, 

Katahira M. et al., 1992). lls possèdent une petite hélice a. supplémentaire en C-terminal de la 

région Cil au niveau du domaine charnière D (résidus 67-78). Cette hélice, appelée boîte T, 

est repliée en une boucle impliquée dans l'association de dimères mais également dans 

l'interaction avec l'ADN et plus particulièrement dans la liaison coopérative d'homodimères 

RXR sur des éléments de réponse de type DR-1. 

- Chez le récepteur orphelin NGFl-B liant l'élément de réponse NBRE limité à 8 

nucléotides en un seul site, la boîte A a été identifiée comme responsable de la 

reconnaissance de 1' adénine 5' au niveau du site de liaison à 1 'ADN. Cette boîte formant une 

hélice a. d'environ 6 résidus d'acides aminés est localisée près de la boîte T en position C­

terminale (Wilson T.E. et al., 1992). Cette même structure a été retrouvée dans le récepteur 

des hormones thyroïdiennes et joue un rôle important dans la formation d'homodimères 

TR!TR ou d'hétérodimères RXR!TR (Kurokawa R. et al., 1993). Cette fonction est confirmée 

par le modèle cristallographique du domaine de liaison à 1 'ADN de RXRa. ou TRf3 sur un 

élément de réponse TRE DR-4. Elle permet la stabilisation de la liaison à l'ADN au niveau 

du petit sillon. En effet, dans la structure de TR, la boîte A est localisée dans une longue 

hélice a. composée de 24 résidus d'acides aminés dont la plupart sont des résidus chargés 

(Rastinejad F. et al., 1995). Cette hélice augmente significativement l'interface TRI ADN en 

formant des liaisons avec les groupements phosphate des nucléotides du petit sillon de 

l'ADN. Néanmoins, l'espacement entre les demi-sites de l'élément de réponse joue un rôle 
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discriminant dans le positionnement de cette hélice. L'existence de cette région n'a pas 

encore été prouvée chez tous les récepteurs de la superfamille. En effet, chez les récepteurs 

stéroïdiens ER et GR cette même région n'est pas structuralement définie et ne semble pas 

interagir avec l'ADN ( Schwabe J.W.R. et al., 1993, HardT. et al., 1990). Chez les VDR et 

GR, cette région forme également une hélice a mais elle contient en plus les signaux de 

localisation nucléaire. 

-Pour les RARs, d'autres déterminants critiques du récepteur ayant une forte affinité 

de liaison à l'ADN ont été mis en évidence (Predki et al., 1994). Ces acides aminés se situent 

en partie dans la boîte T et en partie dans la boîte A pour donner la boîte H. Celle-ci interagit 

probablement au niveau du petit sillon de l'ADN. 

- Les résidus contribuant au phénomène de dimérisation du récepteur n'occupent pas 

une position déterminée. lls sont relativement spécifiques du domaine de liaison à l'ADN de 

chaque type de récepteur et assurent un mode de dimérisation unique en fonction de 1' élément 

de réponse. La boîte D ou distale forme un feuillet 13 localisé entre la Cys5 et Cys6 à la base 

du doigt de zinc il. Elle est importante dans la détermination de l'espacement entre les demi­

sites de liaison de l'ADN (Umesono K. et Evans R.M., 1989). Par exemple, la boîte D de 

RXR et la séquence adjacente, sont indispensables à 1 'hétérodimérisation. Par contre, la boîte 

D de RAR n'intervient pas dans l'hétérodimérisation. Son absence ou sa présence ne favorise 

pas et n'inhibe pas la capacité de récepteurs chimères à hétérodimériser avec le DBD de RXR 

(Perlmann T. et al., 1993). Cependant, une partie des acides aminés formant la boucle du 

premier doigt de zinc est nécessaire et suffisante pour l'hétérodimérisation avec RXR. Cette 

région est appelée la boîte DR (pour répétition directe). Elle joue un rôle crucial dans la 

reconnaissance des éléments de réponse de type DR en fonction de leur espacement, en 

interaction avec la région D de RXR (Zechel C. et al., 1994). Dans TR cette région se localise 

dans la partie N-terminale du domaine NB. La présence de ces deux régions caractéristiques, 

D et DR, entraîne entre RAR ou TR et RXR une interaction asymétrique. Le mécanisme de 

dimérisation entre les récepteurs pour l'activation de la transcription implique différentes 

régions du domaine de liaison à 1 'ADN spécifiques selon le récepteur nucléaire mais aussi 

selon le type d'élément de réponse présent et 1' espacement entre les demi-sites de liaison. 
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1.2. Les éléments de réponse 

La liaison à l'ADN s'effectue au niveau d'une région précise de l'ADN (élément de 

réponse : HRE) localisée dans la région promotrice des gènes cibles. La plupart des éléments 

de réponse des récepteurs stéroïdiens sont composés d'un ou deux hexamères 5'­

PuG(G/A)(T/A)CA-3' en répétition directe ou inversée. 

1.2.1. Classification des récepteurs selon leur liaison à l'ADN 

Les récepteurs nucléaires de la superfamille sont généralement divisés en quatre 

classes selon leurs propriétés de dimérisation et de liaison à 1 'ADN (Mangelsdorf D .J. et al., 

1995). 

- La classe I inclut les récepteurs des hormones stéroïdiennes pour lesquels le ligand 

induit la formation d'homodimères et la liaison à l'ADN au niveau de deux demi-sites en 

répétition inversée (ou palindromique) séparés de 3 nucléotides. Cette classe comprend GR, 

:MR, PR, AR et ER. Ces récepteurs forment en général des complexes avec l'hsp90. La 

fixation du ligand est nécessaire pour induire un changement allostérique permettant la 

dissociation des protéines de choc thermique et facilite la liaison à l'ADN. 

- Les récepteurs de la classe ll hétérodimérisent avec RXR et lient en général des 

répétitions directes. Ce sont les TRs, RARs, VDR, PP ARs et EcRA ainsi que tous les 

récepteurs ligand-dépendants. Les récepteurs de la classe n sont également capables de se lier 

à l'élément de réponse en l'absence de ligand (Damm D.S. et al., 1989, Sap J. et al., 1989, De 

Thé H. et al., 1990). 

- Dans la classe rn sont regroupés les récepteurs liant principalement des séquences en 

répétition directe sous forme d'homodimères tels que RXR, COUP/ARP et HNF-4. Ce sont 

pour la plupart des récepteurs orphelins. 

-La dernière classe, la classe IV, rassemble les récepteurs se fixant au niveau d'un 

seul demi-site sous forme de monomères. NGF1-B(CEB-1) et ELP/SF-1 qui sont des 

récepteurs otphelins appartiennent à cette classe. 
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1.2.2. Polymorphisme des HREs 

Les premières séquences d'ADN spécifiques des récepteurs stéroïdiens caractérisées 

ont été les éléments de réponse palindromiques contenant deux demi-sites de 5 à 6 paires de 

bases séparés par 3 pb (Evans R.M., 1988, Green S. et Chambon P., 1988). Bien que les 

séquences inversées liant les GR, PR, MR et AR soient plus ou moins des copies parfaites des 

motifs consensus 5'-AGAACA-3'(ou 5'-TGTTCT-3' pour l'autre demi-site), ER reconnaît 

un élément de réponse de type palindromique espacé de 3 pb 5'-GGTCA-3' souvent précédé 

d'une purine (Klock G. et al., 1987, Martinez E. et al., 1987). Les TRs, les RARs peuvent 

reconnaître un élément palindromique synthétique, le TRE pal, sans espacement entre les 

demi-sites : PuGGTCA (Glass C.K. et al., 1988, Graupner G. et al., 1989, Umesono K. et al., 

1988). Cependant, naturellement les TREs et les RAREs se présentent sous forme de 

répétitions directes. Les RAREs sont retrouvés dans les promoteurs de hlmRARf32 et de 

RARa2 (Zelent A. et al., 1991, Leroy P. et al., 1991), le promoteur du gène de la mCRBPI 

(Smith W.C. et al., 1991), du gène de l'alcool déshydrogénase ID (Duester G. et al., 1991), 

du facteur H du complément de souris (Munoz-Canoves P. et al., 1990), de la Jaminine BI de 

souris (Vasios G. et al., 1991), etc. Ce motif est également impliqué dans l'activation 

transcriptionnelle via les RXRs. Cependant les RXRs et les RARs agissent différemment. Les 

RXRs reconnaissent préférentiellement les répétitions directes espacées d'une seule paire de 

bases alors que les RARs lient plus spécifiquement des répétions directes espacées de 5 pb 

(MangelsdorfD.J. et al., 1991a). 

2. L'hétérodimérisation avec RXR 

Différents laboratoires ont prouvé que les RARs et les RXRs formaient des 

hétérodimères (Leid M. et al., 1992, Kliewer S.A. et al., 1992, Yu V.C. et al., 1991). En fait, 

l'activité transcriptionnelle dépendante des RARs nécessite la présence des RXRs. C'est le 

complexe hétérodimérique RXRIRAR qui se lie à 1' élément de réponse de 1 'ADN (Leid L. et 

al., 1992). De plus, curieusement, l'activité transcriptionnelle passant par les homodimères 

RXRs peut quelquefois être inhibée par la présence de RARs (MangelsdorfD.J. et al., 1991). 

RXR s'hétérodimèrise également avec d'autres récepteurs nucléaires comme TR, GR, VDR, 

PPAR ou des récepteurs orphelins (Zhang X-K. et al., 1992, Yu V.C. et al., 1991, Kliewer 

S.A. et al., 1992 a, b, Marks M.S. et al., 1992). En général, les hétérodimères RXRIRAR ou 

RXRITR interagissent plus efficacement avec des éléments de réponse à répétitions directes 
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plutôt que sur des séquences palindromiques ou palindromiques inversées (K.urokawa R. et 

al., 1993, Mader S. et al., 1993). Des hétérodimères RXRIRAR lient préférentiellement des 

éléments de réponse de type DR-2 ou DR-5 in vitro alors que les hétérodimères RXR/TR sont 

plus spécifiques des éléments de réponse de type DR-4 et DR-3. Cette reconnaissance 

sélective des éléments de réponse à répétitions directes espacés de 1 à 5 nucléotides a été 

formalisée par la règle de "1-5" (MangelsdorfD.J., 1994). 

2.1. La règle 1-2-3-4-5 

En général, 1 'activation par les RARs et les RXRs s'accomplit grâce aux éléments de 

réponse sous forme de répétitions directes 5'-AGGTCA-3' espacées par un nombre défini de 

nucléotides (pour revue : Mangelsdorf D.J. et al., 1994). Par des expériences de 

transactivation et de liaison à l'ADN in vitro sur des HREs en répétitions directes, Umesono 

K. et al., ont établi la règle des 3-4-5 correspondant au nombre de nucléotides séparant les 

deux demi-sites de liaison. Le VDR lie préférentiellement un DR-3, les TRs un DR-4 et les 

RARs un DR-5 (Umesono K. et al., 1991). Cette règle fournit l'explication pour le type de 

réponse selon un VDR, TR ou RAR et conduit à l'application de cette stratégie aux autres 

membres de la famille des récepteurs nucléaires. Ainsi, un RXRE correspondant à 4 

arrangements de séquences répétées séparées par un seul nucléotide (DR-1) a été identifié 

(Mangelsdorf D.J. et al., 1991). Cet élément DR-1 est aussi une cible pour PPAR et COUP 

(Kliewer S.A. et al., 1992 a, b). D'autres groupes ont mis en évidence une seconde classe de 

RARE présentant un motif DR-2 (Smith W.C. et al., 1991, Durand B. et al., 1992). 

L'importance du nombre de nucléotides entre les deux demi-sites de l'élément de réponse 

déterminant une spécificité optimale pour les gènes cibles des RARs et des autres membres de 

la famille est démontrée par le nombre de gènes contenant des liREs selon la règle 1-2-3-4-5 

(fig. 31). 

2.2. Les hétérodimères RARIRXR 

En réalisant différents mutants, Zechel C. et al., ont caractérisé deux interfaces 

possibles de dimérisation entre RAR et RXR et entre TR et RXR. Sur un DR-5 ou un DR-4, 

la région N-terminale du doigt CI de RAR ou de TR entre en contact avec la partie C­

terminale de la région Cll de RXR (boîte D) (Zechel C. et al., 1994 a) (fig. 32). Sur un 

élément de réponse DR-2, la boîte T de RAR interagit avec la région Cll de RXR excepté 
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Répétitions directes : règle 1-2-3-4-5 

DR-1 
CRBPII 
hA po AI 
cOVAL 

DR-2 
mCRBPI 
mCRABPII 
hA po AI 

DR-3 
rOST 
hOST 
mSPP-1 

RXRE 
1 

AGGTCA G AGGTCA 
AGGTCA C AGGTCA 
AGGGCA A GGGTCA 
GTGTCA A AGGTCA 

RARE II 
2 

AGGTCA AG AGGTCA 
AGGTCA AA AGGTCA 
AGTTCA CC AGGTCA 
GGGTCA AG GGTTCA 

VDRE 
3 

AGGTCA AGG AGGTCA 
GGGTGA ATG AGGACA 
GGGTGA ACG GGGGCA 
GGTTCA CGA GGTTCA 

TRE 
4 

DR-4 AGGTCA CAGG AGGTCA 
rMH AGGTGA CAGG AGGACA 
rME GGGTTA GGGG AGGACA 
:ML V GGGTCA TTTC AGGTCC 

DR-5 
mRARB 
mCP-H 
hADH3 

Palindromes 

RAREI 
5 

AGGTCA CCAGG AGGTCA 
GGTTCA CCGAA AGGTCA 
AGGTCA CTGAC AGGGCA 
GGGTCA TTCAG AGTTCA 

TRE-pal AGGTCA TGACCT 
TRE-pal 3 (ER) AGGTCAnnnTGACCT 

Palindrome inversé 
8 

RARE (ER8) TGACCTnnnnnnnnAGGTCA 

Fig. 31 : Exemples d'éléments de réponse 
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RARorTR 

P~,S'-.oti~ PUGGTCA,3'~i~ 

• OR4,DR5 

RXR RXRorRAR 
T-box 

cu 

POGGTCA, S' -.oti~ 
~----------------OR1,DR2----------------~ 

Fig. 32 : Modèlesdes hétérodimères RXRJRAR ou RXRJTR sur leurs éléments de réponse 
(Zechel C. et al., 1994) 
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avec la boîte D. Les homodimères RXRs fixés sur des éléments de réponse de type DR-1 

adoptent la même conformation de dimérisation (Zechel C. et al., 1994 b ). En se basant sur la 

structure tridimensionnelle du GR-DBD, il apparaît que RXR se positionne toujours en 5' de 

RAR dans la formation des complexes aussi bien sur un DR-5 que sur un DR-2. ll a été 

montré que l'hétérodimère RXRJRAR pouvait également se fixer sur un élément de réponse 

de type DR-1. Cependant, dans ce cas, RXR peut se positionner en 3' comme en 5' sur le site 

d'ADN (Kurokawa R. et al., 1994). Ainsi, la présence de plusieurs surfaces de dimérisation 

indépendantes dans le domaine C de RXR et de RAR., pouvant former différentes liaisons 

coopératives en fonction de 1' élément de réponse de type DR, est un paramètre important 

contribuant à la complexité d'action des rétinoïdes. Dans le domaine de liaison au ligand, il 

existe également des éléments structuraux impliqués dans la dimérisation tels que la boîte 1 de 

RXR constituée de 40 acides aminés situés dans la partie C-terminale de ce domaine et Il de 

ces acides aminés sont essentiels à l'hétérodimérisation avec HNF4 dont Ala 416 et Arg 421 

(Lee S.K. et al., 1998). 

3. Le rôle du ligand dans l'activation transcriptionnelle 

3.1. La fixation du ligand dans l'hétérodimère RXR/RAR 

Le groupe de Pfahl (La Vista-Picard N. et al., 1996) a observé qu'un hétérodimère 

donné pouvait être activé différemment en fonction de la concentration en t-RA ou de 9c-RA 

sur divers RAREs. Certains rétinoïdes synthétiques avec une conformation rigide améliorent 

cette activation préférentielle des hétérodimères sur des éléments de réponse sélectifs. De 

plus, différents hétérodimères sont activés de façon séquentielle et/ou synergique par des 

rétinoïdes spécifiques de RAR ou de RXR. Cet effet coopératif est obtenu pour les 

hétérodimères RXRa!RAR.a et RXRa!RARj3. Ces observations décrivent un nouveau 

principe de l'interaction récepteur-ligand et montrent que la réponse induite par le ligand 

n'est pas déterminée par le récepteur seul mais par les récepteurs hétérodimérisés complexés à 

l'ADN. 

Cependant, le rôle fonctionnel de chaque récepteur dans 1 'hétérodimère n'est pas 

encore clairement défini et les résultats restent discordants. D'une part, des études montrent 

que dans des cellules transfectées avec les vecteurs d'expression de RAR et de RXR, les 

ligands spécifiques des RXRs sont inefficaces pour 1 'activation de la transcription (Lehmann 
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et al., 1992, Kurokawa R. et al., 1994, Forman et al., 1995 a). Kurokawa et al. ont alors 

davantage étudié le mécanisme possible de l'inefficacité des ligands spécifiques des RXRs 

dans la transactivation in vitro via les hétérod.imères RXRIRAR, en utilisant des ligands 

spécifiques de RXR, le LG1069 et le 9c-RA (K.urokawa R. et al., 1994). Ces investigations 

ont conduit à la conclusion que dans 1 'hétérod.imère, RAR inhibe de façon allostérique la 

fixation du ligand sur RXR. Cette inhibition est seulement observée quand l'hétérod.imère est 

associé à son élément de réponse. Le même résultat est proposé par Forman B.M. et al. lls 

suggèrent cependant que RAR inhibe la fixation du ligand sur RXR dans les hétérod.imères 

RXRIRAR seulement lorsque RAR n'est pas lié à son ligand. Dès que le ligand se fixe à 

RAR, l'inhibition est levée et RXR est capable de se lier à son propre ligand (Forman B.M. et 

al., 1995). Dans cette vision des faits, Botling J. et al., ont montré que l'activité de RXR était 

dépendante de l'identité et de l'état de liaison au ligand du récepteur partenaire (Botling J. et 

al., 1997). lls ont également constaté que l'inhibition de RXR par RAR pouvait être levée par 

la liaison d'un ligand antagoniste de RAR. 

D'autre part, ces résultats sont controversés par différentes études montrant que dans 

les cellules où RAR et RXR sont coexprimés, le 9c-RA induit plus fortement la 

transactivation quet-RA (Zhang X-K. et al., 1992, Lee M.O. et al., 1995, Chen J.Y. et al., 

1995). Comme le 9c-RA interagit avec les deux types de récepteur alors que le t-RA lie 

exclusivement RAR, ces observations suggèrent que la liaison du ligand par les unités RXR et 

RAR dans 1 'hétérodimère est nécessaire pour une trans activation élevée. ll a également été 

rapporté que l'activation par des ligands sélectifs des RARs et des RXRs s'effectue 

indépendamment et de façon additionnelle (Durand B. et al., 1994). Ceci indique que les 

hétérod.imères RXRIRAR sont activés par les ligands des deux types de récepteur. Ces 

résultats convergent avec ceux d' Apfel C.M. et al., qui montrent qu'en présence de ligands 

spécifiques de RAR et de RXR le complexe RXRIRAR-DR-5 active la transcription dans des 

cellules transfectées (Apfel C.M. et al., 1995). Kersten S. et al., en utilisant des méthodes 

basées sur la fluorescence montrent que l'hétérodimérisation avec RAR n'altère pas la 

capacité de liaison de RXR. De même, ni l'association de l'hétérodimère RXRJRAR à son 

élément de réponse, ni une concentration saturante en ligand spécifique de RAR n'affecte 

1 'affinité de liaison de RXR dans 1 'hétérod.imère. Ces données indiquent davantage que 

l'affinité de RAR pour 9c-RA est considérablement plus importante comparée à celle de RXR 

et que cette différence d'affinité est conservée dans l'hétérod.imère RXRIRAR. Selon cette 

équipe, la liaison au RAR et au RXR se fait donc de façon indépendante au sein de 
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l'hétérodimère (Kersten S. et al., 1996). Ces hypothèses sont vérifiées par les résultats 

obtenus par Vivat V. et al. sur RXRa. Ainsi, la mutation de la phénylalanine 318 en alanine 

sur RXR'a. génère un récepteur constitutif et cette activité constitutive peut-être retrouvée au 

sein de 1 'hétérodimère RXR/RAR non muté en présence d'un ligand agoniste ou d'un ligand 

antagoniste de RAR, le BNS614. Ces résultats suggèrent, que dans l'hétérodimère, RAR peut 

adopter une structure différente de celle de l'holoRAR actif permettant à RXR de devenir 

transcriptionnellement actif en présence d'agoniste (Vivat V. et al., 1997). Ainsi, pour 

l'heure, les résultats sur les propriétés de liaison du ligand et de transactivation des récepteurs 

sous forme d'hétérodimères semblent confirmer le rôle actif de RXR (Chen J-Y. et al., 1996, 

Clifford J. et al., 1996, Roy B. et al., 1995, Minucci S. et al., 1997). 

3.2. Régulation du mécanisme d'hétérodimérisation de RXR 

RXRa en solution forme des tétramères avec une forte affinité de liaison grâce à la 

région C-terminale contenant deux résidus consécutifs de phénylalanine essentiels (Kersten S. 

et al., 1995 a, 1997). L'interaction de RXR avec son ligand, le 9c-RA, dissocie ce complexe 

tétramérique en monomère (Kersten S. et al., 1995 b) avec une coopérativité positive 

(Kersten S. et al., 1995 c) et favorise en absence d'ADN, l'hétérodimérisation avec RARa 

(RAR existant seulement sous forme monomérique en solution). Ces tétramères en absence de 

ligand peuvent également lier l'ADN au niveau d'éléments de réponse de type DR-1 (Lin 

B.C. et al., 1997, Chen Z.P. et al., 1998). De plus, la liaison du 9c-RA n'affecte pas la 

stabilité des homodimères sur l'élément de réponse DR-1 et des hétérodimères RXRIRAR sur 

un DR-5. Ces données ont permis d'établir un modèle in vitro dans lequel les tétramères de 

RXR peuvent servir à deux fonctions : soit rapidement fournir une grande quantité 

d'hétérodimères RXR en présence de 9c-RA, soit former des homodimères RXR liés à des 

HREs en absence de 9c-RA. Ces événements pourraient représenter un mécanisme de 

régulation ligand-dépendant contrôlant la disponibilité de RXR (Chen Z.P. et al., 1998). 

3.3. Les régions de l'activation transcriptionnelle 

Deux régions des récepteurs nucléaires possèdent spécialement des fonctions de 

transactivation, l' AF-1 et l' AF-2 (AF pour "activating function") (Hollenberg A.N. et al., 

1995). 
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-L'AF-1 

L'AF-1 est localisée dans la partie N-terminale du récepteur au nivau du domaine 

A/B. Elle existe chez RARa., J3 et y mais seulement chez RXRa. et J3 (Nagpal et al., 1993). 

Les acides aminés de cette région ne sont pas très conservés entre les récepteurs nucléaires. 

L'activation transcriptionnelle d' AF-1 est constitutive mais peut être synergique de l' AF-2 

selon le promoteur et le RARE utilisés (Nagpal et al., 1992, Folkers et al., 1993 ). 

-L'AF-2 

Elle a été identifiée en premier lieu chez le récepteur des oestrogènes (Kumar V. et 

al., 1987). Le domaine de l'AF-2 (encore appelé 'tc) est localisé dans la partie C-terminale du 

domaine de fixation du ligand au niveau de l'hélice 12. Sa fonction est induite par la liaison 

du ligand et varie selon l'élément de réponse impliqué (Durand B. et al., 1994). Cette région 

est très conservée et comprend les acides aminés essentiels à la forte affinité de liaison du 9c­

RA par les RARs et les RXRs (Tate B.F. et al., 1994, 1995, 1996, Leng X. et al., 1995). Son 

mécanisme d'action serait donc le suivant : la liaison d'un ligand agoniste entraînerait un 

changement de conformation du domaine E du récepteur nucléaire pour donner une structure 

similaire de l'holoRARy-LBD (Renaud J.P. et al., 1995). De cette façon, Hl2 est déplacée 

vers l'intérieur du site de liaison créant une surface d'interaction possible avec les facteurs de 

la transcription et le domaine de l' AF-2. Récemment, la mutation d'un résidu de tyrosine 

conservé se localisant dans l' AF-2 de ER a permis de mettre en évidence un mécanisme 

constitutif d'activation de la transcription (tout comme la mutation Phe 318Ala dans RXRa. 

(Vivat V. et al., 1997)). Ainsi, cette mutation entraîne un changement de conformation au 

niveau du domaine E permettant la liaison de coactivateurs indépendamment de la fixation du 

ligand (White R. et al., 1997). Cependant, il faut noter que la fixation d'un antioestrogène 

abolit cette activation (Tremblay G.B. et al., 1998). L'activité AF-2 requière aussi des acides 

aminés des hélices 3 et 4, du fait de leur proximité de Hl2 dans la structure tridimensionnelle. 

C'est le cas de Lys 366 dans l'hélice 3 de ER (conservée chez les autres membres des 

récepteurs nucléaires) qui semble nécessaire à l'activité transcriptionnelle (Henttu P.M.A. et 

al., 1997) et au recrutement de coactivateurs, mais aussi de Gin 252 dans TRf31 qui se trouve 

dans la boucle .Q (entre H2 et H3) (Bhat M.K. et al., 1997). 
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3.4. Régulation de la transcription par l'intermédiaire des résidus de la 

boîteL 

La région 403-410 du domaine Ede RARa localisée entre Hll et la région AF-2 

correspondant à la boîte L semble nécessaire à la reconnaissance spécifique de différents 

ligands mais aussi aux interactions protéine-protéine (Lefebvre B. et al., 1998). La 

mutagénèse dirigée de ces résidus entraîne des conséquences dépendantes du ligand utilisé. 

Certaines de ces mutations (Gly404Pro et Ser405Ala) en présence de CD367 dissocient 

l'activation ligand dépendante de l'activité anti AP-l de hRARa. De plus, les interactions 

protéine-protéine qui s'effectuent au contact de cette même région semblent très sensibles aux 

altérations structurales. Ainsi, les mutations qui n'affectent ni la liaison au ligand, ni la liaison 

à l'ADN, ni la transactivation, inhibent la liaison de corépresseurs sur RARa. Ces données 

suggèrent donc que le LBD de hRARa peut adopter différentes conformations sous le 

contrôle de la boîte L et que la structure du ligand est un paramètre critique pour le 

positionnement des hélices 1 et 12 de l'holoLBD. 

4. Mécanisme moléculaire de la transcription 

L'activité transcriptionnelle chez les Eucaryotes au cours du développement ou en 

réponse à un signal extracellulaire est un processus complexe impliquant 1 'action concertée de 

différentes protéines. L' ARN polymérase ll est 1' enzyme responsable de la production 

d' ARNm. Elle agit en combinaison avec un certain nombre de facteurs de transcription. Ces 

facteurs peuvent être divisés en trois classes selon leur fonction. La première classe 

correspond aux facteurs de la transcription basale (TFIID ou TBP, TFITB, TFITF, TFITE, 

TFilli dans l'ordre de leur intervention). La seconde classe regroupe les facteurs de 

transcription spécifiques d'une séquence d'ADN nécessaires à la régulation de la 

transcription. Le dernier groupe comprend les coactivateurs qui régulent la transcription. ll a 

été montré que RXR, par l'intermédiaire de son domaine AF-2, se lie à la protéine de liaison 

de la boîte TATA (TBP) et à TAFIT110 dans le complexe TFITD de façon ligand-dépendante 

(Schulman I.G. et al., 1995). RAR et certains récepteurs se lient plutôt à TFllB (Blanco Jet 

al., 1995, Hazdic E. et al., 1995, Leong G.M. et al., 1998). 
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4.1. Les cofacteurs 

Les interactions des récepteurs nucléaires avec leurs éléments de réponse ou avec la 

machinerie transcriptionnelle sont réglées, notamment, par des protéines appelées cofacteurs 

dont la présence inhibe (corépresseur) ou augmente (coactivateur) l'activité du récepteur (fig. 

33). L'existence de tels cofacteurs a été suggérée par deux types d'observation : 1) l'activité 

transcriptionnelle des récepteurs nucléaires dépend de leur environnement cellulaire ; 2) 

1' activation de certains récepteurs stéroïdiens est inhibée par 1' activation simultanée de 

récepteurs de la même famille ce qui a suggéré un phénomène de séquestration d'éventuels 

effecteurs nucléaires. TI est difficile de définir avec précision la notion de cofacteur car leur 

mode d'action reste encore très mal connu. 

4.1.1. Les coactivateurs 

lls agissent sur les récepteurs nucléaires liés à leur ligand agoniste et impliquent la 

région AF-2. Certains de ces coactivateurs (RIP-140, SRC-1 et CBP) possèdent un motif de 

séquence Leu X X Leu Leu nécessaire et suffisant à leur liaison au récepteur (Heery D.M. et 

al., 1997) 

- SRC-1/p160 : la molécule SRC-1 (steroid coactivator) a été identifiée dans le 

système double hybride, sur la base de son interaction avec le domaine de liaison au ligand du 

hPR, en présence du ligand (Onate S.A. et al., 1995). SRC-1 est synthétisée dans différents 

tissus et agit de manière pléiotropique : elle augmente 1' activité transcriptionnelle de PR mais 

aussi des ERs, GRs, TRs et des RXRs quand ceux-ci sont fixés sur leurs éléments de réponse 

et sont en présence de leur ligand respectif. 

- TIF-2 (transcriptional intermediary factor) agit avec de nombreux récepteurs 

nucléaires (AR, ERs, GRs, PR, RARs, RXRs, TRs et VDR) en présence de leur ligand. 

Cependant, il n'amplifie l'activité transcriptionnelle que des ARs, ERs et PR et pas celle des 

GRs, RARs, RXRs, TRs ni VDR (Voegel J. et al., 1996, 1998). 

- CBP et p300 (CREB-Binding protein). CBP se lie directement au récepteur 

nucléaire au niveau des 101 acides aminés N-terminaux (Kamei Y. et al, 1996) et peut 

interagir simultanément avec pl60/SCR-1 et RAR, ER ou PR en présence de leur ligand (Yao 
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Pas de transcription 
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Un ligand 
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Fig. 33 : Régulation de la transcription par les cofacteurs (Minucci S. et Ozato K. , 1996) 
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T.P. et al., 1996). Cette interaction tripartite donne lieu a un complexe vraisemblablement 

plus stable et ayant une activité transcriptionnelle accrue. De plus, en s'associant avec 

p300/CBP, le récepteur nucléaire établi des contacts avec la machinerie transcriptionnelle 

puisque CBP/p300 peut interagir avec la TBP et d'autres molécules qui lui sont associées 

(TAF). 

-ERAP et RIP (estrogen receptor-associated proteins et receptor-interacting protein). 

Les protéines ERAP140 et 160 (Halachni S. et al., 1994), d'une part, et les protéines RIP80, 

140 et 160 (Cavaillès V. et al., 1994, 1995, L'Horset F. et al., 1996), d'autre part ont été 

isolées sur la base de leur interaction avec ER, RIP 140 interagit au moins en deux sites 

distincts, en N-et en C-terminal, du récepteur. RIP13 et RIP110 interagissent avec TR, RAR, 

RXR mais pas avec GR (Seo1 W. et al., 1995). 

- TIF-1 (transcriptional intermediary factor). TIF-1 augmente l'activité 

transcriptionnelle du domaine de fixation au ligand de RXRy et de RARa (Le Douarin B. et 

al., 1995) et interagit avec les domaines de fixation au ligand de VDR, ER et PR en présence 

de leur ligand respectif (Thénot S. et al., 1997). 

- Tripl et mSUGl (TR-interacting protein). Ce sont deux coactivateurs identiques à 

99.3% (Lee J.W. et al., 1995, Vom Baur E. et al., 1996). Trip1 interagit avec Tra1 et RXR. 

SUG1 interagirait également avec les protéines TBP et TAFII30, établissant un pont entre les 

récepteurs et la machinerie transcriptionnelle. 

- Analogues humains de SNF2/SWI2 de levure. Ces molécules s' appelent hbrm 

(Muchardt C. et Yaniv L. 1993), hsnf2L (Okabe 1. et al., 1996), BRG1 (Khavari P.A. et al., 

1993) pour GR ou encore SNF2a et SNF2f3 (Chiba H. et al., 1994) pour ER et RAR. 

- RAP46 (receptor associated protein). Cette protéine possède la plus forte affinité 

pour ER mais elle peut également interagir avec AR, TR et PR (Zeiner M. et Gehring U. 

1995). 
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4.1.2. Les corépresseurs 

lis interagissent avec les récepteurs en absence de ligand au niveau de la région 

charnière O. 

- N-CoR (nuclear receptor co-repressor) ou p270 ou TRAC. La protéine N-CoR a été 

récemment isolée sur la base de son interaction avec le complexe TRIRXR/ ADN en 1' absence 

de ligand (Hôrlein A.J. et al., 1995). Quand le complexe N-CoRITRIRXR est fixé sur un 

élément de réponse de type DR-5, le ligand induit une dissociation deN-CoR du complexe et 

le recrutement de deux protéines de 140 et 160 kDa. La transcription peut alors avoir lieu. En 

revanche, quand 1 'hétérodimère N-CoR/TRIRXR est fixé sur un élément de réponse de type 

DR-1, N-CoR ne se dissocie pas et aucune activité transcriptionnelle n'est observée 

(Kurokawa R. et al., 1995). Ce résultat est à rapprocher de la démonstration de 

1 'hétérodimère RARJRXR qui a une activité transcriptionnelle sur un élément de réponse de 

type DR-5, mais n'en a pas sur un élément de réponse de type DR-1 en raison d'une inversion 

de l'ordre des récepteurs sur l'ADN et de l'impossibilité pour RXR de fixer son ligand dans 

la configuration DR-1 (Kurokawa R. et al., 1994). N-CoR interagit également avec la partie 

carboxy-terminale de RAR (Hôrlein A.J. et al., 1995). 

- SMRT (silencing mediator for retinoid-and thyroid-hormone receptors ). Ce facteur 

interagit avec RAR et TR en l'absence de ligand (Don Chen J. et al., 1993, Don Chen J. et 

Evans R.M., 1995) mais pas avec GR. SMRT reste fixée sur le RAR ou le TR même quand 

ceux-ci sont liés, sous forme d'hétérodimères, à leurs éléments de réponse. Lors de la fixation 

du ligand, les complexes SMRTIRAR ou SMRT/TR se dissocient, ce qui constitue 

vraisemblablement une étape nécessaire pour que s'exerce 1 'activité transcriptionnelle (Li H. 

et al., 1997). 

- TRUP (thyroid hormone receptor uncoupling protein). TRUP réprime l'activité 

transcriptionnelle de TR ainsi que celle de RAR mais pas celle de RXR et de ER, en inhibant 

la fixation des dimères TRIRXR et RARIRXR, respectivement sur les éléments de réponse 

DR-4 et DR-5 (Burris T.P. et al., 1995). TI n'est cependant pas exclu que TRUP agisse même 

en amont, en interférant avec la dimérisation de RXR. 
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Un travail important reste donc à continuer pour déterminer la spécificité et 1' affinité 

de ces cofacteurs vis-à-vis de chaque récepteur nucléaire ainsi que des autres facteurs 

transcriptionnels de la cellule. Cependant, il est désormais possible de spéculer sur le mode 

d'action pour un bon nombre d'antagonistes des récepteurs nucléaires :par leur fixation, ils 

induisent sans doute chez le récepteur une conformation lui interdisant d'interagir avec un 

cofacteur sans lequel son activité transcriptionnelle reste très faible, voire nulle. Enfin, dans la 

mise au point de nouvelles molécules thérapeutiques, ces cofacteurs représentent bien 

évidemment de nouvelles cibles pharmaceutiques de choix. 

4.2. La phosphorylaûon des récepteurs nucléaires 

La phosphorylation des facteurs de transcription peut JOuer un rôle dans la 

translocation nucléaire, la liaison à l'ADN (de façon positive ou négative), les interactions 

avec d'autres protéines et la transactivation (Weigel N. L. 1996). La découverte que les 

récepteurs stéroïdiens peuvent être activés par stimulation de la voie des kinases en absence 

d'hormones et que cette voie peut altérer la réponse d'antagonistes, confmne l'importance de 

la phosphorylation dans l'activité des récepteurs (Tahayato A. et al., 1993, Lefebvre P. et al., 

1995). De plus, la phosphorylation des régions AF-1 et AF-2 de RAR par les kinases est 

nécessaire pour permettre aux RARs d'induire la différenciation des cellules F9 en présence 

d'acide rétinoïque (Taneja R. et al., 1997). En outre, récemment, il a été démontré que les 

récepteurs nucléaires activés par leur ligand empêchent la phosphorylation de c-Jun sur les 

sérines 63 et 73 et par conséquent l'activation AP-l en bloquant l'induction en cascade des 

kinases (JNK.). De plus, ces récepteurs nucléaires auraient un effet antagoniste sur d'autres 

facteurs de transcription activés par JNK. tels que Elk:-2 et ATF-2. Ce mécanisme est basé sur 

l'étape de blocage de l'activation AP-l qui est nécessaire à l'interaction du cofacteur CBP 

(Caelles C. et al., 1997). 

La régulation de la transcription d'un gène correspond donc à un mécanisme fin et 

complexe, mettant en jeu notamment les différentes affinités des récepteurs pour les 

cofacteurs et différentes voies de signalisation. 
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Résultats 

et 

Discussion 



Pour appréhender les mécanismes d'interaction des récepteurs de l'acide rétinoïque 

avec leurs ligands, nous avons ciblé notre étude sur l'implication plausible de résidus d'acides 

aminés du domaine de liaison au ligand. Ce travail s'inscrit dans la continuité de celui réalisé 

au cours de notre D.E.A. En effet, pendant cette première année de recherche, nous avons 

réalisé des expériences d'inactivation de la liaison RAR-ligand grâce à des réactifs 

spécifiques d'acides aminés: le pyridoxal 5' phosphate (PLP) spécifique des lysines, le 

phénylglyoxal (PG) pour modifier les résidus d'arginine et le tétranitrométhane (TNM) qui 

nitre les résidus de tyrosine. Cette étude a été réalisée sur les trois RARs : a., f3 et y en 

présence de t-RA et du CD367. Nous avons alors constaté pour chacun des récepteurs avec les 

trois réactifs, une inactivation dose-dépendante de la liaison des deux ligands. Or, le TNM 

s'est avéré être le réactif le plus efficace. Ce résultat suggérait donc l'implication d'un ou de 

résidus de tyrosine dans l'interaction RAR-ligand. ll nous semblait alors intéressant dans un 

premier temps d'identifier le ou les résidus de tyrosine pouvant être impliqué(s) dans la 

liaison du ligand de RARa.. Pour cela, nous avons utilisé une méthode d'approche 

biochimique indirecte, la spectrométrie de masse. De cette façon, nous avons suspecté la 

tyrosine 277 d'être impliquée dans la liaison avec t-RA. Pour confirmer cette hypothèse, nous 

avons réalisé les mutations des tyrosines du domaine E de RARa. et analysé 1' activité de 

liaison et de transactivation de ces mutants. Nous avons alors vérifié que la tyrosine 277 joue 

un rôle important dans la liaison de différents ligands et particulièrement dans l'activation de 

RARa.. Les autres résidus de tyrosine ne se trouvent pas dans la poche de liaison au ligand et 

ne participent donc pas à la liaison du ligand. 

Dans une seconde partie de notre travail, nous avons étudié la topographie des acides 

aminés du site actif. En nous basant sur la structure cristallographique du LBD-hRARy, nous 

nous sommes interessés, dans le cadre d'une collaboration avec le CIRD Galderma (Centre 

International de Recherche Dermatologique), aux résidus potentiellement impliqués dans la 

LBP. Quatre résidus d'acides aminés nous ont semblé particulièrement intéressant à étudier. 

Nous les avons donc muté et nous avons étudié leur rôle dans la liaison de différents ligands 

agonistes et antagonistes ainsi que dans 1 'activation de RARa.. 
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I. IDENTIFICATION D'UN RESIDU DE TYROSINE DU DOMAINE EDE RARa 

IMPLIQUE DANS LES MECANISMES DE LIAISON AUX LIGANDS ET DE 

TRANSACTIV ATION 

Ce travail a fait l'objet d'une publication sounnse à "Journal of Biological 

Chemistry". Au préalable des expériences ont été réalisées, permettant d'étudier de façon 

indirecte le comportement différentiel des récepteurs en fonction des ligands fixés. Les 

résultats ainsi obtenus, nous ont permis de mettre au point une stratégie d'étude sur les résidus 

de tyrosine du domaine E de RARa. 

1. Inactivation du site de liaison par des réactifs spécifiques d'acides aminés 

1.1. Stratégie utilisée 

Au cours de travaux précédents menés au laboratoire, N. Dallery avait mis en 

évidence une sensibilité de 1' activité de liaison au ligand de hRARa recombinant, aux réactifs 

spécifiques des thiols (Dallery N.et al., 1993). Ces résultats suggèraient qu'un (ou des) 

résidu(s) de cystéine situé(s) à proximité ou dans le site de liaison est (ou sont) responsable(s) 

des effets observés. De la même manière, en utilisant des réactifs chimiques spécifiques des 

résidus de lysine, d'arginine et de tyrosine (le PLP, le PG et le TNM (fig. 34) 

respectivement), nous avons voulu déterminer la participation éventuelle de ces résidus dans 

l'interaction RAR-ligand et cela pour les trois récepteurs a, ~ et y en présence de deux 

ligands agonistes, let-RA et le CD367. Cependant, comme le pourcentage de molécules de 

récepteurs fonctionnels surexprimés grâce au système bactérien est assez faible, nous avons, 

dans un premier temps, tenté de pallier cet inconvénient en réalisant des essais de 

dénaturation-renaturation. Malgré tous nos efforts, ces expériences se sont montrées 

infructueuses et nous avons donc décidé, pour la suite de notre étude, d'utiliser le récepteur 

exprimé à partir d'un extrait bactérien non purifié, tout en sachant que sur 1' ensemble des 

molécules surexprimées, environ 10 % possèdent une activité fonctionnelle de liaison au 

ligand. Pour mesurer l'effet de la modification chimique sur l'affinité de liaison au ligand, le 

domaine E exprimé de chaque récepteur est soumis dans un premier temps à 1 'action du 

réactif, puis il est incubé avec le ligand marqué au tritium. L'activité de liaison au ligand est 

alors déterminée. Nous avons, en outre, vérifié par hydrolyse acide totale sur l'extrait brut 
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que nous étions en concentration saturante en réactif par rapport au nombre de résidus 

accessibles. 

1.2. Résultats des expériences d'inactivation 

Trois réactifs ont donc été utilisés: le PLP, le PG et le TNM. Pour chacun de ces 

réactifs, nous avons déterminé la concentration en réactif nécessaire pour obtenir 50% 

d'inactivation de la liaison spécifique au ligand du récepteur que nous avons appelée 150%. 

Avec le PLP et le PG, quel que soit le récepteur et le ligand, la valeur de 1500;. est de l'ordre de 

20mM et de 2,5mM respectivement (conférer D.E.A.). Ces données suggèrent donc une 

implication plausible des résidus de lysine et d'arginine dans l'interaction récepteur-ligand. 

Cependant, le TNM apparaît être le réactif le plus efficace pour inhiber la liaison. En effet, 

sur les trois récepteurs a, ~et y, nous avons obtenu une valeur de 1500;. comprise entre 22,7 et 

77,lJ.LM avec le t-RA et le CD367 (tab. 6). De plus, nous avons constaté que le complexe 

préformé eHJt-RA-RAR était insensible à l'inactivation chimique par le 1NM. Le ligand 

pourrait alors protéger les résidus d'acides aminés du site de liaison contre les modifications 

chimiques. Comme le domaine E de RARa ne comprend que trois résidus de tyrosine, nous 

avons alors supposé qu'un de ces résidus ou plusieurs étai(en)t impliqué(s) dans la liaison du 

ligand. 

2. Protection différentielle des RARs par les ligands 

2.1. Principe de la protection différentielle 

Comme il a été précisé dans le paragraphe précédent, la protection par t-RA et le 

CD367 contre l'inactivation par le 1NM est excellente. Nous nous sommes donc demandé si 

des différences de protection ne pouvaient pas être observées en fonction des ligands utilisés. 

Pour cela, nous avons réalisé des expériences de protection différentielle basées sur une 

réaction d'échange entre le ligand et le t-RA tritié. (Les seuls ligands tritiés à notre 

disposition sont le t-RA et le CD367). Le principe de cette technique est assez simple. Nous 

incubons le récepteur exprimé par le système bactérien E. coli, avec un ligand en 

concentration saturante (2J.LM). Ensuite, le récepteur est modifié par le TNM (gamme de 

concentrations). Puis une réaction d'échange est effectuée avec le t-RA tritié et l'affinité de 

liaison résiduelle est alors mesurée. De cette façon, nous avons observé si la modification 

chimique empêchait ou non la liaison de t-RA. Dans le cas d'une activité de liaison résiduelle 
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Réactif RAR Ligand ~o~. {llM) 

TNM t-RA 
a 30.3 
p 77.1 
y 22.7 

CD367 
a 35.7 
p 62.8 
y 23.6 

Tab. 6 : Concentrations en TNM nécessaires pour obtenir 50% d'inactivation de la liaison 
spécifique du ligand au récepteur 
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faible, deux hypothèses sont alors possibles. Soit le ligand non marqué qui se trouve à 

1 'intérieur du site de liaison est gêné pour sa sortie par les résidus chimiquement modifiés et 

empêche let-RA radioactif de venir se fixer à sa place, soit la liaison de ce ligand entraîne un 

changement de conformation tel qu'à la suite des modifications chimiques, le t-RA ne peut 

plus venir se fixer à l'intérieur du site de liaison. 

2.2. Protection observée selon les ligands et les réactifs 

Les ligands testés sont les suivants :le 9c-RA, le CD367 pour les ligands agonistes des 

trois RARs, l' Am580 sélectif de RARa, le CD417 sélectif de RAR~, le CD437 et le CD666 

sélectifs de RARy et le ligand antagoniste de RARa, le Ro41-5253. Dans le tableau 7, le 

pourcentage d'activité de liaison résiduelle de [3H]t-RA est déterminée pour une 

concentration en TNM de 50f..LM. Ainsi, nous avons constaté que la protection par les 

différents ligands contre l'inactivation chimique est totale dans la plupart des cas excepté avec 

l'Am580 pour RARa et le 9c-RA pour RARy. Avec ces deux ligands, le pourcentage de 

liaison résiduelle est réduit d'environ 40% par rapport à t-RA. TI est donc possible que ces 

ligands se positionnent différemment dans le site de liaison. En prenant en compte le fait que 

le 9c-RA se lie moins bien à RARy qu'à RARa et les données cristallographiques aujourd'hui 

disponibles (Renaud J.P et al., 1995, Klaholz B.P. et al., 1998), nous savons que 9c-RA se 

positionne différemment dans la cavité de liaison. En effet, l'orientation de son groupement 

méthyle sur C13 est différente de celle de t-RA. Le fait de modifier les résidus de tyrosine 

accessibles aux réactifs chimiques entraîne probablement une conformation un peu différente 

de la poche de liaison et empêche let-RA de venir se fixer à la place du 9c-RA. 

3. Expériences de protéolyse limitée 

La protéolyse limitée est une technique qui permet d'étudier des changements de 

conformation du récepteur induits par la fixation du ligand. Cette méthode a été largement 

employée par Keidel S et al. pour mettre en évidence des différences de conformation lors de 

l'activation de RARa par des ligands agonistes et antagonistes (Keidel S. et al., 1994). Ainsi 

par la même approche, nous avons réalisé des expériences de protéolyse limitée sur RARa en 

présence de différents ligands (ce sont les mêmes ligands que ceux utilisés pour la protection 

différentielle). Le récepteur RARa est exprimé dans un lysat de réticulocytes en présence de 

(
35S] méthionine. ll est ensuite incubé avec le ligand, puis hydrolysé par différentes enzymes. 
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Récepteur Ligand % de liaison résiduelle 
fH]t-RA 

avec TNM (50 p.M) 

RARa. 
Sans ligand 26 

t-RA 100 
9c-RA 97 
CD367 86 
Am580 66 

Ro41-5253 95 

RAR~ 
Sans ligand 60 

t-RA 98 
9c-RA 84 
CD367 86 
CD417 78 

RARy 
Sans ligand 11 

t-RA 93 
9c-RA 61 
CD367 91 
CD437 92 
CD666 88 

Tab. 7 : Mesure de 1 'activité de liaison résiduelle de RARa, f3 et y protégés par différents 
ligands contre 1 'action du TNM. 
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Les échantillons sont ensuite déposés en gel SDS-Page. Nous avons, en premier lieu, utilisé la 

trypsine (fig. 35, premier gel). Dans le premier couloir du gel, nous retrouvons le récepteur 

non hydrolysé avec une masse d'environ 52kDa. Dans le couloir 2, nous constatons qu'en 

absence de ligand, la digestion du récepteur est complète et que seuls des polypeptides de 

petites tailles sont retrouvés. Les puits suivants correspondent au RARa. hydrolysé par la 

trypsine en présence des différents ligands. Sur chacun de ces profils, nous retrouvons un 

fragment de 30kDa excepté avec le Ro41-5253. Ainsi, avec ces différents ligands, la région 

de résistance à l'attaque protéolytique semble identique. Comme nous n'avons pas observé de 

différences de profils avec les ligands agonistes, nous avons hydrolysé le récepteur avec 

d'autres enzymes, la chymotrypsine et l'endoprotéase Glu-C. Cependant, bien que les sites de 

coupure soient différents, les profils d'hydrolyse avec les ligands agonistes restent identiques 

entre eux. Ainsi, seule la fixation de l'antagoniste Ro41-5253, permet d'obtenir un profil 

protéolytique différent. Nous observons alors, avec la trypsine, un fragment de 28kDa en 

présence de Ro41-5253 (résultats identiques à ceux obtenus par de Keidel S. et al., 1994). 

Comme la trypsine hydrolyse en C-terminal des résidus d'arginine et de lysine, nous avons 

utilisé l'endoprotéase Lys-C et l'endoprotéase Arg-C pour affmer les résultats. Avec 

l'endoprotéase Lys-C, le profil reste identique à celui obtenu avec t-RA, par contre avec 

l'endoprotéase Arg-C, le profil est différent avec un fragment supplémentaire aux environs de 

31kDa en présence de Ro41-5253 (fig. 35, gels 2 et 3). Ceci suggère que le Ro41-5253 se 

positionne différemment dans le site de liaison rendant un ou des résidu(s) d'arginine plus 

accessible à l'hydrolyse. Lamour F.P.Y. et al., ont permis de confirmer cette hypothèse en 

identifiant l'arginine 217 de RARa. qui se trouve dans la boucle n, comme le site de clivage 

de la trypsine en présence du Ro41-5253 (Lamour F.P.Y. et al., 1996). Néanmoins, dans le 

cadre de notre étude, cette technique apporte peu de précisions sur les acides aminés 

impliqués ou sur d'éventuels changements de conformation de RARa. induits par la fixation 

de ligands agonistes. 

4. Etude des résidus de tyrosine du domaine de liaison au ligand de RARa. 

Par les expériences d'inactivation par le TNM, nous avons montré que RARa. était 

très sensible à ce réactif ce qui suggérait une implication probable des résidus de tyrosine 

dans l'intéraction récepteur-ligand. Le domaine Ede RARa. ne comprend que trois résidus de 

tyrosine: la tyrosine 208, la tyrosine 277 et la tyrosine 362. Nous avons donc voulu identifier 

quel(s) étai(en)t le(s) résidu(s) potentiellement impliqué(s). 
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4.1. Résumé de nos travaux soumis à publication 

Les récepteurs de 1' acide rétinoïque lient spécifiquement 1 'acide tout-trans rétinoïque 

et agissent en tant que facteurs de régulation de la transcription. La liaison de t-RA à RARa, 

P et y est sensible à la nitration par le tétranitrométhane, un réactif modifiant plus 

spécifiquement les tyrosines dans des conditions réactionnelles définies. Pour identifier le(s) 

résidu(s) de tyrosine importants pour la liaison de t-RA, nous avons réalisé des expériences de 

modification chimique sur le domaine de liaison de RARa (LBD- RARa) purifié, soumis à 

une hydrolyse acide partielle et une protéolyse sélective. Les peptides chimiquement 

modifiés, contenant chacun un des trois résidus de tyrosine présents dans la séquence du 

LBD-RARa, ont été analysés et identifiés par HPLC couplée à la spectrométrie de masse en 

mode électrospray (LC/ESI-MS). Nous avons trouvé que le t-RA lié au LBD-RARa 

protégeait la tyrosine 277 de la nitration mais pas les tyrosines 208 et 362. La protection de la 

tyrosine 277 peut résulter soit d'un masquage direct par la liaison du ligand, soit d'un 

changement de conformation induit par la fixation du ligand rendant la tyrosine inaccessible à 

la modification chimique. Le rôle éventuel des résidus de tyrosine a été appréhendé par la 

construction de trois mutants spécifiques : Y208A, Y277A et Y362A. L'affinité de liaison 

pour le t-RA de ces récepteurs mutants est de l'ordre de celle du récepteur sauvage, excepté 

pour le mutant Y277A qui présente une réduction d'affinité de liaison et d'activité de 

transactivation de 15 à 20 fois. Si la mutation de la tyrosine 277 en alanine a un effet variable 

sur la liaison de différents agonistes et antagonistes, elle entraîne une forte réduction de 

l'activité de transactivation ligand-dépendante. n est peu probable qu'un changement de 

conformation important soit responsable de la réduction d'affinité de liaison de t-RA et de 

l'activité transactivatrice puisque ces mutants se dimérisent et se lient à l'ADN d'une façon 

identique au récepteur sauvage. La protéolyse limitée révèle que le mutant Y277 A induit un 

changement de conformation légèrement différent de celui du récepteur sauvage. Ces données 

suggèrent que la tyrosine 277 joue un rôle dans le changement de conformation nécessaire à 

1 'activation de RARa. 

4.2. Publication 
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Summary 

Retinoic acid receptors specifically bind ali-trans retinoic acid (t-RA) and function as 

t-RA-inducible transcriptional regulatory factors_ Binding of t-RA to RARa, j3 and y is sensitive 

to nitration with tetranitromethane, a tyrosine-specifie modifying reagent. In order to identify 

tyrosine residue(s) that are important for t-RA binding, we carried out chemical modification 

experiments with purified RARa ligand binding domain (RARa-LBD) subjected to partial acid 

hydrolysis and selective proteolysis. The chemically modified peptides containing each of the 

three Tyr residues present in the RARa-LBD sequence were then analyzed and identified by 

high performance liquid chromatography coupled to electrospray ionization mass spectrometry 
277 

(HPLC/ESI-MS). We found that t-RA binding to RARa-LBD protected Tyr containing 
277 

peptides from nitration. Protection of Tyr could result either from direct masking by the bound 

ligand or from ligand-induced changes in receptor conformation and tyrosine accessibility_ The 

role of Tyr residues was further documented by site directed mutagenesis using three site-

specifie RARa mutants: Y208A, Y277 A, and Y362A. The affinity for t-RA of these mutant 

receptors was in the range of that of the wild type protein, except for the Y277 A receptor mutant 

which displays a 15 to 20-fold reduction in affinity and transactivation activity for t-RA-
277 

Whereas mutation of Tyr into alanine had a variable effect on different agonists and 

antagonists binding, it caused a dramatic decrease of retinoid-dependent transactivation activity. 

It is unlikely that major conformational changes are responsible for the lower affinity of t-RA 

binding and t-RA-dependent transactivation since these mutants displayed wild type dimerization 

and DNA binding activities_ Limited proteolysis revealed that upon ligand-binding, the Y277 A 

mutant induced a conformational change slightly different from that obtained with the wild type 
277 

protein_ These data could suggest that Tyr play a critical role in the ligand-induced 

conformational changes required for the activation ofRARa. 
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Introduction 

Retinoic acid (t-RA) and synthetic retinoids have important effects on a wide 

spectrum of biological processes, including cell growth, cell differentiation and vertebrate 

development (1). These effects are mediated by two distinct families of receptors, the retinoic 

acid receptors (RARs) and the retinoid X receptors (RXRs), which belong to the steroid/thyroid 

hormone superfamily of nuclear receptors (2). These two families of receptors are each made up 

of three receptor subtypes, designated a,f) and y (3-11). These receptors are ligand-inducible 

transcription factors able to bind, as hetero (RAR-RXR) or homo (RXR-RXR) dimers, to specifie 

retinoic acid response elements (RAREs) located in the promoter region of target genes. Two 

different isomers, ali-trans RA (t-RA) and 9-cis RA, are the natural ligands for the RARs, 

whereas only 9-cis RAis the naturalligand for the RXRs (12,13). The RARs and RXRs exhibit a 

conserved modular structure, divided in six different domains (A-F), according to their 

homology with the other nuclear receptors (14). Unique functions have been devoted to sorne of 

these domains. The ligand-independent transactivation function (AF-1) is located in the A and B 

domains, whereas the C domain constitutes the lùghly conserved DNA-binding domain also 

required for receptor dimerization (15). The E domain is functionnally complex and has been 

identified as important for ligand binding, receptor dimerization and ligand dependent activation 

of transcription (AF-2). 

Recently, the X-ray crystal structures of the ligand binding domains of apo-RXRa 

and of holo-RARy complexed to t-RA, 9-cis RA and to a RARy selective synthetic agonist have 

been reported (16-18). According to the structural and functional similarities between the ligand 

binding domains of the different RAR subtypes, a common folding pattern has been proposed 

(19), and putative arninoacid residues responsible for the selectivity of sorne synthetic retinoids 

have been identified (17,19). The role ofseveral aminoacid residues ofthe LBD in the binding of 

t-RA, 9-cis RA and synthetic retinoids to the RAR subtypes has been also highlighted by site­

directed mutagenesis (17,20-29). Our group contributed to the identification of sorne structural 

requirements of the ligand binding site of the human RARa. We demonstrated the role of the 

AF-2 domain in the differentiai recognition of natural and synthetic retinoids (30). The 

123 



importance of residues 403 to 410 in the binding and transactivating properties of the receptor 

was further documented by site-directed mutagenesis (31 ,32). Moreover we resorted also to the 

chemical modification of protein side-chains with group-specifie reagents to demonstrate that 

cysteine residues are essential for ligand binding {33) and that lysines 360 and 365 are critical for 

the DNA binding and dimerization properties ofRARa (34). 

In the current report, we show that t-RA binding to RARa,!) and y is inhibited by 

previous treatment of the receptor with tetranitromethane, a tyrosine-specifie modifying rea gent, 

suggesting that tyrosine residue(s) could be located in the ligand binding pocket (LBP) of these 

receptors. In order to identify the tyrosine residue(s) important for t-RA binding, we resorted 

both to the chemical characterization of the modified polypeptide by Electron Spray Ionization­

Mass Spectrometry (ESI-MS) and to the site-directed mutagenesis of each of the three tyrosine 
208 

residues present in the hRARa-LBD sequence. Taken together, our data demonstrate that Tyr 
362 277 

and Tyr play no direct role in the ligand receptor interaction , whereas Tyr is a specifie 

determinant of the ligand binding and transactivating properties of the receptor. Mutation of 
277 

Tyr into alanine resulted in altered binding affinity and specificity for t-RA and vanous 

synthetic retinoids, with a dramatic decrease in ligand-dependent gene transactivation. 
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Materials and Methods. 

Materials. 
3 

Synthetic retinoids and [H]CD367 (52.5 Ci!mmol, (35)) were provided by U. 

Reichert (CIRD-Galderma, Valbolllle, France). The RARa specifie antagonist was obtained from 
3 

Hoffman-La Roche Inc., Basel, Switzerland. [ H]t-RA (55.6 Ci/rnmol; lmCilml) was obtained 

from DuPont!NEN, France and aU-trans-RA was purchased from Sigma (St Louis, MO). 

Restriction enzymes were from Promega (Madison, WI); Isopropylthio-~-galactopyranoside 

(IPTG), ampicillin and kanamycin were from Appligene (Strasbourg, France). Oligonucleotides 

were purchased from Eurogentec (Le Sart-Tilman, Belgium). The PCR-site directed mutagenesis 

kit was from Stratagene (La Jolla, CA). Trypsin , chymotrypsin and endoproteinase Glu-C 

(Staphylococcus aureus VS protease) were from Boehringer (Mannheim, Germany) and ali other 

chemicals were from Merck (Darmstadt, Germany). 

Tyrosine modification procedures in crude bacterial extracts. 

Wild-type RARa,~ and y inserted into bacterial expression vector pET3a, generous 

gifts from Prof P.Chambon (IGBMC, Illkirch, France) were expressed in E.coli BL2l(DE3). 

Transformed bacteria were grown overnight in LB broth supplemented with 200 J.Lg/ml 

ampicillin and 30J.Lglm1 chloramphenicol. These precultures were grown in IL of LB broth to an 

OD of 0.8 and th en 0.5 mM IPTG was added. Derepression proceeded for 3h after which time 
580 

cells were pelleted and resuspended in a buffer containing: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM 

EDTA, 10% saccharose, 1 mM PMSF, 20 Jlg/mlleupeptin and 20J.Lg/ml aprotinin. To obtain the 

bacterial lysate, lysozyme was added to a final concentration of 0.5 mg/ml, and the cel! 

suspension was incubated on ice for 30 min. Triton was added to a final concentration of O. l% 

and the extract was sonicated on ice three times for 20 sec. Then, the lysate was brought to 0.4 M 

NaCI. The homogenate was centrifuged for 15 min at 20,000 x g. The supernatant was 

precipitated using PEI (0.2% final concentration) to remove most of the DNA. The bacterial 

extracts was then adjusted to 10% glycerol. To determine the ligand binding susceptibility of the 

receptor to tetranitromethane (TNM), aliquots of crude bacterial extracts were diluted to 1 :20 in 

20 mM Tris-HCI pH 9.00 and treated with TNM (0.2-200 J.LM) for 2h at 0°C. The chemical 
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reaction was stopped by the addition of stoechiometrie concentrations of DTT and samples were 

assayed for retinoid-binding activity with tritiated RA, as described below. In case of protection 

experiments, bacterial extracts were preincubated with lJlM labeled t-RA for 16h at ooc prior 

TNM treatment. 

Expression, chemical modification and purification of His 
6

-hRARa iJNJ86-462. 

The RAR.a eDNA was introduced into the pQE-9 vector as described previously 

(30). Transformed Ml5 bacteria were grown and protected from light in LB broth supplemented 
-6 

with 100 11g/mL ampicillin and 25 Jlg/mL kanamycin with or without 10 Mt-RA. Following 5h 

after IPTG induction, cells from 500 mL cultures were pelleted and resuspended in 1 mL of cold 

20 mM Tris-HCl, pH 8.00 , 1 mM PMSF, 20 Jlg/mL leupeptin and 20J1g/mL aprotinin. The 

samples were then sonicated on ice three times for 1 min. Samples were then incubated or not 
-6 

with 10 Mt-RA before the nitration step. For nitration, 10 Jll of 500 mM TNM (in ethanol) was 

added and then samples were incubated for 5h on ice. Nitration was stopped by the addition of 

10 Jll 500 mM DIT. 5 ml of denaturing buffer (6 M GuCl, 0.1 M NaH PO, 20 mM 2-
z 4 

mercaptoethanol, 10 mM Tris-HCl, pH 8.00) was then added and samples were incubated for lb. 

After centrifugation for 45 min at 20,000 x g, the supematant was recovered. The recombinant 

receptor was then purified by affinity chromatography using the NiTA-resin system (Diagen, 

Düsseldorf, Germany) as recommanded by the manufacturer. The protein concentration in the 

final eluate was determined by the Bio-Rad protein assay and 20 Jlg of total protein was loaded 

on a sodium dodecyl sulfate (SDS)- 10 % polyacrylamide gel to control the expression of His -
6 

hRARa ~186-462 in both the erode protein extract and in the eluate. The presence of the 

receptor was detected on western blot using a polyclonal anti-RARa antibody as previously 

described (33). 

Receptor proteolysis, liquid chromatography and ESI-MS. 

In each experiment, 100 nmoles ofpurified His -RARa ôN186-462 (1 0 nmoles/ml) 
6 

were dialysed for 7 days against HCI 0.01 N and lyophilized before hydrolysis by 0.25 N acetic 

acid at 1 05°C for 24h. Following lyophilization, the hydrolysate was further dissolved in 0.5 ml 

of 50 mM ammonium acetate pH 4.00 , submitted to Staphylococcus aureus V8 protease 

hydrolysis using an enzyme to receptor ratio of 1150 for 16h at 37°C and then dried under 
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vacuum. Receptor fragments (12 nmoles) were separated by HPLC on a microbore reversed­

phase column from Brownlee-Applied Biosystems (C-4, 5Jlm particles, 2.1 mm i.d, 100 mm 

long), at a flow rate of 200 Jll/min. The binary solvent system used in the analysis of peptide 

fragments was: solvent A: H 0, 0.01 vol % CF COOH, and solvent B: CH CN, 0.01 vol % 
2 3 3 

CF COOH. Peptides were eluted by a linear gradient of 10 to 100% sol vent B in 60 min. An 
3 

API-1 (simple quadrupole) mass spectrometer system (Perkin-Elrner Sciex, Thornhill, Canada) 

was used for the analysis of the receptor fragments. Data aquisition and processing of the 

molecular mass of receptor peptides were controlled by the MAC Biospec data system. This 

program was used to select peptide fragments from the known sequence of the receptor and 

match them with the masses observed for the receptor fragments. The ion spray voltage was 

operated at 5.5 kY and the spectra were recorded at an orifice voltage of+ 90 V. Collection of ali 

electrospray data was performed on samples coupled through an HPLC/ESI MS interface with an 

Applied BioSystems microbore HPLC(see above). A calculated split ratio of 1:5 was established 

such that 40JlLimin HPLC eluent was directed to the ESI-MS probe for nebulization. A poly­

propyleneglycol solution :PPG 425, 1000 and 2000 in 50/50/0.1 H 0/methanol/formic acid 
2 

(v/v/v) was used for external calibration of the ESIIMS from mlz 400-2400 in the positive mode. 

Typical ESI data aquisition was performed using 5.5 sec scans; the resulting total ion 

chromatograms (TIC) cover mlz 400-2400 with a step size ofO.l Da and a dwell time of0.5 ms. 

Plasmid Constructs and Site-directed Mutagenesis. 

Points mutations were introduced in the RARa. eDNA using the ExSite PCR-based 

site-directed mutagenesis kit and ali reactions were carried out as suggested by the manufacturer 

(Stratagene). The hRARa. full-length eDNA was cloned into the Bam HI and Hind Til restriction 

sites of pQE-9 as described (30) and used as template for the preparation of the mutants. The 

GCC codon was used to encode the mutant Ala residue indicated in bold in the mutagenic 

primers. For the preparation ofY208A, a specifie PCR fragment was prepared using the primer 

pairs Y208A 5'-s (5'CTCTGCCAGCTAGGCAAAGCCACTACGAACAACAG 3') and Y208A 

3'-as (5'GGCAGGGAAGGTTTCCTGGTGCGCTTTGCGCAC 3') respectively. For the Y277A 

mutant, the following primers were used: Y277A5'-s:(5'CTGGATATCCTGATCCTGCGGATC 
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TGCACGCGGGCCA 3') and Y277A 3'-as: (5' GCAGGCAGCCTTGAGGAGGGTGATCT 

GGTCGG 3 '). Likewise, the Y362A mutant was constructed using the following prim ers: 

Y362A 5'-s: (5' CCGCTGCTCGAGGCGCTAAAGGTCGCCGTGCG 3') and Y362A 3'-as: 

(5' CTCCTGCAGCATGTCCACCCGGTCCGGCTGCTCC 3'). The Sac I-Bcl I fragment that 

contained the desired mutation was exchanged with that of pSG5-hRARa wild type to create 

each of the mutant DNA constructs. In ali cases, the presence of the specifie mutation and the 

lack ofrandom mutations were verified by DNA sequence analysis. 

Retinoid Binding Assays. 

The receptor extracts were diluted in binding buffer (50 mM Tris/HCI pH 8.00, 100 

mM NaCI, 1 mM EDTA, 10% glycerol) to a final concentration of 100 Jlg of total protein. Total 

t-RA binding was determined in the diluted extracts by adding tritiated t-RAin the concentration 

range of 2.5 to 20 nM and incubating for 16h at 4°C. Dilutions of t-RA were made in ethanol. 

Nonspecific binding was determined in the presence of 100-fold molar excess unlabeled t-RA. 

Bound t-RA was separated from free by charcoal-dextran adsorption as described (36).Specific t­

RA binding was determined by substracting the nonspecific binding from the total binding. 

Apparent equilibrium dissociation constants (K ) were determined for the wild type and each 
d 

mutant protein by Scatcbard analysis. K. values ofretinoids for RARa and Y277A RARa mutant 
1 

were determfned by competition experiments as described (30). 

Electroplzoretic mobility shift assay (EMSA): 

The wild type RARa, R.XRa and mutant receptors were ail in vitro translated 

proteins prepared from rabbit reticulocyte lysates as described (34). Briefly 20 J.lg of lysate 

protein ( 10 J.lg of wild type or mutant RARa lysate protein and 10 J.lg of RXR.a lysate protein) 

were preincubated with lJ.!M t-RA or CD367 in 20 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM KCl, 1 mM 

EDTA, 1 mM dithiothreitol and 5% glycerol for 20 min at 4°C. The DNA binding reactions were 
32 

then set up in 20J.ll with I11g of salmon sperm DNA, 0.04 pmole P-labeled J3RARE probe, and, 

if indicated a 50-fold molar ex cess of un1abeled probe for 15 min at 4°C as described previously 

(34). Wben required, 2fJ.l of monoclonal antibodies directed against hRARa or against hRXRa 

(RARa C-20 and RXR.a D-20 monoclonal antibodies, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 
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Cruz, CA) were added for a further 2 hours incubation at 4°C. Protein-DNA complexes were 

then resolved on a 5% nondenaturing polyacrylamide gel containing 1 % glycerol in lx TBE run 

at 150V for 3h at 4°C . The gel was dried and exposed to Amersham hyperfilm MP at -70°C 

overnight. 

Transactivation assa_v. 
5 

COS-7 cells (5.0 x 10 cells/60 mm dish) were transiently transfected vta PEI 

precipitation (37) with 0.3 !lg of the reporter plasmid pTRE-pal Luc, 0.1 !lg of the f)-

galactosidase expression plasmid (pCHll 0, Pharmacia); 0.03 J.lg of wild-type pSG5-RARa. or 

mutant-pSG5-RARa. plasmids and 0.03 1-1g ofpSG5-hRXRa.. 24 h after introduction of the DNA 

precipïtants, cells were fed with pulbecco's Modified Eagle's medium containing 2.5% fetal 

bovine serum. Transfected cells were incubated for an additional 24 h with various 
-10 -5 

concentrations of ligands (1 0 to 10 M). After rinsing with phosphate-buffered saline, cells 

were lysed and luciferase activity was measured as described previously (38). Luciferase values 

represent the mean+ S.E. oftrip1icate determinations normalized to f)-galactosidase activity. 

In vitro transcription, translation and limited proteolytic digestion. 

Wild type RARa. and mutants in pSG5 were transcribed and in vitro translated in the 
35 

presence of [ S]methionine by using rabbit reticulocyte lysates as specified by Promega. 

Aliquots of reticulocyte lysates containing the labeled receptors were incubated with t-RA 
-6 -6 

at 10 M or CD367 at 10 M for 20 min at room temperature. Then, different aliquots were 

treated with trypsin at final concentrations of 50J!g/ml and 300!lg/ml; or chymotrypsin at a final 

concentration of 50!lg/ml. After 10 min at 20°C (trypsin) or 30 min at 37°C (chymotrypsin), the 

digestion was stopped by adding 5J!l of sodium dodecylsulfate (SDS) sample buffer and boiling 

for 3 min. SDS/Polyacrylamide gel electrophoresis and autoradiography were carried out as 

described previously (39). 
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Results 

Effects of tyrosine rnodification of RARa, RARjJ, and RARyon t-RA binding. 

Fig. 1 shows the concentration dependent effects of TNM on retinoid binding. Full­

length RARa,J) and y exhibit a dramatic reduction in t-RA binding upon treatment with TNM, 

giving IC values of 18 JlM, 53 J..LM and 25 JlM for RARa, f3 and y respectively. This loss oft-
so% 

RA binding was not observed when crude bacterial extracts were incubated with t-RA prior to 

TNM treatment. This protection effect strongly suggests that one (or severa!) essential Tyr 

residue(s) lie in the retinoid binding site. As depicted in Fig. 2, only three Tyr residues are 
208 277 362 

located inside the RARa-LBD: Tyr between Hl and H3, Tyr at the end ofH5 and Tyr m 

helix H9. Interestingly ali these tyTosines are conserved in RARa,f3 and y and none of them 

belongs to the ligand binding pocket defined in the crystal structure of the RARy-LBD bound to 
277 276 278 

t-RA (1 7). However Tyr is contiguous to Arg (Arg in RARy), a very important residue of 

RARy-LBP. 

Analysis of the TNM-modified RARa-LBD by HPLCIESI-MS and selective protection by the 

ligand. 

In order to address the role that the three Tyr residues play in the ligand binding 

domain, we had to answer two questions: how many of these tyrosines were modified (and 

therefore accessible) in the native LBD and which one(s) were protected from chemical 

modification by the previous binding of the ligand. Therefore and in order to avoid the 

interference of the Tyr residues present in the other domains of the receptor, recombinant His -
6 

hRARa ~186-462 was produced in bacteria and used as starting material for chemical 

modification with TNM. It was already demonstrated in our laboratory that this deletion mutant, 

which encompasses most of the LBD depicted in Figure 2, with the exception of the first six 

aminoacids of helix 1, displayed binding properties comparable to that of the wild type receptor 

(30). Crude receptor extracts, incubated or not with t-RA were submitted to TNM modification. 

After purification by affinity chromatography on the NiTA resin system (30), receptors were 

subjected to a partial acid hydrolysis (resulting in cleavages at the N- and C-termini of Asp 

residues, and of sorne deamidated forms of Asn and Gin residues) and to a selective proteolysis 
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with endoproteinase Glu-C (resulting in a selective cleavage at the C-terminus of Glu residues). 

A control sample corresponding to the native receptor not incubated with TNM was also 

analyzed. Each sample was analyzed by HPLC/ESI-MS and the chemically modified peptides 

were identified (Table I). In the absence ofpreincubation with t-RA, the three receptor fragments 

containing each one of the three Tyr residues had an observed mass higher than the mass 

predicted for the unmodified peptide. The difference (L:l mass) between the observed and the 

predicted mass was close to 45 Da for all peptides, in agreement with the selective nitration of 

one tyrosine residue (44.98 Da). Thus in the native LBD, ali tyrosine containing peptides were 

modified by treatment with TNM. On the contrary, following preincubation with t-RA, only 
208 362 277 

Tyr and Tyr peptides were modified as before, whereas Tyr peptide was protected as 

judged by the absence of difference between the observed and predicted masses. Therefore, only 
277 

one Tyr residue, Tyr displayed the expected chemical characteristics of a residue lying in the 

LBP, and its modification is probably responsible for the observed inhibition of t-RA binding 

after TNM treatment. 

Effect of tyrosine point mutations in the E domain of RAR a on t-RA binding and !-RA-dependent 

transactivation. 
208 277 362 

Three site-specifie mutants of RARa in which Tyr , Tyr and Tyr were 

individually replaced with an Ala residue (Y208A, Y277 A and Y362A) have been prepared. 

Western blot analysis of receptor extracts containing wild type and mutant RARa proteins 

detected a major band that migrated at the same position (approximate molecular mass of 53 

k.Da). In addition, the wild type and mutant receptors displayed a similar level of expression 

(data not shown). As it can be seen in Table II, the t-RA K values for wild type and both Y208A 
d 

and Y362A mutants were similar. Interestingly the Y277 A mutant displayed a K value of 53 nM 
d 

which is 15-fold higher than that of wild type RARa. This difference in K is reflected by the 
d 

similar 21-fold decrease observed in the transactivation assays. The Y208A mutant displayed 

only a small reduction in activity in the transactivation assay whereas the EC value for Y362A 
50 

was 12-fold higher than that of the wild type receptor. 

Effect of tyrosine point mutations on DNA binding and dimerization. 

The ability of the wild type and the RARa mutants to bind a RARE and dimerize in 
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vitro was then examined using the EMSA (Fig. 3). The three RAR mutants produced a gel shift 

pattern similar to that of the wild type RARa. In ali cases, the retarded receptor-DNA complexes 

were upshifted by both the RAR and RXR-specific antibodies. This demonstrates that the 

different EC values in the transactivation assays and the apparent discrepancy between the 
50 

ligand binding and transactivating properties of the mutant Y362A were not due to an inability of 

the mutants to bind the DNA sequence of the RARE or to form heterodimers in vitro. The 

presence of the ligand (t-RA or CD367) did not interfere with these processes in these 

experimental conditions. 

Mutation of Tyr 
277 

results in the alteration of the retinoid binding specificity of RARa. 

Among the three mutants studied, only one, Y277A.displayed a decrease in t-RA 

binding affinity (Table II). The binding properties of this peculiar receptor mutant were further 

explored. As a significant reduction in t-RA binding was observed for mutant Y277 A, this 
3 

mutant was tested for its ability to bind the RARa agonist CD367. Using direct [ H]CD367 

binding assay, we observed a K value of 2.5 nM which is similar to that obtained with the wild 
d 

type receptor (data not shown). Therefore, the K. values of severa! natural and synthetic retinoids 
1 

were determined using competition experiments with tritiated CD367 (Table III). The retinoids 

tested included 9 cis-RA, a natural agonist ligand for RARs, retinol, the metabolic precursor oft-

RA that is unable to bind and transactivate RARs, three synthetic RARa agonists (CD367, Ch55, 

Am580) and three RARa antagonists (CD3105 ur AGN193109, CD3106 or AGN192870, and 

Ro 41-5253). The RARa binding and transactivating pioperties of these compounds have been 

already reported in the case of the wild type feceptor (23,30,42 and references therein). 
277 

The effect of the mutation of Tyr into alanine on the ligand binding affinity 

appeared variable according to the structure of the ligand tested. Whereas the affinity for t-RA 

decreased 15-fold, no change was observed for 9 cis-RA. The affinity of the synthetic agonists 

tested was either unchanged (Ch55), or increased (CD367); or even decreased (Am580). 

Interestingly and contrary to Ch55 and CD367, Am580 is a RARa selective ligand supposed to 

interact in a very specifie way with sorne structural determinants of this receptor (26). The 

affinity of the antagonists belonging to the CD31 05 (AGN 1931 09) series was either unchanged 

(CD31 06) or slightly increased (CD31 05), whereas a more significant increase in affinity was 
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observed in the case of Ro 41-5253. Finally the Y277A mutant acquired sorne affmity for 

retinol. None of the ligands tested, with the exception of ali-trans and 9 cis-RA which were 

weald y active, appeared able to induce ligand-dependent transactivation with the Y277 A mutant. 
zn 

This result suggest that Tyr , besicles its limited and variable role in ligand binding, is probably 

more involved in the ligand-induced conformational changes of the receptor leading to the 

transcriptionnally active form. 

lmpaired ligand-dependent protection of Y277 A receptor mutant against proteolytic digestion. 

Limited proteolysis allows the detection of the conformational changes induced in 

wild type RARa by ligand binding (39). We used this technique to investigate the possible 

effects of the Y277 A mutation on this process. As shown on Figure 4, in the absence of ligand, 

both wild type receptor and Y277 A mutant were almost completely digested to peptides smaller 

than 14 kDa by ttypsin (panel A, lanes 2 and 8) or chymottypsin (panel B, lanes 2 and 6). 

Preincubation of wild type RARa with t-RA or CD367 resulted in a clearly reduced proteolysis 

with the appearance of both ttypsin (panel A, lanes 3-6) and chymottypsin (panel B, lanes 3 and 

4) resistant peptides. A main 30 kDa and a weaker 26kDa protected bands were obtained with 

trypsin, whereas 28 kDa and 26 kDa bands were obtained with chymot:rypsin. The digestion 

pattern of the liganded Y277 A mutant was characterized by the appearance of the same trypsin­

resistant bands as those observed with the wild type receptor (panel A, lanes 9-12). However, the 

30 kDa band seemed to resist slightly less efficiently at high ttypsin concentrations (panel A, 

lanes 11 and 12). Interestingly, the chymotrypsin digestion pattern revealed a clear difference 

between the Y277 A mutant and the wild type receptor: t-RA binding did not afforded any 

protection against proteolysis (panel B, lane 7), whereas a significant protection was observed 

with CD367, generating a 28 kDa band (panel B, lane 8). This difference in resistance to 

proteolysis could be explained by the differences in the binding affmities of these two ligands to 

the Y277 A mutant. Incubation of the wild type- and mutant receptors were performed with t-RA 

or CD367 at 1 J.1M. lndeed, this concentration is high enough to obtain a saturation of the 

receptor-LBD even with t-RA in case of the Y277 A receptor mutant. These results suggests that 

slightly different ligand-induced conformational changes occured in the Y277 A mutant when 

compared to the wild type receptor. 

133 



Discussion 

This work documents the functional importance of the tyrosine residues present in 

the ligand binding domain of the RARs. We first used a chemical approach to show, by using 

TNM, an aminoacid side-chain specifie reagent, that tyrosine(s) were probably involved in ligand 

binding. Enzymatic and partial acid hydrolysis of the chemically modified hRARa LBD 

generated peptides that were analyzed by mass spectrometry. We demonstrated that the various 

peptides containing tyrosine, corresponding each to one to the three tyrosines of the RARa LBD, 
277 

were ail modified by TNM in the native LBD, whereas the peptide containing Tyr was the only 

one protected by preincubation of the receptor with the ligand. TNM is the most frequent! y used 

chemical reagent for the modification of tyrosyl residues in native proteins ( 43). However it is 

not completely specifie and severa! side-reactions have been reported in sorne proteins. Our 
211 

results strongly suggest, but did not definitely prove that Tyr was essential for the ligand 

binding activity ofRARs. 

Therefore, the functional importance of this specifie residue was further documented by site­

directed mutagenesis. This approach combining chemical modification of specifie aminoacid 

residues and mutagenesis, has already been used by Wolfgang et al. (24), who further extended 

our previous observation that t-RA binding to the three RAR types was blocked by sulfhydryl­

modifying agents (33). By using site-directed mutagenesis, Wolfgang et aL (24) identified two 

cysteine residues responsible for the loss of t-RA binding presented by RAR~ after chemical 
228 235 

modification with sulhydryl-specific reagents. One of these residues, Cys (Cys in RARa) is 

located in helix 3 and belongs to the LBP of the crystallized holo-RARy (Fig. 2), whereas the 
267 274 277 

other one, Cys (Cys in RARa) is located in helix 5 and like Tyr does not belong to the 
273 

LBP, but lies next to Ile which be longs to the LBP (Fig. 2). Interestingly, mutation of these 

cysteines into alanine did not alter the affinity of RAR~ for t-RA , whereas chemical 

modification did, suggesting a steric hindrance mechanism rather than a direct role of these 
277 

residues in t-RA binding. It is probably also the case for Tyr in RARa for two reasons. Firstly, 

the decrease in affinity for t-RA observed in the Y277A mutant is lower than expected when 

compared to the drastic effect obtained after chemical modification of RARa by TNM. 
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?:79 277 

Secondly, in the t-RA-RARy crystal structure, Tyr (Tyr in RARa) despite being next to 
278 276 

Arg (Arg in RARa), an essential residue that play a major role in ligand binding by 

interacting with the carboxyl group of t-RA, does not interact with t-RA and appeared tuined 
279 

towards the opposite direction (Fig. 5). Interestingly the side chain of Tyr is buried inside the 
279 

LBD of RARy and unaccessible to the sol vent (the only part of Tyr that appeared accessible to 
277 

the solvent is its backbone, Fig. 5). Our hypothesis is that, in the apo RARa, Tyr is accessible 

to the solvent and can be modified by TNM yielding a receptor structure that can neither bind 

properly its ligand nor undergo the confonnational change concomittant to binding. Conversely, 
277 

in the liganded receptor, Tyr becomes unaccessible to chemical modification because it is 
279 

buried in a pocket delimited by H5 and H7 like in RARy. Interestingly, virtual nitration of Tyr 

in the crystal structure of the holoRARy resulted in steric hindrance (overlap of the Van der 

Waals volumes of the nitro group and of the side chains of Leu319 in H7, data not shown) 

demonstrating that the conformation of the chemically modified receptor must be different from 
210 364 

that of the wild type. Moreover, in the t-RA-RARy complex, both Tyr and Tyr 
208 362 

(corresponding to Tyr and Tyr respectively in RARa) appear accessible to the solvent (Fig. 
210 

5). The phenolic group of Tyr lies on the surface of the receptor and is the most exposed to 
364 

chemical attack, whereas Tyr , despite being half-buried in the LBD core, is yet partly exposed 

to the solvent and therefore to chemical nitration by 1NM. These structural characteristics are in 
208 

perfect agreement with our experimental data. Tyr ,easily accessible in RARa and displaying 

no obvious role in the receptor structure, can be chemically modified or mutated without any 
362 

consequence on the binding and transactivating activities of the receptor. Tyr is also accessible 

and not involved in ligand binding, however its chemical modification or mutation probably 

results in a confonnational change affecting the LBD core structure with possible consequences 

on the ability of the liganded receptor to internet with corepressors and/or coactivators, 

explaining the decrease in transcriptional activity. 

The Y277 A mutant displayed an altered pattern of retinoid binding. The effect of the mutation 

on the affmity was variable and depended on the structure of the retinoid tested. From our 
277 

binding experiments, Tyr does not appear to be essential for t-RA binding but may be 

important in the adoption of the final active conformation of the protein, since the Y277 A 
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mutant displayed a significant reduction in t-RA dependent transactivation activity. One possible 

explanation is that this mutation bas caused a small local change in the conformation of the 

receptor LBP sufficient to result in this modest decrease in the affrnity of Y277 A mutant for t­

RA. The most striking differences were observed with synthetic retinoids. The Y277 A mutation 

could somehow modif)r the ability of the receptor to wrap around compounds like Am580 , a 

RARa selective ligand, and certain antagonists like Ro 41-5253. There are other examples of 
7:!7 

mutations involving residues that , like Tyr , do not lie in the LBP defined by crystallographic 

studies ( 4.5 Angstrôms eut-off distance from the ligand in the t-RA-RARy complex) and y et 

resulted in sorne modifications of the ligand specificity of the binding and/or transactivating 

properties of RARs. Their effects are very often restricted to certain synthetic retinoids. 

Recently, Lamour et al. (23) reported that the R217A and R294A RARa mutants (located in the 

omega loop and at the beginning of helix H6) displayed an increased affrnity for the RARa 

selective antagonist Ro 41-5253. Similarly, Ostrowski et al. (26) observed that the R212Q RARf3 
219 221 

mutant (a residue located in the omega loop and corresponding to Ser in RARa and Gin m 

RARy respectively) presented wild type properties in the presence of varions retinoids, with the 

exception of BMS-185411, a selective RARP agonist and RARa antagonist. BMS-185411 

transactivated very poorly the R212Q mutant. The same effect was observed with the I232T and 
239 253 

T246S RARJ3 mutants ( corresponding to Thr and Thr in RARa , two residues located in the 
220 

H3 helix and the H3-H4 linker , respectively). Finally the mutation of Lys into alanine or 
. 2V 

glutamine in RARJ3 (a conserved residue of H3 corresponding to Lys in RARa) was shown to 

result in the acquisition by the receptor of both retinol binding and retinol-dependent 

transactivating properties (21 ). Interestingly our Y277 A mutant also acquired sorne affmity for 

retinol (Table ill). 

A conformational effect was also detected in the Y277 A mutant by protease mapping. The 

impaired protection observed in the presence· of t-RA is in agreement with the decrease in 

affmity and suggests that the conformational change of the mutant induced by the ligand was 

slightly different from the wild type. The most probably less compact folding of the mutant 

receptor could be responsible of the decrease in transactivation activity _ Protease mapping bas 

already been used with success by Keidel et al. (39) to document the specifie mode of interaction 
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of Ro 41-5253, a RARa antagonist, with the wild type receptor and by our group to detect 

alterations in the ligand-induced structural transitions in various RARa mutants (32). 

In conclusion we have evidenced the role of one of the three tyrosines of RARa-LBD in its 
zn 

binding and transactivating properties. Tyr , suspected to be essential for ligand-binding from 

the chemical modification experiments, was demonstrated by site directed mutagenesis and 

molecular modelization to be involved in the ligand-induced structural changes of the receptor 

and in the stabilization of its transcriptionnally active conformation. Protein chemistry and 

mutagenesis gave complementary informations supported by the available three-dimensional 

data. However, further work is clearly needed to understand how the RARs specifically interact 

with different synthetic retinoids. 
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Figure legends 

Fig. 1. Inhibition of t-RA binding activity after treatment .of RARs witb tetranitrometbane. 

Bacterial extracts containing the fulllength wild type hRARa (A), hRARf3(B) and hRARy (C) 

were treated with the indicated concentrations of TNM for 2h on ice. Following reduction with 
3 

DTT, t-RA binding was determined using 20nM [H]t-RA as described under "Materials and 

Methods". Protection was perfonned by preincubation for 16 hrs at ooc with 1 J.l.M tritiated t-

RA, before the addition ofTNM. The specifie t-RA binding was expressed as the percent oft-RA 

binding in the absence ofTNM for each receptor (%of control binding). Values are mean=!:: S.E. 

for three independent experiments performed in duplicate. 

Fig. 2. Sequence of the ligand binding domain of hRARa sbowing respective positions of 
208 277 362 

Tyr , Tyr and Tyr . 

The three tyrosines present m the hRARa-LBD are boxed. Helices 1 to 12, deduced by 

homology to RARy (17), are underlined. The aminoacids which are not conserved among ail the 

three RARs are in italics. Residues supposed to belong to the RARa-LBP (4.5 Angstroms eut-off 

for Van der Waals interactions with t-RAin the holo RARy-LBD crystal) are in bold (17,19). 
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Fig. 3. DNA binding of wild type RARa and mutant receptors. EMSA was performed using 

reticulocyte lysate extracts containing in vitro translated RXRa ,wild type hRARa (WT) or one 

of its tyrosine mutants as described under "Materials and Methods". Equal amounts of RXRa. 

and RARa wild type receptor proteins (lanes 2-6 in A and lanes 2-4 in B), mutant Y208A (lanes 

7-9 in A and lanes 5-6 in B), mutant Y277A (lanes 10-12 in A, lanes 7-8 and 11-13 in B), and 

mutant Y362A (lanes 13-15 in A and lanes 9-10 in B) were analyzed for DNA binding activity in 

the absence or in the presence of t-RA or CD367 as indicated in a gel retardation assay using a 
32 

P-labelled ~-RARE-DR5 probe. Lane 1 in panels A and B contains unprogrammed lysate as a 
32 

control. In Jane 2 of panel A, a P-labelled oligonucleotide unrelated to the ~-RARE probe was 

used as non specifie control.. In lane 5 of panel A and lane 3 of panel B, a 50-fold excess of 

unlabelled probe was added to samples. The protein composition of the retarded complexes was 

determined by supershift experiments using monoclonal antibodies directed against RARa (ab 

RARa) or RXRa (ab RXRa.). Supershïfted complexes are indicated. 

Fig.4. Effects of ali-trans RA and CD367 on limited. trypsin (A) or chymotrypsin (B) 

digestion of wild type and Y277 A-hRARa. The in vitro-translated wild type RARa (WT) and 
-6 

the Y277A mutant were preincubated with DMSO alone or with 10 Mt-RA or CD367. Samples 

were then digested with the indicated concentrations of trypsin (A) or chymotrypsin (B) and 

incubated for 10 min at room temperature (A) or 30 min at 37°C (B). Samples were analyzed by 

electrophoresis in a 10% SDS-polyacrylamide gel, and the dried gel was autoradiographed. The 

sizes of molecular weight markers are indicated. 
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Fig. 5.Accessibility and orientation of tyrosines in the RARy-LBD structure. 

a) Ribbon drawing showing the holo RARy secondary structure. The coordinates are from 

Renaud et al. (Ref. 1 7 and Brookhaven Protein Database , entry 2LBD). Residues Y21 0, Y279 

and Y364 (corresponding to Y208, Y277 and Y362 in RARa) are represented. Note that Y277 is 

orientated opposite to the ligand. 

b) Solvent accessible surfaces in the holo RARy-LBD of Tyr10
, Tyr79 and TyT64 {in yellow). 

Phenol group is accessible in Tyr10 and Ty-264 whereas only backbone atoms are accessible in 

Tyr279
• Surfaces were calculated using the Quantum Chemistry Program Exchange N° 429 with 

five points per square angstrom and a probe radius of 1.4 Angstroms (44). Molecular modelling 

was perforrned using a Silicon Graphies Indigo 2 station and Sybyl 6.4 software (Tripos, St 

Louis, MO). 
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Table I. Detection by HPLC!ESI-MS ofhRARa tyrosine containing peptides chemically modified by tetranitromethane. 

Receptor fragment Mass predicted (Da) Mass observed (Da) 1::!.. Mass 

-RA L2os-G-K-Y 2os-T-T 21 o 682.4 728 45.6 

F242-A-K-........... -Y 277-T -P-E2so 4364.4 4410 45.6 

A3ss-L-K-V-Y362- ....... -K-1-T3s2 3083.7 3128 44.3 

+RA L2os-G-K-Y2os-T-T210 682.4 728 45.6 

D2s6-Q-I-.... -Y2n-T-P-E-Q-D2s2 3118.6 3118 0.6 

A3ss-L-K-V-Y362-........ -I-T-D383 3198.8 3244 45.2 

The RARa-LBD incubated or not with t-RA was subjected to nitration by TNM treatment and then to acetic acid and 
endoproteinase Glu-C hydrolysis. The peptide mixture obtained was analyzed by microbore reversed phase HPLC coupled to 
electrospray mass spectrometry (HPLC/ESI-MS). For each peptide, the mass predicted from the native sequence and the 
observed mass are reported. The theoreticall:l mass resulting from the nitration of one tyrosine residue is 44.98. The size of 
the receptor fragments obtained in the two sets of samples (-RA/+RA) was not exactly the same, a fact explained by our mild 

conditions of acid hydrolysis and proteolytic digestion (40,41). Cleavage at Gln204 and Asn211 probably resulted from 

deamidation of these residues into glutamic acid and aspartic acid residues, whereas cleavage at Asp256 and Glu280 was not 
always obtained. However the relevant peptides presented here were identified without ambiguity. 



Table II 

Comparison of~ and EC50 for wild-type and mutant hRARa 

hRARa 

Wild-type 

Y208A 

Y277A 

Y362A 

a Mean of three experiments 

nM 

3.5 

5 

53 

6 

145 

Ali-trans RA 

nM 

39.3 

54.5 

848 

485 



Table ill 

Ligand binding and transactivating properties ofwild-type and Y277A-RARa mutant. 
The Kr values (nM) were obtained by competition experiments. Kr and EC50 values are the 
mean of three experiments. 

9c-RA 

retinol 

CD367 

Ch55 

Am580 

CD3105 

CD3106 

Ro41-5253 

CM 
~ 

COOH 

œv\~'V 

~-

-AP-
0 

Q:fru-· 

CH, 
1 

0 0 

COOH 

146 

hRARa 

Wild-type Y277A 

Kr(nM) EC5o(nM) K~nM) EC50(nM) 

22 30 25 1000 

>1000 >10000 502 >10000 

14 33 1 >10000 

33 70 26 >10000 

12 10 259 >10000 

108 >10000 26 >10000 

29 >10000 32 >10000 

25 >10000 2 >10000 
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Hl · H3 

235 C-1-1-K-T-V-E-F-A-K- Q-L-P-0-F-T- T-L-T-1-A-D-Q-1-T-L-L-K-A-A-C- L-D-1-L-/-L-R-1-C-T-i{S]T-P-E-Q-D-T-M-T- F-S-D-0-L-T 291 
H4 HS 

- 292 L-N-R-T-Q-M-H-N-A- G-F-0-P-L-T-D-L-V-F- A-F-A-N-Q-L-L-P-L-E-M-0-D-A-E-T-0-L-L-S-A-1-C-L-1-C-0-D-R- Q-D-L-E-Q-P-D 346 
& H6 H7 H8 

347 R-V-D-M-L-Q-E-P-L-L-E-A-L-K-V-fï)v-R-K-R-R-P-S-R-P-H-M-F-P-K-M-L-M-K-1-T-D-L-R-S-I-S-A-K-G-A-E-R-V-I-T-L-K-M-E-I 402 
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403 P-0-S-M-P-P-L-1-Q-E-M-L-E-N-S-E-G-L-D 421 
H12 
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4.3. Discussion 

4.3.1. Le TNM agit-il exclusivement sur les résidus de tyrosine? 

Le tétranitrométhane est un réactif chimique spécifique des résidus de tyrosine, 

néanmoins sur certaines protéines, il a la capacité de nitrer d'autres résidus comme ceux de 

cystéine, d'histidine et de tryptophane. Lorsque nous faisons réagir ce réactif sur notre 

protéine et qu'après hydrolyse chimique et enzymatique, nous analysons les peptides obtenus 

en spectrométrie de masse, nous observons pour certains peptides une différence de masse 

équivalente à la masse d'un groupement N02 or nous n'avons pas la certitude d'avoir nitré la 

tyrosine et pas un autre résidu d'acide aminé. Nous n'avons cependant pas pu séquencer les 

peptides identifiés en spectrométrie de masse (difficiles à purifier dans les conditions 

utilisées). 

4.3.2. Utilisation de la spectrométrie de masse 

Nos expériences ont été réalisées au Service Commun de Physicochimie de 

1 'Université de Lille ll sur un spectromètre de masse en mode électrospray. 

4.3.2.1. Principe du spectromètre de masse en mode 

électrospray 

Le spectromètre de masse est un appareil qui sert à mesurer avec une grande précision 

les masses moléculaires de macromolécules et en particulier de polypeptides. L'ionisation par 

électrospray est un procédé réalisé à pression atmosphérique au cours duquel des ions sont 

émis directement en phase gazeuse à partir de gouttes chargées. L'application d'une 

différence de potentiel élevée entre le site d'injection et la chambre de nébulisation du 

spectromètre de masse provoque la formation d'un faisceau de gouttelettes (ou "spray") très 

chargées positivement ou négativement selon la polarité du capillaire choisi. Le passage d'un 

flux d'azote évapore le solvant des gouttelettes et permet la formation d'ions. Ces ions sont 

alors introduits dans l'analyseur où ils sont séparés en fonction du rapport masse sur charge 

(m/z) avant d'atteindre le détecteur. La principale caractéristique de cette technique est la 

formation d'ions pseudomoléculaires polychargés (M+nH)n+ en mode positif (les charges sont 
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apportées par des protons) et (M-nH)n- en mode négatif (obtenues par déprotonation ou 

anionisation). En effet, comme le spectromètre de masse mesure les rapports m/z, une 

protéine par exemple, de 30 OOODa et chargée 30 fois, apparaîtra sur le spectre à une valeur 

de lOOlu.m.a. (unité de masse atomique), ce qui est à la portée de l'analyseur utilisé (la 

valeur limitée étant de 2400 u.m.a.). Les spectres obtenus en mode électrospray sont 

généralement constitués d'une série de pics correspondant à différents états de charges de la 

molécule. 

4.3.2.2. L'approche par la spectrométrie de masse 

En utilisant la SM, notre démarche consistait à analyser des peptides obtenus après 

coupure chimique et enzymatique du domaine de RARa modifié par le TNM en présence et 

en absence du ligand naturel t-RA. Des essais avaient déjà été effectués auparavant par 

Nathalie Dallery au laboratoire pour tenter de déterminer la masse moléculaire du récepteur a 

ou du domaine E de RARa. Cependant, bien que le nombre élevé de résidus basiques de 

RARa ou du LBD soit tout à fait favorable à une bonne ionisation de la protéine, les résultats 

se sont avérés infructueux. De ce fait, nous avons abordé 1 'étude en soumettant le LBD de 

RARa à une coupure chimique à l'acide acétique 0,25N puis à une coupure enzymatique par 

l'endoprotéase Glu-C (pour obtenir des fragments plus petits et ionisables). 

4.3.2.3. Spectres obtenus 

La difficulté résidait dans l'identification parmi la multitude de pics obtenus dans les 

spectres, des peptides qui nous intéressaient. En outre, il· est vrai que 1 'acide acétique coupe 

en N-et en C-terminal de l'acide aspartique, cependant, en milieu acide, il peut se produire 

une désamidation de l'asparagine en acide aspartique ou alors une désamidation de la 

glutamine en acide glutamique . Par conséquent, de nouveaux sites d'hydrolyse se créent. De 

ce fait, les peptides contenant les résidus de tyrosine 208, 277 et 362 identifiés (grâce au 

logiciel MAC Biospec) nitrés par le TNM en absence de ligand ou protégés par le ligand ne 

sont pas forcément identiques et dépendent des sites de coupure obtenus. Lors de la nitration, 

une masse de 44.98Da, correspondant à la masse monoisotopique du groupement N02 

remplaçant un atome d'hydrogène, est ajoutée à la masse attendue du peptide. Sur la figure 

36, les deux spectres obtenus pour le peptide contenant la tyrosine 208 nitrée en absence et en 

présence de t-RA sont identiques. La masse du peptide observée est de 728 Da correspondant 
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à la masse du peptide additionné de la masse du groupement N02• En ce qui concerne les 

spectres des peptides contenant la tyrosine 277 (fig. 37), la masse observée du peptide Phe 

242-Glu280 est de 4410Da [(1103,4x4)-4] ou [(883,0x5)-5] en absence de t-RA 

correspondant à la masse du peptide modifié par la nitration (4364.4 + 45.6). En présence de 

t-RA, la masse du peptide Asp256-Asp282 est de 3118Da [(1040,8x3)-3] correspondant à la 

masse du peptide non modifié. Pour les peptides contenant la tyrosine 362 (fig. 38), les 

masses obtenues représentent toujours les masses des peptides modifiés. Le peptide Ala358-

Thr382 a une masse de 3128Da [(1043,6x3)-3] et le peptide Ala358-Asp383 de 3244Da 

[1082,6x3)-3] correspondant chacune à la masse du peptide contenant le groupement N02 de 

nitration (pour plus de détails sur l'analyse spectrale, conférer le tableau de la publication). 

De cette façon, comme seul le peptide de la tyrosine 277 est protégé par le ligand, nous avons 

supposé que la tyrosine 277 était impliqué dans l'interaction RARa.-t-RA. Néanmoins, cette 

technique étant très indirecte, il était indispensable de muter ces résidus d'acides aminés pour 

confirmer cette hypothèse. 

4.3.3. Mutation des résidus de tyrosine du LBD de RARa. 

Nous avons ainsi construits trois mutants en remplaçant les tyrosines 208, 277, 362 

par un résidu d'acide aminé beaucoup moins encombrant et non chargé, un résidu d'alanine. 

Nous avons mesuré 1' affinité de liaison au ligand de ces trois mutants et déterminé leur 

activité transcriptionnelle (en utilisant un gène reporteur, le TREpal-luc ). 

4.3.3.1. Technique de mesure de l'affinité de liaison 

Ce paragraphe est un aparté pour souligner en quelques mots les difficultés que nous 

avons pu rencontrer lors de nos expériences de mesure d'affinité de liaison sur des extraits 

bactériens. L'affinité de liaison du récepteur exprimé est mesurée par la méthode au charbon­

dextran. Cette technique par elle-même est très simple mais elle dépend surtout de la qualité 

et du rendement de la production bactérienne en récepteurs et de l'extraction protéique. Le 

système bactérien E. coli est basé sur la dérépression d'un promoteur par l'IPTG qui permet 

ainsi l'expression de la protéine d'intérêt et le taux de production d'une culture à une autre 

n'est pas toujours constant. (Le même problème de production est rencontré dans les 

expériences de transfection transitoire). De plus, il est impossible de vérifier la conformation 

du récepteur et par conséquent le pourcentage de récepteurs fonctionnels parmi 1' ensemble 
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Fig. 36 : Spectres de masse des peptides contenant la tyrosine 208 traités par le TNM, (a) en 
absence de t-RA, (b) en présence de t-RA 
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des molécules de récepteurs produits dans 1 'extrait. Nous avons testé différentes méthodes 

d'extraction protéique afin d'obtenir des conditions optimales, applicables à l'expression de 

tous nos mutants. La première méthode est décrite dans la partie matériels et méthodes de 

l'article et reste très classique, la seconde est décrite dans l'appendice technique. Récemment, 

au laboratoire, une nouvelle technique a été mise au point pour déterminer la constante de 

dissociation de récepteurs nucléaires liés à leurs ligands (Benkoussa M. et al., 1997). Cette 

méthode est basée sur la quantification de fragments séparés en gel SDS-page résistants à la 

digestion protéolytique par la trypsine sur le récepteur en présence du ligand. La quantité de 

fragments résistants à la trypsine est proportionnelle à 1' occupation du récepteur par le ligand 

et permet la détermination de ~- Cependant, bien que les valeurs obtenues par cette 

technique soient en accord avec les ~ obtenus par les méthodes classiques sur RARa (et 

d'autres récepteurs nucléaires), elle n'est pourtant pas applicable à la détermination de ~ 

avec certains mutants. Certaines mutations comme celle de la tyrosine 277, dans notre étude, 

n'entraîne pas de différence dans le profil d'hydrolyse par la trypsine lorsque le récepteur 

muté est lié à t-RA ou au CD367 alors que l'affinité de liaison varie considérablement. De 

plus, cette technique est moins élégante et moins directe. Néanmoins, malgré de nombreux 

déboires mais avec beaucoup d'entêtement, nous avons surmonté un grand nombre de 

difficultés et réussi à obtenir des expériences reproductibles et interprétables. 

4.3.3.2. Analyse de l'activité des mutants 

Nous avons constaté que le mutant de la tyrosine 277 liait plus faiblement t-RA 

~=50nM comparé à 3.5nM pour RARa) alors que les autres mutants conservent la même 

affinité de liaison vis-à-vis de t-RA que le récepteur sauvage. Ceci confirme le rôle important 

de la tyrosine 277. Nous nous sommes alors demandé si cette mutation entraînait également 

une perte d'affinité vis-à-vis du CD367 qui est un ligand agoniste de RARa. Curieusement, 

nous avons obtenu un ~ de 3nM soit une forte affinité de liaison du récepteur muté Y277 A 

pour le CD367. Par protéolyse limité par la chymotrypsine, nous avons observé que le mutant 

Y277 A se comportait différemment du récepteur sauvage notamment en présence de t-RA. 

En effet, aucune protection n'est observée. Pour expliquer ce phénomène, nous pouvons 

émettre deux hypothèses : soit le domaine de liaison au ligand adopte une conformation telle 

que les sites d'hydrolyse deviennent accessibles à l'enzyme, l'hélice 12 ne pouvant refermer 

la cavité, soit la cinétique d'association-dissociation récepteur-ligand est affectée et t-RA se 

sépare plus rapidement du récepteur permettant 1 'hydrolyse par la chymotrypsine. 
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L'activité transcriptionnelle a également été mesurée pour chaque mutant. Pour le 

mutant Y277A, la conservation de l'activité antagoniste du Ro41-5253 et du CD3105 n'a pu 

être vérifié compte tenu de la faible activité transcriptionnelle en présence de t-RA et du 

CD367. Tous ces résultats sont détaillés dans notre publication. Nous avons également 

constaté que le mutant Y362A possédait une très faible activité de transactivation induite par 

t-RA. Cependant, cette mutation n'affecte ni l'affinité de liaison du récepteur pour t-RA, ni la 

propriété de dimérisation avec RXR sur un élément de réponse de type DR-5 in vitro (vérifiée 

par gel retard). Cette tyrosine 362 qui se situe dans l'hélice 9 du domaine E de RARa, ne 

correspond pas à un site potentiel de phosphorylation. ll est donc possible que sa mutation en 

un résidu alanine empêche un cofacteur essentiel à la transcription de venir se fixer et inhibe 

de cette façon 1 'activité de transactivation. 

La mutagénèse dirigée est une technique assez directe pour vérifier si un résidu 

d'acide aminé est impliqué dans l'interaction récepteur-ligand. Cependant, elle présente un 

inconvénient. En effet le remplacement d'un résidu de tyrosine par un résidu d'alanine peut 

entraîner un changement de conformation local empêchant la liaison du ligand et il est alors 

impossible de déduire si ce résidu est directement impliqué dans l'interaction avec le ligand. 

Pour aller plus loin dans notre étude, il nous fallait un argument précis de positionnement. 

Les données de la cristallographie du LBD-hRARy étant disponibles, nous avons eu recours à 

la modélisation moléculaire pour répondre à différentes questions restées en suspens : La 

tyrosine 277 se trouve-t-elle dans la LBP ? Est-elle orientée vers le ligand ? Peut-elle être 

nitrée dans le site de liaison ? 

4.3.4. Utilisation du modéle moléculaire du LBD-hRAR y 

4.3.4.1 Position des résidus de tyrosine dans le LBD de 

RARy et accessibilité au solvant 

Ce travail a été effectué au laboratoire de Chimie Pharmaceutique dirigé par le Pr. 

Lesieur à la Facu1té de Pharmacie, grâce aux compétences du Dr. P. Chavatte. La 

modélisation moléculaire nous a permis de visualiser la position de nos trois résidus de 

tyrosine, leur orientation et leur accessibilité pour la nitration dans RARy. Les tyrosines 208 

et 362 (210 et 364 dans RARy) sont situés à la surface du domaine de liaison au ligand, par 
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contre la tyrosine 277 (279 dans RARy) se trouve enfouie à l'intérieur du site mais elle n'est 

pas du tout dirigée vers le t-RA. La seule surface accessible au solvant de ce résidu se situe au 

niveau de son squelette carboné. Son cycle phénolique se trouve à l'intérieur de la structure 

dans une petite cavité. Pour qu'une liaison hydrogène puisse se former, une distance comprise 

entre 0.8 et 2.8A entre deux groupements et un angle de 120° sont nécessaires. Dans un 

environnement de 4A, aucun résidu voisin de Tyr 279 ne peut établir de liaison hydrogène 

avec cette acide aminé. Nous nous sommes alors posés la question, s'il était malgré tout 

possible de greffer un groupement N02 sur ce résidu. Le phénol de Tyr 279 est au voisinage 

de Pro 281, Asp 284 et Phe 312. En nitrant la tyrosine et en tenant compte du volume de V an 

der Waals de chacun de ces résidus, il apparaît un encombrement stérique entre le 

groupement N02 de la tyrosine 279 et la chaîne latérale de la leucine 319 (fig. 39). Par 

conséquent, la tyrosine 279 ne peut pas être modifiée à cause de son enfouissement et sa non 

accessibilité. Ces données confirment celles obtenues par spectrométrie de masse. En outre, 

nous pouvons en déduire qu'il existe une différence de conformation entre l'apo-RARa Oa 

tyrosine 277 étant accessible à la nitration) et l'holo-RARa. 

4.3.4.2. Comparaison avec le modèle de RXRa 

Par les expériences d'inactivation chimique et par l'étude par la spectrométrie de 

masse, nous avons constaté qu'en absence de ligand, RARa après action du TNM ne pouvait 

plus lier t-RA et que les trois résidus de tyrosine étaient nitrés. Comme la conformation du 

récepteur est modifiée par la fixation du ligand, la tyrosine 277 qui se trouve enfouie à 

l'intérieur du domaine de liaison doit être placée plus en surface dans l'apo-RARa. Comme 

la seule structure cristallographique des récepteurs des rétinoïdes disponible en absence de 

ligand est celle de RXRa, nous nous sommes demandés si par comparaison, nous ne 

pourrions pas visualiser 1' accessibilité des résidus correspondants aux résidus de tyrosine 

lorsque le ligand n'est pas encore fixé. La tyrosine 208 de RARa correspond à l'alanine 252 

dans RXRa, Tyr 277 à Ser 317 et Tyr 362 à Tyr 403. Or, par modélisation moléculaire, en 

réalisant les surfaces de Conolli, nous avons observé qu'aucun de ces résidus n'est accessible 

au solvant dans l'apo-RXRa (fig. 40). RXRa adopte donc une conformation générale 

similaire à RARy mais les comparaisons résidu par résidu entre ces deux récepteurs sont 

impossibles à réaliser. 
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Fig. 39 : Encombrement stérique entre le groupement N02 de la tyrosine 279 nitrée et la 
chaîne latérale de la leucine 319 
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a b 

Fig. 40: Surfaces de Conolli montrant l'accessibilité au solvant 
des trois résidus de tyrosine 210,279 et 364 (en jaune) sur le LBD-hRARy(a) 

et les acides aminés correspondant sur le LBD-RXRa (b) 



4.2.4.3. La cystéine 267 de RARJ3 et la tyrosine 277 de 

RARa 

Dans l'étude sur les cystéines (Wolfgang C.L. et al., 1997), l'approche employée avec 

les réactifs chimiques spécifiques est comparable aux travaux que nous avons réalisés sur les 

résidus de tyrosine. De ce fait, il nous semblait intéressant d'étudier par modélisation ces 

résidus de cystéine. De plus, la cystéine 267 dans RARJ3 correspondant à la cystéine 276 dans 

RARy se situe à proximité de la tyrosine 279. Comme un tour d'hélice équivaut 

approximativement à 3.6 résidus d'acides aminés, cette cystéine est orientée de la même 

manière que notre tyrosine 279, position vérifiée sur le modèle moléculaire du LBD-hRARy 

(fig. 41). La cystéine 276 n'interagit donc pas directement avec le ligand, ce qui explique que 

le~ de 0.6nM obtenu avec t-RA pour le mutant C276A soit identique au~ du récepteur 

sauvage. Cette cystéine de par sa position doit agir de la même façon que la tyrosine 279. 

4.2.4.4. Etude des deux résidus de cystéine de Wolfgang 

C.L. etaL 

Selon les hypothèses de Wolfgang C.L. et al., la cystéine 267, accessible seulement au 

réactif M:MTS, se trouve dans la LBP de RARJ3 à proximité du groupement carboxyle de f­

RA, alors que la cystéine 228 modifiable aussi bien par le DNTB que par le M:MTS, se 

positionne à 4A de t-RA, plus à l'entrée de la LBP (Wolfgang C.L. et al., 1997). Nous avons 

tenté de vérifier ces données par une approche par la modélisation moléculaire sur le LBD­

hRARy. Les surfaces de Conolli de ces deux résidus de cystéine montrent que la cystéine 276 

est seulement accessible au solvant au niveau de son groupement carboxyle alors que la 

cystéine 237 l'est au niveau de sa chaîne latérale (fig. 42). Dans la LBP, la cystéine 276, à 

une distance de SA à partir son Ca., est entourée des résidus 272 à 278 appartenant à l'hélice 

5, de l'alanine 315 et de la leucine 318 de H7. Elle forme une liaison hydrogène avec la 

méthionine 272 (fig. 43a). Ce résidu est déterminant dans la liaison des ligands spécifiques de 

RARy (Klaholz B.P. et al., 1998). La cystéine 276 joue donc probablement de manière 

indirecte un rôle dans la sélectivité de liaison des ligands. Nous remarquons que ce résidu se 

trouve dans une cavité et qu'il est possible, par construction sur ce modèle statique, de greffer 

un groupement substituant d'acide thiobis(2-nitrobenzoïque) sans gêne stérique apparente. 

Par contre, pour la cystéine 237 entourée des résidus 233 à 241 (H3), de la leucine 
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Fig. 41 : Position de la cystéine 276 par rapport à la tyrosine 279 dans le LBD­
hRARy (modélisation moléculaire) 
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Fig. 42 : Surfaces de Conolli pour les résidus de cystéine 237 et 276 
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a 
b 

Fig. 43: Acides aminés à SA du carbone a de la cystéine 276 (a) et de la cystéine 237 (b) 
(Modélisation moléculaire sur le LBD-hRARy) 



271 et de l'arginine 274 (H5) (fig. 43b), nous avons constaté que l'ajout de ce même 

groupement entraînait dans les conformations coûtant le moins d'énergie, une gêne stérique 

soit avec Arg 274, soit avec Leu 271. L'ajout d'un groupement thiométhyle (pour la 

modification par le MMTS) est également impossible. Ainsi, comme nous l'avons démontré 

grâce à la nitration de la tyrosine 277 sur l'apoRARa., l'exposition au solvant de ces résidus 

est différente au sein de l'apo et de l'holoRAR. Ceci permet de comprendre les résultats 

obtenus à la suite des modifications chimiques de ces cystéines. La cystéine 228, comme dans 

l'holo-LBD-RARy, doit être accessible dans l'apo-RAR~ au DTNB. Lorsque t-RA vient se 

fixer, comme le groupement substituant d'acide thiobis(2-nitrobenzoïque) est encombrant, il 

entraîne un positionnement différent des acides aminés de la LBP et empêche le récepteur de 

prendre sa véritable conformation holo. Par contre, en ce qui concerne la cystéine 276, deux 

hypothèses sont possibles. Soit cette cystéine n'est pas accessible à la modification chimique 

par le DTNB comme sur l'holo-RARy, soit elle est accessible sur l'apo-RAR~ et alors le 

groupement substituant d'acide thiobis(2-nitrobenzoïque) vient se positionner dans une cavité 

assez vaste sans beaucoup perturber la conformation de la LBP. Compte tenu de ces deux 

conformations du récepteur en absence et en présence de ligand, les expériences d'inactivaton 

chimique ne démontrent pas qu'un résidu interagit avec le ligand mais seulement que ce 

résidu se trouve à proximité de la LBP et que sa modification entraîne un changement de 

conformation défavorable à la liaison. 

4.2.5. Mutation du résidu de tyrosine 277 par une phénylalanine 

Comme le résidu de tyrosine 277 est un acide aminé déterminant dans l'interaction 

récepteur-ligand, nous avons voulu savoir si le groupement hydroxyle de ce résidu de tyrosine 

participait à la conformation du site de liaison de RARa en présence du ligand. Pour cela 

nous avons muté la tyrosine 277 en phénylalanine. Nous avons mesuré son affinité de liaison 

pour le t-RA et le ~ obtenu est de 4.2nM (fig. 44). Comme cette affinité de liaison reste de 

même ordre que celle du récepteur sauvage, nous pouvons en déduire que ce groupement 

hydroxyle n'interagit avec aucun résidu voisin. Ces résultats sont confirmés par la 

modélisation moléculaire sur RARy, grâce à laquelle nous avons pu observer que ce résidu 

n'établissait aucune liaison avec un acide aminé voisin ou avec le ligand. Néanmoins, comme 

chaque ligand possède une activité différente selon sa structure, nous avons réalisé des 

expériences de compétition contre le t-RA tritié avec les différents ligands testés sur le mutant 

Y277 A. Or, quel que soit le ligand utilisé, le K1 est du même ordre que celui du récepteur 
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sauvage (tab. 9). Ceci signifie donc que cette mutation ne perturbe pas l'affinité de liaison 

pour les différents ligands, le groupement OH de la tyrosine n'étant pas indispensable à la 

conformation du récepteur induite par la liaison du ligand. 

ll. ETUDE DU ROLE DES RESIDUS :GLY 301, PHE 302, GLY 303 ET LEU 266 

DANS L'INTERACTION RARa-LIGAND 

Au-delà de l'étude des résidus de tyrosine du domaine de liaison au ligand, nous nous 

sommes interessés à la topographie du site de liaison de RARa. La structure 

cristallographique de l'holo-LBD-bRARy a permis d'identifier les résidus d'acides aminés de 

la poche de liaison en présence de t-RA (Renaud J.P. et al., 1995). Cependant, pour l'heure, 

peu d'études ont montré le rôle de ces acides aminés dans la liaison et l'activation du 

récepteur avec des ligands agonistes et antagonistes de structure chimiquement différente. 

1. Le choix des résidus d'acides aminés mutés 

Comme le domaine Ede l'holo-RARy a été cristallisé (Renaud J.P. et al., 1995), il est 

désormais possible d'avoir une idée plus précise sur la conformation adoptée du domaine de 

liaison en présence du ligand. A partir de ces données et grâce à la modélisation moléculaire 

de RARa réalisée par le CIRD Galderma dans le cadre d'une collaboration, nous nous 

sommes intéressés aux résidus d'acides aminés potentiellement impliqués dans la liaison de 

ligands spécifiques. En se basant sur le modèle de bRARa, quatre de ces résidus ont alors été 

choisis pour être testés après mutation pour leur affinité de liaison vis-à-vis de certains 

ligands et pour leur activité transcriptionnelle. Trois résidus, Gly 301, Phe 302 et Gly 303, se 

situent entre 1 'hélice 6 et 1 'hélice 7. Cette région semble particulièrement impliquée pour 

1' activation du récepteur lors de la fixation du ligand. En effet, en comparant les deux 

modèles: l'apo-LBD-hRXRa et l'holo-LBD-bRARy, nous avons constaté que le 

repositionnement de Hl2 nécessitait le déplacement de H6 et que par conséquent, la boucle 

entre H6 et H7 jouait un rôle de charnière. En outre, les deux résidus, Gly 301 et Phe 302, 

entretiennent des contacts étroits avec le gem-diméthyle de t-RA (4.5A et 4Â 

respectivement). De ce fait, la mutation de ces résidus d'acides aminés pourrait entraîner un 

effet sur l'affinité de liaison et sur l'activité antagoniste de molécules de la famille du 

CD2665 (fig. 45). Le quatrième résidu d'acide aminé que nous avons étudié, la leucine 266, 

se situe au début de 1 'hélice 5. Cette hélice appartient à la poche de liaison et la leucine 266 
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Fig. 44 : Courbes de saturation et de Scatchard du mutant Y277F avec t -RA 

RARa hRARa-Y277F 

Ligand KI (nM) KI(nM) 

CD367 14 63 

Am580 12 52 

Ch55 33 52 

CD3105 108 89 

Ro41-5253 25 35 

Tab. 8 : Mutant Y277F : KI obtenu par compétition contre t -RA tritié 



........ 
-....) 
........ 

0 

OH 

CD2905 

~ ~OH 
N~ 
1 

N H 

H0~
0 

HO 

CD2815 

0 

0) 

~ -0 

0 

OH 

CD2331 

0 

0 ~OH 
N~ 

1 
N 

1 

H 

~0 

CD2817 

Fig. 45 :Ligands de la famille du CD2665 (CD2905 et CD2331) et de la famille du CD2668 (CD2815 et CD2817) 



semble directement interagir avec le méthényle 7 de t-RA. Sa mutation pourrait diminuer 

1' affinité de liaison et perturber 1' activité antagoniste de molécules de la série du CD2668 

(fig. 45). 

2. Résultats 

Nous avons donc muté ces quatre résidus en les remplaçant par un résidu d'alanine. 

Nous avons ensuite déterminé leur affinité de liaison pour t-RA puis pour différents ligands 

(K1 obtenus par des expériences de compétition contre t-RA tritié): le CD367 et le TINPB 

agonistes des RARs, l'Am580 spécifique de RARa., le CD2905 et le CD2331, antagonistes 

appartenant à la famille du CD2665, le CD2815 et le CD2817, antagonistes appartenant à la 

famille du CD2668, le CD3106 agoniste inverse de RARa., le CD3105 et le Ro 41-5253 

antagonistes de RARa.. La plupart de ces ligands nous ont été fournis par le CIRD Galderma. 

En parallèle, nous avons effectué des expériences de transactivation sur un gène reporteur 

TRE-pal-luc de chacun de ces mutants avec les différents ligands. 

2.1. Affinité de liaison des récepteurs mutés pour différents ligands 

L'affinité de liaison et l'activité de transactivation des mutants avec les différents 

ligands sont résumées dans le tableau 10. Ainsi, nous remarquons que les mutants G301A, 

F302A et L266A lient assez bien t-RA avec un ~ de 15.4nM, 16.5nM et 22nM 

respectivement comparé à 3.5nM pour le récepteur sauvage. Le mutant G303A par contre, a 

une affinité de liaison légèrement plus faible (~=36nM). D'autre part, l'affinité de liaison 

des mutants G301A, F302A et G303A impliquant les acides aminés de la région charnière 

H6-H7, est dans l'ensemble fortement diminuée pour les ligands de synthèse agonistes et 

antagonistes testés. En ce qui concerne le mutant L266A, l'affinité de liaison est aussi 

considérablement réduite excepté pour deux antagonistes, le Ro41-5253 et le CD2815. 

2.2. Activité transactivatrice des mutants 

Les expériences de transactivation ont été réalisées avec le gène reporteur TRE-pal­

luc. Le pourcentage d'activité de transactivation a été déterminé en prenant comme référence 

l'activité induite par 10-6M de t-RA (100%). Pour chacun de ces mutants, l'activité de 

transactivation induite par les différents ligands reste en général proportionnelle à leur 
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WT G301A F302A G303A L266A 
K, (n)l) •;. K, (n:'\1) % K, (n:\'1) •;. Kd( Jùl) o; o K• (n.'\1) "/o 

trans ac th ation tnmsacti\ ation tru ns acti\ a lion tram adh a tion tram ac ti\ ation 

~avectRA 3.5 100 15.4 71 16.2 75 36 58 22 97 

CD367 14 75 2000 57 543 35 448 59 326 40 

Am580 12 55 >1700 25 347 36 872 53 >.3000 69 

TfNPB 24 57 181 47 510 28 89 34 1540 51 

Famille CD2905 120 24 1677 4 3010 5 >3000 17 >3000 6 
CD2665 

idem CD2331 766 24 1762 6 3186 6 >3000 7 >2000 16 

Famille CD2815 950 34 >2600 17 >2700 10 >3000 17 396 10 
CD2668 

idem CD2817 888 41 2029 14 >2700 5 >3000 13 1551 13 

antago CD3105 108 16 236 20 2711 24 469 27 >3000 39 

ago CD3106 29 14 >2600 35 973 17 >3000 29 450 35 
rn verse 
antago Ro41-5253 24 0 1520 0 3219 8 2387 1 12 0 

Tab. 9: Affmités de liaison différentielles et activité de transactivation des mutants G301A, F302A, G303A et L266A. 
Détermination des~ en nM avec t-RA et mesures indirectes (Kr) pour les autres ligands. Les valeurs de transactivation sont rapportées à 100% 

correspondant à l'activité du récepteur sauvage en présence de 10·6M de t-RA 



capacité de liaison, excepté bien évidemment pour les composés antagonistes. Nous nous 

sommes alors demandés si pour le mutant F302A et surtout pour le mutant L266A, les ligands 

antagonistes conservaient leur propriété. Nous avons donc réalisé des expériences de 

transactivation en introduisant une concentration constante de 10-8 M de t-RA et des 

concentrations croissantes en ligand antagoniste. Avec F302A, nous avons testé le CD2905 et 

le CD2331 alors que pour L266A, nous avons utilisé le CD2815, le CD2817 et le Ro41-5253 

(Fig. 46). Nous avons constaté que l'effet antagoniste de ces ligands avec les récepteurs mutés 

était comparable à celui obtenu avec le récepteur sauvage. Pour le CD2905 et le CD2331, un 

excès d'environ IOOnM par rapport à t-RA est nécessaire pour obtenir 50% d'inactivation de 

l'activité agoniste sur RARa et RARa-F302A. De même pour le CD2815 et le CD2817 sur 

RARa et RARa-L266A. Le Ro41-5253 est un antagoniste plus puissant, un excès de 40nM 

est suffisant pour inhiber l'action de t-RA. Pour le mutant F302A, bien que la mutation 

affecte la liaison du CD2905 et du CD2331 (25 fois et 4 fois plus faible respectivement que 

sur RARa), leur activité antagoniste n'est pas affectée. Pour le mutant L266A, la mutation 

augmente l'affinité de liaison du CD2815 et du Ro41-5253 mais l'activité d'inhibition de la 

transactivation reste identique à celle observée sur le récepteur sauvage. 

3. Discussion 

3.1. Rôle des résidus au niveau de la boucle H6-H7 

Grâce à ces expériences, nous avons donc mis en évidence que la mutation de la 

glycine 301, de la phénylalanine 302 et de la glycine 303 en alanine engendre une perte 

d'affinité de liaison considérable du récepteur pour la plupart des ligands, confirmant le rôle 

déterminant de ces résidus au niveau de la charnière H6-H7. En outre, il a été montré que la 

mutation dans RARa de Gly 301 en arginine (Durand B. et al., 1994) et de Gly 303 en acide 

glutamique (Saitou M. et al., 1994) entraîne une perte de l'affinité de liaison pour t-RA. ll est 

néanmoins intéressant de noter que vis-à-vis de t-RA, l'activité de liaison de nos mutants 

reste assez proche de celle du récepteur sauvage. Ceci peut peut-être s'expliquer par le fait 

que le t-RA possède une structure assez souple comparée à celle des autres ligands 

synthétiques qui conservent une conformation assez rigide. En outre, en regardant la structure 

des ligands utilisés, nous constatons que chez le CD367, l' Am580, le TTNPB, le CD2815 et 

le CD2817, le cyclohexène de t-RA est remplacé par un groupement naphtalène. Comme la 

structure de ces ligands est alors plus rigide que celle de t-RA, la mutation des acides aminés 
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de la boucle H6-H7 empêche probablement la formation de liaison hydrogène avec les 

fonctions gem-diméthyles des ligands. Avec les ligands antagonistes, CD2905, CD2331, 

CD31 05 et CD31 06, 1 'affinité de liaison est également fortement diminuée. Selon le modèle 

d'Ostrowski J. et al., positionnant le BMS185411, ligand antagoniste de RARy, dans le site 

de liaison, il apparm"t que le groupement phényle substituant en ortho du cycle 13-ionone de ce 

ligand se place près de H12 (Ostrowski J. et al., 1998). Nous supposons alors que le CD3105 

et le CD31 06 se positionnent de la même façon dans la poche de liaison. De plus, la présence 

d'un groupement méthyle substituant supplémentaire en position 4 du phényl du CD 3106 

semble responsable d'une affinité de liaison des mutants plus faible qu'avec le CD3105. La 

mutation des acides aminés de la région H6-H7 doit donc perturber le positionnement de 

l'hélice 12 en présence de ligands rigides et fortement substitués. Avec les ligands de la 

famille du CD2665, qui sont substitués par un groupement adamantyle et une chaîne latérale 

éther, le même raisonnement peut être suivi. Néanmoins, leur positionnement dans le site de 

liaison en fonctions de leurs groupements substituants n'est pas défini. 

3.2. Effet de la mutation L266A 

3.2.1. La liaison avec les ligands agonistes 

De par sa position dans l'hélice 5 par rapport à t-RA (4.5Â) et sa proximité delle 270 

spécifique de la sélectivité de RARa, nous nous attendions à ce que la mutation de Leu 266 

en alanine diminue considérablement l'affinité de liaison du récepteur muté pour le t-RA et 

les divers ligands testés. Cette hypothèse s'est vérifiée pour les différents ligands agonistes 

synthétiques. Cependant, t-RA se lie assez bien au mutant. Or, tout comme l'alanine, la 

leucine est un résidu hydrophobe et son remplacement n'entraîne probablement qu'une 

perturbation locale au niveau de H5. Le t-RA qui a une structure beaucoup plus flexible que 

les autres ligands agonistes de synthèse, s'adapte sûrement à ce changement de conformation. 

3.2.2. Implication du résidu de leucine 266 dans le mécanime 

antagoniste? 

Cette leucine semble plus particulièrement impliquée dans le mécanisme d'action des 

antagonistes. En effet, sa mutation en alanine entraîne une perte d'affinité de liaison pour tous 

les ligands synthétiques excepté pour les deux antagonistes Ro41-5253 et CD2815. La 
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structure du CD2815 ne diffère de celle du CD2817 que par la configuration du groupement 

hydroxyle à l'extrémité de la chaîne latérale substituante. Ainsi, une différence très fine dans 

la structure chimique de la molécule permet d'obtenir deux comportements de liaison 

différents. Ces résultats peuvent être comparés à ceux obtenus par Lamour F.P.Y. et al., qui 

en mutant l'arginine 217 et l'arginine 294 de RARa. en alanine, ont trouvé une affinité de 

liaison accrue pour le ligand antagoniste Ro41-5253 (Lamour F.P.Y. et al., 1996). Le 

changement de conformation imposé par la fixation d'un ligand antagoniste est de nature 

différente de celui généré par un ligand agoniste. Il se peut que la leucine 266 qui se trouve 

dans l'hélice 5 contribue au mécanisme antagoniste. Cependant, avec le CD2817 ou le 

CD3105, l'affinité de liaison du mutant L266A est 2 fois ou 30 fois inférieure à celle du 

récepteur sauvage. Par cette observation, nous pouvons émettre l'hypothèse que le mécanisme 

conformationnel supposé, induit par un antagoniste, même de structure assez proche d'un 

autre antagoniste, n'est pas un mécanisme unique et qu'il peut solliciter des acides aminés 

différents. Dans la littérature, la plupart des résultats obtenus, notamment par protéolyse 

limitée en présence de ligands agonistes ou antagonistes sur le récepteur de l'acide rétinoïque, 

vont dans le sens d'un mécanisme conformationnel unique induit par la fixation d'un 

antagoniste (K.eidel S. et al., 1994, Wagner B.L. et al., 1996). De même, avec le récepteur 

des glucocorticoïdes, le profil de digestion du récepteur non activé ou activé par une série de 

6 antagonistes structuralement différents n'est pas toujours identique (Modarress K.J. et al., 

1997). Le changement de conformation de l'extrémité C-terminale du domaine E de GR 

serait indépendant de l'activité antagoniste du ligand. Ceci confirmerait 1 'existence de 

différentes conformations spécifiques des récepteurs stéroïdiens selon les ligands 

antagonistes. 

3.3. Position de ces résidus dans le modèle LBD-hRARa. 

Sur la figure 47, les quatre acides aminés étudiés sont positionnés dans la LBP de 

RARa. La modélisation moléculaire a été réalisée par le Dr. E. Thoreau. La vue est prise à 

partir de H12. Nous constatons que comme sur le modèle de hRARy, la glycine 301, la 

phénylalanine 302 et la leucine 266 s'orientent vers le ligand alors que la glycine 303 pointe à 

l'opposé de la phénylalanine 302. Leur position suggère donc leur rôle potentiel majeur dans 

l'interaction de ligands spécifiques au niveau du site de liaison et dans le mécanisme 

d'activation du récepteur. 
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Fig. 4 7 : Gly 301, Phe 302, Gly 303 et Leu 266 dans le site de liaison au ligand 
de hRARa (Modélisation CIRO Galderma) 

Les chaînes latérales des acides aminés du site sont figurées (5Â) 
Les sphères vertes représentent les Ca des autres acides aminés 

(Couleur des atomes : 0 : rouge 
N : bleu 
S: jaune) 
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Dans ce travail, nous avons pu mettre en évidence l'implication de résidus d'acides 

aminés déterminants pour l'interaction RARa-ligand. La première partie concernant l'étude 

des résidus de tyrosine du domaine E de RARa est particulièrement intéressante de par sa 

triple approche. Tout d'abord, une approche biochimique indirecte par les expériences 

d'inactivation chimique. Puis une seconde approche indirecte, physicochimique, par la 

spectrométrie de masse et enfm une approche plus classique par la mutagenèse dirigée. De 

cette façon, nous avons identifié la tyrosine 277 comme étant un résidu déterminant dans 

1 'activation de RARa. Cependant, contre toute attente, en modélisation moléculaire ce résidu 

n'est pas orienté vers t-RA. Ce résidu n'interagit donc pas avec le ligand mais impose une 

conformation telle en présence du ligand, qu'il est indispensable à l'activation du récepteur. 

Nous pouvons tout de même nous demander si ce résidu d'acide aminé est également un 

résidu important pour RARJ3 et RARy. Nous avons aussi observé que le mutant Y362A 

possédait une bonne affinité pour t-RA mais ne transactivait que faiblement. La tyrosine 362 

ne se situe pas dans l' AF-2 qui est la région déterminante pour l'activation des RARs. 

Cependant, dans le modèle moléculaire du LBD-hRARy, elle est située à la surface du 

domaine de liaison au ligand et pourrait interagir avec certains cofacteurs. ll serait donc 

intéressant d'identifier quel est ou sont ce(s) cofacteur(s). Dans la séquence de RARy, en 

position 374, se situe un 4ème résidu de tyrosine non conservé parmi les RARs. Cet acide 

aminé pourrait également jouer un rôle dans l'activation ligand-dépendante du récepteur et 

dans les interactions protéine-protéine. 

Dans la seconde partie du travail, nous nous sommes interessés à la topographie de la 

LBP en fonction d'un ligand donné. Cette étude de relation structure-activité, nous a permis 

de mettre en évidence que selon la rigidité et 1 'encombrement de la structure du ligand utilisé, 

la réponse des mutants n'était pas toujours identique. Nous avons également confirmé le rôle 

de la région H6-H7 dans le changement de conformation entre l'apo- et l'holo-LBD. C'est un 

mécanisme dynamique qui devra être approfondi. En effet, il est actuellement encore difficile 

de comprendre les modifications fmes obtenues par l'entrée du ligand. Nous pouvons 

cependant relever que la leucine 266 doit jouer un rôle particulier dans le mécanisme induit 

par les antagonistes. 

Le rôle de ces différents résidus d'acides aminés au sein de la cavité de liaison des 

RARs dépend de la structure chimique du ligand qui confère alors une adaptation 

conformationnelle à la poche de liaison et devient alors responsable du mécanisme 
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d'activation agoniste ou antagoniste du récepteur. Les résidus identifiés de cette manière 

complètent la cartographie du site de liaison au ligand de cette famille des récepteurs 

nucléaires et peut servir de modèle de base pour l'identification de nouveaux rétinoïdes avec 

une activité biologique donnée. De plus, la compréhension des mécanismes d'activation par 

les antagonistes permettraient la synthèse de nouveaux rétinoïdes pouvant limiter les effets 

toxiques des composés classiquement employés. 
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Souches bactériennes 

- Ml5 d'Escherichia coli ou SG13009 contenant le plasmide Rep 4 qui est porteur 

d'un gène de résistance à la kanamycine et qui exprime le répresseur Lac. 

- JMl 09 d' Escherichia coli (Proméga) 

- GM2163, souche dam- (l'ADN n'est pas méthylé) 

- Epicurian coli XL-1 Blue 

Plasmides 

- pQE9-LBDhRARa 

- pQE9-hRARa (et pQE9-hRARy) contient l'ADN complémentaire du hRARa (ou du 

hRARy) inséré dans le vecteur pQE9 (Diagen). (Le vecteur pQE9 permet d'exprimer toute 

protéine sous forme fusionnée avec six histidines). 

- pSG5-hRARa et pSG5-hRARy (P. Chambon) 

A) BIOCHIMIE 

* Culture bactérienne et extraction protéique 

Les bactéries Ml5 contenant le vecteur pQE9-hRARa sont précultivées dans 10 ml de 

milieu LB en présence d'ampicilline (lOO f..Lg/ml) et de kanamycine (60 f..Lg/ml) à 37°C. 

Lorsque la D.O. à 580 nm atteint 0.2, la préculture est diluée dans 500 ml de milieu LB 

contenant les antibiotiques et la culture est mise en agitation à 37°C. Dès que la D.0.580 est 

comprise entre 0,5 et 0,6, l'induction est déclenchée par addition d'Isopropyl-~-Thio 

Galactoside (IPTG à 0,5 mM de concentration finale). La culture se poursuit pendant 3 heures 

puis elle est centrifugée 10 minutes à 6000 rpm. Le culot est repris par 6 ml de tampon : Tris 

50 mM pH8.0, EDTA 1 mM, KCl 100 mM et 2 mg de lysozyme sont ajoutés. Après 30 

minutes dans la glace, 1' extrait est soniqué 2 fois 30 secondes avec addition entre les deux 

sonications de 6 ml de tampon. Enfin l'extrait est centrifugé 45 minutes à 15000 rpm à 4°C. 

Le surnageant est alors conservé à -20°C en présence de 10% de glycérol. 

* Modification chimique des récepteurs par le TNM 

Pour diluer l'extrait bactérien, un tampon Tris 20 mM pH9,0 est utilisé et le TNM est 

préparé en solution 10 mM et 100 mM dans l'éthanol absolu. Les concentrations fmales en 

TNM utilisées sont comprises entre 0,2 f..LM et 200 f..LM. La réaction se poursuit pendant 2 

heures à 4°C avant d'être bloquée par l'ajout d'une quantité stoechiométrique de DTT. 
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*Expression et purification par chromatographie d'affinité du LBD-hRARa 

Tampons: 

Tampon A : Chlorhydrate de guanidine 6 M 

NaH2P04 0,1 M 

Tris O,OIM, pH8,0 

13-Mercaptoéthanol 0,02 M 

Tampons B à E : Urée 8 M 

NaH2PÜ4 0,1 M 

Tris 0,01 M 

13-Mercaptoéthanol 0,02 M 

Tampon B : pH8,0 

C :pH6,3 

D :pH5,9 

E: pH4,5 

Tampon F : Chlorhydrate de guanidine 6 M 

Acide acétique 0,2 M 

Expression de la protéine LJN 186-462 et traitement au tétranitrométhane 

Les bactéries MIS exprimant la protéine recombinante ô.Nl86-462 sont cultivées en 

présence de 10-6 M d'acide tout trans rétinoïque, et induites comme il a été décrit 

précédemment. La culture est centrifugée 30 minutes à 4000 rpm à 4°C. Le culot est repris 

par 1 ml de tampon Tris 0,02 M pH8,0 et il est soniqué 3 fois 1 minute. Puis, de nouveau, 1 o-6 

M d'acide tout trans rétinoïque (dilué dans le DMSO) sont ajoutés et le tout est laissé dans la 

glace pendant 1 heure à 1' obscurité. Les protéines sont alors nitrosylées avec 5 mM en 

concentration finale de tétranitrométhane pendant 5 heures à 0°C. La réaction est arrêtée par 

ajout de DIT (5 mM de concentration finale). Après 1 heure d'incubation en présence de 5 

ml de tampon A à température ambiante, 1' extrait est centrifugé 40 minutes à 15000 rpm. 

Purification de la protéine 

La protéine est purifiée par chromatographie d'affinité sur colonne Ni-NTA 

(Quiagen). La résine (1 ml) est lavée avec de l'eau puis successivement par 10 ml de tampon 

A, 4 ml de B, 8 ml de C, 3 ml de F et 4 ml de A. Le surnageant est ensuite déposé sur la 
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colonne (débit de 0,1 ml/min) puis la résine est lavée par 10 ml de tampon A, 5 ml de B, 6 ml 

de Cet 10 ml de D. L'élution est effectuée par 5 ml de tampon E. 

*Dosage des protéines 

ll est réalisé selon la méthode de Bradford et grâce au kit de dosage des protéines 

(Biorad). 10 Ill d'extrait sont dilués dans 790 Jll d'eau et 200 Jll de solution de dosage (bleu 

de coomassie, méthanol, acide phosphorique). Le lysozyme est utilisé pour la gamme étalon 

et la mesure de la D.O. s'effectue à 595 nm. 

*Hydrolyse chimique et enzymatique du RARa. 

Par l'acide acétique: la protéine recombinante purifiée (10nmoles/ml), dialysée contre 

HCl 0.01N et lyophilisée, est hydrolysée par l'acide acétique 0,25N à 105°C pendant 24h. 

L'acide acétique coupe en C- et N-terminal des résidus d'acide aspartique et parfois des 

résidus d'asparagine. L'hydrolyse est arrêtée par dilution suivie d'une lyophilisation. 

Par l'endoprotéase Glu-C (Staphylococcus aureus VS): rapport 1/50 (p/p) dans un 

tampon d'acétate d'ammonium 50mM, pH4,0 pour une coupure plus spécifique après les 

résidus d'acide glutamique, pendant 16h à 37°C. 

*Analyse par spectrométrie de masse 

L'analyse est réalisée grâce au couplage du spectromètre de masse en mode 

électrospray avec la chromatographie liquide haute performance. Le double hydrolysat est 

repris dans 1,5 ml d'acide acétique à 10%. 12 nmoles (200J.1l) sont injectés en HPLC sur une 

colonne C4 Browlee 5J.1 (100x2,1mm) avec un gradient de 10 à 100% d'acétonitrile et un 

débit de 200 Ill/minute. Les peptides élués de la colonne sont analysés en continu dans un 

spectromètre API-1 Perkin Elmer Sciex simple quadrupole équipé d'une source ionspray 

(Sciex, Toronto, Canada). Le quadrupole est calibré par le polypropylène glycol. Un potentiel 

de +5,5 kV est appliqué à l'extrémité de l'aiguille d'injection. Un voltage de +90V est 

appliqué à l'orifice. L'acquisition des spectres est réalisée entre 400 et 2400 uma avec un pas 

de 0,2 Da et un "dwell time" de 0,5 ms. Le programme Mac Bio Spec est utilisé pour calculer 

les masses moléculaires des échantillons. 
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*Mesure de l'activité de liaison des récepteurs par la technique d'adsorption au 

charbon-dextran 

Aprés dilution convenable dans le tampon d'extraction (Tris, KCl, EDTA), les extraits 

(250 !J.l) sont incubés en présence de [11, 12 3H]t-RA (55,6 Ci!mmol; NEM) ou de CD367 

tritié (52,8 Ci!mmol; CIRD Galderma-Sophia Antipolis) pendant 16 heures à 4°C. La liaison 

non spécifique est mesurée par incubation en parallèle des mêmes échantillons en présence 

d'un excès de 200 fois du ligand non radioactif, et soustraite de l'activité de liaison 

spécifique. Lors des études de compétition de ligands, la concentration en CD367 tritié reste 

constante (10 nM) alors que les concentrations en ligand compétiteurs sont croissantes. 

L'activité de liaison est mesurée par la technique au charbon-dextran (Sablonnière B. et al., 

1994). 200 !J.l des incubats sont ajoutés à 100 !J.l de suspension de charbon. Après 

homogénéisation et incubation pendant 15 minutes à 4°C, les tubes sont centrifugés 5 minutes 

à 4000 rpm. 150 !J.l de surnageant sont prélevés et mélangés à 2 ml de liquide de scintillation 

afin de mesurer la radioactivité. Le KI est déterminé à partir de la formule : 

Kr=IC50[1 +[t-RA *]/~]"1 • 

IC50 correspondant à la concentration en compétiteur pour inhiber 50% de la liaison de t-RA. 

*Electrophorèse 

L'électrophorèse en gel de polyacrylamide est réalisée selon la technique de Laemmli. 

Après dépôt des échantillons dénaturés 5 minutes à 1 00°C en présence de tampon dénaturant 

6X (Tris 0,3 M, SDS 8%, Glycérol 30%, ~-Mercaptoéthanol 0,8 M, Bleu de Bromophénol 

0,8%) sur un gel d'acrylamide à 10% (avec un rapport acrylamidelbis acrylamide de 29:1), la 

migration s'effectue sous courant constant de 30 mM. 

*Western blot 

Après électrophorèse sur gel de polyacrylamide à 10%, le transfert est réalisé pendant 

12 heures à 25 V dans un tampon Tris 20 mM pH8.3, Glycine 150 mM, Méthanol20%, sur 

membrane de nitrocellulose orientée vers 1' électrode positive. Pour vérifier 1' efficacité du 

transfert, la membrane est colorée au rouge Ponceau (2% de rouge Ponceau, 3% d'acide 

trichloroacétique) puis saturée dans du TBS lX, Tween 20 111000 et 5% de lait écrémé 

pendant 45 minutes à 37 °C. Après plusieurs lavages dans le TBS-Tween, le premier 

anticorps spécifique de RARa. (anti-lapin RARa.,l/500) est incubé pendant 2 heures à 

température ambiante dans le TBS-Tween avec 1% de lait. Puis la membrane de nouveau 

lavée, le second anticorps (anti-anti-lapin marqué à la péroxydase) est ajouté dans une 
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proportion de 1/1000. La révélation de la membrane se réalise par chimioluminescence grâce 

au kit ECL (Amersham). 

B) BIOLOGIE MOLECULAIRE 

*Préparations plasmidiques 

Minipréparation 

Les préparations en petites quantités de plasmides s'effectuent selon le protocole 

Proméga (kit WizardTM Plus Minipreps DNA Purification System) 

Maxipréparation 

Solutions: 

Solution de resuspension : Glucose 50 mM 

Tris-HC125 mM pH7,5 

EDTA lOmM 

Solution de lyse : NaOH 200 mM 

SDSI% 

Solution de neutralisation: Acétate de potassium 1,32 M pH4,8 

Acide acétique 11,5% 

La culture de bactéries s'effectue sous agitation pendant 16 heures à 3 7°C dans 500 ml 

de milieu LB avec antibiotique. Elle est ensuite centrifugée 10 minutes à 4000 rpm à 4°C. Le 

culot est repris par 15 ml de solution de resuspension puis 15 ml de solution de lyse et 15 ml 

de solution de neutralisation. Après centrifugation pendant 15 minutes à 4000 rpm à 4°C, le 

surnageant est filtré, 0,6 volume d'isopropanol est ajouté et le tout est centrifugé 15 minutes à 

8000 rpm à 4°C. Le culot est repris par 2 ml de tampon TE et 40 J.Lg/ml de RNAse pendant 30 

minutes à 37°C. Un volume de PEG 8000 (13%)/NaCl 1,6 M est alors additionné et la 

préparation est centrifugée 5 minutes à 12000 g. Le culot est repris par 500 J.Ll d'eau et une 

extraction phénol-chloroforme-alcool isoamylique est réalisée. L'ADN de la phase aqueuse 

est précipité 10 minutes à température ambiante dans 0,25 volume d'acétate d' ammonium 

ION et 2 volumes d'éthanol 100%. Après centrifugation de 20 minutes à 15000 rpm à 4°C et 

2 lavages à 1' éthanol 70%, le culot est séché et repris dans de 1' eau. 
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*Mutagénèse dirigée 

Principe 

Leu 'l)r208 

PlasmidepQE9o-hllAR4;============ ~ =J 

L Hybriclaâon 

oligo2 3' _____ 5' 

S'============== CTOOGCAAATACACI' -
3

' 3' GA.CCCGTlTAl'GTGA -S' S' - Cl'AGGCAAAGCCACI'- 3' 

! Amplifiçatiœ par PCR 
iAii oligo 1 Ai 

Leu AJa 

~======================== ~nff _ __,t 

! 

! 
Comme le p1asnricJe Cldier a 616 amp]ifi6, des JDI1bdions DOD sp6ci:&ques cmt pu se :tOrmer 

doac 6c:blalp de la CIIS8eUe Saci-BCJI COJdawnt la DIJihdion avec le plasmide Sllmlp, puis 86quaapge 

Les mutants sont obtenus par PCR et selon le protocole du kit Stratagène (ExSite1M 

PCR-Based Site-Directed Mutagenesis) 

Oligonucléotides utilisés 

Pour le mutant hRARa.-Y208A (mutation silencieuse pour obtenir le site de restriction 

deBfal): 

5' -CTC-TGC-CAG-CTA-GGC-AAA-GCC-ACT -ACG-AAC-AAC-AG-3' 

5' -GGC-AGG-GAA-GGT-TIC-CTG-GTG-CGC-TTT-GCG-CAC-3' 

Pour le mutant hRARa.-Y277 A (mutation silencieuse pour obtenir le site de restriction 

deEcoRV): 

5' -CTG-GAT -ATC-CTG-ATC-CTG-CGG-ATC-TGC-ACG-CGG-GCC-A-3' 

5'-GCA-GGC-AGC-CTT-GAG-GAG-GGT-GAT-CTG-GTC-GG-3' 

Pour le mutant hRARa.-Y277F (mutation silencieuse pour obtenir le site de restriction 

deEcoRV): 

5' -CTG-GAT -ATC-CTG-ATC-CTG-CGG-ATC-TGC-ACG-CGG-TTC-ACG-3' 
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5'-GAC-GCA-GGC-AGC-CTT-GAG-GAG-GGT-GAT-CTG-GTC -3' 

Pour le mutant hRARa.-Y362A (mutation silencieuse pour obtenir le site de restriction 

Xhol): 

5' -CCG-CTG-CTC-GAG-GCG-CTA-AAG-GTC-GCC-GTG-CG-3' 

5' -CTC-CTG-CAG-CAT-GTC-CAC-CCG-GTC-CGG-CTG-CTC-C-3' 

Pour le mutant hRARa.-G301A, -F302A et -G303A (mutation silencieuse pour obtenir 

le site de restriction de Nsil) : 

5' -ATG-CAT -AAC-GCT-GCC-TTC-GGC-CCC-C-3' 

5'-ATG-CAT-AAC-GCT-GGC-GCC-GGC-CCC-C-3' 

5'-ATG-CAT-AAC-GCT-GGC-TTC-GCC-CCC-C-3' 

5' -CTG-GGT -CCG-GTT -CAG-GGT -CAG-3' 

Pour le mutant hRARa.-L266A (mutation silencieuse pour obtenir un site de 

restriction de EcoRV): 

5'-C-AAG-GCT-GCC-TGC-GCG-GAT-ATC-C-3' 

5' -AGG-AGG-GTG-ATC-TGG-TCG-GCG-3' 

Pour le mutant hRARa.-L398A (mutation silencieuse pour obtenir un site de 

restriction de BCll) : 

5' -CGG-GTA-ATC-ACG-GCG-AAG-ATG-GAG-ATC-CCG-GGC-3' 

5' -CTC-AGC-CCC-CTT -GGC-GCT -GAT -GCT-TCG-CAG-GTC-3' 

Phosphorylation des oügonucléotides 

20 Jlg d'oligonucléotide antisens sont phosphorylés 30 minutes à 37°C dans 4 Jll de 

tampon 10X (Tris-HCl 0,7 M pH7,6; MgC12 0,1M, OTT 0,05 M) en présence de 1 Jll de T4 

ploynucléotide kinase et 1 mM d' ATP dans un volume final de 40 J.1l. 

PCR 

0,5 pmoles d'ADN sont mis en présence de 2,5 Jll de tampon 10X (Tris-HCl 0,2 M, 

pH8,3; KCl 0,1 M, ~)2S04 0,1 M, MgS04 0,02 M, Triton X-100 1% (v/v), sérum 

albumine bovine 1 mg/ml), 1 mM de dNTPs et 15 pmoles de chaque oligonucléotide ( qsp 24 

Jll avec de l'eau). L'ADN est dénaturé 5 minute à 94°C puis 0,5 Jll de Taq DNA Polymérase 

(5U/J.11) et 0,5 Jll de Taq Extender (5UIJ.1l) sont ajoutés. La PCR comprend 11 cycles de 

dénaturation à 94°C, d'hybridation entre 58 et 62°C (2 minutes) et d'élongation à 72°C (5 

minutes). 
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Formation des bouts francs 

Avant d'effectuer la ligation, les bouts francs sont formés en incubant le produit de 

PCR 30 minutes à 37°C avec 1 f.Ll d'enzyme de restriction Dpnl (10U/f.Ll) et 0,5 f.Ll de 

l'enzyme Cloned Pfu DNA Polymérase (2,5 U/f.Ll), puis 30 minutes à 72°C afin d'inactiver 

l'enzyme. Ensuite 100 f.Ll d'eau sont ajoutés ainsi que 10 f.Ll de tampon 10X et 5 f.Ll de rATP 

10mM. 

Gel d'agarose 

Les produits de PCR (10 f.Ll) sont déposés en gel agarose 0,8% dans un tampon TBE 

0,5X pour vérifier la taille de l'ADN amplifié. 

Ligation 

10 ~-tl d'échantillon sont mélangés avec 1 f.Ll de T4 DNA ligase (4U/f.Ll) pendant 1 

heure à37°C. 

Transformation 

Elle se fait avec 80 f.Ll d'Epicurian coli XL-I Blue supercompétentes et 1 1-1g de 

plasmide. Les bactéries sont incubées 30 minutes dans la glace puis 45 secondes à 42°C et 2 

minutes à 4°C. 800 ~-tl de SOC sont alors ajoutés et les bactéries sont laissées 1 heure à 37°C 

puis étaler sur boite de Pétri contenant du LB Agar additionné de 100 ~-tg/ml d' ampicilline. 

(Les transformations dans d'autres souches bactériennes telles que les JM109 ou les MIS 

s'effectuent selon le même protocole mais seulement 20 ~-tl de bactéries compétentes sont 

utilisées). 

Hydrolyse par enzyme de restriction 

Après transformation, des clones sont repris dans 10 ml de milieu LB avec de 

l'ampicilline puis une mini-préparation plasmidique est réalisée. Ensuite une digestion 

enzymatique est effectuée au moins pendant 2 heures et selon les conditions prévues de 

l'enzyme (température et U/~-tg de plasmide) afin d'identifier des clones potentiellement 

positifs grâce au site de restriction introduit par mutation silencieuse. 

190 



*Extraction de fragments sur gel d'agarose 

Protocole selon le kit " Agarose Gel DNA Extraction " de chez Boehringer Mannheim 

à partir d'un gel d' agarose 1% en T AE lX. 

*Séquençage 

Utilisation du kit Amersham 

-Dénaturation 

5 f.lg de plasmide (qsp 12 f.ll avec de l'eau), 4 f.ll d'EDTA 1 mM et 4 f.ll de NaOH lM 

sont placés 30 minutes à 37°C, puis neutralisés par 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M 

(pH5,5). L'ADN est ensuite précipité dans 100 f.ll d'éthanol lOO% pendant au moins 1 heure 

à -20°C et après 30 minutes de centrifugation à 12000 g à 4°C et 2lavages à l'éthanol 70%, le 

culot est séché. 

- Radiomarquage 

Le culot est repris par 6 f.ll d'eau et 2f.1l de tampon de réaction de la sequenase ainsi 

que 2 f.ll d'oligonucléotide (à 0,5 pmoles/f.!l) sont ajoutés et laissés 30 minutes à 37°C. 

-Extension 

Les bases (2,5 f.ll) sont réparties dans chaque puits sur une microplaque. Deux 

mélanges réactionnels sont ensuite préparés. Tout d'abord, le mélange de marquage: (pour 4 

séquences) 1,7 f.ll du mélange de marquage et 6,7 f.ll d'eau, puis la dilution de la séquenase: 1 

f.ll de sequenase et 7 f.ll de tampon de dilution de l'enzyme. Ensuite 4 f.1l de DTT 0,1 M, 8 f.!l 

du mélange dilué de marquage et 2 f.ll de [35S]dATP sont ajoutés à la sequenase diluée. Toutes 

les 40 secondes, 5,5 f.ll de ce mélange sont répartis dans chacun des ADN primés. L'extension 

s'effectue pendant 5 minutes à température ambiante. 

- Terminaison 

Dans chaque puits, 3,5 f.ll des ADNs sont ajoutés toutes les 10 secondes et laissés 

pendant 7 minutes à 37°C. Pour arrêter la réaction 4 f.ll de solution stop sont placés dans 

chaque puits toutes les 10 secondes. 

Gel de séquence 

Gel à 6% d'acrylamide (30 ml de Séquagel-6 Ultra pure avec 12 ml de Séquagel 

complet et 300 f.!l de persulfate à 10%). Avant de déposer les échantillons, il faut les 

dénaturer 3 minutes à 80°C puis les placer sur la glace. La migration se fait dans le tampon 

TBE lX à 80W, puis le gel est séché et mis en autoradiographie à -80°C. 
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*Transcription/traduction des protéines in vitro et protéolyse limitée 

Transcription/traduction 

La synthèse in vitro de récepteurs radiomarqués s'effectue suivant le protocole " TNT 

Coupled Reticulocyte Lysate Systems " (Promega) qui permet de coupler la transcription et la 

traduction. A 12,5 J.Ll de lysat de réticulocytes de lapin sont ajoutés 1 J.Ll de tampon TNT, 0,5 

J.Ll de T7 ARN polymérase, 0,5 J.Ll d'acides aminés sans méthionine, 2 J.Ll de [35S]-méthionine 

et 1 J.Lg de plasmide pSG5-hRARa. (récepteur sauvage ou muté). Le mélange est complété à 

25 J.Ll avec de l'eau et incubé 1 heure 30 minutes à 30°C. 

Protéolyse limitée 

Les échantillons de lysat de réticulocytes après traduction sont mis en présence de 

ligand (1 0-6 M) pendant 20 minutes à température ambiante. Puis selon le type d'hydrolyse 

enzymatique, ils sont incubés avec 50mg/ml de trypsine pendant 30 min. à température 

ambiante ou avec 50mg/ml de chymotrypsine, 30 min à 37°C ou avec 100mg/ml 

l'endoprotéinase Arg-C ou Lys-C pendant 1 heure à 37°C. 

Les échantillons sont ensuite déposés en gel SDS-Page à 12% d'acrylamide. Après migration 

à 30 mA, le gel est fixé avec une solution méthanol (600ml), acide acétique (160ml), eau (qsp 

2 litres) pendant 30 minutes puis coloré 45 minutes dans du colorant Page-SDS (Bleu de 

Coomassie R250 0,1 %, Méthanol25%, Acide trichloroacétique 12,5%) et décoloré dans une 

solution de Méthanol à 30% et d'acide acétique à 6%. Le gel est ensuite laissé 30 minutes 

dans "l'amplify" (Amersham) avant d'être séché et mis en autoradiographie pendant 1 à 2 

nuits à -80°C. 

*Radiomarquage de l'oligonucléotide f3RARE 

2 J.LM d' oligonucléotides complémentaires simple brin sont hybridés pendant 10 

minutes à 90°C dans un tampon Tris 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM pH8.0, puis 

refroidis à température ambiante. Ensuite 4 pmoles d' oligonucléotides double brin (2J.Ll) sont 

mélangés à 6 pmoles de y[32P]ATP (3 J.Ll), 2 J.Ll de tampon 10X, 2 J.Ll de T4-Polynucléotide 

Killase (20U) qsp 20 J.Ll avec de l'eau et incubés 30 minutes à 37°C. L'ADN radiomarqué est 

alors dessalé sur colonne Chromaspin-1 0 : après centrifugation 2 minutes à 700 g de la 

colonne vide, la solution radioactive, ajustée à 40 r.d avec de 1 'eau, est déposée sur la colonne 

et centrifugée 6 minutes à 700 g. La solution collectée est ajustée à 150 J.Ll final. 
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*Gel retard 

2 !J.l de lysat de réticulocytes exprimant RARa sauvage ou muté et 2 !J.l d'extrait 

exprimant RXRa sont incubés en présence de 2 !J.l de tampon Hépes 200 mM pH7,4, KCl 

1500 mM, EDTA 10 mM, Glycérol40%, de 0,05 !lg d'ADN de sperme de saumon, qsp 19 !J.l 

avec de l'eau pendant 20 minutes à 4°C. Puis la sonde d'ADN f3RARE radiomarquée (1 !J.l) 

est ajoutée ainsi que 1 !J.l de sonde froide dans le cas d'une caractérisation du complexe et le 

tout est laissé 15 minutes dans la glace. Pour le "supershift", 1 !J.l d'anticorps spécifique des 

RARs ou des RXRs est additionné pendant 2 heures dans la glace. 

Les échantillons sont ensuite déposés sur gel de polyacrylamide à 5% en tampon TAE 0,5X 

non dénaturant pour séparer les complexes récepteurs liés à 1 'ADN de 1 'ADN libre. La 

migration de l'électrophorèse s'effectue à 150 V pendant 2 à 3 heures. Le gel est ensuite 

séché sous-vide puis placé en autoradiographie contre un film X-Omat à -80°C pendant une 

nuit. 

C) BIOLOGIE CELLULAIRE 

*Culture cellulaire et transfection 

Les tranfections sont réalisées dans les cellules COS 7 de rein de singe transformées 

par SV40. Les cellules COS 7 sont cultivées en milieu DMEM (Dubbelco's Eagles) 

additionné de 10% de sérum de veau foetal et de 1% d'antibiotiques (Pénicilline et 

Streptomycine) sur boite de 500 ml incubée préalablement avec de la gélatine (1 %). Après 

trypsinisation, 250000 cellules sont réparties par puits de 60 mm de diamètre. Le jour suivant, 

les cellules sont cotransfectées par 1 !J.g final d'ADN comprenant 30 ng de plasmide pSG5-

hRARa sauvage ou muté, 30 ng de plasmide pSG5-hRXRa, 300 ng de plasmide contenant 

l'élément de réponse TRE-palluciférase et 100 ng de plasmide exprimant la f3-galactosidase. 

La cotransfection s'effectue grâce à 4 Ill par puits de PolyEthylène lmine (PEI, ExGen 500, 

Euromédex). 24 heures plus tard, les cellules, en milieu DMEM avec 2,5% de sérum de veau 

foetal, sont incubées avec le ligand dilué dans l'éthanol. Le lendemain, les cellules sont lavées 

au PBS et peuvent être lysées afin de déterminer leur activité de transactivation par rapport 

aux gènes reporters de la luciférase et de la P-galactosidase. 

*Mesure de l'activité transactivatrice 

Tampons: 

Tampon de lyse: Triton X-lOO 1% 
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Glygly25mM 

MgS04 15mM 

EGTA 4 mM pH7,4 

DTT1 mM 

Tampon luciférase : Glygly 25 mM 

KH2P04 15mM 

MgS04 15mM 

EGTA4mMph7,4 

ATP2mM 

DTT1mM 

Tampon solution stock luciférine : D-Luciférine 1 mM 

Glygly25 mM 

DIT 10 mM qsp 16 ml avec de l'eau 

(Aliquotes de 2 ml stockées à -80°C et à diluer dans 8 ml de tampon Glygly 25mM) 

Tampon ONPG : NazHP04 60 mM 

NaH2P04 40 mM 

KCllOmM 

J3-Mercaptoéthanol50 mM 

Dosage de l'activité transactivatrice 

Les cellules sont lysées avec 200 ~1 de solution de lyse. 100 ~1 sont mélangés à 400 ~1 

de tampon luciférase et l'activité luciférase est dosée grâce au luminomètre. En parallèle, 

l'activité J3-Galactosidase est déterminée en tant que contrôle de la transfection. 50 ~1 de 

cellules lysées sont mélangées à 58 ~1 de tampon ONPG et 15 ~L de 0-NitroPhényl 

Galactosidase (4 mg/ml d'ONPG repris dans une solution NazHP04 60 mM, NaH2P04 40 

mM) puis le tout est laissé à 37°C. Lorsque les échantillons deviennent jaunes, la réaction est 

arrêtées par 60 ~1 de NazC03 1 M et les extraits sont dosés à 420 nm. 

D) PRINCIPAUX TAMPONS ET MILIEUX UTILISES 

TBE JOX: Tris 0,09 M pH8,0 

Acide borique 0,9M 

EDTA20mM 
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TAE JOX: Tris/Acide acétique 0,4 M pH8,0 

EDTA0,01 M 

PBS: NaC1138mM 

KC12,7mM 

N~HP04, 12H204mM 

KH2P04 1,8mMpH7,4 

TBS: Tris 10 mM 

NaC1150 mMpH7,4 

TE: Tris 10 mM 

EDTA 1 mMpH7,5 

Tampon de migration d'électrophorèse : Tris 25 mM 

Glycine 200 mM 

SDS 0,1% 

Milieu Luria-Bertoni : Extrait de levure 5 g 

Bactotryptone 10 g 

NaCllO g pH7,3 qsp Il 

SOC: Bactotryptone 20g 

Extrait de levure 5 g 

NaCl O,Sg 

KC12,5 mM qsp 1 1 pH7,0 

MgC12 10mM 

Glucose 20 mM 

Colorant Page SDS : Bleu de Coomassie R250 : 1 g 

Méthanol 250 ml 

ATCA 50%:250 ml qsp 500 ml avec de l'eau 
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