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ABREVIATIONS

AF : Fonction d’activation

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique

apo : apolipoprotéines

CBP : protéine fixant CREB( « CREB Binding protein »)

Domaine A/B: domaine amino-terminal
Domaine C: domaine de liaison 3 '’ ADN
Domaine D: domaine charniére

Domaine E: domaine de liaison du ligand '

DR : Répétitions directes (« Direct Repeat »)

GFP : Protéine 2 fluorescence verte (« Green Fluorescent Protein »)
HDL : Lipoprotéines de haute densité (« Hight Density Lipoprotein »)
HSP : Protéine de choc thermique (« Heat schoc Protein »)

kDa : kiloDalton

LDL : Lipoprotéines de faible densité (« Low Density Lipoprotein »)
MR : Récepteur des minéralocorticoides

N-CoR  : Co-répresseur de récepteurs nucléaires

NLS : Signal de localisation nucléaire (« Nuclear Localization Signal »)
Odr : “ odorant response gene ”

PAL : Palindrome

PPRE : Elément de réponse du récepteur PPAR

RevDR2 : Elément de réponse dimérique du récepteur Rev-erb
- RevRE : Elément de réponse monomérique du récepteur Rev-erb

SMRT : ““ Silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors )

Le nom des récepteurs et leurs abréviations correspondantes sont indiqués dans la figure 1.



PRESENTATION DU MEMOIRE

La famille des récepteurs nucléaires est un ensemble de génes codant des facteurs de
transcription dont I’activité est modulée par un ligand ce qui est le cas au moins pour la moitié
des membres de cette famille. Ainsi ces récepteurs sont capables de réguler directement

: A\
I’expression de geénes cibles en se fixant sur des séquences d’ADN précises situées dans les
régions régulatrices de ces génes. L'intérét de lier un coté fondamental (comment les cellules
eucaryotes régulent-elles I’expression de leur génome) a un aspect plus appliqué (comment
relier des pathologies a des altérations des récepteurs nucléaires ou de leur ligands) a conduit de
nombreux chercheurs A se pencher sur cette famille. Nous savons que les récepteurs nucléaires
sont codés par une vaste famille de génes. Cependant, la fonction de la grande majorité des
membres de cette superfamille reste un mystére. En effet de nombreux récepteurs sont dits
« orphelins » car leur ligand, s’il existe, n’a pas encore €t€ identifié.

De nombreux travaux ont ét€ entrepris sur les récepteurs nucléaires, la plupart du
temps en disséquant soigneusement 1’'un d’entre eux. C’est ce que nous avons fait ici en
étudiant le role biologique et le mécanisme de régulation de Rev-erba ainsi que la caractérisation
de son signal de localisation nucléaire majeur.

Avant de présenter une étude fonctionnelle de ce récepteur orphelin, il nous fallait
présenter de manicre assez précise ce qui est connu des récepteurs nucléaires ainsi que des
possibles mécanismes de régulation de I’activité des récepteurs orphelins: c’est ce que nous
avons essayé de faire dans 1’introduction de ce mémoire. Nous avons décidé de présenter le coté
fonctionnel des récepteurs nucléaires plutét que leur role physiologique, celui-ci nous paraissant
trop spécifique de chaque récepteur. Nous avons donc préféré présenter les résultats que les
analyses structure/fonction des récepteurs classiques ont permis d’obtenir. Nous avons ainsi pu
nous appuyer sur ces données pour émettre des hypotheéses sur les mécanismes fonctionnels
concernant Rev-erbo.

Dans une premicre partie de [’introduction, aprés avoir brievement présenté la
superfamille des récepteurs nucléaires, nous avons présenté les €léments de réponse sur

lesquels ils interagissent sur I’ADN. Ceci, nous a alors permis de discuter plus en détail la



structure et les roles des différents domaines qui ont €t caractérisés dans les récepteurs
nucléaires et d’associer a ces domaines une ou plusieurs fonctions (fixation a I’ADN,
dimérisation, fixation du ligand, régulation transcriptionnelle, localisation nucléaire...). 1l
devenait alors intéressant de discuter quelques mécanismes de mise en route des récepteurs
nucléaires et plus particuliérement leur interaction avec les co-activateurs et les co-répresseurs.
A
Pour la deuxiéme partie, nous nous sommes plus spécifiquement intéressés aux
récepteurs orphelins. La question centrale que posent ses molécules est de savoir comment leur
activité peut elle étre régulée: plusieurs mécanismes sont envisageables: (i) D'existence de
ligands. Nous avons donc présenté les différentes stratégies de recherche de ligands en insistant
sur la différence entre « vrais » ligands{et molécules activatrices. (7i) la régulation de leur
activité par d’autres voies ne nécessitant pas I’existence d’un ligand comme la phosphorylation.
(iii) les capacités de certains récepteurs orphelins a réguler I’activité de récepteurs dont le ligand
est connu.
Finalement, dans une troisiéme partie, nous avons présenté plus en détail les
données concernant le récepteur orphelin étudiés dans ce travail Rev-erba, ainsi que le récepteur

nucléaire PPARo qui module I’expression du géne de Rev-erbo.

Nous avons choisi de présenter nos résultats sous forme d’articles directement
insérés dans la theése. Chaque article est précédé d’une introduction permettant de replacer dans
son contexte les résultats obtenus. Il est suivi d’une discussion afin de mieux mettre en évidence
les conclusions auxquelles nous sommes parvenus ainsi que les perspectives qu’elles nous
inspirent.

Ce travail a permis pour la premiére fois de décrire précisément le role biologique de
Rev-erba. En effet, nous avons identifié 1'un de ses geénes cibles (1’apolipoprotéine Al), ainsi
qu'un activateur de sa transcription (le récepteur nucléaire PPAR) lors du métabolisme
lipidique. Ces travaux nous ont permis d’émettre I’hypoth¢se d’un modele de régulation de
Rev-erba par les molécules hypolipémiantes. Par ailleurs, ces résultats suggerent une régulation

complexe de I’expression du géne Rev-erbo.



Une autre approche de ce travail consiste a caractériser le signal de localisation
nucléaire majeur des protéines Rev-erb afin de savoir comment un récepteur nucléaire orphelin

est transloqué dans le noyau, lieu d’action de cette protéine.



INTRODUCTION



A- LA SUPERFAMILLE DES RECEPTEURS NUCLEAIRES

I- Présentation

La complexité croissante des organismes multicellulaires au cours de 1'évolution s'est
accompagnée de l'apparition de systémes de communication hormonale. Dans le régne animal
plusieurs modes de communication coexistent, cooperent ou éventuellement interférent. A\;
chacun de ces systémes correspondent des molécules signal particuliéres telles que les facteurs
de croissances, les neurotransmetteurs mais aussi les hormones et les vitamines. Ces molécules
agissent grace a des récepteurs spécifiques qui sont classés en deux catégories. La premicére,
regroupe les récepteurs membranaires qui, aprés la fixation de molécules hydrosolubles,
comme les facteurs de croissances, déclehchent des cascades de transduction du signal pour
enfin réguler la transcription de génes cibles. La deuxi¢me catégorie comprend des protéines
principalement localisées dans le noyau qui ont pour ligands spécifiques des molécules
lipophiles diffusant & travers la membrane cytoplasmique, ce sont des facteurs de transcription
dépendant du ligand. C’est cette famille des récepteurs nucléaires d'hormone qui fait 1'objet de
ce travail.

Parmi ces molécules liposolubles, les hormones telles que les stéroides, les rétinoides,
les hormones thyroidiennes et la vitamine D3 ont été isolées au début du siecle en se basant sur
leur capacité a réguler des fonctions physiologiques majeures comme la reproduction ou le
développement, et la métamorphose. La plupart d’entre elles sont également associées a des
maladies humaines connues comme 1’hyperthyroidie, I’ostéoporose, le cancer du sein et le
rachitisme par exemples (Berkow et al., 1988). Les médiateurs de ’action de ces hormones
sont longtemps restés élusifs, et c’est le développement de ligands radiomarqués qui a permis
I’identification de protéines liantes, capables d’étre transloquées du cytoplasme vers le noyau
suggérant qu'elles pourraient faire un lien direct entre le controle de la transcription et les
signaux hormonaux (Jensen et al., 1967). Au milieu des années 1970, I’action des stéroides sur
leurs tissus cibles a ét¢ montrée possible grice a la présence de protéines récepteurs a haute
affinité spécifique (revue de Yamamoto et Alberts, 1976). En effet, ces hormones liposolubles
sont capables de passer & travers la double couche lipidique des membranes cellulaires et

interagir avec leurs propres récepteurs. Par la suite, I’identification de génes cibles répondant
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aux hormones a permis la caractérisation d’une voie de signalisation des hormones
stéroidiennes (Beato, 1989). Le modele classique d’action des hormones
stéroidiennes/thyroidiennes propose que la fixation du ligand sur le récepteur induise un
changement allostérique de celui-ci, ce qui permet I’obtention d’un complexe hormone-
récepteur capable de se fixer sur un élément de réponse spécifique dans la région du promoteuf
d’un gene cible, cette fixation permettant la modulation de 1’expression des génes. Ainsi les
récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription dépendants du ligand.

Les premiers récepteurs nucléaires clonés ont été les récepteurs aux oestrogenes (ER)
et aux glucocorticoides (GR) (Walter ez al., 1985; Weinberger ez al., 1985, Hollenberg et al.,
1985). La stratégie utilisée a consisté 2 extraire et fractionner sur gradient de sucrose les ARN
de lignées cellulaires connues pour fortement exprimer le récepteur : la lignée de cellules de
cancer du sein humain MCF7 pour ER, et la lignée de cellules lymphoides humaine IM-9 pour
GR. Chaque fraction d'ARN a €té traduite in vitro en protéines qui sont immunoprécipitées afin
d'identifier les fractions codant le récepteur recherché. Ces fractions d'ARN ont ensuite été
transcrites en ADN complémentaire et clonées dans des phages d'expression. L'analyse de ces
phages positifs a permis le clonage de I'ADN complémentaire des récepteurs aux oestrogénes et
aux glucocorticoides. La comparaison de ces séquence entre ER et GR montre qu’ils ont une
forte identité entre eux mais aussi avec ’oncogene v-erbA. C’est ainsi qu’est apparu la notion

de famille.

1-1- Les membres de la superfamille
La superfamille des récepteurs nucléaires contient de nombreux récepteurs a des
hormones dont les premiers membres identifiés furent les récepteurs aux hormones
stéroidiennes a cause de leur importance en santé humaine: citons les stéroides sexuels comme
les oestrogenes, les androgénes ou la progestérone mais aussi d’autres stéroides qui jouent un
r6le important dans I’homéostasie comme les glucocorticoides et les minéralocorticoides (revue
de Gronemeyer et Laudet; fig 1). Les récepteurs de ces hormones forment un groupe

homogene.
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RECEPTEUR LIGAND RECEPTEUR  LIGAND
OH COH
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ERq, B FXR
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cholic acid
OH OH
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o oH prégnénolone
CH2 . .
o constitutive
progestérone androstan receptor
PR CARao, B androstanol
(NR3C3) Progesterone (NR1I3, NR114)
o]
oH COUP-TFL II
o Chicken ovalbumin upstream 9
glucocorticoide O oH promoter transcrption factor °
GR (NR2F1, NR2F2)
(NR3C1) cortisol ERRa, B
o estrogen related receptor ?
(NR3B1, NR3B2)
1 1
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nuclear growth factorlB ?
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vitamine D 1,25dihydroxy Rev-erbo, B 9
(VDR) vitamine D3 reverse erbA J
CH2 (NR1D1, NR1D2)
O] H ROR(X': B’ Y ‘,
_ ) oot RAR related orphan receptor /
acide rétinoique WA NRIF1, NRIF2, NR1F3)
RARg, B, v o e
Acide Rétinoique SF-1
(NR1B1, NR1B2, vout Trans dosenic f . 9
NRIB3) steroidogenic factor f
(NR5AL)
DAX-1 9
acide rétinoique X (NROB1) .
RXRa, B,y
(NR2BL,NR2B2Z,  Acide SHP | 9
e small heterodimer partner
NR2B3) Rétinoique °
0-cis L (NROB2)
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5\11;3}(??’1\%{}( - embryonic gonad ?
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NRIC3) Leucotriene B4 ( )

Figure 1 : Différents membres de la superfamille des récepteurs nucléaires avec leur ligand
respectif et entre parenthése leur nom dans la nouvelle nomenclature (Laudet, 1999).




Mais la famille des récepteurs nucléaires ne contient pas uniquement des récepteurs a des
stéroides. En effet, on s’est trés rapidement apergu que d'autres petites molécules hydrophobes
pouvaient étre des ligands de récepteurs nucléaires. C’est le cas des acides rétinoiques qu’ils
soient sous la conformation tout-trans (reconnus par le groupe des trois récepteurs RARa, B, v)
ou 9-cis (reconnus a la fois par les récepteurs RAR et RXR) (Petkovitch et al., 1987; Giguére et
al., 1987; Levin et al., 1992). Comme pour les stéroides, d’autres rétinoides, précurseurs ou
dérivés du tout-trans et du 9-cis, sont peut-Etre des ligands de récepteurs nucléaires.

Les hormones thyroidiennes forment aussi un groupe de ligands des récepteurs
nucléaires (Sap et al., 1986; Weinberger et al., 1986). Elles sont reconnues par deux récepteurs
TRa et TR. La recherche effrénée de ligaﬁd pour les récepteurs nucléaires clonés récemment, a
permis de découvrir de nouvelles catégories de ligands non soupgonnées jusqu’a présent. Parmi
eux certaines prostaglandines et certains leucotriénes sont des ligands des récepteurs de type
PPAR, les acides biliaires sont les ligands du récepteur aux farnesoides FXR, les produits de
dégradation du cholestérol tel que 1'oxystérol qui lie le récepteur LXR. Les benzoates mais
aussi d'autres stéroides comme la prégnénolone et des métabolites des androgénes sont de
nouveaux ligands pour les récepteurs nucléaires (revue de Blumber et Evans, 1998, Parks et
al., 1999)

Depuis sont apparus de nombreux autres récepteurs dont le ligand est inconnu, et que
I’on nomme récepteurs orphelins. Ces récepteurs orphelins ont été découverts dans différentes
especes et I'on peut s’attendre a ce qu’une partie d’entre eux interagissent avec des ligands qu’il
reste 2 identifier, alors que d’autres pourraient étre des activateurs/répresseurs constitutifs ou
des facteurs dont I’activité est modulée par modification post-transcriptionnelle. Ces récepteurs
ne forment pas une classe homogeéne et sont au contraire extrémement divers. Citons par
exemple, outre les récepteurs Rev-erb objets de notre travail, les récepteurs de type COUP-TF
importants pour la différenciation des neurones, les membres du groupe HNF4, exprimés
fortement dans le foie ou les récepteurs du groupe NGFIB qui sont tous des geénes inductibles
par des facteurs de croissance (Mangelsdorf ez al., 1995; Kastner et al., 1995; Thummel, 1995;

revue dans Enmark et Gustafsson, 1996).
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1-2- Les différents domaines d’un récepteur nucléaire

La comparaison des séquences de ces récepteurs et leur étude fonctionnelle a permis
d’obtenir I'image d’une structure commune aux membres de la superfamille des récepteurs
nucléaires. Cette structure est organisée en plusieurs domaines qui sont, en allant de 1’extrémité
N-terminale vers I’extrémité C-terminale (Krust et al., 1986; fig 2) : .
- le domaine A/B, de taille et de séquence hautement variable entre les différents membres de
la famille, est important pour l'activité transactivatrice de certains récepteurs. Dans la majorité
des cas, la fonction de transactivation présente dans ce domaine, appelée AF-1 pour
“activation function ”, est indépendante du ligand.
- le domaine C, caractérisé par une fégion riche en cystéines, correspond a la région
d’interaction avec I'ADN, aussi nommé DBD pour “ DNA binding domain ”. Cette région
contient aussi une fonction de dimérisation. Ce domaine C est trés fortement conservé et
caractéristique de la famille.
- le domaine D est une charni¢re flexible, possédant pour certains récepteurs des éléments
structuraux indispensables a l'interaction stable avec I'ADN, appelés boites T et A, ainsi que
des signaux de localisation nucléaire. Il permet probablement aux domaines C et E de prendre
dans l'espace des orientations différentes.
- le domaine E, bien conservé & travers la famille, comprend plusieurs fonctions importantes :
il permet la fixation de I'hormone, la régulation de la transcription, et il intervient également
dans la dimérisation. Il est aussi nommé LBD pour “ ligand binding domain ”.

- enfin, le domaine F, de séquence peu conservée, n'est pas toujours présent.

Boite T/A Fixation de
corépresseur
N| AB 77 ]F}c
Transactivation Fixation a I'ADN Fixation du ligand
indépendante du o e
ligand AF1 Dimérisation Dimérisation
Transactivation

dépendante du ligand AF2

Fixation de coactivateur

Figure 2 : Représentation schématique de la structure en domaines des récepteurs nucléaires.
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II- Fixation a ’ADN

Les récepteurs nucléaires régulent la transcription des génes en se fixant sur des
séquences d’ADN spécifiques situées le plus souvent dans la région promotrice de ces génes
cibles. Cette fixation se fait principalement via le domaine C sur des séquences d’ ADN appelées
élément de réponse. La grande majorité des récepteurs nucléaires se fixent a ' ADN sous forme

A\
de dimere.

2-1- Les éléments de réponse
2-1-1- Le motif de reconnaissance

L’analyse d’un grand nombre d’éléments de réponse et de la structure des récepteurs
aux glucocorticoides et aux oestrogénes fixés sur I’ADN, indique que la séquence minimale
d’ADN reconnue par le domaine C des récepteurs nucléaires est composée de 6 paires de bases
que 1’on nomme motif de reconnaissance (Evans, 1988; Mader er al., 1989; fig 3). Deux
classes de motif de reconnaissance apparaissent : la séquence AGAACA qui est
préférentiellement reconnue par les récepteurs aux glucocorticoides, aux minéralocorticoides, a
la progestérone et aux androgenes, et la séquence AG(G/T)TCA qui est plutdt reconnue par
tous les autres récepteurs nucléaires, dont les récepteurs aux oestrogénes, aux hormones

thyroidiennes, aux acides rétinoiques et a la vitamine D3 (revue de Glass, 1994).

contact contact
Motif de mineur majeur
reconnaissance —r ]
2-1 12 345 6

Sous famille GR nn AGAACA

Sous famille ER nn AGGTCA
NGFIB AAAGGTCA

Figure 3 : Les différents motifs de reconnaissance des récepteurs nucléaires. Le premier "doigt” de zinc du domaine C
interagit spécifiquement avec un motif de reconnaissance de 6 paires de bases. Les paires de bases en position 3 et 4
jouent un role critique dans la distinction de I'élément de réponse aux oestrogenes de celui des glucocorticoides (d'apres
Glass, 1994).
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Extension en 5'
richeenAetenT

Palindromes ]
(PALXx)

—
I INx| |
> m—

Symétrique

Homodimeéres

PAL3: Récepteurs des stéroides
ERE PuGGTCA

GRE Pu(G/A)ACA

PALO: Récepteur des hormones
thyroidiennes

TRE PuGGTCA

NGFIB

A/GGGTCA 3 Rev-erb  Récepteurs
— SE.1 monomériques
ERR-1
Répétitions directes Répétitions inversées .
(DRx) (ERx)
> e N |
L |Nx X
I | >
Polarisé Symétrique
Homodimeres Homodimeéres
et et
hétérodimeéres hétérodimeres

DRI1: RAR-RXR, RXR-RXR,
RXR-PPAR

DR2: RXR-RAR
DR3: RXR-VDR
DR4: RXR-TR, VDR-TR
DR5: RXR-RAR

Figure 4 : Les différents éléments de réponse des récepteurs nucléaires. Les répétitions du motif
A/GGGTCA sont représentées par des fleches. Certains des récepteurs capables de se fixer sur ces
€léments sont indiqués. Nx indique un nombre de nucléotides variables (de 1 a 5 pour les
répétitions directes DR 1 a DRS) (d'apres Gronemeyer et Laudet, 1995).



2-1-2- Deux modes de fixation
La caractérisation des €léments de réponse a conduit a I'identification de deux modes
distincts de la fixation a I’ADN des récepteurs : sous forme de dimére ou de monomeére.
L’élément de réponse qui est reconnu par un dimere est constitué de deux motifs de
reconnaissance qui sont organisés de fagon a optimiser les interactions protéine-ADN et
\
protéine-protéine. Ces motifs peuvent s’orienter I'un par rapport a l'autre de trois fagons
possibles : (1) téte a téte, c’est un palindrome, (i) I’'un derrieére I’autre, c’est une répétition
directe, (iii) en opposition, ¢’est un palindrome inversé (revue de Gronemeyer et Laudet, 1995;
fig 4). L’espacement de ces deux motifs est variable : de zéro a une dizaine de bases. Cette
fixation coopérative de deux récepteurs est' facilitée par la fonction de dimérisation présente 2 la
fois dans les domaines C et E. Un dimeére peut étre constitué soit de deux récepteurs identiques,
c’est un homodimere, soit de deux récepteurs différents, c’est un hétérodimeére. Cependant,
dans la majorité des cas d’hétérodimere, I’un des partenaires est le récepteur a ’acide rétinoique
9-cis RXR. Nous pouvons constater de facon générale que les récepteurs aux stéroides fixent
préférentiellement 'ADN sous forme d’homodimeére, et que les hétérodiméres ayant pour
partenaire RXR semblent préférer se fixer sur des répétitions directes.
L’élément de réponse reconnu par un récepteur monomérique tel que NGFIB contient
un seul motif de reconnaissance ayant obligatoirement une extension supplémentaire en 5’
(Wilson ez al., 1992; fig 4). Cette séquence en 5’ est riche en adénine et thymidine, elle peut
étre composée de 2 bases, comme pour NGFIB, a 5 bases, comme pour Rev-erb. La fixation
en monomere pour les récepteurs nucléaires n’est pas une généralité. Quelques récepteurs
comme Rev-erb sont capables de se fixer a la fois sous forme d’homodimere et de monomere,
mais rares sont les récepteurs comme ROR qui n’utilisent que le mode de fixation monomérique
(Harding et Lazar, 1993; Forman et al., 1994; Harding et Lazar, 1995; Adelmant et al., 1996;

Retnakaran ez al., 1994; Moraitis et Giguére, 1999).
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2-2- Le domaine C

La région responsable de [I’interaction récepteur-ADN est appelée domaine C ou
domaine de fixation & I’ ADN. Sa structure tridimensionnelle et I’étude des zones d’interaction
avec ’ADN permettent de comprendre comment un récepteur peut se fixer spécifiquement sur

son élément de réponse.

2-2-1- Structure du domaine C : du doigt de zinc a I’hélice-boucle-hélice

Le domaine C contient deux séquences ressemblant au motif du doigt de zinc observé
pour le facteur de transcription IIT A (TFIITA). Le motif en doigt de zinc, constitué de 30 acides
aminés, est défini par 4 acides aminés (cystéine ou histidine) coordonnant un métal, et de 3
résidus conservés hydrophobes. Chaque doigt de zinc constitue un domaine indépendant
contenant un seul ion zinc coordonné de fagon tétraédrique (revue de Schwabe et Rhodes,
1991; fig 5). Chez les récepteurs nucléaires les acides aminés liant le zinc sont exclusivement
des cystéines, le domaine C contient 2 ions de zinc chacun coordonné avec 4 cystéines (Vallee
et al., 1991; fig 5). La comparaison des structures entre les récepteurs aux glucocorticoides ou
aux oestrogenes et un doigt de zinc « classique » (comme celui du facteur de transcription I1I
A) montre, qu’en dépit de similarité au niveau de la structure primaire, les structures secondaire
et tertiaire sont nettement différentes (Hird et al., 1990; Schwabe et al., 1990; Luisi et al.,
1991; Schawbe et al., 1993). En effet, un doigt de zinc « classique » est constitué d’un feuillet
B anti parallele suivi d’une hélice o, alors que chez les récepteurs nucléaires il n’y a pas de
feuillet B et I’'hélice o commence entre la troisiéme et la quatrieme cystéine du doigt de zinc. De
plus le repliement d’un doigt de zinc forme un module indépendant sans interaction structurale
directe avec un autre doigt de zinc alors que chez les récepteurs nucléaires les deux modules,
chacun liant un ion de zinc, sont reliés ensemble pour ne former qu’un seul et méme domaine.
Ce domaine, constitué de deux hélices o perpendiculaires entre elles, dont les résidus
hydrophobes forment le corps central et dont les ions zinc maintiennent l'intégrité structurale, a

donc une structure rappelant les structures en hélice-boucle-hélice (fig 5).
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Motif Structure Proteine
Hélice
Doigt de Zinc Feuillet TFIIIA
N
A
Hélice 2
Hélice-boucle-hélice Récepteur des
c glucocorticoides
Hélice 1

Figure 5 : Caractéristique de la structure du domaine de fixation & 'ADN de deux facteurs de transcription. TFIIA, un

facteur a doigt de zinc "classique” et le récepteur des glucocorticoides qui comporte une structure différente appelée
"hélice-boucle-hélice” .

2-2-2-Les boites Pet D
Une chimeére du récepteur aux oestrogenes, dans lequel le premier “ doigt ” de zinc est
remplacé par celui du récepteur aux glucocorticoides, active la transcription d’un gene
rapporteur contenant I’élément de réponse aux glucocorticoides et ne peut pas activer celui qui
contient I’élément de réponse aux oestrogenes (Mader et al., 1989). Par conséquent le premier
“doigt” de zinc est responsable a la fois de la fixation a ’ADN et de la spécificité de
reconnaissance d’un élément de réponse. Plus précisément, trois acides aminés situés a la fin du

premier “ doigt ”, proche de la 3™ et 4™

cystéine sont responsables de cette reconnaissance.
C’est ce que ’on nomme la boite P qui se situe dans I’hélice 1 (fig 6). En effet, la simple
substitution de ces trois acides aminés chez le récepteur aux oestrogenes (ER) par ceux du
récepteur aux glucocorticoides (GR) fait que la chimére ER ne reconnait que I’élément de
réponse aux glucocorticoides et non plus le sien. La seule différence entre ces deux éléments de
réponse est la séquence nucléotidique du motif de reconnaissance. Par conséquent, la boite P
est capable de faire cette distinction, elle permet I’identification du motif de reconnaissance
(Umesomo et Evans, 1989; Mader er al., 1989). Les récepteurs nucléaires reconnaissent

principalement leurs éléments de réponse sous forme de diméres, et lorsque le nombre de paire

de bases entre deux motifs de reconnaissance est modifié, le dimére ne se fixe plus (Mader ez
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Boite P Boite D
olte
{C\Z 1 boite T/A
— -
hélice o1

RV FRRAVEGQHNYL
KRAMEGOHNYL
FKRAAEGKQKYL
FKRAVEGQHNYL
183 KYCAVCNEYASGYHYGVWSCEG FRKRSIQGHNDYM
56 KPCFVCODKSSGYHYGVSACEGCRGFFRRSTQKNMVYT
T%% 100 ELCVVCGDKATGYHYRCITCEGCKGEF FRRTICKNLEPSYS
Vv 22 RICGVCGDRATGFHFNAMTCEGCKGFFRRSMKREALFT
RXR 133 HICAICGDRSSGKHYGVYSCEGCRGFFKRTYRKDLTYT
NGFI-B 264 GRCAVCGDNASCQHYGVRTC FEKRTVOKSAKYI
I Boite T/A l
S ————
& 2 CPac ¢ EARKTERKKIKGIOOATTGY 507
GR 457 CAGRNDCIIDKIRRKNCPACRYRKCLOAGMNL
PR 603 CAGRNDCIVDKIRRKNCPACRLRKCCOAGMVLGGRKFKKFNKVRVVRALDA 653

AR 593 CASRNDCTIDKFRRKNCPSCRULRKCYEAGMTLGARKLKKLGNLKLOQEEGEA 643
MR 639 CAGRNDCIIDKIRRENCPACRLOKCLQAGMNLGARKSKKLGKLKGIHEEQP 689
ER 221 CPATNQCTIDKNRRKSCOACRLRKCYEVGMMKGGTRKDRRGGRMLKHEKROR 271

RA 94 CHRDENCIINKVTRNRCOYCRLOKCFEVGMSKESVRNDRNKKKKEVPKPEC 144
TRgﬂ 140 CKYEGKCVIDKVTRNQCQOECRFKKCIYVGMATDLVLDDSKRLAKRKLIEEN 190
YD 60 CPEFNGDCRITKDNRRHCQACRLKRCVDIGMMKEFILTDEEVORRREMILKR 110

RXR 171 CRONKDCLIDKRORNRCQYCRYQKCLAMGMKREAVQEERQRGKDRNENEVE 221
NGFI-B 302 CLANKDCPVDKRRRNRCQFCRFQKCLAVGMVKEVVRTDSLKGRRGRLPSKP 332

Figure 6 : Représentation du domaine de fixation 2 'ADN qui comprend le domaine C et la
boite T/A du domaine D. (A) Schéma du domaine de fixation 2 I'ADN des récepteurs
nucléaires. Les deux atomes de zinc (Zn) sont maintenus par une structure tétraédrique de 4
cysteines (C). Les hélices o, présentes dans le domaine C, sont indiquées. (B) La séquence

protéique du domaine de fixation 2 'ADN de plusieurs récepteurs nucléaires est alignée. Les 8
résidus cysteines qui coordonnent avec un ion zinc sont indiqués par un rond noir, et la

neuviéme cystéine, conservée dans le domaine C, par un rond blanc. Les trois résidus de la

boite P intervenant dans la spécificité de reconnaissance de la cible ADN sont encadrés. La
boite P déterminant la spécificité du motif de reconnaissance, la boite D permettant la
dimérisation, et la boite T/A, sont nécessaire 3 la fixation a I'ADN (d'apres Zilliacus et al.,

1995).



al., 1993). La reconnaissance de I’élément de réponse par la boite P n’est pas suffisante pour
que le dimére se fixe, une interaction protéine-protéine est indispensable.

€ et 2°™ cystéine, est

La boite D, située au début du second ““ doigt ” de zinc entre la 1
importante pour déterminer 1’espacement entre les deux motifs de reconnaissance organisés en
palindrome (Umesomo et Evans, 1989; fig 6). Lorsque la boite P du GR est remplacée par cell?
du récepteur aux hormones thyroidiennes (TR), celui ci ne fixe plus son propre élément de
réponse mais ne fixe pas pour autant celui de TR. Par contre lorsque les boites P et D de GR
sont remplacées par celles de TR, ce GR chimérique ne reconnait plus que 1’élément de réponse
de TR. Ces deux €éléments de réponse différent non seulement par leur séquence nucléotidique
mais aussi par I’espacement des motif§ de reconnaissance : celui de GR a trois bases
d’espacement alors que celui de TR n’en a aucune. En fait, la boite D reconnait I’espacement
entre les deux motifs de reconnaissance via une interaction protéine-protéine et non pas une
interaction ADN-protéine. Ceci indique la présence dans la boitt D d’une interface de
dimérisation qui sera plus amplement décrite dans le paragraphe suivant sur la dimérisation au
niveau du domaine C.

La discrimination des éléments de réponse se fait donc par les boites P et D et non pas

eme éme

par les boucles des “ doigts ” de zinc situées entre la 2™ et 37 cystéines (Gronemeyer and
Moras, 1995). En effet, ces boucles peuvent étre interchangées entre les récepteurs sans en
altérer leur spécificité (Umesomo et Evans, 1989). Les données de structure indique que le
domaine C des récepteurs nucléaires engage I’hélice a1 contenant la boite P de fagon a ce
qu’elle se fixe dans le grand sillon de la double hélice d’ADN dans lequel se trouve justement le
motif de reconnaissance (Luisi et al., 1991; Schawbe et al., 1993; Rastinejad et al., 1995; fig
7). Cet alignement est facilité grace a trois acides aminés de la boite P, qui sont pour le
récepteur aux hormones thyroidiennes les acides aminés soulignés suivant CEGCKG. Ces
acides amines font des contacts directs avec les groupements phosphates de I’ADN permettant
ainsi I’orientation et le positionnement de I’hélice ol. Le début du second * doigt ” de zinc

possede la boite D qui crée une surface interagissant avec 1’autre protéine du dimere créant ainsi

une interface de dimérisation forte et spécifique.
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Figure 7 : Structure tridimensionnelle du récepteur des glucocorticoides (GR)
fixé a I'ADN sous forme de dimere sur un GRE. Les ronds gris représentent les
atomes de zinc (Zn). La boite P interagit directement avec le grand sillon de
I'ADN. Certains résidus de la boite D interviennent dans la formation d'une
interface de dimérisation (d'apres Zilliacus et al., 1995).
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Figure 8 : En fonction de la nature du partenaire de RXR et de I'élément de
réponse, les domaines intervenant dans l'interface de dimérisation vont varier. (A)
Sur un DR4, l'interface de dimérisation comprend la boite D de RXR et le
premier "doigt de zinc" de TR. (B) Sur un DRI, l'interface de dimérisation
comprend le deuxiéme "doigt de zinc" de RXR et la boite T de RAR (D'apres
Zechel et al., 1994b)



2-2-3- La fonction de dimérisation du domaine C

Selon le type de dimérisation effectué sur un élément de réponse organisé en palindrome
ou en répétition directe, I'interface de dimérisation n'est pas la méme. La fixation d’un dimére
sur un palindrome a notamment été étudiée pour les récepteurs aux glucocorticoides et aux
oestrogeénes (Luisi et al., 1991; Schawbe et al. 1993). Les domaines C se retrouvent “ téte 2‘\1
t€te ” et ils sont dans une configuration de symétrie axiale. Ceci signifie que chaque récepteur
possede la méme interface de dimérisation (fig 7). Les résidus de la boite D de chacun des
récepteurs forment une boucle et les groupements hydrophobes a I’extrémité de cette boucle
contactent les groupements hydrophobes de 1’autre boucle. Sur un palindrome !’interface de
dimérisation est donc constituée de chacurie des boites D.

Sur un élément de réponse organisé en répétition directe les deux domaines C se
positionnent I’'un derriére 1’autre dans une configuration asymétrique. De ce fait, l'interface de
dimérisation du domaine C fixé en 5' n'est pas la méme que celle du partenaire fixé en 3' (fig
8). Selon l'interface de dimérisation que posséde un domaine C, il se fixera en hétérodimeére
préférentiellement sur l'un des deux motifs de reconnaissance. Les études in vitro montrent
qu’'il y a deux ques de dimérisation selon le type de fixation sur un DR4, DRS ou sur un
DR1, DR2 (Zechel et al., 1994a et b). Entre un DR2 et un DRS, la distance entre les deux
motifs de reconnaissance n'est pas la méme, mais surtout I'angle entre les deux domaines C
fixés sur I'ADN change. Sur un DR4 ou DRS, la boite D de RXR fixé én 5’, forme l'interface
de dimérisation avec pour le partenaire fixé en 3’ deux cas possibles : (i) la région en N-
terminale du premier “ doigt ” de zinc pour TR, ou (ii) le sommet du premier “ doigt ” de zinc
pour RAR. Sur un DR1 ou DR2, 'interface de dimérisation comprend le second * doigt ” de
zinc de RXR, a I'exclusion de la boite D, et la boite T de RAR ou RXR fixéen 3’.

L’existence de multiples surfaces de dimérisation pour les domaines C de RXR et RAR
donne une grande flexibilité au systéme en permettant aux récepteurs de se fixer sur différents

éléments de réponse, et permet a RXR d’augmenter ses possibilités de partenaires.
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2-2-4-Les boites T et A

Ces deux boites sont en fait localisées au niveau du domaine D si ’on considére la
définition des domaines en fonction des identités de séquences entre les différents récepteurs
(fig 2). Cependant elles participent elles aussi a I’interaction récepteur-ADN.

La délétion complete de la boite T dans le cas de ’homodimeére RXR sur un DR1 n?
permet plus au récepteur de se fixer a2 'ADN, ni sous forme de dimére, ni sous forme de
monomere (Lee et al., 1993). Par contre la délétion de la moitié C-terminale de la boite T permet
une fixation uniquement monomérique. Cette boite T, qui d’aprés les données de RMN, forme
une hélice o intervient donc non seulement dans 1’interaction protéine-ADN mais aussi dans des
interactions protéine-protéine, elle permet' de stabiliser le dimére sur son élément de réponse
(Lee et al., 1993).

L’étude de la boite A a principalement été réalisée pour NGFIB. En effet, le récepteur
NGFIB se fixe sous forme de monomere sur un seul motif de reconnaissance ayant une
extension dans la région 5’. Des expériences de délétion et l'utilisation de récepteurs
chimériques composés d’une partie de NGFIB et RXRp (qui est incapable de se fixer sur
I’élément de réponse de NGFIB) montrent qu’une séquence juste aprés le domaine C est
indispensable pour la fixation de NGFIB sur son élément de réponse (Wilson et al., 1992).
Cette séquence est appelée boite A (fig 6). Le domaine C de NGFIB contacte son motif de
reconnaissance de la méme fagon que les autres récepteurs nucléaires, c’est-a-dire au niveau de
la boite P de I’hélice al. Mais en plus les acides aminés juste apres le domaine C, dans ce qui
est défini comme la boite A, contactent les nucléotides en 5’ du motif (Meinke et Sigler, 1999).
Ce contact supplémentaire se fait au niveau du petit sillon de I’ADN, et il permet de stabiliser
I’autre contact qui s’effectue dans le grand sillon d’ADN (Wilson ez al., 1993). Cette boite A est
donc indispensable pour la reconnaissance de 1’élément de réponse des monomeres mais elle est

aussi nécessaire pour la fixation sous forme de dimére de certains récepteurs comme Rev-erb

(Zhao et al., 1998).
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2-3- Spécificité de fixation des récepteurs sur leur élément de réponse

Les récepteurs a la vitamine D3 (VDR), a ’'acide rétinoique tout-trans (RAR) et a
I’hormone thyroidienne (TR) fixent un élément de réponse organisé en répétition directe sous
forme d’hétérodimére avec RXR comme partenaire. L’espacement entre les 2 motifs de
reconnaissance détermine la préférence de fixation : un espacement de 3 paires de base pOll{
RXR-VDR (DR 3), 4 paires de bases pour RXR-TR (DR 4) et 5 paires de bases pour RXR-
RAR (DR 5) (Umesomo et al., 1991; Kurokawa et al., 1993; Rastinejad et al., 1995). Les
éléments de réponse pour VDR, TR et RAR dans lesquels I’espacement joue un r6le critique
permettent une réponse hormonale sélective. Cette régle du 3-4-5 a été étendue pour y inclure le
DR2 qui permet la transduction de RXR-RAR et le DR1 qui est 1’élément de réponse de RXR-
PPAR, devenant la régle du 1 a 5 (Kliewer et al., 1992; Kurokawa et al., 1993). Par
conséquent 1’espacement, 1’orientation et la séquence du motif de reconnaissance a I'intérieur
d’un élément de réponse peuvent fonctionner comme un code de sélectivité. Cependant la réalité
est plus complexe car sur un méme élément de réponse peuvent se fixer différents récepteurs, et
un récepteur donné peut se fixer sur différents éléments de réponse créant ainsi un réseau entre
les récepteurs et les éléments de réponse (Durand et al., 1992; revue de Green, 1993).

Il y a des interférences dans les voies de signalisation des récepteurs nucléaires qui se
situent a différents niveaux : les éléments de réponse et le partenaire de 1’hétérodimérisation.
Ainsi on connait plusieurs cas d'interférences entre les récepteurs nucléaires, par exemple, sur
I’élément de réponse DR1, se fixent non seulement I’homodimére RXR et RXR-PPAR mais
aussi RXR-TR et 'homodimére COUP-TFI. Ainsi le géne de I’acyl-CoA oxydase, activé par
RXR-PPAR peut étre négativement contrdlé par RXR-TR, et le géne de 1’alpha-fétoprotéine
peut étre activé par I’homodimére RXR, et réprimé par I’homodimeére COUP-TF, ceci sur le
méme élément de réponse DR1 (Miyamoto et al., 1997; Liu et Chiu, 1994). Sur un méme
élément de réponse peuvent donc se fixer différents récepteurs nucléaires ayant une activité
transcriptionnelle différente.

D’autre part, le récepteur 4 I’acide rétinoique 9-cis, RXR, est présent dans de nombreux
hétérodimeres. L’interaction hétérodimérique avec RXR résulte généralement en une

augmentation significative de la fixation et de 1’affinité pour les éléments de réponse naturels de
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Figure 9 : La séquence du domaine de fixation du ligand du récepteur a la progestérone, PR, est alignée avec les séquences
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son partenaire. Le récepteur RXR apparait étre unique dans sa capacité d hétérodimériser avec
les autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires (Mangelsdorf and Evans,
1995). Chez la Drosophile, 'hnomologue de RXR, Ultraspiracle, forme un hétérodimeére avec le
récepteur a l'ecdysone, et d’autre récepteurs orphelins, ce qui indique que la fonction
d'hétérodimérisation de RXR est non seulement présente chez les vertébrés mais aussi chez le§
invertébrés (revue de Thummel, 1995).

Etant donné I’interférence des récepteurs au niveau de leurs voies de signalisation, nous

nous attendons in vivo a I’interaction d’autres protéines pour privilégier I’action d’un récepteur

par rapport a un autre.

III- Fixation du ligand

L’activation de la voie de signalisation d’un récepteur est due a la fixation hautement
spécifique de son ligand au niveau du domaine E ou LBD. La résolution de la structure
tridimensionnelle de ce domaine nous permet de mieux comprendre comment le récepteur fixe

son ligand et quelles sont ses interfaces de dimérisation.

3-1- Structure du domaine de fixation du ligand

Les ligands sont présents dans la cellule & une concentration de P’ordre de 10°M. Le
récepteur cible doit distinguer non seulement entre un ligand et d’autres molécules présentes a
des concentrations bien plus élevées, mais également entre les différents ligands présents en
petites quantités (Granner et al., 1989). Cette liaison récepteur-ligand doit étre spécifique,
saturable, réversible et avoir une affinité de liaison trés élevée. Nous nous attendons donc a ce
que la structure du domaine de fixation du ligand soit finement organisée afin de procurer cette

spécificité et affinité.

3-1-1- Structure sans ligand
A Torigine, le domaine E était décrit comme possédant neuf répétitions en heptade
d’acides aminés hydrophobes. Ces 9 répétitions occupaient la moitié de ce domaine et étaient

situiées en son centre. Elles devaient étre responsables d’un motif de dimérisation
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a 'acide rétinoique 9-cis humain, RXRa, sans son ligand (apo RXRa) (A) , et du récepteur & l'acide
rétinoique tout-frans humain, RARy , en présence de son ligand (holo RARY) (B). Nous pouvons
constater le changement de structure engendré par la fixation du ligand et plus particulieérement le
repliement de H12 qui vient se placer sous H4 entrainant une inclinaison de la boucle Q qui vient
alors se positionner sous H6 (d'aprés Renaud et al., 1995).



superficiellement similaire a celui de la “ fermeture éclair a leucine ” et au motif “ hélice-
boucle-hélice ” (Forman et Samuels, 1990). Depuis, la structure en trois dimensions du
domaine E a été réalisée par cristallographie pour RXRa et PPARy sans ligand (apo récepteurs)
et RARy, TRa, ERa, PR et PPARy avec leurs ligands respectifs (holo récepteurs) (Bourguet ez
al., 1995; Wagner et al., 1995; Renaud et al., 1995, Brzozowski et al., 1997; Willians eE
Sigler, 1998; Nolte et al., 1998).

Le domaine E est constitué de onze ou douze hélices o et de deux ou quatre brins B (fig
9). Les récepteurs RXRa et TRa possédent les 12 hélices tandis que RARy, PR et ERo n’ont
pas I’hélice H2. Par contre, PPARy a I'originalit¢ de posséder une hélice o supplémentaire
nommée H2’ qui est située juste avant H3! Les deux brins B présents entre les hélices HS et H6
sont communs a tous les récepteurs étudiés, et ils forment un feuillet B antiparalléle. Les
récepteurs TRa, PR et PPARy ont deux brins § supplémentaires localisés dans des endroits
variables. La structure du domaine E est ainsi constituée d’un sandwich d’hélices o au milieu
duquel se trouvent les hélices H4, HS, H8, H9, la partie amino-terminale de I'hélice H11 et les
deux brins f tandis qu’orientées perpendiculairement se trouvent d’un coté les hélices H1, H2,
H3 et de I'autre coté¢ H6, H7, H10 (fig 10 A). L’hélice H12 pointe vers 'extérieur de la

molécule.

3-1-2- Structure avec ligand

La fixation du ligand entraine un changement de conformation du récepteur qui va lui
permettre d’activer la transcription de son géne cible. L’étude des récepteurs RARY, TRa,
ERa, PR et PPARy montre que la structure du récepteur avec son ligand est semblable a celle
du récepteur sans ligand (Renaud et al., 1995, Wagner et al., 1995; Brzozowski et al., 1997,
- Willians et Sigler, 1998; Nolte et al., 1998). En effet, on retrouve la méme structure en
sandwich d’hélice o et un grand nombre d’hélices placées de fagon identiques notamment dans
le centre de la structure (fig 10 B). Cependant la structure du récepteur avec son ligand est plus
compacte. La différence majeure concerne la réorientation de la partie C-terminale. En effet,
I’hélice H12 ne pointe plus vers I'extérieur mais se replie sur la molécule. De plus, du coté

amino-terminal ce que I’on nomme la boucle Q, ou *“ Q loop ”, située avant H3 et qui interagit
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avec H12 au niveau de la région AF2 dans la structure sans ligand, va subir une rotation afin de
se trouver au-dessous de H6 (Bourguet et al., 1995; White et al., 1997). Le plus étonnant est le
fait que la poche contenant le ligand soit entiérement fermée ce qui pose la question : comment
le ligand sort du récepteur?

Cependant la derniére cristallisation du domaine de fixation du ligand d’un récepteur a
été réalisé pour PPARYy 2 la fois avec et sans ligand (Nolte et al., 1998). La comparaison de ces
deux structures (apo et holo) montre 1’absence de mouvement de la part de I’hélice H12 portant
la fonction d’activation AF2. En absence de ligand, H12 est déja repliée sur la molécule mais
pas au niveau de la cavité d’entrée du ligand. La fixation du ligand crée deux liaison hydrogénes
supplémentaire qui permet de maintenir 14 région AF2 dans une configuration « active », c’est-
a-dire formant le sillon superficielle dans lequel vient interagir le coactivateur. Il semblerait que
le modele du mouvement de H12 en présence du ligand ne puisse pas s’appliquer & tous les
récepteurs nucléaires.

L’entrée du ligand dans sa poche, pour le récepteur RAR, est guidée par I’existence
d’un gradient électrostatique. Les lignes de ce gradient sont toutes orientées d’un potentiel
négatif a partir de la surface, vers un potentiel positif au fond de la cavité (Renaud et al., 1995).
L’entrée de I’acide rétinoique s’effectue par son extrémité carboxylique, elle est facilitée par des
résidus chargés qui guident le ligand depuis la surface jusqu’a sa position définitive a I’intérieur
de la protéine. L hélice H11 est poussée par le ligand, et positionnée dans la continuité de H10
ce qui entraine le mouvement de H12 et la rotation de la boucle Q@ (Wurtz et al., 1996). Installé
dans sa cavité, le ligand contacte certains acides aminés appartenant aux hélices H3, HS, H7,
H11 et H12. Le mécanisme de positionnement de H12 suite a ’entrée du ligand dans sa poche
hydrophobe est appelé “ piege a souris ”. Cette hélice H12 est absolument cruciale pour les
récepteurs nucléaires. En effet, elle posséde le domaine transactivateur dépendant du ligand, le

domaine AF2.
3-1-3- Agonistes et antagonistes

Selon le ligand, un agoniste ou un antagoniste, que fixe le récepteur, sa structure n’est

pas tout a fait la méme. Dans le cas du récepteur aux oestrogenes, la fixation de I’antagoniste
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Figure 11 : Mode de fixation de 1'agoniste 17p-oestradiol (1), et de l'antagoniste raloxiféne
(2).(A) Représentation schématique des interactions réalisées dans la poche du ligand. Les
résidus du récepteur aux oestrogenes interagissant avec le ligand sont approximativement
représentés dans leurs positions. Ceux qui font des liaisons hydrogéne ont leurs structures
secondaires indiquées et leurs liaisons symbolisées par des pointillées.(B) Position de 1'hélice
H12 du domaine E de ER en fonction du ligand : oestradiol (1), et raloxiféne (2). Les lignes en

pointillées indiquent une région non modélisée dans les structures (d'apres Brzozowski et al.,
1997).



raloxiféne, (RAL), se situe dans la méme cavité que celle de 1’agoniste 178 oestradiol (E, ),
mais les acides aminés qui interagissent avec RAL ne sont pas tout 2 fait les mémes que pour E,
(Brzozowski et al., 1997, fig 11 A). Les ligands E, et RAL ont en commun de faire des liaisons
hydrogéne directes avec la glutamine 353, I’arginine 394 et I’histidine 524. L’antagoniste RAL
étant plus volumineux, il fait en plus des liaisons avec I’asparagine 351. .

En présence de E,, pour ERa, I'hélice H12, qui porte la fonction d’activation
transcriptionnelle AF2, se situe au dessus de la cavité du ligand et contre les hélices H3, H5/6 et
H11. Elle forme comme un couvercle sur la poche contenant le ligand (fig 11 B). Par contre, en
présence du RAL, H12 se trouve dans le sillon formé par H5 et I’extrémité C-terminale de H3.
Ainsi |’antagoniste induit une rotation dé, 130° de H12, et la lysine 362 nécessaire pour le
recrutement de coactivateurs se retrouve partiellement cachée lors de la réorientation de H12.

L’effet antagoniste du RAL est aussi basé sur sa capacit¢ d’empécher le formation de la

conformation de AF2 transcriptionnellement active.

3-2- La fonction de dimérisation du domaine E

La dimérisation au niveau du domaine E est forte par rapport a celle du domaine C qui
n’existe que lorsque les récepteurs sont fixés sur I’ADN. Cette interface de dimérisation du
domaine E initie la formation en solution du dimére, puis lorsque le dimére se fixe sur 'ADN
apparait alors la seconde interface au niveau du domaine C. L’étude des zones d’interaction
d’un dimeére a été€ principalement réalisée pour des homodimeres. Actuellement deux types de
modeles existent : celui de RXRa et ERa d’une part, et celui de PR d’autre part (Bourguet er
al., 1995; Brzozowski et al., 1997; Williams et Sigler, 1998; fig 12).

L’étude des zones d’interaction entre les domaines E des homodiméres RXRa sans
- ligand ou ERa avec ligand indique que chaque monomere contribue pour 11% de sa surface a
I'interaction et que c’est surtout H10 et pour une moindre part H9 et la boucle entre H7 et H8
qui forment I’interface de dimérisation (Bourguet et al., 1995; Brzozowski et al., 1997, fig 12
B). Les deux monomeres RXRa sont symétriques part rapport a un axe avec leurs deux hélices
en C terminal correspondant 2 H12, pointant & I’extérieur chacune avec un angle de 45°. Ce

dimére au niveau du domaine E est dit en forme « d’ailes de papillon ».
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Figure 12 : Structure tridimensionnelle du domaine E du récepteur a la progesterone (A) et du
récepteur a l'acide rétinoique 9-cis (B) formant chacun un homodimeére. L'interface de
dimérisation, indiquée par la fleche, s'effectue principalement entre les hélices H12 pour le
dimere PR, et entre les hélices H10 pour le dimére RXRa. La ligne en pointillée de RXR
indique la troncature de 5 acides aminés dans la partie C-terminale (d'apreés Williams et Sigler,
1998).



Par contre, la zone de dimérisation du domaine E de I’homodimere PR avec son ligand
fait intervenir I’hélice H12 (Williams et Sigler, 1998; fig 12 A). Le récepteur a la progestérone
contient une hélice H12 plus longue (15 acides aminés) que celle de RXRa, TRa et ERa ( 8, 6
et 9 acides aminés respectivement). De plus, il a une extension dans sa partie C-terminale
possédant un brin B, S4, qui forme un feuillet B antiparalléle avec S3 situé entre les hélices H8\
et H9. Ce feuillet S3-S4 n’existe pas chez les autres récepteurs déja étudiés (fig 9). Ainsi cette
différence d’interface de dimérisation par rapport & RXRo et ERa peut s’expliquer par des
différences entre H12 et la création d’un deuxiéme feuillet 8. Cependant, lorsque PR fixe son
antagoniste RU486, on peut s’attendre a ce que I’hélice H12 se trouve dans une position
différente que celle décrite en présence'de 1'agoniste. Le positionnement de HI12 devrait

modifier I'interface de dimérisation de PR, et peut étre qu’ainsi on retrouverait un dimeére en

forme “ d’ailes de papillon ” comme pour RXRa et ERa.

IV- Activité transcriptionnelle

Les récepteurs nucléaires stimulent la transcription de genes cibles grice a deux régions
distinctes, AF1 et AF2 (pour "activating function"). Lorsqu’elles sont isolées I’'une de I’autre,
chacune de ces régions peut activer la transcription. Cependant la fonction d’activation
transcriptionnelle des récepteurs nucléaires est principalement réalisée par AF2. L’étude de
mutants de délétion des récepteurs GR, ER et RARB, indique 1’existence d’une région 2 activité
transcriptionnelle dans la partie N-terminale de la protéine, dans le domaine A/B (Hollenberg et
Evans, 1988; Tora et al., 1989; Folkers et al., 1993). Cette région AF1 fusionnée au domaine
de fixation &2 I’ADN de GALA4, active la transcription indépendamment du ligand et sa délétion
dans ER ou RARp entraine une diminution de 1’activité transcriptionnelle du récepteur.
- Cependant, cette fonction AF1 n’est pas active dans toutes les cellules, et elle n’est
fonctionnelle que dans le contexte de certains promoteurs : AF1 est donc cellule et promoteur-
spécifique (Tora er al., 1989; Folkers et al., 1993). C’est la fonction d’activation
transcriptionnelle AF2 qui est la plus importante pour les récepteurs nucléaires. Elle est localisée
dans la partie C-terminale du domaine de fixation du ligand, et elle est dépendante de la

présence du ligand.
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L’activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires est dépendante de leur interaction
avec des cofacteurs qui peuvent €tre des coactivateurs permettant la transcription de génes cibles

ou bien des corépresseurs inhibant cette activité.

4-1- La fonction d’activation de la transcription dépendante du ligand :
AF2

La recherche de régions intervenant dans l'activité transcriptionnelle des récepteurs
nucléaires a permis de mettre en évidence l'importance du domaine E. L’étude par délétion de ce
domaine dans les récepteurs aux oestrogénes, aux glucocorticoides, a I’acide rétinoiques et aux
hormones thyroidiennes montre que cette fégion AF?2 est formée d’une dizaine d’acides aminés,
et les alignements de séquences indiquent que cette région est relativement bien conservée entre
les récepteurs nucléaires et qu’elle présente un motif consensus composé de l'acide glutamique
encadré par deux paires de résidus hydrophobes (Danielian et al., 1992; Durand et al., 1994;
Barettino et al., 1994). 1l est résumé par la formule en acides aminés suivante ®®xE®® ou ¢
est un acide aminé hydrophobe (fig 13). Des mutations dans la région AF2 suppriment
sélectivement 1’ activité transcriptionnelle ligand dépendante sans altérer la fixation a I’ ADN ni la
dimérisation (Danielian et al., 1992; Durand et al., 1994; Barettino et al., 1994). Lorsque ce
motif est fusionné au domaine de fixation 8 I’ADN de GALA4, il active la transcription sans étre
gouverné par le ligand, c’est une région transactivatrice autonome.

Les structures tridimensionnelles des domaines de fixation du ligand de RXRa, RARy,
TRa, ERa, PR et PPARy montrent que ce domaine AF2 est localisé dans 1’hélice H12 qui
intervient dans la fermeture de la poche hydrophobe (Bourguet et al., 1995; Wagner et al.,
1995; Renaud er al., 1995; Brzozowski et al., 1997, Willians et Sigler, 1998; Nolte et al.,
1998).

Comment une activité¢ transcriptionnelle autonome peut-elle étre dépendante de la
fixation du ligand? Il semblerait qu’en absence de ligand, la région AF2 soit sous une forme
masquée qui la rende inactive. En effet, 1’acide glutamique du consensus AF2 ainsi que ses
acides aminés hydrophobes créent des liaisons hydrogene avec la boucle @ (Bourguet er al.,

1995). Le ligand dans sa poche provoque le positionnement de I’hélice H12, et la région AF2
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se retrouve ainsi démasquée, ce qui lui permet d’interagir avec une autre protéine, un

coactivateur (Bourguet et al., 1995; Wagner et al., 1995; Renaud et al., 1995).
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Figure 13 : Le domaine AF2. La comparaison des séquences de la partie carboxy-terminale du domaine E de plusieurs
récepteurs nucléaires permet de révéler un consensus @@ xE @, constitué de deux paires de résidus hydrophobes de
chaque coté d'un acide glutamique (d'apreés Danielian et al, 1992).

Pour les récepteurs nucléaires qui répriment 1'activité transcriptionnelle, nous observons

plusieurs cas de figures en ce qui concerne la fonction d'activation AF2 : (i) soit ils n'ont pas la

région contenant AF2, comme v-erbA qui est tronqué dans cette région ou comme Rev-erba et

Rev-erbp dont la séquence protéique s’arréte juste avant AF2 (ii) soit ils ont des mutations dans

la séquence AF2, comme COUP-TFA perdant ainsi le motif consensus et ne pouvant plus fixer

de coactivateurs (Durand et al., 1994; fig 14).
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Figure 14 : Séquence des domaines AF2 de certains récepteurs nucléaires répresseurs de la transcription.
Comme on peut le constater, v-erbA présente ure version tronquée de ce domaine, les Rev-erb ne
possédent pas de domaine AF2 et COUP-TF posséde un domaine AF2 muté qui le rend incapable de fixer

des co-activateurs (d'aprés Durand et al, 1994).
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4-2- Le cas de I'hétérodimére RXR-RAR

Dans I'hétérodimeére RXR-RAR, le ligand de RXR n'est pas capable d'induire la
transcription (revue de Leblanc et Stunnenberg, 1995). Cependant, un ligand de RXR,
LG100754, est capable d'activer cet hétérodimere, mais uniquement en présence de RAR
(Schulman et al., 1997). En effet, des mutations dans la fonction AF2 de RXR n'altérent pas
cette activation de la transcription, alors que des mutations de la fonction AF2 de RAR
empéchent toute activité. Il semblerait donc que le ligand de RXR, LG100754, active la
transcription par la fonction AF2 de RAR.

L'utilisation d'un mutant de RXRo qui imite la conformation du domaine de fixation du
ligand induite par la fixation du ligand, a permis de mieux comprendre pourquoi dans
I'hétérodimere RXR-RAR, RXR n'est pas capable d'induire la transcription (Vivat et al.,
1997). Le domaine E de ce mutant de RXRa constitutivement actif, fusionné au domaine de
fixation a 'ADN de GAL4, ne peut plus activer la transcription en présence du domaine E de
RAR, méme lorsque ce domaine de RAR est muté de fagon a ne plus pouvoir interagir avec un
corépresseur (Vivat et al., 1997). Il semblerait que l'inactivation de la fonction AF2 de RXR
soit due 2 une contrainte structurale dans 1'hétérodimérisation des domaines de fixation du
ligand. Effectivement, lorsque 1'on modifie la structure du domaine E de RAR sans ligand en
ajoutant un antagoniste, alors I'hétérodimeére, formé par RAR et le mutant de RXR
constitutivement actif, est capable d'activer la transcription. Cette activation de la transcription
n'existe pas si, 2 la place du mutant RXR, est présent RXR sauvage, ou si le mutant a une
fonction AF2 inactive. Ainsi, nous pouvons dire qu'en présence d'un antagoniste de RAR, la
contrainte structurale est levée, et la fonction AF2 de RXR devient active.

Cependant cette levée de l'inhibition allostérique est dépendante de la fonction AF2 de
chacun des récepteurs (Vivat et al., 1997). L'activité transcriptionnelle d'un récepteur nucléaire
est dépendante du recrutement d'un coactivateur. L'hétérodimeére RXR-RAR est capable
d'interagir avec le coactivateur SRC1 en présence du ligand de RAR mais pas en présence du
ligand de RXR (Westin er al., 1998). Mais en présence d'une petite quantité de ligand de RAR

(10 nM), alors le ligand de RXR (1 uM) est capable de permettre a 'hétérodimere d'interagir
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avec SRC1. Le ligand de RAR crée une modification de la structure qui permet alors 2 RXR de
fixer son ligand et d'interagir avec le coactivateur : RXR est ainsi subordonné & RAR.
L’hétérodimere RXR-RAR active la transcription en interagissant avec le coactivateur
SRC1 (Westin et al., 1998). La région du coactivateur SRC1 qui interagit avec les récepteurs
nucléaires possedent plusieurs motif Leu-x-x-Leu-Leu. L’étude par mutation de deux de ces
motifs de SRC1 indique que le motif 1 interagit avec la fonction AF2 de RAR, et le motif 2 avec
AF2 de RXR. De plus, l'interaction de SRC1 et RXR est dépendante de l'interaction au
préalable de SRCI et RAR. Lorsque RAR fixe son ligand, sa fonction AF2 se replie contre la

molécule et interagit avec 'un des motifs de SRC1. Ce changement de la conformation permet

alors 2 RXR de fixer son ligand et d’interaéir avec un autre motif de SRC1 (fig 15).

. B
‘ +T§PB

Figure 15 : Schéma du mécanisme de l'inhibition allostérique de RXR dans I'hétérodimére RXR-RAR.Le
coactivateur SRC1 est représenté par deux de ses motifs Leu-x-x-Leu-Leu. TTNPB est le ligand de RAR, LG268
celui de RXR (d'aprés Westin et al, 1998).

La fonction AF2 de RXR interagit avec le domaine de fixation du ligand de RAR. En
présence du ligand de RAR et de SRC1, AF2 de RXR se dissocie de RAR (Westin et al.,
1998). 1l est fort probable que lors de la formation de 1'hétérodimeére, la fonction AF2 de RXR

en interagissant avec RAR crée une conformation structurale qui rende RXR inactif et incapable

de fixer son ligand. Lorsque RAR fixe son ligand et le coactivateur, alors RXR subit un
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changement allostérique du a la dissociation de son domaine AF2 avec RAR, et devient capable
de fixer son ligand (fig 15).

Le récepteur RXR est-il toujours subordonné a son partenaire d’hétérodimérisation?
Non. L’hétérodimere RXR-LXR est capable d’activer la transcription soit en présence de
I'acide rétinoique 9-cis soit en présence d’oxystérol. La présence simultanée de ces deux\
ligands, fait que I’induction de la transcription est plus de deux fois plus forte qu’avec un seul
de ces ligands (Peet et al., 1998a). Il en est de méme pour I’hétérodimere RXR-PPAR (Kliewer

et al., 1992).

4-3 Les coactivateurs

La stimulation de la transcription d'un géne rapporteur par le récepteur a la progestérone
ou le récepteur aux glucocorticoides est inhibée lorsque le récepteur aux oestrogénes (ER) est
co-exprimé en présence de son ligand (Meyer et al., 1989). De méme l'expression du récepteur
a la progestérone ou du récepteur aux glucocorticoides, en présence de leur ligands respectifs,
inhibe l'activité transcriptionnelle de ER. Il semblerait donc que ces récepteurs nucléaires soient
en compétition pour un ou des facteurs transcriptionnels présents en quantité limitante dans la
cellule.

Grace 2 la caractérisation détaillée de la région AF2 des récepteurs, de nombreuses
équipes ont isolé différents facteurs, appelés coactivateurs ou TIF pour « transcriptional
intermediary factor » (Le Douarin et al., 1995). Ces coactivateurs agissent comme des
médiateurs entre la fonction transactivatrice des récepteurs et la machinerie transcriptionnelle
basale. Leur interaction est dépendante du ligand et ils interagissent avec les acides aminés
indispensables pour I’activité de AF2. La liste des coactivateurs s’allonge réguliérement mais
" nous pouvons notamment citer TIF2 (Voegel et al., 1996), TIF1 (Le Douarin et al., 1995),
RIP140 pour « receptor interacting protein » (Cavailles et al., 1995), SRC1 pour « steroid
receptor coactivator-1 » (Onate et al., 1995), Tripl pour « thyroid-hormone-receptor
interacting protein » (Lee et al., 1995), et RAC3 pour «receptor associated coactivator »
(Anzick et al., 1997; Li et al., 1997a; Chen et al., 1997; Takeshita et al., 1997). Toutes ces

protéines ont peu d’identité de séquence entre elles, cependant TIF2, SRC1 et RAC3 font partie
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de la méme famille. Les coactivateurs ont presque tous la caractéristique d’étre de grande taille

(plus de 100 kDa), localisés dans le noyau, et d’avoir une expression ubiquiste.

4-3-1- Les différents domaines des coactivateurs TIF2/SRC1I/RAC3

Ces protéines d’un poids moléculaire de 160 kDa ont toutes une localisation nucléaire et
possedent au moins un signal de localisation nucléaire, NLS, dans la partie N-terminale de la
protéine (revue de Moras et Gronemeyer, 1998). Ce NLS est suivi d’un motif “ hélice-boucle-
hélice ” (bHLH) et du domaine PAS, identifié chez les protéines nucléaires Period, ARNT
(Aryl hydrocarbon nuclear translocator) et Single minded, et qui est un motif de dimérisation
(fig 16). Les protéines TIF2/SRCI/RAC3 interagissent avec les récepteurs nucléaires via un
domaine nommé NID pour “ nuclear receptor interaction domain ”. Les coactivateurs peuvent
étre des activateurs de la transcription lorsqu’ils sont fusionnés a un domaine de fixation a
I’ ADN, grace & deux domaines d’activation AD1 et AD2. Le domaine AD2 se trouve dans la

partie C-terminale de la protéine, et AD1 est indifférencié de la région d’interaction avec le co-

intégrateur CBP/P300 (fig 16).

domaine
NLS domaine NID d'interaction ADD
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Figure 16 : Les différents domaines de la famille des coactivateurs TIF2/SRCI/RAC3. Le signal de localisation
nucléaire (NLS), le domaine basique hélice-boucle-hélice (bHLH)/PAS, le domaine d'interaction avec les récepteurs
nucléaires (NID) et le domaine d'interaction avec CBP/P300 sont représentés, ainsi que les régions LXD qui possedent
le motif LxxLL. AD1 et AD2 sont les domaines d'activation de la transcription, et HAT est la région portant l'activité
histone acétyltransférase (d'aprés Moras et Gronemeyer, 1998).
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Figure 17 : La séquence LxxLL est une signature chez les cofacteurs liant le domaine de
fixation du ligand des récepteurs nucléaires. L'alignement de la séquence LxxLL est
réalisé pour RIP140 h, SRC1 h, TIF2 m, CBP m, P300 m, TIF1 m et les protéines TRIP h.
Les leucines conservées sont encadrées et les numéros des acides aminés de bordure sont
indiqués pour chaque motif (d'apres Heery et al., 1997).



L'un des mécanismes expliquant comment SRC1 et RAC3 stimulent la transcription, est
leur activité intrinséque d'histone acétyltransférase (Spencer et al., 1997; Chen et al., 1997). En
effet, I’acétylation de certaines lysines des histones liées a I’ADN rend la chromatine plus lache
et permet a la machinerie transcriptionnelle de base d’accéder au promoteur (revue de

Sternglanz, 1996). La région portant cette fonction se situe dans l'extrémité carboxy-terminale
A

des protéines SRC1 et RAC3.

4-3-2- Une signature des coactivateurs

La cartographie des sites d’interaction entre les coactivateurs et les récepteurs nucléaires
a permis de définir pour les coactivateurs Plusieurs régions. La comparaison des séquences de
ces régions pour RIP-140 a permis I'identification du motif LxxLL présent dans les fragments
d’interaction (Heery et al., 1997) (fig 17). En tout, neuf copies de ce motif sont présentes dans
la protéine RIP140, et les fragments n’ayant pas d’activité¢ de liaison avec les récepteurs ne
possédent pas ce motif. Ces motifs sont suffisants pour interagir de fagon ligand dépendante
avec le domaine E des récepteurs nucléaires (Heery et al., 1997; Torchia et al., 1997). Les
coactivateurs RIP 140, SRC1, TIF2, CBP, P300, TIF1 et différents Trip posseédent tous le
motif LxxLL dans la région définie comme servant d’interaction avec les récepteurs nucléaires,
NID (Heery et al., 1997; Darimont et al., 1998; Kalkhoven et al., 1998). Ce motif LxxLL

définit le domaine LXD (pour « LxxLL domain ») composé d'une vingtaine d'acides aminés.
Le mécanisme d’interaction coactivateur-récepteur n’explique pas les différences de
spécificité des domaines LXD présents dans un méme domaine d'interaction avec les récepteurs
nucléaires. En effet, pour le coactivateur GRIP1 possédant trois domaines LXD, LXD?2 est
nécessaire et suffisant pour fixer le récepteur aux hormones thyroidiennes, tandis que LXD3
fixe le récepteur aux glucocorticoides (Darimont et al., 1998). L'étude de chiméres entre LXD2
et LXD3 montrent que le motif LxxLL est responsable de la spécificité de l'interaction avec un
récepteur (Darimont et al., 1998). De plus, l'étude de l'interaction du coactivateur SRC1 avec
différents récepteurs nucléaires montre qu'un seul LXD est suffisant pour I'activation de la
transcription par le récepteur aux oestrogenes, et que différentes combinaisons de deux LXD
sont nécessaires pour l'activation de la transcription par le récepteur aux hormones

thyrotdiennes et le récepteur a la progestérone notamment (Mclnerney et al., 1998). L'étude de
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Figure 18 : Interaction entre le coactivateur SRC1 et le domaine de fixation du ligand de
PPARy . SRCI contenant 2 domaines LXD 1 et 2, interagit avec le dimere PPARy LBD liant
son ligand BRL49653. Représentation de LXD2 des positions -6 & +14 fixant le LBD de
PPARy avec son ligand. Les 3 leucines en +1, +4 et +5 sont au fond du sillon superficiel
(d'aprés Nolte et al., 1998 et Mc Inerney et al., 1998).



mutants dans le domaine LXD indique que les acides aminés adjacents au motif LxxLL, jusqu'a
la position +13 sont nécessaires pour permettre l'activation transcriptionnelle par les récepteurs
aux oestrogenes et a I'acide rétinoique. I1 y a donc deux niveaux de spécificité pour l'interaction
d'un coactivateur avec un récepteur nucléaire. Le premier niveau concerne le nombre de
domaine LXD nécessaire pour cette interaction, et le deuxiéme concerne la présence d'acides\
aminés spécifique a la fois dans le motif LxxLL mais aussi dans les séquences adjacentes a ce
motif.

La détermination de la structure tridimensionnelle du domaine d'interaction avec les
récepteurs nucléaires du coactivateur SRC1 a été réalisée pour la région ne contenant que les
deux premiers motifs LxxLL, en présence ‘d'un homodimére constitué de deux domaines E du
récepteur PPARYy fixant le ligand (Nolte ez al., 1998; fig 18). Le coactivateur SRC1 possede
deux hélices o, chacune constituée d’une dizaine d’acides aminés et contenant un motif LxxLL.
Dans ce complexe ternaire coactivateur-récepteur-ligand, un motif LxxLLLL fixe une des
molécules PPARy et le second motif fixe 'autre molécule de l'homodimeére. La co-
cristallographie de SRC1 avec le récepteur PPARyY, ou de GRIP1 avec le récepteur aux
hormones thyroidiennes TRp, nous suggere un modele d’interaction coactivateur-récepteur
nucléaire : la région contenant le motif LxxLL forme une hélice a interagissant avec le récepteur
au niveau des hélices H12 et H3 (Nolte et al., 1998; Darimont et al., 1998; fig 18). Au niveau
de H12, Iacide glutamique conservé du motif consensus du domaine d'activation AF2, crée
des ponts hydrogéne avec la leucine +1 du motif, ainsi qu’avec les acides aminés adjacents a ce
résidu. Tandis que les leucines en position +4 et +5 créent des ponts hydrogene avec H3. La
surface du récepteur qui interagit avec LXD est constituée d’une quinzaine de résidus issus des
hélices H3, H4, H5 et H12. Ces résidus forment un sillon superficiel dans lequel le plancher
est formé d’acides aminés hydrophobes, et le bord d’acides aminés chargés (Darimont et al.,
1998). La leucine +1 de LXD est insérée au début de ce sillon superficiel, elle est maintenue par
les ponts hydrogéne. Au tour d’hélice suivant, ce sont les leucines en +4 et +5 qui se retrouvent
dans la méme position (fig 18).

Le coactivateur fixe le récepteur au niveau du sillon superficiel créé notamment par H12.

Etant donné que ce sillon n’existe que lors du positionnement de H12 contre la molécule en
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présence du ligand, nous comprenons mieux comment et pourquoi un récepteur nucléaire est un
activateur de la transcription dépendant du ligand. D’ autre part, les différences de conformation
de H12 dues 2 la fixation d’un agoniste ou d’un antagoniste peuvent suffir pour empécher la

formation du sillon superficiel permettant la fixation du coactivateur.

4-4- CBP/P300, le co-intégrateur.

Les facteurs CBP (pour “ CREB binding protein ), et P300 ont de forte identité de
séquence et des fonctions similaires, ils sont regroup€s sous le nom de CBP/P300. Ce sont des
protéines nucléaires d’environ 2400 acides aminés qui interagissent avec différents facteurs de
transcription mais aussi avec les composahts de la machinerie transcriptionnelle basale, et les
cofacteurs (revue de Janknecht et Hunter, 1996). Les 100 premiers résidus sont responsables
de l'interaction avec les récepteurs nucléaires, la région centrale interagit notamment avec le
facteur de transcription TFIIB, et la partie C-terminale fixe les coactivateurs comme SRC1 (fig
19). La région 461-661 lui permet de fixer CREB mais aussi d’autres facteurs de transcription
tel que c-Jun, c-Myb, Elk. La protéine CBP/P300 est donc le co-intégrateur de nombreuses

voies de signalisation.

Activité histone
acétyltransférase
1-100 461-661 1620-18902058-2163 2441
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e l N
Protéines Récepteur CREB c-Fos  SRCI
d'interaction nucléaire  c-jun TFIB
c-Myb
Sapl-a

Figure 19 : Représentation de CBP chezla souris, et de ses différents domaines d'interaction protéique, ainsi quela
région portant l'activité histone acétyltransférase (d'aprés la revue de Janknecht et Hunter, 1996).

L’interaction CBP-RXR est dépendante du ligand, et elle permet au récepteur d’activer
la transcription (Chakravarti et al., 1996). Le domaine E du récepteur est nécessaire et suffisant
pour lier CBP. La protéine CBP/P300 posséde aussi le motif LxxLL notamment dans son
domaine d’interaction avec les récepteurs nucléaires. Ce LXD est capable, a lui seul, de fixer le

domaine E du récepteur aux oestrogénes. Par conséquent, il est fort probable que CBP/P300
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interagisse avec les récepteurs nucléaires exactement comme les autres cofacteurs tel que SRC1
(Heery et al., 1997).

L’un des mécanismes expliquant comment CBP/P300 stimule la transcription, est son
activité intrinséque d’histone acétyltransférase dont le domaine est adjacent a celui qui fixe
TFIIB (Ogryzko et al., 1996; Bannister et Kouzarides, 1996). .

Les récepteurs nucléaires sont donc capables d'interagir avec CBP/P300 mais aussi avec
SRC1, par ailleurs CBP/P300 et SRCI1 interagissent aussi entre eux (Yao et al., 1996). Afin de
déterminer si un tel complexe ternaire existe, l'activité transcriptionnelle du récepteur aux
oestrogeénes avec son ligand a été testée en présence de CBP et SRC1 (Smith et al., 1996).
Cette activité est augmentée de 6 fois en pr’ésence de CBP, et de 10 fois en présence de SRCI.
Lorsque CBP et SRC1 sont présents, 'activité transcriptionnelle du récepteur aux oestrogenes
est augmentée de 30 fois. L'étude de I'interaction directe de CBP et SRC1 en présence d'un
récepteur nucléaire a été réalisée pour le récepteur aux hormones thyroidiennes par la technique
de corétention protéique (Kamei et al., 1996). Le domaine d'interaction avec les récepteurs
nucléaires de CBP fusionné a la glutathione S-transférase est capable d'interagir avec SRC1
uniquement en présence du récepteur aux hormones thyroidiennes. Ce qui signifie que le
récepteur nucléaire en présence de son ligand peut, en méme temps, interagir avec le co-

intégrateur CBP/P300 et le coactivateur SRC1, et que ces interactions ont un effet synergique

sur l'activité transcriptionnelle.

4-5- Les corépresseurs

Les récepteurs TR et RAR sont connus pour étre capables de réprimer la transcription de
genes cibles en absence de ligand, grice a ’interaction avec des corépresseurs. Actuellement,
par la méthode de double hybride, seuls trois corépresseurs ont ét€ identifiés, NCoR pour
« nuclear receptor co-repressor », SMRT pour « silencing mediator for retinoid and thyroid-
hormone receptors » et Alien (Horlein er al., 1995; Chen et Evans, 1995; Chen et al., 1996;
Dressel et al., 1999). La protéine Alien, qui vient récemment d’étre découverte comme un

corépresseur des récepteurs nucléaires n’a pas d’identité se séquence avec NCoR et SMRT
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(Dressel et al., 1999). Seule la famille de corépresseur NCoR/SMRT sera décrite dans les
paragraphes suivants.

Les corépresseurs NCoR et SMRT sont des protéines nucléaires, ubiquistes,
apparentées et de grandes tailles, 270 kDa pour NCoR, 276 kDa pour SMRT (Horlein et al.,
1995; Chen et Evans, 1995; Ordentlich ez al., 1999). Leurs domaines d’interaction avec les\
récepteurs nucléaires (NID) sont situés dans la région C-terminal, et ils sont au nombre de
deux, NID 1 et 2 (Wong et Privalsky, 1998b). Les corépresseurs fusionnés a un domaine de
fixation a ’ADN sont capables de réprimer la transcription. En effet, ils possédent dans leur
partie N-terminale deux domaines de répression nommés RD pour “ repression domain ” (Li et
al., 1997b; fig 20). Les corépresseurs NdoR et SMRT possédent un domaine SANT, qui est
une fonction de répression, identifié chez d'autres protéines comme le facteur de remodelage de
la chromatine chez la levure (SWI3) et le facteur de transcription TFIIB notamment. Ce

domaine SANT contient deux régions identiques ayant 76% d'identité entre les deux protéines.

1 160 736 1031 2105 2322 2518
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Figure 20 : Les différents domaines des corépresseurs SMRT et NCoR. Les domaines d'interaction avec les récepteurs
nucléaires (NID) et les domaines de répression (RD et SANT) sont représentés, ainsi que leur acides aminés de bordure.
Les pourcentages d'identité entre les deux corépresseurs sont indiqués (d'apres Ordentlich et al, 1999).

4-5-1- Les domaines d’interactions récepteur-corépresseur
Les récepteurs RARo ou TR sont capables de s’associer avec un corépresseur, et cette
association est inhibée en présence du ligand (Horlein et al., 1995; Chen et Evans, 1995).
L’analyse de mutants de délétion de TRB ou RAR« indique clairement que la troncature de
I’hélice H12 du domaine de fixation du ligand augmente I’affinit€ du récepteur pour SMRT (Li
etal., 1997b). L’hélice H12 contient la fonction d’activation AF2 qui agit comme un régulateur
négatif de I'interaction avec SMRT. La suppression de I’hélice H11 du LBD de TRp et RAR«

ne permet plus I'interaction avec SMRT. De plus, la suppression du domaine D de TR, au

37



niveau de la boite CoR (pour corépresseur), ne permet plus non plus la fixation des
corépresseurs SMRT et NCoR (Hoérlein et al., 1995; Li et al., 1997b). 1l semblerait donc qu’il
y ait chez les récepteurs nucléaires deux régions permettant ’interaction avec les corépresseurs :
I’hélice H11 et le domaine D.

RARa et TRp ne fixent pas de la méme facon SMRT. En effet, RAR« semble lier une
seule région de SMRT, NID1, alors que TRp peut fixer les deux régions NID1 et NID2 (Li et
al., 1997b; Wong et Privalsky et al., 1998 b). Ainsi, les récepteurs nucléaires différent dans
leur aptitude a fixer SMRT.

4-5-2- Role des corépresseurs dans 1activité des ligands antagonistes

Un récepteur complexé avec son antagoniste ne peut plus activer la transcription (Zhang
et al., 1998; Lavinsky et al., 1998). En immunoprécipitant des extraits cellulaires avec des
anticorps anti-NCoR, on coimmunoprécipite aussi ER mais uniquement en présence du
tamoxiféne (Lavinsky et al., 1998). En effet, en absence d’oestradiol, ER n’est pas
coimmunoprécipité. Par contre, in vitro, la technique de corétention protéique montre que
SMRT fixe le récepteur a la progestérone en absence de ligand comme en présence de I’agoniste
progestérone, ou de I’antagoniste RU486, et qu'il est aussi capable d'interagir avec le récepteur
aux oestrogenes en présence de son agoniste, 1'oestradiol, ou de son antagoniste le tamoxiféne
(Zhang et al., 1998; Smith ez al., 1997). Les récepteurs aux oestrogenes et a la progestérone
sont donc capables de fixer un corépresseur en présence de leur antagoniste respectif.

Sur un élément de réponse du récepteur aux oestrogenes, I'incapacité du tamoxifeéne
d’activer la transcription est levée lorsque des anticorps anti NCoR sont microinjectés
(Lavinsky et al., 1998). Sur un élément de réponse du récepteur a la progestérone, une
activation de la transcription de PR avec son antagoniste RU486 est observée lorsque I’on
ajoute le récepteur aux hormones thyroidiennes sans ligand qui peut interagir avec SMRT,
présent en quantité limitante dans la cellule (Zhang et al., 1998). Les corépresseurs sont
responsables de I'activité antagoniste du ligand. La fixation de I'antagoniste dans le domaine E
du récepteur induit un changement de conformation mais insuffisant pour lever l'interaction du

récepteur avec le corépresseur et permettre l'activité transcriptionnelle.
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4-5-3- Mode d’action des corépresseurs

Actuellement deux modes d’action des corépresseurs sont identifiés : ’interaction avec
un complexe histone déacétylase et I’inhibition de la machinerie transcriptionnelle de base. Ces
deux modes d’action ne sont pas exclusifs.

- Le complexe histone déacétylase. .

Les techniques de coimmunoprécipitation et de corétention protéique permettent de
montrer I’existence d’un complexe formé de mSin3, HDACI et NCoR ou SMRT (Heinzel et
al., 1997; Nagy et al., 1997; Alland et al., 1997). Les protéines mSin3 et HDACI sont connues
pour augmenter la répression transcriptionnelle de plusieurs facteurs de transcription, et
HDACI est une histone déacétylase. La déacétylation de certaines lysines des histones rend la
chromatine plus compacte et moins accessible a4 la machinerie transcriptionnelle basale. La
répression transcriptionnelle de TR en absence de ligand ou de ER avec son antagoniste, est
empéchée lorsque 1’on microinjecte dans la cellule des anticorps anti NCoR ou anti mSin3 ou
anti HDAC1 (Heinzel et al., 1997; Lavinsky et al., 1998). De plus I’hétérodimére RXR-RAR
fixe directement le complexe SMRT-mSin3 (Nagy et al., 1997). Par conséquent, les récepteurs
nucléaires répriment la transcription grace au complexe répresseur qui est actuellement composé
de NCoR/SMRT, mSin3 et HDACI, mais aussi des protéines associées & mSin3 (SAP pour
"mSin3 associated protein") et le produit de I'oncogéne c-ski (Zhang et al., 1997, Nomura et
al., 1999; revue de Xu et al., 1999).

- L’inhibition de la machinerie transcriptionnelle basale.

La transcription des genes par I’ARN polymérase II nécessite la formation d’un
complexe multiprotéique au niveau de la boite TATA. Ce complexe d’initiation de la
transcription comprend la sous-unité TFIID qui est constituée de la TBP (pour “ TATA-binding
- protein ’), et de nombreuses TAFs (pour “TBP-Associated-Factors”). Ce complexe
comprend aussi les facteurs de transcription TFIIB, TFIIE, TFIIF et TFIIH.

Les expériences de corétention protéique montrent que NCoR peut fixer TAFII32,
TFIIB mais aussi TAFII70 (Muscat et al., 1998). De plus, Dactivité transcriptionnelle de

TFIIB-TAFII32 est inhibée en présence de NCoR. En conclusion, les corépresseurs sont
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Figure 21 : Modéle de la fonction des récepteurs nucléaires. (A) Le récepteur fixant le complexe
corépresseur a une activité transcritpionnelle silencieuse. (B) En présence de ligand, le récepteur change de

conformation, le complexe corépresseur se détache et le complexe coactivateur fixe le récepteur ce qui
permet l'activation de la transcription (d'aprés Moras et Gronemeyer, 1998).



capables d’interagir avec le complexe de la machinerie transcriptionnelle, et cette interaction

permet d’inhiber I’activité transcriptionnelle des récepteurs .

Il a été montré que NCoR est capable d’interagir a la fois avec le récepteur nucléaire
orphelin Rev-erbp, le complexe répresseur et la machinerie transcriptionnelle (Muscat et al. x
1998). Par ailleurs, TFIIB peut aussi fixer SMRT et mSin3 (Wong et Privalsky, 1998a). 1l
semblerait donc que la répression transcriptionnelle des récepteurs nucléaires passe par un
corépresseur qui d’une part interagit avec un complexe actif histone déacétylase, et d’autre part
inactive la machinerie transcriptionnelle basale en se fixant avec certaines de ses protéines (fig

21 A). '

4-6- Passage du complexe corépresseur au complexe coactivateur.

L’hétérodimeére RXRa-TRP réprime la transcription en absence de ligand grice au
complexe répresseur dont le mécanisme d’action est résumé par la figure 21 A. Pour que cet
hétérodimere active la transcription, il faut que le complexe répresseur se détache de RXRa-
TRB. Pour cela, la présence seule du ligand T3 n’est pas suffisante, il faut a la fois la présence
du ligand, mais aussi celle du coactivateur (Olson et al., 1998). En effet, I’étude de I’activité
transcriptionnelle de I’hétérodimére montre qu'en présence de corépresseur, lorsque 1’on ajoute
uniquement le ligand de TR, il n'y a pas induction de la transcription. Par contre, si avec le
corépresseur et le ligand est aussi ajouté le coactivateur SRC1, alors I’activité transcriptionnelle
est induite trois fois. Cependant, lorsque le corépresseur n'est pas ajouté avec le ligand et
SRC1, l'induction de la transcription est de 4 fois. Le ligand et SRC1 sont donc nécessaires
pour libérer le récepteur du corépresseur afin d'induire 1'activité transcriptionnelle (revue de Xu

~etal., 1999; fig 21 B).
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Figure 22 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle du complexe du
pore nucléaire en coupe transversale. Le complexe du pore nucléaire apparait composé de 3
parties : un élément en forme de colonne constituant l'ensemble du "mur” du pore, un
élément en forme d'anneau qui émet des rayons vers le noyau en formant un panier, et un
élément en forme d'anneau qui émet des fibrilles vers le cytoplasme (d'apres Nigg, 1997).



V- Localisation intracellulaire

5-1- Le pore nucléaire

Les récepteurs nucléaires sont synthétisés dans le cytoplasme mais leur lieu d’action est
dans le noyau, il leur faut donc traverser les pores de la membrane nucléaire. Un pore nucléaire
permet le transport bidirectionnel entre le cytoplasme et le noyau. C’est un canal de 9 nm de
diametre qui permet la diffusion libre des ions, des métabolites et des petites protéines jusqu’a
une taille de 40-60 kDa (revue de Nigg, 1997). Il permet aussi le transport sélectif des
particules de plus grandes tailles grace a un mécanisme nécessitant de 1’énergie.

Un pore nucléaire est en réalité un complexe de protéines nommées Nup, pour
nucléoporine, positionné entre un anneali cytoplasmique et un anneau nucléaire (revue de
Moore, 1995; fig 22). L’anneau cytoplasmique émet 8 fibrilles, et un complexe en-forme de
panier est attaché sur I’anneau nucléaire. Le complexe du pore nucléaire a une taille de 120 nm

de diametre, une masse de 125000 kDa, et il contient plus de 1000 protéines dont certaines sont

présentes en copies multiples.

5-2- Mécanisme d’importation nucléaire
5-2-1- Les signaux de localisation nucléaire
Les signaux de localisation nucléaire, NLS, sont des séquences qui permettent a une
protéine d’étre transportée dans le noyau. Un NLS est une séquence de 4 & 30 acides aminés
trop courte pour former une structure indépendante (LaCasse et Lefebvre, 1995). Deux critéres
définissent un signal de localisation nucléaire : (i) lorsqu'il est fusionné a une protéine non
nucléaire, le signal de localisation nucléaire doit entrainer cette protéine dans le noyau, (i) sa

délétion ou mutation doit entrainer 1'accumulation cytoplasmique d'une protéine normalement

- nucléaire.

Il est difficile de donner une séquence consensus de NLS, cependant les NLS
semblent étre riches en acides aminés basiques comme la lysine et I’arginine. Il existe plusieurs
types de NLS dont deux principaux : celui qui a été¢ découvert dans SV40, et les NLS bipartites
(LaCasse et Lefebvre, 1995). Le premier NLS découvert est celui de l'antigéne T du virus

SV40, son consensus est K (R/K) x (R/K), ou K est une lysine, R une arginine et x peut €tre
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Figure 24 : Représentation tridimensionnelle de l'importine . (A) La molécule contient
10 répétitions du domaine ARM et chacun de ces domaines est constitué de 3 hélices o
avec une exception pour le premier motif qui n'en contient que 2. L'axe de cette super-
hélice est vertical. (B) Le long de la face intérieure de cette spirale se trouve une goutti¢re
dans laquelle vient se fixer le signal de localisation nucléaire, NLS. Une molécule
d'importine o peut ainsi fixer en méme temps dans sa gouttiere deux NLS de type antigéne
T du virus SV40 (d'apres Conti et al., 1998).



une arginine, une lysine, une proline, une valine ou une alanine (LaCasse et Lefebvre, 1995).
Le NLS bipartite est constitué de deux groupes d’acides aminés séparés par une dizaine
d’acides aminés (LaCasse et Lefebvre, 1995). La séquence basique en C-terminale est similaire
a celle du NLS de SV40, mais les deux groupements basiques sont nécessaires pour le

transport nucléaire.

5-2-2- Ran et les différentes importines

Le mécanisme d’importation nucléaire est basé sur l'utilisation d’énergie grice au
facteur Ran qui a une activité GTPase (Nigg, 1997; Goldfarb, 1997; Gérlich, 1998). L’activité
GTPase de Ran est fortement stimulée par une protéine activant les GTPase qui est Ran GAP1.
D’autre part, le remplacement de RanGDP en RanGTP est stimulé par un facteur échangeant le
nucléotide guanine, Ran RCC1. Ces deux régulateurs de Ran sont fortement compartimentés :
Ran GAP1 est cytoplasmique alors que Ran RCC1 est majoritairement nucléaire. De ce fait,
Ran cytoplasmique est principalement sous la forme GDP alors que RanGTP est la forme

majeure dans le noyau (fig 23).

Enveloppe
nucléaire

CYTOPLASME NOYAU

GTP GDP

Ran-GDP N Ran-GTP
VM\_—/?
Pi GAP1

Figure 23 : Cycle de fixation et d'hydrolyse du GTP par Ran.

Deux autres facteurs sont importants pour prendre en charge une protéine contenant un
~ NLS, ce sont les importines « et § (Nigg, 1997; Goldfarb, 1997; Gorlich, 1998). Elles forment
un hétérodimére dans lequel 1'importine c fixe le NLS, et I'importine B fixe I'extrémité distale
des fibrilles de I'anneau cytoplasmique du complexe du pore nucléaire. La structure
tridimensionnelle de I’importine o ne posséde pas les 88 premiers acides aminés, ni les 30

derniers acides aminés de la protéine (Conti et al., 1998). Elle est constituée de 10 domaines
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ARM organisés les uns au dessus des autres en super hélice, et chaque domaine ARM est

constitué de 3 hélices a (fig 24 A ). Le NLS se fixe dans le creux de la super hélice (fig 24 B).

5-2-3- Le mécanisme

Le premier événement cytoplasmique nécessaire au transport des protéines a NLS est\
la formation de I’hétérodimere formé par l'importine o et l'importine g (Nigg, 1997; Goldfarb,
1997; Gorlich, 1998) (fig 25, point 1). L’importine o porte le site de fixation au NLS qui lui
permet de prendre en charge la protéine a transporter, ainsi que le site de fixation de I’importine
B (fig 25, point 2). Le trimére NLS, importines o et § se fixe aux fibrilles du complexe du pore
nucléaire (fig 25, point 3). Le transport a travers le pore nucléaire est dépendant d’énergie et il
nécessite I’hydrolyse du GTP par Ran (fig 25, point 4). Dans le noyau, I'importine B se sépare
du trimeére en se fixant sur RanGTP (fig 25, point 5), puis la protéine transportée et 1'importine
a se dissocient (fig 25, point 6). Dans le cytoplasme, au niveau des fibrilles, aprés translocation
du trimére NLS-importines a-8, le RanGTP passe sous la forme GDP sous I'action de Ran
GAP1 cytoplasmique.

Pour que le systéme puisse fonctionner, il faut que les importines o et B soient
recyclées en retournant dans le cytoplasme. Dans le noyau, a cause de Ran RCC1, Ran n’existe
que sous forme de GTP et peut ainsi séparer I'importine § de NLS-importine o. L’importine
est probablement exportée vers le cytoplasme complexée avec RanGTP. Puis ils se séparent
dans le cytoplasme a 'aide d’une protéine fixant RanGTP, qui est Ran BP1. Sous I’action de
Ran GAP1, RanGTP se trouve sous forme de RanGDP et de ce fait se détache de Ran BP1 (fig
25).

Pour que I'importine o soit recyclée et exportée vers le cytoplasme, un facteur
- d’exportation nucléaire spécifique est nécessaire. Il s’agit de CAS, pour « cellular apoptosis
susceptibilité gene », qui fait partie de la famille des importines p. L’exportine CAS a besoin de
RanGTP pour exporter I'importine o. Aprés avoir traversé le pore nucléaire, le complexe
importine o-CAS-RanGTP se retrouve dissocié par I’action de RanBP1 et de Ran GAP1 (fig
25).
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5-3- Le transport nucléaire des récepteurs nucléaires

L’étude du transport nucléaire des récepteurs a été réalisée dans des hétérokaryons, qui
sont formés, par fusion au polyéthyléne glycol, d’une cellule contenant le récepteur sauvage
avec un autre type cellulaire qui ne contient pas ce récepteur. Cet hétérokaryon est créé en
présence de cyclohéximide qui empéche la synthése de nouvelles protéines. Aprés fusion, le

\
récepteur de la progestérone par exemple, se retrouve dans le noyau de la cellule qui ne produit
pas de PR, et il en est de méme pour GR (Guiochon-Mantel ez al., 1991; Madam et De Franco,
1993). Par conséquent, le récepteur a migré d’un noyau a ’autre via le cytoplasme. Ainsi nous
pouvons dire que les récepteurs nucléaires sont capables de faire la navette entre le cytoplasme
et le noyau. '

La fixation 4 I’ADN et 1a localisation nucléaire sont des fonctions distinctes. En effet,
un mutant du récepteur aux glucocorticoides incapable de fixer I’ADN, a une localisation
nucléaire en présence de son ligand (Sachey et al., 1996).

L'étude de la localisation subcellulaire des récepteurs nucléaires est un sujet de
polémique. L'une des raisons de l'obtention de résultats opposés semble étre la technique
employée. En effet, les premieres études utilisaient le fractionnement biochimique
noyau/cytoplasme suite a la lyse cellulaire, ou la visualisation indirecte par immunolocalisation
dans des cellules fixées et perméabilisées. Le récepteur aux glucocorticoides muté de fagon a ne
plus fixer I'ADN n'a pas la méme localisation subcellulaire aprés traitement a la dexaméthasone
selon la technique employée (Sackey er al., 1996). Par immunofluorescence, la protéine est
nucléaire, et par fractionnement biochimique, elle est cytoplasmique. Le fait que le récepteur
mutant soit faiblement associ€ avec le noyau fait qu'il se retrouve dans la fraction cytosolique
lors d'une lyse cellulaire hypotonique. Depuis, est arrivée une nouvelle technique qui permet la
visualisation directe du récepteur dans la cellule non fixée. Le principe consiste a créer des
chiméres entre le récepteur et une protéine fluorescente : la GFP pour "green fluorescent
protein". La GFP, découverte chez la méduse, est une protéine de 238 acides aminés,
cytoplasmique. Elle est naturellement fluorescente sous une lumiere bleue, sans aucun ajout de

substrat (Chalfie et al., 1994).
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L’étude par la technique de chimere GFP de la localisation cellulaire des récepteurs en
absence de leur ligand indique trois catégories de localisation : exclusivement cytoplasmique
pour GR et AR, a la fois cytoplasmique et nucléaire pour MR et TRB, et exclusivement
nucléaire pour PR (Htun ez al., 1996; Zhu et al., 1998; Georget et al., 1998; Fejes-Toth et al.,
1998; Lim et al., 1999). Les techniques d'immunolocalisation montrent que sans ligand, ER\
TRa et RARa sont nucléaires (Welshons et al., 1984; King et Greene, 1984; Lee et Mahdavi,
1993; Kastner ef al., 1992; Tahayato et al., 1993). Les récepteurs localisés dans le cytoplasme

sont transloqués dans le noyau en présence de leur ligand respectif.

5-3-1- Les protéines de chot thermique, HSP

Les récepteurs aux stéroides tel que ER, GR et PR sont capables de fixer la protéine de
choc thermique HSP90 en absence de ligand (Chambraud et al., 1990; Pratt, 1993). Or TR et
RAR sont connus pour ne pas interagir avec HSP90 (Dalman et al., 1990; Dalman et al.,
1991). Il semblerait que les récepteurs nucléaires ne soient pas tous capables d'interagir avec les
protéines HSP.

Parmi les récepteurs qui interagissent avec HSP90, ER et PR, en absence de leur
ligand respectif, ont une localisation nucléaire alors que GR sans ligand est cytoplasmique
(Ylikomi et al., 1992; Madam et De Franco, 1993). Il semblerait donc que GR soit caractérisé
par le fait qu’en absence de ligand il soit séquestré dans le cytoplasme, et que cette séquestration
serait due aux protéines HSP. En effet, HSP90 et HSP70 principalement fixent ce récepteur au
niveau de son domaine E en absence de ligand (Pratt, 1993). En présence du ligand, le domaine
- E de GR change de conformation, se dissocie du complexe HSP, et le récepteur peut ainsi

traverser 1’enveloppe nucléaire.

5-3-2- Les signaux de localisation nucléaire
Les récepteurs nucléaires possedent plusieurs NLS qui sont des séquences riches en
acides aminés basiques (revue de Gronemeyer et Laudet, 1995; fig 26). Ces NLS sont localisés
pour une partie dans la région C-terminale du domaine de fixation a I’ADN et dans le domaine

D. La seconde partie est localisée dans le domaine de fixation du ligand.
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Figure 26 : Représentation des différents NLS chez les récepteurs nucléaires. (A) Localisation
des NLS et proto-NLS chez un récepteur nucléaire. Les différents domaines sont indiqués, les
doigts de zinc avec leurs hélices ainsi que la boite T/A sont indiqués. (B) Représentation par
un trait des NLS et proto-NLS de différents récepteurs nucléaires. La neuvieme cystéine du
domaine C est indiquée par un rond noir. L'hélice 2 et la boite T/A sont représentées.



Les signaux localisés dans le domaine de fixation du ligand ne sont actifs qu’en
présence du ligand. Etant donné que la fixation du ligand entraine un changement de structure
dans ce domaine, nous pouvons penser que ces signaux sont masqués en absence du ligand, et
qu’en sa présence le changement de structure fait qu’ils deviennent accessibles. Cependant
aucune étude précise de ces signaux dans le domaine de fixation du ligand n’a été réalisée, et
nous ne connaissons ni leur séquence ni leur position.

Pour les signaux de localisation nucléaire situés a la jonction des domaines C et D ou
dans le domaine D, certains ne sont actifs qu’en présence du ligand, et d’autres sont
constitutifs.

Un récepteur nucléaire en absencé de son ligand est soit nucléaire, soit cytoplasmique.
Actuellement, les récepteurs localisés dans le cytoplasme ou a la fois dans le cytoplasme et le
noyau, en absence de leur ligand sont le récepteur aux glucocorticoides, le récepteur aux
androgenes, le récepteur aux minéralocorticoides et le récepteur aux hormones thyroidiennes
(Haché ez al., 1999; Georget et al., 1999; Fejés-Toth et al., 1998; Zhu et al., 1998). Ils ont tous
pour point commun d’avoir leur NLS dans la boite T/A du domaine D. Le fait que ces NLS
soient dépendant du ligand, nous fait penser que la fixation du ligand doit aussi changer la
conformation du domaine D de fagon suffisante pour rendre accessible ces NLS.

Les récepteurs localisés dans le noyau en absence de leur ligand sont le récepteur aux
oestrogénes et le récepteur a la progestérone (Guiochon-Mantel et al., 1989; Ylikomi et al.,
1992). Ils n’ont pas de NLS mais plut6t trois proto-NLS. Un proto-NLS seul n’est pas capable
de permettre la translocation de la protéine, mais seul 1’association de deux ou trois proto-NLS
en est capable. Le récepteur ER posseéde deux proto-NLS dans la boite T/A et un a la fin du
domaine D (Ylikomi et al., 1992). Le récepteur PR posséde un proto-NLS dans le domaine C,
un autre a la jonction des domaines C et D, et le troisiémc dans la boite T/A (Guiochon-Mantel
et al., 1989; Ylikomi et al., 1992). Il semblerait qu’un récepteur localisé dans le noyau en
absence de son ligand puisse avoir un proto-NLS dans une région assez grande contenant les

domaines C et D.
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5-3-3- Le complexe récepteur-importine

Bien que le mécanisme d’importation nucléaire soit connu pour des protéines ayant un
NLS similaire a celui des récepteurs, peu d’étude ont été réalisées afin de savoir si effectivement
les récepteurs nucléaires vont dans le noyau par ce type de transport. L’interaction entre
I'importine o et un récepteur n’est pour l'instant décrite que pour le récepteur aux
glucocorticoides (Savory er al., 1999). En effet, les techniques de corétention protéique et de
double hybride montrent une interaction entre le récepteur aux glucocorticoides et I’importine a.
Le récepteur GR posse¢de deux NLS, NL1, qui est proche du domaine de fixation & 'ADN et
NL2, qui est ligand dépendant et localisé dans le domaine de fixation du ligand. L’étude de
mutant de GR indique que lorsque NL1 est délété ou muté, GR ne fixe pas I'importine o alors
que NL2 est présent. Par ailleurs, il semblerait que 'interaction GR-importine a ne soit pas
dépendante du ligand, et que de ce fait, I'importine o puisse fixer GR avec son ligand ou GR
avec HSP90. Le récepteur GR, par I’intermédiaire de son signal de localisation constitutif NL1,
interagit avec I’importine o, et nous pouvons supposer que cette interaction permet a GR de
traverser I’enveloppe nucléaire.

En ce qui concerne le NL2 de GR, localisé dans le domaine de fixation du ligand, non
seulement il ne fixe pas I'importine o mais sa cinétique d’importation nucléaire est nettement
plus faible que celle du récepteur entier (Savory et al., 1999). Il semblerait donc que NL2, dont
la localisation précise et la séquence n’ont pas été€ déterminées, permette au complexe GR-ligand

d’aller dans le noyau par un mécanisme différent de celui de I’hétérodimére importine o-p.

B- LES RECEPTEURS NUCLEAIRES ORPHELINS

A partir du fort pourcentage d’identité de séquence existant entre les récepteurs, de
nombreux laboratoires ont identifi€ de nouveaux membres de cette famille pour lesquels on ne
connaissait aucun ligand. Ces récepteurs “ orphelins ”, d’abord cas isolés, sont rapidement
devenus majoritaires dans le famille (fig 1). A part quelques cas trés spéciaux, leur structure est
indiscernable de celle des récepteurs possédant des ligands. Deux hypothéses peuvent expliquer

leur mode d’action : (i) soit ils n’ont effectivement pas de ligand, mais alors comment
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fonctionnent-ils ? et quelle est leur relation avec les récepteurs “ classiques ” ?, (i) soit ils
possedent un ligand encore inconnu, et ils constituent une piste intéressante pour découvrir de
nouvelles molécules. Parmi ces récepteurs orphelins, Rev-erb et PPAR, sujets de ce travail,

seront décrits en détail dans la partie suivante.

I- La recherche de ligand

1-1- Les ligands

Les ligands les plus connus sont les dérivés du cholestérol tel que le 17 § oestradiol, la
progestérone et les androgénes. Depuis d’autres stéroides comme la prégnénolone se sont
avérés étre des ligands notamment pour 1 récepteur PXR, mais il y a aussi les produits de
dégradation du cholestérol tels que les oxystérols pour le récepteur LXR, ainsi que les acides
biliaires pour le récepteur FXR (Forman et al., 1995a; Janowski et al., 1996; Kliewer et al.,
1998, Parks et al., 1999; Makishima et al., 1999). Il en est de méme pour les prostaglandines,
dérivées de I'acide arachidonique, parmi lesquelles la prostaglandine J2 est capable de fixer a
haute affinité le récepteur PPARy (Kliewer et al., 1995). Nous pouvons aussi nous attendre 2
ce que certains ligands des récepteurs orphelins se trouvent dans les nutriments, tels que les
vitamines par exemple. En effet, la vitamine D a un récepteur dans la superfamille qui est VDR,
et les dérivés de la vitamine A, les acides rétinoiques tout-trans et 9-cis, ont pour récepteurs
RAR et RXR. Ainsi, il s’aveére que les ligands des récepteurs nucléaires sont d’origine variable
tels que les métabolites du cholestérol ou de 1'acide arachidonique, les acides gras, les vitamines

et les nutriments.

1-2- Quelques méthodes de recherche de ligand

La méthode la plus utilisée est la mesure de 1’activité transcriptionnelle du récepteur.
Dans des cultures de cellules, sont co-transfectés un plasmide d’expression du récepteur a tester
et un vecteur rapporteur. Ce demnier comporte un géne codant une protéine a activité
enzymatique facilement détectable, tel que la luciférase, dont I’expression est sous le contrdle
d’un promoteur minimal en amont duquel sont clonés des sites de fixation du récepteur étudié.

Les cellules sont traitées avec le ligand candidat, et on compare les activités du géne rapporteur
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avec ou sans ligand. Si le ligand candidat est capable d’activer le récepteur, cela ne signifie pas
pour autant que la molécule testée soit un ligand. En effet, il est possible que cette molécule soit
métabolisée par la cellule en un autre composé qui est, lui, le vrai ligand. C'est le cas
notamment pour le récepteur a l'acide rétinoique RXRa. Des tests d'activité transcriptionnelle
montrent que RXRa induit la transcription en présence de l'acide rétinoique tout-trans. Or\
RXRa ne fixe que faiblement la forme tout-trans, mais dans les cellules l'acide rétinoique tout-
trans est transformé en acide rétinoique 9-cis, et c'est la forme 9-cis qui est le ligand de haute
affinité de RXRa (Levin et al., 1992). Les voies métaboliques intracellulaires peuvent étre trés
complexes, et il est parfois long et difficile d’identifier le véritable ligand en partant d’une
molécule capable d’activer un récepteur.

L’une des nouvelles méthodes d'identification de ligand est le test CARLA (pour
“ coactivator dependent receptor ligand assay ”) qui est en fait la technique de corétention
protéique avec le domaine de fixation du ligand du récepteur fusionné avec la glutathione S
transférase, GST (Krey et al., 1997). Si le candidat est un ligand, sa fixation sur le récepteur
permet !'interaction avec le coactivateur SRC1 radiomarqué. Cependant, nous pouvons noter

que cette technique n'est appropriée que pour des ligands entrainant une activité

transcriptionnelle positive.

1-3- Les ligands répresseurs de la transcription

Le récepteur orphelin CAR (pour “ constitutive androstane receptor ”) fixe I’ADN sous
forme d’hétérodimere avec RXR, et active la transcription (Choi ez al., 1997). La recherche de
ligand pour CARB, a montré que son activité constitutive est inhibée de fagon spécifique en
présence d’androsténol ou d’androstanol, et que cette inhibition passe par le domaine de
fixation du ligand (Forman ez al., 1998). Les techniques de double hybride et de corétention
protéique indiquent que, a I’opposé des récepteurs nucléaire classiques, I’activité constitutive de
CARB est due au recrutement ligand-indépendant du coactivateur SRC1, et que cette interaction
disparait en présence d’androstanol. Ainsi, apparait la notion d’agoniste inverse. L’effet de
I’androsténol ou de I’androstanol est opposé a celui des ligands “ classiques ” des récepteurs

nucléaires. Ces ligands répriment la transcription de leurs génes cibles.
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La recherche de ligand pour les récepteurs orphelins n’est pas aisée, mais elle nous fait
découvrir de nouvelles régulations, de nouvelles molécules a role pharmacologique et de

nouveaux concepts en matiere de régulation de la transcription dépendante du ligand.

II- Les récepteurs nucléaires orphelins atypiques .
Les récepteurs orphelins font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires par leur
identité de séquence au niveau du domaine de fixation a ’ADN et du domaine de fixation du
ligand. Cependant, certains récepteurs orphelins ne possédent pas I’un des ces deux domaines :

les récepteurs Odr7 et Knirps dont la partie C-terminale n'est pas un domaine E, et a |'inverse

les récepteurs DAX et SHP ne possédent pbs de domaine C.

2-1- Les recepteurs Knirps et Odr7 sont de vrais orphelins

Les membres du groupe Knirps sont au nombre de trois, les récepteurs (1) KNI et (i)
KNRL sont indispensables durant I’embryogenése de la Drosophile pour la segmentation
abdominale, et (iif) EGON pour “embryonic gonad” qui s'exprime dans les gonades
embryonnaires (Nauber et al., 1988; Oro et al., 1988; Rothe et al., 1989) (fig 27). Ces
récepteurs ne sont pour ’instant connus que chez la drosophile. Leur domaine de fixation a
I’ ADN a une identité de séquence de 47% avec celui de RARa humain, ce qui suggére que ces
récepteurs sont capables de se fixer sur ’ADN de facon similaire a celle des récepteurs
classiques (Segraves, 1991). Le récepteur KNI se fixe sous forme de monomeére, et il n’active
pas la transcription (Hoch et al., 1992). Il agit comme un répresseur empéchant I’activité
transcriptionnelle de la protéine morphogénique bicoid, par compétition de fixation sur ’ADN
au niveau de leurs éléments de réponse chevauchants. Par ailleurs, les trois membres du groupe
- Knirps possédent une région conservée nommée boite Kni, qui se situe apres le domaine C.
Cette boite Kni est nécessaire pour la fixation a ’ADN de ces récepteurs monomériques
(Gerwin et al., 1994). Le récepteur Odr7, découvert chez le nématode, régule 'expression des
molécules du signal olfactif (Sengupta et al., 1994). Ces récepteurs ne possédent pas le
domaine de fixation du ligand, ce qui peut indiquer qu’ils ne sont pas régulés par un ligand,

mais sans doute par un autre mécanisme comme la phosphorylation par exemple.
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Figure 27 : Stucture schématique des récepteurs Knirps et Odr7 ne possédant pas de domaine E mais
uniquement le domaine C .

2-2- Les récepteurs DAX-1 et SHP

Le récepteur DAX-1 ne posséde pas le domaine de fixation & I’ADN qui est pourtant la
signature caractéristique des récepteurs nucléaires (Zanaria et al., 1994; fig 28). Cependant, il
possede le domaine de fixation du ligand avec une identité de séquence de 30% avec celui de
RXR. A la place des domaines A/B, C et D, DAX-1 posséde un domaine constitué de 4 régions
riches en glycine et alanine qui lui permet de fixer I’ADN notamment sur le méme élément de
réponse que celui de RAR. En effet, par la technique de retard sur gel, on observe une fixation
spécifique de DAX-1 sur un RARE, qui est déplacée lorsqu’une quantité croissante de RAR est
ajoutée. Le récepteur DAX-1 en se fixant sur cet €lément de réponse, réprime la transcription,
c'est un inhibiteur de la voie de signalisation de RAR (Zanaria ez al., 1994). Le récepteur SHP,
pour “ short heterodimer partner ”, ne posséde pas lui non plus de domaine C, et il est aussi
un inhibiteur de la voie de signalisation de RAR (Seol et al., 1996a). Les récepteurs DAX-1 et
SHP découvert chez I’homme, sont trés proche phylogénétiquement, et il parait logique que

chez la drosophile nous trouvions un homologue unique pour ces deux genes (Laudet, 1997).
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Figure 28 : Structure schématique des récepteurs Dax-1 et SHP ne possédant pas de domaine C, mais uniquement le
domaine E, ayant 41% d'identité entre les deux protéines .

III- La phosphorylation, un mode de régulation des récepteurs

Etant donné que ces récepteurs orphelins n’ont pas de ligand pour moduler leur activité
transcriptionnelle, comment sont-ils régulé!s? L’une des réponse est la régulation en fonction de
leur état de phosphorylation. En effet, I’étude de la phosphorylation chez les récepteurs
nucléaires indique que ce mécanisme régule 1’activité transcriptionnelle indépendante du ligand,

ainsi que la fixation & I’ADN et la dimérisation indépendante du ligand.

A- Activité transcriptionelle AF1

B-Fixation a I'ADN HNF-4

o HNF-4
D, ® ®

C- Dimérisation '
‘ 2@ @@

Figure 29 : Les différents effets que peut avoir la phosphorylation sur les récepteurs nucléaires. Elle peut moduler
l'activité transcriptionnelle AF1 (A), la fixation 2 'ADN (B) et la dimérisation indépendante du ligand (C).
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3-1- Modulation de ’activité transcriptionnelle

La fonction d’activation transcriptionnelle indépendante du ligand (AF1), est
phosphorylable notamment pour ER, RARo, GR mais aussi PPARy (Ali et al., 1993; Kato et
al., 1995; Rochette-Egly et al., 1997; Adams et al., 1997). L'état de phosphorylation de AF1
module I'activité transcriptionnelle du récepteur. En effet, lorsque la sérine 118 dans la région
AF1 du récepteur aux oestrogenes est remplacée par une alanine, ER ne transactive presque
plus (Ali et al., 1993; fig 29 A). Les 5 acides aminés localisés autour de cette sérine sont Pro-
Glu-Leu-Ser-Pro, ce qui correspond au site consensus de phosphorylation de la MAPK (pour
“ mitogen activated protein kinase ) qui est Pxp(S ou T)P, ou x est un acide aminé basique ou
neutre, n a une valeur de un ou deux (Kato!;et al., 1995). Le mutant de ER sans domaine E est
phosphorylé€ in vitro par la MAPK et lorsque la sérine 118 est mutée en alanine, il n’y a plus de
phosphorylation. La MAPK fait partie de la voie de transduction Ras, et le mutant de ER sans
domaine E transactive deux fois plus lorsque cette voie est activée. Par contre lorsque sa sérine
118 est mutée il ne transactive plus méme lorsque cette voie de transduction est stimulée (Kato
et al., 1995). Par conséquent, la phosphorylation de la sérine 118 de ER par MAPK entraine
une activation transcriptionnelle (Kato et al., 1995).

Alors que pour ER et RARa la phosphorylation de AF1 entraine une activation de la
transcription, pour PPARY, cette phosphorylation inhibe son activité (Hu et al., 1996; Adams et
al., 1997). Le récepteur PPARYy est une protéine phosphorylable, et une série de délétion de sa
partie N-terminale indique que la région phosphorylée est au niveau de la sérine 112 (Hu ez al.,
1996). Cette sérine se trouve dans la séquence Pro-Ala-Ser-Pro qui est le site consensus de
phosphorylation de MAPK (Hu et al., 1996; Adams et al., 1997). Lorsque cette sérine est
mutée en alanine, I’activité transcriptionnelle de PPARY, indépendante du ligand, est trois fois
* plus importante (Adams et al., 1997).

Par conséquent, la phosphorylation du domaine A/B peut moduler I’activité
transcriptionnelle indépendante du ligand, positivement ou négativement, ceci sans modifier la
fixation a I’ADN du récepteur.

L’étude de la phosphorylation du récepteur nucléaire orphelin SF1 indique qu’il est

phosphorylable dans sa région AF1 par la voie des MAPK (Hammer et al., 1999). Un
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traitement a la phosphatase diminue presque totalement son activité transcriptionnelle. La
phosphorylation s’effectue majoritairement sur une seule sérine, et la mutation de cette sérine
diminue de plus de la moiti€ I’activité transcriptionnelle de SF1. L’activité transcriptionnelle de
SF1 est dépendante du coactivateur GRIP. Lorsque SF1 est phosphorylé, son interaction
directe avec GRIP augmente. La mutation de la sérine phosphorylable dans AF1 entraine une,
interaction avec GRIP plus faible. L’activité transcriptionnelle indépendante du ligand est donc
dépendante de la phosphorylation de AF1 qui module ainsi I’interaction avec les cofacteurs de la

transcription.

3-2- Modulation de la fixation a ’ADN

Lorsque le récepteur HNF4 (pour “ hepatocyte nuclear factor 4 ”) est traité avec la
protéine kinase AMP cyclique dépendante (PKA) sa capacité a fixer I’ ADN est diminuée par un
facteur 4 (Viollet ez al., 1997). Lorsque 1’on recherche le site consensus de la PKA qui est
RRx(S ou T), on le trouve notamment dans la boite A, importante pour la fixation 3 'ADN
d’un autre récepteur orphelin, NGF1-B. Lorsque cette sérine est mutée, HNF4 n’est plus
sensible a la PKA pour sa fixation a I’ADN. La phosphorylation de cette sérine située dans la

boite A, par la PKA, empéche HNF4 de fixer I’ADN (fig 29 B).

3-3- Modulation de la dimérisation

Le récepteur aux oestrogénes humain posseéde une sérine en position 236
phosphorylable par la PKA (Chen et al., 1999). Cette sérine 236 se situe dans le domaine C,
dans la boucle du deuxiéme “ doigt de zinc ”. Alors qu'en présence de la PKA, le récepteur
sauvage a une diminution de sa fixation a I’ADN, le récepteur ayant une alanine a la place de la
© sérine 236 n’a pas de variation de fixation sur I’ADN. Par contre, la mutation en acide
glutamique inhibe la fixation sur I’ADN. Cependant, la sérine 236 ne se trouve pas dans les
régions du domaine C, qui contactent directement 1’ADN, mais plutdt dans des régions
intervenant dans la dimérisation. L’état de dimérisation de ER a été testé par gel retard avec
deux ER de tailles différentes : le récepteur entier, et ER sans domaine A/B, ERAA/B. Le

récepteur ER fixe I’ ADN sous forme d’homodimére, lorsque les deux types de récepteurs sont
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mis ensemble, les homodimeéres obtenus sont : ER-ER, ERAA/B-ERAA/B, ER-ERAA/B.
Lorsque ERAA/B est muté en 236 par un acide glutamique, seul I’homodimére ER-ER est
visible, et lorsque inversement, ER a la méme mutation, seul ’homodimére ERAA/B-ERAA/B
est visible. La sérine 236 intervient donc dans la dimérisation. La phosphorylation de la sérine
236 par la PKA empéche donc la dimérisation de ER en absence de ligand qui ne peut plus alors\

se fixer sur son élément de réponse (Chen et al., 1999; fig 29 C).

IV- Role biologique des récepteurs orphelins

4-1- Les récepteurs nucléaires ont des fonctions importantes

La recherche de genes cibles et 'I'inhibition de la fonction de certains récepteurs
orphelins par recombinaison homologue chez la souris indiquent qu’effectivement ces
récepteurs ont un rdle biologique essentiel. Ces études ont notamment été réalisées pour les
récepteurs HNF-4 et SF1 . L’interruption du géne codant HNF4 (pour « hepatocyte nuclear
factor 4 ») chez la souris entraine une 1étalité embryonnaire avant E10.5 et donne un phénotype
dans lequel la gastrulation est trés fortement perturbée a cause du dysfonctionnement de la
membrane vitelline (Chen et al., 1994). En ce qui concerne I’inactivation du géne codant le
récepteur orphelin SF1 (pour “ steroidogenic factor 1 ”) les souris meurent 8 jours apres leur
naissance (Luo er al., 1995). En effet, ces souris ont une compléte absence de glandes
surrénales, lieu de synthése des glucocorticoides et des minéralocorticoides, de ce fait les

animaux meurent a cause d’une production insuffisante de corticoides.

4-2- Intervention dans les voies de signalisation des récepteurs
classiques.

De nombreux récepteurs orphelins interagissent avec les voies de signalisation des
récepteurs qui forment des hétérodimeres avec RXR. Parmi eux nous pouvons notamment citer
le cas de NGF1B (Perlmann et Jansson, 1995). En effet, NGF1B est capable d'hétérodimériser
avec RXR sur I'élément de réponse DRS, et en présence du ligand de RXR, I'acide rétinoique
9-cis, induit la transcription. Le récepteur RXR peut aussi hétérodimériser avec RAR, mais ce

dimeére active la transcription lors de la fixation du ligand de RAR, et RXR se comporte comme
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un partenaire silencieux (Schulmann et al., 1997). Les récepteurs NGF1B et RAR sont en
compétition pour l'interaction avec RXR. Si RXR en présence de son ligand interagit avec le
récepteur orphelin NGF1B, il est capable d'activer la transcription. Si RXR interagit avec un
récepteur ayant un ligand, comme RAR, l'activation de la transcription est induite par ce
récepteur en présence de son ligand, et non pas par RXR. .

Certains récepteurs orphelins peuvent aussi se fixer sur le méme élément de réponse

3

que celui du récepteur classique. C’est le cas de COUP-TF1 (pour “chicken ovalbumin
upstream promoter transcription factor ) sur I’élément de réponse de RXR du promoteur de
I’alpha-fétoprotéine qui est un DR1 (Liu et Chiu, 1994; fig 28). La fixation de RXR en
présence de ’acide rétinoique 9-cis sur un DRI entraine une activation de la transcription, alors

que COUP-TF1 la réprime. Le récepteur RXR et le récepteur orphelin COUP-TF1 sont donc en

compétition pour le mé€me site.

@ acide rétinoique 9-cis

o fétoprotéine

o fétoprotéine

Figure 30 : Les récepteurs orphelins interviennent dans les voies de signalisation des récepteurs "classiques” (A) en
interagissant avec leur partenaire RXR , et (B) en fixant les mémes éléments de réponse.
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Figure 31 : Représentation des identités de séquences des domaines C et E entre les
différents membres de la famille Rev-erb. Ce groupe est constitué de deux genes Rev-
erba et Rev-erbf. Les geénes les plus proches des Rev-erb sont les genes codant les
récepteurs orphelins ROR. Ils sont au nombre de trois et nous n'avons représenté ici que
RORa afin de montrer les identités de séquences entre un des membres du groupe ROR
et les Rev-erb.



C- LES RECEPTEURS REV-ERB ET PPAR

I- Les récepteurs orphelins Rev-erbo et Rev-erbg.

Les genes du groupe Rev-erb sont actuellement au nombre de deux : Rev-erba et Rev-
erbf. Le géne Rev-erba a été découvert chez le rat et 'homme, car chez ces espéces, il
chevauche le géne c-erbA qui code le récepteur aux hormones thyroidiennes TRa, d’ou son
nom Rev-erb pour “ Reverse erbA ” (Lazar et al., 1989, Miyajima et al., 1989, Laudet et al.,
1991). Ce chevauchement se fait sur 269 paires de base de la région exonique de ces deux
genes. Quelques années plus tard fut découvert le géne Rev-erbf chez I’homme, la souris, le rat
et le poulet (Dumas et al., 1994; Retnakaran et al., 1994; Enmark et al., 1994; Bonnelye et al.,
1994). Ces genes codent des récepteurs or[!;)helins qui ont une identité de séquence de 97% entre
leurs domaines de liaison a I’ADN et de 68% entre leurs domaines de fixation du ligand (fig
31). Ces deux récepteurs ont un homologue chez la drosophile, codé par le géne E75, qui est
inductible par I’ecdysone et intervient dans la métamorphose (Segraves et Hogness, 1990).

Le groupe des récepteurs nucléaires ROR, pour “ RAR related orphan receptor ”,
composé de trois génes, o, f et v, est proche de Rev-erb (Giguere et al., 1994; Carlberg et al.,
1994; Hirose et al., 1994). Ces protéines ont, avec Rev-erba, une identité de séquence de 60%
pour le domaine C et de 30% pour le domaine E. Ils ont la caractéristique d’étre eux aussi des

récepteurs orphelins et de fixer le méme €lément de réponse que les Rev-erb.

1-1- Fixation a ’ADN
1-1-1- L’élément de réponse.

L’élément de réponse des protéines Rev-erba et B, nommé RevRE, est constitué du
motif AGGTCA précédé en 5’ d’une région de 5 paires de bases riche en adénine et thymidine
dont le consensus est (A/T)A(A/T)NT (Harding et Lazar, 1993; Dumas et al., 1994; Retnakaran
et al., 1994; Enmark et al., 1994; Bonnelye et al., 1994). Les Rev-erb ont donc la particularité
de pouvoir se fixer a I’ADN sous forme de monomeére. Les ROR sont aussi capables de fixer le
motif de reconnaissance AGGTCA sous forme de monomeére, et ils ont besoin, comme Rev-erb
d’une séquence en 5’ du motif de reconnaissance riche en A-T (Giguére et al., 1994; Giguere et

al., 1995).
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Figure 32 : Domaine de fixation a I'ADN de Rev-erba humain. Les régions formant des hélices a sont encadrées. Les fléches
indiquent les acides aminés qui sont en contact avec 1'élément de réponse RevDR2, les ronds noirs indiquent les acides aminés
impliqués dans la zone de dimérisation pour la molécule fixée en 5' du RevDR2 et les ronds gris montrent les acides aminés impliqués
dans la zone de dimérisation pour la molécule fixée en 3' (d'aprés Zhao et al., 1998).



Cependant Rev-erba et B peuvent également se fixer a I’ADN sous forme
d’homodimére sur un DR2, ayant la méme extension en 5’ que pour le RevRE (Harding et

Lazar, 1995; Adelmant et al., 1996). Cet élément de réponse particulier est appelé RevDR2.

1-1-2- Structure du domaine de fixation a I’ADN des récepteurs Rev-erb .

La structure du domaine de fixation 2 ’ADN de Rev-erba a ét€ déterminée par
cristallographie dans la configuration ot Rev-erba est fixé sur un RevDR2, en homodimere
(Zhao et al., 1998). Deux interfaces protéine-ADN distinctes sont apparentes : (i) 1’une, connue
pour tous les autres récepteurs, est entre le motif de reconnaissance AGGTCA, présent dans le
grand sillon, et I’hélice o conservé du pren'iier doigt de zinc, (ii) I’autre est entre la séquence en
5’ riche en A/T présente dans le petit sillon et la boite T/A en C-terminal du domaine de fixation
a I’ ADN. Cette seconde nouvelle interface serait due & I’interaction d’une région dans la boite
T/A nommée boite GRIP, car elle est composée des acides aminés Gly-Arg-Iso-Pro (Zhao et
al., 1998). Cette boite GRIP a une structure en forme de boucle qui interagit avec le petit sillon
d’ADN (fig 32).

La zone de dimérisation au niveau du DBD de Rev-erba se fait entre (i) la boucle juste
avant la 3™ cystéine du deuxieme doigt de zinc pour la sous unité fixée en 5° de I’élément de
réponse et (ii) I’extension en C-terminale juste avant la boite Grip, pour la sous unité en 3’
(Zhao et al., 1998; fig 32).

En ce qui concerne Rev-erbf, le domaine de fixation & ’ADN en lui méme n’est pas
suffisant pour que la protéine se fixe sur I’ ADN, il nécessite aussi I’extension en C-terminal qui
est identique entre les Rev-erb (Terenzi et al., 1998). De méme, cette région intervient aussi
dans la dimérisation de Rev-erbp. Nous pouvons donc nous attendre a ce que le mode de

- fixation a I’ADN de Rev-erbf soit identique a celui de Rev-erbo.
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1-2- Activité transcriptionnelle de Rev-erb
1-2-1- Les Rev-erb sont des répresseurs de la transcription

Lorsque I’élément de réponse dimérique RevDR?2 est cloné en amont du promoteur du
gene rapporteur luciférase, on observe une répression de ce géne en présence de Rev-erba. ou B.
Par conséquent Rev-erba et § sont des répresseurs de la transcription (Harding et Lazar, 1995;\
Adelmant et al., 1996). Le mutant de Rev-erba qui ne posseéde pas les domaines D et E, ne
réprime plus la transcription. Lorsque ces mémes domaines D et E sont fusionnés au domaine
de fixation a PADN de GAL4, et que leur activité est testée, avec le vecteur rapporteur
luciférase contenant des éléments de réponse 8 GAL4 dans son promoteur, on observe une
répression de la transcription. La fonction d’inhibition de Rev-erba se trouve dans son
extrémité C-terminale contenant les domaines D et E (Harding et Lazar, 1995; Adelmant et al.,
1996). La cartographie de ce domaine montre que la fonction de répression de Rev-erba est
constituée de 34 acides aminés dans le domaine E entre les acides aminés 455 et 488, et que
celle de Rev-erbp se situe aussi dans le domaine E entre les acides aminés 416 et 449 (Downes
et al., 1996a, Burke et al., 1996). La fonction de répression des Rev-erb se situe dans une
région du domaine E extrémement conservée entre les récepteurs nucléaires : le motif signature
spécifique du LBD situé dans I’hélice H3, la boucle Q, H4 et H5 (Wurtz et al., 1996).

Il est clair que Rev-erbo est capable de réprimer la transcription sous forme
d’homodimeére sur un RevDR2. En ce qui concemne 1’activité transcriptionnelle du monomeére
Rev-erba deux travaux sont en oppositions : Harding et Lazar montrent que sur un RevRE,
Rev-erba ne réprime pas la transcription, alors que Adelmant et ses collaborateurs, en utilisant
un RevDR2 muté sur le motif de reconnaissance en 3’, montrent que Rev-erba s’y fixe sous
forme de monomere uniquement, et qu’il est capable de réprimer la transcription (Harding et
Lazar, 1995; Adelmant er al., 1996). Cependant, actuellement nous avons montré que les
éléments de réponse naturels de Rev-erba sont soit un site monomérique RevRE pour celui
présent dans le promoteur de I’apolipoprotéine Al, soit un site dimérique RevDR2 pour celui
présent dans le promoteur de Rev-erbo (Adelmant et al., 1996; Vu Dac et al., 1998). Nous

pouvons donc dire que Rev-erbo réprime la transcription a la fois sous forme de monomere et

d'homodimere.
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Figure 33 : Zone d'intéraction des Rev-erb avec le corépresseur NCoR et ses isoformes
RIP13a et RIP13Al1. Les zones CIR1 et CIR2 de Rev-erba sont nécessaires et suffisantes
pour fixer RIP13A1, alors que NCoR et RIP13a ont besoin de CIR1 et CIR3. Les
régions CIR1 et CIR2 de Rev-erbp sont nécessaires et suffisantes pour fixer NCoR et
ses isoformes.



Rev-erba et B ne possédent pas la fonction d’activation de la transcription ligand
dépendant AF2 dont le motif consensus est un acide glutamique encadré par deux paires de
résidus hydrophobes (Danielian ez al., 1992). Nous pouvons émettre I’hypothése que Rev-erb
ne puisse pas fixer de coactivateur et que, de ce fait, il soit incapable d’activer la transcription,

ce qui est en accord avec son role de répresseur.

1-2-2- Interaction avec les corépresseurs

Nous savons que TR et RAR sont des répresseurs de la transcription lorsqu’ils fixent
le complexe corépresseur en absence de ligand. Etant donné que les Rev-erb sont des
répresseurs, leur interaction avec les corépresseurs NCoR et SMRT a été testée (Downes et al.,
1996b; Zamir et al., 1996; Zamir et al., 1997a).

- NCoR

L’activité répressive de Rev-erbo est augmentée lorsque 1’on rajoute des quantités
croissantes de NCoR (Zamir et al., 1996). NCoR intervient donc dans I’activité répressive de
Rev-erb. Ce corépresseur possede 2 domaines d’interaction avec les récepteurs nucléaires,
RIDI et RIDII, et les Rev-erb ne fixent que la région comprenant a la fois RIDI et RIDII
(Downes et al., 1996a; 1996b; Wong et Privalsky, 1998b).

Pour TR et RAR, il y a deux régions permettant I’interaction avec les corépresseurs : la
boite CoR du domaine D, et I’hélice H11 du domaine E. La mutation ou délétion de cette boite
CoR ne modifie en rien linteraction de Rev-erba avec NCoR, elle ne semble donc pas
nécessaire pour les récepteurs Rev-erb.

La cartographie des régions fixant NCoR et ses deux isoformes RIP13a et RIP13Al
(pour “ RXR interacting proteins ’) déterminée par le technique de corétention protéique, a
permis d'identifier trois domaines : CIR1 qui est localisé au début du domaine E, CIR2 qui
correspond aux 10 derniers acides aminés de la protéine, et CIR3 qui est localisé dans le
domaine D (Seol et al., 1996b; Downes et al., 1996b; Zamir et al., 1997a; Burke et al., 1998;
fig 33).

En ce qui concerne Reverbf, quelque soit 1’isoforme de NCoR, les domaines CIR1 et

CIR2 sont nécessaires pour l'interaction (Burke et al., 1998). Pour Rev-erba, CIR1 et CIR2
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sont nécessaires pour fixer l'isoforme RIP13Al, tandis que CIR2 et CIR3 permettent
l'interaction avec NCoR et son isoforme RIP13a (Zamir et al., 1997a; Burke et al., 1998, fig
33).

Cependant, la mutation dans CIR1, qui empéche l'interaction de Rev-erba avec
RIP13A1, empéche aussi la fixation de Rev-erba avec NCoR/RIP13a. La région CIR3 n’est\
pas clairement définie, et il se peut que dans la structure tridimensionnelle, CIR1 et CIR2 soient
proches et que la présence de CIR3 permette un meilleur maintien de cette structure.

- SMRT

La technique de corétention proté€ique montre que, non seulement Rev-erba peut fixer
NCoR, mais aussi SMRT (Zamir et al., 1997a). Bien que Rev-erba puisse fixer SMRT, des
quantités croissantes de SMRT n’augmentent pas I’activité répressive de Rev-erba, et de plus,
en gel retard, aucune bande supplémentaire n’apparait en présence de SMRT, suggérant qu’il
n’y a pas d’interaction de SMRT avec Rev-erbo. sur ’ADN (Zamir et al., 1997a). Le
corépresseur SMRT n’est donc pas nécessaire pour l'activité répressive de Rev-erba.

- SUN-coR

Afin d’identifier d’autres protéines intervenant dans ’activité répressive des Rev-erb,
un criblage de banque d’embryon de souris dans le systtme double hybride de levure a été
réalisé avec, comme sonde, la région C-terminale de Rev-erba (Zamir et al., 1997b). Cette

‘

approche a permis de cloner SUN-coR pour “small unique nuclear hormone receptor
corepressor . Cette protéine ne montre pas d’identité de séquence avec NCoR/SMRT. Alors
que NCoR/SMRT sont des protéines de grandes tailles, 270 et 168 kDa respectivement, SUN-
coR est une toute petite protéine de 16 kDa. Elle a, en commun avec les autres corépresseurs,
d’avoir une localisation nucléaire et de réprimer la transcription lorsqu’elle est fusionnée a un
- domaine de fixation & I’ ADN hétérologue. La répression transcriptionnelle induite par Rev-erba
est augmentée en présence de quantité croissante de SUN-coR, et SUN-coR est aussi capable

d’interagir avec NCoR. En conclusion, NCoR et SUN-coR font tous les deux partie du

complexe répresseur qui permet 1’activité répressive de Rev-erba.
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1-3- Role biologique des Rev-erb
Peu de choses sont connues sur le role biologique des Rev-erb. L’étude de leur rdle
est basée sur la variation de I’expression de leurs génes, mais la cause directe de ces variations

n’est pas connue, ni 1’activité biologique des Rev-erb.

1-3-1- La régulation de I’expression des génes Rev-erb

Le géne Rev-erba est fortement exprimé dans la graisse brune et dans le tissus adipeux
blanc (Lazar et al., 1989). Dans les cellules préadipocytaires 3T3L1, ’ARNm de Rev-erba est
trés faible, mais lorsque la différenciation des 3T3L1 en adipocyte est induite, le taux de Rev-
erba est augmenté de 10 fois, et sa Viteése d’induction est similaire a celle de C/EBPa, un
important régulateur transcriptionnel des adipocytes (Chawla et Lazar, 1993). Le rdle de cette
induction n’est toujours pas connu.

L'expression du géne de Rev-erba dans le foie de rat, prélevé a différentes heures de
la journée, montre une variation rythmique avec un pic d’expression a 13h30 (Balsalobre et al.,
1998). 11 a r*écemment été€ montré que le rythme circadien, cycle jour-nuit, pouvait étre recréé in
vitro par un choc de sérum (Balsalobre et al., 1998). Dans ces conditions, dans les fibroblastes
Rat-1, Pexpression du géne Rev-erba oscille avec une période d’environ 22,5 heures. Cette
expression rythmique est observée pendant 3 cycles consécutifs, et n’est pas spécifique des
fibroblastes Rat-1 puisqu’elle a aussi ét€ observée dans les cellules d’hépatome de rat H35.
Chez la drosophile, ’expression des génes Period, Per et Timless, Tim, suit un rythme
circadien en condition constante : elle est induite par la lumiére et réprimée par les protéines
PER et TIM. Cette boucle d’autorégulation de Per et Tim est maintenant considérée comme le
mécanisme moléculaire permettant d’engendrer le rythme circadien. Chez les mammiferes, Rev-
erbo pourrait étre un relais transcriptionnel de D'oscillateur centrale constitué par la boucle
d’auto régulation négative du géne Period.

En ce qui concerne Rev-erbf, son expression a été étudi€e dans notre groupe par
hybridation in situ au cours du développement embryonnaire de poulet (Bonnelye et al., 1994).
Le géne Rev-erbf est fortement exprimé dans le systéme nerveux embryonnaire, notamment

dans les ventricules cérébraux. Son expression semble persister, quoique faiblement, aprés la
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naissance (Enmark et al., 1994; Retnakaran et al., 1994; Dumas et al., 1994; Bonnelye et al.,
1994). Le plus étonnant est I’expression dans la notochorde a 24 heures et dans la plaque basale
du tube neural a E4, E6 et E7. Ces deux structures sont essentielles pour la mise en place des
neurones, ce qui pourrait suggérer un role de Rev-erbp dans le guidage des axones ou la

différenciation nerveuse (Bonnelye ef al., 1994).

1-3-2- Rdle dans la différenciation musculaire

Rev-erba et Rev-erbf sont aussi fortement exprimés dans le muscle squelettique adulte
et embryonnaire (Lazar et al., 1989; Enmark et al., 1994; Retnakaran et al., 1994; Dumas et al.,
1994; Bonnelye et al., 1994). De plus Rey-erba et f sont capables d’inhiber la différenciation
musculaire (Downes et al., 1995; Burke ef al., 1996). Le taux d’ARNm des Rev-erb est élevé
dans les myoblastes et il est trés faible dans les cellules différenciées en myotubes, et la
surexpression de Rev-erba ou Rev-erbf dans des cellules myoblastiques C2C12 empéche les
cellules de se différencier. La surexpression de Rev-erb sans domaine E, c’est-a-dire sans la
région portant la fonction de répression, ne bloque pas la myogénése. Par conséquent le role
des Rev-erb dans cette inhibition de la différenciation musculaire passe par sa fonction de
répresseur transcriptionnel (Downes et al., 1995; Burke et al., 1996). De plus, dans les cellules
C2C12 myoblastiques, la surexpression de Rev-erba ou Rev-erbf réduit le taux d’ARNm de
myoD , essentiel pour la régulation de la myogénése, ce qui suggére que les Rev-erb répriment

son expression en contrdlant ainsi la différentiation musculaire.

1-3-3- Action antagoniste de Rev-erb et ROR
Les récepteurs Rev-erb sont des répresseurs de la transcription, alors que les ROR
sont des activateurs. Or Rev-erb et ROR sont capables de fixer le méme élément de réponse
monomérique RevRE. Ainsi RORa en se fixant sur un RevRE active la transcription, et cette
activation diminue en présence de quantité croissante de Rev-erba ou Rev-erbp (Forman et al.,
1994). Les Rev-erb et RORa ont donc des effets antagonistes et sont en compétition pour la
fixation d’un RevRE monomérique. C’est en effet ce mécanisme qui peut expliquer la

régulation transcriptionnelle du proto-oncogéne N-myc par RORa et Rev-erbp (Dussault et
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Figure 34 : Représentation des identités de séquence des domaines C et E entre les
différents membres de la famille PPAR. Ce groupe est constitué de trois génes PPARa,
PPARB et PPARy (NR1Cl, NRI1C2, NRIC3 respectivement dans la nouvelle
nomenclature).



Giguere, 1997). Dans le premier intron du géne N-myc se trouve un site consensus RevRE
monomérique sur lequel sont capables de se fixer spécifiquement ces deux récepteurs orphelins.
Le récepteur Rev-erbf réprime N-myc alors que RORa I'active. L'effet proliférateur de N-myc
est a l'origine de la formation de foyers cancéreux qui traduit I’activation de I’expression de son
gene. Des tests de transformation cellulaire dans des cellules de carcinomes embryonnaires P19\
indiquent que la surexpression de RORa entraine la formation de deux fois plus de foyers de
cellules transformées, alors que la surexpression de Rev-erbp n’entraine pas la formation de
foyers cancéreux supplémentaires. Ces effets transcriptionnels passent par le RevRE identifié
car sa mutation provoque une augmentation de trois fois du nombre de foyers cancéreux. Cette
régulation antagoniste de Rev-erbf et RORG est sans doute importante pour la régulation des

effets proliférateurs de N-myc .

II- Les récepteurs activés par les proliférateurs de péroxysome : PPAR

2-1- La famille des PPAR

Les récepteurs PPAR ont ainsi été nommés a cause de leur capacité a étre activés par
les fibrates, des composants qui ont pour point commun d’induire la prolifération des
péroxysomes dans le foie des rongeurs (revue de Desvergne et Wahli, 1995). Les péroxysomes
sont des organites intracellulaires, dépourvus de DNA et riches en enzymes, dans lesquels se
déroule notamment I’oxydation des acides gras. La prolifération des péroxysomes dans le foie
des rongeurs peut étre induite par des drogues hypolipémiantes ou des hépatocarcinogénes qui
ont pour effet, non seulement d’augmenter les péroxysomes, mais aussi de diminuer la
concentration plasmatique des triglycérides et du cholestérol. La famille de récepteurs PPAR est
constituée de trois genes, «, B et y, découverts chez le xénope, la souris, le rat et ’homme
(Isseman et Green, 1990; Dreyer et al., 1992; Gottlicher et al., 1992; Schmidt et al., 1992;
Kliewer et al., 1994; Sher er al., 1993; fig 34). IIs sont tous plus ou moins activables par les
acides gras et les proliférateurs de péroxysome. Cependant, ils n’ont pas les mémes ligands ni

le méme patron d’expression (Braissant et al., 1996).

64



2-2- Fixation a PADN et activité transcriptionnelle

L’élément de réponse de PPAR, PPRE, a ét€ découvert dans le promoteur de I’acyl
CoA oxidase, et il est composé du motif de reconnaissance AGG(A/T)CA organisé en DR1
(Kliewer et al., 1992; Tugwood et al., 1992). Le promoteur de I’acyl CoA oxidase est
inductible par PPAR en présence de I’acide clofibrique, un proliférateur de péroxysome, mais\
aussi par RXR en présence de I’acide rétinoique 9-cis. L’action combinée de PPAR et RXR
active 4 fois plus que chaque récepteur pris indépendamment. Afin de savoir si PPAR fixe le
DR1 en homodimeére ou en hétérodimére avec RXR, des gels retard et des
coimmunoprécipitations ont été réalisés (Kliewer et al., 1992; Gearing et al., 1993; Isseman et
al., 1993; Krey et al., 1993). Ces travaux bnt montré que seul I’hétérodimere PPAR-RXR, par
opposition aux homodimeéres PPAR-PPAR et RXR-RXR, est capable de se fixer sur un PPRE.

Cet €lément de réponse DR1 cloné en amont du geéne rapporteur chloramphénicol
acetyl transférase, permet une activation de la transcription en présence de PPAR-RXR et de
lacide clofibrique (Isseman et al., 1993). Cette activation transcriptionnelle requiert le
coactivateur SRC1 qui se fixe directement sur le domaine E de PPAR (Nolte et al., 1998; fig
18). Le test CARLA, présenté dans les méthodes de recherche de ligands page 49, est justement

basé sur cette interaction spécifique induite par le ligand (Krey et al., 1997).

2-3- Les ligands

Les récepteurs PPAR étaient au début classés parmi les récepteurs orphelins. En effet,
on ne leur connaissait que des activateurs, c’est-a-dire des molécules capables d’activer la
transcription via les PPAR. Un ligand par contre, doit pouvoir se fixer directement sur son
récepteur, et cette fixation est saturable et réversible.

L’un des premiers activateurs des PPAR découvert fut 1’acide clofibrique, puis a cette
activateur synthétique se sont ajoutés des activateurs naturels tels que 1’acide arachidonique et
I’acide linoléique (Isseman et Green, 1990; Géttlicher et al., 1992). Chez les rongeurs, ces
molécules ont pour effet d’augmenter le poids du foie par hypertrophie et hyperplasie des

hépatocytes, et aussi d’augmenter le nombre de péroxysomes. La recherche de ligands des
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PPAR s’est orientée vers les métabolites des acides gras et notamment les dérivés de I’acide
arachidonique.

Le premier ligand découvert de PPARYy est la molécule synthétique thiazolidinedione
BRLA49653, qui a une constante de dissociation de 43 nM (Lehmann er al., 1995). Les
thiazolidinediones sont connus pour leur effet adipogénique sur les préadipocytes. Lorsque des\
cellules pluripotentes C3H10T1/2 sont traitées au BRL49653 a 107 M, elles se différencient en
adipocytes, et le niveau d’expression de I’ARN de PPARy est augmenté de 36 fois en réponse a
ce traitement (Lehmann et al., 1995). Le BRL49653 est un ligand synthétique de PPARY. La
recherche de ligand naturel de PPARy a conduit plusieurs équipes vers les dérivés de la
prostaglandine D2, PGD2 (Kliewer et",al., 1995; Forman et al.,, 1995b). En effet la
prostaglandine D2 est capable d'activer transcriptionnellement PPARa et y mais pas PPARB.
L’analyse, en fonction de la dose, de la réponse de ’activité des chimeres du LBD de PPARa
ou y fusionné au DBD de GALA4 n’atteint pas de plateau pour des concentrations de PGD2 de
10° M. La PGD2 est un activateur, et non pas un ligand de PPARa et y. Les métabolites de
PGD?2 ont été testés pour leur capacité a déplacer la fixation du ligand synthétique BR1.49653
sur PPARy. Seule la 15 deoxy-D'>'*-prostaglandine J2 est efficace. Un traitement des cellules
fibroblastiques murines C3H10T1/2 avec cette molécule entraine une différenciation
adipocytaire. Le 15 deoxy-Dl2’14-prostaglandine J2 et le BRL49653 sont donc des ligands de
PPARYy (fig 35).

Parmi les fibrates, le Wy-14,643 est le plus efficace des activateurs de PPARa
(Kliewer et al., 1994). Etant donné que les acides gras comme 1’acide arachidonique sont des
activateurs de PPARa, des ligands naturels ont été recherchés parmi leurs dérivés. Parmi ces
molécules, le leucotriene B4, est capable d’activer la transcription uniquement pour PPARa et
ceci de facon dose-dépendante (Devchand er al., 1996). L’étude de Daffinit¢ par la
représentation de Scatchard indique une constante de dissociation de 90nM, par conséquent, le

leucotriéne B4 est un ligand naturel de PPARGa (fig 35).
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Figure 35 : Représentation des ligands de PPAR« et PPARY synthétiques (WY 14,643 et BRL 49653) et naturels
(leucotriéne B4 et 15-deoxy -al2,14 prostaglandine J2)

2-4- Roles biologiques de PPAR«
2-4-1- Effet de I'inactivation du géne PPAR«

Le géne PPARG0 a ét€ inactivé par recombinaison homologue chez la souris (Lee et al.,
1995). Les souris PPARa -/- sont viables, fertiles et ne montrent aucune anomalie
phénotypique majeure. Cependant, elles ne sont plus sensibles aux effets ni de D’acide
clofibrique ni du Wyl14,643 dans le foie : elles ne développent pas d’hépatomégalie et
n’augmentent pas leur nombre de péroxysomes contrairement au souris +/+. Par conséquent
PPARa est I’isoforme majeure responsable de 1’effet des proliférateurs de péroxysomes qui est

spécifique aux rongeurs.

2-4-2- Role de PPARa dans le métabolisme lipidique

Les lipides (acide gras, triglycérides, phospholipides, cholestérol et esters de
cholestérols) sont des composés essentiels pour I’organisme, impliqués dans la constitution des
membranes, la synthése des hormones stéroidiennes et de la bile, mais aussi servent de source
et de réserve d’énergie. Les lipides sont des composés trés peu solubles dans I’eau, ne pouvant

étre acheminés dans le plasma sous forme libre. Ils n’existent qu’associés a des particules
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lipoprotéiques nommées lipoprotéines. Les lipoprotéines constituent dans le plasma un systéme
dynamique assurant le transport des lipides depuis leur lieu de sécrétion intestinale ou hépatique
jusqu’aux tissus ou ils seront utilisés. Parmi les lipoprotéines, la lipoprotéine de haute densité,
HDL, ala capacité d’effectuer un transport particulier du cholestérol : le transport inverse. Au
cours de ce transport inverse, le cholestérol excédentaire des tissus périphériques est capté par
les HDL, et ramené au foie ou il sera dégradé. Les HDL peuvent étre distinguées selon leur
composition en apolipoprotéines, en particulier selon leur composition en apo Al et apo All, les
apolipoprotéines majeures des HDL.

Plusieurs élément de réponse de PPAR, PPRE, fonctionnels ont été identifiés dans les
promoteurs des génes impliqués dans le fétabolisme des lipoprotéines : I’apolipoprotéine Al
humaine, I’apolipoprotéine AIl humaine et la lipoprotéine lipase de rat (Vu—Dac et al., 1994;
Vu-Dac et al., 1995, Schoojans et al., 1996). Mais la preuve de 1’évidence du rdle de PPAR«
dans le métabolisme des lipoprotéines vient principalement de I’étude des souris déficientes en
ce récepteur (Peters et al., 1997). Dans ces souris PPARa -/-, la concentration plasmatique des
HDL est deux fois supérieure par rapport a celle des souris normales, alors que leur
composition est identique. Il semblerait que cette augmentation des HDL soit due a une
augmentation des HDL contenant 1’apo Al En effet, dans le foie, alors que le taux d’ARNm de
I’apo Al est identique entre les souris +/+ et -/-, celui de I’apo Al est plus élevé dans les souris
-/-. Lorsque I’on traite avec des fibrates, le taux d’ARNm de 1’apo Al diminue et celui de I’apo
AII augmente dans le foie des souris contrdles. Chez les souris -/-, il n’y a aucune variation des
taux d’ARNm de ces deux apolipoprotéines. Par ailleurs, aprés un traitement aux fibrates, le
taux des triglycérides et I’ARNm hépatique de ’apo CIII, facteur clef du métabolisme des
triglycérides, diminue dans les souris +/+, alors que dans les souris -/- il n’y a pas de variation
(Peters et al., 1997). Enfin, dans les souris -/-, certaines enzymes du métabolisme des acides
gras ont une activité inférieure de 50% a celui des souris +/+ (Aoyama et al., 1998). Leurs
ARNm sont aussi fortement diminués dans les souris -/-, et ils n’augmentent pas apres
traitement aux fibrates. Cette régulation négative est sélective puisqu’elle ne concerne que
certaines enzymes du métabolisme des acides gras : VLCAD (pour “ very long chain acyl-CoA

dehydrogenase ), LCAD (pour “long chain acyl-CoA dehydrogenase ), LACS (pour
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“long chain acyl-CoA synthetase ”) et T1 (pour “short chain-specific3-ketoacyl-CoA
thiolase ). En conclusion, PPARa module le métabolisme lipidique en étant 1’intermédiaire
des effets des fibrates sur les apolipoprotéines, et le métabolisme des HDL et des triglycérides,
et il intervient aussi dans la synthése de certaines enzymes du métabolisme des acides gras (fig

36).

Transport Métabolisme

souris § ARNm | ARNm | ARNm | ARNm | ARNm J ARNm
PPARa | apoAI |[apoCII |VLCAD| LCAD | LACS T1

traii;eéﬁent T \ \ / / / /
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Figure 36 : Effet des fibrates sur des génes du métabolisme lipidique, dans des souris sauvages (+/+) ou des souris
dont le gene de PPAR« a été interrompu (-/-).

2-5- Réle biologique de PPARy
2-5-1- La différenciation adipocytaire

Les cellules adipocytaire sont caractérisées par le fait qu’elles expriment la protéine
adipocyte P2 (aP2) qui fixent les lipides (Tontonoz et al., 1994b). La recherche de facteurs
capables d'induire cette protéine spécifiquement dans les adipocytes a conduit a I'identification
de PPARy (Tontonoz et al., 1994b; 1994a). En effet, PPARY2, une isoforme de PPARy,
s'exprime uniquement dans la graisse blanche et brune, comme la protéine aP2, et, lors de la
différenciation adipocytaire des cellules préadipocyte 3T3-L1, I'expression de PPARY2 précede
celle aP2. L'hétérodimére PPARy2-RXRa est capable de fixer le promoteur du géne codant
aP2, et d'induire sa transcription. Le récepteur PPARY2 est donc un facteur de transcription
spécifique des adipocytes.

Etant donné que PPARY?2 est spécifiquement exprimé dans le tissus adipeux, et qu'il
est induit précocement lors de la différenciation adipocytaire, cela suggere un rdle de ce
récepteur dans les adipocytes. Afin de répondre a cette question, PPARY2 a ét€ surexprimé
stablement, a l'aide de vecteurs rétroviraux, dans des fibroblastes NITH-3T3 (Tontonoz et al.,
1994c). La surexpression de PPARy2 en présence de son ligand ETYA stimule la

différenciation des fibroblastes en préadipocyte. Cette activité adipogénique est dépendante de
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l'intégrité de son domaine de fixation a I'ADN, ce qui suggere sa fonction dans l'activation de
genes critiques pour la différenciation adipocytaire (Tontonoz et al., 1994c).

Un peu de la méme fagon, I'équipe de Reed Graves a montré le role de PPARy dans
les adipocytes bruns. La protéine UCP1 (pour "uncoupling protein") est exprimée
exclusivement dans les adipocytes bruns, et elle est responsable de la spécificité thermogénique\
de ces cellules. Le récepteur PPARYy, qui s'exprime dans le tissus adipeux brun, est capable
d'induire la transcription du gene codant UCPI, et de se fixer sur son promoteur sous forme
d'hétérodimere avec RXRa (Sears et al., 1996; Tai et al., 1996). Dans la lignée cellulaire de
préadipocyte brun, HIB-1B, un traitement au BRL4953, le ligand de PPARy, induit la
différenciation des adipocytes bruns, ‘et régule l'un des génes fondamentaux de Ila
thermogenese, UCP1.

Dans les liposarcomes humain, PPARy est aussi fortement exprimé (Tontonoz et al.,
1997). In vitro, les cellules de liposarcomes se différencient lorsqu'elles sont traitées avec le
ligand de PPARY, le thiazolidinedione, et le ligand de RXRa (Tontonoz et al., 1997). Ce qui
signifie que, in vitro, les ligands de PPARy et RXRa sont capables de sortir les cellules de
liposarcomes du cycle cellulaire, et de les orienter vers une différenciation adipocytaire
terminale (fig 37).

Chez trois patients atteints de liposarcome avancé, un traitement au troglitazone, un
ligand de PPARYy de la classe des thiazolidinediones, a été réalisé pendant 6 semaines (Demetri
et al., 1999). Ce traitement entraine un changement histologique avec une accumulation de
lipide intracellulaire. Par ailleurs, on observe une augmentation de 1'expression des génes liés a
une différenciation terminale adipocytaire : PPARY, la protéine adipocyte P2 et adipsin. De
plus, le pourcentage de cellules exprimant un marqueur de prolifération diminue, et le taux de
triglycéride augmente fortement. Il semblerait donc que, in vivo, un traitement au troglitazone,
un ligand de PPARY, permette aux cellules cancéreuses des liposarcomes de quitter le cycle de
prolifération cellulaire afin de se différencier en adipocytes. Le ligand de PPARy est en bonne
voie pour étre utilis€é comme thérapie de différenciation dans les cas de liposarcomes.
Cependant, cette étude in vivo n'a été réalisée que pour trois patients, et elle nécessite donc des

tests cliniques plus étendus (fig 37).
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Figure 37 : R6le de PPARydans la différenciation adipocytaire des cellules cancéreuses de liposarcomes.
t
2-5-2- Le cancer du colon

Le géne codant PPARy s'exprime non seulement dans le tissus adipeux et les
liposarcomes humain mais aussi dans le colon et le cancer du colon humain et murin ainsi que le
cancer du sein humain (Tontonoz et al., 1997; Demetri et al., 1999; Sarraf et al., 1998,
Lefebvre et al., 1998; Saez et al., 1998; Mueller et al., 1998). En ce qui concerne le cancer du
colon, il semblerait que PPARy ait des effets opposés en fonction des especes étudiées,
I'homme et la souris. Chez I'homme, l'activation de PPARy par son ligand, dans des cellules
du cancer du colon, entraine une diminution de la prolifération cellulaire et une différenciation
cellulaire (Sarraf et al., 1998). Chez la souris hétérozygote pour le géne suppresseur de tumeur
APC, l'activation de PPARYy par son ligand augmente la fréquence et la taille des tumeurs du
colon (Lefebvre et al., 1998; Saez et al., 1998).

Cette différence de résultat peut s'expliquer par le fait que 1'étude chez I'homme est
réalisée principalement dans des lignées cellulaires, alors que 1'étude chez la souris est réalisée
d'une part au niveau des tumeurs et d'autre part chez des souris génétiquement prédisposées
pour développer des polypes dans le colon. Il se peut que l'effet de I'activation de PPARy soit a
la fois la différenciation pour des cellules cultivées et la prolifération dans I'épithélium du colon.
Par ailleurs, les souris utilisées sont un modéle animal d'étude pour les cancers du colon

adenomatous polyposis coli (APC) familial qui ne représente pas la totalit¢ des cancers du
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colon. Il serait intéressant de savoir si il y a formation de tumeur lorsque I'on active PPARy

chez des souris génétiquement non sensible a ce cancer.

2-6 Les récepteurs PPAR et la plaque d'athérome

L'athérosclérose n'est pas une maladie en elle méme, mais un processus responsable\
des infarctus myocardiaques et cérébrals. Ce processus a lieu dans la lumiére artérielle, au
niveau de I'endothélium et des cellules musculaire lisses. Il est du a la formation d'une plaque
d'athérome constituée de fibres adipeuses, précédée et accompagnée d'inflammation, allant
jusqu'a I'occlusion de l'artére (revue de Ross, 1993; Lee et Libby, 1997).

Le mécanisme de formation de la plaque d'athérome commence par 1'agrégation de
macrophages riches en lipides (macrophages spumeux) et de lymphocytes T contre la paroi
artérielle. Le stade suivant est la formation de plaques fibreuses constituées de macrophages

spumeux, de cellules musculaire lisse et de lymphocytes T. L'augmentation de la taille de la

plaque d'athérome perturbe le flux sanguin (revue de Ross, 1993).

2-6-1 Les macrophages

Le rdle normal des macrophages, issues des monocytes, est de présenter l'antigeéne
aux lymphocytes T, mais aussi d'enlever les éléments nocifs et de produire des molécules
régulatrices de la prolifération et des cytokines (revue de Ross, 1993). Les macrophages sont
les médiateurs de 1'inflammation dans la plaque d'athérome. En effet, ces cellules internalisent
les lipoprotéines de faible densité oxydées présentes dans le plasma. Si il y a un excés de
lipoprotéines de faibles densité (LDL) oxydées, les macrophages deviennent des cellules portant
le cholestérol, et ils sont qualifiés de spumeux. Ces macrophages spumeux ont la particularité
d'€tre beaucoup moins mobiles que les macrophages, et d'adhérer a I'endothélium artériel. Ce
phénomene est I'une des premicres étapes de la formation de la plaque d'athérome.

Le récepteur PPARY est présent dans le cytoplasme des monocytes et dans le noyau
des macrophages (Tontonoz ez al., 1998; Ricote et al., 1998a). Dans les lignées cellulaires
leucémiques HL60, l'expression du géne de PPARy augmente en présence d'agent induisant la

différenciation monocytaire. De plus, les ligands de PPARy et de RXRa sont capables

72



d'induire la différenciation monocytaire des cellules HL60. Il semblerait donc que PPARy
interviennent dans la différenciation des cellules en monocyte et en macrophage (fig 38 A).

Par ailleurs, dans les monocytes, l'expression de PPARy est augmentée en présence
de lipoprotéines de faible densité (LDL) oxydées (Tontonoz et al., 1998). En effet, les LDL
oxydées sont capables d'activer la transcription dépendante de PPARYy, et il semblerait que\
certains métabolites oxydés de 1'acide linoléique soient des ligands de PPARy (Nagy et al.,
1998; fig 38 B).

Les ligands de PPARy et de RXRa favorisent l'internalisation par endocytose des
LDL oxydées, et augmentent l'expression du géne codant le récepteur membranaire CD36 qui
fixent les LDL oxydées (Tontonoz et al.,{1998). En effet, I'nétérodimere PPARy-RXRa peut
se fixer sur le promoteur du géne codant le récepteur CD36, et en induire la transcription.
Enfin, le récepteur PPARy est présent dans les macrophages spumeux, et les lésions
athérosclérotiques d'aorte.

Il semblerait donc que PPARy intervienne dans la différenciation des macrophages en
macrophages spumeux, notamment en induisant 1'expression du géne codant le récepteur
membranaire aux LDL oxydées, en présence de son ligand, un métabolite oxydés de l'acide

linoléique.
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Figure 38 : Réle de PPARy dans la différenciation des macrophages en macrophages spumeux (A), et dans
I'activation de I'expression du géne CD36 (B).
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2-6-2- La réaction inflammatoire induite par les macrophages

Dans les monocytes, lieu d'expression de PPARY, lorsque l'on traite les cellules avec
le ligand de PPARYy, la synthése de cytokines inflammatoire est plus faible par rapport aux
cellules non traitées (Jiang et al., 1998). L'effet du ligand de PPARYy se retrouve au niveau
transcriptionnel, pour la cytokine TNF-a il y a une diminution de l'expression de son géne;
Dans les macrophages, le ligand de PPARy semble empécher l'activation de ces cellules
entrainant la réponse inflammatoire (Ricote et al., 1998b). En effet, PPARY est capable de
diminuer 'activation de la transcription du geéne codant la synthase oxyde nitrique, connue pour
ses effets cytotoxiques. En fait, PPARYy interfére négativement avec les facteurs de transcription
qui induisent I'expression de la synthase oS_(yde nitrique. II semble donc que PPARY diminue la

réaction inflammatoire induite par les monocytes et les macrophages.

2-6-3 La réaction inflammatoire induite par les cellules musculaires lisses

Le leucotriécne B4, un agent chimiotactique qui initie et amplifie la réponse
inflammatoire, est aussi le ligand du récepteur PPARc (Devchand et al., 1996). Etant donné
que PPARa régule la dégradation oxydative des acides gras et leurs dérivés, comme par
exemple le leucotriene B4, il semblerait qu'il y ait une boucle de régulation négative de
l'inflammation. De plus les souris dont le géne de PPARa a été interrompu, ont une réponse
inflammatoire plus longue que chez les souris normales (Devchand et al., 1996). Dans cette
hypothése de régulation, le leucotriene B4, qui augmente la réponse inflammatoire, va aussi
activer le récepteur PPARa qui, en induisant le catabolisme du leucotriéne B4, va diminuer

l'inflammation (fig 39).

acide arachidonique —————p leucotriéne B4

'

PPAR«
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Figure 39 : Rdle de PPARa dans 'inflammation (d'aprés Devchand et al, 1996).
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Dans les cellules musculaires lisses aortiques, PPARa et PPARy sont exprimés (lijima
et al., 1998; Staels et al., 1998). Le rdle de ces deux récepteurs a €té testé pour leur capacité a
permettre & l'interleukine 1 d'induire la sécrétion de l'interleukine 6, un marqueur de l'activation
des cellules musculaires lisses (Staels er al., 1998). Seul le ligand de PPARq, par rapport &
celui de PPARy, empéche l'induction de l'interleukine 6. De plus, seul le ligand de PPAR est
aussi capable d'empécher l'interleukine 1 d'induire le géne de la cyclooxygénase 2 qui catalysej
l'acide arachidonique en prostaglandine. Le récepteur PPARo interfére négativement avec
NFxB qui induit le géne de la cyclooxygénase 2. Par ailleurs, chez des patients atteints
d'athérosclérose, un traitement aux fibrates diminue le taux de triglycérides plasmatique ainsi
que celui de l'interleukine 6. Les ligands de PPARa sont donc capables de diminuer la réponse

inflammatoire.

2-7 Conclusion

Le récepteur PPARa intervient dans le métabolisme lipidique au niveau des
transporteurs des lipides et des enzymes du métabolisme des acides gras. Le récepteur PPARy a
une activité adipogénique et il favorise la différenciation des cellules en adipocytes. Par ailleurs,
les deux récepteurs PPAR« et y interviennent dans la plaque d’athérome lors de la réponse
inflammatoire notamment. Ainsi, ces récepteurs ont & la fois des rdles spécifique mais aussi des

fonctions communes.
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I- Articles 1 : The nuclear receptor peroxisome proliferator-activated
receptor o and Rev-erbo mediate the species-specific regulation of
apolipoprotein A-I expression by fibrates

A- Introduction

Les lipides, composés trés peu hydrosolubles, n’existent dans le sang qu’associés 5\1
des particules lipoprotéiques que I’on nomme lipoprotéines. Méme si ils sont indispensables
pour la vie, leur taux élevé dans le sang est corrélé avec le développement de 1’athérosclérose,
maladie au cours de laquelle un des principaux lipides, le cholestérol, s’accumule dans les
artéres, entravant le flux sanguin.

L’étude de leffet des fibraté_s, produits hypolipémiants, sur le métabolisme
lipoprotéique est plus particulicrement orienté vers 1’étude des lipoprotéines de hautes densités
(HDL) du fait de leur capacité a effectuer un transport particulier du cholestérol : le transport
inverse du cholestérol a partir des tissus périphériques vers le foie. Les HDL peuvent étre
distinguées selon leur composition en apolipoprotéines, en particulier selon leur composition en
apo Al et apo All, les apolipoprotéines majeures des HDL. Chez le rat, un traitement a 0,5% de
fénofibrate mélangé a la nourriture (0,5% par rapport au poids du repas) pendant 14 jours réduit
de deux fois le taux plasmatique de cholestérol par rapport a un animal non traité (Staels et al.,
1992). De plus, au bout de trois jours, la concentration plasmatique de I’apo Al est aussi
diminuée de deux fois, et ’expression de son géne est diminuée de 4 fois. Par contre chez
I’homme, les fibrates entrainent une augmentation du cholestérol (Mellies et al., 1987). Cette
opposition de I’effet des fibrates dans le foie entre I’homme et le rongeur est particuliérement
évidente dans la souris transgénique pour le géne humain de I’apo AI (Berthou et al., 1996). En
effet, un traitement avec 0,5% de fénofibrate dans la nourriture pendant 7 jours entraine une
augmentation massive de la concentration plasmatique de ’apo AI humaine dans les souris
transgéniques alors que celle de ’apo Al murine diminue. De plus I’expression hépatique du
géne de ’apo Al humain augmente de 90% chez les souris transgéniques traitées, alors que
’expression hépatique du geéne de I’apo Al murine diminue de 50%.

Chez I’homme, I'effet positif des fibrates sur ’expression du géne codant I’apo Al

s’explique par le fait que les fibrates sont des activateurs spécifiques des récepteurs nucléaires
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PPAR. Parmi les trois génes PPAR connus, seul PPARa est clairement exprimé dans le foie
(Kliewer et al., 1994; Braissant et al., 1996). Il a été montré que PPAR« est capable de se fixer
sur le promoteur humain de I’apo Al et en présence de fénofibrate, il active la transcription de
ce géne (Vu-Dac et al., 1994). Par conséquent, chez I’homme, I'effet positif des fibrates sur
I’expression du géne de I'apo Al semble passer par le récepteur PPARc. Par contre, chez les\
rongeurs, le mécanisme de régulation négative de 1’expression du gene de I’apo Al par les
fibrates n’était pas connu (fig 40). Cependant il existe dans le promoteur de I’apo Al de rat un
élément de réponse pour le récepteur RORa (Vu-Dac et al., 1997). Or RORa et Rev-erba

utilisent le méme type d’élément de réponse, et Rev-erbo. est un répresseur de la transcription.

’ Fibrate
o0

HOMME
Traitement Promoteur de
['apolipoprotéine Al
aux
Fibrate
fibrates .

RAT ‘) . '
° x Promoteur de
I'apolipoprotéine Al

Figure : 40. L'effet des fibrates sur I'expression du geéne de l'apolipoprotéine Al est spécifique de l'espéce.

Plusieurs points nous ont menés 2 tester le rdle fonctionnel de Rev-erba sur la
répression transcriptionnelle du géne de I’apo Al chez le rat, induite par les fibrates. Tout
d’abord, la répression de I’apo Al par les fibrates se situe au niveau transcriptionnel. Cette
répression est un processus assez lent qui apparait au bout de 12 a 14 heures, indiquant un effet
indirect des fibrates. De plus I’élément de réponse de Rev-erbe, dans le promoteur de ’apo Al
est présent uniquement chez le rat et non pas chez I’homme, ce qui correspond aux différences
d’effets des fibrates entre I’homme et les rongeurs. Enfin, le géne Rev-erba s’exprime dans le

foie qui est le lieu de répression par les fibrates de 1’apo Al

B- Résultats
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Fibrates are widely used hypolipidemic drugs which
activate the nuclear peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR) a and thereby alter the transcription of
genes controlling lipoprotein metabolism. Fibrates in-
fluence plasma high density lipoprotein and its major
protein, apolipoprotein (apo) A-I, in an opposite manner
in man (increase) versus rodents (decrease). In the pres-
ent study we studied the molecular mechanisms of this
species-specific regulation of apoA-I expression by fi-
brates. In primary rat and human hepatocytes fehofi-
bric acid, respectively, decreased and increased apoA-I
mRNA levels. The absence of induction of rat apoA-I
gene expression by fibrates is due to 3 nucleotide differ-
ences between the rat and the human apoA-I promoter A
site, rendering a positive PPAR-response element in the
human apoA-I promoter nonfunctional in rats. In con-
trast, rat, but not human, apoA-I transcription is re-
pressed by the nuclear receptor Rev-erbe, which binds
to a negative response element adjacent to the TATA box
of the rat apoA-I promoter. In rats fibrates increase liver
Rev-erba mRNA levels >10-fold. In conclusion, the op-
posite regulation of rat and human apoA-I gene expres-
sion by fibrates is linked to differences in cis-elements
in their respective promoters leading to repression by
Rev-erba of rat apoA-I and activation by PPAR« of hu-
man apoA-I. Finally, Rev-erbea is identified as a novel
fibrate target gene, suggesting a role for this nuclear
receptor in lipid and lipoprotein metabolism.

Fibrates are a class of drugs used in the treatment of athero-
genic dyslipidemia (1). Fibrates are ligands for transcription
factors belonging to the peroxisome proliferator-activated re-
ceptor (PPAR)! subfamily of nuclear receptors (2, 3). After
ligand activation and heterodimerization to the 9-cis retinoic
acid receptor RXR, PPARs bind to specific response elements,
termed peroxisome proliferator response elements (PPREs), in
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the regulatory regions of target genes. PPREs consist of a direct
repeat of the degenerated hexamer AGGTCA sequence sepa-
rated by 1 nucleotide (DR-1). Fibrates exert their effects on
plasma lipids by altering the transcription of genes involved in
lipoprotein metabolism (1). Direct evidence that fibrate action
on lipoprotein metabolism is mediated by PPARe, the principal
PPAR form in liver, came from studies in mice rendered defi-
cient for PPAR« by homologous recombination (4). Functional
PPREs have been identified in the promoters of a number of
genes involved in plasma triglyceride (e.g. human apoC-III (5)
and mouse and human lipoprotein lipase (LPL) (6)) and high
density lipoprotein (HDL) metabolism (e.g. human apoA-I (7)
and apoA-II (8)).

Whereas both in man and rodents fibrates efficiently de-
crease plasma triglycerides, their effects on HDL occur in an
opposite manner in these species. Whereas in man plasma
HDL cholesterol consistently increases upon fibrate treatment
(9), a pronounced decrease is observed in rats (10). Previously,
it was demonstrated that these species differences in HDL
response to fibrates are associated with opposite changes of
apoA-I expression, the major HDL apolipoprotein. In rats, fi-
brate treatment lowers hepatic, but not intestinal, apoA-I
mRNA levels, due to a decreased transcription rate of the
apoA-I gene in liver (10). In contrast, the transcription rate of
the human apoA-I gene is induced by PPAR¢, which interacts
with a positive PPRE located in the A site of the human apoA-I
gene promoter liver-specific enhancer (7). Furthermore, fi-
brates enhance apoA-I expression and production both in vive
in man and in vitro in human hepatoma cells (11-14). The
observation that fibrates regulate human and mouse apoA-I
gene transcription in an opposite manner in livers of transgenic
mice overexpressing the human apoA-I gene driven by its ho-
mologous promoter including the PPRE sequence (15) sug-
gested that the species-specific differences in fibrate response
are due to cis-element sequence differences between the rodent
and human apoA-I genes. However, the exact molecular mech-
anisms implicated have not been determined yet. In addition,
although the mechanisms of positive regulation of gene expres-
sion by fibrates via PPAR interacting with positive PPRE se-
quences are well understood (for review, see Schoonjans et al.
(16)), little is known on the mechanisms of negative gene reg-
ulation by fibrates and PPARs.

In this study, we determined the molecular mechanisms
behind the differential regulation of rat versus human apoA-I
gene expression by fibrates. Our results demonstrate that this
opposite regulation is due to sequence differences of two dis-
tinct enhancer regions in the rat and human apoA-I genes. On
the one hand, the human apoA-I gene promoter A site contains
a positive PPRE to which PPAR« binds. The lack of induction
of apoA-I gene transcription by fibrates in rats is due to 3
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nucleotide differences between the rat and the human apoA-I
gene promoter A sites, resulting in the transformation of the
positive PPRE in the human apoA-I promoter in a nonfunc-
tional site in rats. On the other hand, rat, but not human,
apoA-I gene transcription is repressed via an element overlap-
ping the TATA box to which the nuclear orphan receptor Rev-
erba binds. Furthermore, fibrates induce Rev-erba and repress
apoA-I gene expression only in rat liver, but not in intestine.
Interestingly, the rat apoA-I promoter Rev-erba response ele-
ment (RevRE) is not conserved in the human apoA-I gene
promoter.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—Fenofibric acid and fenofibrate, and ciprofibrate were
kind gifts of Dr. Alan Edgar (Laboratoires Fournier, Daix, France) and
Dr. Herbert (Sanofi, Toulouse, France) respectively. Bezafibrate and
hematoxylin were from Sigma.

Animal Studies—Adult Sprague-Dawley rats (3 months old) were
treated for 14 days with the specified fibrates at the indicated concen-
trations (w/w) mixed in chow. At the end of the treatment period all
animals were fasted overnight, weighed, and sacrificed by exsanguina-
tion under ether anesthesia between 9 and 11 a.m. Livers were frozen
in liquid N, or stored in phosphate-buffered saline until RNA or in situ
hybridization analysis.

Cell Culture—Human hepatoma HepG2 cells (E.C.A.C.C., Porton
Down, Salisbury, UK) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium supplemented with 10% fetal calf serum at 37 °C in a humid-
ified atmosphere of 5% CO,, 95% air. Medium was changed every other
day. Human and rat hepatocytes were isolated by collagenase perfusion
and cultured as described previously (17). At the end of the treatment
period with fenofibric acid (in Me,SO), cells were washed three times
with ice-cold phosphate-buffered saline, homogenized in 4 M guani-
dinium isothiocyanate, and used for RNA analysis.

RNA Analysis—RNA preparation, Northern blot hybridizations, and
quantifications were performed as described previously (10). The rat
apoA-I (10), apoE (10), Rev-erba (18), HNF-4 (19), and human acidic
ribosomal phosphoprotein 36B4 ¢cDNAs (20) were used as probes.

Recombinant Plasmids—Polymerase chain reaction amplification
and cloning of the rat apoA-I promoter into the pBLCAT5 promoterless
expression vector was described previously (21). Site-directed mutagen-
esis of the apoA-I1 RevRE was accomplished using the oligonucleotide
5'-CAC ACA TAT ATA GGC AGG GAA GAA GA-3' as a mutagenic
primer on single-stranded DNA templates according to Kunkel (22).
The rat wild-type (5'-GAT CCA CAC ATA TAT AGG TCA GGG AAG
AAG A-3’) and mutant apoA-I RevRE (5'-GAT CCA CAC ATA TAT
AGG CAG GGA AGA AGA-3') and the rat (5’-GAT CCA CTG AAC CCT
TGA TCC CAG CTC TG-3’) and human wild type (5'-GAT CCA CTG
AAC CCT TGA CCC CTG CCC TA-3') and mutant (5'-GAT CCA CTG
ATC CCT TGT CCC CTG CCC TA-3') apoA-I A-site oligonucleotides
were cloned into the BamHI/BgIII sites of pIC20H (23), digested with
HindIIl, and subcloned upstream of the thymidine kinase (TK) pro-
moter of pPBLLCAT4 (24) to generate, respectively, rAI-TATA_,-TKCAT,
rALI-TATA,,,-TKCAT rAIA,.-TKCAT, bAIA,,-TKCAT, and hAIA, -TK-
CAT. Identity of all clones was verified by sequence analysis.

Transient Transfections—Transfections in HepG2 cells were per-
formed at 50—60% confluency by the calcium phosphate coprecipitation
procedure with a mixture of plasmids that contained in addition to the
reporter (1-5 pg/60 mm culture dish) and expression vector(s) (100
1000 ng), 0.35 ug of cytomegalovirus-B-galactosidase expression vector
as a control for transfection efficiency. All samples were complemented
to an equal total amount of DNA. After 4 h cells were washed with
phosphate-buffered saline and incubated for another 16 h with the
indicated stimuli in fresh medium containing 5% calf serum delipopro-
teinized by ultracentrifugation in KBr (1.21 g/ml) and subsequently
treated with AG-1-X8 resin (Bio-Rad) plus activated charcoal. Stimuli
were dissolved in Me,SO and added to the medium at the indicated
concentrations and periods of time. Control cells received vehicle only.
CAT activity was determined on cell extracts as described by Gorman et
al. (25). Autoradiographs were quantified by liquid scintillation count-
ing and results were normalized for transfection efficiency. Transfec-
tion experiments were performed at least three times.

Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)—hPPARe, mRXRa,
and hReverba proteins were synthesized in vitro using the rabbit re-
ticulocyte lysate system (Promega). EMSAs with Rev-erba, PPAR
and/or RXR were performed as described previously (7, 26). For com-
petition experiments, increasing amounts of the indicated cold oligonu-

Species-distinct Regulation of the ApoA-I Gene by Fibrates
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Fic. 1. Fenofibric acid influences apoA-I mRNA levels in pri-
mary cultures of aduit human and rat hepatocytes in an oppo-
site manner. Human (A) and rat (B) hepatocytes were treated for 24 h
with fenofibric acid at the indicated doses. Total RNA (10 ug) was
subjected to Northern blot analysis using human (A) or rat (B) apoA-I
(top panels) and 36B4 (bottom panels) cDNA probes.

cleotides were included just before adding labeled oligonucleotide. After
15 min of incubation at room temperature, DNA-protein complexes
were separated by electrophoresis on a 4% polyacrylamide gel in 0.25X%
Tris borate-EDTA buffer at 4 °C.

RESULTS

ApoA-I Gene Expression Is Regulated in an Opposite Manner
by Fenofibrate in Human Versus Rat Hepatocytes—To study
whether the species differences in response to fibrates are due
to a distinct regulation of apoA-I expression in liver, the effects
of fenofibric acid, the active form of fenofibrate, on apoA-I gene
expression were compared between primary cultures of human
versus rat hepatocytes. Addition of fenofibric acid to primary
human hepatocytes, at a concentration (100 um) within the
range of plasma concentrations attained in fenofibrate-treated
patients, resulted in a >2-fold increase of apocA-I mRNA levels
(Fig. 1A). In contrast, in rat hepatocytes fenofibric acid de-
creased apoA-I mRNA levels in a dose-dependent manner (Fig.
1B). As a control, mRNA levels of the ribosomal protein 36B4
did not change upon treatment of either human or rat hepato-
cytes with fenofibric acid (Fig. 1). These data indicate that the
species-distinct regulation of the apoA-I gene is due to a direct
effect of fenofibrate on the hepatocyte.

The Human, but Not the Rat, ApoA-I Promoter A Site Con-
tains a Positive PPAR-response Element—Since previously a
positive PPRE has been identified in the human apoA-I pro-
moter A site (7), we wondered whether the lack of induction of
apoA-I gene expression by fibrates in rats could be due to the
absence of a functional PPRE in the rat apoA-I promoter.
Interestingly, when the human and rat apoA-I A sites, which
are composed of 3 degenerated hexameric half-sites separated
by 2 and 1 nucleotides, respectively (DR-2 and DR-1), were
aligned, 3 nucleotide differences were observed (Fig. 24). To
determine whether these nucleotide differences conferred a
different PPAR binding potential to the rat and human apoA-I
A sites, EMSA experiments were performed. Incubation of ra-
diolabeled human A site oligonucleotide with in vitro produced
PPAR protein, in the presence of its heterodimeric partner
RXR, resulted in the formation of a retarded complex (Fig. 2B,
lane 3). This complex was specific since it could be competed
out by adding excess unlabeled human A site oligonucleotide
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Fig. 2. PPAR/RXR heterodimers bind to the human, but not to
the rat apoA-I A site. A, sequence alignment of the human (RAIA) and
rat (rAIA) wild-type apoA-I A sites. The degenerated half-sites are
indicated by arrows. The sequence differences between the human and
rat A sites are underlined. B and C, gel retardation assays were per-
formed on end-labeled hATA oligonucleotide in the presence of in vitro
transcribed/translated hPPAR«, mRXRea, or unprogrammed reticulo-
cyte lysate (/ = no extract added; Lys. = unprogrammed lysate). Com-
petition experiments for binding to in vitro transcribed/translated hP-
PARo/mRXRa were performed by adding 50 (lanes 7 and 11), 100 (lanes
4,5,8,and 12), 200 (lanes 9 and 13) or 400-fold (lanes 10 and 14) molar
excess of cold hAIA (lanes 4 and 7-10) or rAlIA (lanes 5 and 11-14)
oligonucleotide.

(Fig. 2, B, lane 4, and C, lanes 7-10). In contrast, unlabeled rat
A site oligonucleotide did not compete for binding to the human
A site (Fig. 2, B, lane 5, and C, lanes 11-14).

Next, the human and rat A sites were cloned in front of a
heterologous promoter, and transient co-transfection experi-
ments were performed in HepG2 cells. PPAR co-transfection
resulted in a significant increase of human A site driven CAT
activity (Fig. 3). Due to the high basal activity of PPAR in
HepG2 cells, possibly due to the activation by endogenous
PPAR ligands, no further activation was observed in the pres-
ence of fenofibric acid (Fig. 3). However, activation by fibrates
was observed when the same experiments were performed in
other cells, such as in HeLa or CV-1 cells (not shown). In
contrast, rat apoA-I A site-driven CAT activity was not in-
creased by PPAR, fenofibric acid, or both together (Fig. 3).
These data clearly indicate that only the human, but not the
rat, apoA-I A site functions as a PPRE.

The Orphan Receptor Rev-erba Represses Transcription of
the Rat ApoA-I Promoter—In a previous report, the nuclear
receptor ROR«a1 was identified as a positive regulator of apoA-I
expression in the intestine (28). Interestingly, nuclear recep-
tors of the ROR and Rev-erb groups regulate transcription
through identical response elements, leading to cross-talk be-
tween the positive ROR and the negative Rev-erb nuclear re-
ceptors (29-32). Therefore, it was tested whether Rev-erba,
which is expressed in liver (18, 33), could act as a repressor of
rat apoA-I transcription. Co-transfection of CAT reporter con-
structs driven by the rat apoA-I promoter with a Rev-erba
expression vector resulted in dose-dependent repression of CAT
activity in HepG2 cells (Fig. 4, A and B). Interestingly, human
apoA-I promoter activity was not repressed by Rev-erba co-
transfection (Fig. 4A). These results indicate that the rat, but
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Fia. 3. PPAR activates the human, but not rat, apoA-I A site.
The human (hAIA,,) and rat (rAIA,,,) apoA-I A sites were cloned up-
stream of the TK promoter, and HepG2 cells were transfected wjth the
indicated plasmids (5 ug) in the presence of co-transfected mPPAR« or
pSG5 vector plasmids (1 pg). Cells were treated with fenofibric acid
(FF) (500 pM) or vehicle, and CAT activity was measured and expressed
as mean * S.D.

not the human, apoA-I gene is a Rev-erba target gene.

To determine whether this repression of apoA-I promoter
activity is mediated by the previously identified response ele-
ment for RORal (28) located adjacent to the TATA box, the
activity of Rev-erba was analyzed on an apoA-I promoter con-
struct carrying a mutation in the ROR«a1 response element (see
Fig. 6A4). Whereas wild-type apoA-I promoter activity was sig-
nificantly repressed in a dose-dependent manner, Rev-erba
failed to repress the activity of the mutated construct (Fig. 4C),
thereby indicating that the Rev-erba and RORa response ele-
ments coincide.

Rev-erba Represses Transcription of the Rat ApoA-I Promoter
through Both Active and Passive Mechanisms—Since Rev-erba
may repress transcription either actively, by recruiting nuclear
co-repressors of the N-CoR family (34, 35), or passively, by
competing for binding with other, positive factors, such as the
proteins binding to the TATA box, the activity of a C terminus-
truncated Rev-erba236, which can still bind to DNA, but does
not actively repress transcription (36), was tested on rat apoA-I
promoter transcription. In contrast to wild-type Rev-erbe,
which repressed transcription already at low concentrations,
Rev-erba236 started to repress apoA-I transcription only at
higher amounts of expression vector (Fig. 54).

To determine whether Rev-erba could repress transcription
from a heterologous promoter, the rat apoA-I TATA site (Al-
TATA) was cloned in front of the TK promoter, and transient
transfection assays were performed. Compared with the empty
expression vector, co-transfection of Rev-erba resulted in a
significant decrease of wild-type rat AI-TATA driven CAT ac-
tivity (Fig. 5B). In contrast, neither mutated AI-TATA nor TK
promoter alone driven CAT activity were repressed by Rev-
erba co-transfection (Fig. 5B). Altogether, these observations
suggest that the repression of rat apoA-I transcription by Rev-
erbe is likely due to a combination of active and passive tran-
seriptional repression mechanisms.

Rev-erba Binds to the Rat, but Not the Human, ApoA-I Pro-
moter TATA Site—EMSAs were performed to determine
whether Rev-erba could bind to the rat AI-TATA site. Incuba-
tion of labeled rat wild-type AI-TATA oligonucleotide with Rev-
erba resulted in the formation of a retarded complex (Fig. 6, A
and B, lane 2). The binding was specific since it could be
competed out by excess amounts of either unlabeled consensus
monomeric RevRE (30, 37) or rAI-TATA,, oligonucleotides
(Fig. 6B, lanes 3-6). In contrast, neither rAI-TATA , nor hu-
man AI-TATA oligonucleotides could compete for binding of
Rev-erba to rAI-TATA, (Fig. 6, lanes 7-10). Similar results
were obtained using the consensus RevRE oligonucleotide as a
probe (Fig. 6C). Similar as cold RevRE oligonucleotide (Fig. 6C,
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FiG. 4. Rev-erba represses transcription of the rat, but not the human, apoA-I promoter. A, HepG2 cells were transfected with the rat
(r(—256/ +91)AI-CAT) or human (h(—256/+26)AI-CAT) apoA-1 promoter reporter plasmids (2 ug) in the presence of co-transfected hRev-erba
plasmid (1 ug). B, HepG2 cells were transfected with the indicated rat apoA-I promoter reporter plasmids (2 pg) in the presence of incteasing
amounts (0, 100, 500, and 1000 ng) of co-transfected hRev-erba plasmid. C, HepG2 cells were transfected with the wild-type (r(-252/+26),,Al-
CAT) or mutated (r(—252/+26),,AI-CAT) rat apoA-I promoter constructs (2 ug) in the presence of increasing amounts (0, 100, 250, 500, and 1000
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FiG. 5. Repression of the rat apoA-I gene promoter by Rev-
erba is due to both active and passive repression mechanisms.
A, HepG2 cells were transfected with the r(~252/+26)AI-CAT reporter
plasmid (2 pg) in the presence of increasing amounts (0, 500, and 1000
ng) of either the wild-type (Rev-erba) or truncated (Rev-erba236) Rev-
erba expression plasmids. B, HepG2 cells were transfected with the rat
wild type (rAI-TATA,,-TK-CAT) and mutated (rAI-TATA,,,-TK-CAT)
apoA-1 TATA site-containing TK promoter plasmids (2 pg) in the pres-
ence of increasing amounts (0, 250, 500, and 1000 ng) of Rev-erba
expression plasmid. Empty pSG5 vector was added to an equal amount
of plasmid DNA.

lanes 12-14), cold rAI-TATA_, oligonucleotide (Fig. 6C, lanes
15-17) competed efficiently for binding of Rev-erba to RevRE,
whereas the human hAI-TATA,, (Fig. 6C, lanes 18-20) oligo-
nucleotide failed to compete. Altogether, these data indicate
that whereas the rat apoA-I promoter contains a functional
Rev-erba response element, the human AI-TATA site does not
bind Rev-erba.

Fibrates Induce Rev-erba. mRNA Levels in Rat Liver—To
determine whether the negative regulation of rat apoA-I gene
expression by fibrates is mediated via Rev-erba, adult rats
were treated for 14 days with different doses of fenofibrate, and
Rev-erba mRNA levels were measured by Northern blot anal-
ysis in livers and intestines, the major sites of apoA-I produc-
tion. Administration of fenofibrate resulted in a pronounced
induction of Rev-erba gene expression (Fig. 7A). This induction
of Rev-erba mRNA was dose-dependent, being evident at a dose
level of 0.05% (w/w) of fenofibrate and further enhanced at
0.5%. Interestingly, the induction of Rev-erba mRNA levels
was inversely proportional to the decrease of apoA-I mRNA
levels in liver (Fig. 7A). In contrast to liver, intestinal Rev-erba
mRNA levels did not change significantly after fenofibrate
treatment (control, 100 = 19%; fenofibrate 0.005%, 90 = 3%;
fenofibrate 0.05%, 110 = 10%; fenofibrate 0.5%, 144 = 5%),
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FiG. 6. Rev-erba binds to the wild-type rat, but not to the
mutated rat or human apoA-I TATA sites. A, sequence comparison
of the consensus (RevRE), the rat wild-type (rAI-TATA,,) and mutated
(rAI-TATA,,) and the human (hAI-TATA,,) apoA-I TATA sites. The
AGGTCA half-site is indicated by an arrow. The sequence differences
between the rat wild-type, mutated, and human sites are underlined. B
and C, gel retardation assays were performed on end-labeled rAI-TATA
(lanes 1-10) or RevRE (lanes 11-20) oligonucleotides in the presence of
in vitro transcribed/translated hRev-erba or unprogrammed reticulo-
cyte lysate (/). Competition experiments for binding of hRev-erba were
performed by adding 1 (lanes 12, 15, and 18), 10 (lanes 3,5, 7, 9, 13, 16,
and 19) and 100-fold (lanes 4, 6, 8, 10, 14, 17, and 20) molar excess of
cold RevRE (lanes 3, 4, and 12-14), rat wild-type (lanes 5, 6, and 15-17),
rat mutated (lanes 7 and 8) or human (lgnes 9, 10, and 18-20) apoAl-
TATA oligonucleotide (— = no competitor added).

which correlates well with the absence of effects of fibrates on
intestinal apoA-I mRNA levels (10).

To determine whether the induction of liver Rev-erba gene
expression is a general property of fibrates, rats were treated
for 14 days with different fibrates. All fibrates tested signifi-
cantly increased Rev-erba mRNA levels, which was most pro-
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nounced for ciprofibrate (>30-fold), followed by fenofibrate
(>25-fold) and bezafibrate (=15-fold) (Fig. 7B). All fibrates also
repressed liver apoA-I mRNA levels (Fig. 7B). As a control
mRNA levels of apoE, whose expression has been shown not to
be controlled by fibrates (10), did not change significantly upon
fibrate treatment (Fig. 7, A and B). Interestingly, hepatic
mRNA levels of the nuclear receptor HNF-4, which is a major
regulator of liver apolipoprotein gene transcription and whose
expression has been shown to be repressed by fibrates (5), did
not change significantly in either experiment (Fig. 7, A and B).

Finally, the induction of Rev-erba gene expression by fi-
brates was also observed by in situ hybridization experiments
using liver slices from rats treated with different fibrates (data
not shown). Compared with controls, hybridization with an
antisense Rev-erba riboprobe resulted in an enhanced signal
intensity in livers from fibrate-treated rats, which was evenly
distributed throughout the liver, indicating that Rev-erbe
mRNA levels increase after fibrate treatment in the apoA-I-
producing parenchymal cells of the liver.

DISCUSSION

Fibrates are hypolipidemic drugs, which have been discov-
ered by virtue of their cholesterol-lowering activity in rats (for
review, see Staels and Auwerx (1)). Ironically, this cholesterol
lowering is entirely due to a decrease of plasma HDL choles-
terol concentrations and its major apolipoprotein, apoA-I (10),
an effect nowadays considered to be negative, due to the pro-
tective activities of HDL and apoA-I against atherosclerosis
(38, 39). In contrast, in man fibrates consistently elevate
plasma HDL and apoA-I and increase the production rate of its
major apolipoproteins, apoA-I and apoA-II (8, 13, 40). In the
present study, we addressed the mechanisms of the differential
response of apoA-I expression to fibrates in man and rat. Using
primary human and rat hepatocytes we demonstrate that the
opposite action of fenofibrate is due to a direct effect on the
hepatocyte. These data are in line with a previous report show-
ing opposite regulation of human (increase) versus mouse (de-
crease) apoA-I gene expression by fibrates in livers of trans-
genic mice overexpressing the human apoA-I gene under
control of its homologous promoter (15). The experiments in
these mice also indicated that this species-specific opposite
regulation between human versus mouse is due to differences
in cis-, but not in ¢rans-acting elements (15). The results pre-
sented in this study indicate that the differences in fibrate
response between the human and rat apoA-I genes are due to a
combination of two distinct mechanisms implicating two differ-
ent cis-elements binding two distinct nuclear receptors, PPAR«
and Rev-erba (Fig. 8).

On the one hand, the absence of induction of apoA-I gene
expression by fibrates in rats is linked to 3-nucleotide differ-

ences between the rat and human apoA-I promoter A sites,
thereby rendering the positive PPRE in the human apoA-I
promoter nonfunctional in rats. Since in vitro promoter map-
ping studies identified a positive PPRE in the human apoA-I
promoter A site (7), and since human apoA-I gene expression is
induced at the transcriptional level by fibrate treatment in
livers of transgenic mice (15) overexpressing the human apoA-I
gene under control of its homologous promoter including this
PPRE, it is highly likely that this element indeed confers the
positive response of the human apoA-I gene to fibrates. The
demonstration that this element is not functional in the rat
apoA-I A site would therefore explain the lack of induction of
rat apoA-I gene expression by fibrates.

On the other hand, a negative site for the nuclear receptor
Rev-erba is present in the rat, but not in the human, apoA-I
promoter, and fibrate treatment results in a pronounced in-
crease of liver expression of the Rev-erba gene. Together with
Rev-erbg (also termed RVR, BD73) and the Drosophila receptor
E75, Rev-erba (also termed ear-1) belongs to a subfamily of
orphan receptors, which repress transcription of target genes
(41). Rev-erba appears to be ubiquitously expressed (18, 33),
but its functions are ill defined. A number of indirect observa-
tions suggested a role for Rev-erba in metabolic control and
energy homeostasis. First, Rev-erba expression is induced dur-
ing differentiation of preadipocytes into adipocytes (42). Sec-
ond, Rev-erbe is transcribed from the opposite strand of the
thyroid hormone receptor (TR) a gene, with its 3’ exons over-
lapping with TRa2, a dominant negative regulator of TR action,
suggesting a role for Rev-erba as a modulator of thyroid hor-
mone signaling (18, 33, 43, 44). Indeed, the level of Rev-erba
expression appears to be a determinant of the ratio of TRal:
TRa2 mRNA levels (42, 45, 46). In addition, Rev-erba has been
suggested to bind to a subset of TR response elements (TREs),
composed of DR-4 sequences (47), as well as to compete with TR
for binding to TREs (48). Finally, overexpression of Rev-erba in
mouse myoblasts leads to inhibition of muscle differentiation,
possibly due to interference with thyroid hormone-induced
muscle differentiation pathways (48). Interestingly, a signifi-
cant level of cross-talk exists also between the peroxisome
proliferator and thyroid hormone signaling pathways. Indeed,
in rodents peroxisome proliferators and thyroid hormones often
regulate the same target genes (49). In addition, certain of
these genes have been shown to carry both TREs and PPREs
(50, 51). Cross-talk between PPAR and TR may furthermore
occur by competition for binding to DNA (52, 53) or for the
common heterodimeric partner RXR (53—-56), or by formation of
PPAR:TR heterodimers, as has been suggested by one report
(57). Our data identifying Rev-erba as a fibrate target gene
suggests another layer of cross-talk between the TR and PPAR
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signaling pathways. Indeed it is conceivable that the induction
of Rev-erba expression after fibrates results in decreased TRa2
mRNA levels, resulting both in a higher level of expression of
functionally active TRa1 as well as lower levels of the dominant
negative TRa2 protein, altogether leading to enhanced thyroid
hormone action. Studies to test this hypothesis are curréntly
underway in our laboratory.

The identification of the rat apoA-I gene, a major determi-
nant of HDL metabolism, as a target for Rev-erba, is the first
demonstration of a role for this nuclear receptor in lipoprotein
metabolism, albeit in rats. Although this site is not conserved
in the human apoA-I gene, the fact that, both in rats (this
study) and in man,? Rev-erba expression is controlled by fi-
brates, which are major regulators of lipoprotein metabolism,
points to a role for this nuclear receptor in lipoprotein metab-
olism and possibly atherogenesis. It will therefore be of interest
to determine which human genes are regulated by Rev-erba.

Rev-erb family members bind in vitro either to a monomeric
half-site, to a subset of DR-2 (termed RevDR2) or to DR-4 TRE
sequences (29-31, 36, 37, 47, 58, 59). In addition to the human
Rev-erba gene, which is negatively autoregulated by Rev-erba
binding to a RevDR2 sequence (36), the rat apoA-I gene is only
the second natural Rev-erba target gene identified to our
knowledge. The Rev-erba response element in the rat apoA-I
promoter is composed of a AGGTCA half-site preceded by an
AT-rich region consisting of the TATA box. Previously, it was
suggested that Rev-erba represses transcription only from
RevDR2, but not from monomeric sites (31). Our results dem-
onstrating that Rev-erba represses transcription via a mono-
meric site, both in the context of the homologous as well as a
heterologous promoter, suggest that Rev-erba is also active on
monomeric sites. Similarly, Rev-erbg actively represses tran-
scription of the N-myc gene via a monomeric sequence (32).
Active transcription repression by Rev-erba may occur by re-
cruting nuclear receptor corepressors of the N-CoR family,
which interact with the C terminus of Rev-erba (34, 35). How-
ever, the truncated Rev-erba236 form (36), which lacks the the
N-CoR binding domains, also represses transcription, albeit to
a smaller extent than wild-type Rev-erbea, suggesting that the
repression of apoA-I transcription by Rev-erba is due to a
combination of both active and passive mechanisms. Passive
transcriptional repression may occur by competition for bind-
ing of either TATA-box binding protein (TBP) to the TATA box
or for positive transcription factors to the monomeric site.

2 N. Vu-Dac, S. Chopin-Delannoy, P. Gervois, E. Bonnelye, G. Martin,
J.-C. Fruchart, V. Laudet, and B. Staels, manuscript in preparation.
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Several lines of evidence point to a functional role for Rev-
erba in the transcriptional repression of rat apoA-I gene ex-
pression by fibrates. First, the repression of rat apoA-I expres-
sion by fibrates occurs at the transcriptional level (10). Second
and in contrast to the induction by fibrates of direct PPAR-
target genes, such as acyl-CoA oxidase, the repression of apoA-I
gene expression is a relatively slow process requiring between
12 and 24 h, pointing to an indirect action of fibrates (60).
Third, the Rev-erba response element is only present in the rat,
but not in the human, apoA-I promoter, which correlates well
with the difference in response of human versus rat apoA-I
gene expression to fibrates. Finally, Rev-erba gene expression
is only induced in the liver, but not in the intestine, and
fibrates repress apoA-I gene expression only in rat liver, but
not in intestine (10).

In addition to the rat apoA-I gene, fibrates have been shown
to repress the transcription of a wide array of genes involved in
lipid and energy metabolism, such as rat S14 (56), rat apoA-IV
(61), rat lecithin:cholesterol acyltransferase (62), rat hepatic
lipase (63), and the human, rat, and mouse apoC-III (4, 5, 64,
65) genes in liver. Furthermore, the antidiabetic thiazo-
lidinediones, which are ligands for PPARy, have been shown to
repress the transcription of the human and rat leptin genes in
adipose tissue (66—69). Although the mechanism of positive
regulation by fibrates via PPAR interacting with PPRE se-
quences in target gene promoters has been fairly well studied,
relatively little is known about the mechanisms of negative
transcriptional regulation by these agents. Since both apoC-III
and apoA-I gene expression are increased in livers of PPARx
knock-out mice and since their expression is not repressed by
fibrate treatment in the same mice (4), PPARa expression
appears to be required for the negative regulation by fibrates,
at least with respect to the mouse apoA-I and apoC-III genes. A
previous study indicated that fibrates may repress transcrip-
tion of the human and rat apoC-III and rat transferrin genes in
liver by down-regulating the expression of the strong positive
transcription factor HNF-4 as well as by displacement of
HNF-4 binding by non-productive PPAR/RXR heterodimers (5,
70). It is unlikely, however, that the repression of rat apoA-I
gene transcription occurs through this mechanism. Indeed, we
could not confirm any significant regulation of HNF-4 gene
expression by fibrates, whereas both Rev-erba and apoA-I
mRNA levels changed much more pronouncedly in the livers of
animals treated with all fibrates tested. Moreover, whereas
HNF-4 is an important regulator of hepatic apoC-III gene tran-
scription, this transcription factor appears of lesser importance
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for human apoA-I transcriptional regulation in HepG2 cells
(71, 72). In addition, the role of HNF'-4 in controlling rat apoA-I
gene transcription is unclear, since HNF-4 may inhibit and
activate its transcription via the A and C sites, respectively (73,
74). Finally, down-regulation of HNF-4 expression and compe-
tition for its binding would be expected to affect a wide array of
genes in liver whose expression is controlled by HNF-4, such as
human apoA-II and apoB (75). However, whereas apoB expres-
sion is unaffected by fibrates (10), human apoA-II gene expres-
sion is induced by fibrates via PPAR:RXR binding to the HNF-4
site (8). It is tempting to speculate that the induction of Rev-
erba expression by fibrates may be a general mechanism lead-
ing to the transcriptional repression of a certain number of
genes. For instance, since Rev-erba increases upon adipocyte
differentiation (42), it will be of interest to determine whether
this nuclear receptor also regulates the transcription of a num-
ber of genes in adipose tissue, such as possibly the leptin gene.

In conclusion, the species-distinct regulation of apoA-I gene
expression by fibrates is linked to sequence differences in cis-
acting elements (see Fig. 8 for overview). In man, apoA-I tran-
scription is induced via PPAR« binding to a positive PPRE.
This site is not conserved in rats resulting in the lack of binding
of PPAR to the rat apoA-I promoter. In contrast, rat apoA-I
transcription is repressed by Rev-erba, whose expression is
induced by fibrates and which binds to a RevRE site adjacent to
the TATA box in the rat, but not in the human apoA-I pro-
moter. These observations indicate that the expression of the
transcription factor Rev-erba may be under control not only by
pharmacological, but also by dietary factors (such as fatty
acids) as well as inflammatory cytokines (such as PG-J2 and
LT-B4), which all bind to and activate PPARs (2, 3, 76-78).
Altogether these observations suggest a role for the nuclear
orphan receptor Rev-erba in metabolic control.
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C- Discussion

Les fibrates influencent I’expression du géne de 1’apolipoprotéine AI, constituant
majeur des lipoprotéines de hautes densités, de facon opposée entre I’homme et les rongeurs.
Nous avons donc voulu comprendre comment les fibrates diminuent I’expression de 1’apo Al
chez le rat. .

L’activation de cette expression chez I’homme est due a la présence d’un élément de
réponse au PPAR dans le géne de I’apo Al L’alignement de séquence entre ’homme et le rat de
la région contenant le PPRE montre que cet élément de réponse n’est pas présent dans le
promoteur de I’apo Al de rat a cause d’une différence de trois nucléotides. Les tests d’activité
transcriptionnelle indiquent que cette rég{on du promoteur chez le rat n’est pas activée par
PPAR, et que I’hétérodimére RXR-PPAR ne se fixe pas sur le PPRE muté de rat. De plus le
promoteur de 1’apo Al de rat posseéde un élément de réponse a Rev-erba (RevRE) au niveau de
la boite TATA. Ce RevRE est muté chez ’homme. Le récepteur Reverba est un répresseur de la
transcription, et nous avons montré qu’il est capable de réprimer le géne de ’apo Al de rat et de
se fixer directement sur le RevRE identifi€. De plus, lorsque I’on traite des rats aux fibrates,
nous observons dans le foie une induction de 1’expression du géne de Rev-erba de fagon dose
dépendante, ainsi qu’une répression dose dépendante du géne de I'apo AI. Toutes ces

observation convergent vers I'idée que Rev-erba est responsable de la répression du géne de

I'apo Al par les fibrates chez le rat.

1- Régulation de I’expression du géne de I’apo Al chez I’homme et le rat

Chez I’homme, le promoteur de ’apo Al posseéde un PPRE. Par contre ce promoteur
ne possede pas d’élément de réponse pour le répresseur transcriptionnel Rev-erbo. Chez le rat,
ce PPRE n’est pas fonctionnel, et il existe un RevRE. Par conséquent, I’opposition de
régulation de I’expression du géne de I’apo Al entre le rat et ’homme par les fibrates est due a
une combinaison de deux mécanismes distincts impliquant des éléments de réponse : 'un liant
PPARa et I’autre liant Rev-erba. Cette différence entre ces deux espéces est due a la séquence

de leur propre promoteur qui sont différentes que de quelques nucléotides : trois dans le PPRE
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et trois dans le RevRE. Cet exemple illustre bien le fait que les promoteurs et leurs séquences

peuvent jouer un role important dans I’évolution des organismes.

2- Chez le rat, I’apo Al est un géne cible de Rev-erba

L’identification du géne de 1’apo Al de rat, déterminant majeur des HDL, comme gén?
cible de Rev-erba est la premiere démonstration du role de ce récepteur nucléaire orphelin dans
une fonction physiologique : le métabolisme lipidique. En effet, jusqu’a présent aucun géne
cible n'était connu pour Rev-erba, autre que son propre géne (Adelmant et al., 1996). Les
seules données sur I’hypothése d'un rdle biologique de Rev-erba viennent de I'étude de la
variation de I’expression de son gene lors de la différenciation adipocytaire et musculaire, ainsi
que dans le rythme circadien (Chawla et Lazar, 1993; Downes et al., 1995; Balsalobre et al.,
1998). Mais ces observations indirectes n’indiquent pas clairement le role de Rev-erba dans ces
mécanismes.

Les souris transgéniques pour le géne de 1’apo Al humain ont un taux des HDL élevé
par rapport aux souris non transgéniques, et elles présentent une résistance au développement
de I’athérosclérose (revue de Breslow, 1993). Par conséquent, chez les rongeurs, la présence
d’apo Al diminue le risque d’athérosclérose. Le récepteur Rev-erba est un répresseur du géne
de I’apo Al chez le rat. De ce fait il joue probablement un rdle important dans le développement
de la maladie chez le rat, hélas sans doute pas chez I’homme.

Rev-erba est un récepteur nucléaire qui a la capacité de fixer ’ADN non seulement
sous forme d’homodimére mais aussi sous forme de monomere (Harding et Lazar, 1995;
Adelmant et al., 1996). 1l est clair que Rev-erba est capable de réprimer la transcription sous
forme d’homodimeére sur un RevDR2. D’ailleurs son premier élément de réponse naturel
découvert dans son propre promoteur est un RevDR2. Cependant, en ce qui concemne ’activité
transcriptionnelle du monomére Rev-erba, deux travaux sont en opposition : sur un élément de
réponse monomérique (RevRE), Harding et Lazar (1995) montrent que Rev-erba ne réprime
pas, alors que Adelmant et al. au laboratoire (1996) montrent qu’il est capable de réprimer. Or

I’élément de réponse de Rev-erba sur le promoteur de ’apo Al de rat est un RevRE, ce qui
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semble donc indiquer que Rev-erba est aussi capable de réprimer activement la transcription via
un élément de réponse monomérique.

Ce RevRE atout d’abord été décrit comme 1’élément de réponse de RORa, et RORa
active le promoteur de I'apo Al dans I'intestin de rat (Vu-Dac et al., 1997). Par conséquent,
Peffet négatif de Rev-erba sur la transcription du géne de ’apo Al dans le foie de rat pourraiE
étre du a la compétition de fixation entre Rev-erba et RORa. Par ailleurs, le RevRE est au
niveau de la boite TATA, il peut y avoir une compétition entre Rev-erba et les protéines fixant
la boite TATA (TBP) ce qui pourrait aussi expliquer le mécanisme passif répressif de Rev-erba.

La fonction de répression transcriptionnelle de Rev-erba est dans le domaine E, et la
délétion de ce domaine donne un mutant ir{capable de réprimer mais qui se fixe toujours sur un
RevRE (Downes et al., 1996a; Adelmant et al., 1996). Le fait qu’a de faibles concentrations le
mutant n’induise pas la répression du géne de I’apo Al indique que I’effet répressif de Rev-erba
dans les mémes concentrations est un mécanisme actif du récepteur. Et le fait qu’a de fortes
concentrations le mutant réprime la transcription, montre que cette répression passe aussi par un
mécanisme passif du récepteur. Ce dernier mécanisme peut se situer au niveau du RevRE par
compétition de fixation 2 ' ADN avec un facteur de transcription qui reconnait ce méme site

monomeérique, ou dont son élément de réponse chevauche celui de RevRE.

3- Rev-erbo est-il responsable de tous les effets répresseurs des fibrates?

Les fibrates sont capables de réprimer la transcription de différents geénes impliqués
dans le métabolisme lipidique et énergétique : ’apo AlV, la lipase hépatique de rat et ’apo CIII
(Staels et al., 1992; Peters et al., 1997). Par ailleurs, dans les souris dont le géne de PPAR« a
été inactivé, I’expression de 1’apo CIII et de ’apo Al augmente dans le foie par rapport aux
souris normales (Peters et al., 1997). De plus, leur expression dans les souris PPARa -/- n’est
plus réprimée lors d’un traitement aux fibrates. Par conséquent, PPAR« semble €tre nécessaire
dans la régulation négative des fibrates pour les génes de ’apo Al et ’apo CIII. En ce qui
concerne 1’apo CIII, chez le rat, la diminution de son taux plasmatique est due a une répression
transcriptionnelle de son géne (Hertz er al., 1995). Le récepteur orphelin HNF4 active

I’expression de 1’apo CIII, et lorsque I’on traite aux fibrates ’expression de HNF4 diminue
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aussi. Par conséquent, le diminution de 1’expression de 1’apo CIII par les fibrates semble étre
due 2 la diminution de I’expression de son activateur transcriptionnel HNF4. Nous pouvons

donc penser que Rev-erba n’est pas le médiateur de tous les effets répresseurs des fibrates.
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II- Article 2 : Fibrates increase human Rev-erbo expression in liver via

a novel peroxisome proliferator-activated receptor response element
A- Introduction

Le récepteur PPAR sert de médiateur entre ’action des fibrates et le métabolisme
lipidique grace a son élément de réponse PPRE. Ce PPRE a ét€ identifi€ dans le promoteur des\
genes qui sont régulés positivement par PPAR. Par contre le mécanisme de répression de la
transcription par les fibrates n’est pas clair

Chez les souris déficientes pour le récepteur PPARc, on observe une augmentation de
’expression du gene de I’apolipoprotéine Al et du géne de 1’apolipoprotéine CIII (Peters et al.,
1997). Par ailleurs, lorsque ces souris dé’ficientes pour PPARa sont traitées aux fibrates, on
n’observe pas de variation de la transcription de ces deux genes alors que chez les souris
normales ces deux genes sont réprimés. Il semblerait donc que PPARa soit un médiateur de la
répression de ces génes par les fibrates.

Nous avons montré dans I’étude précédente, que les fibrates réprime la transcription
indirectement en induisant I’expression de facteur de transcription répresseur. En effet, le géne
de I’apolipoprotéine Al de rat est réprimé par le récepteur nucléaire orphelin Rev-erba (Vu-Dac
et al., 1998). De plus I’expression de Rev-erba dans le foie de rat est induite par les fibrates,
indiquant qu’il peut étre un médiateur de la répression transcriptionnelle des fibrates.

Nous avons donc recherché le mécanisme moléculaire expliquant comment les fibrates
induisent le géne Rev-erba. Or le promoteur de Rev-erbo n’est connu que chez ’homme et
nous avons donc du déterminer si les fibrates sont aussi capables d’induire I’expression de
Rev-erbo chez ’homme. Etant donné que les fibrates activent la transcription de Rev-erbo dans
les hépatocytes humain, nous avons pu étudier le mécanisme de régulation du géne de Rev-erba

chez ’homme, notamment en testant I’effet transcriptionnel de PPARa sur ce gene.

B- Résultats
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Fibrates are widely used hypolipidemic drugs that
act by modulating the expression of genes invoived
in lipid and lipoprotein metabolism. Whereas the
activation of gene transcription by fibrates occurs
via the nuclear receptor peroxisome proliferator-
activated receptor-a (PPARq) interacting with re-
sponse elements consisting of a direct repeat of
the AGGTCA motif spaced by one nucleotide (DR1),
the mechanisms of negative gene regulation by
fibrates and PPAR«a are largely unknown. In the
present study, we demonstrate that fibrates induce
the expression of the nuclear receptor Rev-erba, a
negative regulator of gene transcription. Fibrates
increase Rev-erba mRNA levels both in primary
human hepatocytes and in HepG2 hepatoblastoma
cells. In HepG2 cells, fibrates furthermore induce
Rev-erba protein synthesis rates. Transfection
studies with reporter constructs driven by the hu-
man Rev-erba promoter revealed that fibrates in-
duce Rev-erba expression at the transcriptional
level via PPARc. Site-directed mutagenesis exper-
iments identified a PPAR response element that
coincides with the previously identified Rev-erba
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negative autoregulatory Rev-DR2 element. Elec-
tromobility shift assay experiments indicated that
PPARa binds as heterodimer with 9-cis-retinoic
acid receptor to a subset of DR2 elements 5’
flanked by an A/T-rich sequence such as in the
Rev-DR2. PPAR« and Rev-erba bind with similar
affinities to the Rev-DR2 site. In conclusion, these
data demonstrate human Rev-erba as a PPAR«
target gene and identify a subset of DR2 sites as
novel PPARa response elements. Finally, the
PPARa and Rev-erba signaling pathways cross-
talk through competition for binding to those re-
sponse elements. (Molecular Endocrinology 13:
400-409, 1999)

INTRODUCTION

Fibrates are hypolipidemic drugs that lower plasma
cholesterol and triglycerides (1). Fibrates exert their
effects primarily via the liver by regulating the expres-
sion of several genes implicated in lipid metabolism.
On the one hand, fibrates stimulate the expression of
the human apo A-l (2), rat lipoprotein lipase (3), rat
acyl-CoA synthetase (4), rat acyl-CoA oxidase (5), rat
multifunctional enzyme (6), and human muscle-type
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carnitine palmitoyltransferase | (7) genes in the liver.
On the other hand, fibrates repress the expression of
the rat apo A-l (8), rat apo A-IV (9), human, rat, and
mouse apo C-lil (10-13), rat hepatic lipase (14), and rat
lecithin-cholesterol acyl transferase (15) genes in the
liver. Fibrates have been shown to activate specific
receptors, termed peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs), belonging to the nuclear receptor
gene superfamily (16-18). So far, three different PPAR
forms, a, B(8), and vy, have been identified, of which the
PPARa form mediates the effects of fibrates on liver
gene expression (13, 19). After activation, PPARs het-
erodimerize with the 9-cis-retinoic acid receptor (RXR)
and subsequently bind to DNA on specific response
elements termed peroxisome proliferator response el-
ements (PPRE), located in regulatory regions of target
genes, thereby modulating their transcriptional activ-
ity. All PPREs identified so far consist of the juxtapo-
sition of two derivatives of the canonical hexamer se-
quence PuGGTCA spaced by one nucleotide and
commonly called direct repeat 1 (DR1).

Whereas PPARa mediates fibrate action on lipopro-
tein metabolism through PPREs identified in the reg-
ulatory sequences of positively regulated genes, the
mechanisms of negative gene regulation by fibrates
are unclear. Studies using PPARa knockout mice
demonstrated that PPAR« is a mediator of the nega-
tive regulation by fibrates, at least with respect to the
mouse apo A-l and apo C-lil genes (13). Fibrates may
repress transcription by interfering negatively with the
expression and activity of positive transcription fac-
tors, such as hepatocyte nuclear factor-4 (HNF-4) (11,
20). However, not all fibrate-regulated genes are under
transcriptional control by HNF-4. For instance, al-
though fibrates repress rat apo A-l gene transcription,
HNF-4 is not considered to be a major regulator of apo
A-l gene transcription (21, 22). Alternatively, fibrates
may actively repress transcription by activating a neg-
ative transcription factor. Interestingly, we recently
identified in the rat apo A-l gene promoter a response
element for the nuclear receptor Rev-erba, an orphan
receptor of the nuciear receptor family that acts as a
negative transcription factor (23). Furthermore, we
have shown that Rev-erba gene expression is induced
by fibrates in rat liver, indicating that Rev-erba may be
a mediator of negative gene transcription by fibrates.

The goal of the present study was to determine
whether fibrates also regulate human Rev-erba ex-
pression and to investigate the molecular mechanisms
involved. Our results demonstrate that fibrates in-
crease Rev-erba expression in human hepatocytes
and in HepG2 cells. Furthermore, we show that the
induction of Rev-erba gene expression occurs at the
transcriptional level in hepatocytes and is mediated by
PPARa. Finally, we demonstrate that PPAR« binds to
a DR2 site coinciding with the Rev-DR2 site in the
human Rev-erba promoter (24), which constitutes a
novel PPARa response element mediating a cross-talk
between the PPARa and Rev-erba pathways.
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RESULTS

Fibrates Increase Rev-erba mRNA Expression
and Protein Synthesis in Human Liver Cells

The regulation of Rev-erba by fibrates was analyzed
in human primary hepatocytes. Treatment of cells
with fenofibric acid or Wy 14,643 induced a pro-
nounced increase of Rev-erba mMRBNA levels,
whereas control 36B4 mRNA levels did not change
(Fig. 1A). In addition, in HepG2 cells treatment with
Wy 14,643 increased Rev-erba mRNA levels in a
dose-dependent fashion (Fig. 1B). To analyze
whether the induction of Rev-erba mRNA by fibrates
is associated with increased synthesis of Rev-erba
protein, HepG2 cells were cultured for 24 h in the
presence of Wy 14,643 or vehicle, labeled with 35S-
methionine, and Rev-erba was subsequently immu-
noprecipitated. Compared with control, treatment
with Wy 14,643 resuilted in a significant increase in
Rev-erba protein synthesis (Fig. 1C). By contrast, as
a control, apolipoprotein E secretion was not influ-
enced by fibrate treatment (data not shown). These
experiments demonstrate that fibrates increase
Rev-erba mRNA levels as well as protein synthesis
in human hepatocytes.

Fibrate Induction of Rev-erba Gene Expression
Occurs at the Transcriptional Level via PPAR«
Interacting with the Rev-DR2 Site of the Human
Rev-erba Promoter

To investigate whether the effect of fibrates on Rev-
erba expression occurred at the transcriptional
level, the 1.7 kb containing Rev-erba promoter was
transiently transfected in HepG2 celis in the pres-
ence of a human PPARa expression vector
(pSG5hPPARa) or empty vector (pSG5) (Fig. 2A).
Rev-erba promoter-driven luciferase activity in-
creased significantly after cotransfection with
PPARg, an effect that was increased in the presence
of fenofibric acid (Fig. 2A), indicating that Rev-erba
gene transcription is increased by PPARa. Two pu-
tative nuclear receptor-binding sites containing
AGGTCA-like motifs were previously identified in the
human Rev-erba promoter and called distal (Rd) and
proximal sites (Rp) (24). To delineate whether one of
these putative binding sites mediated PPAR« trans-
activation, unilateral deletion and site- directed mu-
tagenesis experiments were performed. Hence, a
0.7-kb 5’-deletion of the Rev-erba promoter con-
taining only the Rp site was transfected in the pres-
ence or absence of human PPAR« (Fig. 2A). This
deleted Rev-erba promoter construct was induced
by PPARa. Since both the 1.7-kb and 0.7-kb Rev-
erba promoter constructs responded to the same
extent to PPAR«, we hypothesized the existence of
a PPRE located near the Rp site of the human Rev-
erba promoter (24). Thus, to determine the role of
this site in the transcriptional regulation of Rev-erba
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Synthesis in Primary Human Hepatocytes and HepG2 Cells

Total RNA (10 ng) was subjected to Northern blot analysis using hRev-erba (top panel) or 36B4 (bottom panel) cDNA probes
as described in Materials and Methods. A, Human hepatocytes were isolated and treated for 24 h with 100 um fenofibric acid, 50

uM Wy 14,643, or vehicle (DMSO). B, HepG2 cells were treated for

24 h with increasing concentrations of Wy 14,643 (0, 10, 50,

100, 150, 200, 250, 500 uM). C, HepG2 cells were treated for 24 h with 500 um Wy 14,643 or DMSO. Left, RNA analysis from the
same plates used for immunoprecipitation experiments. Right, Cell lysates were subjected to immunoprecipitation using serum
depleted of anti-Rev-erba antibody (A83 ads) or polyclonal anti-Rev-erba antibody (A83 spe) as described in Materials and

Methods.

by PPARq, we explored the influence of PPAR«x on
various mutations around this region (Fig. 2A). Mu-
tations affecting either the 5-AGGTCA motif
(pGL2hRev-erba A) or the A/T-rich region
(pGL2hRev-erba CCC) of the Rp site resulted not
only in a loss of Rev-erba promoter inductibility by
PPARq, but also in an increase in baseline reporter
activity (Fig. 2A). These results indicate that the
PPARa response element colocalizes with the prox-
imal Rev-erba binding site, referred to as Rev-DR2
(24).

To ascertain that the Rev-DR2 site could function
as a PPAR-responsive element, we performed tran-

sient transfection experiments using wild-type and
mutated versions of the Rev-DR2 site cloned in front
of the heterologous SV40 promoter (Rev-DR2 SV40,
M5'Rev-DR2 SV40, and M3’'Rev-DR2 SV40) (Fig.
2B). Upon cotransfection with pSG5hPPARa in
HepG2 cells, it was evident that the Rev-DR2 could
transmit PPAR« responsiveness to the heterologous
SV40 promoter, an effect that was enhanced in the
presence of fenofibric acid. By contrast, PPARa did
not activate the SV40 promoter. Furthermore,
PPAR« did not induce the activity of the SV40 pro-
moter driven by the Rev-DR2 site mutated in its
5'-half-site (Fig. 2B), confirming the importance of
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Fig. 2. Fibrate Induction of Rev-erba Gene Expression Occurs at the Transcriptional Level via PPAR« Interacting with the

Rev-DR2 Site of the Human Rev-erba Promoter

A, Effects of PPAR« on the expression of human Rev-erba promoter containing a wild-type or mutated Rev-DR2. B, Effects
of PPARa on wild-type or mutated human Rev-erba Rev-DR2 cloned in two copies upstream of the heterologous SV40 promoter.
Luc, luciferase reporter gene. HepG2 cells were transfected with the indicated reporter constructs, in the presence of cotrans-
fected pSG5hPPAR« or pSGS5 vector. Cells were treated with fenofibric acid (FF) (10 um) or vehicle (DMSO), and luciferase activity
was measured as described in Materials and Methods. The Rev-DR2 haif-site direct repeat sequences are indicated by arrows.
Rd and Rp putative nuclear receptor-binding sites are shown as solid and shaded boxes, respectively. The mutated nucleotides

in the Rp site are underlined.

this motif in the structure of the PPAR«a-responsive
element. Interestingly, mutation of the 3’-half-site of
the DR2 also abolished transactivation by PPAR«
(Fig. 2B), indicating that the 3’'-AGGTCA half-site is
also implicated in mediating induction of human
Rev-erba gene transcription by PPAR«. Taken to-
gether, these data strongly argue that the human
Rev-erba promoter contains a bona fide PPAR-re-
sponsive element that coincides with the Rev-DR2
site, which is constituted of two AGGTCA motifs
separated by two nucleotides (DR2) and 5’-flanked
by an A/T-rich region (Rev-DR2).

PPAR Binds as a Heterodimer with RXR to a DR2
Site Containing an A/T-Rich 5’'-Flanking Region,
but Not to a Standard DR2 Site

To investigate direct interaction of PPARa with the
Rev-DR2 site, we performed electromobility shift as-
says (EMSAs) using in vitro synthesized PPARa and
RXRa protein. RXRa or PPAR« alone did not bind to
the Rev-DR2 site oligonucieotides (Fig. 3B, lanes
10-12 and 14 and lanes 15-17 and 19). Furthermore,
PPARa did not bind to an oligonucleotide containing a
monomer binding site for Rev-erba (G8A) (Fig. 3B, lane
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Fig. 3. PPARa Binds as a Heterodimer with RXRa to a DR2 Site Containing an A/T-Rich 5’-Flanking Region, but Not to a

Standard DR2 Site

A, Sequences of the different response elements used as probes or as competitors. The 5’-flanking A/T-rich region and half-site
sequences are indicated. The mutated sequences are underlined. B, Gel retardation assays were performed on the indicated
end-labeled oligonucleotides in the presence of in vitro translated hPPARa and mRXRa or unprogrammed lysate (Unprog. L)
(B~E). Competition experiments for binding of PPARa/RXRa to the human Rev-erba promoter Rev-DR2 (prom Rev-DR2) (C) or
consensus Rev-DR2 (cons Rev-DR2) (D) and (E) oligonucleotides were performed with 10- and 100-fold molar excess of indicated
cold oligonucleotide. PPAR/RXR heterodimer or Rev-erba complexes are indicated by arrows.

18) (24), indicating that PPARa cannot bind as a
monomer. By contrast, binding was observed when
PPAR« was incubated in the presence of RXR with the
Rev-erba promoter Rev-DR2 as well as the consensus
Rev-DR2 sites (direct repetition of the AGGTCA motif
separated by two nucleotides), which both contain an
A/T-rich region at their 5'-extremities (Fig. 3B, lanes 5
and 9). This binding was specific since it was com-
peted out by excess of uniabeled oligonucleotide (Fig.
3, panel C, lanes 4-8, and panel D, lanes 4-8).

Next, we characterized the structural requirements
for PPAR/RXR binding by performing competition EM-
SAs on the promoter (Fig. 3C) as well as on the con-
sensus (Fig. 3D) oligonucleotides. PPAR/RXR binding
to wild-type promoter Rev-DR2 (Fig. 3C, lane 4) or to
consensus Rev-DR2 (Fig. 3D, lane 4) oligonucleotides
could not be competed either by the promoter Rev-
DR2 site carrying a mutation in the 5’-half-site (M5’)
(24) or in the 3’-half-site (M3’) (Fig. 3, C and D, lanes 9,
11, and 12). Interestingly, at high excess (100-fold) of
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competitor, the 3’-half-site-mutated oligonucleotide
started competing for PPAR/RXR binding, indicating
that the 3’-part of the Rev-DR2 site is of lesser impor-
tance (Fig. 3, C and D, lane 10). Similar results were
obtained with an oligonucleotide containing the pro-
moter Rev-DR2 site completely lacking the second
half-site (1/2A) {Fig. 3, C and D, lanes 13 and 14),
whereas an oligonucleotide lacking the promoter Rev-
DR2 A/T-rich sequence and 5'-half-site (1/2B) did not
compete at all (Fig. 3, Cand D, lanes 15 and 16). These
results indicate that 5'- and 3'-half-sites are both im-
plicated in PPAR/RXR binding, with the 5’-halif-site, to
which PPARa presumably binds (25), being most
important.

To investigate the role of the 5'-A/T-rich flanking
sequence in PPAR/RXR binding to a DR2 site, com-
petition experiments were performed with oligonucle-
otides in which the 5'-flanking sequence was substi-
tuted by C nucleotides (9-11C and 7-9C; Fig. 3A).
Neither 9-11C nor 7-9C oligonucleotides competed
for PPAR/RXR binding to the consensus Rev-DR2 se-

quence (Fig. 3E), indicating absolute requirement of ‘

the 5’-A/T-rich flanking sequence for PPAR/RXR bind-
ing to a DR2 site.

To ensure that Rev-DR2 sites are high-affinity re-
sponse elements for PPAR«, we compared the relative
affinities of PPAR/RXR binding to either DR1 or Rev-
DR2 sites by competition EMSA (Fig. 4). Using oligo-
nucleotides labeled to similar specific activities and
under identical experimental conditions, a higher in-
tensity shift with PPAR/RXR was obtained on the Rev-
DR2 oligonucleotide compared with the naturally oc-
curring DR1 PPRE site of the human apo A-ll
promoter, which has been shown to drive its regulation
by fibrates (26) (Fig. 4, lanes 1 and 10). When increas-
ing amounts of unlabeled oligonucieoctide were added,
cold Rev-DR2 oligonucleotide competed more effi-
ciently than cold DR1 oligonucleotide for binding of
PPAR/RXR to the Rev-DR2 site (Fig. 4, lanes 2-5 and
6-9). Reciprocally, binding of PPAR/RXR to labeled
DR1 oligonucleotide was more rapidly competed by

PPAR/RXR

prom DR1 prom DR1

Rev-DR2 Rev-DR2
/l

1 234 56 7 8 9101112 131415161718,

prom Rev-DR2 DR1

Fig. 4. PPAR«a Binds with Similar Affinities to Natural DR2
and DR1 PPAR Response Element

Gel retardation assays were performed on end-labeled
RevDR2 (prom Rev-DR2) and apo A-ll PPRE DR1 oligonu-
cleotides (29) in the presence of in vitro transcribed/trans-
lated PPARa and RXRe protein. Competition experiments
were performed by adding 1-, 5-, 10-, and 50-fold molar
excess of indicated oligonucleotide.
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cold Rev-DR2 than by cold DR1 oligonucleotide (Fig.
4, lanes 11-14 and 15-18).

These binding experiments demonstrate that
PPAR«a binds as a heterodimer with RXR, but not as
monomer, to DR2 sites containing a Rev-erba-type
5'-flanking region and that Rev-DR2 constitutes a
novel PPARa-binding site of higher affinity than the
natural apo A-ll DR1 PPRE site.

Rev-DR2 Mediates a Cross-Talk between PPARq
and Rev-erba

To test directly whether PPARx and Rev-erba could
functionally compete on a Rev-DR2 element, transient
cotransfection experiments were performed. As ex-
pected, Rev-erba was able to repress Rev-DR2-driven
SV40 promoter activity (24) (Fig. 5A). Cotransfection of
PPARa in increasing proportions against a constant
amount of Rev-erba led to a progressive abolishment
of Rev-erba-mediated repression resulting in a tran-
scriptional activation of the reporter gene at a 3:2 ratio
of PPARa to Rev-erba, respectively, as evidenced by
Western blot analysis of transfected cell extracts (Fig.
5A and inset). Furthermore, in the absence of cotran-
fected Rev-erba, reporter transcription activity was
even further enhanced by PPARa (Fig. 5A). Thus,
PPARa and Rev-erba are able to functionally cross-
compete for the same Rev-DR2 element.

Finally, to estimate the relative affinities of PPAR/
RXR and Rev-erba binding to a Rev-DR2 site, EMSAs
were performed using Rev-DR2 as probe (Fig. 5B). As
expected, PPAR/RXR formed a heterodimeric com-
plex whereas Rev-erba bound both as monomer and
as heterodimer (Fig. 5B, lanes 1 and 6). When com-
petition was performed using cold Rev-DR2 oligonu-
cleotide, PPAR/RXR binding decreased in a manner
similar to Rev-erba monomer (Fig. 5B, compare lanes
2-5 and 7-10). However, Rev-erba homodimer bind-
ing appeared slightly more sensitive to competition
with unlabeled Rev-DR2 (Fig. 5B, lanes 7-10). Alto-
gether, these results indicate that PPAR/RXR binds to
Rev-DR2 sites with similar affinity as Rev-erba mono-
mer, whereas Rev-erba homodimers appear to bind
with higher affinity.

DISCUSSION

In the present report we studied the regulation of
Rev-erba by fibrates in human liver cells and the mo-
lecular mechanisms involved. Our results on human
primary hepatocytes and HepG2 cells demonstrate
that fibrates induce Rev-erba mRNA expression, an
effect that is associated with induction of Rev-erba
protein synthesis in HepG2 cells. In addition, transfec-
tion studies revealed that the regulation of Rev-erba
expression by fibrates occurs at the transcriptional
level via PPARc. Using deleted and mutated Rev-erba
promoter constructs, we localized the fibrate-respon-
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Fig. 5. Rev-DR2 Mediates a Cross-Talk between PPAR« and Rev-erba

A, PPARa relieves the repressive activity of Rev-erba on Rev-DR2-driven transcription. HepG2 cells were transfected with the
Rev-DR2 SV40pGL2 reporter construct (Fig. 2B), in the presence of pSG5hPPARa and/or pSG5hRev-erba expression vector.
increasing amounts of pSG5hPPARa (0.5-fold, 1-fold, 1.5-fold) were added to a constant amount of pSGShRev-erbea. Cells were
treated with fenofibric acid (FF) (10 um) or vehicle (DMSO), and luciferase activities were measured as described in Materials and
Methods and expressed relative to control set as 1. Proteins extracted from HepG2 cells transfected with Rev-erba and 1.5-fold
excess of PPARa were analyzed by immunoblotting (inset). B, Competition experiments for binding of PPAR«/RXRa or Reverba
to the human Rev-erba promoter Rev-DR2 (prom Rev-DR2) oligonucleotide. Competition was performed with 1-, 5-, 10-, and
50-fold molar excess of indicated cold oligonucleotide. PPAR/RXR heterodimer and Rev-erba monomer or homodimer com-

plexes are indicated by arrows.

sive region in the human Reverba promoter to the
previously identified negative Rev-erba autoreguiation
site. Moreover, mutations in the Rev-DR2 site of the
Rev-erba promoter abolished basal Rev-erba-medi-
ated repression as well as PPARa-mediated activa-
tion. EMSA experiments proved that fibrate signaling
occurs through direct interaction of PPAR/RXR het-
erodimers to the Rev-DR2 site of the human Rev-erba
promoter. Since all PPREs described so far consist
of the juxtaposition of the degenerated hexamer
AGGTCA sequence separated by one nucleotide
(DR1) (4, 6, 11, 26-38), these results represent the first
demonstration of a DR2 site as a PPAR-responsive
element. Interestingly, a specific structure of the DR2
is required for high-affinity PPAR/RXR binding. In ad-
dition to the 5'- and 3'-AGGTCA half-sites, the 5'-
flanking region is required for binding of PPAR/RXR to
a DR2 site. Thus, several fundamental characteristics
of protein-DNA interaction, such as the contact of the
receptor with the 5’-A/T-rich flanking sequences of the
response element, are conserved among a number of
the superfamily members. Taken together, our data
suggest that nuclear receptors are more flexible for
recognition of responsive elements than previously
anticipated.

Rev-erba belongs to a subfamily of orphan recep-
tors that are repressors of target gene transcription
(for review see Ref. 39). Rev-erba appears to be ubig-
uitously expressed (40, 41), but its functions are ill
defined. Several observations suggest a role for Rev-
erba in metabolic control and energy homeostasis.

First, Rev-erba mRNA levels increase during differen-
tiation of preadipocytes into adipocytes (42). Second,
Rev-erba has been suggested to act as a modulator of
thyroid hormone signaling (40, 41, 43, 44). Indeed,
Rev-erba has been shown to bind a subset of thyroid
hormone-response elements (45). Interestingly, a sig-
nificant level of cross-talk exists also between perox-
isome proliferator and thyroid hormone-signaling
pathways (46-52). Our present data identify Rev-erba
as a fibrate target gene and reveal the existence of
cross-talk between the PPARa and Rev-erba-signal-
ing pathways. This cross-talk is governed via two
mechanisms (see Fig. 6 for overview). First, PPAR«a
induces Rev-erba expression by interfering with the
negative autoregulatory loop of Rev-erba expression
via the Rev-DR2 site. Therefore, genes regulated by
Rev-erba, such as N-myc (53) and rat apo A-l (23), will
be negatively regulated by PPARa via an indirect
mechanism. Second, PPAR« and Rev-erba may com-
pete for binding to similar DR2 sites. Rev-erba itself is
an example of a gene containing a response element
recognized by both PPAR« and Rev-erba. Hence, tar-
get genes containing Rev-DR2 sequences to which
PPARGq, as heterodimer with RXR, and Rev-erba com-
pete for binding will be derepressed by fibrates. By
contrast, genes carrying monomeric Rev-RE, to which
Rev-erba binds exclusively as monomer, will be fur-
ther repressed after fibrate treatment. Therefore,
whether a gene will be predominantly regulated by
PPARq or Rev-erba will depend on the relative levels
of ligands for each receptor, the relative concentra-
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Fig. 6. Scheme Describing the Mechanism Implicated in the
Regulation of Rev-erba Expression by Fibrates

It is conceivable that an equilibrium exists between induc-
ible activation of the Rev-erba promoter by PPAR/RXR het-
erodimer and its repression by Rev-erba. This allows a fine
tuning of Rev-erba mMRNA and protein levels and hence o

Rev-erba target gene expression. ,

tions of each receptor, and on the structure of the
target gene DR2 sequence that determines the relative
binding affinities of PPARa and Rev-erba. The fact
that PPARa and Rev-erba bind to similar DR2 subset
sites is most likely due to the similarity of their T/A
boxes (25), which are involved in the recognition of the
5'-half-site extension (24, 45, 54-56). Therefore,
PPARa could repress genes by inducing Rev-erba
while simultaneously activating its own target genes
via either DR1 or DR2 sites.

In a previous study, we demonstrated that differ-
ences between human and rat apo A-I gene regulation
in response to fibrates are due to a combination of two
distinct mechanisms implicating the nuclear receptors
PPAR« and Rev-erbe (23). Our data indicated that the
species-distinct regulation of apo A-l gene expression
by fibrates is due to sequence differences in cis-acting
elements. In man, apo A-I transcription is induced via
PPAR« binding to a positive PPRE located in the A site
footprint (2). This site is not conserved in rats, resulting
in a lack of binding of PPAR to the rat apo A-l A
promoter site. By contrast, rat apo A-l gene transcrip-
tion is repressed by Rev-erba, the expression of which
is induced by fibrates and which binds to a Rev-RE
site adjacent to the TATA-box in the rat, but not in the
human apo A-1 gene promoter. The identification of rat
apo A-l as a target gene for Rev-erba suggests an
implication of Rev-erba in lipoprotein metabolism (23).
Although the rat apo A-l Rev-RE is not conserved in
man, Rev-erba expression is controlled by fibrates
both in rats and in man, which may point to a role for
this nuclear receptor as a modulator in lipid and li-
poprotein metabolism and possibly in atherosclerosis
susceptibility in both species. It will be of interest,
therefore, to identify target genes involved in lipid me-
tabolism that are also under control of Rev-erba in
man.
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In conclusion, our data indicate that the human Rev-
erba gene is regulated at the transcriptional level by
fibrates in liver. Furthermore, this regulation is medi-
ated by PPARa, which binds to a novel response
element consisting of a 5'-A/T-rich preceded DR2 se-
quence. Finally, we provide evidence that PPAR« and
Rev-erba bind to the same regulatory site, indicating
the existence of a cross-talk between PPARa and
Rev-erba-signaling pathways.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

Human hepatocytes, isolated by collagenase perfusion, and
HepG2 cells were cultured exactly as described previously
(12).

RNA Analysis

RNA extraction and Northern blot analysis were performed as
described (3) using human Rev-erba (43) and human acidic
ribosomal phosphoprotein 36B4 (57) cDNA probes.

Construction of Recombinant Plasmids and
Transfection

Cloning of the human Rev-erba promoter fragments into
pGL2 promoteriess or SV40pGL2 reporter vectors (Promega,
Madison, WI) and site-directed mutagenesis of Rev-erba re-
sponse elements were as described (24). Human hepatoma
HepG2 cells were obtained from European Collection of An-
imal Ceil Culture (Porton Down, Salisbury, UK). Celis were
grown in DMEM, supplemented with 2 mm glutamine and
10% (vol/vol) FCS, in a 5% CO, humidified atmosphere at 37
C. Stimuli were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO). Con-
trol cells received vehicle only. Ail transfections were per-
formed with a mixture of plasmids containing reporter (2 ug)
and expression vectors (0.3 to 1 ng). The luciferase activity in
cell extracts was determined using a luciferase assay system
(Promega) following the supplier’'s instruction. Transfection
experiments were performed in triplicate and repeated at
least three times.

In Vitro Translation and EMSAs

pSGShPPARa, pSG5mRXRa, and pSG5hRev-erba were in
vitro transcribed with T7 polymerase and transtated using the
rabbit reticulocyte lysate sytem (Promega). EMSAs with Rev-
erba, PPARa, and/or RXRa were performed exactly as de-
scribed previously (2, 58). For competition experiments, in-
creasing amounts of indicated cold probe were added just
before the labeled oligonucleotide. The compiexes were re-
solved on 5% polyacrylamide gels in 0.25x TBE buffer (90
mu Tris-borate, 2.5 mm EDTA, pH 8.3) at 4 C. Gels were dried
and exposed overnight at —70 C to x-ray film (XOMAT-AR,
Eastman Kodak, Rochester, NY).

Coimmunoprecipitation from Cell Extracts

HepG2 cells incubated in DMEM + 0.2% BSA were treated
with fenofibric acid (0.5 mm) or vehicle (DMSQ) for 24 h. Cells
were subsequently washed in PBS and incubated in methi-
onine-free DMEM supplemented with 2°S-labeled methionine
(0.1 mCi/mi medium) for 5 h. Celis were lysed in 1 mi RIPA
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buffer {20 mmTris, pH 7.5, 150 mm sodium chloride, 2 mm
EDTA, 1% (wt/vol) sodium deoxycholate, 1% (voi/vol) Triton
X-100, 0.25% (wt/vol) SDS]. Lysates were centrifuged at
100,000 X g for 30 min, and the supernatant was subse-
quently incubated with polyclonal anti-Rev-erba antibody (S.
Chopin-Delannoy and V. Laudet, manuscript in preparation)
overnight at 4 C in RIPA buffer. Immune complexes were
collected using protein A-Sepharose (Pharmacia, Piscat-
away, NJ} and washed six times in RIPA buffer. Protein com-
plexes were separated on 10% SDS-polyacrylamide gels
under reducing conditions. Gels were dried and exposed at
—70 C to BIOMAX-MS film (Kodak).
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C- Discussion

Nous avons montré, dans les hépatocytes humains et dans la lignée d’hépatome
humain HepG2, que Rev-erbo est également fortement induit par les fibrates, et que cette
induction est dose dépendante. L’induction par les fibrates de I’expression du géne de Rev-erba
et aussi accompagnée par une augmentation de la synthése protéique de Rev-erba. L’étude du\
promoteur humain de Rev-erba indique que I’induction du géne par les fibrates passe par la
fixation de PPARa sur 1’élément de réponse RevDR2. Les gels retards montrent la fixation
directe de I’hétérodimére RXR-PPARa sur ce RevDR2. Ce RevDR2 dans le promoteur de Rev-
erba permet aussi la régulation négative de Rev-erbo par lui méme. Les fibrates activent donc

I’expression du gene de Rev-erba humain 'vig activateur transcriptionnel PPAR.

1- Rev-erba est un gene cible de PPARGa.

Avant de commencer cette étude, le seul régulateur de la transcription de Rev-erba
connu était Rev-erba lui méme (Adelmant er al., 1996). En effet, Rev-erba s’auto-régule en
réprimant le promoteur de son propre géne. A l'inverse, nous avons montré que le récepteur
PPARGo active la transcription du géne de Rev-erba. Par conséquent, le géne codant Rev-erba
est I'objet d'une régulation complexe faisant intervenir des répresseurs et des activateurs de la

transcription

2- Interférence entre les voies de signalisation de Rev-erba et PPARa

L’élément de réponse qu’utilise PPAR« pour activer Rev-erba est exactement le méme
que celui qu’utilise Rev-erbo pour réprimer son propre géne : un RevDR2. Jusqu’a présent, le
seul élément de réponse connu pour RXR-PPAR était un DR1. Ce travail montre pour la
premiere fois la fixation de RXR-PPARc sur un DR2. Cependant ce DR2 est trés
caractéristique car son extension en 5, riche en adénine et thymidine, est indispensable pour la
fixation de ’hétérodimere. Ce qui signifie que PPARa ne peut pas se fixer sur tous les DR2,
mais uniquement sur un RevDR2. Cette extension en 5’ est connue pour interagir avec les

boites T/A adjacentes au domaine de fixation a ’ADN de Rev-erba (Zhao et al., 1998). Nous
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pouvons donc nous attendre a ce que RXR-PPARa se fixe sur un RevDR2 de 1a méme fagon
que I’homodimeére Rev-erba.

Les récepteurs PPARa et Rev-erba sont en compétition pour la fixation d’un
RevDR2, et ils sont en opposition sur I’effet transcriptionnel produit. Par contre sur un site
monomérique RevRE, comme celui présent dans le promoteur de 1’apo Al de rat, seul Rev-erboi
peut se fixer etil n’y a donc pas d’interférence avec PPARa. En ce qui concerne PPARG, son
activité transcriptionnelle est déplacée par Rev-erba uniquement sur un RevDR2, et pas sur son
élément de réponse déja connu, un DR1. De ce fait, ces deux voies de signalisation ne sont en
compétition que dans le contexte de certains éléments de réponse comme le RevDR2.

;

3- Mécanismes de ’effet négatif des fibrates

Nous savons que les fibrates sont des ligands des PPAR. Nous venons de montrer
que RXR-PPAR est capable de se fixer sur 1’élément de réponse RevDR2 présent dans le
promoteur du géne Rev-erba, et que cette fixation induit I’expression de ce gene. Un traitement
aux fibrates induit aussi I’augmentation de la synthése protéique de Rev-erba. Dans le premier
article, nous avons montré que Rev-erba est capable de réprimer le géne de ’apo Al de rat.
Nous pouvons donc dire que le seul effet direct de ces molécules est d’activer PPAR« qui est
un activateur de la transcription du géne Rev-erba notamment. Ce mécanisme de répression par
les fibrates de ’apo Al de rat peut étre résumé par le schéma suivant (fig 41). Cependant le
promoteur de Rev-erba de rat n’est pas connu et ce schéma émet I’hypothése de I’existence

d’un RevDR2 dans ce promoteur.

alm\ Rev-erbo

Promoteur de Promoteur de
Rev-erbat Rev-erba %
Promoteur de
l'apo Al

Figure : 41. Schéma de l'effet répresseur des fibrates sur le promoteur de I'apolipoprotéines Al de rat.

85



4- La différenciation adipocytaire

Les travaux de Chawla et ses collaborateurs montrent que 1’expression de Rev-erb est
induite lors de la différenciation adipocytaire (Chawla et Lazar, 1993). Les cellules
préadipocytaires 3T3-L1 n’expriment pas Rev-erba alors que ces mémes cellules différenciées
en adipocyte expriment fortement ce géne. La différenciation est maximale au bout de 7 jours, eE
dés le troisieme jour, Rev-erba atteint la moiti€ de son expression maximum. La transcription
de Rev-erbo apparait dés le premier jour alors que celle des geénes caractéristiques des
adipocytes, C/EBPa et adipocyte P2, n’apparait qu’au deuxi€éme jour de l’induction de la
différenciation. Ceci indique que Rev-erba est induit assez rapidement lors du processus de
différenciation adipocytaire. Or Rev-erba kst un répresseur transcriptionnel, notamment de son
propre gene, et il est étonnant que lors de ce processus ’expression de Rev-erba soit augmenté.

Le récepteur PPARYy est spécifiquement exprimé dans la graisse, et son expression est
induite lors de la différenciation adipocytaire (Tontonoz et al., 1994 a et b). Dans les cellules
3T3-L1 en cours de différenciation adipocytaire, PPARy commence a étre exprimé dés le
deuxiéme jour et ceci avant I’expression de adipocyte P2 qui code une protéine fixant les
lipides, exclusivement exprimée dans les cellules adipocytes. Le récepteur PPARY est donc lui
aussi induit rapidement lors du processus de différenciation adipocytaire, et I’expression de ces
deux récepteurs augmente au cours de ce processus.

Nous avons montré que PPARa peut aussi se fixer sur un RevDR2. Nous pouvons
émettre I’hypothése que PPARy soit aussi capable de se fixer sur un RevDR2 et qu’il induise le
géne Rev-erba. De plus si, lors de la différenciation adipocytaire, PPARy s’exprime avant Rev-
erba, nous pourrions penser que Rev-erba est un gene cible de PPARY. La recherche des
génes cibles de Rev-erba, dans le tissus adipeux, pourrait étre orientée vers les génes réprimés
spécifiquement et indirectement par PPARy au cours de la différenciation adipocytaire, c’est-a-

dire des genes réprimé par les ligands de PPARYy.
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5- La différenciation musculaire

Lors de la différenciation musculaire, Rev-erba est réprimé (Downes et al., 1995).
Des cellules myoblastiques surexprimant Rev-erba ont le géne MyoD réprimé. Le géne Myod
est un geéne clef de la régulation de la myogénése : sa surexpression est capable de
transdifférencier des cellules adipeuses en cellules musculaires (Weintraub et al., 1989). Nous\
pouvons donc nous demander si MyoD est un géne cible de Rev-erba.

Il est a noter que PPARy, qui ne s’exprime pas dans le muscle, est capable en
présence de C/EBPa de transdifférencier des myoblastes en adipocytes matures, et que la
surexpression du géne codant Rev-erba empéche la différenciation des cellules myoblastiques
(Hu et al., 1995; Downes et al., 1995). D'é plus, dans les cellules myoblastiques surexprimant
PPARYy, 'expression de MyoD est réprimée uniquement lorsqu’elles sont traitées avec du
ETYA, un activateur des PPAR. Nous pouvons émettre ’hypothése que PPARy induit
Pexpression de Rev-erba qui va réprimer MyoD.

Les myocytes squelettiques, les adipocytes ainsi que les chondrocytes ont la méme
origine embryonnaire : le mésoderme (Taylor et Jones, 1979). Il y a souvent une relation
inverse entre le développement du tissu adipeux et du muscle squelettique comme par exemple
dans la maladie de dystrophie musculaire de Duchenne ou la perte des myofibrilles est
accompagnée d’une extension de la masse adipeuse dans le muscle (Berkow et al., 1988). Une
des hypothéses du rdle de Rev-erba serait que I'induction de la transcription de son géne
oriente une cellule indifférenciée du mésoderme vers la différenciation adipocytaire, et

I’empécherait d’aller vers la voie de différenciation musculaire.
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III- Article 3 : Identification d'un signal de localisation nucléaire dans le
domaine de fixation a I'ADN du récepteur nucléaire orphelin Rev-erba

A- Introduction

La localisation intracellulaire des récepteurs nucléaires est le résultat d'une situation
dynamique entre le noyau et le cytoplasme a travers les pores nucléaires de l'envelopp?
nucléaire (Guiochon-Mantel et al., 1991; Madam et De Franco, 1993). Les signaux de
localisation nucléaires, NLS, sont des séquences & l'intérieur d'une protéine qui lui permettent
d'étre transportée dans le noyau, et trop courte pour former une structure indépendante
(LaCasse et Lefebvre, 1995). Un NLS est une séquence riche en arginine et en lysine. Les
récepteurs nucléaires possedent plusieur§ NLS localisés pour une partie dans la région C-
terminale du domaine de fixation a I'ADN et dans le domaine D, et pour une seconde partie dans
le domaine de fixation du ligand (revue de Gronemeyer et Laudet, 1995).

Ces signaux de localisation nucléaires ont principalement été étudié pour des récepteurs
nucléaires ayant un ligand connu, comme les récepteurs aux oestrogenes, a la progestérone, aux
androgeénes, aux glucocorticoides et aux hormones thyroidiennes (Picard et Yamamoto, 1987,
Guiochon-Mantel] et al., 1989; Ylikomi et al., 1992; Lee et Mahdavi, 1993; Zhou et al., 1994;
Zhu et al., 1998). Peu d’études on été€ réalisées pour les récepteurs orphelins. Seul le NLS du
récepteur orphelin TR2 a été déterminé, et il se situe dans le deuxieéme doigt de zinc du domaine
de fixation a I’ADN (Yu et al., 1998). Pour les autre récepteurs orphelins, nous avons quelques
informations lorsque la fonctionnalité des mutants est testée par étude de leur localisation
subcellulaire. Ainsi, nous savons que SF1 est nucléaire, et que son mutant délété du domaine de
fixation a I’ADN est cytoplasmique (Hammer et al., 1999). Il semblerait donc que le NLS de
SF1 se situe dans son domaine de fixation a I’ADN. Le récepteur COUP-TFII est aussi
nucléaire, et son NLS semble plutdt étre dans le domaine D (Achatz et al., 1997).

Les récepteurs nucléaires orphelins, par définition, n'ont pas leur fonction régulée par
un ligand. L'un des modes de régulation de ces récepteurs pourrait €tre leur transport dans le
noyau, lieu d'action de ces protéines. En effet, nous savons que le récepteur aux
glucocorticoides est séquestré dans le cytoplasme par les protéines de choc thermique HSP

(Pratt, 1993). Cette séquestration le rend inactif et seule la présence du ligand lui permet d'aller
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Figure 1 : Caractérisation des sérums A83 et AB43 par immunoprécipitation des protéines
Rev-erba (o) et Rev-erbp (B). Les protéines sont produites en lysats de réticulocyte (A) ou
obtenues a partir du lysats de cellules COS-1 transfectées transitoirement par pSG5 Rev-erba
et pSGS Rev-erbp (B). Dans chaque cas les immunoprécipitations sont réalisées avec le sérum
pré-immun (Pi), le sérum adsorbé (Ads) qui correspond au sérum adsorbé sur le peptide de
fusion contre lequel il est dirigé, le sérum immun (I). Le sérum A83 spécifique (Spe)
correspond au serum A83 adsorbé sur le peptide de fusion MS2-B81. Sur les protéines Rev-
erba. humain et Rev-erbf de poulet schématisées sont localisées les régions protéiques
fusionnées a la RNA polymérase MS2, et qui ont servi a l'immunisation. Ces régions sont
celles contre lesquelles les sérums AB43, A83, et B81 sont dirigés.



dans le noyau et de moduler la transcription de génes cibles. Nous avons donc étudié la
localisation subcellulaire de Rev-erba par immunofluorescence. Afin de déterminer ses signaux
de localisation nucléaire, nous avons construit des chiméres avec la protéine GFP, "Green
Fluorescent Protein”. Ces résultats nous indiquent que Rev-erba est constitutivement nucléaire
et quelle posséde un NLS dans une région assez inhabituelle qui est les doigts de zinc. Rev:

erbB, le second géne du groupe Rev-erb, posseéde aussi un NLS dans cette région.

B- Résultats

Production d'anticorps polyclonaux anti Rev-erb

Afin d'étudier les protéines Rev-er’b, nous avons produit des anticorps polyclonaux anti
Rev-erb chez le lapin. Dans ce but, différentes séquences issues des ADN complémentaires de
Rev-erba ou Rev-erbf ont été clonées dans le vecteur d'expression procaryote pPLC24, dans
lequel elles sont fusionnées i celle codant les 98 premiers acides aminés de I'ARN polymérase
du phage MS2. Ce type de vecteur permet la production de peptides de fusion MS2-Rev-erbo et
MS2-Rev-erbf. Nous avons voulu produire un sérum qui reconnait spécifiquement Rev-erba
dans sa partie C-terminale, un sérum qui reconnait spécifiquement Rev-erbg, et un sérum qui
reconnait a la fois Rev-erba et Rev-erbp dans leur partie N-terminale. Pour cela nous nous
sommes appuyés sur le fait que les protéines Rev-erba et Rev-erbf ont entre elles 97%
d'identité au niveau de leur domaine de liaison a I'ADN, et 68% au niveau de leur domaine de
liaison du ligand, ceci aussi bien chez I'homme que chez le rat ou le poulet. Pour obtenir le
sérum AB43, qui reconnait sans distinction les protéines Rev-erba et Rev-erbf, nous I'avons
dirigé contre le domaine de liaison & 'ADN qui est le domaine le plus conservé (fig 1B). Pour
obtenir le sérum A83, qui reconnait spécifiquement Rev-erba dans sa partie C-terminale, nous
nous sommes placés au niveau du domaine de liaison du ligand, de méme pour le sérum B81
qui reconnait spécifiquement Rev-erbp.

Pour mettre en évidence la capacit¢ du sérum A83 a reconnaitre spécifiquement la
protéine Rev-erba, et pour le sérum AB43 de reconnaitre les deux protéines Rev-erba et Rev-
erbp sans distinction, des immunoprécipitations ont été réalisées (fig 1A) sur des lysats de

réticulocytes programmés a l'aide des ADN complémentaires de Rev-erba humain et de Rev-
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erbp de poulet. Les protéines obtenues (fig 1A, canaux 13 et 14) ont la taille attendue pour Rev-
erba et Rev-erbp qui sont respectivement 68kDa et 60kDa. Le sérum pré-immun permet de
visualiser les immunoprécipitations obtenues avec des anticorps présents avant les injections du
peptide de fusion. Le sérum pré-immun A83 (fig 1A, canal 1) sur la protéine Rev-erba humain
montre I'absence d'immunoprécipitation aspécifique. Le sérum adsorbé A83 (fig 1A, canal 2)<
qui correspond au sérum immun A83 pré-incubé 18h a 4°C avec la protéine de fusion MS2-
AR83, est incapable de reconnaitre la protéine Rev-erba. Le sérum immun A83 (fig 1A, canaux 3
et 4) reconnait principalement la protéine Rev-erba, et plus faiblement la protéine Rev-erbg.
Ceci n'est pas étonnant puisque ce sérum est dirigé contre une portion protéique de Rev-erba
humain qui a 68% d’identité avec Rev—erb'B, permettant ainsi d'envisager 1’existence d’épitopes
communs. De ce fait, le sérum immun A83 a été rendu spécifique (sérum A83 spécifique) en le
pré-incubant, 18h a 4°C avec la protéine de fusion MS2-B81. Cette opération permet non
seulement de neutraliser les anticorps qui reconnaissent les épitopes communs aux peptides
MS2-A83 et MS2-B81, mais aussi de supprimer les anticorps anti MS2. (canaux 5 et 6). Le
sérum A83 spécifique ne reconnait plus que la protéine Rev-erba (fig 1A, canaux 5 et 6). Par
conséquent, le sérum immun A83 spécifique reconnait spécifiquement la protéine Rev-erbo.

Les contrdles négatifs du sérum AB43, le pré-immun (fig 1A, canaux 7 et 8), et
l'adsorbé (fig 1A, canaux 11 et 12) indiquent I'absence de signaux aspécifiques. Le sérum
AB43, dirigé contre le domaine de liaison 2 'ADN de la protéine Rev-erbf, reconnait
spécifiquement les protéines Rev-erba humain de 68 kDa et Rev-erbf de poulet de 60 kDa (fig
1A, canaux 9 et 10). Ce résultat était celui attendu dans la mesure ou dans le domaine considéré
il n'y a qu'un acide aminé qui différe entre Rev-erba et Rev-erbp.

Les mémes résultats sont obtenus pour les immunoprécipitations a partir de lysats de
cellules COS-1 transfectées transitoirement (fig 1B). Par conséquent nous pouvons conclure
que nous disposons d'un sérum A83 spécifique qui ne reconnait que Rev-erba et d'un sérum

AB43 qui reconnait a la fois Rev-erba et Rev-erbf.
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Figure 2 : Etude de la localisation subcellulaire des protéines Rev-erba et B, et de deux
délétants de Rev-erba. Les cellules COS-1 sont transfectées transitoirement par pSGS Rev-
erba (a et ¢), pSGS (b), pSGS Rev-erbg (d), pSG5 Rev-erba 1-236 (e) et pSGS Rev-erba 236-
614 (f). L’immunofluorescence est réalisée a 1’aide du sérum pré-immun AB43 (a) ou du
sérum AB43 (b, c, d et e) ou du sérum A83 spécifique (f). Dans chaque cas, la construction
transfectée est indiquée en haut de I’image, et le sérum utilisé en bas de 1’'image.




Localisation nucléaire de Rev-erba et Rev-erbf

Dans le but d'étudier la localisation subcellulaire des protéines Rev-erba et Rev-erbp,
des immunofluorescences ont été réalisées a I'aide des sérums obtenus. Les cellules COS-1 ont
été transfectées transitoirement par pSG5-Rev-erba humain et pSG5-Rev-erbf de poulet. Ces
expériences comportent les mémes témoins que ceux des immunoprécipitations\.
L'immunofluoresence des cellules COS-1 transfectées par pSG5-Rev-erba, lors de l'incubation
avec le pré-immun AB43 (fig 2a) ou le pré-immun A83 (donnée non présentée), ne montre pas
de marquage particulier mais juste un bruit de fond, de méme pour les cellules transfectées par
pSG5-Rev-erbf (donnée non présentée). Le vecteur vide pSG5 transfecté ne montre pas non
plus de signal lors de l'incubation avec 1é sérum AB43 (fig 2b) ou le sérum A83 spécifique
(donnée non présentée). L'immunofluorescence des cellules transfectées par pSG5-Rev-erba
montre un marquage du noyau lors de I'incubation avec le sérum AB43 (fig 2c). Les cellules
transfectées par pSG5-Rev-erbf montrent également un marquage du noyau lors de l'incubation
avec AB43 (fig 2d). En conclusion, les protéines Rev-erbo et Rev-erbf sont des protéines
nucléaires dans le contexte de cellules COS-1 transfectées transitoirement par un vecteur

d'expression.

Le signal de localisation nucléaire de Rev-erba est dans sa partie N-terminale

Puisque Rev-erba est une protéine de 64 kDa, il doit y avoir un mécanisme de transport
actif qui lui permet de passer dans le noyau. Ce mécanisme est basé sur l'existence de signaux
de localisation nucléaires (NLS). Afin de cartographier ce NLS chez Rev-erba nous avons
construits différents mutants de délétions de Rev-erba clonés dans le vecteur d'expression
pSGS5 dans le but de réaliser des immunofluorescences dans des cellules COS-1 transfectées
transitoirement. Nous avons tout d'abord coupé la protéine en deux afin de déterminer si ce
NLS est dans la partie N- ou C-terminale de Rev-erba. L'immunofluorescence de cellules COS-
1 transfectées par pSGS5-1-236 montre un marquage du noyau (fig 2e), alors que
I'immunofiuorescence des cellules transfectées par pSGS5-236-614 montre un marquage
cytoplasmique (fig 2f). Le NLS majeur de Rev-erba se trouve donc dans sa partie N-terminale

qui comprend les domaines A/B, C et un tiers du domaine D.
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Figure 3 : Etude de la localisation subcellulaire de différents mutants de Rev-erbo
humain. Cette étude a été réalisée par immunofluorescence dans des cellules COS-1
transfectées transitoirement par les différentes constructions schématisées. Le sérum
utilisé est soit le sérum AB43 (A) soit le sérum A83 spécifique (B). Les cellules
transfectées sont classées et comptées en fonction de leur marquage subcellulaire : N pour
exclusivement nucléaire, C pour exclusivement cytoplasmique, N/C pour nucléaire et
cytoplasmique. Les acides aminés de bordure des différentes constructions sont indiqués.
Les mutants de Rev-erba sont schématisés en fonction des domaines A/B, C, D et E des
récepteurs nucléaires. La boite T/A du domaine D est aussi représentée.



Afin de cartographier plus précisément ce NLS, nous avons construits des mutants de
délétions de la partie N-terminale de Rev-erbo dans lesquels le domaine A/B est tronqué (fig
3A). Ces mutants, clonés dans le vecteur d'expression pSGS, sont aussi testés par
immunofluorescence, avec le sérum AB43, dans des celluless COS-1 transfectées
transitoirement. La protéine Rev-erba entiere est nucléaire avec 80% des cellules COS—{
transfectées ayant un marquage uniquement nucléaire, et 20% des cellules transfectées ayant un
marquage 2 la fois dans le noyau et le cytoplasme (fig 3A). Le mutant 1-236 est nucléaire avec
70% des cellules transfectées ayant un marquage uniquement dans le noyau et 30% ayant un
marquage dans le noyau et le cytoplasme. Le pourcentage de cellules montrant un marquage
uniquement nucléaire avec le mutant 1-236 est 10% plus faible par rapport a la protéine entiere.
Afin de déterminer si en arrétant le mutant a l'acide aminé 236 on interrompe un NLS, un
mutant un peu plus long dans le domaine D (jusque l'acide aminé 288) a été réalisé. Ce mutant
1-288 montre un marquage dans le noyau dans 70% des cellules transfectées, et 30% ont un
marquage noyau/cytoplasme. Nous pouvons dire que les mutants 1-236 et 1-288 se comportent
de la méme fagon, et que I’arrét de la protéine a 1'acide aminé 236 n'interrompt pas de NLS.

Les délétions successives du domaine A/B du mutant 1-236, c'est-a-dire les mutants
236419, 236444 et 236A69 (fig 3A), montrent un marquage du noyau avec une diminution du
marquage exclusivement nucléaire (60%, 57% et 56% respectivement) en faveur d'une
augmentation du pourcentage de cellule ayant un marquage noyau/cytoplasme (40%, 43% et
44%). Cependant le pore nucléaire est capable de laisser diffuser des protéines jusqu’a une taille
de 30k Da. Les mutants 1-288, 1-236, 236A19, 236A44 et 236A69 ont des tailles de 31,7 kDa,
26 kDa, 24 kDa, 21 kDa et 18 kDa respectivement. Nous pouvons donc penser que cette
augmentation de la proportion de cellules ayant le double marquage noyau/cytoplasme est due a
un phénomene passif de fuite vers le cytoplasme. Pour nous assurer que le domaine A/B n'est
pas nécessaire pour que Rev-erba se localise dans le noyau, nous avons construits le mutants
107-614 qui ne posseéde presque plus de domaine A/B (fig 3A). Ce mutant 107-614 est
nucléaire avec 85% des cellules transfectées ayant un marquage uniquement nucléaire. Nous
pouvons donc dire que le NLS de Rev-erba se situe dans sa région N-terminale, entre le

domaine C et le premier tiers du domaine D, ¢’est-a-dire entre les acides aminés 107 et 236.
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Figure 4 : Etude de la localisation subcellulaire de différents mutants de la région N-
terminale de Rev-erba humain. Cette étude a été¢ réalisée dans des cellules COS-1
transfectées transitoirement par différentes chiméres GFP/Rev-erbo. Ne sont représentées en
haut de I’image que les régions de Rev-erba fusionnées a la GFP. Les acides aminés de
bordure de ces régions sont indiqués, et ces régions sont schématisées en fonction des
différents domaines des récepteurs nucléaires. La boite T/A est aussi représentée.



La partie C-terminale de Rev-erba ne semble pas posséder de NLS. Etant donné que les
NLS présents dans le domaine E dépendent du ligand pour étre accessible au mécanisme de
transport nucléaire, nous avons construit différents mutants de la partie C-terminale dans le but
de tenter de faire apparaitre des NLS cryptiques (fig 3B). Les mutants 236-C12, 236C37,
236C87 et 236C118 transfectés dans les cellules montrent tous un marquage cytoplasmique
aprés incubation avec le sérum A83 spécifique. De ce fait, le NLS de Rev-erba se situe dans sa

partie N-terminale uniquement, et la partie C-terminale ne contient aucun NLS cryptique.

Le NLS des protéines Rev-erba et Rev-erbp est dans les doigts de zinc du domaine C

Afin de palier au probléme de diffﬁsion passive a travers le pore nucléaire, nous avons
construits des protéines chiméres avec la GFP ("Green Fluorescent Protein”) et des régions de
Rev-erbo. La GFP est une protéine cytoplasmique (fig 4a). Un NLS, lorsqu'il est fusionné a
une protéine cytoplasmique, doit permettre a cette protéine de se retrouver dans le noyau. La
GFP est clonée dans le vecteur d'expression pEGFP-C1 qui permet d'étudier la localisation des
chimeéres GFP dans des cellules COS-1 transfectées transitoirement. La région 1-236 de Rev-
erbo fusionnée dans la partie C-terminale de la GFP donne une chimére nommée GFP/1-236.
La chimére GFP/1-236 montre un marquage dans le noyau (fig 4b), par conséquent la région 1-
236 de Rev-erba possede bien un NLS. La chimére GFP/1-107 donne un marquage
cytoplasmique, par conséquent il n'y a pas de NLS dans le domaine A/B. Les résultats obtenues
avec les chimeres GFP/1-236 et GFP/1-107 sont en accord avec ceux obtenus par
immunofluorescence.

La chimeére GFP/107-236 (fig 4d) montre un marquage nucléaire ce qui signifie que le
NLS de Rev-erba se situe entre les acides aminés 107 et 236. Cette région comprend la boite
T/A du domaine D qui est entre les acides aminées 198 et 226. Les boites T/A des récepteurs
aux hormones thyroidiennes et aux androgénes sont connus pour contenir un NLS. Cette région
est riche en arginine et en lysine chez Rev-erba. Nous avons donc construits et testé la chimere
GFP/198-226 qui ne contient que la boite T/A. Cette chimére montre un marquage
cytoplasmique (fig 4¢). La boite T/A de Rev-erba ne posséde donc pas de NLS. Nous avons

recherché la région la plus petite de Rev-erba capable de créer une chimére montrant un
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Figure 5 : Etude de la localisation des chiméres GFP fusionnées aux doigts de zinc de Rev-erbp
ou RORa ou RORB. Les séquences des doigts de zinc fusionnés sont alignées par rapport a
Rev-erba. humain. Le point indique un acide aminé identique a celui de Rev-erba a cette
position. Les cystéines qui coordonnent un ion zinc sont indiquées par une astérisque, les boites
P et D sont encadrées en gris, et I’hélice ol est symbolisée par une fléche. L’étude de la
localisation subcellulaire des chimeres GFP est réalisée dans des cellules COS-1 transfectées
transitoirement.



marquage nucléaire. La chimeére GFP/128-191 montre un marquage nucléaire (fig 4f). Cette
région comprend le premier doigt de zinc du domaine C ainsi que le deuxieme doigt de zinc
tronqué dans son hélice (fig 5).

Cette méme région chez Rev-erbf a ét€ fusionné a la GFP. La chimére obtenue,
GFP/Rev-erbf DBD, montre aussi un marquage nucléaire (fig 5a). Les protéines Rev-erba et
Rev-erbf possédent donc leur NLS dans une région inhabituelle que celle des doigts de zinc du
DBD. Afin de savoir si ce type de NLS peut se généraliser a d'autres récepteurs orphelins
proches phylogénétiquement des Rev-erb, nous avons fusionné les doigts de zinc du récepteur
ROR. Les protéines Rev-erb et ROR ont pour point commun d’€tre capable de se fixer a ’ADN
sous forme monomérique et de reconnailre le méme type d’élément de réponse. De ce fait
RORGa et Rev-erba ont une identité de séquence de 60% au niveau de leur domaine de fixation a
I’ADN. Les chimeéres GFP/RORo DBD et GFP/RORB DBD montrent toutes les deux un

marquages cytoplasmique. Par conséquent leur NLS n'est pas dans les doigts de zinc.

C- Discussion

Par la technique d'immunofluorescence dans des cellules COS-1 transfectées
transitoirement, nous avons montré que les récepteurs orphelins Rev-erba humain et Rev-erbf
de poulet sont localisés dans le noyau. La recherche de signaux de localisation nucléaire pour
Rev-erbo. montre qu'ils se situent dans la partie N-terminale de la protéine. Il semblerait qu'il
n'y ait pas de NLS dans le domaine de fixation du ligand de Rev-erba. La construction de
chimeres GFP-Rev-erbo montre que le NLS majeur de Rev-erba se trouve dans le domaine de
fixation a 'ADN, et plus précisément dans les doigts de zinc. Le récepteur Rev-erbp posseéde
aussi un NLS dans cette région. L'identité de séquence entre Rev-erba et RORa dans cette
région est de 60%. Nous avons donc testé si le récepteur phylogénétiquement le plus proche des
Rev-erb, ROR, posse¢de aussi un NLS au niveau des doigts de zinc. La région des doigt de zinc
de RORa et RORS fusionnée a la GFP est cytoplasmique. Par conséquent, il n'y a pas de NLS
dans les doigts de zinc de ROR. La présence d'un NLS majeur dans la région des doigts de zinc

des protéines Rev-erb semble étre spécifique de ces récepteurs.
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1- Les protéines Rev-erb sont nucléaires

Les récepteurs nucléaires en absence de ligand sont localisés soit dans le noyau, soit
dans le cytoplasme, soit a la fois dans le noyau et le cytoplasme. Les protéines Rev-erbo et
Rev-erbp font partie des récepteurs localisés majoritairement dans le noyau. Il semblerait que de
facon générale les récepteurs nucléaires orphelins comme TR2, SF1 et COUP-TFII, soien\t
constitutivement localisé dans le noyau (Yu et al., 1998; Hammer et al., 1999; Achatz et al.,

1997).

2- Rev-erbo n'a pas de NLS dans son domaine E

L'étude de la localisation subcellulaire des mutants de la partie C-terminale de Rev-
erba a été réalisée par immunofluorescence. La visualisation indirecte de leur localisation dans
le cytoplasme est faite & partir du sérum A83 spécifique, alors que le sérum AB43 est utilisé
pour les mutants de la partie N-terminale. Cette différence de sérum pourrait expliquer les
différences de localisation. Cependant, la protéine Rev-erbo entiere a la méme localisation dans
les mémes proportions que ce soit avec le sérum A83 spécifique ou le sérum AB43. Par
conséquent le sérum A83 spécifique est capable de pénétrer dans le noyau et d'y reconnaitre la
protéine Rev-erba. Cette différence de localisation subcellulaire n'est donc pas un artefact.

Etant donné que le ligand de Rev-erbo, si il existe, n'est pas connu, nous ne pouvons
pas identifier les NLS qui fonctionnent qu'en présence du ligand. Or actuellement, les NLS
présents dans le domaine E sont tous dépendants du ligand. Il semblerait que ces NLS soient
masqués dans la molécule et que la fixation du ligand, entrainant une modification de la
structure, démasque les NLS. Différentes délétions du domaine E ont été réalisées afin de
démasquer un NLS mais aucun signal n'est apparu. Cependant, les récepteurs nucléaires ayant
un ligand connu n’ont pas tous un NLS dans le domaine E. C’est le cas notamment du récepteur
a la progestérone (Ylikomi et al., 1992). Nous pouvons conclure qu'il n'y a pas de NLS

constitutif dans le domaine E de Rev-erba.
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3- Rev-erba n'a pas de NLS dans la jonction entre les domaines C et D

Nous pouvons remarquer que, en absence de leur ligand, les récepteurs nucléaires qui
sont cytoplasmiques, comme GR, ou les récepteurs qui sont & la fois cytoplasmiques et
nucléaires, comme Trp et AR, ont tous la caractéristique d'€tre transloqués dans le noyau en
présence de leur ligands, mais aussi de posséder leur NLS dans la boite T/A du domaine 1?
(Zhou et al., 1994; Picard et Yamamoto, 1987; Haché et al., 1999; Geoget et al., 1998; Zhu et
al., 1998). 11 se pourrait que la fixation du ligand dans le domaine E, entraine une modification
de la structure de ce domaine, et modifie également la structure du domaine D contenant la boite
T/A. En effet, pour le récepteur aux hormones thyroidiennes TRal, des mutations dans sa boite
T/A ont été réalisées (Lee et Mahdavi, 1993). Ces mutants, alors qu'ils sont toujours capables
de fixer leur élément de réponse, ne peuvent pas activer la transcription, ni la réprimer en
absence de ligand. La fixation du ligand dans le domaine E doit certainement modifier la
structure tridimensionnelle de la boite T/A et permettre ainsi I'activation transcriptionnelle. Il est
possible que ce changement de structure rendre alors le NLS accessible aux mécanisme
d'importation nucléaire.

La fusion de la boite T/A de Rev-erbo en C-terminal de la GFP ne permet pas & la GFP
de se retrouver dans le noyau. Par conséquent, il n'y a pas de NLS dans cette région.
Cependant la cartographie des NLS n'a été réalisée que pour des récepteurs qui activent la
transcription et possédent I'hélice H12 du domaine E. Or, les Rev-erb sont des répresseurs de la
transcription, et ils ne possédent pas I'nélice H12 contenant la fonction AF2. De ce fait, méme
si ils ont un ligand, la modification de la structure lors de la fixation du ligand, due notamment

au mouvement de I'hélice H12, ne peut pas avoir lieu de 1a méme fagon chez les Rev-erb.

4- Le NLS de Rev-erba est dans le domaine de fixation a I’ ADN

Lorsque 1’on étudie la localisation des NLS par rapport aux domaines de fixation 2
I’ADN de nombreux facteur de transcription, on constate que dans 75% des cas, le NLS se
situe dans ce domaine, ou juste 2 coté, a une distance inférieure a dix acides aminés (LaCasse et
Lefebvre, 1995). Cette proximité entre ces deux fonctions semble €tre indépendante du mode de

fixation a ’ADN et du type de NLS. Ainsi, les facteurs de transcription comme c-ets-1, mais
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aussi les protéines a2 homéodomaine, comme PDX-1, ont leur NLS dans leur domaine de
fixation a ’ADN (Boulukos et al., 1989; Hessabi ef al., 1999). Les récepteurs nucléaires font
partie des facteurs de transcription dont le NLS est trés proche du domaine de fixation a I’ADN.
Mais aussi, certains récepteurs comme TR2 et SF1 ont leur NLS a I’intérieure de ce domaine
(Yu et al., 1998; Hammer et al., 1999). .

En ce qui concerne les protéines Rev-erb, nous venons de montrer que leur NLS se
situe aussi dans le domaine de fixation a ’ADN. Le récepteurs nucléaires le plus proche
phylogénétiquement de Rev-erba est RORa (60% d’identité dans leurs domaines de fixation a
1’ ADN). Or nous avons montré que ce domaine chez RORa et RORP ne possede pas de NLS.
Par conséquent, le NLS des protéines Rév-erb peut se trouver dans les 40% de non identité
entre les protéines Rev-erb et ROR. Ainsi la comparaison de ces domaines nous montre deux
zones de différences notables : I’'une est dans la boucle du premier doigt de zinc, I’ autre est entre
la fin de I’hélice a1 et la premicre cystéine du deuxiéme doigt de zinc. De ces deux régions,
seule celle qui est entre I’hélice al et la boite D, possede des résidus arginine et lysine. Par
ailleurs, la cristallisgtion du domaine de fixation 2 I’ADN de Rev-erbo montre que ces deux
résidus arginine et lysine sont accessible, c’est-a-dire pointant vers I’extérieure de la molécule
(Zhao et al., 1998).

De plus, dans I’alignement de séquence entre Rev-erb et ROR, 1a ou Rev-erba et Rev-
erbp ont deux résidus basiques, les protéines ROR n’ont qu’une seule sérine. Il semblerait donc
que le NLS des protéines Rev-erb se situe juste avant la boite D. Ce qui signifie que le
remplacement de ces deux résidus basiques par une sérine doit donner une chimeére GFP/Rev-
erba DBD muté incapable de se localiser dans le noyau. A I'inverse, le remplacement de la
sérine par deux résidus basiques doit permettre a la chimére GFP/RORa DBD muté de se
localiser dans le noyau.

Par ailleurs, ces deux résidus basiques n’existe que pour Rev-erba et Rev-erbf. En
effet, dans I’alignement de 58 récepteurs nucléaires dans la revue de Gronemeyer et Laudet
(1995), 48 des récepteurs, dont ROR, ont un espace dans leur séquence au niveau de la lysine
de Rev-erbo. Sur les 10 n’ayant pas d’espace de séquence, il y a bien sur les Rev-erb qui sont

les seuls & avoir deux résidus basiques, les récepteurs E75 et PPAR (o, B et y) qui ont un seul
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résidus basique sur les deux acides aminés, et 4 récepteurs n’ayant pas de résidus basiques a cet
emplacement. De ce fait, ces deux résidus basiques sont spécifiques des protéines Rev-erb, et il

est fort probable qu’ils portent leur signal de localisation nucléaire.

D- Matériels et méthodes
Expression de fragments de Rev-erb chez la bacterie, et obtention de sérum chez le lapin

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) a ét€ utilisée pour amplifier des
fragments d’ADN complémentaire de Rev-erba. humain et de Rev-erbf de poulet. Les
oligonucléotides de la région 5' des fragments amplifiés par PCR comprennent un site de
restriction BamHI et ceux de la région 3/, ﬁn site de restriction HindIIl. Le site de restriction est
choisi dans l'oligonucléotide 5' de maniére a conserver le cadre de lecture des ADNc Rev-erba
et Rev-erbf en phase avec le cadre de lecture du géne MS2 du vecteur d'expression procaryote
pPLC24. Ainsi ce clonage permet d'obtenir des vecteurs d'expression codant les protéines de
fusion MS2-Rev-erbo. ou MS2-Rev-erbp dont la structure comprend dans la partie N-terminale
les 98 premiers acides aminés de la polymérase MS2.
Les oligonucléotides utilisé pour amplifier le fragment de la région de liaison a I’ ADN de Rev-
erbb de poulet (AB43) sont : en 5° TAGGGATCCCAATAGAAACAGATGCCAG
eten 3’ ATCAAGCTTACATGGCACTCTGCATTTC.
Les oligonucléotides utilisé pour amplifier le fragment de la région de liaison du ligand de Rev-
erba humain (A83) sont : en 5 TAGGGATCCCCGGCAGGGCAACTCAAAG
eten 3° ATCAAGCTTACACGTTGAACAACGAAGC.
Les oligonucléotides utilisé pour amplifier le fragment de la région de liaison du ligand de Rev-
erbb de poulet (B81) sont : en 5> TAGGGATCCCAACACTGGAGGAAGAATG
eten 3’ ATCAAGCTTATGCATCAAACAAAGATGC.
Apres digestion par les enzymes de restriction BamHI et HindIII (BRL), les fragments de
séquences Rev-erba et Rev-erbf sont clonés dans le vecteur pPLC24 préalablement digéré par
BamHI et HindIII. La production plasmidique se fait dans la souche bactérienne E.coli LE 392
qui réprime constamment le promoteur du plasmide pPLC24 contrblant I’expression de la

séquence de fusion MS2-Rev-erb. L’expression des protéines de fusion MS2-AB43, MS2-A83
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et MS2-B81 est réalisée dans la souche E.coli SG4044 qui posséde le répresseur
thermosensible pour le promoteur pL. L’induction de I’expression des protéines recombinantes
est réalisée a 42°C pendant 3h. Le culot bactérien est lysé avec du Tris 50mM, EDTA 1mM
pH3,0 (tampon TE) et du lysosyme & 1 mg/ml, a 4°c 15 min. A cette préparation sont ajoutés 40
ml de TE, NP-40 a 0,5% apres 10 min, la préparation est amenée a 0,35M NaCl et 10 mM\
MgCl2. La préparation subit ensuite 1h de traitement & la DNase I bovine (Boehringer) & 100
ug/ml 2 4°C. Lorsque le lysat est moins visqueux, il est centrifugé a 8 000 rpm en rotor 2 angle
fixe (Sorval), 15 min. Le culot est lavé deux fois par 10 ml de TE /NP-40 0,5% puis une fois
par 10 ml de TE . Le culot est repris dans 3 ml de TE pH 6,5 et 3 ml de tampon de dépdt . Cette
solution est ensuite bouillie 10 min, et cenin'fugée a 6 000 rpm en rotor a angle fixe (Sorval), 10
min. La préparation est purifiée sur gel d'acrylamide-SDS & 15%. La protéine est identifiée par
coloration d'une bande de gel, puis isolée et extraite du gel par électroélution dans du tampon
Tris 50 mM; glycine 200 mM; SDS 0,1%; aprotinine 0,1%. Les protéines €lectroéluées sont
déposées sur un gel de polyacrylamide-SDS & 15% afin de connaitre leur degré de pureté,
détecter une €ventuelle dégradation, et estimer leur concentration avec une gamme de BSA de
concentration connue. Les sérums de le lapin sont obtenus a partir de ces protéines.

Les sérums pré-immuns sont obtenus avant toute immunisation. Le sérum immun va
nous permettre d'obtenir deux sortes de sérums adsorbés. Le premier correspond au sérum
immun pré-incubé toute la nuit a 4°C avec la protéine ayant ét€ injectée au lapin, ce sérum est
nommé "sérum adsorbé" (Ads). Le second est réalisé pour le sérum A83 épuisé contre la
portion peptidique de Rev-erbf (MS2-B81) qui correspond a la méme région de fixation du
ligand que chez Rev-erba qui a permis d’obtenir le sérum immun A83. Ce sérum est qualifié de

"spécifique" (A83 Spe).
N
,\’\\@
7
O

Clonage

Les différents mutants de Rev-erbe utilisé en immunofluorescence sont obtenue par
PCR a partir du plasmide pSG5 Rev-erbe. humain. Les oligonucléotides de la région 5' des

fragments amplifié€s par PCR comprennent un site de restriction BamHI et ceux de la région 3,
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un site de restriction HindIIl. Le fragment ainsi amplifié est digéré par les enzymes de
restriction HindIII et BamHI puis inséré entre les sites HindIII-BamHI du vecteur d’expression
pSGS.

Les différentes chiméres construites avec la GFP sont obtenues par PCR 2 partir des
plasmides pSGS5 Rev-erba humain, pSGS5 Rev-erbp de poulet, pPCMX RORae humain et pCMX\
RORB de poulet. Les oligonucléotides de la région 5' des fragments amplifiés par PCR
comprennent un site de restriction BamHI et ceux de la région 3', un site de restriction HindIII.
Le site de restriction est choisi dans 1’oligonucléotides de maniere a conserver le cadre de lecture
du gene GFP en phase avec le cadre de lecture des fragments amplifiés. Le fragment ainsi
amplifi€ est digéré par les enzymes de restriction HindIII et BamHI puis inséré entre les sites
HindIlI-BamHI du vecteur d’expression pEGFP-C1. Ainsi ce clonage permet d’obtenir des
vecteurs d’expression codant les protéines de fusion GFP/Rev-erbo, GFP/Rev-erbg,

GFP/RORo. et GFP/RORB.

Traduction en lysats de réticulocytes.

On utilise le kit de traduction en lysat de réticulocytes de Promega pour traduire les
vecteurs pSG5 Rev-erba humain ou pSGS Rev-erbp de poulet. La traduction est réalisée avec la
polymérase T7 pendant 1 h 30 a 30°C selon le protocole du fournisseur. Ces lysats de

réticulocytes sont testés et quantifiés sur un gel de polyacrylamide-SDS a 10%.

Transfection transitoire en cellules COS-1

Les cellules COS-1 sont transfectées avec 1 pg d'’ADN plasmidique et du PEI
(Euromedex). Les cellules sont mises a incuber 6h a 37°C. La transfection est interrompue par
ajout de 2 ml de milieu DMEM 2 10% de sérum de veau foetal (SVF). Les cellules vont croitre
dans ce méme milieu, ce qui va permettre 1'expression de 'ADN transfecté. Les produits de
cette expression peuvent €tre détectés 24 a 72 h plus tard.

Les cellules sont lysées 48h apres la transfection dans du tampon RIPA (20mM Tris,

pH7,5; 150mM sodium chloride; 2mM EDTA, 1% (wt/vol) sodium deoxycholate, 1% (vol/vol)
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TritonX-100, 0,25% (wt/vol)SDS), sur la glace. Le lysat récupéré est centrifugé a 30 000 rpm

en TL100 en rotor & angle fixe (Beckman) pendant 30 min & 4°C, puis le surnageant est récolté.

Immunoprécipitation et électrophoreése.

Les protéines synthétisées en lysat de réticulocyte sont incubées avec le sérum 18h a 4°C\
sous agitation douce dans 500 ul tampon RIPA (20mM Tris, pH7,5; 150mM sodium chloride;
2mM EDTA, 1% (wt/vol) sodium deoxycholate, 1% (vol/vol) TritonX-100, 0,25%
(wt/vol)SDS). 50 pl d'une suspension de billes de Sépharose-protéine A (Pharmacia) & 50%
dans du RIPA est additionnée, et le tout est maintenu sous agitation douce pendant 30 min.
L'immun adsorbant, constitué du comﬁlexe de billes de sépharose-protéine A-anticorps-
protéine Rev-erba ou Rev-erbf, est ensuite lavé 4 fois, chaque lavage est séparé du suivant par
une centrifugation a 14 000 rpm en centrifugeuse Eppendorf, 2 min a 4°C. L'immun adsorbant
est donc repris successivement dans 1 ml de RIPA, 1 ml RIPA / 0,5 M NaCl, 1 ml de RIPA /
TNE (v/v), puis dans 1 ml de TNE. Le culot est finalement repris dans du tampon de dépdt puis
bouilli 10 min. Le surnageant est déposé sur un gel de polyacrylamide-SDS a 10%. Le gel est
ensuite trait€ 1h dans de D'Amplify (Amersham) puis 1h dans un mélange acide
acétique/méthanol/eau (1/5/5). Apres séchage, il est mis en autoradiographie avec les films

Hyperfilm-MP (Amershan).

Immunofluorescence et GFP

L'immunofluorescence est réalisée sur des cellules COS-1 transfectées. 24h aprés la
transfection, les cellules sont déposées dans des cupules contenant des lamelles couvre-objet
préalablement trait€es a I'éthanol. Au bout de 24h , apres 2 ringages au PBS, les cellules son
fixées par du paraformaldéhyde a 4% dans du PBS pendant 20 min a 4°C. A la suite de 2
ringages au PBS, les cellules sont rendues perméables par du triton X100 a 0,2% dans du PBS
pendant 5 min, puis les groupements aldéhyde libres sont bloqués par de 1'éthanolamine 0,2M
dans du PBS, pendant 20 min 4 4°C. Un ringage au tampon PBS, bovine sérum albumine
0,5%, sérum de veau fétal 0,5% (PBS-BSA-SVF) permet, par l'apport de protéines, d'inhiber

les sites de liaison non spécifiques. Les cellules sont incubées en présence du sérum dilué au
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1/100€me dans du PBS-BSA-SVF pendant 3h. Aprés 3 rincages de 5 min au PBS-BSA-SVF,

la préparation est mise en présence d'un anticorps secondaire de porc dirigé contre le fragment

Fc des immunoglobulines de lapin. Cet anticorps marqué a la fluorescéine et dilué au 1/ 100¢me
dans du PBS-BSA-SVF, est incubé pendant 1h a 37°C. Aprés 4 ringages de 5 min au PBS-
BSA-SVF et un ringage bref au PBS, les lamelles sont montées sur des lames porte-objet 3
l'aide du mélange glycérol/PBS (4v/1v). Les lames sont ensuite observées au microscope
Axioscope (Zeiss) par fluorescence sous UV.

Les cellules COS-1 transfectées transitoirement par le plasmide pEGFP-C1 sont fixées

24h apres la transfection dans du PBS, 2% paraformaldéhyde, 0,2% glutaraldéhyde

]
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