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Action moléculaire

des androgenes et relation
structure-fonction

du récepteur des androgeénes

Les androgenes influencent la différenciation, la croissance
et le développement d’une grande variété de cellules aussi
bien chez 'homme que chez la femme. Ils exercent leurs
effets en se liant au récepteur des androgenes, 'un des
membres de la superfamille des récepteurs nucléaires,
capables de moduler la transcription de genes cibles. La fixa-
tion du ligand par le récepteur des androgenes cytoplas-
mique, lui méme lié a diverses protéines (les protéines de
choc thermiques ou hsp pour heat shock proteins), va déclen-
cher une série de modifications (départ des hsp, hyperphos-
phorylations). Le récepteur des androgenes subit alors une
translocation jusqu’au noyau, ou il va reconnaitre ses élé-
ments de réponse hormonaux et recruter le complexe acti-
vateur de transcription. Ces deux derniéres années ont été
marquées par des avancées significatives dans la compréhen-
sion de Paction cellulaire et moléculaire des androgenes. Le
role des acteurs impliqués dans I’activation transcriptionnelle
du récepteur des androgenes est de mieux en mieux com-
pris. L’analyse tridimensionnelle des domaines de liaison de
’ADN et de ’hormone laisse entrevoir de nombreuses appli-
cations en physiopathologie et en pharmacologie.

(DHT), se fixc sur des séquences
d’ADN spécifiques situées e¢n amont
de gcenes cibles, et active (voire
réprime) la transcription de ces der-
niers. Parmi les génes cibles, on peut
citer I’ABP dans le testicule de rat, la
probasine, le PSA dans la prostate,
qui sont considérés plus comme des

es androgénes sont respon-
sables de la différenciation,
du développement, et du
maintien du phénotype mas-
culin. Ces effets sont exercés
par le biais d’un récepteur nucléaire
qui, aprés liaison de la testostérone
(T) ou de la dihydrotestostérone
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marqueurs que comme des effecteurs
de I’action des androgenes.

Toute altération de I'une des étapes
de la transmission du message par les
androgeénes peut conduire au déve-
loppement d’anomalies aussi diverses
que le syndrome d’insensibilité aux
androgenes [1], des processus néo-
plasiques (cancer de la prostate et
cancer du sein chez I’homme), une
atteinte neurodégénérative (maladie
de Kennedy) ou une stérilité isolée.
Ces maladies représentent de véri-
tables «modéeles expérimentaux » qui
contribuent a4 mieux cerner le méca-
nisme d’action des androgenes dans
leurs cellules cibles.

Le syndrome d’insensibilité aux
androgenes représente plus de la
moitié des cas de pseudo-hermaphro-
disme masculin [2]. Son expression
clinique est trés variable, pouvant
aller d’un phénotype féminin com-
plet a un phénotype masculin avec
ambiguité sexuelle (pour revue, voir
[3]). La génétique moléculaire per-
met aujourd’hui d’affirmer le dia-
gnostic de I'anomalie par I'identifica-
tion de mutations dans le gene
codant pour le récepteur des andro-
génes.

En réalité, les anomalies moléculaires
des androgénes ne pourront étre cer-
nées quaprés avoir établi une carte
détaillée des relations structure-fonc-
tion du récepteur des androgénes,
précisé ses multiples partenaires et
élucidé le mode d’action cellulaire et
moléculaire des androgeénes.

Le recepteur
des androgenes

Le récepteur des androgenes (AR)
appartient a la superfamille des
récepteurs nucléaires qui comprend:
— les récepteurs d’hormones sté-
roides, androgénes (AR A et isoforme
B), glucocorticoides (GRa., B), miné-
ralocorticoides (MR), progestérone
(PR,, ) et cestrogénes (ERa, B);
— les récepteurs de différents ligands
hydrophobes tels que les hormones
thyroidiennes (TRa, B), I'acide réti-
noique (RAR a, B, y et RXR a, B, v).
— les récepteurs activant la proliféra-
tion des péroxysomes (PPAR) ;
— de nombreux récepteurs orphelins
pour lesquels aucun ligand spécifique
n’est identifié (pour revue, voir [4]).
L’AR est organisé, tout comme
mmmmmm |'ensemble des récepteurs nucléaires,
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selon une structure modulaire avec
des domaines fonctionnels interchan-
geables (figure 1):

— le domaine amino-terminal impli-
qué dans l'activation de la transcrip-
tion (AFI) et participant a la spécifi-
cité d’action tissulaire et cellulaire;

— le domaine central de liaison a
I’ADN (DBD pour DNA binding
domain), fortement conservé au sein
de la superfamille. Il participe aussi
au processus de dimérisation ;

— le domaine charniére abritant un
signal de localisation nucléaire (NLI1,
pour nuclear localization) ;

— le domaine carboxy-terminal res-
ponsable de la liaison de I’hormone
(LBD, pour ligand binding domain)
mais possédant également une sur-
face d’interaction pour les protéines
de choc thermique (hsp), une fonc-
tion de transactivation dépendant de
la liaison du ligand (AF2), une sur-
face impliquée dans les processus de
dimérisation et un signal de localisa-
tion nucléaire hormono-dépendant
(NL2).

Le geéne du AR est situé sur le chro-
mosome X, en position qll-ql2 et
s’étend sur environ 90 kb (figure 1).
Le cadre ouvert de lecture comprend
8 exons et s’étend sur 2,7kb. Plu-
sieurs isoformes d’ARNm ont été
décrites chez I’homme.

Exprimé dans la plupart des tissus, le
AR présente un taux d’expression
variant d’un facteur 2 a 3. En outre,
de profondes différences d’expres-
sion peuvent étre observées [5] au
sein d’une méme cellule, en fonction
du développement ou de I’dge. Le
promoteur du AR ne possede pas de
boites TATA, ni CAAT. En revanche,
il posséde un élément de réponse a
I’AMPc, des sites potentiels de liaison
pour une vingtaine de facteurs trans-
criptionnels tels que SRY, SFI, le AR
lui-méme, ER ou encore NFkB. Deux
sites de liaison du AR ont aussi été
décrits dans I'exon 5 [6]. Enfin, nous
avons observé une régulation bipha-
sique de I'expression de ’ARNm du
récepteur des androgenes par les
androgenes [7].

Mode d’action
du récepteur
des androgénes

La liaison de ’hormone

L’existence de divers domaines struc-
turaux au sein des récepteurs stéroi-
diens a été révélée par des expé-
riences de protéolyse ménagée. La
résolution des structures tridimen-
sionnelles des LBD de plusieurs
récepteurs de la superfamille en

Liaison des HSP90
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Figure 1. Organisation génique et principaux domaines fonctionnels du

récepteur des androgénes.
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I'absence de ligand (apo-), en pré-
= B )
sence d’agoniste (holo-) ou d’antago-
niste ainsi que la prédiction d’une
architecture générale commune a
S . . -
tous les LBD ont par la suite considé-
rablement enrichi nos connaissances
en matiere d’activation des récep-
teurs nucléaires.

Structure canonique du domaine

de liaison de Uhormone

A cc jour, les structures cristallines de
6 LBD des récepteurs nucléaires sui-
vants ont été rcésolues, RXRa apo-
dimerique, RARY et TRo holo-mono-
mérique, ERo holo-dimérique
formant un complexe avec divers
ligands, PPARY apo- et holo-dimé¢-
rique et PR holo-dimérique [8-10].
Les structures de RXRo et RARYy ont
toutes deux révélé un repliement ori-
ginal appelé «sandwich d’hélices o ».
L’éloignement phylogénique de ces
deux récepteurs a suggéré la conser-
vation d’une architecture générale
commune [11] au sein de la superfa-
mille, qui fut ultérieurement retrou-
vée dans des récepteurs aussi divers
que le TR, 'ER, le PR et le PPAR.
L’ensemble de ces données nous a
permis de réaliser in silico, par homo-
logie avec les structures du RARY, de
I’ERa et du PR, un modele tridimen-
sionnel du domaine de liaison de
I'hormone du récepteur des andro-
génes, pour lequel il n’existe pas de
structures cristallines résolues a
I’heure actuelle. Nous disposons ainsi
d’un «guide » autorisant une
approche de mutageneése raisonnée,
dont le but est de déterminer les
modalités d’ancrage du ligand dans
la poche, ou encore de préciser les
résidus participant a des interactions
protéine-protéine.

Poche de liaison de I'hormone

Tous ces LBD présentent donc une
architecture comparable avec, pour
le AR la présence de 11 hélices o (H1
a HI12) et d’un feuillet B (S1/S2)
(figure 2A). Les hélices H4, 5, 6, 8, 9
sont prises en sandwich entre H1 et 3
d’'une part et H7, 10 et 11 d’autre
part.

La poche de liaison est particuliere-
ment conservée, le ligand étant ancré
au ceeur de la molécule. Les ligands
sont reconnus grace a 2 types de
contacts: des liaisons hydrogene aux
extrémités et des liaisons hydro-
phobes de type van der Waals pour
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tout le corps du ligand. La poche est
en effet tapissée de résidus dont le
caractere hydrophobe est complé-
mentaire du caractére apolaire des
ligands, quclques rares résidus
polaires assurant I’ancrage et la spéci-
ficité de reconnaissance. L’ancrage
du cycle A des stéroides apparait tres
conservé. Une approche de mutage-
nese dirigée, guidée par un modele
tridimensionnel du LBD de hMR, a
permis a Fagard et al. de préciser les
modalités de reconnaissance des
minéralocorticoides [12], que nous
avons étendues aux androgenes,
I'ancrage de la cétone en 3 étant réa-
lisé par R752 et Q711 (figure 2B).

A Tautre extrémité du ligand, le
mécanisme d’ancrage n’est pas aussi
clairement mis en évidence par le
cristal de PR. Dans le cas du AR, le
résidu N705 semble particuliérement
important, sa substitution par une
alanine entrainant une perte dras-
tique de liaison des androgénes, un
important décalage de la courbe
d’activation transcriptionnelle [13],
les mémes effets étant observés pour
le résidu homologue de MR [12].

Le volume des poches de liaison des
récepteurs stéroidiens est bien supé-
rieur a celui des ligands qu'elles doi-
vent reconnaitre (341 A et 236 A, res-
pectivement, pour le AR et la
testostérone) ce qui peut s’expliquer
par 'extréme rigidité des stéroides,
qui n’autorise pas d’adaptation pos-
sible. Cette différence de volume
réitére I'importance des contacts spé-
cifiques et permet de comprendre
que des molécules tres diverses puis-
sent étre reconnues par ces récep-
teurs, mais bien souvent avec des affi-
nités faibles ou sans réel capacité
d’induction de transcription. Ce
modele est ainsi un outil de choix
dans la définition de nouveaux
ligands, agonistes ou antagonistes,
une fois connus les points d’ancrages
possibles au sein de la poche de liai-
son.

Importance du positionnement de H12

L’'importance d’AF2 dans les phéno-
menes d’activation transcriptionnelle
a été démontrée par mutagenese
dirigée, cela bien avant la résolution
des structures tridimensionnelles.
Or, la comparaison des structures
apo- et holo- de RARy et RXRa a
révélé un positionnement différent
de certains éléments structuraux,

notamment de la derniére hélice a,
H12. Ceci a conduit Renaud et al.
[14] a proposer un mécanisme
d’activation commun a tous les
récepteurs nuclcaires: la fixation du
ligand entraine un repositionnement
de HI12 qui dans sa position finale,
scelle ce dernier dans la poche et
crée avec la partie N-terminale de H3
une surface d’interaction qui auto-
rise le recrutement de co-activateurs
assurant la transduction du signal
hormonal. Les bases structurales de
cette interaction ont depuis été par-
tiellement dévoilées (9, 10]. Tout
ligand induisant une position de H12
de type non holo-, et empéchant
ainsi tout ou partie du recrutement
de co-activateurs, va agir comme un
antagoniste plus ou moins fort. On
voit ainsi les applications possibles du
modele tridimensionnel pour la défi-
nition de nouveaux ligands.

Application clinique

Ce modele in silico permet aussi de
tenter d’interpréter rétrospective-
ment les répercussions structurales
des nombreuses mutations naturelles
du AR. Dans la figwe 3, nous avons
ainsi représenté par des couleurs dif-
férentes (rouge, insensibilité com-
pléte aux androgenes; bleu, insensi-
bilité partielle aux androgenes,
violet, cancer de prostate), toutes les
substitutions rapportées dans la base
de données sur le modéle tridimen-
sionnel [15]. La répartition est assez
homogeéne pour les 3 types d’anoma-
lies, méme si certains domaines sont
plus fréquemment associés a des ICA,
comme le coeur hydrophobe. Nous
avons entrepris une étude systéma-
tique de ces altérations. Certaines
sont aisément compréhensibles
(perte de I'ancrage en 3-céto pour
R752Q), perte d’un pont salin tres
conservé pour E681K), alors que
d’autres ameénent a s’interroger sur
I’organisation structurale de la
région dans laquelle elles se situent,
notamment lorsqu’il s’agit de
boucles.

Activation et translocation nucléaire

L’ancrage du ligand dans la poche,
et les modifications de conformation
induites, représentent les premiéres
étapes de I'activation du récepteur
des androgénes. Les étapes ulté-
rieures visent a transformer ce récep-
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teur cytoplasmique en I’absence
d’hormone, formant un complexe
avec des protéines de choc ther-
mique (hsp), en facteur transcrip-
tionnel nucléaire actif, donc capable
de se lier a ’ADN et d’enclencher la
transcription.

Modifications induites

par la liaison de ’agoniste

En I'absence de ligand, le AR est extrait
des cellules sous la forme d’hétérocom-
plexes de hauts poids moléculaires
(250-300 kDa) ayant un cocflicient de
sédimentation de 8 a 10 S.

En présence de ligand, les protéines
formant ce complexe sc dissocient, le

Figure 2. A. Vue de
I’architecture géneé-
rale de liaison de
I'hormone du récep-
teur des androgénes
en présence de
R1881, modele 3D
réalisé a partir des
coordonnées du com-
plexe hPR-Progesté-
rone. Les acides ami-
nés a proximité
immédiate du ligand
(4,5 A) sont représen-
tés sous forme de
sphéres bleues pour
les hydrophobes,
rouges pour les
polaires. B. Ancrage
du R1881 au sein de
la poche de liaison du
récepteur des andro-
génes. Le code cou-
leur conventionnel
est appliqué (C: vert;
O: rouge,; N: bleu) a
I'exception des rési-
dus hydrophobes en
bleu clair. L’ancrage
du stéroide est repré-
senté en pointillé
blanc.

AR sédimente a 4 a 5 S et acquiert la
capacité de se lier a ’ADN. De nom-
breuses protéines constituant cet
hétérocomplexe ont déja été identi-
fiées, telles que hsp90, hsp70 et
FKBP52 [16].

Hsp 90 sc¢ lie au [LBD, et permet le
maintien d’une conformation du AR
apte a lier 'hormone. Hsp 70, cyto-
plasmique, se lie trés rapidement aux
protéines en cours de synthése ct
participe a I'assemblage d’oligo-
meéres. Un monomere d’hsp70 inter-
agit directement avec le LBD du AR,
contrairement a FKBP52, associée
aux hsp90 avec I’AR, le PR, le GR, ct
'R dans 'hétérocomplexe.

Lavitesse de dissociation des hsp cor-
respond a la vitesse d’apparition d’un
récepteur apte a lier '’ADN. Le
départ des hsp démasque le L.BD, les
sites de dimérisation et le signal de
localisation nucléaire. Les techniques
de protéolyse ménagée ont permis de
démontrer 'acquisition d’'une struc-
ture plus compacte du récepteur et
d’appréhender les modifications de
conformation induites par la liaison
d’agonistes ou d’antagonistes [17].
L.a fixation d’androgeénes s’accom-
pagne d’une augmentation de la
phosphorylation du récepteur, selon
un processus commun aux récep-
teurs stéroidiens et a d’autres fac-
teurs de transcription. A I'état inactif,,
le récepteur est déja phosphorylé,
mais cette hyperphosphorylation
concerne de nouveaux sites [18]. Le
role des phosphorylations dans I’acti-
vation des récepteurs nucléaires n’est
pas clairement défini, mais plusieurs
travaux tendent a démontrer son
importance, méme en [l'absence de
ligand, notamment dans I’activation
de kinases dépendantes des cyclines
ct de MAP-kinases par des facteurs de
croissance. Ainsi les phosphorylations
de sérines spécifiques du domaine
d’activation AF1 de ERP [19] et de SF-
1 [20] induites par les MAPK, aboutis-
sent au recrutement de co-activateurs
et a une activation transcriptionnelle.
L. controle des récepteurs nucléaires
par ces phosphorylations reste tout de
méme mal connu, puisqu’en particu-
lier leur spécificité d’action n’est pas
clairement démontrée, leurs roles
physiologiques demeurant ainsi hypo-
thétiques.

[.e transfert nucléairce est sélectit, actif
et nécessite un ou plusieurs NLS. La
premierc étape de ce transfert est la
liaison de la protéine aux pores
nucléaires. Cette étape est indépen-
dante de I'énergie, contraircment a la
deuxiéme étape de translocation a
travers les pores nucléaires. L. utilisa-
tion de deux inhibiteurs de synthese
d’ATP (désoxyglucose et acide de
sodium) nous a permis de bloquer
I'entrée dans le noyau d’'une protéine
de fusion GFP-AR, démontrant claire-
ment cette dépendance énergétique.
Aujourd’hui, nous savons que le
transport nucléaire est relayé par des
récepteurs saturables qui effectuent
un mouvement de va-et-vient entre le
cytoplasme et le noyau (pour revue,
voir [21]). Deux protéines ont été
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identifiées et leur gene respectif
cloné par différents groupes, une
protéine de 54/56 kDa, connue sous
les noms d’importine-ot ou karyophé-
rine o et une protéine de 97 kDa,
I'importine ou karyophérine .

La liaison de PADN

I.’effet hormonal nécessite la liaison
du récepteur a de courtes séquences
d’ADN mises en évidence principale-
ment au niveau de la région promo-
trice de genes cibles et appelées hor-
mone responsive element (HRE). Afin
d’identifier une séquence spccifique
du AR, ou ARE, Roche et al. [22] ont
utilis¢é un ensemble d’oligonucléo-
tides et une protéine composée du
scul DBD de AR. L’ARE alors sélec-
tionné présente la séquence consen-
sus GG(A/T)ACANnnTGTTCT, trés
proche de la séquence consensus du
GR. Tout ARE détecté coincide avec
un GRE, confortant la notion selon
laquelle GR/AR/PR/MR reconnais-
sent la méme séquence, méme si
pour un certains nombre de genes
(mouse vas deferens protein, secretory com-
ponent...) le AR semble plus efficace
que le GR [23, 24]. Ceci souleve
immédiatement le probléeme de la
spécificité d’action dans les cellules
exprimant les divers récepteurs.
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Figure 3. Modéle tri-
dimensionnel du
domaine de liaison
de [I’hormone du
récepteur des andro-
génes. En rouge figu-
rent les résidus dont
les substitutions sont
associées a des
insensibilités com-
plétes, en bleu celles
associées a des
insensibilités par-
tielles et en violet
celles associées a des
cancers de la pros-
tate.

Etude structurale du domaine de liaison
a 'ADN

La majeure partie des connaissances
acquises sur le DBD des récepteurs
nucléaires provient des ¢tudes de
GR, ER et RXR. Huit des neuf cys-
téines qui le composent sont enga-
gées dans des liaisons tétraédriques
de coordination avec des atomes de
zinc, formant ainsi deux structures
en doigt de zinc [25]. Toutes ces
structures présentent une organisa-
tion tridimensionnelle similaire,
reflet de la trés haute conservation
des séquences primaires. Nous avons
ainsi pu construire par homologie un
modele du DBD de AR a partir des
connaissances acquises sur le DBD de
GR (figure 4). Nous observons ainsi
2 monomeres se liant a chacun des
demi-sites, téte-a-téte. L’orientation
est telle que la boite P (G;;;SCKVy,),
qui assure la spécificité de reconnais-
sance, est présentée au demi-site.

La triple approche clinique-modéle
in silicoexpérimentation in vitro nous
a permis de démontrer I'importance
des résidus V581 et RH8H* dans
I'interaction avec I’ADN, et de préci-

* Code @ une lettre des acides aminés: A : Ala; C: Cys;
D: Asp; E: Glu; F: Phe: G: Gly: H: His; 1: lle: K:
Lys; L: Leu; M: Met; N: Asn; P: Pre; Q: Gin; R:
Ang; S: Ser; 1 Thr; Ve Val; W Tip; Y Tyr.

ser les répercussions structurales de
leur substitution [26]. Une approche
en tout point identique pour les sub-
stitutions R607Q) ¢t R608K, identi-
fiées dans des IPA et des cancers du
scin chez ’homme, a mis en évi-
dence une surface d’interaction
potentielle au sommet du deuxieme

doigt de zinc [27].

Dimeérisation

Il est communément admis que les
récepteurs stéroidiens se lient a
I’ADN sous forme d’homodimeres.
Ceci semble s’expliquer par la forma-
tion d’un pont salin entre deux rési-
dus, strictement conservés dans I’AR,
le GR, le MR, le PR (R598 et D600
pour le AR). La formation d’hétéro-
dimeres GR/AR [28] a cependant
¢té rapportée, mais avec des capaci-
tés transcriptionnelles contradic-
toires et sans aucune comparaison
avec le role-clé de I'hétérodimérisa-
tion dans la régulation transcription-
nelle d’autres membres de la superfa-
mille, tels que RXR qui interagit avec
plusieurs récepteurs (RAR, TR, VDR,
PPAR...).

I)’autres régions du récepteur parti-
cipent aussi a la dimc¢risation. Ainsi,
un récepteur tronqué de la partie
A/B présente unc capacité de climé-
risation plus faible que la protéine
entiere [29], alors que la fonction
majeure de dimérisation de I’ER se
situe au niveau du LBD, notamment
par I'intermédiaire de H10.

Régulation de la transcription

Chez les eucaryotes, I'activation de la
transcription de génes en réponse a
des signaux extracellulaires nécessite
I'assemblage de complexes multipro-
téiques au niveau de leur région pro-
motrice et la régulation de la synthese
d’ARNm par la RNA polymérase II.
Les récepteurs stéroidiens stimulent
la formation du complexe de¢ préini-
tiation en augmentant sa stabilité
et/ou sa vitesse de formation. Cepen-
dant, le mécanisme par lequel ils
interagissent avec la machinerie
transcriptionnelle est encorce pcu
connu et pourrait impliquer des
interactions directes et/ou indi-
rectes.

Interactions directes
McEwan et al. [30] ont mis en évi-
dence in vitro mais aussi in vivo, des

9%



N
; /,@\ Boite P
@ (e

Spécificité de I'ARE

|

—>
AGAACANNnTGTTCT
TCTTGTnnnACAAGA
—

F
A G K
3 A D R 608
D i I K
G Ot T, N
(C) - f C
©\ { Boite D /D~ O

627
557 KT FFKRAAEGKQKYL RLRKCYEAGMTLG
581

Figure 4. A. Domaine de liaison de I'ADN du récepteur des androgénes.
Représentation linéaire et localisation des régions fonctionnelles, notam-
ment de la boite P, impliquée dans la reconnaissance de I’'ADN, et de la boite
D, impliquée dans les phénomeénes de dimérisation. B. Vue de I'architecture
générale du domaine de liaison de 'ADN du récepteur des androgeénes,
modéle 3D réalisé a partir des coordonnées du complexe rGR-GRE4s. En
jaune figure le monomere qui interagit spécifiquement avec I'’ADN, les
spheres roses représentant les atomes de zinc.

interactions entre le domaine N-ter-
minal du AR et TFIIF. De méme
Ford et al. [31] ont rapporté des
interactions entre le domaine Tau-1
(t;) de GR et TBP. I.e DBD de PR
présente lui des interactions avec
TAF, 110, alors que pour la région
AF2 de ER la cible est TAF, 30 [32].

Interactions indirectes

L'identification de la région AF2, asso-

ciée a l'observation d'interférences

transcriptionnelles réciproques de dif-
mmmm— (Crents récepteurs nucléaires exprimeés
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de facon transitowre, a déclenché la
recherche de facteurs intermédiaires
communs, présents en quantité limi-
tée dans la cellule. I.¢ nombre de coré-
gulateurs, co-activateurs ou co-répres-
seurs, nécessaires a la régulation
transcriptionnelle des récepteurs
nucléaires, ne cesse de croitre (pour
revue, voir [33, 34]), mais ils sortent
du cadre de cette revue. Nous nous
limiterons a une description succincte
des principaux acteurs, en nous focali-
sant sur ceux qui présentent une inter-
action démontrée avec le AR.

SRC/NCoA

A ce jour, trois membres distincts ont
été décrits, chacun présentant plu-
sieurs variants d’épissage [33]: SRC-
1/NCoa-1, TIF2/GRIP-1 et p/CIP.
SRC-I stimule I'activation transcrip-
tionnelle de plusieurs récepteurs
nucléaires, dont le AR, en réponse a
leurs ligands respectifs, méme si le
AR semble avoir une préférence
pour TIF2 [35].

L.e domaine d’interaction SRC-récep-
teur nucléaire comprend quatre
motifs trés conservés [LXXL.I. (ou X
est n’importe quel acide aminé et L.
une leucine) (m/s 1997, n° 10,
p.1212). Des mutations du second
motif affectent grandement I'interac-
tion avec ER et RAR, alors que ce
sont plutot des altérations des motifs
III et IV qui perturbent la liaison avec
le AR. L.e module IV présente notam-
ment une interaction préferentielle
avec le domaine d’activation trans-
criptionnelle AFI, localisé dans la
partie N-terminale du AR. SRC-I
pourrait cdonc participer a I'interac-
tion entre les parties amino- et car-
boxy-terminales du RA [36, 37].
['une des explications du mécanisme
d’activation par ces co-activateurs a
été apportée par la découverte d’une
co-activation synergique SRC-1-
CBP/p300. CBP et p/300 sont deux
protéines apparentées, capables
d’interagir avec les récepteurs
nucléaires mais aussi avec divers fac-
teurs de transcription tels CREB
(cAMP vresponse element binding pro-
tein), AP-1 (activator protein 1), STAT
(signal transducer and activator of lrans-
aription). Ce dernier point leur a valu
I’appellation d’intégrateurs de
diverses voies de signalisation. Elles
possedent une activité histone-acétyl-
transférase intrinseque (HAT) et
peuvent conc agir de concert afin de
remodeler la chromatine.

On peut donc imaginer qu'un com-
plexe multiprotéique, comprenant
CBP, divers coactivateurs et doté
d'une activité HAT, puisse étre
recruté par des récepteurs nucléaires
en réponse a la liaison de leurs
ligands respectifs. L'inactivation
génique de SRC-1 n’a pas révélé de
phénotype particulier [38].

Ara 70/L1E]

La protéine ARA70 (androgen receptor
activator 70kDa) a été isolée sur la
base de son interaction avec le 1.BD)
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du récepteur des androgeénes en pré-
sence de DHT [39]. Les auteurs pré-
sentent cette protéine comme ayant
une interaction spécifique avec le
AR, or elle a initialement été isolée a
partir de cellules de cancer thyroi-
dien, et dénommée RFG ou ELEIL
Ces données ne semblaient pas en
faveur d’une spécificité d’interaction
limitée au AR, et ont été récemment
confirmées. Non seulement ARA70/
ELEl interagit avec GR et ER mais
cette interaction, comme celle avec le
AR, est indépendante du ligand [40],
et ne nécessite pas les domaines
I.xxL.I. de ARA70/EL.El et AF2-AD
du AR. La protéine ARA70/ELEI
semble donc devoir étre considérée
comme un co-activateur particulier.

BAG-1L

BAG-1 est un régulateur de la famille
des hsp70, qui agit en augmentant les
échanges ADP/ATP et dont les inter-
actions avec divers récepteurs stéroi-
diens ont été décrites. Seule I'iso-
forme BAG-IL est co-immuno-
précipitée avec le AR et sa surexpres-
sion transitoire permet d’amplifier la
réponse androgénique [41]. La
nature de cette interaction reste a
établir, directe ou indirecte par
I'intermédiaire de hsp70. L.e support
de cette interaction dans le AR est le
domaine de liaison de I’ADN et la
région charniere, différenciant ainsi
clairement BAG-11. des co-activateurs
de la famille p160.

ARIP3

ARIP3 (androgen receptor interacting
protein 3) est un partenaire du RA,
particuliérement exprimé dans le tes-
ticule. Cette protéine a été isolée par
la technique de double hybride en
utilisant comme appat le domaine de
liaison a 'ADN et une partie de la
région charniére [42]. ARIP3
module de maniére limitée I'activité
transcriptionnelle du AR. La partie
amino-terminale d’ARIP3 présente
de fortes homologies avec Mizl
(interagissant avec une protéine a
homéodomaine Msx-2), GBP (inter-
agissant avec une ARN hélicase),
PIASI et PIAS3 (inhibant respective-
ment la liaison a PADN de Statl et
Stat3). Il semble s’agir d’une nou-
velle famille de protéines modulant
I'activité transcriptionnelle de leurs
partenaires respectifs, dont la recon-
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naissance serait assurée par le
domaine carboxy-terminal.

SRA

Le SRA (steroid receptor coactivator) pré-
sente une fonction de coactivation
impliquant le domaine AFI des
récepteurs stéroidiens. Il s’agit en fait
d’un coactivateur agissant sous forme
d’ARN, qui existe au sein d’'un com-
plexe ribonucléoprotéique compre-
nant SRC-1, recruté par les récep-
teurs stéroidiens dont le AR [43],
(m/s 1999, n°10, p. 1153). L’existence
de ce nouveau type de coactivateur
ne va pas sans poser de nombreuses
questions: comment expliquer Iacti-
vation de tous les réceptewrs stéroi-
diens alors que leur domaine amino-
terminal est particuliérement
divergent? Ce mode de collaboration
transcriptionnelle dans lequel un
ARN établit une plate-forme de
recrutement existe-t-il dans d’autres
systémes de controle de transcrip-
tion ?

Les co-répresseurs

Plusieurs membres de la superfamille
ont une activité répressive sur les fonc-
tions de transcription, en I’absence de
ligand. Deux protéines apparentées
ont été isolées, NCoR, et SMRT qui
sont les médiateurs de la répression

de transcription exercée par RAR et
TR. Récemment, le nombre de
membres de la superfamille capables
d’interagir avec ces co-répresseurs
s’est accru et inclut notamment PR et
ER en présence d’antagonistes respec-
tifs, RU486 [44] et le tamoxiféne [45].
Ces données suggerent que les
concentrations relatives de co-répres-
seurs et de co-activateurs jouent un
role prépondérant dans la définition
du caractére antagoniste-agoniste par-
tiel, sujet a variation selon le type cel-
lulaire utilisé. Un tel équilibre peut
avoir des répercussions sur la physio-
pathologie de la résistance aux anti-
androgenes lors d’un traitement du
cancer de la prostate méme si a
I’heure actuelle I'interaction AR-co-
répresseur n’a pas été démontrée. On
peut se demander si la localisation
cytoplasmique en I'absence de ligand
de AR, de méme que GR et MR, ne les
dispense pas de l'interaction avec un
tel complexe répresseur.

Un modele général d’action du récep-
teur des androgeénes se dégage de
I'ensemble de ces données (figure 5):
la fixation du ligand par AR cytoplas-
mique, formant un complexe avec
diverses protéines (hsp), va déclen-
cher une série de modifications
(départ des hsp, hyperphosphoryla-
tions). AR subit alors une transloca-

Phosphorylations Dimérisation

Récepteur activé

OH
Testostérone o Y

CYTOPLASME

Changements conformationnels

Remodelage chromatinien

Réponse cellulaire

Figure 5. Mécanisme d’action du récepteur des androgénes. La fixation du
ligand par le récepteur cytoplasmique, formant un complexe avec diverses
protéines (hsp), va déclencher une série de modifications (départ des hsp,
hyperphosphorylations). Le AR subit alors une translocation jusqu’au noyau
ou il va reconnaitre ses éléments de réponse hormonaux et recruter le com-
plexe activateur de transcription. Le remodelage chromatinien subséquent
permet I'assemblage de la machinerie transcriptionnelle et I'activation de la

transcription.
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tion jusqu’au noyau ou il va recon-
naitre ses éléments de réponse hor-
monaux et recruter le complexe acti-
vateur de transcription, constitué
entre autres de protéines a activité
histone-acétyl transférase. l.e remo-
delage de la chromatine subséquent
permet I'assemblage de la machine-
rie transcriptionnelle et I'activation
de la transcription.

Modulation de Pactivité
transcriptionnelle

[’activité transcriptionnelle du AR
peut aussi étre modulée par diverses
voies de signalisation ccllulaires, y
compris en I’absence d’hormone.
Parmi ces modulatcurs de D'activité
transcriptionnelle, le complexe AP1,
constitué principalement des proto-
oncogenes c-jun et c-Fos, est particu-
licrement étudié. L’activité transcrip-
tionnclle de ce complexe est
subordonnée a l'action de facteurs
de croissance, d’oncogenes, de cyto-
kines, qui activent la protéine-kinase
C et conduisent a la prolifération cel-
lulaire. L.es données de la littérature
concernant ces intercommunications
AR-AP] sont discordantes [46]. lL.e
mécanisme d’action est également
trés discuté, pouvant intervenir soit
par interaction directe [46] soit par
compétition entre AR ct APl vis-a-vis
d’un facteur limitant dans la cellule,
tel que CBP [47].

Nous avons pu récemment démon-
trer une répression mutuelle des
dcux voies de signalisation du AR et
d’APl [48]. En utilisant plusieurs
mutants naturels et artificiels du AR,
nous avons précisé les régions du
réceptcur indispensables a cette
interaction.

Une activation du AR indépendante
des androgénes, pouvant notamment
rendre compte de I'échec des traite-
ments thérapeutique dans les cancers
de la prostate, est activement recher-
chée. Une activation transcription-
nelle du AR a été mise en évidence
en I'absence d’hormone pour plu-
sieurs facteurs de croissance, I'IlGF-1,
V'EGF (epidermal growth factor) et le
KGF (keratinocyte growth factor) [49]
mais les mécanismes d’activation res-
tent inconnus et les implications cli-
niques demeurent a définir. Tres
récemment, Craft et al. [50] ont
démontré I'existence d’une nouvelle

mmmssss cOmMmunication entre AR et HER-
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————— * ABREVIATIONS * ——

In silico : sur ordinateur.

Boite P: séquence Gs;;SCKVsy, du
domaine de liaison de CADN impli-
quée dans la reconnaissance des éle-
ments de réponse hormonaux.

Boite D: séquence AsySRNDy,, impli-
quée dans les phénomenes de dimé-
risation.

ICA : syndrome d’insensibilité complete
aux androgenes.

IPA : syndrome d’insensibilité partielle
aux androgenes.

2/neu, un récepteur a tyrosine
kinase de la famille des récepteurs a
EGF. L’ utilisation de lignées cellu-
laires issues de cancer de prostate et
stablement transfectées par un gene
reporter androgéno-sensible [51]
devrait permettre d’approfondir les
connaissances dans ce domaine.

I Conclusions

[.es données relatives au mécanisme
d’action cellulaire et moléculaire des
androgenes dans des cellules cibles
s’accumulent de fagon exponentielle.
I.a recherche actuelle se focalise sur
trois axes essentiels, une approche
structurale, la modulation de la
signalisation du récepteur des andro-
geénes par des facteurs de croissance
et I'identification des divers parte-
naires du récepteur dans I’activation
transcriptionnelle. Il est donc envisa-
geable d’espérer que ces trois axes
complémentaires permettent a
moyen terme de définir une carte
des relations structure-fonction aussi
détaillée que possible. Elle favorisera
une meilleure approche des maladies
qui impliquent les androgéenes et
leur récepteur, syndromes d’insensi-
bilité aux androgenes et cancers de
la prostate, contribuant ainsi a une
meilleure prise en charge de ces
affections M
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Addendum

Depuis la rédaction de cette revue, divers co-
facteurs interagissant avec RA ont été identifiés,
notamment Ubc9, ANPK, FHL2 (a activifé acti-
vatrice) TR4 et SHP (3 activité inhibitrice).
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Summary

Molecular action of androgens
and structure-function
relationships of androgen receptor

Androgens affect differentiation,
growth and development of a wide
variety of cell types in both males
and females. They produce their
effects upon binding to the andro-
gen receptor (AR) which modu-
lates the transcription of specific
genes. Testosterone is the major
active androgen circulating in
blood, but the enzyme b5o-reduc-
tase transforms this hormone into
dihydrotestosterone, which binds
to and activates the AR. The bin-
ding of hormone by cytosolic AR,
complexed by several proteins
(hsp), initiates a series of confor-
mational changes resulting in the
translocation of AR into the
nucleus where it interacts with spe-
cific DNA-sequences and recruits
the transcription initiation com-
plex. Over the past two years, signi-
ficant progress has been made in
the understanding of the cellular
and molecular action of andro-
gens. The molecular actors impli-
cated in transcriptional activativa-
tion by the androgen receptor
(AR) have been identified and
their role in the activation process
are now better defined. Modeling
of the three-dimensional structure
of the DNA- and ligand-binding
domains of AR opens the way for
numerous physiopathological and
pharmacological applications.
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FONDATION FYSSEN

194, RUE DE RIVOLI - 75001 PARIS
TEL.: 33 (0)1 42 97 53 16 - FAX: 33 (0)1 42 60 17 95

La FONDATION FYSSEN a pour objectif général «de promouvoir sous toutes ses
formes I'analyse scientifique des mécanismes logiques du comportement animal et
humain ainsi que leur développement ontogénétique et phylogénétique ».

BOURSES D'ETUDES POST-DOCTORALES

La FONDATION FYSSEN attribuera un certain nombre de BOURSES D’ETUDES
POST-DOCTORALES.

Ces bourses doivent permettre la formation et le soutien de chercheurs de niveau
post-doctoral travaillant dans des domaines de recherche qui répondent aux objectifs de
la Fondation tels que I'éthologie, la paléontologie, I'archéologie, I'anthropologie, la
psychologie, I'épistémologie, la logique et les sciences du systéme nerveux.

La Fondation souhaiterait soutenir plus particulierement les recherches dans les
domaines tels que:

ETHOLOGIE ET PSYCHOLOGIE: La nature et le développement des processus
cognitifs chez 'homme et chez les animaux. Le déterminisme des comportements au
cours de lI'ontogenése et leur évolution a travers la phylogenése.

NEUROBIOLOGIE : Les études portant sur les bases neurobiologiques des processus
cognitifs et de leur développement embryonnaire et post-natal ainsi que les
mécanismes éiémentaires qu’ils engagent.

ANTHROPOLOGIE-ETHNOLOGIE: L'étude:

a) des systemes de représentations des environnements naturels et des cultures.
Analyse des principes de construction et des mécanismes de transmission de ces
systémes en mettant en évidence leurs aspects cognitifs;

b) des systémes techniques développés dans les diverses formes d’organisation
sociale et analysés sous tous leurs aspects (savoirs, savoir-faire, mécanismes de
transmission).

PALEONTOLOGIE HUMAINE - ARCHEOLOGIE : L’origine et I'évolution du cerveau
humain et de ses productions.

Ces bourses d'un montant maximum de 120000F annuel seront réservées a des
chercheurs francais désirant se rendre dans des laboratoires étrangers et a des
chercheurs étrangers venant travailler dans des laboratoires francais. Elles s’adressent
aux jeunes chercheurs, moins de 35 ans, et sont normalement d’une durée maximale
d’un an; elles peuvent éventuellement étre renouvelées.

Les demandes de bourses doivent étre établies suivant un formulaire 8 demander a
la Fondation de Septembre a Février. Les dossiers complets doivent étre adressés en 15
exemplaires au Secrétariat de la Fondation, 194, rue de Rivoli, 75001 PARIS.

Date limite impérative de réception des dossiers: le 31 mars 2000.

Seules seront prises en considération les demandes de bourses qui entrent
explicitement dans les objectifs de la Fondation.

PRIX INTERNATIONAL

Un PRIX INTERNATIONAL de 200000 F est attribué a un chercheur qui s'est
distingué par une activité de recherche fondamentale qui correspond, directement, ou
indirectement a I'objectif de la Fondation et qui concerne des disciplines telles que
I’éthologie, la paléontologie, I'archéologie, [I'anthropologie, la psychologie,
I'épistémologie, la logique et les sciences du systéme nerveux. Il a été décerné a MM.
les Professeurs A. LEROI-GOURHAN (1980), W.H. THORPE (1981), V.P. MOUNTCASTLE
(1982), H.C. CONKLIN (1983), R.W. BROWN (1984), P. BUSER (1985), D. PILBEAM (1986),
D. PREMACK (1987), J.C. GARDIN (1988), P.S. GOLDMAN-RAKIC (1989), J. GOODY
(1990), G.A. MILLER (1991), P.RAKIC (1992), L.L. CAVALLI-SFORZA (1993), L.R.
GLEITMAN (1994), W.D. HAMILTON (1995), C. RENFREW (1996), M. JOUVET (1997) et A.
WALKER (1998).

Discipline pour le Prix International 2000:
«INTENTIONNALITE ET PLANIFICATION DE L'ACTION »
Les propositions de candidature doivent comporter:
—le curriculum vitee,
- la liste des publications du candidat,
- un résumé (quatre pages maximum) du travail de recherche qui justifie
I'attribution du Prix.

On ne peut se porter directement candidat. La candidature doit impérativement
étre présentée par une personnalité scientifique reconnue et étre adressée en
15 exemplaires au Secrétariat de la Fondation, 194, rue de Rivoli, 75001 PARIS.

Date limite des propositions de candidature: le 31 OCTOBRE 2000.
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