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Roéle des co-facteurs
transcriptionnels

dans la transduction

des signaux hormonaux

par les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires ont la particularité de pouvoir agir
directement sur ’expression des genes en se fixant sur
PADN. Ils comportent deux domaines d’activation transcrip-
tionnelle, mais leurs modes d’action restent encore mal
connus. Des protéines, appelées co-facteurs, réglent ’activite
transcriptionnelle de ces récepteurs, leur permettant, soit
d’activer, soit de réprimer I’expression d’un gene. Si 'un des
deux partenaires porte une mutation supprimant cette inter-
action, 'acheminement jusqu’au génome d’un signal cellu-
laire peut étre interrompu. En outre, la possibilité de chacun
de ces cofacteurs d’interagir avec plusieurs récepteurs leur
confere un role central dans lintégration des signaux cellu-
laires, d’autant plus qu’ils sont présents en quantité limitée.
La régulation de la transcription d’un gene correspond donc
a un mécanisme fin et complexe, mettant en jeu notamment
les différentes affinités des récepteurs pour les co-facteurs.
Nul doute également que ces cofacteurs constitueront a
Pavenir de nouvelles cibles thérapeutiques.

a famille des récepteurs
nucléaires comprend les
récepteurs des hormones sté-
roidiennes et thyroidiennes,
de la vitamine D et des réti-
noides ainsi que de trés nombreux
récepteurs orphelins [1]. Ils sont
composés de plusieurs domaines,
conservés a des degrés divers et pré-
sentés sur la figure 1. Le domaine
AF1, localisé dans la région A/B, et
le domaine AF2, localisé dans le
domaine de fixation du ligand, sont

tous deux responsables de I’activa-
tion transcriptionnelle; elle est
constitutive pour AF1 et induite par
la fixation du ligand pour AF2. Les
travaux de recherche de ces der-
nieéres années ont montré que ces
récepteurs nucléaires sont au centre
d’un systeme complexe de régula-
tions et que la fixation d’'un ligand
n’est pas toujours suffisante pour que
le récepteur induise I'expression
d’'un gene [2]. Certains récepteurs

doivent subir une translocation du
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‘Figure 1. Principaux domaines d’interaction des récepteurs nucléaires et des

protéines N-CoR, SMRT, RIP13, CBP/p300 et p160/SRC-1. A Un récepteur
nucléaire est caractérisé par une région A/B comprenant un domaine d’acti-
vation AF1, une région C de fixation a I'ADN, une région charniére D, une
région E comprenant un domaine d’activation AF2 qui agit de maniére
dépendante du ligand et une région F. B. Les principaux domaines d’interac-
tion des co-facteurs NCoR [39], SMRT [44], RIP13 [39], CBP [7] et SRC-1 [5]

sont représentés.

cytoplasme vers le noyau. Puis, une
fixation de forte affinité sur ’ADN
peut impliquer la dimérisation du
récepteur avec d’autres récepteurs
nucléaires. Avant et/ou apres cette
fixation, plusieurs phosphorylations
peuvent avoir lieu. Le récepteur doit
alors interagir directement ou indi-
rectement avec la machinerie trans-
criptionnelle pour que l’expression
du geéne cible soit induite. Les inter-

msmms actions des récepteurs nucléaires
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avec leurs éléments de réponse ou
avec la machinerie transcriptionnelle
sont réglées, notamment, par des
protéines appelées co-facteurs dont
la présence inhibe (co-réprésseur)
ou augmente (co-activateur) I’activité
du récepteur (certains ont déja été
présentés dans médecine/sciences) (m/s
n°2, vol. 12, p. 232) [3, 4]. L’existence
de tels co-facteurs avait été suggérée
par deux types d’observations: (1)
'activité transcriptionnelle des récep-

teurs nucléaires dépend de leur envi-
ronnement cellulaire; (2) 'activation
de certains récepteurs des stéroides
est inhibée par I'activation simulta-
née de récepteurs de la méme
famille, ce qui a suggéré un phéno-
mene de séquestration d’éventuels
effecteurs nucléaires (phénoméne
dit de squelching). 11 est difficile de
définir avec précision la notion de
co-facteur, car leurs modes d’action
restent encore trés mal connus, voire
inconnus. Dans cette revue, plus de
25 molécules sont présentées
(Tableau I), sélection qui n’est sans
doute pas exhaustive. Quoi qu’il en
soit, nous verrons que le peu que
I'on connait aujourd’hui témoigne
déja du role crucial de ces molécules
dans la régulation des processus de
croissance et de différenciation cellu-
laire.

I Co-activateurs

Une des familles de co-activateurs
récemment découverte regroupe les
protéines SRC-1 [5, 6], pl160 [7, 8],
TIF2 [9] et GRIPI [10].

SRC-1

La molécule SRC-1 (steroid receptor co-
activator, figure 1) a été identifiée,
dans le systéme double-hybride, sur
la base de son interaction avec le
domaine de liaison du ligand du
récepteur humain de la progesté-
rone (PR), en présence de I'hor-
mone [5]. Récemment, de nouveaux
variants de cette protéine ont été iso-
lés, les protéines p160 [7]. SRC-1 est
synthétisée dans différents tissus et
agit de maniére pléiotropique: elle
augmente l’activité transcription-
nelle du récepteur de la progesté-
rone mais aussi des récepteurs des
cestrogenes (ER), des glucocorti-
coides (GR), de I'hormone thyroi-
dienne (TR) et de I'acide rétinoique
9-cis (RXR) quand ceux-ci sont fixés
sur leurs éléments de réponse et sont
en présence de leurs ligands respec-
tifs. SRC-1 augmente également les
activités transcriptionnelles de la pro-
téine chimere Gal4-VP16 et de Spl
mais pas celles des protéines E2F,
E47. La protéine SRC-1 n’est donc
pas un co-facteur général de tous les
facteurs de transcription. Lorsque la
protéine SRC-1 est produite en exces
dans des cellules HeLa, 'effet de
squelching du récepteur de la proges-
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CO-FACTEURS MODIFIANT L'ACTIVITE TRANSCRIPTIONNELLE DES RECEPTEURS NUCLEAIRES

Tableau |

Nouveau facteur Domaines de récepteur utilisés Bibliotheque d’ADNc, extrait Interactions avec Effet du ligand Ref.
pour la recherche tissulaire ou cellulaire d’autres récepteurs
du co-facteur
Co-activateurs
ARA70 AB (région C-terminale) Cellules de cerveau humain Assaciation (38]
BRG1 Cellules Hela Assaciation (34]
hbrm Cellules hépatiques humaines GR Association (32]
ERAP140 hER-AF2 Cellules MCF-7 Assaciation (22]
ERAP160
GRIP1 GR-LBD Cellules d'embryon de souris GR, AR, ER Assaciation (10]
p160 CBP (domaine C-terminal) et ER-LBD Macrophages humains Association 7]
p300/CBP Protéine E1A Cellules 293 T3R, RAR, RXR Assaociation (13]
RAP46 GR Cellules de foie humain AR, ER, PR dépend du récepteur  [36)
RIP110 hRXRa.-LBD Cellules de foie murin TR, RAR, RXR dépend du RIP et (37]
RIP13 du récepteur
RIP140 mER-LBD Cellules Hela, ZR75-1, COS-1 Assaciation (23, 24]
RIP160
RIP8O
hSNF2a Cellules de cerveau feetal humain ER, RAR ? (35]
hSNF2b
SRC-1 hPR-LBD (rés. 631-933) Lymphocytes B humains ER, GR. PR, RXR, TR Assaciation (5]
mSUG1 mRARc — région E Cellules d’embryon de souris ER, TR, VDR, RXR Assaciation (28]
TIF1 mRXRy (domaines D et E) Cellules P19 ER. TR, VDR, RAR Association (25]
TIF2 ER-LBD Cellules de placenta humain AR, ER, GR, PR, RAR, Association [9]
RXR, TR
Trip rTRB1 Cellules Hela RXR (Trip1) Différent selon (26, 27]
(15 protéines) (du C-term du DBD au C-term de la les Trip
protéine)
Co-répresseurs
N-CoR (p270' ou TR Cellules hypophysaires de souris RAR Dissociation (39)
‘TRAC')
SMRT hRXRo-LBD (rés. 198-462) Cellules Hela TR, RAR Dissaciation (44)
TRUP hTR (rés. 168-259, N-term du LBD) Lymphocytes B humains Dissociation (45]
Calréticuline hGR-DBD ? (46, 47]

ARAP: androgen receptor-associated protein; ERAP: estrogen receptor-associated protein; GRIP: glucocorticoid receptor-interacting protein; N-CoR:
nuclear receptor co-repressor; RAP: receptor-associating protein; RIP: receptor-interacting protein; SRC: steroid receptor coactivator, TRUP: thyroid
hormone receptor uncoupling protein; SMRT : silencing mediator for retinoid and thyroid-hormone receptors; T\F: transcriptional intermediary factor ;
Trip: TR interacting protein; rés.: résidus; h: humain; r: rat; m : murin. ER: récepteur des cestrogénes; GR: récepteur des glucocorticoides; RXR:
récepteur de I'acide 9-cis-rétinoique,; PR: récepteur de la progestérone,; RAR: récepteur de I'acide rétinoique tout-trans,; TR: récepteur des hormones
thyroidiennes,; AR: récepteur des androgeénes,; VDR : récepteur de la vitamine D. LBD: ligand binding domain,; DBD: DNA binding domain.

térone par le récepteur des oestro-
genes n’est plus observé [5]. Ce phé-
nomeéne s’explique donc vraisembla-
blement par la réquisition par
plusieurs récepteurs d’'un méme co-
facteur dont la quantité dans la cel-
lule est limitée et qui intégre ainsi les
signaux provenant de plusieurs voies
de transduction. Nous verrons que
cela est une propriété de nombreux
co-facteurs, et notamment de
p300/CBP. En présence de RU-486,
SRC-1 ne s’associe pas au récepteur
de la progestérone. Des travaux ont
montré que le site de fixation de cet
antagoniste était différent de celui de
la progestérone [11]. On peut donc
supposer que RU-486 induit un chan-
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gement de conformation différent de
celui induit par la progestérone et
qui ne permet pas l'interaction du
récepteur avec son co-facteur. Cela
expliquerait peut-étre 'action in vivo
de cet antagoniste et souligne
I'importance de la conformation des
domaines d’interaction récep-
teur/co-facteur. Notons enfin que
SRC-1 comporte des domaines de
type PAS (pour domaine a motif de
dimérisation identifié a l'origine
dans les protéines nucléaires Period,
Aryl hydrocarbon recepteur et Single
minded), bHLH (basic helix-loop-helix)
et des domaines riches en glutamine
qui sont communs a d’autres facteurs
transcriptionnels et/ou d’autres

molécules impliquées dans la diffé-
renciation cellulaire [6].

TIF2

TIF2 (transcriptional intermediary fac-
tor) présente une identité de I’ordre
de 40 % avec la partie amino-termi-
nale de SRC-1 [9]. Il interagit égale-
ment avec de nombreux récepteurs
nucléaires comme les récepteurs des
androgenes, des cestrogenes, des glu-
cocorticoides, de la progestérone, de
I’acide rétinoique tout-trans RAR,
RXR, les récepteurs de 1I’hormone
thyroidienne et de la vitamine D en
présence de leurs ligands. Néan-
moins, si SRC-1 amplifie les activités

transcriptionnelles du récepteur des m—
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cestrogenes, des glucocorticoides, de
la progestérone, de I’hormone thy-
roidienne et de RXR, TIF2 n’ampli-
fie que celles des récepteurs des
androgeénes, des cestrogenes et de la
progestérone et pas celles des récep-
teurs des glucocorticoides, de RAR,
RXR, des récepteurs de I’hormone
thyroidienne ni de la vitamine D. On
peut avancer deux hypotheéses afin
d’expliquer ces observations: il est
possible que certains récepteurs
nucléaires n’utilisent pas TIF2 in
vivo ; alternativement, I'utilisation de
TIF2 par ces récepteurs pourrait
requérir un troisieme partenaire. A
cet égard, de récents travaux ont
montré que les protéines p160/SRC-
1 s’associaient également a des co-
facteurs d’'une autre famille, les pro-
téines CBP et p300, formant ainsi un
complexe ternaire avec le récepteur
nucléaire (7, 8] (voir plus bas).

GRIPI

GRIP1 (glucocorticoid receptor interac-
ting protein) est un co-activateur
murin isolé sur la base de son inter-
action avec le domaine de fixation du
ligand du récepteur des glucocorti-
coides dans le systeme double-
hybride [10]. Il augmente également
I’activité transcriptionnelle des récep-
teurs des cestrogenes et des andro-
genes. GRIP1 est partiellement ana-
logue a SRC-1.

CBP et p300

Les protéines CBP (CREB-binding pro-
tein, figure 1) et p300 sont deux fac-
teurs d’'une méme famille qui ont
originellement été identifiés par leur
interaction avec, respectivement, la
protéine CREB (cAMP-responsive bin-
ding protein) [12] et la protéine virale
E1A [13]. Il a été montré récemment
que CBP pouvait interagir simultané-
ment avec la p160/SRC-1 et le RAR,
le récepteur des cestrogenes ou le
récepteur de la progestérone en pré-
sence de leurs ligands (m/s n°10,
vol. 12, p. 1113) [6-8, 14]. Cette inter-
action tripartite donne lieu a un
complexe vraisemblablement plus
stable et ayant une activité transcrip-
tionnelle accrue. De plus, en s’asso-
ciant avec p300/CBP, le récepteur
nucléaire établit des contacts avec la
machinerie transcriptionnelle
(figure 2) puisque CBP/p300 peut
interagir avec la TBP (TATA-box bin-

s ding protein) et d’autres molécules qui
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Figure 2. Mode d’action présumé de p300/CBP. La fixation du récepteur de
I'acide rétinoique tout-trans RAR sur son élément de réponse induit la disso-
ciation du co-facteur N-CoR et le recrutement de p160 et de CBP. La protéine
CBP elle-méme s’associe a d’autres protéines comme les TAF (TBP-associa-
ted factors), la TBP (TATA-box binding protein), ou la protéine P/CAF. Ce
complexe peut intégrer également des signaux transmis par des seconds
messagers cellulaires et des protéine kinases.

lui sont associées (protéines TAF)
[15]. Comme p300/CBP peut aussi
interagir avec la protéine P/CAF
(p300/CBP-associated factor), enzyme
pouvant acétyler les histones [16],
I’état de la chromatine est peut-étre
modifié localement autour du récep-
teur, ce qui faciliterait I’expression
du gene. Grace a leurs différentes
régions fonctionnelles, CBP et p300
interagissent encore avec de nom-
breux autres partenaires [15].
Notons qu'une méme région permet
des interactions avec des partenaires
qui parfois ne présentent que tres
peu d’analogies entre eux, comme
par exemple I’antigéne T de SV40 et
EIA [17, 18]. Dans ce dernier cas,
des modifications conformation-
nelles dues a des phosphorylations
semblent orienter l'interaction avec
I'un plutét qu’avec 'autre [18]. Par
ailleurs, et de maniére trés intéres-
sante, I’état de phosphorylation de
p300 a pu étre corrélé a un état de
différenciation de la cellule [19]. Il
semble donc que si p300 peut, en
effet, interagir avec de nombreux
partenaires, ces interactions ne se
font in vivo qu’en fonction d’un
contexte bien précis. Les facteurs
p300/CBP sont également impliqués

dans des processus de différenciation
cellulaire grace a leurs interactions
avec les protéines de la famille bPHLH
dont SRC fait partie [6, 20]. Kita-
bayashi et al. (Tsukuba, Japon, Bos-
ton, MA, USA et Paris, France) sug-
gerent que EIA interagit avec
certaines des kinases responsables de
la phosphorylation de p300, placant
ainsi enzyme et substrat a proximité
I'un de l'autre [19]. On peut se
demander si les récepteurs nucléaires
recrutent eux aussi des protéines qui
moduleraient le fonctionnement de
ce co-facteur. Serait-ce par exemple
le role du co-facteur SRC-1/p160°?
On sait aujourd’hui également que,
comme d’autres co-facteurs présentés
dans cette revue, la quantité de
p300/CBP est limitée dans la cellule.
En témoignent, en effet, les expé-
riences de squelching entre récepteurs
nucléaires [7, 8], ainsi que les études
de Petrij et al. (Leiden, Pays-Bas)
([21] et m/s n°10, vol.11, p. 1496)
suggérant que la mutation d’un seul
des deux alleles de p300 serait suffi-
sante pour induire de nombreux pro-
bléemes de développement chez
I’homme (syndrome de Rubinstein-
Taybi) (m/s n°10, vol. 12, p. 1113). De
tels phénoménes de compétition

m/s n°89, vol. 13, aout-septembre 97




existent aussi entre les récepteurs
nucléaires et les autres partenaires de
p300/CBP qui sont aussi d’autres
régulateurs de la transcription,
comme le complexe AP-1 [7], impli-
quant ainsi p300/CBP dans d’autres
voies de transduction que celle des
récepteurs nucléaires (pour revue voir
[15]). La protéine p300/CBP permet
donc la connexion et l'intégration a
la fois de signaux arrivant directe-
ment au cceur de la cellule (sté-
roides, rétinoides, etc.) et de signaux
arrivant a la membrane puis relayés
par des seconds messagers (AMPc,
MAP kinases) et permet de placer les
récepteurs nucléaires dans un réseau
étendu de régulations de la crois-
sance et de la différenciation cellu-
laires.

Protéines ERAP et RIP

Une autre grande famille de co-fac-
teurs regroupe les protéines ERAP
(estrogenes receptor-associated proteins) et
les protéines RIP (receptor-interacting
proteins).

Les protéines ERAP140 et 160 [22],
d’une part, et RIP80, 140 et 160 [23,
24], d’autre part, ont été isolées sur
la base de leur interaction avec le
récepteur des cestrogenes. De méme
que pour les facteurs décrits ci-des-
sus, I'interaction des ERAP et des RIP
avec leur récepteur nécessite la fixa-
tion préalable du ligand et ne se fait
pas en présence d’antagonistes [20-
22]. Il a aussi été montré qu’'un
récepteur des cestrogénes sans
domaine AF2, mais néanmoins
capable de fixer le 17B-cestradiol avec
une affinité identique a celle du
récepteur normal, n’a plus d’activité
transactivatrice [23]. Ces résultats
indiquent donc que le domaine AF2
constitue une entité fonctionnelle
distincte par rapport au domaine de
fixation du ligand. Les protéines
ERAP et RIP sont localisées dans le
noyau et leur expression n’est pas
restreinte aux cellules qui synthéti-
sent le récepteur des cestrogenes.
Elles interviennent donc probable-
ment aussi dans d’autres voies de
signalisation que celles du récepteur
des cestrogeénes. Une étude fonction-
nelle de RIP140 a montré qu’elle se
fixait sur la région AF2 du récepteur
des cestrogénes et en augmentait
I’activité transcriptionnelle. Bien
qu’il ait été montré que le récepteur
des cestrogénes, mais pas RIP140,
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interagissait in vitro avec la protéine
TBP et le facteur TFIIB, on ne sait
pas si RIP140 établit d’autres ponts
avec la machinerie transcriptionnelle
ou si RIP140 renforce l'interaction
entre celle-ci et le récepteur des
cestrogenes. Il est cependant intéres-
sant de noter que le 17B-cestradiol
augmente la quantité de RIP140 et
RIP80 dans la cellule, ce qui suggére
I'existence d’'un mécanisme de rétro-
controle positif [24].

TIF-1

En utilisant comme «appat», dans le
systeme double-hybride, les domaines
de fixation du ligand du RXRy de
souris, il a été possible d’isoler une
protéine murine augmentant l’acti-
vité transcriptionnelle de ces récep-
teurs, la protéine TIF-1 (transcriptio-
nal intermediary factor) [25]. Dans ce
méme systeme, TIF-1 augmente éga-
lement I'activité transcriptionnelle
du domaine de fixation du ligand du
RARo et interagit avec les domaines
de fixation du ligand du récepteur
de la vitamine D, du récepteur des
cestrogenes et du récepteur de la
progestérone en présence de leurs
ligands respectifs. In vitro, TIF-1 inter-
agit avec le RXRo, le RARa et le
récepteur des cestrogenes. Dans la
région carboxy-terminale de TIF-1 a
été identifié un bromodomaine qui
serait treés conservé au sein de plu-
sieurs activateurs transcriptionnels et
qui interviendrait dans des processus
d’interaction protéine-protéine. Dans
la région amino-terminale ont été
identifiés un domaine structural de
type RING, deux domaines de type
doigt de zinc (boites B) et un
domaine présumé en superhélice.
Cette région est retrouvée dans
I'oncogene murin T18, fusionnée au
domaine carboxy-terminal de B-Raf.
Aujourd’hui, on connait huit pro-
téines qui possedent un domaine
amino-terminal présentant cette
triple caractéristique structurale.
Trois d’entre elles ont ce domaine
particulier en commun avec un onco-
géne. Le Douarin et al. (Paris,
France) proposent que ces domaines
contribuent a la propriété de trans-
formation de ces oncogénes [25].

Trip-1 et mSUGI

Les protéines Trip-l1 (TR-interacting
protein) (26, 27] et mSUGI [28] sont
deux co-activateurs identiques a

99,3%. Trip-1 est une des 15 pro-
téines isolées au cours d’un criblage
dans le systeme double-hybride en
utilisant comme «appat» le TRBI en
présence de son ligand. Dans le
méme systeme, Trip-1 interagit égale-
ment avec le RXR en présence
d’acide rétinoique 9-cis ainsi qu’avec
Gal4 ou VPI16. En revanche, aucune
interaction n’a été observée avec le
récepteur des glucocorticoides.
L’ARN messager codant pour Trip-1
est synthétisé dans de nombreux tis-
sus. La séquence peptidique de Trip-
1 montre que la protéine appartient
a la superfamille des protéines conte-
nant un domaine de 200 résidus asso-
cié a une activité ATPase (et appelé
domaine «CAD »). Ces travaux atti-
rent donc I'attention sur le réle des
protéines comportant un domaine
CAD et leur role potentiel d’activa-
teurs transcriptionnels. Il a été mon-
tré, par ailleurs, que SUGI interagis-
sait in vitro avec différents domaines
d’activation transcriptionnelle ainsi
qu’avec les protéines TBP et TAF,30
[28], établissant ainsi un pont entre
les récepteurs et la machinerie trans-
criptionnelle. La protéine murine
mSUGI est également identique a
100 % a la protéine humaine p45, un
des composants du complexe de
régulation du protéasome 268,
PA700 [28]. A ce titre, SUGI pour-
rait avoir un role dans la dégradation
ou la transformation des récepteurs
et/ou des molécules qui leur sont
associées, ce qui constituerait un
mode supplémentaire de régulation
de la transcription. De méme,
comme d’autres composants du com-
plexe PA700, elle agirait peut-étre
comme un catalyseur des change-
ments allostériques d’autres pro-
téines, d’autres co-facteurs. Enfin,
notons combien certains co-facteurs
impliqués dans la régulation de
I’expression des génes sont conservés
de la levure aux mammiféres. En
effet, dans des levures dont la pro-
téine SUGI est mutée, I’expression
de Trip-1 rétablit le phénotype sau-
vage. Ainsi, lorsqu’un récepteur
nucléaire ou, comme ici, un co-fac-
teur issu d’'un organisme supérieur
sont introduits dans une levure, ils
conservent leurs propriétés transacti-
vatrices [29-31], soulignant le role
probablement crucial des co-facteurs
dans le systeme de régulation de
'activité des récepteurs nucléaires.
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Analogues humains de SNF2/SW12
de levure

Les ADNc de plusieurs analogues
humains de la protéine SNF2/SWI2
de levure (qui correspond a la pro-
téine brm de la drosophile) ont éga-
lement récemment été clonés. Ces
molécules s’appellent hbrm [32],
hSNF2L [33], BRG] [34] ou encore
SNF2a et SNF2B [35]. Les protéines
hbrm et BRG] augmentent 'activité
du récepteur des glucocorticoides et
SNF20 et SNF2B celles du récepteur
des cestrogenes et du RAR. L’étude
de la séquence de hbrm a révélé la
présence d’'un domaine hélicase
potentiel, d’'un bromodomaine, ainsi
que d’une région riche en résidus
proline et glutamine qui jouerait un
role important pour I’activité trans-
criptionnelle d’autres facteurs.
Lorsque hbrm est mutée dans cette
région elle n’a plus d’activité trans-
criptionnelle, tout comme d’ailleurs
la protéine hSNF2L [33] qui n’est
que partiellement analogue a brm et
qui ne possede pas cette région parti-
culieére. Fusionnée a un domaine de
fixation a 'ADN, hbrm peut induire
I'expression d’'un géne rapporteur,
ce qui la distingue des autres co-acti-
vateurs dont l'activité est condition-
née par une interaction avec un
récepteur. La production de hbrm
dans sept lignées cellulaires a été étu-
diée. La protéine est absente dans
deux d’entre elles. Dans certains cas,
une réponse inadéquate a I’hormone
pourrait étre due a I’absence ou a la
mutation d’un co-activateur, hypo-
theése qu’il serait intéressant de véri-
fier pour certaines lignées cellulaires.

La protéine RAP46

La protéine RAP46 (receptor associated
protein) a été isolée sur la base de son
interaction avec le récepteur des glu-
cocorticoides [36]. Lorsque le récep-
teur est préactivé in wvitro, 'interac-
tion de RAP46 avec le récepteur des
glucocorticoides est indépendante de
la présence de I'hormone ou de
I’antagoniste RU 486. De la méme
facon, RAP46 interagit avec les récep-
teurs des androgenes, de I’hormone
thyroidienne, de la progestérone
ainsi qu’avec le récepteur des cestro-
genes pour lequel il présente I'affi-
nité la plus forte. Des expériences
préliminaires ont montré que RAP46
serait un activateur transcriptionnel.

mmmsssm RAP46 semble étre exprimée de
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maniére ubiquiste. Les trois derniers
quarts carboxy-terminaux de la pro-
téine présentent 46 % d’identité avec
la protéine BAG-1, identifiée sur la
base de son interaction avec Bcl-2, un
répresseur de la mort cellulaire, don-
née qui met une fois de plus ’accent
sur le caractere incontournable des
co-facteurs dans la régulation de la
différenciation cellulaire.

Les protéines RIP13 et RIP110

Les protéines RIP13 et RIP110 (recep-
lor interacting protein) sont deux nou-
velles protéines murines isolées par
le systeme double-hybride sur la base
de leur interaction avec les domaines
DEF du RXRa humain [37]. Ces
deux protéines interagissent avec le
récepteur de 1’hormone thyroi-
dienne, le RAR et le RXR mais pas
avec le récepteur des glucocorti-
coides. RIP13 est identique au
domaine carboxy-terminal du co-
répresseur N-CoR (figure 1, voir plus
bas) et présente 43 % d’identité avec
le domaine carboxy-terminal du co-
répresseur SMRT (voir plus bas).
L’interaction de RIP13 avec le RXR,
de méme que celle entre RIP110 et le
RAR, est indépendante de la pré-
sence ou de I’absence d’acide réti-
noique, alors que l'interaction de

RIP110 avec le récepteur de I'hor-
mone thyroidienne requiert la pré-
sence de T3. Ce résultat est intrigant
et il serait intéressant de savoir si
RIP110 agit in vivode maniére consti-
tutive avec certains récepteurs et de
maniere dépendante du ligand avec
d’autres récepteurs.

La molécule ARA,,

La molécule ARA;, (androgen receptor
activator) [38] a été isolée grace au
syst¢éme double-hybride sur la base de
son interaction avec le récepteur des
androgenes en présence de dihydro-
testostérone. Elle présente 99 %
d’identité avec la protéine thyroi-
dienne RFG dont la fonction est
inconnue. ARA;, est synthétisée dans
de nombreux tissus. Il sera intéres-
sant dans le futur de déterminer si
son absence ou son dysfonctionne-
ment dans des cellules de la prostate,
par exemple, peut étre a I’origine de
certains cancers.

I Co-répresseurs

La protéine N-CoR

La protéine N-CoR (nuclear receptor
co-repressor, également appelée p270
ou TRAG, figure 1) a été récemment
isolée sur la base de son interaction

[ T
DR5

DR1

+ hormone (@)

ﬁ + co-activateurs

ab. _.&f¢

DR1

Figure 3. Mode d’action présumé des protéines N-CoR, p160 et CBP en fonc-
tion de I'élément de réponse. Sur un élément de réponse DR5, la fixation de
I'acide rétinoique tout-trans RAR par le récepteur induit la dissociation de N-
CoR et le recrutement de p160 et de CBP qui permettent I’'expression du géne
cible. Sur un élément de réponse DR1, la fixation du ligand n’induit pas la
dissociation de N-CoR ce qui se traduit par une répression constitutive.
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avec le complexe TR/RXR/ADN en
I'absence de ligand (m/s n°2, vol. 12,
p.234) [39]. Quand le complexe N-
CoR/TR/RXR est fixé sur un élé-
ment de réponse de type DR5, le
ligand induit une dissociation de N-
CoR du complexe et le recrutement
de deux protéines de 140 et 160 kDa
(figure 3). La transcription peut alors
avoir lieu. En revanche, quand I'hété-
rodimeére N-CoR/TR/RXR est fixé
sur un élément de réponse de type
DRI, N-CoR ne se dissocie pas et
aucune activité transcriptionnelle
n’est observée [40]. Ce résultat est a
rapprocher de la démonstration que
I'hétérodimeére RAR/RXR, qui a une
activité transcriptionnelle sur un élé-
ment de réponse de type DR5, n’en a
pas sur un élément de réponse de
type DRI en raison d’une inversion
de I'ordre des récepteurs sur ’ADN
et de I'impossibilité pour RXR de
fixer son ligand dans la configuration
«DR1» [41, 42]. On réalise
aujourd’hui que, outre I’orientation
des récepteurs, l’espacement des
demi-sites qui composent les élé-
ments de réponse affecte également
leurs interactions avec les co-facteurs
de la cellule. Le systeme double-
hybride dans la levure, en utilisant la
partie carboxy-terminale du récep-
teur de I'hormone thyroidienne
comme «appat», a permis d’isoler
un ADNc codant pour N-CoR qui,
dans le méme systéme, interagit aussi
avec la partie carboxy-terminale du
RAR [39]. Aucune interaction n’a été
détectée avec les domaines carboxy-
terminaux du récepteur de la vita-
mine D, du RXR, du récepteur des
cestrogenes ni du récepteur des glu-
cocorticoides. Une série de mutants
de délétion a permis de localiser le
domaine d’interaction avec N-CoR
dans la région D du récepteur, mon-
trant également que la région amino-
terminale du domaine de fixation du
ligand apportait une contribution
partielle.  L’alignement  des
séquences des domaines D de diffé-
rents récepteurs révele que seuls le
récepteur de I’hormone thyroi-
dienne et le RAR ont une analogie
structurale dans cette région. Celle-ci
pourrait ainsi étre désignée «boite
CoR » pour «boite pour la co-répres-
sion ». De méme, une série de
constructions composées de frag-
ments de N-CoR a permis de localiser
sa fonction de répression dans son
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extrémité amino-terminale, ainsi que
dans une seconde région comportant
peut-étre un motif en doigt de zinc.
La capacité des formes normales ou
mutées du récepteur de I’hormone
thyroidienne et du RAR d’exercer
une activité de répression est corré-
lée a leur capacité d’interagir avec N-
CoR. La protéine N-CoR peut exer-
cer son activité quand elle est
fusionnée au DBD (DNA binding
domain) de Gal4, en I’absence de
récepteur, contrairement a certains
des co-activateurs rapportés plus haut
dont I’activité n’est pas constitutive
mais nécessite une interaction avec
un récepteur. Le mécanisme par
lequel N-CoR agit n’est pas encore
connu. Il a été montré que l'interac-
tion du récepteur de I’hormone thy-
roidienne avec N-CoR n’abolit en
tout cas pas l'interaction directe
entre le récepteur de I’hormone thy-
roidienne et la protéine TFIIB. La
partie carboxy-terminale de N-CoR
est identique a la protéine RIP13 et
présente une identité de 43 % avec
celle de SMRT. Il est légitime de se
demander si la protéine RIP13, pré-
sentée au chapitre précédent et dont
la fonction reste inconnue, existe
vraiment telle quelle dans la cellule
ou, le cas échéant, elle pourrait agir
comme un compétiteur de N-CoR et
de SMRT; on sait que différentes iso-
formes de SMRT entrent en compéti-
tion entre elles [43]. Par ailleurs, plu-
sieurs contradictions existent entre
les travaux qui ont été menés sur N-
CoR et RIPI3: RIP13, mais pas N-
CoR, peut interagir avec le RXR; la
fixation sur un récepteur de son
ligand ne modifie pas de maniere
analogue les interactions entre ce
récepteur et RIP13 ou la partie car-
boxy-terminale de N-CoR.

SMRT

L’utilisation du systeme double-
hybride a permis également d’isoler
la protéine SMRT (silencing mediator
for retinoid- and thyroid-hormone recep-
tors) qui interagit avec le RAR et le
récepteur de 1I’hormone thyroi-
dienne en l'absence de ligand (m/s
n°2, vol. 12, p. 234) [43, 44]. Dans le
méme systéme, SMRT n’interagit pas
avec le récepteur des glucocorti-
coides. La capacité ou I'incapacité de
certains récepteurs mutés (récepteur
de I’hormone thyroidienne ou RAR)
d’exercer une activité de répression

de la transcription en I'absence de
ligand est corrélée a leur aptitude a
interagir avec SMRT. SMRT reste
fixée sur le RAR ou le récepteur de
I’hormone thyroidienne méme
quand ceux-ci sont fixés, sous forme
d’hétérodimeres, a leurs éléments de
réponse. Lors de la fixation du
ligand, les complexes SMRT/RAR ou
SMRT/TR se dissocient, ce qui
constitue vraisemblablement une
étape nécessaire pour que s’exerce
I’activité transcriptionnelle. Des
expériences menées avec des pro-
téines chiméres comportant des sous-
domaines de SMRT ont montré que
le domaine amino-terminal, a I'instar
de celui de N-CoR, possédait une
activité de répression intrinseque, et
que le domaine carboxy-terminal
était impliqué dans I'interaction avec
les récepteurs nucléaires [44]. Néan-
moins, les domaines de répression de
N-CoR ayant été localisés dans une
région n’existant pas dans SMRT
(figure 1), les deux protéines exercent
leur activité sans doute par des méca-
nismes différents.

La protéine TRUP

La protéine TRUP (thyroid hormone
receptor uncoupling protein) a été isolée
par un criblage dans le systeme
double-hybride en utilisant comme
«appat» la région D du récepteur de
I’hormone thyroidienne [45]. La pré-
sence du ligand n’affecte ni la fixa-
tion, ni la dissociation de TRUP. Sa
séquence est identique a celles des
protéines Surf-3, PLA-X et L7a. Dans
des expériences de co-transfection,
TRUP réprime I’activité transcrip-
tionnelle du récepteur de I’hormone
thyroidienne ainsi que celle du RAR,
mais pas celle du récepteur des
cestrogenes et du RXR. Des expé-
riences de retardement sur gel sugge-
rent que TRUP exercerait son acti-
vité en inhibant la fixation des
dimeéres TR/RXR et RAR/RXR, res-
pectivement, sur les éléments de
réponse DR4 et DR5. Il n’est cepen-
dant pas exclu que TRUP agisse
méme plus en amont, en interférant
avec la dimérisation avec RXR. TRUP
appartiendrait ainsi a ce groupe de
protéines, comme certaines pro-
téines de choc thermique ou la calré-
ticuline [46, 47], qui répriment I’acti-
vité transactivatrice de certains
récepteurs en les empéchant de se

fixer sur leurs éléments de réponse mm—
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mais vraisemblablement pas en
s’interposant entre ces derniers et la
machinerie transcriptionnelle. TRUP
et la calréticuline se distinguent a cet
égard de N-CoR et de SMRT.

I Conclusion

De nombreux co-facteurs des récep-
teurs nucléaires ont été identifiés ces
dernieres années. Certains présen-
tent de fortes analogies structurales
entre eux, comme les protéines
RIP13, SMRT et N-CoR, ou SRC-1,
pl60, p152, p159, GRIPI et TIF2, ou
encore p300 et CBP. Ces découvertes
ne constituent vraisemblablement
qu’un début. Tout d’abord, ces co-
facteurs s’avérent former des familles
dont tous les membres ne sont sans
doute pas encore identifiés. De plus,
I’utilisation du systéme double-
hybride, grace auquel nombre
d’entre eux ont été identifiés, devrait
permettre encore lI’isolement de nou-
veaux clones, au fur et @ mesure que
seront effectués de nouveaux cri-
blages, dans de nouvelles conditions.
A cet égard, on peut remarquer
I’écart énorme entre la vitesse a
laquelle ces nouvelles molécules sont
mises en évidence (grace, entre
autres, a 'utilisation du systeme
double-hybride) et celle a laquelle on
comprend leurs mécanismes d’ac-
tion. Le méme décalage existe
d’ailleurs pour les récepteurs orphe-
lins. Plusieurs hypothéses peuvent
étre proposées pour rendre compte
de I’action de ces co-facteurs. Les co-
activateurs pourraient établir un
pont entre le récepteur et la machi-
nerie transcriptionnelle, ou renfor-
cer l'interaction entre les deux, ou
encore modifier la structure de la
chromatine. Ils pourraient aussi
constituer des molécules d’ancrage
pour différentes protéines qui rem-
pliraient aussi ces mémes fonctions.
Les co-répresseurs empécheraient la
fixation du récepteur sur son élé-
ment de réponse et/ou géneraient
son interaction avec la machinerie
transcriptionnelle. Bien entendu,
d’autres modes d’action ne sont pas
exclus. Certains co-facteurs semblent
spécifiques d’un récepteur donné,
comme ARA70, d’autres ont un
spectre d’interaction tres large,
comme p300, TIF1, TIF2 ou SRC-1.
Dans ce dernier cas, ils constituent

mmmmmsm un point d’intégration des différents
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signaux qui sont transmis dans la cel-
lule, soit par des récepteurs
nucléaires, soit par des récepteurs
membranaires. Un important travail
reste a faire pour déterminer la spé-
cificité et I'affinité de ces co-facteurs
vis-a-vis de chaque récepteur
nucléaire ainsi que des autres fac-
teurs transcriptionnels de la cellule.
Ces données permettront peut-étre
de comprendre ce qui conditionne
in vivo I’association d’un co-facteur a
tel récepteur plutoét qu’a tel autre
quand les partenaires possibles sont
nombreux. Des données structurales
du type de celles obtenues par Vom
Baur et al. [28] seront ici primor-
diales pour pouvoir établir une typo-
logie des domaines d’interaction et
déterminer les éléments qui sont
constants parmi toute cette diversité.
Il est aussi désormais possible de spé-
culer sur un mode d’action pour un
bon nombre d’antagonistes des
récepteurs nucléaires: par leur fixa-
tion, ils induisent sans doute chez le
récepteur une conformation lui
interdisant d’interagir avec un co-fac-
teur sans lequel son activité transcrip-
tionnelle reste trés faible, voire nulle.
Enfin, pour ceux qui cherchent a
mettre au point des molécules théra-
peutiques, ces co-facteurs représen-
tent bien évidemment de nouvelles
cibles pharmaceutiques de choix,
puisque leur absence ou leur muta-
tion interrompt une ou plusieurs
voies de transduction du signal et
peut-étre la régulation du métabo-
lisme, de la croissance et de la diffé-
renciation cellulaires B
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Summary

Role of transcriptional cofactors
in nuclear receptor signalling
transduction

Members of the nuclear receptor
family are involved in an increas-
ing number of processes in the
cell. These receptors can directly
regulate gene expression by bind-
ing to DNA. The molecular basis
for transcriptional activation is so
far not well understood. Neverthe-
less, in the past years, the identifi-
cation of cofactors has brought
some new insight. These molecules
can either enhance or repress the
transcriptional activity of nuclear
receptor. If the nuclear receptor
or the cofactor carries a mutation
that prevents the interaction bet
ween the two partners, signal trans-
duction can be interrupted.
Moreover, the possibility to inter-
act with different nuclear recep-
tors or other transcription factors
confers to cofactors a pivotal role
in the integration of different
transduction pathways in the cell.
Besides, these cofactors provide a
model to explain the action in vivo
of some nuclear receptor antago-
nists. It is evident that the identifi-
cation of new cofactors as well as
the study of their mode of action
will soon allow rapid progress in
the comprehension of cellular
growth and differentiation. More-
over, these cofactors should soon
constitute new therapeutic targets.
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