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Signalisation par le recepteur orphelin Nur77:
nouveau mécanisme d'action
et antagonisme par les glucocorticoides

une superfamille de facteurs de

transcription qui jouent des
roles multiples au cours du dévelop-
pement embryonnaire et qui contri-
buent au maintien de I’homéostasie
chez ’adulte. Cette famille com-
prend les récepteurs des hormones
stéroidiennes et thyroidiennes, les
récepteurs des rétinoides ainsi qu'un
grand nombre de récepteurs dits
orphelins pour lesquels aucun ligand
n’a été identifié [1, 2]. Ces récep-
teurs assurent le lien direct entre des
signaux extracellulaires et la réponse
transcriptionnelle du tissu cible. En
effet, les membres de cette famille
contiennent un domaine de liaison a
IADN constitué de deux structures
en doigt de zinc qui reconnaissent
des séquences spécifiques d’ADN
(appelées éléments de réponse)
retrouvées sur les geénes cibles de ces
récepteurs et de leurs ligands. La liai-
son d’hormones ou d’autres petites
molécules liposolubles au domaine
de liaison du ligand de ces récep-
teurs déclenche leur fonction trans-
criptionnelle et leur permet ainsi de
jouer leur role de médiateur intracel-
lulaire. A ce mécanisme d’action
s’ajoute toutefois un ensemble d’évé-
nements moléculaires qui modulent
Pactivité transcriptionnelle des récep-
teurs nucléaires, tels que des modifi-
cations post-traductionelles (phos-
phorylation, etc.), I’association avec
des co-facteurs ainsi que les interac-
tions directes entre récepteurs
nucléaires et d’autres facteurs de
transcription. Les récepteurs
nucléaires intégrent donc plusieurs
signaux extracellulaires pour le
réglage fin de 'expression génique.

I es récepteurs nucléaires forment

Les récepteurs nucléaires orphelins
de la sous-famille Nur77

Depuis l'identification des premiers
membres il y une dizaine d’années, la
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famille des récepteurs nucléaires
orphelins n’a cessé de grandir et de
fait, a ce jour, plus de 75 % des récep-
teurs nucléaires font partie de cette
classe de protéines [2]. Au sein de
cette famille, Nur77 s’est démarqué
en tant que premier récepteur
nucléaire a activer la transcription
sous forme de monomere, de méme
que par sa nature de gene de
réponse précoce [3, 4]. Le geéne
Nur77 (également connu sous le
nom de NGFI-B, Tableau I) a été
cloné par de nombreux groupes
comme gene précoce inductible par
une variété de stimulus, tels que le
sérum, les facteurs de croissance et
les agents mitotiques [5, 6]. Par la
suite, deux autres récepteurs appa-
rentés a Nur77 ont été identifiés et
leurs ADNc clonés: Nurrl (Nurrela-
ted factor 1), facteur de transcription
spécifique du cerveau [7] ainsi que
Nor-1 (Neuron-derived orphan receptor)
dont le géne est fortement induit
dans les neurones en cours d’apop-
tose [8]. Les différentes appellations
de ces trois génes selon le systéme ou
I’organisme a partir duquel ils ont
été clonés ainsi que leurs principales
caractéristiques sont résumées sur le
Tableau 1. Les protéines Nurrl et
Nor-1 sont trés semblables a Nur77
dans la région des deux doigts de
zinc formant le domaine de liaison a
I'ADN (soit 92 % et 91 % d’identité),
tandis que 1’analogie est moindre
dans les domaines amino- et carboxy-
terminaux (respectivement 27-25 %
et 67-54 %). Leur domaine présumé
de liaison du ligand est relativement
bien conservé mais aucun ligand n’a
été identifié jusqu’a présent. La
nature de ce ligand est d’autant plus
énigmatique que des expériences ont
montré que Nur77 est transcription-
nellement actif méme en absence
compléte de sérum, suggérant donc
que, s’il existe un ligand, ce pourrait
étre une molécule intracellulaire.

Les profils d’expression de Nur77 et
de Nor-1 sont assez voisins au cours
du développement, ’expression de
Nur77 étant plus tardive, et on les
retrouve dans la plupart des tissus
[9]. Le gene Nurrl est, quant a lui,
plus restreint au cerveau ou il est
exprimé précocement avec Nor-1,
selon des profils d’expression com-
plémentaires [9]. Cette famille joue,
en outre, un rdle important dans le
controle de I'apoptose des thymo-
cytes induite par stimulation du
récepteur des cellules T (TCR). En
effet, Nur77 et Nor-1 sont rapidement
et fortement induits lors de I’activa-
tion des thymocytes immatures; les
signaux induits par la stimulation du
TCR convergent sur ces deux récep-
teurs orphelins [10]. Ces signaux
empruntent la voie de la protéine-
kinase C ainsi que la voie calcique;
ceux-ci sont bloqués par I'immuno-
suppresseur ciclosporine A [11]. Si
lactivité de Nur77 est bloquée par
expression d’'un mutant dominant
négatif ou par un transcrit antisens,
la stimulation du TCR n’entraine
plus I'apoptose des cellules T [12,
13]. L’importance des membres de la
famille Nur dans I'apoptose des thy-
mocytes a été confirmée in vivo; tou-
tefois, aucun géne cible de Nur77 n’a
encore été identifié dans ce systéme
[10, 14].

Les membres de la famille Nur
seraient également impliqués dans la
régulation de ’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien. En effet, a la
suite de la stimulation par diverses
sources de siress, la synthese de
I’ARNm de Nur77 est fortement
induite dans les neurones produisant
I’hormone CRH (corticotropin relea-
sing hormone ou corticolibérine) du
noyau paraventriculaire de I’hypo-
thalamus ainsi que dans la région
corticale des glandes surrénales.
Dans ces derniéres, Nur77 a été

impliqué conjointement avec SF-1 m—
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Tableau |

, , LA FAMILLE NUR , ,
RECEPTEURS NUCLEAIRES ORPHELINS/GENES DE REPONSE PRECOCE

NGFI-B(r), N10(s), NAK-1/TR3/ST-59(h), xNGFI-B(x), DHR38(d)

Nur77(s)
Induit par la stimulation du TCR des cellules T
Régulateur de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
Expression assez ubiquitaire, incluant le cerveau
(tardivement)

Nurri(s) RNR-1(r), NOT/TINUR, HZF-3(h)
Requis pour le développement des neurones
dopaminergiques du mésencéphale
Exprimés surtout dans le cerveau a partir du jour
embryonnaire E8

NOR-1(r)  MINOR/TEC(h)

Induit par la stimulation du TCR des cellulles T

Profil d’expression semblable a celui de Nur77 mais apparait
plus té6t au cours du développement, a partir du jour
embryonnaire E8 dans le cerveau

Les trois membres de cette famille de facteurs de transcription sont décrits ci-dessus en incluant
plusieurs des noms différents qu'ont regu ces récepteurs, souvent dans des espéces différentes qui
sont indiquées comme suit: s, souris, r, rat, h, humain, x, xénope, d, drosophile. Une liste plus

compléte se trouve dans [38].

dans le contrdle de I’expression des
genes stéroidogéniques, de la 21-
hydroxylase, notamment. Récem-
ment, Nur77 et Nurrl ont été impli-
qués dans le contréle de 'expression
hypophysaire du gene de la pro-
opiomélanocortine (POMC) [15-17]
qui code pour le précurseur de
I’hormone corticotrope, ’ACTH.

Bien que Nur77 semble impliqué
dans de nombreux processus cellu-
laires, I'inactivation du géne Nur77
n’a produit aucun phénotype mar-
qué [18]. II est tres probable que les
autres membres de la famille jouent
des roles partiellement redondants
avec ceux de Nur77, ce qui pourrait
expliquer I'absence de phénotype
des souris Nur77~/~. Ainsi, il a été
montré que I’expression de Nurrl est
triplée chez ces souris et que Nor-1
peut remplacer Nur77 dans le
déclenchement de I’apoptose des
cellules T [10]. En revanche, I'inacti-
vation de Nurrl entraine un phéno-
type frappant: ces souris n’ont pas
de systéme dopaminergique mésen-
céphalique [19]. II est intéressant de
noter que dans ces neurones qui
dégénerent dans la maladie de Par-
kinson, Nurrl est le seul membre de
la famille a étre exprimé. L’inactiva-
tion du geéne Nor-I aidera a com-
prendre le role spécifique joué par
chacun des membres de la famille

messssss Nur mais ce n’est qu’en fabriquant
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des doubles mutants que le role de
la famille pourra étre plus claire-
ment défini.

Mécanismes d’action des facteurs
de transcription Nur

Il est généralement admis que la
capacité d’un récepteur nucléaire
d’activer la transcription lui est
conférée par la liaison de son ligand.
Toutefois, dans le cas de la famille
Nur, la nature et méme 1’existence
d’un tel ligand restent a déterminer.
Quoi qu’il en soit, les signaux qui
activent les récepteurs de la famille
Nur induisent des modifications post-
traductionnelles susceptibles d’affec-
ter leurs activités, tout en stimulant
de facon aigué I’expression des génes
qui codent pour ces récepteurs [20,
21]. Par exemple, il a été montré
dans le cas de Nur77 que des sérines
localisées en amont des doigts de
zinc sont sujettes a phosphorylation
et que cette phosphorylation inhibe
la liaison a 'ADN [22, 23]. Dans les
surrénales, 1’activation de Nur77
semble aussi corrélée a une phospho-
rylation accrue du domaine amino-
terminal de la protéine [22, 24].
Toutefois, la réelle portée biologique
de ces phosphorylations reste incon-
nue, de méme que la nature des
kinases et phosphatases qui relaient
ces signaux intracellulaires.

Nur77 a été le premier récepteur
nucléaire pour lequel on a montré
qu’il pouvait activer la transcription
sous forme monomérique [3]. La
séquence d’ADN spécifiquement
reconnue par Nur77 a été identifiée
par sélection génétique dans la levure
et désignée NBRE (pour NGFI-B res-
ponse element, figure IA). Cette
séquence de huit paires de bases
contient un motif de reconnaissance
conservé pour plusieurs récepteurs
nucléaires [1], I’hexanucléotide
AGGTCA, précédé par deux adénines
(A). Ces deux dernieres sont tres
importantes et elles sont reconnues
par une région adjacente aux doigts
de zinc de Nur77 appelée boite A [4].
Les facteurs Nurrl et Nor-1 peuvent
également lier le NBRE in vitro et acti-
ver la transcription d’un géne rappor-
teur contenant cette séquence [9].
On a d’abord cru qu’il s’agissait du
seul mode d’action des facteurs Nur
et ce mécanisme a été présenté
comme un nouveau paradigme
d’action de cette classe de facteurs. Il
fut donc étonnant de découvrir que
DHR38, I’homologue de Nur77 chez
la drosophile, peut interagir forte-
ment avec Usp, I’homologue du
récepteur de I'acide 9-cis rétinoique
RXR. Peu apres, on montrait que la
formation d’hétérodimeéres Nur77/
RXR était possible [25]. Ces hétérodi-
meres lient des séquences d’ADN for-
mées de répétitions directes espacées
par cinq nucléotides, désignées DRH
dans la nomenclature habituelle [1].
Fait unique en comparaison des
autres hétérodimeres formés par
RXR, Tactivité transcriptionnelle de
Nur77/RXR dépend de la présence
de T'acide 9-cis rétinoique [25]. I
semble que cet hétérodimere puisse
activer la transcription via un élé-
ment NBRE et, dans ce cas, Nur77
serait le seul partenaire de dimérisa-
tion a lier TADN (figure 1B). Notons
que ces propriétés ne s’appliquent
pas a Nor-1 qui ne peut interagir avec
RXR [9].

Récemment, notre équipe a identifié
un nouveau mécanisme d’action pour
les facteurs Nur. Nous avons montré
que des homodimeéres de Nur77 peu-
vent lier un nouvel élément de
réponse aux facteurs Nur, le NurRE
(Nur response element, figure 1C). Cet élé-
ment a été identifié dans la région
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A * Monomere

9cis AR

NBRE DR-5
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B * Hétérodimere avec RXR

?
@ Nur
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NBRE

C * Homodimere
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Figure 1. Mécanisme d'action des facteurs de la famille Nur. Trois modes d'ac-
tion des récepteurs orphelins de la famille Nur ont été décrits. Ces récepteurs
agissent, soit sous forme de monomeres (A), d'hétérodiméres avec RXR, le
récepteur de l'acide 9-cis rétinoique (9 cis AR) (B) ou d'homodimeres (C).

NBRE : NGFI-B response element, DR-5: séquences d'ADN formées de répéti-

tions directes espacées par cinq nucléotides,; NurRE : Nur response element.

régulatrice du gene POMC [15]. Le
NurRE a une structure palindromique
constituée de deux hémi-sites de huit
paires de bases chacun, tous deux
apparentés au NBRE (concordance de
six paires de bases sur huit). In vitro, le
NurRE lie préférentiellement des
diméres de Nur77 et cela nécessite la
présence des deux demi-sites. Six
nucléotides séparent les demi-sites, ce
qui fait donc du NurRE un élément
ER10 selon la nomenclature habi-
tuelle [1]. Le NurRE est beaucoup
plus sensible a 'action de Nur77 que
le NBRE, activant jusqu’a cinquante
fois plus la transcription de génes rap-
porteurs. Il est, de méme, plus sensible
aux signaux physiologiques.

Les glucocorticoides, antagonistes
de I’action de Nur77

L’activation transcriptionnelle due a
Nur77, relayée aussi bien par le
NurRE que par le NBRE, est bloquée
par D’action des glucocorticoides
[16]. Cet effet est relayé par le récep-
teur des glucocorticoides (GR) qui ne
lie pas le NurRE mais qui semble plu-
tot séquestrer Nur77: en effet, nous
avons montré que des concentrations
croissantes de GR inhibent progressi-
vement la transcription induite par
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Nur77. De maniére réciproque, des
concentrations croissantes de Nur77
sont antagonistes du GR et de l'acti-
vation transcriptionnelle dépendante
des glucocorticoides de genes rappor-
teurs contenant un GRE, I’élément
de réponse aux glucocorticoides. Cet
antagonisme pourrait étre la consé-
quence d’une interaction directe
entre GR et Nur77, comme le sugge-
rent des expériences de liaison in
vitro : elles montrent I'inhibition pro-
gressive de la liaison de GR sur un
élément GRE par des quantités crois-
santes de Nur77. Le méme effet inhi-
biteur de la liaison de Nur77 au
NurRE est observé avec des quantités
croissantes de GR. Les domaines de
GR requis pour cet antagonisme sont
trées semblables a ceux requis pour
l'antagonisme entre GR et AP-1 [16,
26], suggérant que les mémes méca-
nismes pourraient étre impliqués
dans les deux systemes.

Convergence sur Nur77
des signaux hormonaux
controlant 'expression de POMC

o Activation de la transcription de
POMC par le CRH

Le promoteur du géne POMC est
complexe et comporte des éléments

de régulation lui conférant sa spéci-
ficité d’expression cellulaire ainsi
que sa sensibilité aux hormones.
Dans le lobe antérieur de I’hypo-
physe, I'expression de POMC est
activée par I’hormone hypothala-
mique CRH et elle est réprimée par
les glucocorticoides qui exercent
ainsi une rétroaction négative sur
I’axe hypothalamo-hypophyso-surré-
nalien. Nos expériences ont montré
que lactivation de la transcription
de POMC par le CRH nécessite la
présence du NurRE dans les cellules
AtT-20, un modele de cellules corti-
cotropes [15]. Le CRH stimule
I’expression de ’ARNm de Nur77 et
de Nurrl dans ces cellules [15, 17]
et 'importance de cette stimulation
a été mise en exergue par l'utilisa-
tion d’'un mutant dominant négatif
de Nur77. En effet, ce mutant
bloque l'effet de la stimulation par
le CRH suggérant que les signaux
induits par le CRH convergent sur la
famille Nur et sur le NurRE du pro-
moteur POMC.

L’analyse détaillée du promoteur de
POMC [27, 28] a suggéré que 'acti-
vité du NurRE dépend de T'activité
d’autres facteurs impliqués dans
I’expression spécifique de tissu de
POMC. Parmi ceux-ci figure le fac-
teur de transcription a homéodo-
maine Ptxl, de méme que les hété-
rodimeres de facteurs bHLH
contenant NeuroD1 [29-31]. Ainsi,
I’absence ou l’inactivation de ces
facteurs pourrait limiter 'activité du
NurRE. Cela expliquerait pourquoi
la régulation hormonale du promo-
teur de POMC ne semble pas s’opé-
rer au NurRE dans certains
contextes [17], mais plut6t au
niveau d’une séquence NBRE qui
chevauche un élément de réponse
négative aux glucocorticoides, le
nGRE [32]. Des études sont en
cours pour rechercher les roles pré-
cis joués par ces deux cibles régula-
trices lors de I’activation par le CRH
in vivo.

* Répression de la transcription de
POMC par les glucocorticoides

Nous avons précédemment identifié le
nGRE dans la région proximale du
promoteur POMC et nous avons mon-
tré que cet élément de régulation
confeére une réponse aux glucocorti-

coides lors d’expériences de transfec- m—
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Figure 2. Deux cibles possibles de I'action du récepteur des glucocorticoides
sur le promoteur du géne de la pro-opiomélanocortine (POMC). Deux cibles du
promoteur POMC, le NurRE (Nur response element) et le nGRE/NBRE (élément
de réponse négative aux glucocorticoides/ NGFI-B response element), peuvent
conférer une sensibilité aux récepteurs orphelins de la famille Nur et étre des
cibles de la répression transcriptionnelle exercée par les glucocorticoides (GC).
Le schéma représente les 480 premieres pb du promoteur POMC et met en évi-
dence les positions relatives du nGRE qui lie trois molécules du récepteur des
glucocorticoides (GR), des sites de liaison du facteur de transcription Ptx1
(nommés CE3), des hétérodimeres bHLH qui contiennent NeuroD1 (DE2C), et
du NurRE (Nur response element) qui est discuté dans cet article.

tion. Nous avons montré, en outre,
que trois molécules de GR peuvent lier
le nGRE pour former un complexe
ADN/protéines plutdt inhabituel [32,
33] et que la répression relayée par ce
nGRE requiert un contexte précis au
sein du promoteur. Enfin, nous avons
montré que l'activit¢ du NurRE peut
elle aussi étre réprimée par les gluco-
corticoides [16]. Dans ce cas, le GR ne
se lierait pas a PADN mais il inhiberait
plutét Pactivité de Nur77 comme nous
I'avons décrit plus haut et illustré sur la
figure2. Bien que I'importance relative
de chacune des deux cibles (NurRE et
nGRE/NBRE) pour la répression par
les glucocorticoides ne soit pas encore
établie dans un contexte physiolo-
gique, il est probable que l’antago-
nisme exercé via le NurRE ne soit pos-
sible que dans un contexte ou les
facteurs histospécifiques, tels que Ptxl
et NeuroD1, sont actifs. En revanche,
leur absence favoriserait un méca-

messsmsms nisme de répression impliquant le
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nGRE [17, 34]. Cette interprétation est
en accord avec la répression du pro-
moteur de POMC par les glucocorti-
coides observée dans les cellules L [35]
ou sur les épisomes BPV dans des cel-
lules mammaires [36]. La présence de
deux sites d’action de GR sur le pro-
moteur POMC pourrait servir @ modu-
ler la sensibilité du géne a la répression
par les glucocorticoides. Une telle
modulation pourrait expliquer les
changements de sensibilité de I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien a
la rétroaction négative des glucocorti-
coides, comme cela a été observé dans
le stress chronique ou le syndrome de
Cushing [37].

Role physiologique du NurRE

Contrairement au NBRE identifié
par sélection en levure, le NurRE est
la premicre cible d’action physiolo-
gique identifiée pour les facteurs
Nur. Le NurRE est aussi beaucoup

plus sensible aux stimulus physiolo-
giques que le NBRE. Cela a été mon-
tré dans les cellules AtT-20 en
réponse au CRH ainsi que dans les
hybridomes de cellules T en réponse
a la stimulation du TCR [15]. 1l sera
donc particulierement intéressant de
localiser des NurRE dans la région
promotrice des génes impliqués dans
I’apoptose des thymocytes. Ainsi, le
NurRE présente un nouveau para-
digme pertinent pour I’étude des
voies de signalisation relayées par la
famille Nur. L’activation transcrip-
tionnelle relayée par le NurRE et les
facteurs Nur est réprimée par les glu-
cocorticoides. L’antagonisme observé
entre GR et Nur77 expliquerait donc
en grande partie la répression de la
transcription de POMC par les gluco-
corticoides dans les cellules cortico-
tropes de I’hypophyse, de méme que
Peffet inhibiteur des glucocorticoides
sur I'apoptose des cellules T activées
par le TCR. Etant donné que la plu-
part des stimulus physiologiques
induisent plus d’'un membre de la
famille Nur, la formation d’hétérodi-
meres entre membres de cette
famille est possible sur le NurRE.
Dans ce cas, des variants du NurRE
pourraient méme conférer des sensi-
bilités différentes a des hétérodi-
meres précis, offrant ainsi la possibi-
lité d’'un contréle diftérentiel d’un
ensemble de genes cibles ®
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