Xmille 3622, 11

Université de Montréal

Etude de I’effet de 1a mutation naturelle G577R dans le domaine de liaison de I’ADN
du récepteur des androgeénes sur I’affinité et la spécificité de la liaison a I’ADN

par
Denis Nguyen

Département de biochimie
Faculté de Médecine

Mémoire présenté a la Faculté des études supérieures
en vue de I’obtention du grade de Maitre ¢s sciences (M.Sc.)
en biochimie

Juillet 2002
© Denis, Nguyen, 2002




59

SO0
oo, [



Université de Montréal
Faculté des études supérieures

Ce mémoire intitulé

Etude de I’effet de la mutation naturelle G577R dans le domaine de liaison 2 I’ADN
du récepteur des androgénes sur I’affinité et la spécificité de la liaison a I’ADN

présenté par
Denis Nguyen

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes :

Président rapporteur : Dr. Luis A. Rokeach
Membres : Dr. Guy Boileau
Dr. Sylvie Mader



iii

RESUME

Les androgénes, nécessaires pour le développement de I’appareil reproducteur
male, agissent par I’entremise d’un récepteur intracellulaire appelé récepteur des
androgénes (AR). Ceux-ci se lient a des séquences d’ ADN spécifiques au niveau du
promoteur de génes cibles dans le but de contrdler la transcription de ces génes. Chez
un patient atteint du syndrome d’insensibilité aux androgenes, la glycine en position
577 dans le domaine de liaison & I’ADN est changée en une arginine. Nous avons
étudié 1effet de cette mutation (G577R) sur I’affinité et la sélectivité des interactions
récepteurs-ADN par retard sur gel, et sur la transactivation de promoteurs naturels et
synthétiques par transfections transitoires dans les cellules HeLa.

Nos résultats indiquent que la mutation altére et I’affinité et la sélectivité des
interactions de AR avec ses motifs cibles (PuGNACA). En particulier, la liaison au
motif PuGGACA est abolie ainsi que la transactivation d’éléments synthétiques ou
naturels contenant ce motif. La modélisation moléculaire par le programme Insight
indique un effet déstabilisant sur tous les éléments de réponse attribuable a un
encombrement stérique dii au CB du résidu arginine. De plus, une incompatibilité de
charges empéche la liaison au motif PUGGACA. Ces données suggérent que les
génes cibles des androgenes peuvent étre différemment affectés par la mutation
G577R suivant la séquence de 1’élément de réponse. Ce type de mutation contribue
ainsi 2 la diversité des phénotypes associés au syndrome d’insensibilité partielle aux

androgénes.

Mots clés :
Récepteur des androgénes, syndrome d’insensibilité aux androgeénes, domaine de
liaison 2 I’ ADN, boite P, éléments de réponse, interaction récepteur-ADN, sélectivité

de liaison 2 I’ADN, retard sur gel, transfections transitoires, modélisation

moléculaire.
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ABSTRACT

Androgens are necessary to the development of the male reproductive appparatus.
Their action is mediated by intracellular receptors called androgen receptors (AR).
These receptors bind to specific DNA sequences in the promoters of target genes and
regulate the transcription of these genes. The glycine at position 577 in the DNA-
binding domain of AR was found to be changed to an arginine in a patient diagnosed
with an androgen insensitivity syndrome. We have investigated the effect of this
mutation (G577R) on the affinity and selectivity of receptor-DNA interaction in gel
shift experiments, and on transactivation of natural and synthetic promoters by
transient transfection in HeLa cells.

Our results show that the mutation alters both the affinity and the selectivity of
AR interactions with target motifs (PuGNACA). In particular, binding to the motif
PuGGACA is abolished, as well as transactivation of synthetic or natural elements
containing that motif. Molecular modeling using the Insight program indicates a
destabilizing effect of this mutation with all types of response motifs that is
attributable to steric clash with the CB of the arginine residue. Also, the PuGGACA
motif is not bound due to incompatible charges. These data suggest that androgen
target genes may be differentially affected by the G577R mutation according to the
sequence of the response element. This type of mutation contributes to the diversity

of phenotypes associated with partial androgen insensitivity syndrome.

Key words :

Androgen receptor, androgen insensitivity syndrome, DNA-binding domain, P box,
response elements, receptor-DNA interaction, selectivity of DNA binding, gel shift,

transient transfection experiments, molecular modeling.
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1 Introduction

Les androgénes sont importants pour leurs effets sur le développement et le
maintien du phénotype male, et sont aussi essentiels pour la reproduction chez les
males adultes. De plus les androgénes sont impliqués dans de nombreuses
pathologies humaines, comme le cancer de la prostate (role stimulateur) et du sein
(rdle protecteur). Malgré la variété des tissus sous régulation androgénique, les
événements menant 2 ’effet des androgénes sur la transcription de leurs génes cibles
sont similaires dans les différents types tissulaires.

La testostérone, le principal stéroide androgénique, est sécrétée par les cellules
de Leydig des testicules. La testostérone diffuse passivement dans la cellule et peut
étre modifiée par une réaction d’aromatisation en oestrogénes ou peut étre réduite par
la 50-réductase en So.-dihydrotestostérone (DHT) (figure 1). La DHT est le plus
efficace des androgénes, ayant une meilleure affinité pour le récepteur des
androgénes (AR) que la testostérone (Wilbert et al., 1983). La testostérone et la DHT
sont les ligands physiologiques du récepteur intracellulaire des androgenes qui est un
membre de la superfamille des récepteurs nucléaires. Cette famille comprend les
récepteurs des stéroides (androgenes, oestrogénes (ER), glucocorticoides (GR),
progestérone (PR) et minéralocorticoides (MR)), les récepteurs des rétinoides
(RARs, RXRs), de ’hormone thyroide (TRs), de la vitamine D (VDR), des acides
gras et d’autres petites molécules hydrophiles. On retrouve aussi un groupe de
récepteurs dont le ligand n’a pas encore été déterminé que 1’on appelle les récepteurs
orphelins. Les récepteurs des stéroides sont des facteurs de transcription nucléaires
dont I’activité dépend en grande partie de la fixation du ligand.

Lorsque la testostérone ou la DHT se lient au AR, la protéine subit des
changements conformationnels et les protéines chaperones comme les protéines de
choc thermique se dissocient du récepteur (figure 2). Le récepteur activé peut alors se
lier sous forme d”homodimeére 4 des séquences spécifiques d’ ADN appelées €léments
de réponse aux androgénes (AREs). Des AREs sont généralement situés dans la

région promotrice des génes ciblés par les androgénes. Une fois que ces AREs sont



Figure 1. Voie de la synthése des androgénes et leur transformation en
oestrogeénes. Les principaux composés et enzymes impliqués dans la synthese des
androgénes et des oestrogénes. HSD, hydroxystéroide déshydrogénase; D,

déshydrogénase.
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liés par AR, une régulation positive ou négative de la transcription des genes est

médiée.
1.1 Action des androgénes

Le knockout de AR chez la souris méle entraine un syndrome d’insensibilit€ aux
androgénes (Quigley et al., 1995). Méme si la protéine du AR est exprimée chez les
femelles et qu’une faible quantité d’androgeénes est produite a partir des précurseurs
sécrétés au niveau de leurs glandes surrénales et de leurs ovaires (la
déshydroépiandrostérone (DHEA) et I’androstenedione, respectivement) (figure 1),
le role de ceux-ci dans le développement et la fonction de reproduction est moins
bien défini. Des souris femelles chez lesquelles on a retrouvé une mutation des deux
alleles du AR sont toujours fertiles, confirmant que le niveau de la protéine AR n’est
pas essentiel pour la reproduction chez la femelle. Cependant ces souris présentent
des performances de reproduction un peu altérées et une cessation prématurée de la
reproduction (Lyon et al., 1980).

Le AR est exprimé dans une grande variété de tissus. L’utilisation de techniques
variées (immunohistochimie ou Western blot, hybridation in situ ou Northern blot) a
permis de détecter I’expression du AR dans le systéme reproductif male et femelle,
les reins, le foie, le cortex des glandes surrénales, les glandes pituitaires, les muscles,
le systéme nerveux central, la peau, les os et d’autres tissus (Chang et al., 1995).
Plusieurs des tissus qui sont les cibles des androgénes démontrent un dimorphisme
sexuel dans leur morphologie et/ou leur fonction.

Les androgénes provenant des testicules masculinisent les structures de
I’appareil reproducteur et le comportement sexuel. D’ot I’hypothése qu’une
exposition précoce aux androgenes peut modifier de fagon permanente la structure et
la fonction de ces organes. Les mémes androgénes testiculaires ensuite agissent a
I’Age adulte pour activer une variété d’événements physiologiques et

comportementaux. Un bref survol du réle des androgeénes dans le développement et



Figure 2. Mécanisme d’action du AR. La liaison de I’hormone au AR induit
une activation du récepteur en le dissociant du complexe de protéines de choc
thermique. La translocation du AR activé a lieu et le récepteur se lie a une séquence
d’ ADN spécifique appelé ARE sous forme de dimére. Ceci induit le recrutement des
coactivateurs, ainsi que des composants de la machinerie transcriptionnelle de base
au niveau du promoteur du géne cible, permettant sa transcription et la synthése des
protéines responsables de la réponse cellulaire. T, testostérone; DHT, 5o
dihydrotestostérone ; hsp, protéines de choc thermique ; ARE, élément de réponse
aux androgénes ; C, coactivateurs ; TF, facteurs de transcription ; ARNpol, ARN

polymérase II ; ARNm, ARN messager.
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la régulation de 1’appareil reproducteur male, des glandes sébacées, des muscles, du

cerveau et du comportement suit.
1.1.1 Structure interne et externe de 1’appareil reproducteur méle

L’action des androgénes commence trés tot dans la vie avec la différenciation
des gonades en testicules chez les individus de génotype XY. Les androgénes
sécrétés par les testicules du feetus sont ensuite les initiateurs du développement des
tissus spécifiques aux males et de la différenciation sexuelle qui donnera finalement
un phénotype sexuel masculin (Jost et al, 1970). Les androgenes dirigent le
développement des principaux organes dans la fonction sexuelle male en effectuant
la différenciation des canaux de Wolff en structures internes méles comme
I’épididyme, le conduit déférent et les vésicules séminales, trés tot chez I’embryon
(figure 3).

Le développement de la prostate et du tractus génital externe a partir de sinus
urogénitaux, du tubercule génital, de plis urogénitaux et des tubercules labio-
scrotaux est aussi guidé par les androgénes sécrétés par les testicules du feetus. La
plupart des tissus dont la différenciation est contrdlée trés tot par les androgénes

continuent 2 étre des cibles majeures de I’action des androgénes tout au cours de la

vie. (Roy et al., 1995)

1.1.2 Glandes sébacées

Chez certains mammiféres, des agrégats de glandes sébacées sont organisés en
glandes utilisées dans la communication olfactive. Ces glandes sont typiquement
régulées par les androgénes et ont été utilisées comme modeles d’étude de 1’action
des androgénes. C’est ainsi le cas pour les organes du flanc du hamster, les glandes
ventrales de la gerbille et les glandes supracaudales du cobaye. Le AR est aussi

retrouvé dans les glandes sébacées localisées chez I’humain au niveau du cuir



Figure 3. Structure de P’appareil reproducteur maéle. Schéma d’une vue
sagitale de 1’appareil reproducteur mile. Figure tirée d’Anatomie et physiologie
humaine par Elaine N. Marieb, traduction par Guy Laurendeau (1993), Chapitre 28,
p. 932-973, (figure a la page 933).
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chevelu, de la tempe, du front, du menton, du cou, des organes génitaux et des
jambes (Choudhry et al., 1992).

Chez les humains comme chez les autres mammiféres, les androgénes provenant
des glandes surrénales sont importants pour le maintien de I’activité des glandes
sébacées chez les femelles (Sonoda et al., 1991) Chez les méles une castration ou un
traitement aux anti-androgénes sur les méles non-castrés entraine une atrophie des
glandes sébacées (Thody et al., 1989). Par contre I’administration de testostérone ou
de DHT augmente la taille des glandes sébacées ainsi que de leur production de

corps gras (Pochi et al., 1974 ; Thody et al., 1989).
1.1.3 Muscles

La présence de muscles squelettiques plus développés chez les méles que chez
les femelles a conduit & penser que les androgénes pouvaient étre responsables de
I’action myotropique ou anabolique. Le dimorphisme sexuel au niveau des muscles
squelettiques comprend une aérobie plus grande et une capacité dans la force
d’exécution plus élevée chez le méle (Komi et al., 1978). L’administration de
testostérone (Mooradian et al., 1987) ou de stéroides anaboliques synthétiques (Choo
et al., 1991) modifie la composition du corps, menant & une accumulation de masse
musculaire. Le AR a été bien étudié au niveau des muscles squelettiques normaux
(Michel et al., 1976 ; Celotti et al., 1992) et d’autres cibles du dimorphisme sexuel
comme les muscles du larynx chez la grenouille méle (Kelley et al., 1989).

Le développement des muscles striés squelettiques du larynx se fait sous
I'influence des androgénes et se différencie selon le sexe a 1’4ge adulte chez les
grenouilles d’Afrique (african clawed frog). A la métamorphose, le larynx est
similaire chez les deux sexes en taille, en nombre de fibres et en niveau d’expression
du AR. Trois mois aprés la métamorphose les niveaux de fixation de la DHT sont
différents selon le sexe (Kelley et al., 1989). Les muscles du larynx des grenouilles
males 2 ’4ge adulte contiennent trois a quatre fois plus de AR, environ huit fois plus

de fibres musculaires et des types de fibres différents en comparaison avec ceux des



femelles (Sassoon et al., 1986). Les androgénes régulent aussi la différenciation des
muscles lisses du conduit déférent, de la prostate, des vésicules séminales et du pénis
et AR est retrouvé dans les cellules des muscles lisses de ces structures de I’appareil

génital masculin (Syms et al., 1987; Ricciardelli et al., 1989; West et al., 1990 ;
Gonzalez-Cadavid et al., 1991)

1.1.4 Cerveau et comportement

Chez plusieurs vertébrés, les androgénes produits par les testicules masculinisent
le développement du systéme nerveux en terme de morphologie et de fonction. Les
différences reliées au sexe dans la structure du cerveau incluent de plus grands
noyaux de la zone préoptique (preoptic area, POA) chez les humains et rats males, de
plus grands noyaux spinaux, responsables de la musculature pénile, ainsi que de plus
grands noyaux dans la région responsable du chant chez les oiseaux méles (Gorski et
al., 1984 ; Arnold et al., 1984). Ces différences corrélent avec un comportement
sexuel, un patron de sécrétion de la gonadotropin-releasing hormone (GnRH), une
musculature périnéale et un répertoire de chant différents selon le sexe.

Chez les males adultes, le niveau de testostérone en circulation sert a réguler les
comportements et la sécrétion d’hormones (GnRH, FSH et LH) impliquées dans la
reproduction. Chez la plupart des vertébrés males, la castration entraine un arrét des
comportements reliés a la reproduction qui sont typiques aux méles. Ces
comportements redeviennent normaux lorsque ces individus sont traités avec de la
testostérone exogéne (Baum et al., 1992 ; Moore et al., 1992). Chez de nombreuses
espéces, les effets de la testostérone sur le comportement résultent directement de
I’interaction entre la testostérone ou la DHT avec le AR, ou indirectement a travers la
transformation en oestrogénes (Baum et al., 1992). Chez I’homme le lien entre les
androgenes provenant des testicules et le comportement sexuel est moins bien défini.
La castration réduit souvent ’appétit et 1’activité sexuelle, mais varie selon les

individus (Carter et al., 1992).
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1.2 Récepteurs des androgénes

Pour comprendre comment les androgénes exercent leur action physiologique
normale et sont impliqués dans des états pathologiques, il était critique de connaitre
la structure de leur récepteur et de comprendre son impact sur les fonctions du
récepteur. Ces études ont été facilitées par le clonage de ’ADNc du AR chez
I’homme (Trapman et al., 1988; Tilley et al., 1989; Faber et al., 1989; Lubahn et al.,
1988a, 1989a,b; Brinkmann et al., 1989 ; Chang et al., 1988a,b), chez le rat (Chang et
al., 1988a,b) et chez la souris (He et al., 1990).

Le géne du AR est localisé sur le chromosome X 4 la position Xq11-12 et fait a
peu prés 90 kb de long (Chang et al., 1988). Le géne code pour une protéine de 917
acides aminés avec un poids moléculaire d’environ 98,8 kDa (Brinkmann et al.,
1989). Le AR est représenté par deux isoformes différents dans plusieurs types
cellulaires. L’isoforme prédominant B (80%) est plus gros que I’isoforme A (20%)
soit 23 kDa de plus en poids moléculaire (Wilson et al., 1994). L’isoforme A résulte
d’un site d’initiation de la transcription interne, la traduction étant initiée a la
Met188. Les deux isoformes répondent de facon semblable aux agonistes et
antagonistes du AR (Gao et al., 1998).

Le géne du AR est composé de huit éxons codant pour trois domaines
fonctionnels (figure 4). Le premier exon code pour I’extrémité amino-terminale qui
contient les régions impliquées dans les fonctions de transactivation indépendantes
de la liaison du ligand ainsi que plusieurs sites de phosphorylation (Faber et al.,
1989). Les exons 2 et 3 codent pour les séquences contenant les deux motifs de doigt
de zinc du domaine de liaison 2 I’ ADN (DBD), qui sont responsables de la liaison a
I’ADN. Les exons 4 & 8 codent pour le domaine de liaison au ligand (LBD),
responsable de la reconnaissance spécifique du ligand et contenant aussi une fonction
d’activation de la transcription hormono-dépendante. Une partie de I’exon 4 code
pour une région charniére entre le DBD et le LBD qui contient un signal de
localisation nucléaire riche en résidus de nature basique (lysine et arginine)

permettant une translocation dans le noyau suite a la liaison au ligand (Jenster et al.,
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Figure 4. Représentation des différents domaines fonctionnels du AR. Le
géne du AR contient huit exons codant pour les différents domaines de la protéine.
Le domaine amino-terminal (NTD) contient la principale fonction d’activation (AF-
1), ainsi que les régions polymorphiques polyGln et polyGly. Le domaine de liaison
4 I’ADN (DBD) est localisé au milieu de la protéine du c6té amino-terminal de la
région charniére. Celle-ci contient le signal de localisation nucléaire, NLS. A
I’extrémité carboxy-terminale se trouve le domaine de liaison au ligand (LBD). Le
LBD contient la seconde fonction d’activation (AF-2) et interagit avec les protéines

de choc thermique, hsp. PolyGln, polyglutamines; polyGly, polyglycines.
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1993 ; Zhou et al., 1994). Les récepteurs stéroidiens, dont fait partie le AR, sont
respectivement trés bien et bien conservés au niveau de leur DBD et LBD. Le DBD
du AR partage entre 79 et 82% d’homologie avec ceux du GR, MR et PR et 59%
avec le DBD du ER. Le LBD du AR a entre 52 et 55% d’homologie avec les LBDs
du GR, MR et PR mais seulement 25% avec celui du ER. Par contre, le domaine de
transactivation situé a 1’extrémité amino-terminale ainsi que la région charniére entre
le DBD et le LBD sont plus diversifiés a travers cette superfamille et peuvent €tre
considérés comme spécifiques au récepteur.

Historiquement, de nombreuses informations concernant la relation structure-
fonction de AR proviennent des études sur les bases moléculaires du syndrome
d’insensibilité aux androgénes chez 1’homme, le rat et la souris. Mais plus
récemment des analyses de mutagenése systématique ont permis d’analyser le role

individuel de chaque région.
1.2.1 Localisation subcellulaire du AR

En absence de son ligand, une grande partie des ARs se trouve dans le
cytoplasme, séquestrée dans un complexe multiprotéique comprenant des
immunophilines et des protéines de choc thermique (hsp), ces derniéres étant des
chaperones moléculaires présentes dans toutes les cellules eucaryotes (Tyagi et al.,
2000 ; DeFranco et al., 1999). Ce complexe de chaperones moléculaires consiste en
hsp56, hsp70 et la composante principale, hsp90 (Veldscholte et al., 1992a ; Sanchez
et al., 1990). Toutes les protéines de choc thermique ont une activité ATPase et
catalysent des réactions dans la chaine polypeptidique permettant le repliement de la
protéine dans une structure tertiaire stable. ‘

La liaison du complexe de chaperones au AR non lié a son ligand permettrait le
repliement du récepteur dans une conformation résistante a ’action des enzymes
protéolytiques dans le cytoplasme (Pratt et al., 1993 ; Caamano et al., 1998). Les
récepteurs mutants qui sont incapables de se lier 2 hsp90 sont généralement retrouvés

dans le cytoplasme sous forme de produits de clivage (Housley et al., 1990). Ces
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récepteurs incomplets peuvent étre actifs de fagon constitutive a cause de la perte
partielle ou totale du LBD.

La liaison du AR 2 son ligand dissocie le complexe de chaperones du récepteur,
révélant le signal de localisation nucléaire. Ce signal responsable de la translocation
du récepteur dans le noyau s’étend depuis la fin du deuxiéme motif de doigts de zinc
jusque dans la région charniere entre le DBD et le LBD (Jenster et al., 1993 ; Zhou et
al., 1994). Ce type de signal est composé de deux régions riches en résidus de nature
basique espacées par dix acides aminés. Ce signal de localisation nucléaire est trés
conservé au sein des récepteurs d’hormones stéroidiennes.

En présence d’hormone, la translocation du récepteur dans le noyau a lieu
rapidement. Le AR lié & son ligand se retrouve exclusivement dans le noyau. Des
résultats ont démontré que seulement les agonistes et certains agonistes partiels
peuvent diriger correctement le AR 2 son site d’action potentiel dans le noyau (Tyagi
et al., 2000). Aussi, un récepteur peut participer a plusieurs cycles de translocation
dans le noyau indiquant ainsi que la dissociation du ligand plut6t que la dégradation
du récepteur peut jouer un role clé dans la terminaison de I’action du AR activé par
I’hormone.

D’autres études ont détecté une association de hsp70 avec le complexe
récepteur-ADN dans le noyau (Landel et al., 1994). Ceci suggere un rdle possible
pour hsp70 dans la liaison récepteur-ADN. De plus, la présence d’une forme mutante
plus longue de BAG-1L, une protéine s’associant a la hsp70, semble augmenter la
transactivation d’un géne rapporteur contenant des éléments de réponse aux

androgénes (Froesch et al., 1998).
1.2.2 Domaine de liaison a ’hormone

Le LBD est formé par 258 acides aminés (653-910) dans la région carboxy-
terminale de AR. Cette région, comprenant un grand nombre de résidus de nature
hydrophobe, forme une poche hydrophobe pourvue de grande affinité et spécificité

pour les androgeénes. Cette région constitue la clé de I’interaction spécifique entre le
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AR et le ligand, qui sous-tend 1’action physiologique des androgénes. En plus des
interactions avec le ligand, le LBD interagit aussi avec les protéines de choc
thermique.

Les études cristallographiques du LBD de plusieurs récepteurs nucléaires ont
établi qu’un nombre variable d’hélices o (10 a 12 selon le type de récepteur) et un
feuillet B anti-paralléle sont impliqués dans la formation de la poche hydrophobe
pour le ligand (figure 5) (Bourguet et al., 1995 ; Renaud et al., 1995 ; Wagner et
al., 1995 ; Brzozowski et al., 1997 ; Williams et al., 1998). La structure tri-
dimensionnelle du LBD du AR a été récemment étudiée (Sack et al., 2001). Les
hélices 3, 5, 7, 11, 12 et la boucle P sont principalement impliquées dans la création
de la poche hydrophobe pour le ligand, des résidus des hélices 3, 5 et 11 sont en
contact étroit avec le ligand. En absence de ligand, I’hélice 12 est positionnée loin de
la poche hydrophobe. L’insertion d’un agoniste dans la poche hydrophobe change la
conformation du LBD d’une facon telle que I’hélice 12 se rabatte sur la poche
hydrophobe et stabilise la liaison du ligand. Cette structure permet aussi de créer une
surface d’interaction pour la liaison des coactivateurs.

Méme si le AR peut étre activé 2 capacité maximale a la fois par la testostérone
et la DHT, la DHT se lie au récepteur avec une plus grande affinité (Deslypere et al.,
1992). Le complexe que le AR forme avec la DHT est plus stable que celui avec la
testostérone et cela se traduit par une augmentation dans la demi-vie du complexe
récepteur-ligand (Zhou et al., 1995a). La dégradation du AR est deux fois plus rapide
en présence de testostérone comparé a la DHT confirmant des études antérieures
montrant que I’occupation du récepteur par son ligand est un facteur important
dans la stabilisation du récepteur (Kemppainen et al., 1992). Dans certains tissus,
I’action des androgenes est réalisée seulement par la liaison a la DHT comme lors du
développement sexuel male. L’action différentielle des différents androgénes peut
étre attribuée a I’activation des génes cibles des androgeénes par les complexes AR-
DHT, mais non par les complexes, moins stables, AR-testostérone.

De nombreuses mutations dans le LBD influencent la liaison au ligand,

I’interaction avec des médicaments 2 activité antiandrogénique (flutamide,
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Figure 5. Structure tridimensionnelle du LBD du PR en présence de son
ligand, la progestine. Le LBD du PR partage une grande homologie de structure
avec le LBD du AR. Les hélices 3, 5, 7, 11, 12 du LBD sont impliquées dans la
création de la poche hydrophobe pour le ligand. H, hélice o;; S, feuillet 3. Figure tirée
de Williams et al., (1998) Nature, 393(6683), 392-396.
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bicalutamide, nilutamide) et I’activité globale du récepteur. L’étude des génotypes de
patients atteints de syndrome d’insensibilité aux androgénes a révélé prés d’une
centaine de mutations ponctuelles différentes a travers le LBD altérant la
conformation du récepteur et modulant I’interaction avec les différents ligands
(Sultan et al., 1993). La majorité de ces mutations résultent en des codons stop
prématurés menant 2 la synthése d’un récepteur tronqué dont la fonction de liaison au
ligand est perdue (McPhaul et al., 1993).

Une mutation ponctuelle du LBD du AR est retrouvée chez la lignée cellulaire
humaine de carcinome de la prostate LNCaP. La mutation est située au niveau du
codon de I’acide aminé 877 et la thréonine 2 cette position est convertie en une
alanine (Veldscholte et al., 1990a). Cette substitution augmente 1’affinité de la liaison
des ligands non-androgéniques que sont les progestines et I’oestradiol et inverse les
effets antagonistes de plusieurs anti-androgénes, rendant les cellules pharmaco-
résistantes (Veldscholte et al., 1990b ; 1992a,b). La considération de ce type de
mutations est importante dans le traitement par 1’anti-androgéne flutamide de
patients atteints de cancer de la prostate. Chez un tiers des patients, I'arrét du
traitement avec la flutamide diminue la production de la PSA (prostate-specific
antigen), un marqueur du développement du cancer de la prostate, suggérant des
effets androgéniques (Figg et al., 1995).

Une autre substitution retrouvée dans une région du LBD hautement conservée
convertit la valine en position 730 en une méthionine. Cette mutation semble
interférer avec la liaison de la protéine de choc thermique hsp90 (Newmark et al.,
1992). Des mutations analogues retrouvées dans la méme région hautement
conservée dans le GR empéchent la liaison & hsp90. Ceci résulte en un récepteur
possédant une activité constitutive qui est le tiers de I’activité d’un récepteur normal
activé par son ligand (Housley et al., 1990). De fagon similaire, la mutation retrouvée

dans AR pourrait faciliter la progression de cancer de la prostate par exemple en

rendant le récepteur actif de facon constitutive.
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1.2.3 Domaine de liaison 2 ’ADN

Comme chez les autres récepteurs stéroidiens, le DBD du AR contient 66 acides
aminés comprenant neuf résidus cystéines conservés. Huit d’entre eux sont impliqués
dans la formation de deux doigts de zinc de type II, dans lesquels un atome de zinc
est coordonné par quatre résidus cystéines (figure 6) (Freedman et al., 1988 ; 1992).
L’absence de zinc empéche la liaison & ’ADN par le DBD et I’addition de zinc
restaure cette activité.

Le DBD du AR montre une grande homologie de séquence avec les DBD de
GR, de PR et de MR (Hollenberg et al., 1985 ; Misrahi et al., 1987 ; Arriza et al.,
1987 : Lubahn et al., 1988b). Dii a cette grande homologie de séquence AR, GR, PR
et MR reconnaissent la méme séquence d’ ADN. Ceci a pu étre mis en évidence dans
des expériences de transfection et de liaison a2 I’ADN in vitro. De plus, plusieurs des
conclusions concernant les interactions entre le récepteur et les génes cibles dans les
cas du PR, GR et MR semblent également applicables pour le AR, surtout les
données qui découlent de I’analyse cristallographique du DBD du GR qui a permis
de déterminer la fonction des deux motifs de doigts de zinc (Luisi et al., 1991). Le
doigt de zinc situé du coté amino-terminal du DBD du AR expose une hélice o au
sillon majeur de I’ADN. Les résidus de cette hélice o. aussi appelée hélice de
reconnaissance de I’ADN forment des contacts avec les bases de I’ADN et dirigent
ainsi la liaison spécifique aux éléments de réponse aux androgénes (ARE). Le second
motif de doigts de zinc participe 2 la stabilisation des interactions récepteur-ADN
ainsi qu’a la dimérisation des récepteurs lorsque ceux-ci se lient 2 I’ADN (Umesono
et al., 1989 ; Tsai et al., 1994). La nature de cette dimérisation semble étre différente
entre les récepteurs stéroidiens et les autres récepteurs nucléaires. Les récepteurs
stéroidiens forment une dimérisation symétrique for¢ant ces récepteurs a se lier a des
séquences palindromiques. Chez certains récepteurs nucléaires, la dimérisation se fait
de maniére asymétrique, c’est a dire téte-a-queue, pour permettre une liaison a des
séquences d’ADN répétées de fagon directe (Towers et al., 1993 ; Perlmann et al.,

1993 ; Kurokawa et al., 1993).



18

Figure 6. Représentation des doigts de zinc du DBD du AR. La séquence des
acides aminés 550 a 656 du AR est représentée. Les acides aminés en bleu a la base
du premier doigt de zinc représentent I’hélice de reconnaissance de I’ADN. En rouge
et en vert sont représentés les acides aminés formant les deux hélices o du deuxieme
doigt de zinc. Les acides aminés dans des cercles jaunes font partie de la boite P,
responsable de la liaison spécifique & I’ADN. Les acides aminés dans des carrés
oranges forment la boite D, impliquée dans la stabilisation des interactions récepteur-

ADN et dans 1a dimérisation.
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1.2.3.1 Eléments de spécificité de la reconnaissance de ’ADN par les récepteurs

nucléaires

Les séquences d’ ADN reconnues par AR, GR, PR et MR sont sous la forme de
palindromes imparfaits avec trois paires de bases séparant les deux demi-sites
(Nordeen et al., 1990 ; Freedman et al., 1993). Pour faciliter la lecture du texte, le
terme GRE pour élément de réponse aux glucocorticoides sera utilisé dans cette
section pour la séquence d’ADN reconnue par ces quatre récepteurs stéroidiens,
AGAACA NNN TGTTCT. Bien que I’autre type de récepteur stéroidiens, représenté
par les récepteurs des oestrogénes, lie également des palindromes, les ERs
reconnaissent une séquence légérement différente, PuGGTCA NNN TGACCPy,
aussi appelée élément de réponse aux oestrogénes (ERE). Les différences majeures
entre ces deux éléments de réponse sont les deux paires de bases centrales dans
chaque demi-site soit AGAACA versus PUGGTCA. Le demi-site PuGGTCA est
aussi reconnu par d’autres récepteurs nucléaires comme TR, RAR, RXR, VDR et des
récepteurs orphelins. Ceux-ci se lient 2 des demi-sites PuGGTCA disposés soit sous
forme palindromique avec aucun espace entre les demi-sites, soit en répétition
directe avec trois a cinq paires de bases entre les deux demi-sites, soit a un seul demi-
site. La spécificité de liaison aux éléments de réponse aux hormones est donc une

combinaison de la séquence primaire, de I’orientation et de I’espacement des demi-

sites.
1.2.3.2 Reconnaissance de la séquence primaire

A la base du premier doigt de zinc se trouvent dans I’hélice de reconnaissance de
I’ ADN, trois acides aminés (Gly577, Ser578 et Val581) conservés chez le AR, GR,
PR et MR, qui sont nécessaires pour la reconnaissance spécifique des motifs d’ ADN
liés (figure 6) (Danielsen et al., 1989 ; Umesono et al., 1989). Ces trois résidus
composent la boite P (tableau I). Chez le ER, cette boite P contient des résidus

différents (Glu203, Gly204 et Ala207) (Mader et al., 1989). Les récepteurs nucléaires
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Tableau 1. Séquence en acide aminé des boites P de différents récepteurs

nucléaires et séquence de leur motif d’ADN reconnu.



Récepteurs nucléaires Boite P Demi-site reconnu

Récepteurs stéroidiens :

AR GSCKV AGAACA
GR GSCKV AGAACA
MR GSCKV AGAACA
PR GSCKV AGAACA
ER EGCKA PuGGTCA

Autres récepteurs nucléaires :

TR EGCKG PuGGTCA
RAR EGCKG PuGGTCA
RXR EGCKG PuGGTCA
VDR EGCKG PuGGTCA

Les résidus de la boite P sont en gras. GR, récepteur des glucocorticoides; MR, récepteur des
minéralocorticoides; PR, récepteur de la progestérone; ER, récepteur des oestrogénes; TR,
récepteur de 1’hormone thyroide; RAR, récepteur de 1’acide rétinoique; RXR, récepteur des
rétinoides X; VDR, récepteur de la vitamine D.



21

qui reconnaissent le demi-site PuGGTCA ont par ailleurs une boite P similaire a celle
du ER (les deux premiers résidus sont conservés et une glycine ou une sérine est
retrouvée 2 la place de I’alanine). La substitution de la boite P de GR par celui de ER
et vice versa est suffisante pour échanger le motif d’ADN reconnu (Mader et al.,
1989 ; Umesono et al., 1989). Selon les données cristallographiques du DBD du GR
lié 4 son GRE, Val581 effectue une liaison de type Van der Waals avec le T en
position +3 du GRE (figure 7B) (Luisi et al., 1991). Pour le ER, la cristallographie du
DBD du récepteur 1ié 2 un ERE démontre que Glu203 établit un contact direct avec
le C en position +4 et un contact indirect par le biais d’une molécule d’eau avec le A
en position +3 du ERE (figure 7B) (Schwabe et al., 1993). A I’extérieur de la boite P,
deux autres résidus de I’hélice de reconnaissance de I’ADN font des contacts avec
’ADN de fagon similaire dans les complexes GR-DBD/GRE et ER-DBD/ERE
(figure 7). La lysine en position 206 du ER interagit avec le G en position -5 du
ERE. De plus toujours chez le ER, I’arginine en position 211 forme des contacts
directs avec le G en position +2 du ERE. La lysine et I’arginine correspondantes chez
le GR font les mémes interactions avec les G aussi conservés dans le GRE.
Cependant, un autre résidu dans I’hélice de reconnaissance de I’ADN du ER
(Lys210), mais pas le résidu identique trouvé chez le GR, interagit avec les bases
complémentaires des résidus avec lesquels Glu203 fait des contacts. Lorsque les
complexes GR-DBD/GRE et ER-DBD/ERE sont superposés a partir de leur hélice de
reconnaissance de I’ADN, la conformation de I’ADN différe d’un complexe a
I’autre. Cette différence peut jouer un role dans la discrimination de la séquence
reconnue et expliquer les modes d’interaction avec I’ADN légérement différents du
ER et du GR.

Comme dans d’autres complexes protéine-ADN, la surface d’interaction entre
les DBDs et le sillon majeur de ’ADN est supportée par de nombreuses liaisons
hydrogénes avec le squelette de phosphate de I’ADN. Des substitutions de résidus
contactant les phosphates chez le GR résultent en une perte de la fonction de liaison a

I’ ADN (Schena et al., 1989).
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Figure 7. Les déterminants moléculaires de la reconnaissance spécifique de
PADN par les récepteurs stéroidiens. (A) Schémas des contacts spécifiques a
Iinterface récepteur-ADN selon la cristallographie des complexes ERDBD-ERE et
GRDBD-GREgy,. Figures tirées de Schwabe et al., (1993) Cell, 75(3), 567-578 et de
Luisi et al., (1991) Nature, 352(6335), 497-505, pour la cristallographie du ERDBD
et GRDBD respectivement. (B) La valine en position 443 du GR effectue une liaison
de type Van der Waals avec le T en position +3 du GRE. Les autres liaisons sont des
liaisons hydrogénes directes ou par le biais d’une molécule d’eau. Les résidus
Lys206 et Arg211 chez le ER correspondent aux résidus Lys442 et Arg447 chez le
GR, et ils établissent des contacts semblables sur les G en position -5 et +2. Les
autres contacts sont spécifiques a chaque récepteur. Sur le schéma du GRDBD, le

numéro de I’acide aminé correspondant chez le AR se trouve entre parentheses.
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1.2.3.3 Orientation et espacement des motifs répétés

Les DBDs du GR et du ER se lient a leur éléments de réponse de fagon
coopérative (Dahlman-Wright et al., 1990 ; Alroy et al., 1992 ; Schwabe et al., 1993).
La liaison du premier monomere augmente 1’affinité du second. Lorsque le deuxiéme
monomeére se lie 2 I’ ADN, le premier monomere 1’oriente sur son demi-site a travers
la formation de contacts protéine-protéine (figure 8). De plus, certains contacts au
squelette de phosphates de I’ADN ne semblent s’effectuer que lorsqu’il y a
dimérisation des DBDs sur 1’élément de réponse (Schwabe et al., 1993). Si I’espace
entre les demi-sites du GRE ou du ERE est augmenté ou diminué d’une paire de
base, les deux monomeres continuent a se lier a I’élément de réponse mais I affinité
de liaison du second DBD est plus faible que pour le premier DBD dil a une perte de
la coopération (Luisi et al., 1991; Schwabe et al., 1993). De plus, les GREs avec des
espaces entre les demi-sites modifiés empéchent I’activité transcriptionnelle dans les
cellules transfectées (Nordeen et al., 1990).

Dans les palindromes reconnus par les récepteurs stéroidiens, les centres des
demi-sites hexamériques sont séparés par neuf paires de bases, ce qui est proche d’un
pas d’hélice d’ADN (10.5 paires de bases par tour). Cela permet aux deux
monomeres de se retrouver sur la méme face du duplex d’ADN (figure 8).

Les structures des cristaux des complexes GR-DBD/GRE et ER-DBD/ERE
montrent que I'interface de dimérisation est auto-complémentaire et est stabilisée par
des ponts salins, des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogenes. Les
contacts sont effectués par des résidus situés entre les deux premiéres cystéines
conservées dans le deuxieme doigt de zinc (figure 6). Cette région nommée boite D a
été identifiée comme une région de dimérisation et elle joue un role essentiel dans la
discrimination de I’espace entre les demi-sites des éléments de réponse aux
hormones (Umesono et al., 1989). Des contacts impliqués dans la dimérisation sont
aussi effectués par des résidus situés dans le court segment d’hélice o dans le
sommet du second doigt de zinc et par un autre résidu situé entre la boite D et cette

hélice a.. La boite D est hautement conservée parmi les récepteurs stéroidiens liant le
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Figure 8. Liaison des DBDs du GR a PADN. Les DBDs du GR et du AR
partagent une grande homologie. Les deux monoméres du GR se retrouvent sur la
méme face du duplex d’ADN. Les monomeres forment un dimere symétrique a cause
du motif palindromique de la séquence d’ADN liée. Les ions zinc sont figurés en
sphéres. Seul le squelette de phosphates de I’ ADN est montré par souci de clarté.
Figure tirée de Freedman et al., (1993) Journal of Cellular Biochemistry, 51, 140-
150.
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motif AGAACA. Les substitutions qui s’y trouvent conservent la nature de
I’interface de dimérisation. Mais dans le contexte des récepteurs nucléaires, la boite
D varie et son role dans la dimérisation différe selon les différents sous-groupes de
récepteurs. Par exemple, la substitution de la boite D du GR par celle du VDR et la
substitution de la boite D de ER par celle de RAR abolissent la liaison a I’ADN de
facon coopérative (Freedman et al., 1991; Mader et al., 1993).

1.2.4 Domaines de transactivation

Les récepteurs nucléaires possédent deux domaines de transactivation appelés
AF-1 et AF-2 (fonction d’activation-1 et fonction d’activation-2). Le principal
domaine de transactivation du AR est le AF-1, trouvé dans la région amino-terminale
de la protéine (figure 4). Ce domaine est le moins conservé parmi les domaines des
récepteurs nucléaires et chez le AR, il comprend plus de 500 acides aminés (plus de
la moitié de la protéine du AR) mais n’est encodé que par un seul exon (exon 1)
(Chang et al., 1988). Ce domaine de transactivation recrute des coactivateurs et
interagit avec des composants de la machinerie trancriptionnelle de base.

Plusieurs expériences de délétion de parties du domaine de transactivation ont
permis de définir les régions nécessaires pour I’activité de transactivation. Méme si
presque toute la région amino-terminale est requise pour une activité de
transactivation maximale, deux régions chevauchantes d’activation de la
transcription ont été identifiées chez le AR humain soient TAU-1 (entre les acides
aminés 110-379) et TAU-5 (entre les acides aminés 369-494) (Jenster et al., 1995).
Ces unités d’activation transcriptionnelle différent suivant leur activité en présence
ou absence du LBD. TAU-1 est active seulement en présence du LBD et TAU-5 est
active de facon constitutive en 1’absence du LBD. Les délétions de larges segments
de la région amino-terminale de la protéine pourraient enlever des acides aminés
spécifiques impliqués dans activité transcriptionnelle ou pourraient causer un
changement conformationnel qui réduirait 1’activité du AR. Des études plus avancées

sur le AR du rat ont localisé une région entre les acides aminés 154-167
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correspondant 3 une hélice o. amphipathique et une autre région entre les acides
aminés 295-359 (Chamberlain et al., 1996). Différentes régions de transactivation
pourraient étre actives selon les différents promoteurs, permettant le recrutement de
divers coactivateurs et donnant ainsi un mécanisme de régulation spécifique au geéne.

Le domaine amino-terminal du AR se distingue par son polymorphisme
provenant de la présence de plusieurs régions de répétitions du méme acide aminé.
Deux d’entre eux varient en longueur parmi la population humaine soient une région
de polyglutamines (CAG) située dans le domaine amino-terminal et une région de
polyglycines (GGN) située plus en aval dans le domaine amino-terminal (figure 4)
(La Spada et al., 1991 ; Sleddens et al., 1992). La fonction exacte de ces régions n’est
pas connue mais la longueur de la région de polyglutamines semble influencer
I’activité et la stabilité du AR (Mhatre et al., 1993 ; Chamberlain et al., 1994 ; Jenster
et al., 1994 ; Kazemi-Esfarjani et al., 1995 ; Choong et al., 1996).

La répétition des nucléotides CAG est impliquée dans une dégénérescence des
motoneurones associée 4 une atrophie spino-bulbaire au niveau musculaire, aussi
appelée maladie de Kennedy. Les hommes souffrant de cette maladie sont
fréquemment atteint d’une insensibilité partielle aux androgeénes. Chez les individus
normaux, le nombre de répétitions des nucléotides CAG varie entre 9 et 33 avec une
moyenne de 21+2 répétitions. Chez les patients atteints d’atrophie spino-bulbaire
musculaire, cette région polymorphique peut contenir entre 38 et 75 répétitions de
glutamines (La Spada et al., 1991 ; Matsuura et al., 1992), résultant en des ARs avec
une activité de transactivation réduite (Mhatre et al., 1993). L’expansion de la région
de polyglutamines semble favoriser 'interaction et la séquestration des protéines
contenant de courtes régions de polyglutamines tel le coactivateur transcriptionnel
CBP, comme observé également chez d’autres protéines avec de longues régions de
polyglutamines (huntingtin et atrophin) (Nucifora et al., 2001).

D’autre part, une augmentation du risque de cancer de la prostate est associée
avec des répétitions de CAG plus courtes. L’origine raciale et ethnique est un facteur
dans I’incidence du cancer de la prostate. En effet, I’incidence parmi les américains

ayant des origines africaines est deux fois plus élevée que chez les autres américains
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(Ross et al, 1990). Ces données correlent avec la longueur de la région
polymorphique de CAG. Les américains d’origine africaine ont en moyenne 18
répétitions de CAG, les américains de peau blanche ont en moyenne 21 codons CAG
répétés tandis que les américains d’origine asiatique, qui ont les risques les moins
élevés de développer un cancer de la prostate, ont 22 répétitions de CAG (Coetzee et
al., 1994). L’effet d’alleles plus courts au niveau des répétitions de CAG sur la
fonction des récepteurs est une augmentation de 1’activité de transactivation (Irvine
et al., 1995, Kazemi-Esfarjani et al., 1995). Deux mécanismes possibles peuvent
expliquer ce phénomene. La premiere possibilité est que la région de répétition des
triplets CAG puisse agir comme un inhibiteur de I’activité transcriptionnelle avec
plus d’effet d’inhibition lorsque la région est plus longue. L’autre alternative est que
le récepteur avec une plus courte région polymorphique de glutamines pourrait avoir
une conformation plus stable dans le noyau, permettant d’échapper a une dégradation
protéolytique dans le cytoplasme. Cependant, il n’est pas clair §’il s’agit d’une
résistance 2 la dégradation ou plutdt d’une répartition nucléo-cytoplasmique
différente.

La région de polyglycines contient entre 10 et 31 répétitions de cet acide aminé,
la majorité de la population humaine ayant 24 répétitions. Cette région est aussi
associée avec une augmentation des risques de cancer de la prostate lorsque la région
contient 16 répétitions et moins (Irvine et al., 1995). De plus la délétion de la région
de polyglycines diminue la capacité du AR mutant & activer la transcription (Gao et
al., 1996).

Le domaine AF-1 semble fonctionner en partie a travers le recrutement de
coactivateurs. La majeure partie du domaine amino-terminal du AR (résidus 1-494)
est requise pour une activité transcriptionnelle maximale en présence du coactivateur
de la famille des p160, SRC-1 (Robyr et al., 2000). Cette région du AR interagit avec
une région riche en glutamine de SRC-1 qui est hautement conservée parmi les
coactivateurs de la famille des pl160. 11 a été démontré qu’une région de
polyglutamines plus longue sur le AR, allant jusqu’a 42 répétitions, inhibe I’activité

transcriptionnelle basale ainsi que I'activité de la transcription médiée par les
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coactivateurs de la famille des p160 sans modifier I’expression du AR (Irvine et al.,
2000). Ceci peut expliquer en partie les effets phénotypiques observés avec une
longueur accrue de la région de polyglutamines.

Un second domaine de transactivation, AF-2 (activation function 2), se trouve
dans le LBD du AR (figure 4). Sa fonction d’activation de la transcription hormono-
dépendante contribue moins 2 activité du récepteur que celle de AF-1. Le domaine
AF-2 est une petite région bien conservée parmi les récepteurs nucléaires et sa
séquence consiste en une structure o-hélicale composée d’un acide glutamique
hautement conservé entouré par des résidus hydrophobes. Cette hélice a une
conformation différente en réponse a la liaison du ligand puisqu’elle se rabat sur la
poche hydrophobe, emprisonnant le ligand et formant une surface capable de recruter
les coactivateurs. Le domaine AF-2 interagit alors avec les motifs LXXLL des
coactivateurs ol L correspond 2 une leucine et X a n’importe quel acide aminé
(Bevan et al., 1999). Dans le cas du AR, l'interaction entre AF-2 et les motifs
LXXLL des coactivateurs est faible et AF-2 du AR préfere interagir avec le motif
FXXLF (F pour phénylalanine) situé dans le domaine amino-terminal du AR. Cette
interaction entre les domaines amino et carboxy-terminaux du AR, qui a lieu en
présence du ligand, augmente la stabilité du récepteur (Zhou et al., 1995a). Deux
régions amino-terminales sont impliquées dans cette interaction : les 36 premiers
acides aminés de la région amino-terminale ainsi que les résidus 371-503 (Berrevoets
et al., 1998). De plus, cette interaction ralentit la dissociation du ligand et prévient la
dégradation protéolytique. Une interaction entre le domaine amino-terminal et le
LBD a aussi été décrite chez le ERo et le PR mais la fonction exacte et son
importance ne sont pas encore bien expliquées (Kraus et al., 1995 ; Tetel et al., 1997
: 1999). De plus, il semblerait que chez le ERa, I’interaction entre le domaine amino-
terminal et le LBD soit indirecte et serait médiée par les coactivateurs (Benecke et
al., 2000). Finalement, il n’est pas encore bien démontré si ces interactions entre
domaines s’effectuent de fagon intramoléculaire ou intermoléculaire lorsque le AR
est 1ié 2 son ARE sous la forme d’homodimére. Certains proposent un modéle de

dimérisation avec une interaction intermoléculaire entre les régions des extrémités de
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la molécule du AR dans en une configuration antiparalléle (figure 9) (Wong et al,,
1993 ; Langley et al., 1995).

En ’absence de ligand, le LBD du AR prévient I’activité de transactivation du
domaine amino-terminal. La délétion du LBD rend le récepteur actif de fagon
constitutive (Gao et al., 1996). Il semble probable que la transactivation ciblée des
génes sous le contrdle du AR requiert I’activité coordonnée des domaines AF-1 et
AF-2, méme si la contribution de chaque domaine peut dépendre du promoteur et du

contexte cellulaire.
1.2.5 Coactivateurs et corépresseurs

La Haison des homodiméres du AR aux éléments de réponse semble réguler la
transcription des génes cibles a travers des interactions avec des coactivateurs et avec
les facteurs de transcription qui constituent le complexe de préinitiation de la
transcription (Trapman et al., 1996). Les coactivateurs ou corépresseurs sont des
protéines recrutées par les facteurs de transcription liés a I'ADN et jouent un rdle
dans la régulation de la transcription.

Les coactivateurs transmettent le signal d'activation en participant au
recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base et peuvent remodeler et
modifier la structure de la chromatine. De nombreux coactivateurs font partie de
complexes protéiques et agissent comme pont entre le récepteur lié a I’ADN et les
protéines du complexe de préinitiation de la transcription (Horwitz et al., 1996 ;
Glass et al., 1997 ; Shibata et al., 1997). D’autres coactivateurs peuvent modifier la
structure de la chromatine par modification post-traductionnelle des histones.
L’acétylation des histones engendre une déstabilisation de la structure des
nucléosomes permettant ainsi aux promoteurs d’étre plus accessibles a la liaison
d’autres facteurs de transcriptions ainsi que de la machinerie transcriptionnelle de
base (Wolffe et al., 1996). Finalement, ils peuvent interagir avec d’autres protéines

qui vont elles-mémes modifier la structure de la chromatine (par exemple arginine

methyl-transferases).
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Figure 9. Modéles de la formation d’homodiméres du AR. (A) Le LBD d’un
AR interagit avec ’AF-1 dans le domaine amino-terminal de I’autre AR pour
permettre une interaction intermoléculaire générant une configuration anti-parallele
des récepteurs par rapport 2 la liaison a I’ ADN. (B) Le LBD et I’AF-1 du méme AR
interagissent ensemble de facon intramoléculaire résultant en une configuration
parallele des récepteurs. LBD, domaine de liaison au ligand; AF-1, fonction
d’activation 1 ; DBD, domaine de liaison a I’ADN. Figure inspirée de Cude et al.,

(1999) Journal of Molecular Medecine, 77, 419-426.
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Les domaines des récepteurs stéroidiens impliqués dans le recrutement des
coactivateurs sont le domaine de transactivation amino-terminal et le LBD
(Aarnisalo et al., 1998 ; Ding et al., 1998 ; Onate et al., 1998). Ces deux domaines
coopérent pour recruter les coactivateurs au niveau du dimere du AR 1i€ a ’ADN. En
effet, I’interaction entre le domaine amino-terminal du AR et son LBD crée une
nouvelle interface d’interaction protéine-protéine (Ikonen et al., 1997 ; Berrevoets et
al., 1998). De plus, différentes régions du domaine de transactivation amino-terminal
sont responsables de I’activation de la transcription en absence ou en présence du
LBD (Jenster et al., 1995 ; Ikonen et al., 1997).

Plusieurs coactivateurs des récepteurs stéroidiens ont été identifiés et clonés dont
trois membres de la famille des protéines de 160 kDa (p160) comme SRC-1 (steroid
receptor coacticator-1), TIF-2/GRIP-1 (transcription intermediary factor-2/
glucocorticoid receptor-interacting protein-1) et AIB-1 (amplified in breast cancer-1)
(Onate et al., 1995 ; Voegel et al., 1996 ; Hong et al., 1996 ; Anzick et al,, 1997).
Pour le AR, le recrutement de ces coactivateurs de la famille des p160 requiert une
interaction fonctionnelle entre le domaine de transactivation amino-terminal et le
LBD, et I'interaction avec les coactivateurs se fait avec des parties du domaine de
transactivation amino-terminal (Alen et al., 1999).

D’autres récepteurs stéroidiens, comme PR et GR, peuvent se lier aux mémes
séquences d’ADN que celles reconnues par le AR. Le recrutement de coactivateurs
spécifiques pourrait donc étre impliqué dans la spécificité de la régulation
transcriptionnelle. La protéine ARA70 a été caractérisée comme coactivateur
spécifique du AR (Yeh et al, 1996). Ce coactivateur augmente I’activité
transcriptionnelle du AR de maniére hormono-dépendante, mais n’augmente pas
activité transcriptionnelle des autres récepteurs stéroidiens. L’activité
transcriptionnelle du AR est aussi augmentée en présence de ARA70 dans les
cellules humaines de cancer de la prostate DU145 traitées avec des anti-androgénes
(Miyamoto et al., 1998). Ces résultats suggérent que ARA70 médie I'activité

agoniste des anti-androgénes sur le AR.
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Une petite séquence LXXLL (aussi appelée NR box, nuclear receptor box),
présente chez les coactivateurs, est nécessaire et suffisante pour diriger la liaison des
coactivateurs aux récepteurs nucléaires liés a leur ligands (Heery et al., 1997). La
capacité de ces protéines 2 augmenter I’activité transcriptionnelle dépend de
I’intégrité des motifs LXXLL et de certains résidus hydrophobes clés dans I’hélice
conservée dans le LBD des récepteurs nucléaires. De plus, la spécificité de la liaison
de ces motifs aux récepteurs nucléaires n’est pas la méme et les résidus
immédiatement adjacents aux motifs LXXLL semblent étre importants dans ces
interactions. (Ding et al., 1998 ; Darimont et al., 1998). Cependant, la liaison du AR
aux motifs LXXLL des coactivateurs de la famille des pl60 est faible. Il a été
démontré qu’une séquence, FXXLF, est reconnue spécifiquement par le AR. Ce
motif est présent chez les coactivateurs spécifiques du AR : ARA70, ARASS et
ARA54 (He et al, 2002). Le motif FXXLF des coactivateurs interagit
préférentiellement avec le LBD du AR et pourrait entrer en compétition avec le motif
FXXLF du domaine amino-terminal impliqué dans I’interaction entre les domaines
amino et carboxy-terminaux du AR.

Les corépresseurs, quant 2 eux, répriment la transcription en inhibant la
formation du complexe de préinitiation de la transcription, en induisant une
méthylation des histones 2 des sites spécifiques, en recrutant des protéines avec une
activité histone déacétylase stabilisant la chromatine sous sa forme inactive, ou en
inhibant D’interaction du récepteur avec des coactivateurs (Shibata et al., 1997).
Certains récepteurs nucléaires (RARs, RXRs, TRs et VDR et quelques récepteurs
orphelins) peuvent lier I’ADN en absence du ligand et réprimer la transcription. Ces
récepteurs recrutent des corépresseurs au niveau de I’ADN et ceci maintient la
chromatine sous sa forme inactive empéchant la liaison des facteurs de transcription
au niveau de la région du promoteur (Alland et al., 1997 ; Heinzel et al., 1997 ; Nagy
et al., 1997). Méme si AR et d’autres récepteurs stéroidiens ne se lient pas a ’ADN
en absence de leur ligand, certains antagonistes induisent la liaison de corépresseurs
pour inhiber la transcription. Par exemple, le tamoxiféne ou la mifepristone

répriment la transcription en recrutant des corépresseurs au niveau de leur récepteur,
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respectivement ER ou PR (Smith et al., 1997 ; Wagner et al., 1998). Il se pourrait que
la liaison de certains anti-androgénes au AR ait le méme effet de répression via le
recrutement de corépresseurs.

Le SHP (short heterodimer partner), un récepteur orphelin, inhibe a la fois la
transactivation de AF-1 et AF-2. Le SHP inhibe I’activité du AR en compétitionnant
avec les coactivateurs du AR (Gobinet et al., 2001). Ceci démontre une autre fagon

possible de réprimer I’action des récepteurs nucléaires, appelée squelching.

1.2.6 Phosphorylation

Les récepteurs stéroidiens sont des phosphosprotéines qui sont régulées par des
protéines ayant des activités kinases (Kemppainen et al., 1992). La phosphorylation
de résidus spécifiques pourrait étre impliquée dans plusieurs des fonctions du
récepteur : liaison du ligand, translocation nucléaire, dimérisation du récepteur,
liaison & ’ADN et les interactions protéines-protéines (Blok et al., 1996). Vingt-et-
un sites potentiels de phosphorylation ont été identifiés chez le AR, dont quinze
localisés dans le domaine de transactivation en amino-terminal (Kuiper et al., 1993).
Par contre, seulement cing de ces sites ont été confirmés : trois résidus dans la région
amino-terminale (Ser81, Ser94 et Ser515) et deux résidus dans la région charniére
entre le DBD et le LBD (Ser650 et Ser662) (Jenster et al., 1994 ; Zhou et al., 1995b ;
Blok et al., 1998).

Les études de mutagenése sur les résidus Ser81 et Ser94 n’ont aucun effet sur
activité du AR, mais une mutation du résidu Ser650 résulte en une réduction de
30% de 1’activité transcriptionnelle (Jenster et al., 1994 ; Zhou et al,, 1995b). Des
études ont démontré que lorsque la phosphorylation de deux résidus sérines situés
dans la région charniére entre le DBD et le LBD ( Ser641 et Ser653) est réduite, une
diminution de 1’activité transcriptionnelle du AR ainsi qu’une diminution de la
liaison 2 son ligand étaient observées (Blok et al., 1998). La phosphorylation semble

donc jouer un role important dans la régulation de I’activité transcriptionnelle du AR.
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Les résultats d’études effectuées sur I’interaction entre le LBD et la région
amino-terminale ont suggéré que six sites potentiels de phosphorylation situés dans
la région amino-terminale pourraient moduler la formation d’homodimeres (Langley
et al., 1995). L’analyse future de tous les sites potentiels de phosphorylation par
mutation permettra de mieux définir le r6le de la phosphorylation dans le

fonctionnement du AR.
1.2.7 Spécificité de ’action du AR

En dépit de son homologie avec les autres récepteurs stéroidiens et du fait que
AR peut se lier 2 un GRE classique, I’action du AR est trés spécifique. De plus, les
androgénes générent des réponses variées dans les différents tissus, démontrant que
la régulation des génes par AR est spécifique selon le tissu. Cette action histo-
spécifique peut étre obtenue grice a divers facteurs, incluant une régulation de
I’expression du AR selon le tissu et 1'interaction avec des facteurs de transcription
spécifiques au promoteur ou au tissu.

Plusieurs génes sous le contrdle des androgenes ont été identifiés chez la souris
et le rat mais peu ont été identifiés chez I’humain. Méme si certains de ces génes sont
spécifiques a certains tissus (par exemple : PSA et phosphatase acide prostatique)
(Shan et al., 1997 ; Virkkunen et al., 1994 ; Cleutjens et al., 1996), plusieurs autres
sont impliqués dans des voies de proliférations cellulaire (CDK2, CDK4) (Lu et al.,
1997).

Bien que le site GRE soit fixé avec une affinité forte par le AR comme par le
GR, PR et MR, d’autres sites plus faibles pourraient avoir une sélectivité plus grande
pour le AR. Certains génes contiennent en effet des éléments de réponse spécifiques
au AR comme dans le cas du géne de la probasine (Claessens et al., 1996). Deux
AREs ont été caractérisés dans la région 5° flanquant le géne de la probasine et I'un
d’eux, ARE2, interagit qu’avec le DBD du AR et non avec le DBD du GR. De plus,
dans les expériences de transactivation, I’ARE de la probasine n’est induit que par

les androgénes et non par les glucocorticoides.
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Dans d’autres cas, la régulation spécifique des génes cibles par le AR résulte des
séquences flanquant les AREs ou de la synergie entre plusieurs AREs faibles. Aussi
un changement de conformation spécifique a 1'élément de réponse li€, I'expression
histo-spécifique des coactivateurs et la synergie de I’action du AR avec d’autres
facteurs spécifiques au promoteur peuvent contribuer aux effets spécifiques du AR
selon le tissu et le promoteur. Enfin, le dialogue avec d’autres voies de signalisation
selon le tissu peut conférer une spécificité de I’action des androgénes. Le AR n’est
pas seulement activé par la liaison & son ligand, il peut aussi étre activé par les voies
de transduction du signal par ’entremise des kinases. La manipulation des voies des
kinases peut mener 2 la phosphorylation des résidus sérine, thréonine ou tyrosine du
AR. Cependant, les sites de phosphorylation les plus appropriés a cette voie
alternative d’activation du AR ne sont pas encore bien connus. Aussi, il n’est pas
encore bien compris si la phosphorylation d’autres composantes dans I’expression
des génes régulés par AR, comme les coactivateurs, est importante pour I’activation

du AR de maniére ligand-indépendante.

1.3 Pathologies associées aux androgénes

Les androgénes sont impliqués dans de nombreuses maladies, allant de
manifestations bénines comme la calvitie jusqu’a des maladies graves comme le
cancer de la prostate. La prochaine section sera consacrée aux pathologies humaines

affectant la signalisation par les androgenes.

1.3.1 Déficience en So-réductase

Méme si la testostérone et la DHT interagissent avec le AR, la DHT a une
affinité de liaison deux fois supérieure et se dissocie du récepteur avec une vitesse
cinq fois moins grande (Grino et al., 1990). L’incapacité de la 5o-reductase a
convertir la testostérone en DHT résulte en des cas de pseudo-hermaphrodisme avec

des individus de génotype méle (46 X,Y) ayant des structures uro-génitales internes
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masculines mais un appareil génital externe soit ambigu, soit féminisé (Griffin et al.,
1989)

Les niveaux de testostérone présents lors de I’embryogenése sont suffisants pour
induire une virilisation des canaux de Wolff en structures internes, soient
I’épididyme, le conduit déférent et les vésicules séminales. Par contre, le
développement des structures externes de 1’appareil génital a besoin de DHT ou de
niveaux de testostérone plus élevés. Chez certains de ces individus, les taux
croissants de testostérone durant la puberté peuvent suffire a causer la virilisation des
caractéristiques sexuelles secondaires comme la pousse de la barbe (Imperato-

McGinley et al., 1991).

1.3.2 Maladie de Kennedy

La maladie de Kennedy est une atrophie spino-bulbaire musculaire progressive
dans laquelle la dégénérescence des motoneurones entraine une faiblesse et une
atrophie musculaire (Harding et al., 1982; Choi et al., 1993). Les symptomes
cliniques se manifestent généralement lorsque le patient atteint entre 30 et 60 ans
(Nance et al., 1997). Cette maladie est transmise sur un mode récessif lié au
chromosome X. De plus, les patients démontrent souvent une gynécomastie
(développement anormal des glandes mammaires chez 1’homme), une atrophie
testiculaire et une fertilité réduite en raison d'une insensibilité aux androgenes ainsi
que des niveaux élevés de LH (luteinizing hormone), de FSH (follicle-stimulating
hormone) et d’oestradiol (La Spada et al., 1991 ; Choi et al., 1993).

Les individus affectés sont porteurs d’une expansion de la région de triplets
CAG (codant pour I’acide aminé glutamine), située a I'extrémité 5’ de la région
codante pour le géne du AR (La Spada et al., 1991 ; Matsuura et al., 1992). En effet
les individus atteints de la maladie de Kennedy ont des régions polymorphiques de
CAG contenant 38 a 75 répétitions, chez les individus normaux le nombre de

répétitions se situe entre 9 et 33. L’augmentation de la longueur de la région
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polymorphique CAG affecte négativement 1’activation transcriptionnelle du AR
régie par les coactivateurs de la famille des p160 (Irvine et al., 2000).

Des régions similaires de polyglutamines sont retrouvées dans une variété
d’autres protéines (huntingtin, atrophin, ataxins) qui sont impliquées dans le
mécanisme d’autres maladies dégénératives comme la maladie d’Huntington
(Wilmot et al., 1998). Ceci démontre l’existence d’un mécanisme neurotoxique

commun des régions polymorphiques de CAG répétés.
1.3.3 Cancer du sein chez ’homme

Le cancer du sein chez ’homme est une maladie trés rare et ne compte que pour
1% de tous les cas de cancer du sein diagnostiqués. Treés peu est connu sur les
facteurs génétiques influengant le développement du cancer du sein chez I’homme.
Des études ont relié certains cas de cancer du sein chez le méle avec des mutations
du géne BRCAZ2, avec une fréquence trés variée des mutations dans ces €tudes (entre
4 et 40%) (Friedman et al., 1997). D’autres facteurs génétiques pourraient €tre
associés a cette maladie. Par exemple, un polymorphisme dans le géne CYP17
codant pour I’enzyme cytochrome P450c17alpha, enzyme impliquée dans la synthése
des oestrogénes est associé avec un risque plus élevé de cancer du sein chez
I’homme.

Prés de 80% des tumeurs mammaires humaines expriment le AR (Kuenen-
Boumeester et al., 1992), indépendamment du niveau d’expression du ER et du PR.
Cependant le role des androgénes et de leur récepteur dans le développement du
cancer du sein n’est pas encore bien connu et est probablement complexe. En effet,
les androgénes peuvent étre convertis en oestrogénes par I’action de I’enzyme
aromatase, conduisant ainsi 2 une action stimulatrice sur la croissance des cellules
mammaires. Cependant, androgénes et oestrogénes ont souvent des actions opposées
sur les tissus ciblés. Deux mutations ponctuelles dans le AR ont été retrouvées chez
des individus atteints du syndrome d’insensibilité partielle aux androgenes et

développant un cancer du sein (Wooster et al., 1992 ; Lobaccaro et al., 1993). 1l se
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pourrait donc que le développement de ces cas de cancer du sein chez les méles soit
dd a la perte d’une action protectrice des androgénes sur les cellules mammaires.

De plus, une augmentation de la longueur de la région de polyglutamines dans le
domaine amino-terminal du AR est retrouvé dans la maladie de Kennedy, associée a
un développement anormal des seins chez I’individu atteint. Des études sur le role de
cette région de polyglutamines du AR dans le développement du cancer du sein chez
I’homme suggére qu’une région de polyglutamines plus longue pourrait étre
impliquée dans quelques cas de cancer du sein chez I’homme (Young et al., 2000).
Enfin, le role de ’autre région polymorphique du AR, la région de polyglycines,
pourrait aussi étre étudié dans le contexte du cancer du sein chez ’homme. Il est a
noter que I’augmentation de la région de polyglycines corréle avec une diminution de
Iactivité du AR, suggérant encore une fois un rdle protecteur du AR dans le cancer

du sein, 4 ’opposé de ce qui est observé dans le cancer de la prostate.

1.3.4 Hyperplasie bénigne de la prostate et cancer de la prostate

Les androgénes jouant un rdle clé dans le développement et le fonctionnement
de la prostate, il n’est donc pas surprenant qu’ils soient impliqués dans des
pathologies de la prostate. Le traitement aux anti-androgénes ou aux oestrogeénes
ainsi que I’ablation des testicules du feetus empéchent le développement de la
prostate. La différenciation des cellules épithéliales est dépendante de I'action des
androgénes (Cunha et al., 1987). Le maintien des structures et fonctions de la
prostate est aussi dépendant de la présence continue des androgenes.

L’hyperplasie bénigne de la prostate est relié a un grossissement de la prostate
fréquent chez I’homme vieillissant. C’est une maladie commune qui affecte pres de
80% des hommes 4dgés de plus de 60 ans (Berry et al., 1984). La prostate est une
glande qui se trouve autour de l'urétre 2 la sortie de la vessie (col vésical). Un
grossissement de la prostate occasionne une compression de l'urétre et par
conséquent, une obstruction au passage de I'urine. Il survient alors une diminution du

débit urinaire, le patient se trouvant dans I’incapacité de vider complétement sa
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vessie, laissant un résidu urinaire apreés la miction. Les traitements peuvent étre
d’ordre médicamenteux ou chirurgicaux. Plus récemment I’utilisation du laser et de
la thermothérapie s’avere des plus prometteuses.

Les études se contredisent quant au niveau de la DHT dans les tissus de la
prostate. Certains démontrent un niveau plus €levé en DHT (Trachtenberg et al.,
1980), d’autres indiquent que le niveau est semblable pour les tissus normaux et dans
la prostate hyperplasique (Coffey et al., 1990). De plus, les études sur le niveau du
AR dans le noyau de cellules provenant de prostate atteinte d’hyperplasie bénigne se
contredisent aussi (Barrack et al., 1983 ; Miyamoto et al., 1993). Il se pourrait que les
différences au niveau de ’action des androgeénes soient les causes de 1’hyperplasie
bénigne de la prostate et non le contenu en DHT et en AR.

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez
I’homme 4gé de plus de 40 ans. Prés de 30% des hommes de plus de 50 ans ont au
niveau de leur prostate un cancer de niveau microscopique qui y réside de facon
asymptomatique (Coffey et al., 1993). Le diagnostic est essentiellement basé sur la
palpation rectale, le dosage sanguin du PSA, et en cas de doute par une ponction-
biopsie de la prostate. Les traitements envisagés pour les tumeurs localisées sont une
prostatectomie ou une thérapie par radiation. Dans les cas de cancer de la prostate
métastatique, les traitements ont pour but d’inhiber I’action du AR (traitement
hormonal aux anti-androgénes) ou d’empécher la croissance des cellules androgenes-
dépendantes en bloquant la production de la testostérone (orchidectomie (résection
des testicules), oestrogénothérapie ou traitement aux analogues de la LHRH
(luteinizing hormone releasing hormone)) (McLeod et al., 1993 ; Soloway et al.,
1993 : Labrie et al., 1993). L’oestrogénothérapie utilise des composés ayant des
propriétés oestrogéniques dans le but de diminuer la production de testostérone par
les testicules puisque la testostérone peut étre transformée en oestrogene. Le
traitement aux analogues de la LHRH maintient un bas niveau en testostérone dans le
corps en régulant son expression par les testicules.

L’existence de tumeurs de la prostate apparemment insensibles a la thérapie

endocrinienne met en doute I'importance du AR. Dans ces cas, la croissance de la
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tumeur peut se faire en I’absence de testostérone provenant des testicules et plus
précisément de la DHT, son métabolite. Mais certaines études montrent que le AR
est un composant important dans une proportion des tumeurs résistantes a la thérapie
par hormone. Entre autre, la plupart des tumeurs résistantes 2 la thérapie par hormone
montrent de hauts niveaux d’expression du AR (Hobisch et al., 1995). Aussi, une
localisation prédominante du AR dans le noyau des cellules de ces tumeurs semble
indiquer une conformation active du récepteur. Dans certains cas, le niveau
d’expression de ’ARN messager du AR est plus élevé qu’avant le début de la
thérapie endocrinienne (Koivisto et al., 1997). La surexpression du AR peut étre le
résultat d’une amplification du géne du AR. Des études d’hybridation in situ
démontrent une amplification du géne du AR dans 30% des cas récurrents de tumeur
résistante 2 I’hormone suivant I’orchidectomie (Visakorpi et al., 1995). Il semblerait
que ’amplification du AR dans les tumeurs soit une réponse a la thérapie hormonale.

Un autre mécanisme pouvant expliquer un AR fonctionellement actif dans les
cancers de la prostate résistants a la thérapie hormonale serait un récepteur tronqué
actif de facon constitutive ou un récepteur altéré au niveau de sa structure par des
mutations. Parmi les mutations, cing se situant dans le LBD sont bien étudiées. La
plus connue est la mutation ponctuelle du AR retrouvée chez la lignée cellulaire
LNCaP décrite dans la section du LBD. Cette mutation a un effet dramatique sur la
spécificité du ligand ainsi que sur la fonction de transactivation du AR (Schuurmans
et al., 1988 ; Veldscholte et al.,, 1992a; Tan et al., 1997). Non seulement cette
mutation est retrouvée dans la lignée cellulaire LNCaP, mais aussi chez des patients
avec des tumeurs résistantes 2 la thérapie par hormone (Gaddipati et al., 1994 ;
Suzuki et al., 1996 ; Taplin et al., 1999). Deux autres cas décrits de cancer de la
prostate correspondent 2 une mutation sur le méme résidu Thr877, mais cette fois-ci
changé en sérine. Cela résulte aussi en un récepteur avec une spécificité de ligand
diminuée (Taplin et al., 1995 ; Fenton et al., 1997).

Trois autres substitutions d’acides aminés dans le LBD résultent en des
récepteurs mutants avec une perte de spécificité de ligand de fagon similaire 2 la

mutation Thr877Ala précédemment décrite. Une d’entre elles se trouve dans la
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région adjacente, His874Tyr (Tan et al., 1997). Les deux autres se trouvent ailleurs
dans le LBD, Val715Met et Val730Met (Culig et al., 1993 ; Newmark et al., 1992). 11
serait trés probable que les substitutions de ces acides aminés modifient le repliement
du LBD du AR ou affectent 'interaction directe entre le récepteur et son ligand.
Méme si la structure tridimensionnelle du LBD du AR n’est pas connue, la
comparaison avec le LBD du PR indique un effet direct sur la liaison du ligand des
mutations Thr877Ala et Thr877Ser (Williams et al., 1998).

Un moyen alternatif pour I’activation de la fonction du AR sont les voies de
transduction du signal passant par les voies des kinases, indépendantes de la présence
des hormones stéroidiennes. La manipulation des voies des kinases peut culminer
vers la phosphorylation du AR sur des résidus sérine, thréonine et tyrosine. Comme
démontré pour la lignée cellulaire LNCaP, I’expression des génes cibles du AR peut
8tre activée par les facteurs de croissance et cytokines comme IGF-1, KGF, EGF et
IL-6.

Aussi, la surexpression des coactivateurs du AR, comme le coactivateur
spécifique ARA70, peut augmenter la fonction de transactivation du AR en présence
de I’oestradiol et des anti-androgénes (Miyamoto et al., 1998 ; Yeh et al., 1998). Des
études futures devraient déterminer quels coactivateurs sont surexprimés dans les
cellules du cancer de la prostate.

Finalement, la région polymorphique de glutamines plus courte dans le domaine
amino-terminal du AR corréle avec un haut taux de risque de développer un cancer
de la prostate (Giovannucci et al., 1997 ; Stanford et al., 1997). Une région de
polyglutamines plus courte rend le AR plus actif (Chamberlain et al., 1994 ; Kazemi-
Esfarjani et al., 1995). La différence en activité est modeste et n’est observée qu’avec
de trés courtes régions polymorphiques de glutamines. Il semblerait que cet effet
stimulateur de cette région sur la croissance des tumeurs soit lent et impossible a bien

étudier dans des expériences de courtes durées.
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1.3.5 Syndrome d’insensibilité aux androgénes

Le syndrome d’insensibilité aux androgénes est une maladie li€e au chromosome
X transmissible de facon génétique découlant de mutations dans le géne du AR. 11
existe trois niveaux de sévérité de syndrome : syndrome d’insensibilité complete aux
androgénes (CAIS), syndrome d’insensibilité partielle aux androgenes (PAIS) et
syndrome d’insensibilité 1éger aux androgénes (MAIS).

Les principaux phénotypes chez les individus atteints de CAIS sont : un appareil
génital externe féminin ; un vagin incomplet et non-fonctionnel ; une absence de
structures dérivées des canaux de Wolff comme 1’épididyme, le conduit déférent et
les vésicules séminales ; absence de la prostate ; développement de gynécomastie ;
I’absence des poils pubiens et axillaires (Quigley et al., 1995). Généralement, les
niveaux de testostérone ainsi que ceux de LH sont augmentés a la puberté. Les hauts
niveaux en testostérone sont aussi le substrat de 1’aromatase produisant des quantités
considérables d’oestrogénes responsable d’une plus grande féminisation chez les
individus atteints de CAIS.

Les patients atteints de PAIS présentent des phénotypes variant entre une
apparence principalement féminine avec un appareil génital ambigu (appareil génital
externe féminin ou légére augmentation du clitoris avec une certaine fusion des
levres), et des phénotypes principalement males (syndrome de Reifenstein). Les
patients souffrant du syndrome de Reifenstein peuvent présenter un micropénis, une
malformation du pénis sur lequel I’urétre se trouve sur la face inférieure et/ou des
testicules cachés. Chez les patients atteints de PAIS, les structures dérivées des
canaux de Wolff peuvent étre partiellement ou complétement développées selon les
fonctions perdues par le AR. A la puberté, des augmentations des niveaux de LH, de
testostérone et d’oestradiol sont observées mais le degré de féminisation est en
général moins grand que chez les patients atteints de CAIS. Finalement, les individus
atteints de MAIS présentent de légers symptomes de virilisation incomplete. Ces

individus sont parfois infertiles.
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Dans le géne de AR, quatre types de mutations peuvent étre détectées au niveau
de ’ADN chez les patients atteints d’insensibilité aux androgeénes : (1) des mutations
ponctuelles menant a une substitution d’acide aminé ou & une apparition de codon
stop prématuré, (2) des insertions ou délétions de nucléotides résultant a un
changement du cadre de lecture ou 2 une terminaison prématurée, (3) des délétions
partielles (plus de dix nucléotides) ou complétes dans la région 3’ du geéne du AR, et
(4) des mutations dans les introns affectant I’épissage de I’ARN du AR.

Les mutations ne sont pas fréquentes dans le domaine de transactivation amino-
terminal et la plupart des mutations répertoriées résultent en des codon stop ou des
terminaisons prématurées causées par les insertions ou délétions de nucléotides
(figure 10). Les mutations sont plus fréquentes dans le DBD et les substitutions
d’acides aminés laissent le AR se lier normalement & 1’hormone mais les propriétés
de dimérisation et de liaison &2 I’ADN du récepteur sont affectées, et par conséquent
I’activation de la transcription est aussi affectée. Plus de 30 mutations sont déja
publiées et leur conséquence peut étre prédite en se basant sur les données de la
cristallographie du DBD du GR (Luisi et al., 1991). Les mutations des cystéines
conservées coordonnant les motifs de doigts de zinc résultent tous en des cas de
CAIS. Les mutations sur les résidus impliqués dans I’interaction avec les groupes
phosphates de I’ADN et dans D’interaction avec les paires de bases de ’ADN
entrainent aussi des cas de syndrome d’insensibilité aux androgenes. Plusieurs
mutations au niveau de résidus arginines conservés situées dans le DBD réduisent
I’activité transcriptionnelle (Mowszowicz et al., 1993 ; Saunders et al., 1992 ; Zoppi
et al., 1992). Ces mutations sont situées dans le second doigt de zinc et pourraient
interférer avec la liaison du AR a I’ADN.

Deux autres mutations intéressantes se trouvent au niveau des arginines 607 et
608 dans le deuxiéme motif de doigts de zinc du DBD. Des mutations sur ces résidus
arginines sont retrouvées chez des individus atteints de PAIS développant un cancer
du sein (Wooster et al., 1992 ; Lobaccaro et al., 1993). Une autre mutation sur un
acide aminé de la boite D situé dans le second motif de doigts de zinc, Ala596Thr,

abolit la dimérisation du récepteur chez un patient atteint de PAIS (Gast et al., 1995).
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Figure 10. Banque des mutations dans le géne du AR. Localisation des
mutations répertoriées au 18 janvier 1999 dans le géne du AR. La plupart de ces
mutations entrainent un syndrome d’insensibilité aux androgénes (PAIS, CAIS ou

MAIS). Figure tirée de www.mcgill.ca/androgendb/ .
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En se basant sur les données de la structure tri-dimensionnelle du LBD du PR
(Williams et al., 1998), il n’est pas surprenant de retrouver plusieurs mutations
surtout sur les résidus de I’hélice 5 et de la boucle 3 (régions impliquées dans la
formation de la poche hydrophobe avec les hélices 3, 7, 11 et 12) affectant la liaison
au ligand de différentes maniéres (faible liaison et constante de dissociation normale
(Kd), liaison normale et Kd élevé ou pas de liaison). Il est a noter que la région
responsable de la fonction d’activation 2 (AF-2) située dans le LBD du AR présente
peu de mutations naturelles. Seulement une mutation est observée sur le résidu
I1e898 entrainant un cas de patient atteint de CAIS (Hiort et al., 1998). Les mutations
dans cette région se trouvant dans I’hélice 12 semblent avoir moins d’impact sur la
fonction du AR que les mutations localisées dans I’hélice 5 et 1a boucle 3 ol presque
chaque résidu est retrouvé muté chez des individus atteints de syndrome
d’insensibilité aux androgénes.

Peu de cas de délétion partielle ou compléte du géne du AR sont rapportés,
indiquant une faible fréquence pour ce type de défaut du géne du AR (Brown et al.,
1988 ; Akin et al., 1991 ; Quigley et al., 1992). Tous les cas rapportés sont retrouvés
chez des patients atteints de CAIS sauf dans deux cas ou I’exon 4 est absent menant
ainsi 2 des cas de MAIS (Akin et al., 1991). La délétion de I’exon 3 ou de I’exon 4
garde le méme cadre de lecture résultant en des récepteurs non fonctionnels auxquels
manquent soit le deuxiéme motif de doigts de zinc, soit la région charniere entre le
DBD et le LBD et la région amino-terminale du LBD. Dans le cas de la délétion de
I’exon 3, le LBD est intact et fonctionnel.

Des mutations encore plus rares menant a un syndrome d’insensibilité aux
androgénes sont aussi rapportées. Il s’agit de mutations affectant 1’épissage de
I’ARN du AR. Les mutations décrites sont des substitutions dans le site donneur de
I’épissage menant a des épissages déficients avec comme conséquences des pertes
d’un ou de plusieurs exons (Ris-Stalpers et al., 1990 ; Evans et al., 1991 ; Yong et al.,

1994). Les cas rapportés entrainent tous des cas de CAIS chez les individus atteints.
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1.4 Projet de recherche

Les androgeénes sont nécessaires dans le développement sexuel méle ainsi que
dans la virilisation lors de la puberté. L’hormone agit par I’entremise de son
récepteur, AR, et celui-ci est un facteur de transcription faisant partie de la
superfamille des récepteurs stéroidiens. Les mutations dans le AR sont treés
fréquentes et sont souvent des mutations ponctuelles. Ces mutations peuvent mener a
des phénotypes variés associés a différents degrés d’insensibilité aux androgenes.
Les cas extrémes d’insensibilité totale (CAIS) sont détectés chez des individus ayant
un génotype males (46, XY) mais avec un appareil génital externe femelle. Les
phénotypes des patients atteints de PAIS sont trés variés mais sont en général
caractérisés par un appareil génital externe ambigu. Les mutations associées a des cas
de CAIS ou PAIS peuvent affecter n’importe lequel des trois principaux domaines
fonctionnels du AR selon leurs localisations. Ces mutations sont surtout retrouvées
dans le LBD, résultant en des récepteurs mutants dont les propriétés de liaison au
ligand sont altérées. Des mutations sont aussi fréquemment retrouvées dans le DBD
et elles entrainent généralement une perte partielle ou totale de la liaison a ’ADN. Le
degré de perte d’affinité pour I’ADN pourrait suffire a expliquer I’association de ces
mutations avec des cas de CAIS (perte totale de liaison) ou de PAIS (diminution
partielle d’affinité). Cependant une altération de la spécificité de liaison a ’ADN
pourrait aussi contribuer 2 la diversité des phénotypes associés au syndrome de
PAIS. Les mutations dans le domaine amino-terminal de transactivation sont, quant a
elles, moins fréquentes.

Récemment, un garcon a été diagnostiqué 2 la naissance avec une hypospadias
sévére consistant 2 un déplacement du méat urinaire vers la région scrotale, un
scrotum séparé en deux et les testicules non descendus. Les observations cliniques
indiquaient un cas de PAIS. Un tel cas avait été diagnostiqué chez un oncle maternel
du patient, mais celui-ci n’avait pas subi d’examen génétique. Le séquengage du
géne du AR du patient a permis de détecter une conversion du codon GGA codant

pour une glycine en position 577 en un codon AGA correspondant & une arginine.
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Cette nouvelle mutation, G577R, se trouve dans le DBD. Le résidu impliqué fait
partie de la boite P responsable de la discrimination entre les motifs ERE et
GRE/ARE. Le DBD du AR posséde une grande homologie avec celui du GR. Selon
les données de la cristallographie du DBD du GR, ce résidu n’est pas impliqué dans
des contacts avec I’ADN. Par contre, I’acide aminé correspondant chez ER (un acide
glutamique) fait un contact direct avec les deux paires de bases centrales du motif
d’ADN lié.

Le but de ce projet était d’étudier 1’effet de cette mutation sur I’affinité et la
sélectivité de la liaison du AR & I’ADN. Les études de liaison a I’ADN ont été
effectuées sur un ensemble de 16 sondes palindromiques d’ADN contenant le motif
PuGNNCA, incluant le ERE et le GRE/ARE. De plus, I’effet de cette mutation sur la
transactivation de promoteurs synthétiques contenant les motifs PuGNACA liés par
AR a aussi été étudié, de méme que la transactivation des promoteurs naturels
contenant des palindromes imparfaits. Nos résultats ont permis de démontrer que
leffet de cette mutation est une diminution d’affinité inégale sur les différentes
séquences liées par le AR, sans gain d’affinité sur les autres séquences examinées.
Ces résultats suggérent que la valine de la boite P du AR reste le déterminant
principal de spécificité dans le récepteur mutant, mais que cette spécificité est

restreinte par le remplacement de la glycine en arginine.
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SUMMARY

We have characterized a novel mutation of the human androgen receptor (AR),
G577R, associated with partial androgen insensitivity syndrome (PAIS). G577 is the
first amino acid of the P box, a region crucial for the selectivity of receptor/DNA
interaction. While the equivalent amino acid in the glucocorticoid receptor (also Gly)
is not involved in DNA interaction, the residue at the same position in the estrogen
receptor (Glu) interacts with the two central base pairs in the PuGGT! CA motif.
Using a panel of sixteen palindromic probes that differ in these base pairs
(PuGNNCA) in gel shift experiments with either the AR DNA-binding domain or the
full length receptor, we observed that the G577R mutation does not induce binding to
probes that are not recognized by the wt AR. However, binding to the four
PuGNACA elements recognized by the wt AR was affected to different degrees,
resulting in an altered selectivity of DNA response element recognition. In particular
AR-G577R did not interact with PuGGACA palindromes. Modeling of the complex
between mutant AR and PuGNACA motifs indicates that the destabilizing effect of
the mutation is due to a steric clash between the CP of Arg at position 1 of the P box
and the methyl group of the second thymine residue in the TGTTCPy arm of the
palindrome. In addition, the Arg side chain can interact with G or T at the next
position (PuGCACA and PuGAACA elements, respectively). The presence of C is
not favorable however due to incompatible charges, abrogating binding to the
PuGGACA element. Transactivation of several natural or synthetic promoters
containing PuGGACA motifs was drastically reduced by the G577R mutation. These
data suggest that androgen target genes may be differentially affected by the G577R

mutation, the first natural mutation characterized that alters the selectivity of
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AR/DNA interaction. This type of mutation may thus contribute to the diversity of

phenotypes associated with PAIS.
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INTRODUCTION

Androgens are necessary for normal prenatal male sexual development
(masculinization) and for secondary male sexual development around puberty
(virilization). Mutations in the X-linked androgen receptor (AR) can lead to a wide
range of clinical conditions associated with different degrees of androgen
insensitivity (1). Complete androgen insensitivity syndrome (CAIS) corresponds to
subjects with a male genotype (46, XY) but female external genitalia. Partial
androgen insensitivity syndrome (PAIS) regroups a range of phenotypes with
ambiguous external genitalia, and mild androgen insensitivity syndrome (MAIS) is
associated with infertile individuals with male external genitalia (1).

The AR belongs to the superfamily of nuclear receptors, which includes
receptors for steroid hormones, retinoic acid, vitamin D3 and thyroid hormone, as
well as a large number of orphan receptors (2-4). Nuclear receptors contain six
regions of homology organized in three main functional domains. Regions A-B and
E-F, which are respectively poorly and well conserved within the family, coincide
with two transcriptional activation domains (AF1 and AF2, respectively). Region E-
F also contains a dimerization interface and the ligand-binding pocket, and binds
coactivators in a ligand-dependent manner (5-7). Region C, the most conserved
region, contains two zinc fingers and directs binding to specific sequences of DNA,
the hormone response elements. These response elements are composed of

PuGNNCA motifs, arranged as palindromes in the case of the steroid receptors (8-

12). PuGA/TACA motifs are recognized by receptors for glucocorticoid, androgen,

progesterone or mineralocorticoids while PuGG/TTCA motifs are selectively bound

by estrogen receptors and receptors for non-steroidal hormones (12-14). Each motif
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is bound by one receptor, the two zinc fingers of the DNA-binding domain folding
into a structural unit that establishes an array of non-specific contacts with phosphate
groups and a few specific contacts with base pairs of the response motif via a DNA
recognition helix in the first zinc finger (15,16). While some of these contacts are
conserved in all nuclear receptors, three amino acids in this helix (P box) differ
between estrogen receptors and other steroid receptors and are responsible for
discrimination between the PuGGTCA and PuGAACA motifs (17-19). In addition, a
dimerization interface in the second zinc finger (D box) is important for recognition
of the spatial arrangement of these motifs as palindromes with a three base pair
spacer (13,14,17,19,20).

Naturally occurring mutations in the AR are usually point mutations that can
affect any of the three main functional domains, although most mutations cluster in
the ligand binding domain, resulting in mutant receptors with altered ligand-binding
properties (21,22). Mutations in the DNA-binding domain associated with androgen
insensitivity syndrome usually result in a partial or complete loss of DNA binding
(23-27), although defects in hormone binding have also been described (24). Here we
report a new mutation of the AR that results in conversion of Gly 577 to Arg within
the P box of this receptor. We have investigated the effect of this mutation on the
affinity of the AR for its ligands and for its DNA response elements. Because of the
localization of this mutation within the AR P box, we also investigated whether the
G577R mutation altered the selectivity of receptor/DNA interaction. Finally, we have
assessed the effect of this mutation on transactivation of synthetic promoters
containing PuGNACA elements and natural promoters containing imperfect

palindromic elements.
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RESULTS

Characterization of mutation G577R in a patient with partial androgen

insensitivity syndrome.

Genital skin fibroblasts (GSFs) were obtained from a patient with PAIS (see
Materials and Methods) when corrective surgery was performed. AR sequences were
amplified by PCR reaction using exon-specific probes and sequenced. A mutation
converting a GGA triplet coding for G577 to an AGA triplet (Arg) was detected in
exon 2, which encodes the first zinc finger of the AR DNA binding domain (Fig. 1).
To ascertain that this mutation was not an artifact due to PCR amplification, exon 2
was reamplified by PCR and a second round of sequencing was performed,
confirming the presence of the mutation.

Scatchard analysis was then performed by incubating genital skin fibroblasts
with [1,2,4,5,6,7-3H]50L-dihydrotestosterone (DHT, 110 Ci/mmol), or two synthetic
non-metabolizable androgens, [170c-methyl-3H] mibolerone (MB, 85 Ci/mmol) or
[17oc-methy1-3H] methyltrienolone (MT, 86 Ci/mmol). Kd (0.11, 0.09 and 0.07 nM)
and Bmax (31, 37 and 28 fmol/g protein) values obtained were in the normal ranges.
Because androgen dissociation rates could not be repeatedly measured using genital
skin fibroblasts due to lack of material, the G577R mutation was reintroduced in the
wild type receptor using site-directed mutagenesis; lack of other mutations in the
region amplified by PCR was confirmed by sequencing. Expression vectors for wild
type or mutant ARs were transiently expressed in HeLa or COS-1 cells, and Western
analysis of whole cell extracts indicated similar levels of expression for both wild

type and mutant receptors in HeLa cells (Fig. 2A) and in COS-1 cells (data not
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shown). Hormone dissociation analyses were performed at 37°C with cells
transiently transfected with the mutant AR expression vector and incubated with
tritiated DHT and MB. Off rates obtained for these hormones (6 and 3 10™ min™)
were in the normal range (6-8 and 2-4, respectively). Together, these results indicate
that the G577R mutation is not associated with detectable defects in AR hormone
binding properties.

To investigate whether the mutant AR can direct transcriptional activation of
androgen responsive genes, HeLa cells were transiently cotransfected with varying
amounts of expression vectors for wild type (wt) or mutant (mt) AR together with the
pGRES-CAT reporter vector. This reporter vector contains five copies of the
hormone response element present in the rat tyrosine amine transferase (TAT) gene
(rTAT GRE, Table 1) upstream of the TATA box of the Adenovirus major late
promoter (28). The TAT response element has been shown previously to bind not
only the GR but also the AR (29,30). CAT analysis of extracts from transfected cells
indicated that levels of transcriptional activation observed with AR-G577R in the
presence of MB (2 nM) were not reduced compared to the wt receptor (Fig. 3A). On
the other hand, neither the wt nor the mt receptor activated transcription from a
reporter gene containing three consensus estrogen response elements (EREs), which
are not bound by androgen receptors, confirming that the activation observed with
the pGRE5-CAT reporter is mediated by the TAT response elements (Fig. 3B). Thus,
these results indicate that mutation G577R does not prevent transcriptional activation
of a reporter gene containing multimerized response elements. However,
cooperativity of DNA binding or transcriptional activation could mask a reduced
affinity for androgen response elements. In addition, different response elements may

be affected to different degrees by the mutation.
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Mutation G577R alters the affinity and selectivity of AR interaction with

androgen response elements

The G577R mutation is located in the P box of the AR, a region shown
previously to play a key role in discriminating between estrogen and
glucocorticoid/androgen response elements (17-19). These two types of receptor
recognition motifs differ by the two central base pairs in the PuGNNCA motifs (GT
in EREs, AA or TA in AREs, see Table 1). In order to investigate whether mutation
G577R affected the DNA binding affinity and/or selectivity of the AR, we examined
the binding profiles of bacterially expressed wt and mt AR DNA-binding domains
(DBDs) to a panel of sixteen palindromic probes containing a repeat of each possible
PuGNNCA motif. The wt and mt AR DBDs (aa 550 to 656) were expressed to
similar levels as assessed by labeling with [358]-Met of a fraction of the bacterial
population used for preparation of whole cell extracts (Fig. 2B). The wt AR DBD
bound specifically to four probes, corresponding to the consensus PuGNACA (Fig.
4A, lanes 1, 5, 9, 13; the position of the specific complexes is indicated by the
arrowhead). The mt AR DBD did not bind to probes that were not bound by the wt
DBD receptor (Fig. 4B). Complexes formed with three of the PuGNACA probes,
corresponding to the AA, CA and TA motifs, were weaker than those formed with
the wt DBD (Fig. 4C and 4D). Binding to the GA probe by the mt DBD was
undetectable (Fig. 4B and 4D). Note that the GA and CA probes were bound to
similar extents by the wt DBD (Fig. 4A and 4C), but that the mt DBD only bound the
latter probe (Fig. 4B and 4D). In addition, while the wt DBD bound preferentially to
the AA and TA elements, the mt DBD preferred AA and CA elements (Fig. 4C and
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4D). Thus, the G577R mutation differentially affected binding to the four
palindromic PuGNACA elements. In addition, the same differential effect was
observed with elements containing a consensus PuGAACA motif and a variable
PuGNACA motif (data not shown).

Binding selectivity of the full-length wt and mt receptors was also investigated
using whole cell extracts from HeLa cells transiently transfected with expression
vectors for either receptor or with the parental pSG5 expression vector. Non-specific
bands were observed when extracts from cells transfected with the pSGS5 vector were
used (Fig. 5C). Similar to what was observed with the isolated wt AR DBD, the full
length wt AR bound specifically only to PuGNACA motifs, with a preference for
AA and TA elements (Fig. 5A, lanes 1, 5, 9 and 13; the position of the specific
complexes is indicated by a full arrow). Specific complexes were also observed with
extracts from cells transfected with AR-G577R on probes containing AA, CA and
TA elements (Fig. 5B, lanes 1, 5, and 13), but not with the probe containing GA
motifs (Fig. 5B, lane 9). In addition, the mt receptor bound preferentially to the AA
and CA elements. These changes in the DNA selectivity of the mutant receptor are
similar to those observed with the bacterially expressed DNA binding domains. Note
that in this experiment, higher concentrations of mt AR protein extract were used to

achieve detectable binding.

Mutation G577R compromises transcriptional activity on response elements

containing PuGGACA elements and on imperfect response elements.

Although transactivation of the GRE5-TATA promoter, which contains elements

composed of one TA and one AA motif ('TAT GRE, Table 1), was not affected by
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the G577R mutation, results from the DNA binding experiments suggested that
promoters containing PuGGACA elements may not be activated by the mutant
receptor because of lack of binding. To test this prediction, we introduced
oligonucleotides containing two PuGNACA response elements upstream of the
TATA box of the Adenovirus major late promoter and of the CAT gene. The
resulting reporter genes were transiently transfected into HeLa cells together with
increasing concentrations of expression vectors for wt or mt AR. A dose-dependent
increase in transcriptional activation was observed for all four response elements
with the wt receptor, with comparable levels of peak transcriptional activity (Fig.
6A). Expression of the reporter genes containing AA, CA and TA elements was also
increased with transfection of progressively higher concentrations of expression
vector for the mt AR (Fig. 6B). However, no transactivation was observed using
PuGGACA motifs with the mutant receptor (Fig. 6B).

We also tested the effect of the G577R mutation on transactivation from natural
androgen response elements containing PIGGACA or TGTCCPy motifs. Both the
element present in the prostatic binding protein C1 gene (31) and the one present in
the androgen receptor gene (AREI, see table 1 and ref. 32) mediated transactivation
by the wt receptor (Fig. 7 C and E), but not detectably by the mt AR (Fig. 7 D and
F), whereas both receptors transactivated PuGAACA palindromes to similar levels
under the same conditions (Fig. 7 A and B).

In addition to using synthetic minimal promoters, we investigated the effect of
the G577R mutation on transactivation of natural promoters by androgens. The
MMTYV promoter is a viral promoter that responds to glucocorticoids, androgens and
progesterone in transient transfections and also when incorporated into

minichromosomes or into the cellular genome, although the specificity of the
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hormonal response can be restricted depending on the site of integration (33-35).
MMTV contains imperfect palindromic elements composed of one PUGAACA arm
each (Table 1), the other motif being in both cases related to the PuGTACA motif
(PutTACA and PuGTAtc for the upstream and the downstream elements,
respectively; (36, 37-39)). Both AR-G577R and the wt receptor transactivated the
MMTV reporter vector efficiently (20-30 fold, Fig. 8 A and B). The probasin
promoter (40), which is specifically activated by AR but not by GR (29,30,41-43), is
composed of two imperfect elements, one of which contains a variant TA motif
(Table 1). With this promoter, ~5-fold reduction in transactivation levels was
observed with the mutant receptor, down to ~3-fold activation (Fig. 8 C and D; note
that different scales are used in panels C and D). Finally, the prostate-specific antigen
promoter (44), which contains two imperfect response elements, one of which has a
degenerated GA motif, was transactivated by the wt receptor, while hormone
addition had little effect on transcriptional activity in the presence of the G577R AR
mutant (Fig. 8 E and F). These results demonstrate that transactivation of natural

promoters by the AR is affected by the G577R mutation to different degrees.
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DISCUSSION

Mutations in the AR associated with androgen resistance cluster mostly in the
ligand-binding domain and, to a lesser extent, in the DNA-binding domain. All the
mutations found in the DNA-binding domain that correspond to deletions or stop
mutations result in CAIS. Missense mutations are associated either with CAIS
(currently 15 mutations affecting 11 different amino acids in the androgen receptor
gene mutation database) or with PAIS (currently 18 point mutations affecting 13
different amino acids in the androgen receptor gene mutation database). Although
analysis of the functional properties of the resulting mutant receptors is often not
available, previous mutagenesis analysis of steroid receptors together with structural
data resulting from the crystallographic analysis of the ER and GR DNA-binding
domains in complex with their response elements provide explanations for the
phenotypes associated with some of these mutations. For instance, it is not surprising
that mutations C559Y, C576R, C576F, C579Y, C579F, C601F and C611Y are
associated with CAIS in view of the stringent requirement that is well documented in
the glucocorticoid receptor (45) for Cys residues to coordinate Zn atoms in the two
zinc fingers. Other mutations affect residues that in the GR structure are involved in
the dimerization interface (A596T), in contacts with phosphate groups (Y571C,
R585K, R608K, R615H/P) or with base pairs (K580R, V581F, R585K; please refer
to the androgen receptor gene mutation database (21,22) for references). On the other
hand, mutation G577R affects an amino acid that is not known to be involved in any
of these functions. However, G577 belongs to the DNA binding helix of the AR and
is part of the P box, previously defined as crucial for discriminating between

estrogen and glucocorticoid response elements (17-19). The corresponding amino
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acid in the human ERc, E203, makes specific contacts with the two base pairs that
differ between an ERE and an ARE (16). This suggested that mutation G577R has
the potential of affecting AR DNA binding affinity and/or selectivity.

We used a panel of sixteen probes differing by the two central bases of the
recognition motif (PuGNNCA) to investigate whether the G577R mutation allows
binding to motifs not bound by the wt receptor or modulates binding to the sites
recognized by the wt receptor. The wt AR bound specifically the four elements
corresponding to the PuGNACA palindromes (Fig. 4 and 5). This result is consistent
with the crystallographic analysis of the GR-GRE structure (15). Indeed, while G at
position -5, T at position +3 and G at position +2 are contacted by a lysine (K580 in
AR), a valine (V581 in AR) and an arginine (R585 in AR) in the DNA recognition
helix, respectively, no contact involving the bases at position -4 or +4 was observed.
The G577R mutant did not bind to response elements in the panel of sixteen probes
that were not recognized by the wt receptor. The possibility that mt ARs may bind to
estrogen response elements had been previously suggested for mutations associated
with breast cancer (46), however no evidence of such alteration in DNA binding
selectivity has been found to date. The G577R mutant did not bind the ERE in vitro,
and a reporter vector containing multimerized estrogen response elements was not
transactivated in transient transfections. This result is consistent with previous
studies using derivatives of a GR mutant containing the ER P box, and therefore
capable of binding to an ERE. Whereas it was found that not only Glu, but also other
amino acids (Trp, Tyr, Phe, Asn, His) at the first position of the P box can retain
binding to ERE, replacement of Glu by Arg considerably weakened binding to an
ERE (47). Similarly, we observed that while E203 in the ER could be replaced by

other amino acids such as Asn and His without abrogating binding or transactivation
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of an ERE, replacement of Glu by Arg in the ER generated a receptor that did not
bind the ERE or any of the 16 PUIGNNCA palindromes (E. Rouault, D. Nguyen, and
S. Mader, unpublished data). Thus, Arg at this position in the P box does not seem
compatible with DNA binding in the context of the ER. However, we observed here
that introducing Arg at position 577 of the AR still allowed binding to three of the
four PUGNACA palindromes recognized by the wt receptor. The fact that the mt
receptor only bound to elements recognized by the wt receptor suggests that Val 581
is still the main determinant for discrimination between the two central base pairs of
the motif, but that its function is modulated by the presence of Arg at position 577.
We observed that the G577R mutation resulted in a general weakening of the
interactions between AR and the PUIGNACA palindromes. Although no structure is
available for the AR DNA binding domain complexed to its response element, the
conservation of the DNA recognition helix with that of GR (12 out of 13 amino acids
are identical, with one Val to Ala substitution) suggests a very similar mode of
recognition of the response element motifs. Replacing Gly by Arg in the GR P box
would result in a steric clash at the level of the Arg CB with the methyl group of the
T at position +3 in the TGTTCPy motif (Fig. 9). Any amino acid other than Gly
would lead to a similar incompatibility. This is consistent with the observation that
replacement of the first amino acid in the GR P box (Gly) by the corresponding
amino acid in the ER (Glu) repressed transactivation from a glucocorticoid-
responsive promoter (48), although this effect was not seen by others (19). The
crystal structure of a non-cognate complex between a GR mutant carrying both the
ER P box and the TR D box (E/TRGR) and a consensus GRE is also available (49).
Superimposition of wt GR and the E/TRGR structures indicated a shift in the

position of the DNA recognition helix of more than 2 angstroms (Fig. 9), resulting in
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a structure devoid of steric conflict between the C atom at the first position of the P
box (Glu in the E/TRGR structure) and the thymine at position +3. The position of
the mutant GR DBD allowed the presence of five additional fixed water molecules in
the protein/DNA interface, imposing a potential entropic burden on the stability of
the complex leading to an estimated 10-fold reduction in stability of the complex
(49). The E/TRGR receptor does not contain a Val but an Ala in its P box, preventing
contacts with T at position +3. However, replacement of Ala by Val in that structure
followed by energy minimization indicates that this van der Waals contact was
possible within that structure, increasing stability with response elements containing
T at position +3 (Fig. 10). Thus this structural model accounts for both the selectivity
for PuGNACA elements retained by the mutant G577R receptor and for the overall
decrease in stability of these complexes.

Our results indicated in addition that the decrease in binding levels was not
proportional on all the PuGNACA elements. Indeed, TA elements were more
compromised than CA and AA elements, and GA elements were not bound under the
condition of our gel shift assays with protein extracts containing either the mutant
full length AR or its isolated DNA binding domain. This correlated also with the
absence of transactivation of a reporter gene containing two copies of the GA
element by the mt receptor. Therefore we examined whether Arg at position 577 of
the AR could discriminate between different bases at position +4, resulting in the
observed preference for G and T (C and A at position -4), and in potential conflict
with a C (G at position -4). Modeling of the Arg chain into the E/TRGR structure
indicated a favorable influence of negatively charged chemical groups on the side of
the +4 base exposed in the major groove. Both T and G present only negatively

charged groups in the major groove. Arg can establish a hydrogen bond with the O4
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of T at position +4, and interacts also with the O6 of G at position -5 (Fig. 9 and 10).
Interactions between the Arg amino groups and O6 and N7 of G are also frequently
found in protein/DNA complexes (50,51), and could also be modeled in this complex
with G at position +4 (data not shown). An A residue would be less favorable due to
the presence of both a positively charged group (the N6 amine) and a negatively
charged group (N7). Finally, a C residue leads to unfavorable electrostatic
interactions because of the presence of only a positively charged group (the N4
amine). This model is therefore consistent with our experimental results.

The effects of mutation G577R on DNA binding are likely to result in different
transcriptional activation properties of the mutant receptor compared to the wt AR.
Accordingly, synthetic reporter genes containing GA palindromes were not
transactivated by the mt receptor. To test the effect of mutation G577R on
transactivation mediated by natural AREs, we introduced two copies of response
elements found in the regulatory sequences of the androgen responsive C1 and AR
genes upstream of a minimal promoter. The elements chosen all contained one GA
motif, in addition to other base replacements with respect to the consensus motif.
Note that our in vitro binding assays indicated that GA motifs severely compromise
binding by the mutant receptor even when the other motif is the strong PuGAACA
motif (data not shown). The resulting reporter genes were all stimulated by
mibolerone with the wt receptor, but the mutant receptor was essentially inactive on
these elements.

Although we observed a loss of binding efficiency on all PuGNACA
palindromes with the mutant AR, we did not observe a reduction in transcriptional
activity on reporter vectors containing two copies of the AA, TA or CA elements.

This could be due to cooperativity of DNA binding or transactivation on the two
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elements, but the lack of transactivation observed with one response element in front
of the minimal promoter did not allow us to test the effect of single mutated elements
on transcription. Thus, it remains possible that the differences in DNA binding
observed in vitro may not drastically affect transcriptional activity from PuGNACA
palindromes when N is A, C or T. However, the sequence of the few natural
androgen response elements characterized to date (Table 1) often deviate from the
consensus palindromic sequence at one or several positions, likely weakening
interactions established by K580, V581 or R585. The destabilizing effect of the
G577R mutation may be more acute in that context, depending on the nature of the
substitutions. In agreement with that prediction, transactivation from promoters that
can mediate androgen responsiveness such as the MMTV promoter, and from
promoters of natural androgen target genes such as the PB and PSA genes, all of
which contain response elements diverging from the consensus at several positions,
was affected to various degrees by the AR-G577R mutation. Note in particular that
transcription from the probasin promoter, which does not contain GA motifs, was
reduced about 5-fold. Thus, the presence of the G577R mutation in the AR is likely
to affect regulation of a large number of androgen responsive genes depending on the
type of PUIGNACA motif and the presence of variations from this consensus motif in
one or both repeats of this motif. The finding that several synthetic promoters
(minimal promoters containing two PuGNACA palindromes) or natural promoters
(MMTV) are still well transactivated by the mutant receptor is consistent with the
phenotype of partial androgen insensitivity associated with the mutation. Further, our
results suggest that the wide range of phenotypes associated with PAIS may be
explained not only by partial loss of AR function but also by the differential effect of

some mutations on specific subsets of androgen responsive genes.
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MATERIALS AND METHODS

Patient

The subject (patient number 12694) was diagnosed at birth with severe penal
scrotal hypospadias with bifid scrotum and retractable testis that could not be
brought all the way down. His karyotype was 46,XY and his levels of testosterone
and LH were elevated (345 ng/dl and 14.47 Iu/l, respectively, compared to average
values of 150 ng/dl and 5 Iwl in that age group). The patient was treated with
testosterone enanthate which resulted in a significant increase in penis size. These
clinical observations are indicative of PAIS. It is of note that a partial androgen
insensitivity syndrome was diagnosed in a maternal uncle of the patient, who was
born with undescended testicles, microphallus and a vaginal opening, but did not

undergo genetic evaluation.

Androgen binding properties of the AR in skin fibroblasts

Androgen binding studies were performed on cultured genital skin fibroblasts
obtained from skin biopsies of the patient. The androgen-binding properties of the
AR were determined according to standard techniques using tritiated hormones (52).
The maximum androgen-binding capacity (Bmax) and the apparent dissociation
constant (Kq) of the AR were determined from Scatchard analysis using [170-
methyl-*H]  methyltrienolone ~ (MT, 86  Ci/mmol),  [1,2,4,5,6,7-’H]50-
dihydrotestosterone (DHT, 110 Ci/mmol), and [170L-methyl-3H] mibolerone (MB, 85
Ci/mmol).

Dissociation kinetics were determined by incubating COS-1 cells transiently

transfected by electroporation (52) with expression vectors for wt and mt ARs (1 ug)
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in the presence of 3 nM tritiated DHT and MB (NEN) for 2 hours. Cells were then
incubated with a 200-fold excess of non-labeled hormones for different times (30,
60, 90 or 120 min). Cells were harvested by trypsinization, and lyzed in NaOH 0.5
M. Protein concentration of the cell extract was quantitated by Lowry assay, and

radioactivity was measured by scintillation counting.

DNA amplification and sequencing of the AR from skin fibroblasts

Synthetic oligonucleotides corresponding to the borders of exons 2-8 were used
to amplify the coding portion of each exon in regions C-F of the AR (53). The
resulting products were sequenced, and the presence of the G577R mutation in exon

2 was confirmed by an independent round of PCR amplification and sequencing.

Plasmids

pSG5-AR was constructed by subcloning the AR cDNA from pSVhAR-BHEX
(49) into the pSGS5 expression vector (54). pSG5-AR-G577R was constructed by site
directed mutagenesis of the AR cDNA using PCR amplification and by cloning a
HindIII-Xhol fragment containing the mutation into pSVhAR-BHEX, followed by
subcloning of a KpnI-Xhol fragment into pSG5-AR. The entire HindIII-Xhol
fragment was sequenced to exclude artefactual mutations that may have been
introduced during the PCR reaction.

The pGRES5-TATA-CAT, and pMMTV-hGH reporter vectors have been
described previously (28,52). pPB-hGH was constructed by transfering the androgen
responsive region in the probasin promoter from p(-285)PB-CAT (40) in the pOGH

vector (Nichols Institute Diagnostics, San Juan Capistrano, CA). pPSA-hGH was
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constructed by transfering the androgen responsive region in the prostate-specific
antigen promoter from pPA2-CAT (55) in the p¢GH vector.

The bacterial expression vectors pET3-AR[DBD] and pET3-AR[DBD]G577R
were constructed by PCR amplification of the cDNA fragment corresponding to
amino acids 550 to 656 and subcloning between the Kpnl and Xhol sites of the
pET31 vector (20). The limits of the AR DNA binding domain were chosen to match
those of the previously described ER DNA binding domain (20).

The pRE2-CAT reporter vectors were prepared by replacing the three EREs in
pERE3-TATA-CAT (56) by double stranded oligonucleotides containing two
response elements flanked by BamHI and BglII sites. The sequences of the top strand
oligonucleotide is : 5GATCCAAATGTCAGNNCACAGTGNNCTATCTAATAAA
GTAGCTAGNNCACAGTGNNCTAAGA3Z’

The ARE C1 and ARE1 hAR reporter vectors were constructed as described for
the pRE2-CAT reporter vectors, except that double stranded oligonucleotides

containing two copies of the C1 ARE or of the hAR AREI flanked by BamHI and

BgllI sites were used.

E. coli expression of the AR DNA binding domain

The wt and G577R AR DNA binding domains were expressed by transformation
of E. coli BL21 DE3 cells with pET3-AR[DBD] or pET3-AR[DBD]G577R bacterial
expression vectors, and induction of exponentially growing cultures with IPTG (0.5
mM final) for one hour. Whole bacterial extracts were prepared by sonication in
extraction buffer (Tris HC1 pH 7.4, 25 mM; EDTA pH 8.0, 0.1 mM; NaCl, 400 mM;
glycerol, 10%; DTT, 1 mM; PMSF, 1 mM and protease inhibitors) and centrifugation
(10,000g, 30 min). Aliquots (1 ml) of each culture reactions were taken prior to IPTG
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induction, centrifuged and resuspended in M9 medium containing each amino acid
except methionine and cysteine (0.01% weight/volume each). Rifampicin was added
(200 pg/ml final) to inhibit bacterial RNA polymerase, and expression of the T7

35S]-methionine (10

polymerase was induced with IPTG (0.5 mM final) for 30 min. [
uCi/ml) was then added and cells were further incubated at 37°C for 5 min. Bacteria
were then harvested by centrifugation, resuspended in Laemmli buffer, and boiled for
5 min. Labeled proteins were separated by electrophoresis on a 12% polyacrylamide-

SDS gel and revealed by fluorography.

Transient transfection, CAT and growth hormone assays

HeLa and COS-1 cells were maintained in DMEM supplemented with 5% fetal
bovine serum (FBS). For transient transfection, cells were switched to medium
containing 5% FBS pretreated with activated charcoal to remove traces of hormones.
Transient transfections were performed using the calcium-phosphate co-precipitation
method as previously described (57). Essentially, HeLa cells were transfected with
varying concentrations of expression vectors for ARwt or AR-G577R, pCMV-fGal
(2 pg), pRE2-TATA-CAT (2 pg) and pBluescribe-M13+ (to 15 pg total).
Precipitates were washed after 16h and MB was added (final concentration 2 nM).
Cells were harvested after 24 h and extracts were prepared by freeze-thawing in Tris-
HCI pH8.0 (0.25 M). CAT assays were performed after standardization with B-
galactosidase activity as previously described (56).

For growth hormone assays, COS-1 cells were transfected with varying
concentrations of expression vectors for ARwt or AR-G577R, with pRSV-BGal (2
ug), pPB-hGH, pMMTV-hGH or pPSA-hGH (3 ug) and Bluescribe-M13+ (to 15 pg

total). Precipitates were washed after 16h and MB was added (final concentration 2
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nM). Cell supernatants were harvested after 24 h and assayed for hGH concentration
using an hGH-Elisa kit according to the manufacturer’s instructions (Medicorp,
Montréal, Canada). Cells were also harvested and P-galactosidase activity was

measured to control for transfection efficiency.

Immunoblot analyses

Protein concentrations of whole cell extracts from HeLa or COS-1 cells
transiently transfected with 15 pg expression vectors for the wt or mt AR were
estimated using a Bradford assay. Protein extracts (4 pg) in Laemmli buffer were
heat denatured, loaded onto an 8% polyacrylamide-SDS gel and electrophoresed at
125 V. After transfer to a PVDF membrane and incubation of the membranes in
blocking solution (TBS 1X, Tween 20 0.05%, BSA 3%) for 20 min, receptor bands
were revealed using the F39.4.1 mouse monoclonal antibody at a 1:10000 dilution
(58), a horse radish peroxidase-coupled secondary antibody and the Renaissance

ECL detection kit (NEN).

Gel shift assays

Whole bacterial extracts containing the wt or mt AR DBD were diluted to 80
mM NaCl and incubated on ice with 2 pg poly dIdC for 15 min. After addition of
[32P]-labeled, double stranded oligonucleotide probes (50,000 cpm per sample),
reactions were incubated at 25°C for 15 min and terminated by addition of 2 ul of
dye mix (0.1% bromophenol blue, 60% glycerol) and loaded onto a 7%
polyacrylamide gel in 0.25X TBE (22.5 mM Tris-HCI, 22.5 mM boric acid and 0.5
mM EDTA). Complexes were separated by electrophoresis, and gels were dried and

autoradiographed. For quantitation of complexes, both the bands corresponding to
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the complex and the free probes were excised and counted by scintillation counting
and the percentage of shifted probe was calculated.

Gel shift assays with whole cell extracts from HeLa cells transiently transfected
with AR expression vectors (15 pg per 9 cm dish) were performed essentially as
described above except that extracts were diluted to a final KCI concentration of 125

mM and loaded onto a 5% polyacrylamide gel.

Modeling of the interaction between the AR-G577R DNA binding domain and
the PuGAACA element.

Modeling of the complex between the AR-G577R DNA binding domain and the
PuGAACA element was performed in the Insight II-97 environment using the
refined structure of the mutant GR DNA binding domain E/TRgr (1LAT.PDB, 49)
by replacement of P box amino acids Glu by Arg and Ala by Val, followed by
manual adjustments and energy minimization in the AMBER forcefield to avoid

steric clashes (software from Accelrys Inc.).
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Fig. 1: The G577R mutation affects the first residue of the AR P box.

A. Autoradiogram of a sequencing reaction of the wt and mt ARs in the region
surrounding position 577. The mutation (G to A at the first position in the codon
corresponding to Gly 577) is indicated on the sequencing gel by an arrowhead. B.
Mutations in the AR DNA-binding region associated with defects in androgen
responsiveness are indicated by asterisks. The DNA recognition helix is in bold, the

P box amino acids are circled, and the G577R mutation is boxed.



AR-G577R ARwt

G A T C G A T C

C C
578 Ser G G Ser 578
A A
A A
577 Arg G G Gly 577
A G
T T
576 Cys G G Cys 576
T T
B.
F
K R*
I K
T N*
e, &
I \anf 51 RN \Zn2{
L /7N Sa/ NS
*C C* *C C
550D Y YFPPQKT K@FFKRAAEGKQKYL RLRKCY
* * % *k #* %k %k * k% k¥ E
A
G

656 TQQTPSTTS SAEGEEQLKLNGLKKLKRAGLTM
* % * * K



82

Fig. 2: Expression of the wt and mt full length ARs and of the corresponding
DNA binding domains.

A. Expression vectors pSG5-AR (ARwt), pSG5-AR-G577R (AR-G577R), or the
parental pSG5 vector (0) were transiently transfected (15 pg each) in HeLa cells.
Whole cell extracts were analyzed for AR expression levels by Western analysis
using the F39.4.1 mouse monoclonal antibody at a 1:10000 dilution (58) (similar
results were obtained in transient transfections of COS-1 cells). B. Bacterial
expression vectors pET3-AR[DBD] (ARwt DBD), pET3-AR[DBD]G577R (AR-
G577R DBD) or the parental pET3 vector were transformed into BL21 DE3 cells.
Aliquots (1 ml) of exponentially growing cultures were centrifuged and resuspended
in M9 medium containing each amino acid except methionine and cysteine (0.01%
weight/volume each). Bacteria were incubated with rifampicin (200 pg/ml final) and
IPTG (0.5 mM final) for 30 min. [>>S]-methionine (10 uCi/ml) was then added and
cells were further incubated at 37°C for 5 min. Bacteria were harvested by
centrifugation, resuspended in Laemmli buffer, and boiled for 5 min. Labeled

proteins were separated by electrophoresis on a 12% polyacrylamide-SDS gel and

revealed by fluorography.
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Fig. 3: Both wild type AR and AR-G577R transactivate GRES-TATA-CAT, but
not ERE3-TATA-CAT.

A. and B. Variable amounts (0.25, 1.25, or 6.25 ug) of expression vectors pSGS5-
ARwt (panel A) or pSG5-AR-G577R (panel B) were transiently transfected in HeLa
cells together with pGRES-CAT reporter vector (2 pg) and with the internal control
vector pPCMV-BGal (2 pg) using the calcium phosphate method. After removing the
precipitate, the cells were incubated in the presence or absence of mibolerone (MB, 2
nM) for 24 h. Chloramphenicol acetyl transferase (CAT) activity was quantitated in
the corresponding whole cell extracts, and the ratio of the transcriptional activity in
the presence versus the absence of hormone is indicated. C. and D. HeLa cells were
transiently transfected as described above except that the pERE3-CAT vector was

used instead of pGRES-CAT. Results are the average of three experiments.
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Fig. 4: The wt and mt AR DBDs recognize PuGNACA elements with different
specificities.

A. and B. Gel shift analysis was performed using extracts from E. coli BL21
DE3 cells expressing the ARwt DBD (panel A) or the AR-G577R DBD (panel B)
with a panel of sixteen probes that differ by the two central base pairs in the
PuGNNCA motif. The sequence of the probes used for each lane is indicated above
the autoradiogram of the gel. The position of the AR-probe complexes is indicated
by an arrowhead. The four PuGNACA probes bound by ARwt DBD are underlined.
C and D. The bands corresponding to the bound and free probe fractions were
quantitated by manual excision and scintillation counting for the four PuGNACA
elements. The percentage of probe bound by the wt or mt AR DBDs is shown.

Results are an average of 7 experiments.
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Fig. 5: The wt and mt full length ARs recognize PuGNACA elements with
specificities similar to those of the corresponding DBDs.

A., B. and C. HeLa cells were transiently transfected with 15 pug of expression
vectors for the wt AR (ARwt), the mt AR (AR-G577R) or the parental pSG5
expression vector (0). Whole cell extracts were used in a gel shift assay with the
sixteen PUGNNCA probes. A filled arrowhead indicates the position of the AR-
containing complexes. An open arrowhead indicates the position of a non specific
complex that is observed also in non AR-expressing cells (panel C) and migrates
close to the specific band. The four PuGNACA probes bound by wt AR are
underlined. Note that higher concentrations of mt AR protein were used to achieve
detectable binding. Similar patterns of gel shifts have been observed in three

independent experiments.
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Fig. 6: AR-G577R does not transactivate a reporter vector containing two
copies of the PuGGACA elements.

A. and B. HeLa cells were transiently cotransfected with varying concentrations
of the expression vectors for the wt (ARwt) or the mt AR (AR-G577R), with CAT
reporter vectors containing two copies of PIGNACA palindromes (AA, TA, CA or
GA) inserted upstream of the Adenovirus major late promoter TATA box (2 ug), and
with the internal control pCMV-fGal (2 pg). After the calcium-phosphate precipitate
was removed, cells were treated with mibolerone (MB, 2 nM) for 24 h.
Chloramphenicol acetyl transferase (CAT) activity was measured in whole cell

extracts. The experiment was repeated four times. A typical experiment is shown.
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Fig. 7: Transactivation by AR-G577R is impaired with response elements
containing GA motifs.

HeLa cells were transiently cotransfected with 0.25, 1.25 or 6.25 ug of
expression vectors for the wt (ARwt) or the mt AR (AR-G577R), with 2 pg of
reporter vectors containing two copies of the PuGAACA palindrome (A and B), the
C1 ARE (C and D) or the hAR ARE1 (E and F), and with the internal control
pCMV-BGal (2 ug). Cells were treated or not with mibolerone (MB, 2 nM) for 24 h
after the calcium phosphate precipitate was removed. The chloramphenicol
acetyltransferase activity was measured in whole cell extracts after standardization

for B—Galactosidase activity. Results are an average of three experiments.
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Fig. 8: Transactivation by AR-G577R is impaired with the probasin and PSA
promoters.

A. and B. COS-1 cells were transiently cotransfected with 0.33, 1, or 3 g of the
expression vectors for the wt (ARwt) or the mt AR (AR-G577R), with the pMMTV-
hGH reporter vector (3 pg), and with the internal control pRSV-BGal (2 ug). Cells
were treated or not with mibolerone (MB, 2 nM) for 24 h after the calcium phosphate
precipitate was removed. The hGH activity was measured in cell supernatants using
an hGH-Elisa kit according to the manufacturer’s instructions (Medicorp). hGH
activity was adjusted according to f—Galactosidase activity C. and D. COS-1 cells
were transiently cotransfected as described above except that the reporter vector
contained the rat probasin promoter (pPB-hGH). Please note that different scales are
used in panels C and D. E. and F. COS-1 cells were transiently cotransfected as
described above except that the reporter vector contained the human PSA promoter

(PSA-hGH). Results are an average of three experiments.
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Fig. 9: Schematic description of modeled protein-DNA contacts in the half-
complex between AR-G577R and the consensus ARE.

The last five base pairs of the TGTTCT half-site are shown. Note that the DNA
is drawn underwound for reasons of clarity. The position of the DNA recognition
helix in the GR-GRE complex (15) used as model for the complex between AR wt
and the consensus ARE is indicated by an interrupted line. G indicates the position of
the Gly residue at the first position of the P box. The position of the AR-G577R
DNA recognition helix is based on the structure of the non-cognate complex between
the GR mutant E/TRGR (49) and is drawn in bold. The position of the mutant Arg
(R) residue and its contacts with the T at position +4 are indicated. Note the steric
hindrance that would result between Arg577 CP and the methyl group of T+3 (drawn

as a black circle) in the absence of a shift of the recognition helix.
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Fig. 10: Stereo view of the contacts between the AR-G577R DNA recognition
helix and a PuGAACA half-site in a model derived from the E/TRGR-GRE
complex.

Modeling of the complex between the AR-G577R DNA binding domain and the
PuGAACA element was performed as described in Materials and Methods. Arrows
point to the Ts at positions +3 and +4 and the G at position -5, as well as to the Arg
(R) and Val (V) at positions 577 and 581, respectively. Arg interacts with the 04 of

T+4, and with the 06 of G-5. Val makes a van der Waals contact with the methyl

group of T+3.
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Table 1. Consensus and Natural AREs

Consensus Response Elements

Consensus ERE
Consensus ARE
Palindromic AREs

PuGGTCA NNN TGACCPy
GGA/TACA NNN TGTTCT
PuGNACA NNN TGTNCPy

Natural AREs

rTAT GRE tGTACA gga TGTICT
rProbasin ARE1 AtAgCA tct TGTICT
rProbasin ARE2 AGTACt cca aGaACC
MMTV-distal ARE GtTACA aac TGTICT
MMTV-proximal ARE GGTAtc aaa TGTTCT
hPSA androgen GGAtCA ggg aGICtC
response region
hPSA ARE AGAACA gca aGIGCT
1C1 ARE AGGACA caa aaaTlCC
rC3-(intron 1) ARE AGTACg tga TGTTICT
hAR-AREIL ctTtCt gaa TGICCT
hAR-ARE2 AGTACt cct gGaTgg

The sequence of a consensus ARE (10) and of the palindromic sequences bound by AR are shown
compared to a consensus ERE. The lower panel provides a non-exhaustive list of natural GRE/AREs. The
position of the two bases that differ between the ERE and ARE palindromes is underlined. Sequences that
correspond to PUGNACA motifs in either arm of the palindromes are in bold. Refer to refs 29, 40, 36, 44,
31, 59, and 32 for description of the rat (r) TAT, rat probasin, MMTV, human (h) PSA, rat prostatic
binding protein components C1 and C3 and human AR promoters, respectively.
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De nombreuses mutations naturelles sont répertoriées au niveau du géne du AR,
la plupart se retrouvant dans le LBD et le DBD. Les mutations menant a des
délétions ou 2 des incorporations de codons stop trouvées dans le DBD résultent
toutes en des cas de CAIS. Les mutations ponctuelles dans le DBD peuvent entrainer
des cas de cancer de la prostate (présentement 8 mutations sont dénombrées dans la

banque des mutations du géne du AR, http://www.mcgill.ca/androgendb/ ), des cas

de CAIS (présentement, 15 mutations touchant 11 acides aminés différents) et des
cas de PAIS (actuellement 18 mutations touchant 14 acides aminés différents
incluant la nouvelle mutation G577R caractérisée). Méme si la plupart de ces
mutations n’ont pas été caractérisées au niveau de la fonction des récepteurs mutants,
nous pouvons nous baser sur les données cristallographiques des DBDs du GR
complexés 2 leurs éléments de réponse pour expliquer les phénotypes associés a ces
mutations (Luisi et al., 1991). Les mutations touchant les résidus cystéines qui sont
coordonnés par un atome de zinc, au sein des deux motifs de doigt de zinc, résultent
toutes en des cas de CAIS. Cette coordination des cystéines par I’atome de zinc est
trés importante puisque non seulement elle stabilise les hélices o situées dans la
partie carboxy-terminale de chacun des motifs de doigt de zinc, mais elle stabilise
également le repliement du module de doigt de zinc du coté carboxy-terminal,
essentiel a la dimérisation. L’effet de mutations portant sur les résidus impliqués
dans D’interface de dimérisation, dans I’interaction avec les groupes phosphates de
I’ ADN et dans l'interaction avec les paires de bases de I’ADN sont aussi expliquées
puisque 1’absence de ces interactions cruciales pour la fixation du récepteur sur son
élément de réponse empéche un positionnement adéquat et une conformation
fonctionnelle du récepteur. La nouvelle mutation G577R dans le DBD du AR,
associée 2 un cas de PAIS, s’avére intéressante a étudier puisqu’aucune fonction
n’est connue pour le résidu glycine. La glycine fait partie de la boite P, région
importante pour la spécificité de I'interaction récepteur-ADN mais elle n’établit
aucun contact avec I’ADN. Cependant I’acide aminé équivalent dans le ER, ’acide
glutamique, interagit avec les deux paires de bases centrales dans le motif

PuGGTCA. Cette interaction permet au ER de lier un motif différent de celui lié par
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le AR et le GR. Ces deux paires de bases centrales sont les seules différences
retrouvées entre les éléments de réponse du ER et du AR/GR.

Le but de la présente étude était d’étudier ’effet de la mutation G577R dans le
AR sur la sélectivité des interactions récepteur-ADN. Afin d’arriver a cet objectif,
nous avons utilisé une panoplie de seize sondes d’ADN palindromiques de motifs
PuGNNCA dans nos expériences de retard sur gel, incluant les deux types d’élément
de réponse aux récepteurs stéroidiens, le ERE et le ARE/GRE. Par la suite, nous
avons effectué des expériences de transactivation de promoteurs naturels et

synthétiques par transfections transitoires dans les cellules HeLa.
3.1 Le récepteur des androgénes reconnait les motifs PuGNACA.

En I’absence d’étude structurale, la liaison du DBD du AR & son élément de
réponse reste mal caractérisée. Cependant, la conservation de 12 des 13 acides
aminés de I’hélice de reconnaissance de I’ADN du GR nous donne une bonne idée
du mécanisme d’interaction du AR avec I’ADN. En effet, seul le résidu en position
587 de I’hélice de reconnaissance de I’ADN n’est pas conservé, la valine
correspondant dans le GR étant substituée par une alanine dans le contexte du AR.
Selon les études cristallographiques du DBD du GR avec un GRE, ce résidu ne joue
aucun role dans la reconnaissance de I’ADN. Il était donc prévisible que, comme le
GR, le AR puisse lier les palindromes PuGNACA NNN TGTNCPy puisque les
acides aminés Lys580, Val581 et Arg585 correspondant aux résidus dans le GR qui
font des contacts avec les paires de bases de I’ADN sont conservés. Selon les
données cristallographiques du DBD du GR, la Lys580 devrait établir un contact
direct et un contact par I’intermédiaire d’une molécule d’eau avec le G en position
-5 (voir figure 7B pour la numérotation des bases). La Val581 devrait, quant a elle,
effectuer une liaison de type Van der Waals avec le T en position +3. Pour sa part,
I’ Arg585 devrait former deux contacts directs avec le G en position +2. Aucun

contact n’est observé en position -4 ou +4 du motif d’ADN. Il n’est donc pas
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surprenant que n’importe quelle base a cette position permette une liaison au AR
(motifs PuGNACA).

Les études cristallographiques du DBD du ER (Schwabe et al., 1993) et du GR
ne permettent pas de restreindre I’identité des bases en positions (+/-)1 et (+/-)6. La
séquence consensus, qui comporte une purine en position —6 et un A en position -1,
provient de I’analyse fonctionnelle des éléments de réponse issus de différents
promoteurs de génes cibles. Nous avons étudié I’identité de la base en position —1 en
effectuant des expériences de retard sur gel. Nos expériences ont démontré dans le
contexte du ERE que seule une purine 2 la position -1 permettait une liaison entre le
ER et le palindrome de motif PuGGTCN. Cependant, nous n’avons pas effectué la
méme étude dans le contexte du ARE ou GRE. Il serait donc intéressant de
poursuivre nos expériences pour comparer le role de la base en position —6 du motif
NGGTCA et NGAACA dans un ERE et un ARE/GRE, respectivement. Méme si ces
bases ne font pas de contact avec les acides aminés des récepteurs, I'identité de ces
positions peut étre restreinte seulement a cause de la séquence des bases. En effet,
I’angle entre deux bases consécutives et donc la position des bases different suivant

la nature de ces bases (Pu/Pu versus Py/Pu).

3.2 La mutation G577R dans le AR altére Paffinité et la sélectivité des

interactions entre le récepteur et ses éléments de réponses.

Nos résultats indiquent que la mutation G577R dans le AR altére I’affinité et la
sélectivité des interactions du AR avec ses motifs cibles PuGNACA. En particulier,
la liaison aux motifs PuGGACA est abolie ainsi que la transactivation d’éléments
synthétiques ou naturels contenant ces motifs. La modélisation moléculaire par le
programme Insight a été effectuée & partir de la structure cristallographique du
complexe entre un GRE et le DBD du GR, en introduisant comme substitution a la
premiére position de la boite P une arginine a la place d’une glycine, ce qui
correspond 2 la mutation G577R dans le AR que nous avons caractérisée. Un

encombrement stérique est observé au niveau du carbone {3 de I’arginine avec le
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groupe méthyle du T 2 la position +3 du motif TGTTCPy. Ceci a un effet
déstabilisant sur I’interaction entre le AR et son élément de réponse, expliquant de
facon générale 1’affinité réduite de liaison observée entre le mutant G577R dans le
AR et tous les motifs liés par le AR de type sauvage. Un effet similaire serait aussi
observé avec tout autre acide aminé a I’exception de la glycine a cette position étant
donnée que seule la glycine est dépourvue de chaine latérale. Il est envisageable que
plus la chaine latérale est encombrante, tel que chez les acides aminés aromatiques,
plus ’effet est drastique. Seul le cas de la proline & cette position est incertain:
compte tenu de la structure particuliére de sa chaine latérale, il se peut que I'effet
d’encombrement ne soit pas présent, ou au contraire qu’un effet plus drastique soit
observé puisque la présence d’une proline induit un coude dans I’hélice c.

Pour ce qui est de la différence de sélectivité d’interaction avec I’ADN entre le
récepteur sauvage et le mutant, les expériences de liaison & I’ADN démontrent que
dans le cas du AR de type sauvage, les motifs PUIGAACA et PuGTACA sont
préférentiellement liés comparativement aux motifs PuGCACA et PuGGACA. Pour
le mutant G577R, ce sont les motifs PUGAACA et PuGCACA qui sont les mieux
liés, le motif PuGTACA est moins bien 1ié et le motif PuGGACA n’est pas lié. Dans
le cas du AR de type sauvage, la glycine en premiére position de la boite P ne fait
aucun contact avec I’ ADN de par 1’absence de chaine latérale. Il est possible qu'une
glycine a cette position impose une conformation de I'hélice de reconnaissance de
I’ ADN rendant certains motifs préférés a d’autres. Dans le cas du mutant G577R,
nous avons eu recours 2 une modélisation moléculaire pour examiner les causes de
’absence de liaison au motif PuGGACA. Nous avons utilisé comme structure de
départ celle d’'un mutant de GR contenant la boite P du ER et la boite D du TR
(Gewirth et al., 1995). Dans cette structure, un déplacement latéral de I’hélice de
reconnaissance de I’ADN permet d’accommoder le remplacement de Gly par Glu a
la premidre position de la boite P. Nous avons modélisé dans cette structure le
remplacement de Glu par Arg en premiére position de la boite P, et Ala par Val a la
troisiéme position. Cette modélisation indique que le contact Van der Waals entre

Val et T en position +3 de I’élément de réponse observé pour le GR de type sauvage
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peut avoir lieu méme aprés le déplacement de I’hélice de reconnaissance de I’ADN.
De plus, en présence d’Arg a la premiére position de la boite P, une influence
favorable des charges négatives dans le sillon majeur de ’ADN en position +4 est
constatée. Pour les motifs PIGAACA et PUGCACA qui ont respectivement un T et
un G 2 la position +4, des interactions peuvent étre établies entre le groupe amine
chargé positivement de 1’arginine et les groupes chargés négativement que présentent
ces bases dans le sillon majeur de I’ADN. Un lien hydrogéne entre le O4 du T a la
position +4 et I’arginine peut étre établi. De plus, I’arginine peut interagir avec le O6
du G en position -5 (figure 9 de I’article). Lorsqu’un G se retrouve en position +4,
des interactions entre I’arginine et 06 et N7 du G peuvent étre établies. La réduction
de la liaison avec le motif PuGTACA comparativement aux deux précédents, peut
s’expliquer par le fait que ce motif posséde un A en position +4 et présente une
charge positive sur le N6 en plus de la charge négative sur le N7 du A. Enfin
lorsqu’un C est retrouvé 2 la position +4, comme dans le cas du motif PuGGACA qui
n’est pas lié par le mutant G577R, seule une charge positive se retrouve sur le N4, ce
qui meéne a des interactions électrostatiques défavorables avec I’arginine elle-méme
chargée positivement. Ceci explique donc I’absence de liaison avec ce motif pour le
mutant G577R dans le AR. 11 est intéressant de souligner une étude avec le DBD du
GR possédant la boite P du ER auquel I’acide aminé en premiere position de la boite
P a été substitué par tous les acides aminés possibles (Zilliacus et al, 1995). Dans
cette étude, lorsqu’une arginine est en premiére position de la boite P, le récepteur
mutant ne se lie pas au motif PuGGACA. Par contre, les trois autres motifs
PuGNACA sont liés avec le méme ordre d’affinité que par le mutant G577R dans le
AR.

Si la glycine en position 577 dans le AR avait été remplacée par une lysine, la
spécificité de liaison aux motifs PIGNACA aurait probablement été la méme que
celle observée avec la mutation G577R dans le AR a cause de la charge positive
présente dans les chaines latérales de la lysine et de I’arginine. Par contre, la
substitution de la glycine par un acide glutamique, I’acide aminé correspondant chez

le ER, entrainerait une inversion dans I’ordre de préférence de liaison aux motifs
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PuGNACA comparativement au mutant G577R dans le AR. En effet, I'acide
glutamique étant chargé négativement, il va interagir avec les charges positives de la
base en position +4 exposées dans le sillon majeur de ’ADN. Le C présente une
charge positive, le A posséde une charge positive et une négative, tandis que le T et
le G n'ont que des charges négatives. Donc le mutant G577E se lierait
préférentiellement au motif PuGGACA, un peu moins au motif PuGTACA et ne se
lierait pas aux motifs PuGAACA et PUGCACA. L’étude de Zilliacus (Zilliacus et al,
1995) confirme bien cette hypothése puisque le motif PUGGACA est le seul des
quatre motifs PUIGNACA a étre effectivement li€ par le GR comprenant la boite P du
ER avec un acide glutamique comme premiére position de la boite P. Cependant,
grice aux deux autres mutations dans la boite P, d’autres motifs PUGNNCA, dont le
ERE, sont aussi liés dans cette étude. La mutation du premier acide aminé de la boite
P du AR en un acide glutamique, acide aminé correspondant chez le ER, ne devrait
pas étre suffisante pour changer sa spécificité en un récepteur liant un ERE malgré le
fait que 1’acide glutamique fait un contact direct avec un C en position +4 et un
contact indirect par le biais d’une molécule d’eau avec le A en position +3 (Schwabe
et al., 1993). En effet, il a été démontré chez le GR que lorsque celui-ci a un acide
glutamique en premiére position de la boite P, le récepteur mutant ne se lie pas a un
ERE. Par contre, le récepteur mutant se lie faiblement a un GRE (PuGAACA) et il se
lie encore trés bien au motif PUGGACA comparativement au GR de type sauvage
(Zilliacus et al, 1992). Ceci nous laisse croire que la valine en troisi¢me position de
la boite P reste déterminante pour la spécificité de la liaison du GR et AR aI’ADN, a
cause de sa liaison de type Van der Waals avec le groupe méthyle du T en position
+3 de I’élément de réponse et ce malgré 1’ajout de contacts possibles effectués par

’acide aminé en premiére position de la boite P.
3.3 Réle de I’acide aminé 2 la premiére position de la boite P.

Une étude sur la premiére position de la boite P du ER a ét¢ réalisée au

laboratoire pour vérifier la fidélité d’un code de reconnaissance de I’ADN proposé
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par Suzuki (Suzuki et al., 1994). Ce code se base sur des principes chimiques et
stéréochimiques (taille des acides aminés et possibilité d’interaction entre bases et
acides aminés par le biais de liaisons hydrogenes ou hydrophobes). La conclusion de
cette étude est que toutes les mutations essayées sur 1’acide glutamique en position
203 (premier acide aminé de la boite P dans le ER) ont résulté en des récepteurs
mutants qui peuvent encore se lier au palindrome normalement li€ par le ER de type
sauvage (motif PuGGTCA), a I’exception de la substitution en arginine (E203R).
Cette liaison au motif PuGGTCA peut s’expliquer par le fait que la lysine en position
210 n’est pas mutée et continue 2 faire des contacts avec les deux paires de bases
centrales du motif. Par contre, ces mutations permettent un gain de liaison a d’autres
motifs dérivés du motif PUGNNCA, le motif PuGGTCA restant toutefois le mieux lié
par les récepteurs mutants. Dans le cas de I’arginine a la premiére position de la boite
P dans le ER, soit le mutant E203R, aucun des motifs PuGNNCA testés n’est lié, y
compris le motif PuGGTCA. Ceci peut s’expliquer par le fait que ’arginine
substituée a la place de I’acide glutamique ne peut pas interagir avec les mémes
bases des paires de bases centrales du motif PuGGTCA soient le C et le A sur le brin
complémentaire. La chaine latérale de 1’arginine positivement chargée favoriserait
des interactions avec le G et le T sur le brin opposé et entre en conflit avec la lysine
en position 210 qui effectue les mémes contacts selon les études cristallographiques
du DBD du ER. Dans le contexte du AR, la mutation du premier acide aminé de la
boite P soit la glycine en une arginine permet au récepteur mutant de se lier encore a
trois des quatre motifs PuGNACA reconnus par le AR de type sauvage. Ceci
s’explique par le fait que dans le AR, la lysine correspondante ne fait aucun contact
avec ’ADN, mais effectue un pont salin avec I’acide glutamique situé quatre
positions plus loin.

Il semble donc que bien que I’acide aminé en premiére position de la boite P
effectue un contact direct avec la base située en position +4 dans le ER (données
cristallographiques) et dans le mutant G577R du AR (modélisation moléculaire du
mutant G577R dans le AR), son rdle dans la sélectivité du motif d’ADN lié soit

secondaire par rapport & d’autres acides aminés de I'hélice de reconnaissance de



100

I’ ADN. Dans le cas du ER, I’acide aminé qui forme les contacts cruciaux dans la
discrimination du motif d’ADN lié pourrait étre la lysine en position 210. Ce résidu
effectue deux contacts directs sur les paires de bases centrales du motif PuGGTCA
lié par le ER. L’acide aminé en premiére position de la boite P contribue a réduire le
nombre de motifs liés par son contact avec la base en position +4. En effet, nous
avons observé que le remplacement de I'acide glutamique par I’asparagine, la
glycine ou I’histidine, permet la liaison de plusieurs motifs PuGNNCA. Cependant
quand I’acide glutamique occupe cette position, seul le palindrome avec le motif
PuGGTCA (ERE consensus) est fortement lié, et le motif PuGGGCA est tres
faiblement 1ié. L’acide glutamique 2 cette position dans le contexte du ER, joue donc
un role restrictif et ne permet la liaison du récepteur qu’a certains motifs d’ADN.
Dans le cas du AR, ’acide aminé qui effectue les interactions prédominantes dans la
sélectivité du motif d’ADN lié est la valine en position 581. Cette valine effectue une
liaison de type Van der Waals avec le groupe méthyle du T en position +3 et les
motifs PuGNACA sont donc liés par le AR. L’acide aminé en premiére position de la
boite P ne fait que diminuer I’affinité pour les motifs PUIGNACA, et restreindre le
nombre de motifs liés en effectuant un contact avec la base en position +4. Dans le
cas de la mutation G577R dans le AR, seulement trois des motifs PuGNACA sont
liés. Si un acide aminé chargé négativement comme 1’acide glutamique ou I’acide
aspartique occupait cette position, le nombre de motifs liés se réduirait probablement
a deux, pour les raisons expliquées plus haut. En fait, seule la glycine (présente dans
les récepteurs de type sauvage) dépourvue de chaine latérale, permet une bonne
affinité de liaison 2 tous les motifs PUGNACA. Chez le AR tout comme chez le ER,
I’acide aminé occupant la premiére position de la boite P jouera un role dans la

restriction du nombre de motifs d’ADN liés.
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3.4 La sélectivité de la liaison 2 ’ADN : réle des acides aminés n’effectuant pas

de contact avec ’ADN.

Il est également possible que des résidus ne contactant pas ’ADN influencent la
sélectivité de liaison 2 I’ADN. Dans le contexte du ER, la Lys210 fait un contact
avec les paires de bases centrales du motif PUGGTCA. Dans le contexte du AR/GR
le méme résidu fait un pont salin avec I’acide glutamique situé quatre positions
aprés, 2 la fin de I’hélice de reconnaissance de I’ADN. Il est possible que cette
interaction empéche le résidu lysine de faire les contacts observés chez le ER.
L’acide glutamique 2 la fin de I'hélice de reconnaissance de I’ADN n’est pas
conservé chez le ER, une glutamine étant retrouvée a cette position. Il se pourrait
qu’il y ait absence de séquestration de la lysine par la glutamine chez le ER
permettant une interaction de cette Lys avec I’ADN. Cette interaction contribuerait
aussi 2 un réseau ordonné et orchestré par des molécules d’eau entre I’hélice de
reconnaissance de 1’ADN et les quatre paires de bases centrales du motif du ERE
(PuGGTCA). Chez le AR/GR, ce réseau ordonné par des molécules d’eau n’est pas
retrouvé puisqu’une interaction hydrophobe est impliquée dans la discrimination du
motif lié.

Pour démontrer le role restrictif de cette lysine dans la spécificité de liaison du
ER, nous pourrions introduire une mutation de la lysine en alanine. Ceci permettrait
de vérifier qu’un plus grand nombre de sondes PUGNNCA pourrait étre 1i€ par le
récepteur muté. De plus, une substitution de la glutamine en position 214 du ER par
un acide glutamique pourrait permettre de tester si ce résidu peut séquestrer la lysine
en position 210. La lysine n’interagissant plus avec les paires de bases centrales, cela
favoriserait la liaison du ER de type sauvage et du récepteur mutant E203R a de
nouveaux éléments de réponse. I est toutefois possible que I’interaction entre la
lysine et ’acide glutamique dans AR ou GR serve seulement 2 neutraliser la charge
d’une lysine ne pouvant faire de contacts avec I’ADN dans le cas de ces récepteurs.

11 est possible que des acides aminés en dehors de 'hélice de reconnaissance de

I’ADN puissent aussi jouer un rdle dans la sélectivité de la liaison a I’ADN. Une
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autre étude au laboratoire amorcée récemment porte sur le réle du deuxieéme doigt de
zinc dans la liaison 2 I’ADN. En effectuant des constructions de chiméres du DBD
du ER avec le DBD du GR, il a été constaté que lorsque le premier doigt de zinc
provient du ER et le deuxiéme doigt de zinc provient du GR, le DBD chimérique lie
une douzaine d’éléments de réponse de motifs PuGNNCA, dont le motif PiGGTCA
normalement lié par le ER, alors que seuls les palindromes contenant les motifs
PuGGTCA et PuGGGCA sont liés par le ER de type sauvage. D’autres DBDs
chimériques ont été construits et la région entre la boite D et I'hélice o, ala fin du
deuxieéme doigt de zinc semble jouer un role dans la spécificité de liaison a I'ADN.
La région est composée de dix acides aminés dont trois sont différents entre le ER et
le GR. Ces trois résidus participent a I'interface de dimérisation chez le GR mais
seulement deux d’entre eux sont impliqués chez le ER. Le résidu asparagine en
position 232 chez le ER ne joue pas un role dans la dimérisation mais le résidu
correspondant dans le GR, 2 savoir I'isoleucine en position 487, interagit avec la
leucine en position 475 de I’autre unité du dimére via des interactions hydrophobes.
Quand cette interaction hydrophobe supplémentaire est ajoutée dans le contexte du
ER, le récepteur peut donc fixer un plus grand nombre d’€éléments de réponse de
motifs PUGNNCA que le ER de type sauvage. Grace a ces résultats préliminaires,
nous pensons que Iinterface de dimérisation peut jouer un role dans la sélectivité de
liaison 4 I’ ADN en modulant la position des DBDs par rapport au sillon majeur de

I’ADN.
3.5 Bases moléculaires du mécanisme d’interaction récepteur-ADN in vivo.

Malgré les données de la cristallographie, beaucoup reste a faire afin de
comprendre les mécanismes de reconnaissance de I’ADN par les récepteurs, et
d’obtenir un modele des bases de 1’interaction récepteur-ADN permettant de prédire
les effets de mutations dans AR ou ER, ou de variations dans la séquence des
éléments de réponse sur la sélectivité et 1’ affinité de liaison avec I’ADN. En effet, les

¢léments de réponse naturels aux androgénes sont souvent des palindromes



103

imparfaits, comportant une ou plusieurs substitutions au niveau de la séquence
palindromique consensus GG(A/T)ACA NNN TGTTCT. Ces substitutions réduisent
la force des interactions effectuées par Lys580, Val581 ou Arg585. II serait donc
intéressant d’étudier la contribution de chacun des trois différents contacts a la force
d’interaction avec I’ADN par D’introduction de mutation & chacune de ces trois
positions (remplacement par une alanine). La méme étude peut étre réalisée avec le
ER, mais dans ce cas-ci, il y aurait quatre résidus a tester soit Glu203, Lys206,
Lys210 et Arg211. La Lys206 et 1’Arg211 établissent les mémes contacts que la
Lys580 et I’ Arg585 du AR.

La plupart des AREs provenant de promoteurs naturels étudiés dans ce projet,
ont dans 1'un des deux bras du palindrome un motif pouvant effectuer les trois
contacts entre le récepteur et les bases du motif d’apres la cristallographie du DBD
du GR avec un GRE. D’aprés ces mémes études cristallographiques, en utilisant un
GRE modifié ne permettant que des contacts spécifiques pour une unité du dimere
sur I’un des deux bras du palindrome (les deux motifs PuGAACA sont séparés par
quatre paires de bases au lieu de trois), des contacts non-spécifiques sont formés par
’autre unité du dimere. Ceci implique qu’un seul bras du palindrome doit étre
identique au palindrome consensus ou du moins doit pouvoir effectuer les contacts
spécifiques pour permettre la liaison du dimere a I’élément de réponse. Dans le cas
des AREs étudiés, il se pourrait bien que seulement une des deux unités du dimere
effectue des contacts spécifiques et I'autre unité établisse des contacts non
spécifiques plus ou moins forts avec I'’ADN permettant une liaison
transcriptionnellement productive du AR sur ces AREs. De plus, des études
démontrent que la séquence des palindromes imparfaits peut contribuer a la
spécificité de liaison par les récepteurs stéroidiens (Nelson et al., 1999). En effet,
certains palindromes imparfaits sont mieux liés par le AR que le GR ou le PR, méme
si ces récepteurs reconnaissent la méme séquence palindromique consensus. Afin de
comprendre ces effets, il serait intéressant d’effectuer la cristallographie du DBD du

AR 1ié a un palindrome imparfait.
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Enfin, des études ont indiqué que les régions entourant les éléments de réponse
peuvent moduler la spécificité et I'affinité de liaison par les récepteurs nucléaires
(Dana et al., 1994 ; Vanacker et al., 1999). De plus, il a été démontré qu’une région
située en aval du deuxieéme doigt de zinc des récepteurs nucléaires orphelins
monomériques NGFI-B et SF1 (boite A) interagit avec les séquences en amont de
sites PuGGTCA (Wilson et al., 1992 ; 1993). Nous pouvons donc supposer que les
séquences flanquantes permettent de discriminer entre les différents récepteurs liant
les mémes motifs (PuGGTCA et PUGAACA). 1l serait intéressant de caractériser les
séquences entourant les éléments de réponse naturels du AR et de déterminer si ces
séquences peuvent, en effet, influencer la stabilité et la spécificité des complexes

récepteur-ADN.
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