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RÉSUMÉ 

Chez les mammifères, l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien régule 

l'homéostasie en réponse au stress. L'activateur primaire de cet axe est l'hormone 

hypothalamiq ue CRH qui stimule la production de l' hormone pro-opiomélanocortine 

(POMC) par les cellules corticotropes de l'hypophyse. Cet effet de la CRH implique 

notamment une activation de la transcription du gène POMC qui est en grande partie 

médiée par les récepteurs nucléaires orphelins de famille Nur dont NGFI-B. En réponse aux 

signaux induits par la CRH, ces facteurs sont recrutés sous forme de dimères sur l'élément 

NurRE du promoteur POMC et ils recrutent eux-mêmes des co-activateurs pour ultimement 

<lctiver la transcription. 

La purification des protéines associées à NGFI-B a conduit à l'identification de 

TIF 1 ~. TIF 1 ~ est un co-régulateur transcriptionnel préalablement caractérisé comme co­

répresseur des facteurs de transcription à doigts de zinc contenant un domaine KRAB. 

Notre étude démontre que TIFl~ est un important co-activateur de NGFI-B impliqué dans 

la transcription du gène POMe. En effet, il active la transcription du gène POMC 

uniquement par l'intermédiaire de l'élément régulateur NurRE. De plus, il contribue de 

façon importante à l'activation transcriptionnelle induite par les signaux CRH en étant 

recruté au promoteur. Enfin, TIFI ~ peut agir en synergie avec Je co-activateur SRC-2 pour 

activer la transcription dépendante de NGFI-B. Ainsi, cette étude révèle une nouvelle 

fonction de TIFI ~ dans J'activation transcriptionnelle par les récepteurs nucléaires 

orphelins de Ja famille Nur. 

Mots-clés: transcription, NGFI-B, CRH, PKA, TIFI~ et SRC-2 
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SUlVIMARY 

In mammals, the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis mediates the stress 

response and maintains homeostasis. The stimulation of pituitary corticotrophs by 

hypothalamic hormone CRH is the primary event that leads to an increased production of 

the pituitary proopiomelanocortin. The stimulatory signaIs elicited by CRH include 

activation of POMC transcription that is mediated in part by members of the orphan nuclear 

receptor Nur sub-family, including NGFI-B. CRH leads to formation of NGFI-B­

containing di mers that bind to the POMC promo ter NurRE sequence and to recruitment of 

coactivators for transcriptional activation. 

In order to characterize the proteins and the mechanisms involved in CRH 

transcription al activation of the POMC gene, we purified NGFI-B-associated proteins and 

thus identified TIFlp. TIFlp is a well-characterized transcription al corepressor of the 

KRAB domain-containing zinc finger transcription factors. We report that TIFl p is an 

important coactivator of NGFI-B ac ti vit y for activation of POMC transcription. Indeed, 

TIFlp enhances POMC transcription specifically through the NurRE regulatory element. 

Importantly, it is recruited to the POMC promoter and potentiates CRH activation of NGFI­

B-dependent transcription. Furthermore, TIFl p synergizes with another coactivator, SRC-

2, to enhance NGFI-B-dependent transcription. This study reveals a new function for TIFlp 

in transcriptional activation by orphan nuclear receptors. 

Key words: transcription, NGFI-B, CRH, PK.A, TIFlp and SRC-2 
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CHAPITRE 1. Introduction 

Chez les mammifères, la réponse au stress est contrôlée par une composante 

nerveuse, permettant une réponse immédiate, et une composante endocrine dont la réponse 

se propage plus lentement. Il s'agit du système nerveux sympathique médullosurrénalien et 

du système hypothalamo-hypophyso-surrénalien, respectivement. Ces deux systèmes 

fonctionnent de concert pour créer un équilibre homéostatique chez l'organisme en 

influençant de nombreuses fonctions biologiques telles que les systèmes immunitaire, 

reproductif et digestif de même que le cœur et le cerveau. 

Le système nerveux sympathique médullosurrénalien se réfère à la réponse de type 

« fight or flight » qui prépare le corps à réagir rapidement face à un obstacle. Lorsque ce 

système est activé, le cerveau envoie un message par la mœlle épinière qui active la 

sécrétion d'épinéphrine et de norépinéphrine par la médullosurrénale. Ces messagers 

agissent rapidement sur la physiologie du corps pour permettre une réponse immédiate 

devant un danger. 

L'axe HPA est davantage impliqué dans la réponse au stress à moyen terme. Un des 

objectifs de cet axe est d'augmenter la disponibilité de l'énergie utilisable par le corps. 

Lorsque le cerveau détecte un stress, l'axe est activé et finement régulé. Il y a trois éléments 

clefs qui composent l'axe HP A et la communication entre ces éléments est une composante 

essentielle de la réponse neuroendocrine au stress. Le premier élément est le noyau 

paraventriculaire de l'hypothalamus qui contient des neurones neuroendocriniens et qui 

sécrète des peptides, la CRH et la vasopressine. Ces peptides ont pour fonction de réguler le 

second élément, les cellules corticotropes du lobe antérieur de l'hypophyse, en stimulant la 

sécrétion de l'adrénocorticotropine. Cette hormone agit ensuite sur le dernier composant, 

les glandes surrénales, pour induire la sécrétion de glucocorticoïdes, l'effecteur du contrôle 

de la réponse au stress. Les glucocorticoïdes ont de nombreux effets physiologiques dont un 

effet important sur le métabolisme. Ils favorisent la production d'éléments énergétiques à 

partir des nutriments emmagasinés, soient les triglycérides, le glycogène et les protéines, 

qui serviront à nourrir le cerveau et les autres organes essentiels. Ce même effecteur 

module la réponse au stress par rétro-contrôle négatif sur l'hypothalamus et sur 

l'hypophyse, fermant ainsi la boucle de régulation. 
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Mes travaux de recherche présentés dans ce mémoire s'intègrent dans la biologie de 

l'axe HP A, plus particulièrement sur l'étude des mécanismes de la transcription du gène de 

la pro-opiomélanocortine (POMC) dans les cellules corticotropes, un élément important de 

l'axe. Ainsi, le texte qui suit traite en détails des composants de l'axe HP A et des 

mécanismes moléculaires qui le régulent. 

1.1 L'hypophyse 

L'hypophyse est la glande endocrine maîtresse qui intègre plusieurs axes 

endocriniens. Elle répond aux signaux provenant de l'hypothalamus et coordonne le 

maintien de l'homéostasie chez les vertébrés. L'hypophyse sécrète six hormones 

essentielles qui régulent le métabolisme, la croissance, le développement et la fonction de 

la glande thyroïde, des glandes surrénales, des gonades et des glandes mammaires. Un 

désordre dans la fonction de la glande hypophysaire peut entraîner une hyperstimulation 

d'un organe cible donné ou une déficience qui peuvent engendrer un état pathologique 

grave. 

La glande hypophyse se situe à la base du cerveau et se trouve dans une cavité 

osseuse appelée selle turcique. Le poids moyen d'une hypophyse est de 0.6 g chez l'homme 

et varie évidemment en fonction de l'âge. L'augmentation la plus évidente se produit chez 

la femelle pendant la phase de gestation et de lactation. L'hypophyse est approvisionnée en 

sang par les artères hypophysaires antérieure et postérieure qui dérivent des carotides. 

L'artère antérieure hypophysaire approvisionne la neurohypophyse en sang. L'artère 

supérieure pénètre l'infundibulum et se termine par un réseau de capillaires dans lesquels 

les hormones hypothalamiques seront déversées. Ces capillaires se distinguent des autres 

capillaires du cerveau par le fait qu'ils sont comparables à ceux des glandes endocrines afin 

de permettre la diffusion et la sécrétion de molécules dans la circulation sanguine. Les 

veines parallèles dérivant de ces capillaires sont les veines portes. Elles se prolongent le 

long de la tige hypophysaire et se terminent dans les capillaires adénohypophysaires qui 

transportent de hautes concentrations d'hormones hypothalamiques (Figure 1.1, page 4). 

La glande hypophyse se divise en deux parties, chacune d'elle dérivant de deux 
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sources distinctes. Il y a d'une part la partie épithéliale, constituée du pars distalis, du pars 

intermedia et du pars tuberalis, qui dérive de l'invagination de l'ectoderme oral appelé 

poche de Rathke et qui formera l'adénohypophyse. D'autre part, il y a la partie neurale qui 

se développe embryologiquement à partir du diencéphale ventral. Elle inclut 

l'infundibulum, la tige hypophysaire et le pars nervosa, que l'on appellera la 

neurohypophyse ou lobe postérieur. 

Les neurones de l'hypothalamus sécrètent la vasopressine et 
l'ocytocine qui sont relâchés au niveau du lobe postérieur. 
Ces neurones sécrétent aussi des hormones qui régulent la 
synthèse et la relâche des hormones du lobe antérieur. 

Lobe 
antérieur 

AC TH, FSH, GH, 
LH, prolactine et 
TSH 

, 

Loba 
postérieur 

Vasopressine 
et ocytocine 

Sang artériel 

Figure 1.1: Représentation schématique de l'hypophyse et de ses pnnclpaux 
composants chez l'humain. Un réseau de capillaires sanguins parcourt les lobes 
antérieur et postérieur d'une hypophyse adulte à l'intérieur duquel sont sécrétées les 
différentes hormones hypophysaires. Adapté de (Mednote, 2007). 

1.1.1 Le lobe postérieur 

Le lobe postérieur représente la prolongation descendante du système nerveux 

central et est composé des terminaisons axonales de neurones dont les corps cellulaires se 

trouvent dans les noyaux supraoptiques et paraventriculaire de l'hypothalamus. Ces 

neurones neurosécréteurs sécrètent deux hormones hypothalamiques, la vasopressine 
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(AVP) et l'ocytocine (ÛT). La neurohypophyse est également composée de cellules gliales 

appelées «pituicytes ». Lorsque la glande est active, ces cellules qui entourent les 

terminaisons nerveuses se rétractent pour ainsi exposer ces terminaisons et permettre la 

sécrétion de vasopressine ou d'ocytocine (Theodosis et al., 2006). La fonction biologique 

de l'A VP est de réguler la rétention d'eau par les reins en agissant à titre d'antidiurétique. 

L'ûT agit sur l'utérus en stimulant les contractions utérines pendant l'accouchement et agit 

sur les glandes mammaires en favorisant l'éjection du lait des alvéoles mammaires lors de 

l'allai temen t. 

1.1.2 Le lobe intermédiaire 

Le lobe intermédiaire ou pars intermedia se retrouve entre le pars distalis et le lobe 

postérieur. Il dérive embryologiquement de la portion postérieure de la poche de Rathke. Il 

est développé chez la plupart des vertébrés et particulièrement chez les rongeurs. Chez 

l'humain, le lobe intermédiaire se développe chez le fœtus au cours de l'embryogenèse 

mais s'atrophie après la naissance pour disparaître chez l'adulte. Le lobe intermédiaire se 

compose uniquement de cellules mélanotropes qui sécrètent les mélanocortines (X-, ~- et y­

MSH. La section 1.3.6 décrit les fonctions biologiques des mélanocortines. 

1.1.3 Le lobe antérieur 

Le lobe antérieur est subdivisé en deux régions, le pars tuberalis et le pars distalis. 

Le pars tuberalis représente la prolongation ascendante du lobe antérieur. Le pars distalis 

est la plus grande division du lobe antérieure qui contient cinq lignées cellulaires sécrétant 

six hormones (ûoi et al., 2004): les lactotropes qui produisent la prolactine ou PRL, les 

somatotropes qui sécrètent l'hormone de croissance ou GH, les thyréotropes qui sécrète la 

thyrotropine ou TSH, les gonadotropes qui sécrètent la lutropine ou LH et la follitropine ou 

FSH et les corticotropes qui sécrètent l' adrénocorticotropine ou ACTH. Le lobe antérieur 

de l'hypophyse représente 80 % de la glande .. 

1.1.3.1 Les lactotropes 

Ces cellules sécrètent la PRL et présentent un patron de distribution étalé dans le 

pars distalis, comptant pour 10 à 30 % de la population cellulaire. La prolactine stimule la 

croissance des glandes mammaires et permet aussi d'initier et de maintenir la lactation. La 

sécrétion de PRL est inhibée par la dopamine et stimulée par plusieurs facteurs dont la TRH 
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et les oestrogènes (Samson et al., 2003). La tétée du nournsson stimule également les 

niveaux de prolactine (Voogt, 1978). Enfin, la prolactine agit sur l'hypothalamus pour 

influencer la sécrétion des gonadotropines via la régulation des niveaux de dopamine. 

1.1.3.2 Les somatotropes 

Les somatotropes qui sécrètent l' hormone de croissance OH représente 50 % des 

cellules du lobe antérieur de l 'hypophyse. La sécrétion de OH est régulée positivement par 

l'hormone OHRH et négativement par la somatostatine (Muller et al., 1999). Les plus hauts 

niveaux de sécrétion de OH surviennent pendant l'adolescence et diminuent avec l'âge. La 

OH est l'une des hormones anaboliques les plus importantes de l'organisme en favorisant la 

synthèse protéique et l'augmentation de masse musculaire ainsi que la lipolyse et la 

diminution de masse adipeuse (Cohick and Clemmons, 1993). Elle agit sur plusieurs tissus 

et organes cibles où elle stimule la prolifération et différenciation cellulaire et elle est 

responsable de la croissance staturale. 

1.1.3.3 Les thyréotropes 

Les thyréotropes compte pour 5 % des cellules du lobe antérieur de l' hypophyse et 

produisent la TSH, qui est une glycoprotéine au même titre que les gonadotropines LH et 

FSH. Chacune de ces hormones est composée de deux sous-unités liées de façon non 

covalente, Ci. et p, où la sous-unité Ci. est commune aux trois hormones et la sous-unité pest 

unique et confère la spécificité biologique. La sécrétion de la thyrotropine est régulée 

positivement par l'hormone hypothalamique TRH (Persani, 1998) et négativement par les 

hormones thyroïdiennes, thyroxine (T4) et triiodothyronine (T3). T3 et T4 agissent par 

rétroaction négative sur l'hypothalamus pour réprimer la synthèse de la TRH et au niveau 

de l'hypophyse pour inhiber la sécrétion de la TSH. La TSH stimule la synthèse et la 

sécrétion des hormones thyroïdiennes qui sont essentielles pour le développement et la 

différenciation de nombreuses cellules de l'organisme ainsi que pour réguler le 

métabolisme basal. 

1.1.3.4 Les gonadotropes 

Les gonadotropes comptent pour 20 % de la glande hypophyse humaine et 

produisent la LH et la FSH. La production des gonadotropines est stimulée par la OnRH 

hypothalamique (Pawson and McNeilly, 2005) et ces hormones agissent sur les testicules et 
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les ovaires. La LH régule la production des hormones stéroïdiennes, la testostérone produite 

chez le mâle par les cellules de Leydig et chez la femelle, la LH est responsable de la 

sécrétion de progestérone et d'oestrogènes par le corps jaune. Une montée subite de la LH 

induit la rupture du follicule lors de l'ovulation et permet le développement du corps jaune. 

Pour sa part, la FSH favorise la spermatogenèse en stimulant les cellules de Sertoli chez le 

mâle et est critique pour le processus d'ovulation et le développement du follicule ovarien 

chez la femelle. Ces hormones stéroïdes exercent une rétroaction négative hypothalamique 

et hypophysaire. 

1.1.3.5 Les corticotropes 

. Les corticotropes sont au centre de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Cette 

population cellulaire représente 10 % des cellules du lobe antérieur de l'hypophyse et 

sécrète l'ACTH qui est produite par clivage protéolytique du précurseur peptidique POMC 

à partir de e12.5 chez la souris. L'ACTH stimule la synthèse et la sécrétion de cortisol 

(chez les humains) ou de corticostérone (chez les rongeurs) par les glandes surrénales, ce 

qui permet le maintien de l'homéostasie et contribue à la réponse au stress. La sécrétion 

d'ACTH est régulée par l'hormone de relâche de la corticotropine, CRH, qui provient du 

noyau paraventriculaire de l'hypothalamus. Également, la vasopressine a peu d'effet sur la 

relâche de corticotropine mais agit en synergie avec la CRH (Bilezikjian et al., 1987). En 

revanche, les glucocorticoïdes inhibent la sécrétion de corticotropine en exerçant un rétro­

contrôle négatif au niveau de l'hypothalamUs et de l'hypophyse. 

1.2 L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien 

Le stress est un mécanisme physiologique complexe qui regroupe une panoplie de 

processus physiologiques et comportementaux qui ont lieu en présence d'une perturbation 

perceptible ou réelle de l 'homéostasie. Ces processus ont pour objectif de faire face à ces 

perturbations tout en rétablissant l'homéostasie. Cependant, une activation excessive et 

inadéquate des systèmes de stress dans un· organisme peut perturber les fonctions 

physiologiques et comportementales, résultant en des conséquences graves telles que la 

dépression, des maladies cardiovasculaires, des fonctions immunitaires altérées avec une 

sensibilité accrue à la maladie, et bien d'autres (Chrousos and Gold, 1992;Charmandari et 

al., 2005). L'étude des mécanismes neuroendocriniens fondamentaux qui sont à la base des 
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réponses physiologiques au stress génèreront des connaissances qui pourront être utilisées 

pour générer des traitements pour les personnes à risque de la maladie. 

1.2.1 Les neurones CRH du noyau paraventriculaire de l'hypothalamus 

Les stimuli intrinsèques ou extrinsèques qui affectent l'homéostasie activent 

plusieurs systèmes physiologiques dont l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe 

HPA), qui est particulièrement étudié. Les signaux qui proviennent du système nerveux 

central ou périphérique sont confiés aux centres de l'hypothalamus. Une cascade 

d'événements est ensuite initiée. L'activation de l'axe HPA résulte en: 1) la stimulation 

des neurones parvocellulaires du noyau paraventriculaire de l'hypothalamus et 2) la relâche 

de neuropeptides CRH et A VP dans le système sanguin porte hypothalamo-hypophysaire 

via la projection des axones dans l'éminence médiane, pour atteindre l'adénohypophyse où 

se trouvent les corticotropes. La CRH est un des facteurs clefs dans ce processus. Il s'agit 

d'un peptide de 41 acides aminés qui intègre la communication entre les systèmes nerveux, 

immunitaire et endocrinien (Vale et al., 1981). 

1.2.2 Les corticotropes du lobe antérieur de l'hypophyse 

L'action de la CRH seule ou combinée avec l'AVP (Gillies et al., 1982) sur les 

corticotropes stimule la sécrétion de l' ACTH, un dérivé du précurseur peptidique POMC 

(voir section 1.3.2), dans la circulation systémique en quelques secondes. La transcription 

du gène POMC ainsi que sa biosynthèse sont aussi augmentées (Watanabe and Orth, 

1987;Lundblad and Roberts, 1988). Le récepteur de la CRH, CRHR-l, est un récepteur 

couplé aux protéines G à sept passages transmembranaires. Cette interaction induit une 

activation de l'adénylate cyclase ainsi qu'une cascade de signalisation qui inclut une 

production d'un second messager intracellulaire, l'AMP cyclique (AMPc). Le ligand 

continue d'activer son récepteur jusqu'à ce qu'il soit détruit ou retiré du système par la 

CRH-BP (Behan et al., 1989). L'ACTH circulante agit sur la zone fasciculaire de la 

corticosurrénale via son récepteur membranaire pour stimuler la synthèse des 

glucocorticoïdes, qui constituent l'effecteur final de l'axe HP A (Figure 1.2, page 9). Par 

rétroaction négative, les glucocorticoïdes régulent la sécrétion et la synthèse des hormones 

hypothalamiques CRH et A VP ainsi que de l'ACTH hypophysaire (Birnberg et al., 

1983;Canny et al., 1989). Cette rétroaction négative des glucocorticoïdes est essentielle 

pour limiter l'exposition des tissus aux glucocorticoïdes et pour minimiser leurs effets 
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cataboliques, lipogéniques, antireproductifs et immunosuppressifs. Une production 

dérégulée de glucocorticoïdes par l'axe HPA entraîne une pathologie clinique. Par exemple, 

une production autonome non régulée d'ACTH avec une production excessive de 

glucocorticoïdes tel qu'on l'observe chez les patients atteints de la maladie de Cushing 

entraîne l'obésité, une hyperglycémie, l'hypertension et l'ostéoporose. 

COrtisol------' 

Figure 1.2 : Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. L'hormone 
hypothalamique CRH stimule la sécrétion d' ACTH hypophysaire par les 
corticotropes dans la circulation sanguine. L'ACTH ainsi libérée agit sur les 
corticosurrénales pour induire la sécrétion des glucocorticoïdes. Par rétroaction 
négative au niveau de l'hypothalamus et des corticotropes, les glucocorticoïdes 
régulent la production d'ACTH. Adapté de (Vitalife Networks, 2007). 

1.2.3 Les glandes surrénales 

Les glandes surrénales sont deux petites glandes situées au-dessus des reins qui se 

composent de deux parties: une partie centrale appelée médullosurrénale et une partie 

périphérique appelée corticosurrénale. La médullosurrénale est un tissu homogène alors que 

la corticosurrénale se subdivise en trois zones cellulaires, allant de la périphérie vers la 

profondeur: la zone glomérulaire qui produit les minéralocorticoïdes dont l'aldostérone est 

le type majoritaire; la zone fasciculaire qui produit les glucocorticoïdes; la zone réticulaire 

qui produit des stéroïdes à action androgène et des oestrogènes. Enfin, la médullosurrénale 

est composée des cellules chromaffines qui produisent les cathécholamines. 
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1.2.3.1 Les récepteurs aux glucocorticoïdes GR 

Les glucocorticoïdes exercent leurs effets via leurs récepteurs intracellulaires 

exprimés dans la plupart des tissus. Les glucocorticoïdes sont des molécules liposolubles 

qui entrent dans le cerveau par la barrière hémato-encéphalique. Il existe deux types de 

récepteurs dans le cerveau et l'hypophyse: le type 1 qui est le récepteur aux 

rninéralocorticoïdes ou MR qui lie l'aldostérone et les glucocorticoïdes avec une haute 

affinité et le type II, le récepteur aux glucocorticoïdes ou GR (Grossman et al., 2003). Les 

récepteurs MR sont exprimés dans l'hippocampe et dans d'autres régions du lobe limbique 

du cerveau (Reul and de Kloet, 1985). GR a un patron d'expression plus large à l'intérieur 

du cerveau, étant particulièrement abondant dans l'hypothalamus et dans les corticotropes 

(de Kloet et al., 1998) où il est impliqué dans la rétroaction négative des glucocorticoïdes 

en conditions basales et de stress (Charmandari et al., 2005). En effet, le récepteur de type 

II est non saturé dans les conditions basales et approche la saturation en condition de stress 

alors que le récepteur MR est saturé en conditions basales (Reul et al., 1985). En absence 

de ligand, GR réside dans le cytoplasme de façon inactive et fait partie d'un complexe 

multiprotéique qui inclut la chaperone hsp90 (Bamberger et al., 1996). La liaison du ligand 

à son récepteur GR induit une dissociation du complexe et la translocation de GR au noyau 

où il pourra lier les séquences régulatrices GRE (glucocorticoid response elements) de 

gènes cibles et réguler leur expression dépendamment du contexte génomique. GR peut 

également réguler des gènes cibles indirectement via une interaction physique et directe 

avec d'autres facteurs de transcription tels que AP-l et NF-KB (Bamberger et al., 1996). 

1.2.3.2 Les effets des glucocorticoïdes 

L'action primaire des glucocorticoïdes sur le métabolisme des glucides est 

d'augmenter la production de glucose en stimulant la gluconéogenèse hépatique. 

Également, les glucocorticoïdes agissent sur le métabolisme des lipides et des protéines au 

niveau des cellules adipeuses et musculaires en stimulant la lypolyse et la protéolyse pour 

augmenter la disponibilité de substrats pour la gluconéogenèse. Les glucocorticoïdes 

exercent un puissant effet sur la régulation du système immunitaire. En effet, de fortes 

concentrations en glucocorticoïdes suppriment la majorité des réponses immunologiques et 

inflammatoires. Ils réduisent le nombre de lymphocytes, de monocytes, d'éosinophiles et de 

basophiles dans la circulation sanguine de même que leur accumulation aux sites 
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inflammatoires. Cette action suppressive des glucocorticoïdes semble être une conséquence 

de la réduction de la production de cytokines et d'autres médiateurs de la réponse 

immunologique et inflammatoire. 

1.2.4 Les modèles murios d'études de l'axe 

Les mécanismes physiologiques et moléculaires qui sont à la base du 

fonctionnement de l'axe ont été étudiés à l'aide de souris déficientes pour l'expression de 

ses gènes clés. Ces données ont permis de comprendre la fonction biologique de chacun de 

ces gènes in vivo d'un point de vue développemental et physiologique ainsi que dans le 

fonctionnement de l'axe HPA. De plus, ces modèles permettent de comprendre les 

dérèglements dus à une déficience et/ou un excès d'expression de ces gènes qui peuvent 

être associés à un état pathologique précis chez l'humain. 

1.2.4.1 La souris CRH-I-

Les souris invalidées pour le gène de la CRH issues d'un croisement de parents 

hétérozygotes sont viables et fertiles et ne présentent pas de phénotype apparent. Les études 

histologiques montrent que ces souris présentent néanmoins une atrophie de la zone 

fasciculaire de leurs corticosurrénales en plus d'une réponse altérée au stress. En effet, les 

niveaux de corticostérone sont très faibles en conditions basales et n'atteignent pas les 

niveaux retrouvés chez les souris de type sauvage en condition de stress. Les niveaux 

d'ACTH plasmatiques et de POMC hypophysaires en conditions basales ne sont pas 

affectés chez ces souris suggérant que la CRH n'est pas essentielle à la transcription du 

gène POMC (Muglia et al., 2000) de même que pour le développement des corticotropes. 

Par ailleurs, en condition de jeûne, les souris plongent rapidement en hypoglycémie et ne . 

présentent pas d'élévation en corticostérone sanguin contrairement aux souris contrôles. 

Les croisements entre souris homozygotes entraînent la mort chez les nouveaux-nés à 

l'intérieur de douze heures après la naissance. Cette mort est causée par une dysplasie 

pulmonaire caractérisée par une hypercellularité des poumons, un épaississement des septa 

alvéolaires et un manque d'espace à l'intérieur des vésicules pulmonaires. Ce phénotype, 

observé chez les nouveaux-nés, peut être renversé par supplémentation des femelles 

homozygotes gestantes avec des glucocorticoïdes pendant la gestation (Muglia et al., 1995). 

Des études précédentes ont déjà démontré la capacité des glucocorticoïdes de promouvoir 

la maturation des poumons in vivo (Ballard, 1989). 
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1.2.4.2 Les souris CRHR-/-

Il existe deux récepteurs pour la CRH, CRHR-l et CRHR-2. La CRH a une plus 

grande affinité pour le récepteur CRHR-l qui est fortement exprimé dans le cortex cérébral 

ainsi qu'à la surface des corticotropes ; l'urocortin lie le récepteur CRHR-2 avec une 

affinité quarante fois supérieure à celle de la CRH (BaIe et al., 2000) et il est très abondant 

dans les organes périphériques en plus d'être aussi exprimé plus faiblement dans le cerveau 

(Chalmers et al., 1995;Hillebrand et al., 2002). 

Les souris invalidées pour le gène CRHR-l ont aussi une atrophie de la zone 

fasciculaire de leurs corticosurrénales. Elles démontrent un faible taux de corticostérone 

plasmatique ainsi qu'une absence d'augmentation des niveaux d'ACTH et de corticostérone 

lorsqu'elles sont soumises à un stress important, caractéristique d'une déficience dans 

l'activation de leur axe HPA (Timpl et al., 1998;Smith et al., 1998) .. Cette perte de réponse 

au stress n'est pas compensée par le CRHR-2. Le croisement des souris homozygotes 

entraîne aussi la mort des nouveaux nés par arrêt respiratoire dû à une dysplasie des 

poumons, engendrée par la déficience en corticostérone (Smith et al., 1998). Par ailleurs, la 

perte du CRHR-2 n'aggrave pas le phénotype observé chez la souris invalidée pour le 

CRHR-l (Preil et al., 2001). 

Les souris invalidées pour le gène CRHR-2 démontrent une hypersensibilité au 

stress (BaIe et al., 2000). Elles démontrent également une terminaison précoce de la 

relâche d' ACTH, suggérant que ce récepteur est impliqué dans le maintien de l' activation 

de l'axe. Finalement, ces souris ont une pression sanguine élevée, suggérant que le 

récepteur a un rôle dans l'homéostasie cardiovasculaire (Coste et al., 2000). 

1.2.4.3 Les souris POMC-/-

. Les souris invalidées pour le gène POMC ont été étudiées dans deux fonds 

génétiques, 129/SvEv et C57BL/6. Ces souris souffrent d'obésité et présentent un défaut de 

pigmentation uniquement dans le fond 129/SvEv. Macroscopiquement, les glandes 

surrénales de ces souris sont quasi invisibles. Les niveaux sanguins de corticostérone et 

d'aldostérone sont sous les niveaux détectables, indiquant une nécessité des peptides 

POMC pour la fonction de la corticosurrénale. Par ailleurs, les niveaux d'épinéphrine sont 
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significativement diminués suggérant une dysfonction sévère de la médullosurrénale chez 

ces souris (Yaswen et al., 1999). Globalement, la perte de structure des glandes surrénales 

indique que les peptides dérivés de la POMC sont essentiels au développement et/ou au 

maintien des glandes. 

Morphologiquement, les surrénales des souris POMC-I- naissantes sont identiques à 

celles des souris contrôles. Toutefois, on dénote un arrêt de la prolifération des cellules de 

la glande après la naissance, causant l'atrophie des surrénales· chez l'adulte. Une 

transplantation des surrénales à partir d'un nouveau-né POMC-I- chez un nouveau-né 

surrénalectomisé résulte en des glandes pleinement fonctionnelles avec une morphologie 

normale, suggérant que les peptides dérivés de POMC sont requis pour la prolifération et le 

maintien des surrénales (Karpac et al., 2005). 

D'autre part, l'absence de la POMC entraîne une létalité partielle chez les nouveaux 

nés issus de croisement hétérozygotes et complète pour ceux provenant de croisements 

homozygotes, qui ne peut être évitée en supplémentant la mère en glucocorticoïdes. Un 

traitement de ces souris avec des injections d'ACTH ne permet pas de restaurer la sécrétion 

de corticostérone (Smart and Low, 2003). Le croisement des souris POMC-I- avec les 

souris exprimant la EGFP sous le contrôle des séquences régulatrices du gène POMC 

montrent que les neurones exprimant la POMC tout comme les cellules corticotropes et 

mélanotropes sont présents, indiquant que l'expression de la POMC n'est pas nécessaire à 

la survie des cellules qui l'expriment (Smart et al., 2003). Il est à noter que la souris 

POMC-I- représente un excellent modèle animal d'étude puisque les caractéristiques 

phénotypiques qui y sont observés se retrouvent chez les patients humains atteints d'une 

déficience en POMC, permettant des analyses thérapeutiques et génétiques. 

La restauration de l'expression de la POMC hypophysaire chez la souris POMC-I­

(POMC-I-;Tg/+) ne contribue pas à améliorer le phénotype observé chez les souris POMC-

1-. En effet, les souris déficientes en POMC hypothalamique présentent un syndrome 

métabolique d'obésité aggravé qui se caractérise par une hyperphagie, une consommation 

réduite d'oxygène, une augmentation de dépôt de graisses sous-cutanées, viscérales et 

hépatiques, de même qu'une résistance sévère à l'insuline. Ce résultat suggère que les 

peptides dérivés de la POMC hypothalamique jouent un rôle critique dans l'homéostasie 
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énergétique. Par ailleurs, le traitement en glucocorticoïdes des souris POMC-I- récapitule le 

phénotype observé chez la souris POMC-I-;Tg/+, ce qui suggère que l'action permissive 

des glucocorticoïdes combinée à la déficience en POMC hypothalamique comptent pour le 

phénotype observé (Smart et al., 2006). 

Les souris POMC-I-;Tg/+ présentent une activité excessive de l'axe HPA démontrée 

par une hypertrophie de la zone fasciculaire de la corticosurrénale accompagnée d'un taux 

basal élevé de corticostérone et d'ACTH ainsi qu'une expression élevée de la CRH dans les 

neurones du noyau paraventriculaire de l'hypothalamus. Ce phénotype a préalablement été 

observé chez les souris surexprimant la CRH (Feinmesser et al., 1992). Ces résultats 

suggèrent que les peptides dérivés de la POMC hypothalamiques sont requis pour réguler 

l'axe HP A via le contrôle de l'expression de la CRH dans les limites physiologiques (Smart 

et al., 2007). 

1.2.4.4 La souris GR-I-

Les souris invalidées pour le récepteur des glucocorticoïdes (Gross man et al., 2003) 

meurent en quelques heures après la naissance par insuffisance respiratoire due à un défaut 

développement al des poumons au jour eI5.5. Cette observation est en concordance avec le 

fait que les glucocorticoïdes sont importants pour le développement embryonnaire des 

poumons (Brody and Williams, 1992). Ces souris présentent des défauts métaboliques, 

notamment au niveau de l'induction des gènes codant pour les enzymes essentielles de la 

gluconéogenèse hépatique. La régulation de l'axe HP A de ces souris est sérieusement 

perturbée due au manque de rétroaction négative par les glucocorticoïdes, résultant en des 

niveaux plasmatiques très élévés en ACTH. Ces souris présentent des glandes surrénales 

dont le cortex est hypertrophié et dépourvues des cellules chromaffines adrénergiques, ce 

qui entraîne de haut niveau de corticostérone et un défaut de synthèse d'adrénaline (Cole et 

al., 1995). 

1.3 La pro-opiomélanocortine 

L'expression de cette pro-hormone joue un rôle crucial dans le bon fonctionnement 

de l'axe HP A. Par ailleurs, on lui associe de multiples autres fonctions via ses dérivés 

peptidiques qui sont exprimés dans des tissus autres que l'hypophyse et qui contribuent à 
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des fonctions distinctes. La pro-opiomélanocortine est exprimé principalement dans 

l'hypophyse, précisément dans les corticotropes et mélanotropes du lobe antérieur et 

intermédiaire, respectivement (Krieger et al., 1980), et dans les neurones du noyau arqué et 

de la région paraventriculaire de l'hypothalamus (Gee et al., 1983). Des peptides dérivés de 

la POMC sont également retrouvés dans des tissus extracraniens incluant la peau, les 

testicules, les ovaires, le placenta, les cellules lymphoïdes et les surrénales (Drouin et al., 

1989a). 

1.3.1 La structure du gène POMe 

Chez les mammifères, le gène POMC est présent en une seule copie par génome 

haploïde incluant le bovin, l'homme, le rat, la souris et le cochon (Drouin et al., 1989a). Le 

génome de la souris contient également un pseudogène qui n'est pas exprimé (Uhler et al., 

1983). Dans le génome de la souris, le gène POMC est localisé sur le chromosome 12. li 

contient trois exons séparés par deux introns. Le premier exon correspond à la partie 5' 

non-traduite de l'ARNm (5' -UTR). Le second exon contient la suite du 5' -UTR suivi du 

site d'initiation de la traduction, de la séquence du peptide signal, nécessaire pour la 

translocation du peptide naissant dans le réticulum endoplasmique rugueux, et enfin les 

premiers acides aminés du fragment peptidique N-terrninal (NT). Le dernier exon encode la 

portion C-terminale du fragment NT, le peptide de jonction (JP), les séquences codantes 

pour l'ACTH et la ~-lipotropine (LPH), le codon de terminaison et la portion 3' non­

traduite (3' -UTR) (Chang et al., 1980;Autelitano et al., 1989;Bertagna, 1994). L'ARNm du 

gène POMC retrouvé dans l'hypophyse et le cerveau a une taille de 1100 nucléotides alors 

que les transcrits provenant des tissus extracrâniens sont plutôt hétérogènes en taille. Cette 

hétérogénéité peut résulter d'épissage alternatif, de variation dans la longueur de la queue 

poly-A ou l'utilisation de sites alternatifs d'initiation de la transcription (DeBold et al., 

1988;Autelitano et al., 1989;Chang et al., 1989;Clark et al., 1989). 

Trois promoteurs Pl, P2 et P3 ont été identifiés en amont du gène POMC, donnant 

naissance à des transcrits d'ARNm de 1100, 800 et 1350 nucléotides respectivement. Le 

promoteur hypophysaire Pl dont il sera question plus loin dans le texte est situé à la 

jonction du premier ex on et génère le transcrit de 1100 nucléotides contenant les 3 exons 

après épissage des introns. Le promoteur P2, caractérisé chez l'humain et le rat, est localisé 

en position 3' de l'intron 2 (White et al., 1990), générant un transcrit de 800-900 
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nucléotides qui débute en position 5' de l' exon 3 (Jingami et al., 1984;Jeannotte et al., 

1987). Ce court transcrit est retrouvé dans les tissus extra crâniens et encode pour une 

protéine sans peptide signal dont le rôle physiologique est inconnu. Enfin, le promoteur P3 

qui produit un grand transcrit de 1350 nucléotides, se situe en amont du promoteur 

hypophysaire Pl et génère le même peptide que ce dernier. Ce promoteur a été identifié 

comme étant actif dans les cellules de tumeurs extra hypophysaires sécrétant de l' AC TH 

(de et al., 1985). 

Pe tlde S I nal POMC 

POMC 

AC TH p-LPH 

a.-MSH CLIP 

PC1 

Hypothalamus et 
mitlanotropes 

Figure 1.3: Clivage de la PO MC dans l'hypophyse et l'hypothalamus_ 
L'expression de PCI dans les corticotropes génère un fragment N-terminal, le 
peptide JP, l' AC TH et la ~-lipotropine (~-LPH). Dans l'hypothalamus et les 
mélanotropes, le clivage par PC2 produit l'a-MSH et CLIP (à partir de l'ACTH), 
la ~-MSH et la ~-endorphine (à partir de la ~-LPH) et la y-MSH (à partir du 
fragment N-terminal). 

1.3.2 La POMC et ses dérivés 

L'ARNm PO MC de 1100 nucléotides code pour un polypeptide de 30 kDa qui 

représente le précurseur de l'ACTH, les endorphines, les mélanotropines MSH et les 

lipotropines LPH (Figure 1.3, page 16). Ces peptides sont générés via des étapes de 

maturation successives et des modifications post -traductionnelles qui sont cellules 

spécifiques. Dans l'hypophyse, la maturation biosynthétique de la pro-hormone PO MC 

débute avec les clivages spécifiques après les paires de résidus basiques lysine-arginine ou 

arginine-arginine par les convertases PC 1 et PC2. Dans les cellules corticotropes du lobe 

antérieur de l'hypophyse, le précurseur peptidique POMC est clivé par PC1 pour générer le 

fragment NT, le peptide JP, l'ACTH, et la ~-LPH. Dans le lobe intermédiaire de 

l'hypophyse, il y a coex pression des convertases PCI et PC2, en plus de la 
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carboxypeptidase E et des enzymes d'amidation et d'acétylation qui induisent des 

digestions supplémentaires permettant d'obtenir la y-MSH à partir du fragment NT, l'a­

MSH et CLIP «corticotropin-like intermediate lobe peptide» provenant de l'ACTH et 

enfin la ~-MSH et la ~-endorphine qui dérive de la ~-LPH (Castro and Morrison, 1997). 

1.3.3 Les récepteurs des mélanocortines 

Les peptides agissent sur les tissus cibles via des récepteurs spécifiques couplés aux 

protéines à sept passages transmembranaires. Jusqu'à présent, cinq récepteurs ont été 

décrits. Le récepteur MCIR a comme principal ligand l'a-MSH et est exprimé dans les 

mélanocytes, les macrophages, les adipocytes, les kératinocytes et les fibroblastes. 

L'ACTH agit via le récepteur MC2R qui est exprimé dans les glandes surrénales et à la 

surface des adipocytes. MC3R est exprimé dans les neurones arqués de l'hypothalamus, le 

placenta, le duodénum, le pancréas et l'estomac. Ses principaux ligands sont l'a-, ~- et y­

MSH. L'a- et la ~-MSH sont les principaux ligands du MC4R qui est exprimé dans le 

cerveau, les muscles et la moelle épinière. Enfin, MC5R est principalement exprimé dans 

les glandes sébacées et dans le cerveau et a comme principal ligand l'a-MSH (Millington, 

2006). 

1.3.4 La POMC hypophysaire 

Les cellules corticotropes du lobe antérieur de l'hypophyse synthétisent et sécrètent 

l'ACTH, produite à partir du précurseur peptidique POMe. L'ACTH circulant agit sur les 

corticosurrénales via son récepteur membranaire MC2R pour stimuler la stéroïdogenèse. Ce 

récepteur est principalement exprimé dans les corticosurrénales et médie les effets de 

l'ACTH sur la synthèse et la relâche des glucocorticoïdes dans la circulation sanguine. Des 

patients avec une déficience familiale en glucocorticoïdes ont été associés avec des 

mutations dans le gène MC2R (Weber et al., 1995). 

1.3.5 La PO MC hypothalamique et l'homéostasie énergétique 

L'expression du gène POMC dans le cerveau est localisée dans une sous-population 

de neurones du noyau arqué de l'hypothalamus ainsi que dans le noyau du tractus solitaire. 

Les bases fonctionnelles du rôle de la POMC dans le contrôle de l'appétit et de 

l'homéostasie énergétique sont largement dues aux interactions entre les peptides dérivés 
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de la POMC dans le cerveau, dont le principal est l'a-MSH, et les récepteurs 

neuroendocriniens spécifiques MC3R et MC4R. En effet, des mutations ont été retrouvées 

dans le gène de la POMC chez des patients humains atteints d'obésité sévère, un phénotype 

que l'on retrouve chez les modèles murins de déficience en POMC (Yaswen et al., 1999). 

Dans le même ordre d'idées, des mutations du gène MC4R ont été retrouvées chez 

l'humain et la souris et associées au phénotype sévère d'obésité (Vaisse et al., 1998;Cone, 

1999). Le rôle de ce récepteur se situe au niveau du contrôle de la prise alimentaire et du 

métabolisme. Ces observations concordent avec le phénotype des souris homozygotes 

invalidées pour les récepteurs MC3R ou MC4R qui sont obèses (Huszar et al., 1997;Butler 

et al., 2000). 

1.3.6 Rôles cutanés des produits de la POMC 

Un des rôles bien documentés des peptides POMC est la stimulation de la 

mélanogenèse. Le ratio de la phéomélanine (pigments jaune et rouge) et d'eumélanine 

(pigments brun et noir) détermine la couleur de la peau et des poils chez les mammifères et 

il est modulé notamment par l'a-MSH. L'a-MSH provient du lobe intermédiaire de 

l'hypophyse chez les mammifères ayant un lobe intermédiaire au stade adulte alors que 

chez l'humain, ce peptide est produit localement par les cellules de la peau. Ce peptide 

stimule la mélanogenèse via son récepteur MCIR présent à la surface des cellules de la 

peau. Des mutations de perte ou de gain de fonctions de ce récepteur altèrent la 

pigmentation chez plusieurs espèces de mammifères. Les humains ayant des variants du 

gène MeiR ont souvent les cheveux roux et la peau très pâle (Cone et al., 1996;Harding et 

al., 2000). Par ailleurs, de nombreuses études cliniques ont démontré que les syndromes 

entraînant une production excessive des autres peptides dérivant de la POMC tel que 

retrouvée chez les patients humains atteints de la maladie d'Addison ou du syndrome de 

Nelson cause une hyperpigmentation et une atrophie de la peau. L'a-MSH a également un 

rôle suppresseur sur le système immunitaire en inhibant la production ou l'action des 

facteurs pro-inflammatoires et en stimulant la production des molécules au potentiel 

immunosupresseur via une interaction avec le récepteur MCIR présent à la surface de 

plusieurs cellules telles les neutrophiles, les monocytes, les macrophages et les cellules 

endothéliales (Slominski et al., 2000). Enfin, les mélanocortines de la peau stimulent la 

production de lipides par les glandes sébacées via le récepteur MC5R (Chen et al., 1997b). 
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1.4 Régulation transcriptionnelle basale et histo-spécifique du gène 

POMC 

L'étude des mécanismes transcriptionnels du gène de la POMC s'est avérée être une 

avenue intéressante pour la compréhension du développement hypophysaire. En effet, 

l'étude du promoteur a permis d'une part d'identifier les éléments régulateurs essentiels 

pour la spécificité d'expression et d'autre part de cloner les facteurs responsables de 

l'activité du promoteur et participant au processus de différenciation hypophysaire. 

1.4.1 Le promoteur du gène POMC 

Les 706 paires de bases en amont du gène du POMC de rat ont été montrées comme 

étant suffisantes pour l'expression hypophysaire chez les souris transgéniques (Tremblay et 

al., 1988). En utilisant les cellules AtT -20, modèle de cellules corticotropes, les séquences 

minimales du gène POMC conférant l'histospécificité hypophysaire ont été délimitées. Ce 

promoteur comprend la région -480 à +63, la partie -34 à +63 représentant le promoteur 

minimal (Jeannotte et al., 1987). La spécificité hypophysaire de ce promoteur a été 

confirmée in vivo à l'aide de souris transgéniques, par une forte pénétrance du transgène 

dans les corticotropes et les mélanotropes (Hammer et al., 1990). Cependant, le promoteur -

480/+63 n'est pas actif dans les neurones de l'hypothalamus. L'expression de la POMC 

hypothalamique requiert deux séquences distales conservées nommées «enhancers» 

localisées de 10 à 12 kb en amont du site d'initiation de la transcription (de Souza et al., 

2005). 

1.4.2 Régulation de la transcription de base 

Le promoteur a été subdivisé en quatre domaines, soient distal (-480/-323), central 

(-323/-166), proximal (-166/-34) et minimal (-34/+63) (Jeannotte et al., 1987) (Figure 1.4, 

page 20). L'activité transcriptionnelle du promoteur dépend principalement des domaines 

distal et central. Des études exhaustives du promoteur ont permis de disséquer les éléments 

essentiels pour l'activité et 1 'histospécificité transcriptionnelle du gène dans les cellules 

AtT-20 (Therrien and Drouin, 1991;Kraus et al., 1993;Liu et al., 1995). De façon à mettre 

en évidence la présence d'éléments régulateurs de la transcription au sein de ces domaines, 

des études de «footprinting» et des analyses fonctionnelles par mutagenèse ont été 

réalisées (Therrien and Drouin, 1991). Un fait étonnant est la mise en évidence d'une 
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dizaine d'éléments régulateurs qui contribuent collectivement à l'activité du promoteur -

480/+63 et dont la contribution relative semble être quantitativement similaire (Therrien 

and Drouin, 1991 ;Therrien and Drouin, 1993). En effet, ces études ont démontré que la 

mutation individuelle de ces éléments régulateurs diminue significativement l'activité du 

promoteur sans toutefois l'éliminer. Ces données suggèrent que les interactions protéine: 

protéine entre les facteurs de transcription présents au promoteur du gène POMC sont 

essentielles à l'activation transcriptionnelle. Plusieurs protéines liant les nombreux sites 

caractérisés dans le promoteur ont été identifiées telles COUP-TF, Sp 1, AP-2-like, AP-l, 

PO-B, le facteur PP1, Brn3.0 et E2Fl (Drouin et al., 1989b;Riegel et al., 1990;Bishop et 

al., 1990;Therrien and Drouin, 1991 ;Boutillier et al., 1991 ;Liu et al., 1992;Gerrero et al., 

1993;Liu et al., 1995;Picon et al., 1999). La majorité de ces facteurs ont un patron 

d'expression ubiquitaire, ce qui suggère que leur rôle se situe dans la régulation de la 

transcription basale du promoteur. 
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Figure 1.4: Représentation schématique du promoteur du gène POMC et des 
facteurs contribuant à la transcription basale et histospécifique. La spécificité 
d'expression du gène POMC requiert les facteurs NeuroDl, Pitx1 et Tpit. 

1.4.3 Régulation histospécifique 

Une analyse détaillée des domaines distal et central a révélé que la spécificité 

cellulaire et la synergie transcriptionnelle reposent principalement sur un seul élément 

présent dans chaque domaine (Therrien and Drouin, 1993;Lamonerie et al., 1996). li s'agit 

du DE-2 (-414/-387) dans le domaine distal du promoteur qui contient le motif CANNTG, 

caractéristique d'une boîte E. Cette boîte E n'est active que dans les cellules AtT-20, un 

modèle de cellule corticotropes exprimant la POMe. La recherche des facteurs bHLH qui 
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lient cet élément a montré qu'ils ont une distribution cellulaire restreinte et ce complexe 

HLH putatif a été nommé CUTE (corticotroph upstream transcription element). L'étude de 

ce complexe a révélé qu'il contient entre autres le facteur bHLH neurogénique NeuroD1 

(Poulin et al., 1997). L'élément régulateur clef du domaine central s'est avéré être le CE-3 

qui en combinaison avec le DE-2, permet de reconstituer la synergie transcriptionnelle 

corticotrope spécifique. L'utilisation du CE-3 comme sonde a permis d'identifier les 

protéines pouvant lier cette sonde. C'est ainsi que Pitx1 a été cloné (Lamonerie et al., 

1996). Enfin, Tpit a été cloné en tant que partenaire de Pitx l sur le CE-3 (Lamolet et al., 

2001). 

1.4.3.1 Le facteur bHLH NeuroDI 

NeuroD 1 est un facteur de transcription de type bHLH classe B qui est exprimé 

dans le pancréas pour le contrôle de l 'histo-spécificité transcriptionnelle du gène de 

l'insuline (Naya et al., 1995), dans les cellules endocrines de l'intestin où il régule 

l'expression du gène de la sécrétine (Mutoh et al., 1997), dans diverses régions du système 

nerveux où il est impliqué dans la différenciation neuronale tardive (Lee et al., 1995a) et 

dans différentes lignées adénohypophysaires dont les cellules corticotropes (Poulin et al., 

1997). Les facteurs bHLH contiennent des domaines structuraux propres: un domaine riche 

en acides aminés basiques qui est requis pour la reconnaissance du site d'ADN et d'un 

domaine de type HLH conservé qui représente une interface de dimérisation. Les membres 

de cette famille se subdivisent en trois classes, A, B et C. Les facteurs ubiquitaires 

constituent la classe A. Les facteurs de la classe B ont un patron d'expression histo­

spécifique. Les membres de la classe A lient l'ADN en homodimère ou en hétérodimère 

avec les membres de la classe B alors que les membres de la classe B n'hétérodimérisent 

qu'avec les membres de la classe A (Lassar et al., 1991). Enfin, les facteurs de la classe C 

ont un domaine leucine zipper en position C-terminale relativement au domaine HLH 

(Hamamori et al., 1997). 

Précédemment, il a été montré que la transcription corticotrope spécifique du gène 

POMC était dépendante de l'action du bHLH cellule spécifique NeuroD1 en association 

avec des bHLHs ubiquitaires. Des études de retardement sur gel ont montré que ces 

protéines étaient incluses dans le complexe appelé CUTE. NeuroD 1 hétérodimérise avec les 

facteurs bHLHs ubiquitaires de classe A, tels que E12 et E47, pour lier la boîte ENeuro 
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présente dans le domaine distal du promoteur du gène POMC et amSI activer la 

transcription en interagissant directement avec les co-activateurs pRb et pl 07 (Poulin et al., 

1997;Poulin et al., 2000;Batsche et al., 2005b). NeuroD1 n'est pas requis pour l'activation 

transcriptionnelle du gène POMC puisqu'une substitution de la boîte ENeuro en boîte 

Eubiquitaire n'affecte pas l'activité du promoteur. Le rôle de NeuroD1 dans la spécificité 

cellulaire se situe au niveau de la reconnaissance de la boîte ENeuro dans le domaine distal 

du promoteur (Poulin et al., 2000). TI se lie au site GCAGATGG dont la séquence 

consensus est CANNTG. L'expression hypophysaire de NeuroD1 débute au jour e12 et 

diminue vers e16. La souris NeuroD1-/- présente un retard de différenciation des cellules 

corticotropes d'environ trois jours, suggérant que NeuroD1 contribue de façon transitoire à 

la différenciation des corticotropes (Lamolet et al., 2004). 

1.4.3.2 Le facteur à homéodomaine Pitxl 

La séquence de son homéodomaine identifie Pitx 1 comme faisant partie de la 

grande classe paired des gènes à homéoboîte, de la sous-classe bicoide. Pitx 1 avec Pitx2 et 

Pitx3 forment la sous-famille Pitx (Duboule, 1994). Pitx2 et Pitx3 partagent une grande 

identité de séquence avec Pitx 1 au niveau de leur homéodomaine, soit 95 et 93 % 

respectivement. Au cours du développement, Pitx1 est exprimé au niveau du stomodaeum, 

l'ectoderme précoce, et dans tous ses dérivés dont la poche de Rathke (Lanctot et al., 

1997). Il en découle une expression dans toutes les lignées hypophysaires (Lamonerie et al., 

1996). Pitx2 est également exprimé dans l'hypophyse mais possiblement absent des 

cellules corticotropes (Tremblay et al., 1998) et pourrait ainsi participer à des fonctions 

redondantes dans l'hypophyse. En effet, l'inactivation de Pitx1 chez la souris cause un 

retard dans l'expansion des lignées gonadotropes et thyréotropes en plus d'une 

augmentation des cellules corticotropes mais n'affecte en rien l'organogenèse (Szeto et al., 

1999). Cependant, l'inactivation des gènes Pitx1 et Pitx2 entraîne un défaut d'expansion de 

la poche de Rathke suggérant que l'organogenèse hypophysaire dépend de la redondance 

fonctionnelle de ces facteurs (Suh et al., 2002). Pitxl est impliqué dans l'activation 

transcriptionnelle de nombreux gènes hypophysaires via des interactions protéine:protéine. 

Entre autres, Pitx 1 peut interagir avec le facteur de transcription SF-1 dans la lignée 

gonadotrope et activer le promoteur du gène qui encode la sous-unité ~ de la LH. De la 

même façon, il peut interagir avec le facteur Pit -1 pour activer le gène de la prolactine. 

(Tremblay et al., 1998;Szeto et al., 1999;Tremblay et al., 1999;Tremblay and Drouin, 
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1 999;Tremblay et al., 2000). 

Pitx1 a été cloné suite à l'analyse de l'élément régulateur du domaine central 

responsable de la spécificité cellulaire transcriptionnelle (Lamonerie et al., 1996). TI lie le 

promoteur en monomère via le site TAAGCC du CE-3 et active la transcription du gène 

POMe. Dans le contexte du promoteur -480/+63, la synergie observée entre les domaines 

central et distal, résulte d'une interaction directe entre Pitx1 et un hétérodimère de facteurs 

de transcription de type bHLH (basic helix loop helix) contenant NeuroD1 (Poulin et al., 

2000). Cette protéine joue donc un rôle central au promoteur dans la spécificité 

d'expression du gène POMC via ses interactions protéine:protéine avec les facteurs de 

transcription du domaine distal plutôt que par son patron d'expression. 

Le contrôle de la différenciation des différentes lignées hypophysaires dépend de 

facteurs de transcription restreints aux lignées hypophysaires et ces mêmes facteurs jouent 

aussi un rôle dans la transcription des gènes qui encodent les hormones spécifiques de ces 

lignées (Mullis, 2001). Les facteurs Pitx1 et NeuroD1 ne permettent pas, à eux seuls, de 

fournir une explication moléculaire quant à la différenciation de la lignée corticotrope. En 

effet, l'élément CE-3 confère une grande stringence en terme d'activité histo-spécifique 

mais le patron d'expression de Pitx1 ne permet pas d'expliquer l'expression corticotrope 

spécifique de la POMe. 

1.4.3.3 Le facteur à boîte T Tpit 

L'analyse de la séquence de l'élément CE-3 a révélé la présence du motif 

TCACACCA, un demi-site pour un facteur de transcription à boîte T. Par une technique de 

polymérisation en chaîne avec des oligonucléotides dégénérés encadrant le domaine de 

liaison à l'ADN du facteur putatif à boîte T, Lamolet et coll. ont pu cloner Tpit, un facteur 

de transcription strictement restreint aux lignées hypophysaires exprimant la POMe. Ainsi, 

Pitx1 active la transcription du gène POMC en synergie avec le facteur de transcription à 

boîte T Tpit via une interaction protéine:protéine directe (Lamolet et al., 2001). Le site de 

Tpit est distant de 6 paires de bases du site de Pitx 1. Tpit est exclusivement exprimé dans 

les cellules hypophysaires exprimant la POMC, c'est-à-dire les corticotropes et 

mélanotropes. Son expression, précédant celle de la POMC, débute au jour e12.5 dans les 

corticotropes et au jour e15.5 dans les mélanotropes et est maintenue chez l'adulte. Le rôle 



24 

de Tpit dans la différenciation des cellules POMC hypophysaires a été validé par une 

expérience de transgenèse de gain de fonction. L'expression de Tpit a été ciblée dans les 

cellules de la pointe rostrale de l'hypophyse contenant des cellules non différenciées 

(Nemeskeri et al., 1988) qui expriment Pitx1, sous le contrôle du promoteur de l'a-GSU. 

L'expression ectopique de Tpit dans cette structure est suffisante pour induire l'expression 

du gène POMC mais insuffisante pour induire les facteurs corticotropes tel NeuroD1 

(Lamolet et al., 2001). L'inactivation génique du gène TPIT chez la souris résulte en un 

défaut de différenciation terminale des corticotropes et des mélanotropes; le nombre de 

cellules hypophysaires exprimant la POMC est considérablement réduit mais leur 

détermination n'est pas affectée. Par ailleurs, il en découle une présence ectopique de 

cellules gonadotropes dans le lobe intermédiare. Ce résultat suggère un rôle pour Tpit de 

répresseur du programme de différenciation gonadotrope. La mécanistique de ce rôle 

implique une capacité de Tpit de trans-réprimer l'activité du marqueur gonadotrope SF-1 

(Pulichino et al., 2003b). L'absence de Tpit chez ces souris entraîne également une 

déficience hormonale en ACTH associée à une déficience en glucocorticoïdes (Pulichino et 

al., 2003a). Des patients humains ayant des mutations dans le gène TPIT souffrent des 

mêmes déficiences hormonales retrouvées chez la souris Tpit-/- qui incluent des taux 

plasmatiques faibles en ACTH et cortisol et un état hypoglycémique. 

1.5 Régulation transcriptionnelle hormonale du gène POMC 

Dans une hypophyse adulte, la régulation de l'expression du gène POMC est 

soumise à un contrôle hormonal précis qui assure une réponse adéquate au stress. Cette 

régulation endocrine dépend d'un équilibre entre les signaux activateurs déclenchés par la 

CRH qui permet une activation de la transcription du gène POMC et l'effet inhibiteur induit 

par les glucocorticoïdes qui, par leurs récepteurs GR, répriment la transcription et exercent 

un rétro-contrôle négatif sur l'axe HP A. Cette section portera premièrement sur les acteurs 

impliqués dans cette régulation hormonale et leurs fonctions biologiques. Ceux-ci incluent 

les récepteurs nucléaires dont GR et les membres de la sous-famille Nur et les co­

activateurs transcriptionnels des familles SRC/p160 et TIFI. La suite de cette section se 

penche NGFI-B/Nur77 nécanismes moléculaires responsables de cette régulation 

transcriptionnelle hormonale. 



Figure 1.5 : Structure générale des récepteurs nucléaires et des membres de la 
sous-famille NGFI-B. A) Les récepteurs nucléaires contiennent plusieurs domaines 
fonctionnels dont l' AFl, le domaine de liaison à J'ADN (DBD), une région 
charnière, le domaine de liaison au ligand (LBD) et l'AF2. B) Alignement de 
séquence en acides aminés et identité de séquence entre les membres de la sous­
famille NGFI-B. 

1.5.1 Les récepteurs nucléaires 

Les hormones stéroïdiennes, thyroïdiennes, les rétinoïdes, la vitamine D, les 

prostaglandines et les acides biliaires ont des rôles importants dans la régulation d'une 

variété d'événements développementaux et de fonctions physiologiques tels que 

l'homéostasie, l'organogenèse, le développement et la reproduction. Ces rôles sont 

accomplis par leur récepteur nucléaire respectif. 

1.5.1.1 Structure générale 

Les récepteurs nucléaires sont composés de quatre domaines fonctionnels: le 

domaine modulateur (domaine NB), le domaine de liaison à l'ADN (DBD), une région 

charnière et le domaine de liaison du ligand (LBD) (Figure 1.5 A, page 25). Le domaine 

NB contient un domaine d'activation transcriptionnelle appelé AF-J qui est ligand 

indépendant. Ce domaine possède une activité qui est dépendante du contexte cellulaire et 

du promoteur (Tora et al., 1988;Berry et al., 1990). Le LBD est un domaine 

multifonctionnel qui permet la liaison du ligand, la dimérisation, J'interaction avec les 

protéines de type chaperone, la localisation nucléaire et les fonctions transactivatrices. La 
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transactivation ligand dépendante nécessite la présence d'un motif hautement conservé, 

l'AF-2, et implique le recrutement de co-activateurs. 

1.5.1.2 Mécansimes d'action généraux 

Les récepteurs nucléaires lient l'ADN sous forme de monomère, homodimère et 

hétérodimère (Glass, 1994). Les sites de liaisons pour les récepteurs nucléaires sont connus 

sous le nom d'élément de réponse hormonale (RRE). La disposition de telles séquences 

pour l'interaction d'un dimère peut se configurer en palindrome, en palindrome inversé ou 

en répétition directe. D'une part, les récepteurs stéroïdiens incluant les récepteurs aux 

oestrogènes ERa et ER~, les récepteurs de la progestérone PR-A et PR-B, le récepteur de 

l'androgène AR, le récepteurs aux glucocorticoïdes et minéralocorticoïdes GR et MR 

respectivement forment des homodimères suite à la liaison de leur ligand respectif et lient 

leur RRE. D'autre part, il y a les récepteurs qui forment des hétérodimères avec le 

récepteur RXR, tels que le récepteur à l'hormone thyroïdienne TR, le récepteur de l'acide 

rétinoïque RAR et le récepteur à la vitamine D VDR (Mangelsdorf and Evans, 1995). 

L'activité des récepteurs nucléaires peut être contrôlée par différents mécanismes 

généraux: 1) la liaison d'un ligand liposoluble par le récepteur ou son partenaire au sein 

d'un complexe d'hétérodimère; 2) des modifications covalentes . telle que la 

phosphorylation régulées par des voies de signalisation activées par des signaux 

extracellulaires; 3) des interactions protéine:protéine généralement avec d'autres facteurs 

de transcription. Ces mécanismes peuvent fonctionner individuellement ou de concert pour 

répondre à un stimulus spécifique. Le modèle décrivant le mode d'action d'un récepteur 

nucléaire propose que le récepteur soit localisé au cytoplasme dans un état inactif et 

interagissant avec des protéines chaperoniques de type « heat shock » qui, suite à la liaison 

de son ligand, transloque au noyau et permet de réguler ses gènes cibles (Pratt and Toft, 

19?7). Cependant, la plupart des récepteurs stéroïdiens sont présents de façon constitutive 

au noyau. Ces récepteurs peuvent former des complexes avec des protéines accessoires de 

types chaperones, incluant les hsp70 et hsp90, ceci limitant leur accès à l'ADN pour la 

régulation transcriptionnelle (Chambraud et al., 1990;Landel et al., 1994). lis peuvent 

également être liés à l'ADN en absence de ligand et agir comme des répresseurs 

transcriptionnels via le recrutement de corépresseurs. La liaison de leur ligand induit une 

dissociation du complexe répresseur, permettant au récepteur d'interagir avec des co-
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activateurs pour activer la transcription. Enfin, un récepteur nucléaire stéroïdien, tel que 

démontré dans le cas de ER, peut recruter des corépresseurs ligand-dépendants comme 

LCoR et RIP140 afin d'initier la répression transcriptionnelle via le recrutement subséquent 

de protéines aux fonctions répressives (White et al., 2004). 

1.5.2 Les co-régulateurs transcriptionnels 

La biologie des récepteurs nucléaires repose entre autres sur les protéines (i.e. co­

activateurs ou co-répresseurs) qui interagissent avec eux pour moduler leur activité 

transcriptionnelle. Les dix dernières années ont permis l'élucidation d'un grand nombre de 

complexes de co-activateurs et de co-répresseurs qui ont été identifiés biochimiquement et 

fonctionnellement (McKenna et al., 1999;Glass and Rosenfeld, 2000). Ces études ont aussi 

révélé que ces protéines co-régulatrices sont des composants de complexes multiprotéiques 

qui possèdent une grande diversité en terme d'activités enzymatiques qui contribuent à la 

transcription. Ces activités enzymatiques agissent à plusieurs niveaux: modification et 

remodelage de la chromatine, initiation de la transcription, élongation des chaînes d'ARN, 

épissage de l'ARN (Monsalve et al., 2000), traduction de l'ARNm (Yu et al., 2007) et 

terminaison de la réponse transcriptionnelle. Parmi ces activités enzymatiques, citons entre 

autres l'activité d' acétylation et de désacétylation des histones et d'autres protéines 

présentes au promoteur (McKenna et al., 1999), la méthylation et la déméthylation des 

histones, la phosphorylation et la déphosphorylation, l'activité des poly(ADP)ribosylases, 

l'addition d'ubiquitines et de SUMO et enfin l'activité de remodelage de la chromatine 

ATP dépendant (Rosenfeld et al., 2006). Enfin, certains co-activateurs tels que le complexe 

médiateur TRAP peuvent agir comme adaptateurs entre les facteurs de transcription et la 

machinerie transcriptionnelle de base (lto and Roeder, 2001). Les interactions entre co­

régulateurs et facteurs de transcription peuvent être contrôlées à plusieurs niveaux incluant 

l'expression du co-régulateur, les modifications post -traductionnelles des co-régulateurs et 

de leurs cibles d'interaction, et par la liaison du ligand dans le cas des récepteurs nucléaires. 

De nombreuses études ont été réalisées pour élucider les mécanismes d'activation de la 

transcription par les co-activateurs à l'étape de l'initiation. Pendant l'initiation, la structure 

de la chromatine du locus du gène cible subit des altérations sous l'action de différents co­

activateurs par leur activité histone acétyltransférase et méthyltransférase et par les 

complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendants. Ces co-activateurs aux 

propriétés enzymatiques distinctes sont recrutés séquentiellement selon un ordre bien précis 
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et de façon combinatoire. Ils réorganisent la chromatine, modifient et recrutent la 

machinerie transcriptionnelle de base (Wu, 1997;Shang et al., 2000;Metivier et al., 2003). 

1.5.2.1 La famille SRC/pI60 

La famille SRC/p160 représente la famille de co-régulateurs de la transcription qui a 

été le plus étudiée et caractérisée au cours des dernières années. Trois membres 

homologues de la famille SRC/p160 ont été identifiés chez les humains et les rongeurs. 

SRC-l a été cloné via sa capacité d'interagir avec les récepteur nucléaires PR, ER ou TR 

liés à leur ligand (Onate et al., 1995;Takeshita et al., 1996). SRC-2 a été cloné via son 

interaction avec le LBD de GR et ER (Hong et al., 1996;Voegel et al., 1996). SRC-3 a été 

identifié dans une région chromosomique amplifiée d'une lignée cellulaire cancéreuse 

humaine (Anzick et al., 1997). Les trois protéines ont une taille d'environ 160 kDa; ils 

partagent une similarité de séquence d'environ 50 % et une identité de 43-48 % (Xu and Li, 

2003). La région centrale, conservée entre les membres de la famille, contient trois motifs 

conservés LXXLL qui sont requis poùr l'interaction ligand dépendante avec les récepteurs 

nucléaires (Heery et al., 1997;Voegel et al., 1998). Ces protéines contiennent deux 

domaines d'activation intrinsèques, AD1 et AD2. AD1 est responsable de l'interaction avec 

les facteurs CBP et p300 (Onate et al., 1998); AD2 permet l'interaction avec deux histones 

méthyltransférases, CARM1 et PRMT1 (Koh et al., 2001). Enfin, le domaine C-terrnÎnal de 

SRC-1 et SRC-3 contient une activité histone acétyltransférase (Spencer et al., 1997;Chen 

et al., 1997a). Les SRCs semblent jouer un rôle majeur dans le remodelage de la 

chromatine et l'assemblage des facteurs généraux de transcription via des recrutements 

direct et indirect d'autres co-activateurs (Rosenfeld and Glass, 2001). 

1.5.2.1.1 Rôles biologiques 

Plusieurs phénotypes majeurs ont été observés chez les souris invalidées pour les 

membres de la famille SRC, dont des dérèglements dans la physiologie de l'axe HPA. Les 

souris SRC-1-/- démontrent une résistance partielle aux hormones stéroïdiennes et 

thyroïdiennes (Xu et al., 1998;Weiss et al., 1999). L'axe HPA de ces souris est perturbé au 

niveau du rétro-contrôle négatif par les glucocorticoïdes. En effet, en condition de stress, la 

déficience en SRC-l entraîne une augmentation significative des niveaux de corticostérone 

sans affecter le niveau sanguin d'ACTH. Cette perte du rétro-contrôle négatif est également 

démontrée par l'incapacité des glucocorticoïdes de réprimer les niveaux de transcripts 
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hypophysaires du gène POMC lors d'un test réponse à la dexaméthasone (Winnay et al., 

2006). Les souris SRC2-/- sont hypofertiles. Les mâles ont des défauts de spermatogenèse 

et une dégénération des testicules; les femelles ont un placenta hypoplasique. De plus, le 

métabolisme lipidique de ces souris est perturbé. En effet, la perte du gène SRC-2 entraîne 

chez ces souris une capacité de se protéger contre l'obésité: ces souris ont une lipolyse 

accélérée des graisses blanches et une dépense énergétique supérieure des graisses brunes, 

une sensibilité accrue à l'insuline et une faible capacité d'accumuler les graisses (Picard et 

al., 2002;Gehin et al., 2002). L'axe HPA des souris SRC-2-/- est hyperactivé, démontré par 

une expression élevée des composants régulateurs de l'axe tels la CRH, l'AVP et l'ACTH 

en condition basale. Ces souris ont des niveaux faibles de glucocorticoïdes plasmatiques et 

présentent un défaut de réponse précoce de sécrétion de corticostérone lorsque soumises à 

un stress. Ce problème est associé à des aberrations de structure et fonction des surrénales, 

particulièrement de la zone fasciculaire et des enzymes clefs de la stéroïdogenèse (Patchev 

et al., 2007). Les souris invalidées pour le gène SRC-3 démontrent un retard de croissance 

général. Les femelles démontrent un délai du stade pubertaire et sont peu fertiles. En plus, 

elles ont des niveaux faibles en estrogène et ont un retard de croissance des glandes 

mammaires (Xu et al., 2000). li est important de noter que les souris invalidées pour SRC­

l, SRC-2 ou SRC-3 sont viables. Ceci suggère que les membres de cette famille sont 

capables de compenser fonctionnellement les uns les autres in vivo. 

1.5.2.1.2 Intégrateurs de signaux intracellulaires 

De plus en plus d'évidences suggèrent que les SRCs sont des co-activateurs 

impliqués dans de multiples voies de régulation intracellulaires en pouvant moduler 

l'activité de nombreuses classes de facteurs de transcription. En effet, en plus d'interagir 

avec plusieurs membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, plusieurs interactions 

fonctionnelles ont été documentées telles que des interactions avec les facteurs NF-KB, AP­

l, STAT, p53 et E2Fl (Lee et al., 1998;Na et al., 1998;Lee et al., 1999;Arimura et al., 

2004;Louie et al., 2004). Par ailleurs, certaines études ont démontré que les SRCs sont des 

cibles de voies de signalisation distinctes qui peuvent réguler leur activité co-activatrice. li 

a été montré que la phosphorylation des SRCs peut être induite par une variété des signaux 

extracellulaires incluant le facteur de croissance de l'épiderme EGF, les hormones 

stéroïdiennes, les cytokines et par l'augmentation intracellulaire d'AMPc et que ces 

événements de phosphorylation sont essentiels pour leur conférer une activité optimale 
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(Font de and Brown, 2000;Rowan et al., 2000;Wu et al., 2004). La phosphorylation permet 

entre autres de réguler les interactions protéine:protéine avec d'autres co-activateurs et 

facteurs de transcription tels CPB, p/CAF et NF-KB. Par ailleurs, des études de 

phosphorylation de SRC-3 ont montré l'importance des états de phosphorylation de la 

protéine puisqu'ils déterminent la spécificité d'interaction avec les facteurs de transcription 

tels ER et NF-KB. Ces données suggèrent que les SRCs peuvent agir comme intégrateur de 

différents signaux permettant ainsi à ces signaux d'affecter spécifiquement et précisément 

un certain nombre de promoteurs et ainsi obtenir une réponse transcriptionnelle adéquate. 

Dans un cas précis qui nous intéresse au laboratoire et qui sera présenté à la section 1.5.4, 

les SRCs ont été décrits comme importants dans le mécanisme d'activation de la 

transcription du gène POMC en réponse au stimulus physiologique CRH. 

1.5.3 Les récepteurs nucléaires orphelins de la sous-famille Nur 

La sous-famille Nur comprend des régulateurs importants des divers composants de 

l'axe HPA et exerce un rôle important dans la régulation transcriptionnelle hormonale du 

gène de la POMe. Cette sous-famille de récepteurs nucléaires compte trois membres, 

NGFI-B, Nurrl et NOR-1. NGFI-B, aussi connu sous le nom de Nur77, est le premier 

membre à avoir été identifié en tant que gène induit par le NGF dans la lignée cellulaire 

PC12 (Milbrandt, 1988). NOR-l a été cloné à partir de neurones apoptotiques (Ohkura et 

al., 1994) et NUITI a été caractérisé en tant que facteur de transcription spécifique des 

neurones dopaminergiques (Law et al., 1992). La structure génomique des membres de la 

sous-famille est remarquablement similaire, ce qui suggère que ces récepteurs ont évolué à 

partir d'un gène ancestral commun (Maruyama et al., 1998). Au sein des membres de la 

sous-famille, le DBD et le LBD sont particulièrement bien conservés, avec une similarité 

de séquence d'environ 95 % et 60 % respectivement; la portion N-terminale (e.g. AF-l) est 

cependant divergente (Figure 1.5 B, page 25). 

1.5.3.1 Patron d'expression 

Les membres de la sous-famille Nur sont hautement exprimés dans le système 

nerveux chez l'adulte. Ces gènes sont induits en tant que réponse précoce immédiate en 

réponse à plusieurs stimuli tels les facteurs de croissance et la dépolarisation de la 

membrane cellulaire (Hazel et al., 1988;Watson and Milbrandt, 1990;Williams and Lau, 
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1993). En plus d'être exprimés dans diverses régions du cerveau, les Nurs sont exprimés 

dans des tissus périphériques. NGFI-B est exprimé dans les surrénales, la thyroïde, 

l'hypophyse, le foie, les testicules, les ovaires, le thymus, les muscles, les poumons et la 

prostate (Ryseck et al., 1989;Nakai et al., 1990;Bandoh et al., 1997). Nurrl est exprimé 

dans le foie, l'hypophyse, le thymus et les ostéoblastes (Mages et al., 1994;Bandoh et al., 

1997). NOR-1 est exprimé dans l'hypophyse, les. surrénales, le cœur, le muscle 

squelettique, le thymus, les reins et les glandes submandibulaires (Maruyama et al., 1997). 

1.5.3.2 Propriétés de liaison à l'ADN 

Les facteurs Nur peuvent lier l'ADN en monomère, en homodimère et en 

hétérodimère. NGFI-B est le premier récepteur nucléaire à avoir été montré comme 

pouvant lier l'ADN et activer la transcription en tant que monomère via le site NBRE 

(Wilson et al., 1991). Ce site correspond à un octanucléotide AAAGGTCA. Un site de 

liaison pour des homodimères de NGFI-B a été observé dans la partie distale du promoteur 

du gène POMC (Philips et al., 1997a). Ce site NurRE correspond à une répétition inversée 

de deux octanucléotides NBRE modifiés et séparés par six paires de bases. Par ailleurs, des 

hétérodimères au sein des membres de la famille peuvent aussi se former sur ce site NurRE 

(Maira et al., 1999). NGFI-B et Nurrl mais pas NOR-1 peuvent hétérodimériser avec RXR 

et lier l'élément de réponse DR5, constitué de deux répétitions directes du site consensus 

des récepteurs nucléaires séparées par cinq nucléotides. Dans ce cas, l'activation 

transcriptionnelle dépend de l'acide rétinoïque 9-cis (Perlmann and Jansson, 

1995;Zetterstrom et al., 1996). 

1.5.3.3. Domaines fonctionnels 

La structure du LBD de Nurrl a été étudiée par cristallographie aux rayons X et elle 

révèle qu'elle ne contient pas de cavité pour la liaison d'un ligand. Au contraire, plusieurs 

résidus hydrophobiques encombrants occupent la place disponible pour la liaison d'un 

ligand potentiel et ceux-ci sont conservés parmi les membres de la famille. Ainsi, l'absence 

de cavité pour la liaison d'un ligand est prédite pour tous les membres de la famille 

suggérant que ces récepteurs nucléaires soient ligand indépendants (Wang et al., 2003). 

Le domaine AF-1 de NGFI-B joue un rôle crucial dans son activité de trans­

activation. Contrairement au LBD qui ne semble pas contenir de domaine d'activation 
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intrinsèque, l'AF-l de NGFI-B est important pour le rehaussement de son activité 

transcriptionnelle via le recrutement par interactions directes de co-activateurs tels SRC-2, 

p300 et pCAF. En hétérodimère avec RXR, l'AF-l de NGFI-B est également important 

pour son activité trans-activatrice. En effet, le domaine AF-l peut en lui-même activer la 

transcription en synergie avec RXRyen présence de l'acide rétinoïque 9-cis (Wansa et al., 

2002). Comme attendu, ce domaine permet d'activer la transcription en réponse à un 

stimulus telle la CRH via la voie de signalisation PKA (Maira et al., 2003c). 

1.5.3.4 Régulation des facteurs par phosphorylation 

Les récepteurs nucléaires orphelins de la sous-famille Nur activent la transcription 

en absence de ligand (Paulsen et al., 1992;Davis et al., 1993). Leur activité semble plutôt 

être régulée par des stimuli extracellulaires qui modulent leurs modifications post­

traductionnelles et déterminent leurs niveaux d'expression relatifs. Ces modifications post­

traductionnelles telle la phosphorylation sont impliquées dans la localisation nucléaire, 

l'affinité de liaison à l'ADN et l'activité transcriptionnelle des facteurs Nurs. NGFI-B est 

une cible de plusieurs kinases incluant Akt, ERK2, pp90rsk et «c-jun N-terminal kinase» 

(Davis et al., 1993 ;Masuyama et al., 2001 ;Pekarsky et al., 2001 ;Slagsvold et al., 2002;Han 

et al., 2006). Cependant, plusieurs de ces études visant à connaître les kinases capables de 

phosphoryler NGFI-B ont été réalisées in vitro et la signification biologique de ces 

phosphorylations demeure largement inconnue. L'événement de phosphorylation le mieux 

caractérisé est la phosphorylation de la Ser-316 dans le DBD de NGFI-B qui diminue son 

affinité de liaison à l'ADN et par conséquent son activité (Hirata et al., 1993). En plus 

d'être impliquée dans la stéroïdogenèse (voir section 1.5.3.5.1), la phosphorylation de la 

Ser-316 par Akt inhibe les effets pro-apoptotiques de NGFI-B dans les fibroblastes et les 

lymphocytes T (Masuyama et al., 2001). D'autre part, il yale NGF qui induit la 

phosphorylation de la Ser-105 de NGFI-B via la voie des MAPK, ce qui permet 

l'exportation du complexe NGFI-B:RXR du noyau vers le cytoplasme (Katagiri et al., 

2000). 

1.5.3.5 Rôles physiologiques 

1.5.3.5.1 Implication dans la stéroïdogenèse 

Le sous-groupe Nur participe à la stéroïdogenèse, un processus essentiel de l'axe 

HPA. Dans le cortex surrénalien, la 21a-hydroxylase est une enzyme limitante dans la 
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stéroïdogenèse et elle est uniquement exprimée dans les corticosurrénales où elle joue un 

rôle essentiel dans la synthèse des glucocorticoïdes et des minéralocorticoïdes. 

L'expression de cette enzyme est régulée principalement par l'ACTH. Des études réalisées 

dans la lignée cellulaire YI, un modèle d'étude de la fonction corticosurrénale, ont montré 

que NGFI-B régule le promoteur du gène de la 21a-hydroxylase via un site NBRE 

caractérisé (Wilson et al., 1993). Cette régulation dépend de l'ACTH qui induit d'une part 

l'expression du gène NGFI-B et d'autre part une hypophosphorylation à sa Ser-316 afin 

d'augmenter son affinité de liaison à l'ADN (Davis and Lau, 1994). Dans les surrénales et 

les cellules Leydig, NGFI-B active également le promoteur du gène codant pour l'enzyme 

3~-HSD2, la 3~-hydroxystéroïde déshydrogénase isomérase de type 2, une enzyme qui 

catalyse une étape primaire et essentielle dans la biosynthèse de toutes les classes des 

hormones stéroïdes (Bassett et al., 2004;Martin and Tremblay, 2005). 

1.5.3.5.2 Des régulateurs de l'axe HPA in vivo? 

Malgré l'implication de NGFI-B dans la régulation transcriptionnelle de l'axe HPA 

à plusieurs niveaux, les souris NGFI-B-/- démontrent une régulation normale 

hypothalamique et hypophysaire de l'axe, de même qu'une stéroïdogenèse normale 

(Crawford et al., 1995). Ceci suggère qu'il existe une redondance fonctionnelle entre les 

facteurs Nur dans la régulation de l'axe corticotrope. Cette hypothèse est soutenue par le 

fait que Nurrl et NOR-l ont été montré comme étant impliqués à plusieurs niveaux de 

l'axe HPA (Maira et al., 1999;Fernandez et al., 2000;Murphy et al., 2001). 

1.5.3.5.3 Implication dans l'apoptose 

NGFI-B fait partie des acteurs cruciaux dans le processus de la mort cellulaire 

programmée des cellules T et B (Liu et al., 1994;Woronicz et al., 1994). Le ciblage à la 

mitochondrie de NGFI-B est requis pour induire l'apoptose (Li et al., 2000). NGFI-B 

participe également au mécanisme de l'apoptose des macrophages (Kim et al., 2003). Les 

trois membres de la sous-famille démontrent de la redondance fonctionnelle dans la mort 

cellulaire programmée. En effet, l'invalidation génique de NGFI-B chez la souris n'abroge 

pas le mécanisme de sélection négative, suggérant que la présence de Nurrl et/ou NOR-l 

est suffisante pour compenser la perte de NGFI-B (Lee et al., 1995b). En effet, NGFI-B et 

NOR-l démontrent une redondance fonctionnelle dans l'apoptose des cellules T (Cheng et 
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al., 1997). Par ailleurs, une surexpression de NGFI-B ou NOR-1 ciblée dans les cellules T 

en développement de souris transgéniques entraîne une apoptose des thymocytes et une 

réduction des niveaux périphériques de cellules T (Woronicz et al., 1994;Cheng et al., 

1997). Enfin, NOR-1 est impliqué dans l'apoptose des cellules neurales et cancéreuses 

(Cheng et al., 1997). NGFI-B interagit également avec des régulateurs clefs des processus 

de mort cellulaire et d'apoptose. La phosphorylation de la Ser-350 par Akt inhibe la mort 

cellulaire des cellules T en abrogeant sa capacité de liaison à l'ADN et en favorisant son 

interaction avec 14-3-3 (Masuyama et al., 2001). Dans les cellules de carcinomes, la 

translocation de NGFI-B du noyau au cytoplasme permet le recrutement de Bax à la 

mitochondrie (Wilson et al., 2003). Enfin, NGFI-B peut interagir avec le facteur anti­

apoptotique Bcl-2 et ainsi induire un changement conformationnel qui expose son domaine 

BH3, convertissant ainsi Bcl-2 en un facteur pro-apoptotique (Lin et al., 2004). 

1.5.3.5.5 Autres fonctions biologiques 

La sous-famille Nur représente les médiateurs de l'action de l'AMPc dans le 

contrôle hormonal de la gluconéogenèse. L'expression hépatique de ces fac-teurs est induite 

en condition de jeûne et en réponse au glucagon in vivo et ceux-ci régulent l'expression de 

nombreux gènes impliqués dans la synthèse et le transport du glucose dans le foie. Un fait 

intéressant est que l'expression de ces facteurs est augmentée dans les modèles murins de 

diabète et par le fait même contribue à l'hyperglycémie (Pei et al., 2006). 

Dans un autre ordre d'idées, Nurrl joue un rôle essentiel dans l'activation 

transcriptionnelle de la tyrosine hydroxylase, une enzyme impliquée dans la synthèse de la 

dopamine et est essentiel pour le développement des neurones dopaminergiques 

(Zetterstrom et al., 1997;Sakurada et al., 1999). Des mutations dans Nurr1 ont été associées 

à la maladie de Parkinson (Le et al., 2003). Les souris Nurrl-/- meurent à la naissance dû à 

un dysfonctionnement respiratoire (Castillo et al., 1998;Nsegbe et al., 2004). Les souris 

NOR-1-/-ont des défauts dans les canaux semi-circulaires de l'oreille interne (Ponnio et al., 

2002). Elles ont aussi un défaut développemental post-natal de l'hippocampe, une guidance 

axonale perturbée et subissent une perte des neurones pyramidaux de l'hippocampe (Ponnio 

and Conneely, 2004). 

1.5.4 Activation transcriptionnelle du gène POMC par la CRH 

L'activateur physiologique de la transcription du gène POMC est la CRH. La liaison 
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du CRH à son récepteur conduit à une activation de l'adénylate cyclase, une augmentation 

de la concentration intracellulaire en AMPc suivi d'une activation de la protéine kinase A 

(PKA). Il en découle une stimulation du taux de transcription du gène POMC dans les 

cellules corticotropes (Gagner and Drouin, 1987), qui se traduit concrètement par une 

augmentation de la concentration intracellulaire en ARNm. Cette action de la CRH ne 

requiert pas la synthèse protéique de nova puisqu'un traitement à la cycloheximide 

n'influence aucunement son effet. 

1.5.4.1 Voies de signalisation 

Deux cascades de signalisation découlent de l'activation de la PKA par la CRH et 

l'AMPc. La première dépend de l'entrée de calcium par les canaux voltage dépendant de 

type L (Luini et al., 1985;Lee and Tse, 1997) au niveau de la membrane plasmique et 

requiert l'activité de la calmoduline kinase II (Kovalovsky et al.; 2002). La seconde ne 

dépend pas du calcium et est couplée en partie à la voie MAPK. La voie MAPK est aussi 

activée par la CRH et l'AMPc et implique la cascade de signalisation Rapl, B-Raf, MEK et 

ERK1/2. Cette voie est à la fois sous le contrôle des mécanismes dépendant et indépendant 

de l'entrée de calcium dans la cellule corticotrope mais nécessite l'activation de la PKA. 

Par ailleurs, la présence de B-Raf dans les corticotropes est essentielle pour le couplage de 

l'augmentation en AMPc à l'activation des MAPK (Vossler et al., 1997;Qiu et al., 2000). 

Ces voies de signalisation induites par la CRH régulent l'expression du gène POMC par au 

moins deux mécanismes. Tout d'abord, il y a une induction des gènes de la sous-famille 

Nur indépendamment de l'activité des MAPK. L'implication des MAPK se fait plutôt au 

niveau de la stimulation de l'activité transcriptionnelle des facteurs Nurs par plusieurs 

événements de phosphorylation (Kovalovsky et al., 2002). 

1.5.4.2 Identification des séquences régulatrices et des facteurs de 

transcription 

Le mécanisme par lequel la CRH agit sur la transcription du gène POMC a été 

étudié de manière à identifier les éléments au promoteur qui y contribuent ainsi que les 

facteurs s'y liant. Différents éléments et acteurs ont été décrits. Un premier élément en 

position -141/-106 a été identifié comme conférant une réponse à une stimulation CRH. Cet 

élément est composé de deux sites adjacents, soient un site TRE-like suivi d'une séquence 

consensus pour AP-2. Cependant, cet élément ne confère aucune réponse à une activation 
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de la voie PKA, soit par une stimulation avec la forskoline ou en présence de la sous-unité 

catalytique de la PKA (Bishop and Mouradian, 1993). Cette donnée suggère que le 

mécanisme d'action de la CRH sur la transcription du gène POMC nécessite d'autres 

cascades de signalisation en plus des voies dépendantes de l' AMPc. 

Les propriétés de liaison du facteur PCRH-REB-1 ont été décrites par des 

expériences in vitro qui décrivent ce facteur comme liant un élément du promoteur 

conférant une réponse au CRH en position -171/-160. Cependant, ce facteur reste encore un 

acteur potentiel dans le mécanisme d'action de la CRH puisque son rôle n'a pas été précisé 

(Jin et al., 1994). 

Le facteur AP-1 semble lui aussi participer à l'induction de la transcription par la 

CRH mais les détails du mécanisme sont inconnus. Un site AP-1 au niveau de l'exon 1 a 

été décrit dans le promoteur du gène POMC (Therrien and Drouin, 1991). Une stimulation 

CRH conduit à une induction du gène c-fos dans les cellules AtT -20. Ce facteur est un 

activateur de la transcription du gène POMC via son site AP-l. Cependant, la délétion du 

site AP-1 réduit de façon considérable l'activité activatrice de c-fos sans toutefois affecter 

la réponse au CRH du promoteur. Ces données suggèrent qu'il existe d'autres mécanismes 

par lesquels la CRH active la transcription du gène POMC (Boutillier et al., 1991;Boutillier 

et al., 1995). 

L'analyse de la région distale du promoteur qui confère une grande réponse à la 

signalisation CRH a permis d'identifier un site de liaison pour les membres de la sous­

famille Nur, le NurRE en position -404/-383 (Philips et al., 1997a). Ce site est un 

palindrome lié par un dimère des facteurs Nurs et il confère une grande sensibilité aux 

signaux induits par la CRH contrairement au site NBRE en position -63. Le NurRE peut 

lier préférentiellement un homodimère de NGFI-B mais aussi un hétérodimère constitué 

des divers membres de la sous-famille (Maira et al., 1999). Toutefois, il semble que 

l'hétérodimère doit contenir une molécule de NGFI-B pour une liaison efficace à ce site, ce 

qui suggère qu'il existe une spécificité de liaison à l'ADN au sein des membres de la sous­

famille. 

1.5.4.3 Mécanismes d'activation par les facteurs Nurs 
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Dans les cellules AtT-20, la CRH stimule l'expression des facteurs Nurs (Murphy 

and Conneely, 1997;Philips et al., 1997a;Maira et al., 1999). Cependant, l'activation 

transcriptionnelle ne requiert pas cette augmentation. Comme mentionné précédemment, la 

cascade de signalisation induite par la CRH comprend l'activation de la protéine kinase A 

(PKA) et la voie des MAP kinases. Ces signaux stimulent la formation et la liaison d'un 

dimère des facteurs Nur au niveau du site NurRE du promoteur du gène POMC (Figure 1.6, 

page 38). La signalisation favorise par le fait même la déphosphorylation de la sérine 316 

du domaine de liaison à l'ADN de NGFI-B qui est requise pour sa liaison à l'ADN. Ces 

signaux augmentent également l'activité transcriptionnelle du domaine AF-1 de NGFI-B 

via le recrutement des co-activateurs SRC-2 (T1F2) (Maira et al., 2003b) et Rb (Batsche et 

al., 2005a). Rb n'est pas requis pour le recrutement de SRC-2 au domaine AF-1 de NGFI-B 

mais il potentialise l'action co-activatrice de SRC-2 via des interactions protéine:protéine 

directes avec NGFI-B et SRC-2. 

1.5.4.4 Activation par le facteur Tpit 

L'élément régulateur TpitlPitxRE répond aussi à une stimulation CRH via les voies 

AMPc/PKA et MAPK. La CRH module l'activité du facteur Tpit possiblement par le 

recrutement des co-activateurs de la famille SRC/p160 (Maira et al., 2003a). En effet, une 

stimulation de la voie PKA rehausse spécifiquement l'activité transcriptionnelle de Tpit qui 

est SRC-2 dépendante. SRC-2 représente donc un acteur clef dans l'activation de la 

transcription par la CRH dont les points d'ancrage facilitant son recrutement au promoteur 

sont les facteurs NGFI-B et Tpit (Figure 1.6, page 38). 
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Figure 1.6: Régulation hormonale de la transcription du gène POMC au sein de 
l'axe HPA. La liaison du CRH à son récepteur CRHR-I active une cascade de 
signalisation qui dépend de l'activation de la PKA. Cette cascade nécessite 
l'accumulation d'AMPc accompagnée de l'entrée de calcium (Ca2+). Cette voie de 
signaJisation cible les dimères de facteurs Nur liant le NurRE, Tpit et 
potentiellement le complexe co-activateurs incluant les membres de la famille 
SRC/p160 pour activer la transcription. Par opposition, les glucocorticoïdes inhibe 
la transcription en liant le nGRE et par trans-répression de l'activité des facteurs 
Nur au NurRE. 
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1.5.5 Répression transcriptionnelle du gène POMC par les glucocorticoïdes 

L'ACTH représente le stimulus majeur de la synthèse des glucocorticoïdes par les 

surrénales. Le maintien d'un niveau physiologique en glucocorticoïdes requiert une 

rétroinhibition adéquate sur la transcription du gène POMC et sur la sécrétion d'ACTH 

hypophysaire. Une dérégulation de cette boucle de rétroinhibition résulte dans la plupart 

des cas en des conséquences métaboliques sévères qui se caractérisent par la maladie de 

Cushing. Les glucocorticoïdes exercent aussi une rétroinhibition sur les neurones de 

l'hypothalamus exprimant la CRH et sur les corticotropes. 

Deux mécanismes de répression transcriptionnelle du gène POMC par les 

glucocorticoïdes ont été décrits (Figure 1.6, page 38). Il y a d'une part la répression directe 
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qui dépend de la liaison de molécules GR au promoteur. Un site nGRE qui permet la liaison 

de trois molécules de GR a été défini dans le promoteur du gène POMC de rat en position -

63 et a été montré comme important pour la répression par les glucocorticoïdes dans les 

cellules AtT-20 (Drouin et al., 1989b) et en souris transgéniques (Tremblay et al., 1988). 

Le nGRE chevauche un site de liaison pour les facteurs Nur, le NBRE. La mécanistique de 

la répression par le complexe trimérique de GR recruté au nGRE pourrait impliqué le 

déplacement d'un activateur transcriptionnel tel un facteur Nur présent au site NBRE du 

promoteur et/ou un recrutement de corépresseurs transcriptionnels. Les souris transgéniques 

dim, dans lesquelles le gène GR a été remplacé par un mutant de GR empêchant sa 

dimérisation, présentent une déficience dans la rétroinhibition hypophysaire de la 

transcription du gène POMC par les glucocorticoïdes. Ainsi, ce résultat suggère que le 

nGRE est une cible potentielle pour la répression dépendante de la dimérisation de GR 

(Reichardt et al., 1998). D'autre part, la rétroinhibition par les glucocorticoïdes dépend 

aussi de la trans-répression exercée par GR sur l'activité des récepteurs nucléaires 

orphelins de la famille NGFI-B au site NurRE du promoteur (Philips et al., 1997b). Cette 

trans-répression dépend d'une interaction directe protéine:protéine entre GR et les facteurs 

Nurs qui sont co-recrutés au promoteur du gène POMC sous stimulation hormonale 

(Martens et al., 2005). De plus, elle requiert la protéine Brg-l du complexe Swi/Snf ainsi 

que son activité A TPase. Brg-l est recruté constitutivement au promoteur et permet la 

formation d'un complexe stable in vivo entre GR et NGFI-B, de même qu'entre GR et 

HDAC2. Le recrutement au promoteur de HDAC2 dépend d'une stimulation par les 

glucocorticoïdes et entraîne la désacétylation de l'histone H4 au locus POMe. Ainsi, 

l'assemblage de ces complexes protéiques au promoteur, initié par une interaction directe 

entre NGFI-B et GR, et la désacétylation des histones contribuent collectivement à la trans­

répression (Bilodeau et al., 2006). 

1.6 La famille de co-régulateurs TIF! 

La famille TIF 1 représente une famille de co-régulateurs transcriptionnels 

grandissante en terme de fonctions biologiques. En effet, de plus en plus d'évidences 

suggèrent que les membres de la famille TIFI sont des régulateurs clefs de processus 

physiologiques chez les mammifères tels la croissance cellulaire, la différenciation et le 

développement. Cette famille inclut un seul membre chez la drosophile, Bonus, et quatre 
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membres chez les mammifères, soient TIF 1 alpha, TIF1beta, TIF1deita et TIF1gamma. 

Structurellement, les membres de la famille TIF1 contiennent plusieurs domaines 

fonctionnels conservés (Le et al., 1995;Le et al., 1996): un motif RBCC en N -terminal 

composé d'un doigt RING, de deux boîtes B et d'un domaine coiled coil; un domaine 

central faiblement conservé; et une région à l'extrémité C-terminale comprenant un motif à 

doigt PHD, spécialisé dans la reconnaissance de la triméthylation de la lysine 4 de l'histone 

H3 (Pena et al., 2006;Li et al., 2006), suivi d'un bromodomaine qui reconnaît les lysines 

acétylées des histones H3 et H4 (Dhalluin et al., 1999) (Figure 1.7, page 40). Ces deux 

derniers motifs sont retrouvés principalement chez les corégulateurs transcriptionnels 

agissant au niveau de la chromatine (Jeanmougin et al., 1997). Enfin, tous les membres de 

cette famille ont une capacité de répression transcriptionnelle intrinsèque lorsque fusionnés 

à un domaine de liaison à l'ADN hétérologue (Le et al., 1996; Venturi ni et al., 

1999;Khetchoumian et al., 2004). Cette section portera sur les principales fonctions 

biologiques de ces facteurs, plus particulièrement sur TIF1a qui est impliqué dans la 

régulation transcriptionnelle des récepteurs nucléaires, et sur TIF1 ~ qui fera l'objet de mes 

travaux de recherche. 

TIF1 J3 

T1F1 (1 

Bonus 

TIF1., 

TIF1~ 

Coiled 
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~ ,.....------, 
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iii 1._. _,,-,'.- "~.IIIIiiiI. Il 1017 aa 
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Figure 1.7: Structure des membres de la famille TIF!. TIF1a, TIFl~ et TIF18 
contiennent le motif conservé de liaison aux protéines HP 1, Px VxL. Le motif 
LxxLL se retrouve uniquement chez TIF1a et son homologue Bonus de la 
drosophile. 

1.6.1 TIFla 

TIF1a est le membre fondateur de cette famille. TI a été identifié par criblage 
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génétique chez la levure par sa capacité de rehausser l'activité transcriptionnelle du 

domaine AF-2 du récepteur nucléaire RXR (Le et al., 1995). li présente un patron 

d'expression ubiquitaire et précoce au cours du développement de la souris (Remboutsika 

et al., 1999) qui est maintenu dans les tissus adultes (Le et al., 1995) et il s'associe à 

l'euchromatine, préférentiellement aux sites de transcription de l'ARN polymérase II 

(Remboutsika et al., 1999). En système double hybride, TIFIa a été montré comme 

interagissant de façon ligand dépendante avec quatre autres membres de la superfamille des 

récepteurs nucléaires via un motif LXXLL, caractéristique des co-activateurs de récepteurs 

nucléaires: le récepteur de la vitamine D3 VDR, le récepteur des oestrogènes ER, le 

récepteur de la progestérone PR et le récepteur de l'acide rétinoïque RARalpha (Le et al., 

1995;Le et al., 1996). Cette interaction induit une hyperphosphorylation (Fraser et al., 

1998) de TIFla de façon ligand dépendante. li est capable d'autophosphorylation et de 

phosphoryler certains composants de la machinerie transcriptionnelle de base qui sont 

TFIIEa, T AFII28 et T AFII55 in vitro ainsi que les membres de la famille HPI (Fraser et 

al., 1998;Nielsen et al., 1999). TIFla est le seul membre de la famille connu comme 

interagissant avec les récepteurs nucléaires jusqu'à présent. Des données publiées 

récemment ont suggéré une explication moléculaire quant au mode d'action de TIFla dans 

la co-activation des récepteurs nucléaires. En transfection transitoire, cette co-activation 

semble reposer sur une coopération entre les protéines d'un complexe tertiaire stable qui 

comprend TIFla et les protéines CARMI et SRC-2 (Teyssier et al., 2006). 

Lorsque fusionné à un domaine de liaison à l'ADN hétérologue, TIFla possède une 

activité transcriptionnelle intrinsèque répressive et cette activité requiert la désacétylation 

des histones (Le et al., 1996;Nielsen et al., 1999). li a été montré que TIFla interagit 

directement avec les membres de la famille hétérochromatine protéine 1 (HPI) in vitro, une 

classe de protéines non histoniques qui impose un silence transcriptionnel aux gènes via le 

maintien de l'hétérochromatine. Cette interaction dépend d'un motif, PXVXL, localisé dans 

sa région centrale qui lie directement le domaine «chromoshadow » de HPI (Le et al., 

1996). En somme, ces résultats suggèrent que TIF 1 a possède un double rôle dans la 

transcription, c'est-à-dire qu'il peut agir à la fois dans l'activation hormono-dépendante et 

la répression via la formation d'hétérochromatine transcriptionnellement inactive. 
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Le gène TIFla est également impliqué dans des translocations chromosomiques. 

Une portion de la région N-terminale de TIFla est fusionnée à une région tronquée de la 

protéine B-rafpour former l'oncoprotéine T18 de la souris (Le et al., 1995). Cette protéine 

encode un domaine sérine/thréonine kinase avec un potentiel oncogénique qui est retrouvé 

dans des carcinomes hépatocellulaires de souris (Klugbauer and Rabes, 1999). Supportant 

le potentiel oncogénique de la protéine T18, Zhong et al ont montré que TIFla et PML sont 

des suppresseurs de tumeurs requis pour l'action inhibitrice de RA sur la croissance 

cellulaire (Zhong et al., 1999). Au niveau du mécanisme transcriptionnel, l'étude révèle que 

PML, TIFla et l'hétérodimère RXRalRARa agissaient ensemble dans un complexe 

transcriptionnel pour activer des gènes impliqués dans l'inhibition de la croissance 

cellulaire et dans la différenciation. Pour promouvoir l'oncogenèse et conférer un avantage 

prolifératif aux cellules, l'oncoprotéine T 18 (TIF la-B-raf) et PML-RARa agissent comme 

dominants négatifs sur ce complexe transcriptionnel. TIFla et TIFly peuvent aussi se 

fusionner au domaine tyrosine kinase du récepteur RET dans les carcinomes papillaires 

humains de la thyroïde par réarrangements chromosomiques, PTC6 et PTC7 

respectivement (Klugbauer et al., 1999). 

1.6.2 Bonus 

Bonus, l 'homologue de TIF 1 a chez la drosophile, interagit également avec des 

récepteurs nucléaires (Beckstead et al., 2001). Cette interaction nécessite l'intégrité du 

domaine d'activation de l'AF-2 et elle requiert le motif LXXLL. Bonus est requis pour la 

viabilité cellulaire. li joue un rôle essentiel dans le développement de plusieurs organes et 

tissus durant l'embryogenèse via la régulation de gènes impliqués dans la réponse à 

l'ecdysone (Beckstead et al., 2001). li est connu particulièrement comme interagissant à la 

fois biochimiquement et génétiquement avec betaFTZ-F 1 pour inhiber son activité. 

1.6.3 TIF1~ 

TIF 1 ~ est exprimé de façon ubiquitaire très tôt au cours du développement de la 

souris et est maintenu dans plusieurs tissus adultes (Kim et al., 1996;Cammas et al., 2000). 

Cette protéine a initialement été identifiée comme corépresseur universel de la famille des 

répresseurs transcriptionnels à doigt de zinc de type Krüppel contenant un domaine KRAB 

(KRAB-ZFP) (Friedman et al., 1996). En effet, TIF 1 ~ interagit avec plusieurs domaines 
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KRAB dont ceux de KOXI (Moosmann et al., 1996) et Kid-l (Kim et al., 1996); cette 

interaction est perdue en présence d'un mutant de KRAB-ZFP ayant perdu toute capacité 

de répression; TIF1~ est capable d'augmenter la répression induite par des KRAB-ZFPs. 

Cette répression de la transcription nécessite le motif à doigt PHD et le 

bromodomaine qui coopèrent dans la répression via le recrutement de protéines ayant 

diverses activités enzymatiques tels que le complexe de remodelage de la chromatine et de 

désacétylation NuRD/Mi2-alpha et la protéine SETDB 1 qui est impliqué dans la 

méthylation de la lysine 9 de l'histone H3 (Schultz et al., 2001;Schultz et al., 2002). Cette 

activité répressive requiert également la sumoylation de sa région C-terminale pour le 

recrutement de protéines à activité HDAC (Mascle et al., 2007). Comme TIFla, TIFI~ 

interagit avec les membres de la famille HPI, via le motif PXVXL conservé (Lechner et al., 

2000). Ce motif d'interaction est important pour la relocalisation de TIF1~ dans les régions 

d'hétérochromatine centromérique lors la différenciation cellulaire (Cammas et al., 

2002;Cammas et al., 2004;Sripathy et al., 2006) ainsi que pour son activité de co­

répression de la transcription des protéines à domaines KRAB (Niel sen et al., 1999;Lechner 

et al., 2000). 

Très peu d'études décrivent la protéine TIFl~ comme co-activateur. Parmi celles-ci, 

Chang et al ont montré que TIFI beta est un co-activateur de CIEBP~ et GR pour 

l'induction du gène de l'al-acide glycoprotéine par les cytokines inflammatoires et les 

glucocorticoïdes (Chang et al., 1998). 

Les fonctions physiologiques de TIFI~ ont été étudiées à l'aide de souris ayant une 

invalidation génique pour le gène TIFI~. Cette invalidation génique engendre un phénotype 

embryonnaire létal. Le développement embryonnaire est normal jusqu'au stade du 

blastocyte, l'implantation se fait correctement mais il y a un défaut de gastrulation 

suggérant un rôle essentiel pour le développement précoce embryonnaire post-implantatoire 

(Cammas et al., 2000). Cette donnée suggère également que les membres de la famille 

exercent des fonctions distinctes malgré leur similitude structurelle. 

1.6.4 TIFly 
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TIFlya été cloné dans un criblage par hybridation de faible stringence en utilisant 

TIF 1 alpha comme sonde (Venturini et al., 1999). Tout comme TIFla et TIF1~, TIFly 

présente un patron d'expression ubiquitaire au cours du développement et possède une 

fonction intrinsèque répressive. Chez le poisson zèbre, une mutation dans le gène TIFly 

cause des défauts dans les processus d'hématopoïèse embryonnaire primitive et adulte 

définitive. Il en résulte une perte d'expression de certains facteurs de transcription 

hématopoïétiques et par le fait même une perte sévère de cellules érythroïdes. TIF 1 y est 

donc un régulateur essentiel de l'hématopoïèse chez le poisson zèbre (Ransom et al., 2004). 

La capacité d'oligomérisation a été étudiée au sein des membres de la famille. Des 

expériences réalisées in vitro ont montré que TIFla et TIFly sont capable d'homo- et 

d'hétéro-oligomériser efficacement. TIFl~ peut homo-oligomériser mais est incapable 

d'hétéro-oligomérisation avec les autres membres (Peng et al., 2002). In vivo, des 

expériences d'interactions protéine:protéine par la technique BRET ont cependant 

démontré que TIFla et TIFl~ sont capable d'homo- et d'hétéro-oligomériser dans des 

cellules mammifères (Germain-Desprez et al., 2003). 

La signification de cette propriété a été étudiée à l'aide de gène rapporteur. En 

transfection transitoire, lorsque TIF 1 Y et TIF 1 a sont co-exprimés, TIF 1 Y dé-réprime 

l'activité répressive de TIFla, et ce de façon dose dépendante. Cette dé-répression est 

dépendante de la capacité d'hétéro-oligomérisation entre les protéines (Peng et al., 2002). 

Par ailleurs, des expériences de BRET ont montré l'existence d'un complexe tertiaire 

composé du facteur de transcription à domaine KRAB ZNF74, de TIFla et TIF1~ 

(Germain-Desprez et al., 2003). Ces données sùggèrent que l'hétéro-oligomérisation entre 

les membres de la famille TIFI peut représenter un mécanisme de régulation biologique in 

V1VO. 

1.6.5 TIFlù 

TIF18 a été identifié par similarité avec TIFla par des recherches bioinformatiques 

dans les banques de données GeneBank et dbEST (Khetchoumian et al., 2004). Il diffère 

des autres membres par son patron d'expression qui est restreint aux testicules et s'associe 

préférentiellement avec l'isotype gamma de la protéine HPl. li est suggéré que TIF18 
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pourrait agir comme un régulateur négatif des gènes post-méiotiques dans les cellules 

germinales (Khetchoumian et al., 2004). 

1.7 Objectifs de travail 

Comme il a été mentionné plus tôt, la CRH est un des régulateurs physiologiques 

importants pour la fonction des cellules corticotropes. La CRH agit d'une part sur la 

sécrétion d'ACTH et d'autre part sur la transcription du gène POMC. Les mécanismes qui 

décrivent l'action de la CRH sur l'activation de la transcription du gène POMC ne sont que 

partiellement définis. L'élément NurRE du promoteur du gène POMC qui est lié par les 

facteurs Nur confère une importante réponse transcriptionnelle à la CRH. De plus, 

contrairement aux autres éléments régulateurs décrits dans le promoteur du gène POMC, le 

NurRE représente un point de contrôle clef de la régulation transcriptionnelle hormonale. 

En effet, il est soumis à une régulation positive par la CRH et négative par les 

glucocorticoïdes. Les facteurs Nur sont donc des acteurs cruciaux dans cette régulation 

puisqu'ils participent à cette double régulation. Leur implication dans ces mécanismes 

transcriptionnels se fait principalement via des interactions protéine:protéine décrites au 

laboratoire. 

Mon projet vise l'étude des mécanismes d'activation de la transcription du gène 

POMC par la CRH impliquant NGFI-B. Le premier objectif de mon projet consiste en 

l'identification de protéines régulatrices s'associant à NGFI-B et participant à la régulation 

hormonale de la transcription de POMe. Pour y parvenir, nous avons choisi une approche 

protéomique qui consiste en la purification de NGFI-B par affinité à partir d'extraits 

nucléaires de cellules AtT ~20, notre modèle de corticotropes. Cette approche a comme 

second objectif de caractériser le mécanisme d'action des protéines dont la fonction se situe 

au niveau de l'activation transcriptionnelle par la CRH. Ce projet permettra entre autres 

d'identifier de nouveaux co-régulateurs transcriptionnels de NGFI-B, de comprendre la 

régulation dynamique à laquelle est soumise la transcription du gène POMC via le facteur 

NGFI-B en présence des signaux CRH et d'identifier de nouvelles protéines impliquées 

dans ce mécanisme. 



46 

1.8 Contribution et accord des coauteurs 

Article #1: TIF1/3/KAP-l is a novel coactivator of the orphan nuclear receptor NGFI­

B/Nur77 and participa tes in Nur-dependent hormone responsiveness 

J'ai réalisé toutes les figures de l'article (Fig. 1 à 6) sauf la figure 4E qui a été réalisée par 

Juliette Rambaud. La figure 4E est une expérience d'immunoprécipitation de la chromatine 

(ChIP) montrant le recrutement de TIFI ~ au promoteur du gène POMC en condition CRH 

et Dex/CRH. 

J'ai également écrit le manuscrit sous la supervision du Dr Aurélio Balsalobre et du 

directeur de laboratoire Jacques Drouin. 



CHAPITRE 2 

ARTICLE 
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2.1 Abstract 

The orphan nuclear receptor NGFI-B represents an important mediator of 

hypothalamic corticotropin-releasing hormone (CRH) action on POMC transcription. In 

order to define the molecular mechanisms underlying CRH activation of POMC 

transcription, we investigated NGIB-B associated proteins and identified the regulatory 

protein TIF 1 p by mass spectrometry. TIF 1 p is a transcriptional intermediary factor that 

functions as a corepressor for KRAB domain-containing zinc finger transcription factors. 

The transcriptional repression and silencing activity of TIF 1 p involve formation and 

maintenance of heterochromatin structures. Here, we report that TIFIp is a coactivator of 

NGFI-B. Indeed, TIF 1 p interacts with NGFIB- and enhances transcription mediated 

through the NurRE regulatory element of the POMC promo ter. Following CRH 

stimulation, TIFIp is recruited to the POMC promo ter and TIFIp potentiates CRH and 

PKA signaling through the NurRE. TIFlp preferentially activates NGFI-B/Nur77 activity 

compared to the related factors Nurrl and NOR-l. We have previously shown that CRH 

activation of NGFI-B activity in volves recruitment of the coactivator SRC-2, and we now 

show that TIFlp synergizes with SRC-2 to enhance NGFI-B activity. Thus, TIFlp is an 

important coactivator of NGFI-B-dependent transcription and of CRH signaling in the 

pituitary. 
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2.2 Introduction 

Transcriptional regulation by members of the nuclear receptor (NR) superfamily 

relies on coregulatory proteins that are part of multiprotein complexes and act through 

different transcriptional steps including the initiation phase (1-5). Many proteins that share 

similar functional properties, namely coactivators or corepressors, diverge structurally and 

in the way they regulate transcription through different enzymatic activities. For ex ample, 

when recruited by NR, these coregulators may lead to remodeling of chromatin structure or 

to recruitment of the basal transcriptional machinery (6). Among these coregulatory 

proteins, the transcriptional intermediary factors (TIFs) are part of a growing farnily of 

transcriptional coregulators that are involved in several developmental and physiological 

processes (7-11). The TIFI family includes TIFla (12), TIFl~ (10), TIF18 (9), TIFly (13) 

and Bonus (7) and are characterized by several conserved motifs: a N-terrninal tri-partite 

motif, the RBCC motif composed of a RING finger, two B-boxes and a coiled-coil domain, 

and aC-terminal PHD finger followed by a bromo domain. The TIFI ~ RBCC motif is 

sufficient to interact directly with the KRAB domains and is involved in homo- and 

heterodimerization (14-16). The PHD finger and bromo domain of TIFI ~ were shown to be 

important for recruitment of corepressor complexes and to cooperate for transcriptional 

repression (17; 18). Interestingly, these latter two motifs are mainl y found in transcription 

cofactors and chromatin-remodeling proteins (19;20) and may be important to target 

proteins to specific chromatin structures (21-23). 

TIFla is the founding member of the TIFI family and was identified in a yeast 

genetic screen as a protein able to increase the transcriptional activity of the retinoid X 

receptor in a 9cis-RA dependent manner (12). TIF l a interacts directly with members of the 

nuclear receptor subfamily including RAR, TR, VDR and ER (10;24). This interaction is 

ligand-dependent; it occurs through a single LXXLL motif and promotes its 

hyperphosphorylation in vivo (25). Moreover, TIFla is a protein kinase that is 

autophosphorylated and can selectively phophorylate components of the basal transcription 

machinery including TFIIEa, T AFII28 and -55 (25). Supporting its role in transcriptional 

activation, TIFI a is a preferential euchromatin-bound protein that colocalizes specifically 

with RNA polymerase II transcription initiation sites (26) and has been found to form a 

tertiary protein complex with the NR coactivators GRIPI and CARMI which cooperate 
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synergistically to enhance NR-mediated transcription (27). It also functions as a tumor 

suppressor with PML and RXRa/RARa in a transcription complex required for the growth­

inhibitory activity of retinoic acid (28). 

TIFl~ is a developmental regulatory protein that is essential for early 

postimplantation mou se development (8) and exerts important functions in spermatogenesis 

(29). TIFl~ also known as KAP-l (30) or KRIP-l (31) is proposed to act as the universal 

transcriptional corepressor for the KRAB domain-containing zinc finger transcription 

factors such as KOXI (32), ZNF133 and ZNF140 (30) and Kid-l (31), through a conserved 

interaction between variants of the KRAB domain and TIFl~ (33). Consequently, it 

represses transcription efficiently when tethered to DNA and enhances KRAB mediated­

repression through different mechanisms. First, TIFl~ recruits different enzymatic 

activities through direct protein: protein interactions including: 1) the nucleosome 

remodeling and deacetylation complex (NuRD/Mi-2a) (17) and 2) the histone 

methyltransferase SETDBl, that specifically methylates Lys 9 of histone H3 (18). TIFl~ is 

also an intrinsic component of the N-CoR-1 complex containing both HDAC and ATP­

dependent Swi/Snf activities (34). Secondly, TIF 1 ~ interacts directly with endogenous 

members of the heterochromatin protein 1 (HPI) family (HPla, -~ and -y) via the 

conserved pentapeptide sequence PXVXL, required for transcription al repression 

(10;35;36). Theses data supports a role for TIF1~ in the epigenetic regulation of 

transcription via the initiation and maintenance of heterochromatin structures. In addition to 

its corepressor properties, TIFl~ was found to be an important coactivator of C/EBP~ and 

GR for the induction of the al-acid glycoprotein gene expression (37). 

In this study, we show that TIFl~ is an interacting protein of NGFI-B, a member of 

the NGFI-B subfamily of orphan nuclear receptors. This distinct subfamily also includes 

two Nur factors, Nur-related factor 1 (Nurrl) and neuron-derived orphan receptor 1 (NOR-

1) (38-40). NGFI-B and NOR-l are constitutively expressed in sorne regions of the brain as 

weIl as in peripheral tissues. In contrast, the Nurrl expression pattern is more restricted to 

the central nervous system (40-42). The Nur factors are immediate early response genes 

that share a weIl conserved DNA binding domain (DBD) and ligand binding domain (LBD) 

but a poorly conserved N-terminal NB region (43). 
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Nur subfamily members are important physiological regulators implicated at 

multiple levels of the hypothalamo-pituitary-adrenal (HP A) axis, which manages the stress 

response via induction of adrenal glucocorticoid synthesis and secretion by corticotroph­

producing adenocorticotropic hormone (ACTH). ACTH is derived from the processing of 

the proopiomelanocortin (POMC) precursor and it is under the control of hypothalamic 

corticotropin-releasing hormone (CRH). At the hypothalamic level, the corticotropin­

releasing hormone (CRH)-producing neurons exhibit induced Nur factors after stress 

(44;45) and these may in tum regulate CRH transcription (46). In the adrenal-derived YI 

cellline, ACTH stimulates NGFI-B expression and activity which leads to an enhancement 

of 21a-hydroxylase gene transcription, a rate-limiting enzyme in adrenal steroidogenesis 

(47;48). It also enhances transcription of the 3beta-hydroxysteroid dehydrogenase gene, an 

essential enzyme that catalyzes an essential step in the biosynthesis of steroid hormones 

(49;50). In corticotrophs of the anterior pituitary, the CRH stimulatory effects (51 ;52) and 

the glucocorticoid mediated negative feedback of POMC gene transcription (53) in volve 

members of the Nur subfamily (54-56). Nur factors regulate the POMC promoter via two 

regulatory sites, namely the NBRE site which is bound by a monomer, and the Nur 

response element (NurRE) site, which can bind homodimeric or heterodimeric complexes 

containing at least NGFI-B (57). NGFI-B has been shown to be an important mediator of 

CRH action on POMC transcription through the NurRE (56;58). The NurRE activity is also 

subject to glucocorticoid trans-repression, involving direct protein interactions between 

NGFI-B, GR and Brg-l (54;59). 

Upon binding to its receptor CRHR-l on corticotrophs (60), CRH induces a 

signaling cascade that ultimately leads to increased POMC gene transcription (51;52). CRH 

increases cyclic AMP (cAMP) levels followed by the activation of the protein kinase A 

(PKA) and mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways (61-63). The molecular 

events involved in CRH activation include dephosphorylation of Ser316 of NGFI-B which 

allows subsequent NGFI-B dimer binding to the NurRE with concomitant recruitment of 

SRC-2 and Rb (58;64). SRC/p160 coactivators enhance transcription in part by their 

intrinsic histone acetyltransferase activity and by recruitment of CBP/p300 and coactivators 

that contain other enzymatic activities su ch as the histone methyltransferase CARM-1 and 

the SWI/SNF complex subunit BAF57 (65;66). 
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In order to identify hormone responslve regulators that might be involved in CRH 

activation and glucocorticoid repression of the POMC transcription through the NurRE site, 

we proceeded to purification of endogenous NGFI-B-associated proteins in POMC­

expressing cells. We report the identification and the characterization of TIFI ~ as a novel 

coactivator of NGFI-B. TIF 1 ~ enhances POMC gene transcription through Nur orphan NR, 

preferentially NGFI-B. More particularly, TIF 1 ~ is recruited to the POMC promo ter under 

CRH stimulation and it enhances Nur-dependent PKA and CRH responses. Finally, the 

action of TIFl~ on NGFI-B-dependent transcription may involve synergistic activation 

with SRC-2. 

2.3 ResuUs 

2.3.1 Several transcriptional regulatory proteins interact with NGFI-B 

An important physiological regulator of corticotroph function is the hypothalarnic 

hormone CRH which stimulates POMC transcription. This transcriptional regulation is 

mediated by the Nur subfamily of orphan nuclear receptors an involves protein: protein 

interactions with coregulatory proteins such as SRC-2 and Rb (58;64). Since NGFI-B 

action may involve other coregulatory proteins in addition to these coactivators, we used 

gel filtration of AtT-20 nuclear ex tracts ori a Superose 6 column to test whether NGFI-B 

and Nurrl are present within high molecular weight protein complexes (Figure lA). NGFI­

Band Nurrl were detected by Western blot in man y fractions ranging in size from ~l MDa 

to free protein. A similar profile was obtained with Tpit, another target of CRH signaling, 

but contrasts with NeuroD land Pitx 1 profiles. Indeed, NeuroD 1 is exclusively present in a 

-500 kDa protein complex whereas Pitxl is mainly found in its free form. The profiles 

were similar in CRH-treated AtT-20 cells. These findings suggest that NGFI-B and Nurrl 

are present in high molecular weight protein complexes, which raises the possibility of an 

association with multiple protein complexes in AtT-20 cells. 

In order to identify such NGFI-B-associated proteins, we produced AtT-20 cells 

expressing a tagged version of NGFI-B at levels that are similar to endogenous NGFI-B 

(Figure 2A). NGFI-B-associated proteins were purified from forskolin-treated AtT-20 

nuclear extracts using a Flag-M2 affinity column followed by elution with Flag peptides 

(Figure 2B). This eluate was resolved by SDS-PAGE and the interacting proteins were 
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revealed by silver staining and analyzed by mass spectrometry (Figure 2C). AlI bands 

identified on Fig. 2C were only present in the eluate from Flag-NGFI-B-V5-His, but not 

mock transfected AtT-20 celIs, except the three lower bands (EF-Ia, ~-actin and TMOD3). 

Different subunits of known multiprotein complexes were identified such as BAF57 and 

BAFl55 of the SWIfSNF complex and Chd4IMi-2~, MTA2 and p66~ of the Mi~2~lNuRD 

repression complex. These proteins were present at similar levels in control and forskolin­

treated AtT-20 cells (data not shown). In contrast, sorne proteins appeared more abundant 

in treated compared to control celIs (Fig 2D): most interestingly, the transcriptional 

coregulator TIFl~ was among this group and it was more abundant in the eluate from 

forskolin-treated extracts. Other co-purified transcriptional cofactors included Mybbpla 

and Pelpl. We did not detect the previously characterized NGFI-B coactivator Rb and 

SRC-2 in these experiments. This may be due to low expression levels of these proteins in 

AtT-20 cells. 

We confirmed the se interactions by reverse coimmunoprecipitation in HEK293T 

cells that overexpressed the different Flag-tagged polypeptides (Flag-X) identify by mass 

spectrometry with V5-His-tagged NGFI-B. This experiment confirmed the interactions 

between NGFI-B-V5-His and the different proteins tested; in contrast, the bHLH factor E47 

used as control did not co-immunoprecipitated with NGFI-B (Figure 2E). The purification 

of these different proteins with NGFI-B suggests that they are part of large protein 

complexes similar to those described above (Fig. lA). Indeed, we found that TIFl~ has a 

similar molecular weight distribution as NUITl and NGFI-B in AtT-20 nuclear extracts 

(Figure lB) in agreement with the hypothesis that the y may act together. It is also possible 

that NGFI-B is part of protein complexes of different molecular weights and that could 

relate to different profiles on Superose 6 such as the SRC-2 profile (Fig. lB). 

2.3.2 TIFl~ is a coactivator of NGFI-B and enhances POMC gene 

transcription 

Previous analyses of POMC promoter sequences responslve to both CRH and 

NGFI-B identified the NurRE as target. The dimer-binding NurRE is much more 

responsive than the monomer-binding NBRE to NGFI-B, particularly to signal-activated 

NGFI-B (56). The putative action of TIFl~ on NGFI-B activity was tested directly using 
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simple NurRE and NB RE reporters in AtT-20 cells. TIFI~ behaved as a strong coactivator 

of NGFI-B dimerslNurRE compared to the NBRE (Figure 3A). These results suggest that 

TIFI~ could be a preferential coactivator of NGFI-B action. 

Since the NurRE was previously shown to be important for POMC expression and 

responsiveness to NGFI-B, we tested whether TIFl~ could regulate POMC transcription. 

The intact POMC promo ter was indeed activated by increasing amounts of TIFI ~ (Figure 

3B). Mutagenesis of the NBRE did not affect the ability of TIFI~ to enhance POMC 

transcription. In contrast, mutagenesis of the NurRE abolished the enhancement by TIFI~. 

The in vivo importance of endogenous TIFl~ protein in POMC transcription was assessed 

directly using siRNA against TIFI~ in AtT-20 cells. The knock-down of TIFI~ was 

ascertained by Western blot (Figure 3C) and correlated with a reduction of POMC mRNA 

levels (Figure 3C). Thus, basal POMC expression is partI y dependent on TIFI~ acting 

through the NurRE regulatory element. 

2.3.3 TIFl~ potentiates both CRH and PKA signaling through the NurRE but 

not the Tpit/PitxRE and it is recruited to the POMC promoter 

The NurRE and the cognate Nurs factors participate in basal activity as well as in 

CRH responsiveness of the POMC promo ter (56;57). Consequently, we tested the ability of 

TIFl~ to enhance the stimulatory effect of CRH on Nur-dependent transcription in AtT-20 

cells. As shown in Fig. 4A, the activity of the NurRE reporter was activated by CRH and 

this activation was reversed by Dex. The overexpression of TIF I ~ alone did not affect basal 

reporter activity but potentiated both CRH and Dex/CRH responses. Accordingly, the 

response curve of the NurRE reporter to increasing doses of CRH was enhanced by TIFI ~ 

(Figure 4B). 

The CRH signaling pathway involves a rapid increase in cAMP levels (62) followed 

by activation of PKA (63). Previous work had identified NGFI-B and Tpit as endpoint 

effectors of PKA signaling, through the NurRE and TpitlPitxRE respectively (58;77). We 

tested whether TIFI ~ modulates PKA-dependent transcription using the NurRE reporter in 

AtT-20 cells. PKA stimulation alone had a strong effect on NGFI-B-dependent 

transcription and this effect was markedly potentiated by TIFI~ (Figure 4C). In contrast, 
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TIFI ~ repressed activity of the TpitfPitxRE reporter with or without PKA (Figure 4D). 

Thus, TIFI~ potentiates both CRH and PKA signaling through the NurRE. We next 

assessed recruitment ofTIFl~ to the POMC promoter upon treatment of AtT-20 cells with 

CRH by the chromatin immunoprecipitation technique (ChIP). The recruitment of TIFI~ 

was enhanced on the POMC promo ter upon CRH and DEX/CRH treatments (Figure 4E). 

Treatment with dexamethasone (Dex) which represses POMC transcription (53;78) does 

not affect TIFl~ recruitment to the POMC promo ter, in accordance with previous data 

showing that Dex does not affect NGFI-B recruitment either (59). These results support a 

model in which TIFl ~ is recruited to the POMC promoter following CRH stimulation to 

enhance POMC transcription; this model is also supported by the greater amount of TIFl~ 

associated with NGFI-B in extracts from forskoliri-treated cells (Figure 2D). 

2.3.4 Within the Nur family, NGFI-B is the preferred target of TIFl~ 

To test whether all three members of the Nur subfamily are targets of TIFl~, we 

investigated the effect of TIFI~ on NGFI-B, Nurrl and NOR-l. Using the NurREpoMC 

reporter in AtT -20 cells, we showed that TIFI ~ is a coactivator for each Nur factor (Figure 

SA). However, TIFI~ enhanced Nurrl and NOR-I activity to a lesser extent compared to 

NGFI-B. Previous analyses had shown that the NurREpOMC reporter is preferentially 

activated by NGFI-B-containing dimers. In contrast, the NurREconsensus, composed of two 

NBRE half-sites, does not exhibit preference for any Nur factor (57). Hence, we performed 

the same experiment with the NurREconsensus reporter and as shown in Fig. SB, TIFI ~ 

preferentially activated NGFI-B activity compared to Nurrl and NOR-l. These data 

suggest that TIFI ~ preferentially interacts with NGFI-B within the Nur family. 

2.3.5 TIFl~ synergizes with the coactivator SRC-2 for Nur-dependent 

transcription 

SRC-2 was previously implicated in CRHIPKA-dependent activation of NGFI-B 

(58). Hence, we tested a putative collaboration between SRC-2 and TIFI~ using the NurRE 

reporter by cotransfection in AtT-20 cells. As shown in Fig. 6A, limiting amount of SRC-2 

and TIFI ~ synergistically enhanced NGFI-B-dependent activity on the NurRE reporter, 

suggesting that TIF1~ and SRC-2 may be part of the same transcriptional complex. We 
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next assessed a putative interaction between TIF l ~ and SRC-2 in vivo using 

coirnmunoprecipitation in HEK293T cells. Immunoprecipitation of Flag-tagged SRC-2 

brought down HA-TIFI~ (Figure 6B). Thus, TIFl~ and SRC-2 may be part of a common 

transcriptional complex and thus synergistically enhance NGFI-B-dependent transcription. 

It is noteworthy that SRC-2 appears to be a less potent activator of NGFI-B activity 

compared to TIF l~, but their combined action far surpasses their individu al action (Figure 

6A). 

2.4 Discussion 

The aim of this study was to identify and characterize NGFI-B-associated 

coregulatory proteins involved in hormonal regulation of POMC transcription. We now 

report that TIFl~ acts as a coactivator of orphan nuclear receptor NGFI-B and is implicated 

in CRH activation of POMC transcription. Indeed, TIFl~ is recruited to the POMC 

promoter upon CRH stimulation. This recruitment leads to enhancement of NGFI-B 

activity, concomitant with activation of POMC promoter activity (Fig.3). Furthermore, 

TIFl~ synergizes with the coactivator SRC-2 to enhance NGFI-B-dependent transcription. 

These results suggest an important role of TIFI ~ in regulation of nuclear receptor mediated 

transcription in response to physiological signaIs. 

2.4.1 Coactivator synergism 

We observed synergistic activation of NGFI-B-dependent transcription by TIFl~ 

and SRC-2 (Fig. 6A). When assessed separately for coactivation of NGFI-B dimers, SRC-2 

is a less potent activator of NGFI-B activity compared to TIFl~. These results suggest that 

TIFl~ may be a preferred coactivator of NGFI-B compared to SRC-2. Alternatively, SRC-

2 may require addition al proteins or TIFl~ itself for maximal coactivation of NGFI-B. This 

is supported by the fact that SRC-2 binds to coactivator CBP/p300, and this interaction 

have been shown to be critical for transcriptional activation (79).· Accordingly, TIFI ~ may 

be recruited as part of a transcriptional complex with SRC-2 for NGFI-B-dependent 

transcription, as suggested by the fact that SRC-2 is able to immunoprecipitate TIF 1 ~ (Fig. 

6B). Future experimentation will be required to assess the existence of a transcription al 

complex including SRC-2 and TIFI~ recruited to the POMC promoter in response to CRH. 

It was previously shown that the AF-l domain of NGFI-B mediates coactivator recruitment 
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through direct protein: protein interactions (80). Further characterization of NGFI-B and 

TIFI ~ interaction will be needed to define the domains responsible for this interaction. 

Our results indicate that TIFl ~ is present on the POMC promoter in basal 

conditions and its recruitment is enhanced upon CRH treatment (Fig. 4E). A similar 

recruitment was previously observed for SRC-2 (64). TIFl~ enhances POMC transcription 

only through the NurRE (Fig. 3B) and its presence is sufficient to potentiate CRH and PKA 

activation of NGFI-B-dependent transcription (Fig. 4B and 4C). In contrast, the coactivator 

SRC-2 can be recruited to the POMC promoter through the NurRE and the TpitfPitxRE to 

enhance POMC transcription (77). This result underlines functional differences in the 

mechanisms of action of these proteins and may reflect the use of multiple signal 

integrators including TIFI ~ and SRC-2 acting through different transcription factors for 

CRH activation. In agreement, CRH responsiveness is conferred by many regulatory 

elements including the NurRE and the TpitfPitxRE (77). 

Future experimentations will be needed to determine if TIF 1 ~ is a direct target of 

phosphorylation events induced by the CRH/PKA signaling pathway. TIF! ~ has been 

described as a protein kinase capable of autophosphorylation (35). However, the biological 

relevance of this activity has not yet been established. Its phosphorylation may represent an 

important step for enhancement of CRH activation of NGFI-B-dependent transcription. 

This interpretation is consistent with previous studies which have shown the importance of 

coactivator phosphorylation in transcription. Indeed, the phosphorylation of SRC-l induced 

by cAMP was shown to enhance ligand-independent activity of the progesterone receptor 

(81). AIso, both SRC-l and SRC-3 were described as direct targets of MAPK 

phosphorylation and this phosphorylation was shown to be important for coactivator 

activity (82;83). 

2.4.2 TIFl~ as coactivator 

Few studies have described TIFl~ as a coactivator. TIFl~ appeared to be a 

coactivator of the bZIP transcription factor CIEBP~ and the nuclear receptor GR for the 

induction of the al-acid glycoprotein gene by inflammatory cytokines and glucocorticoids 

(37). Our results combined to this previous study are the first evidences that de scribe TIFl~ 
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as a coactivator of different classes of transcription factors including nuclear receptors. 

Future experimentation will be needed to define the domains of TIFI~ required for 

coactivation of NGFI-B. TIF l ~ contains several conserved motifs including the RBCC 

domain, a Plant Homeo-Domain (PHD) finger followed by a bromodomain. Theses motifs 

have been shown to play important roles in protein: protein interactions. The RBCC 

domain of TIFI~ has been shown to interact directly with the KRAB domains of the zinc 

finger proteins (ZFPs) of the Krüppel type through a KRAB box for transcriptional 

repression (30-32). Moreover, the PHD finger and bromodomain act as a cooperative unit 

for transcriptional repression through recruitment of repressive enzymatic activities 

including the Mi-2a subunit of the NuRD complex (17). These motifs were also shown to 

be important for transcriptional activation. Indeed, biochemical studies have shown that 

TIFI~ interacts directly with CIEBP~ through the RBCC domain. More importantly, TIFI~ 

enhances CIEBP~ activity through its C-terminal region containing the PHD finger and the 

bromodomain (37). Furthermore, a previous study has reported that the RBCC domain of 

PML is required for enhancement of the transcriptional activity of the progesterone receptor 

(84). Taken together, these data suggest that the RBCC domain, the PHD finger and the 

bromodomain are critical interfaces for protein: protein interactions with molecules that 

mediate transcriptional regulation. 

Future investigations will address the physiological significance of TIFI ~ 

recruitment to active and inactive genes. The ChIP-chip technology was used recently to 

identify every TIFI ~ targets within the whole genome of Ntera2 cells using a whole­

genome tiling arrays (85). This study focused on the recruitment of TIFI ~ to repressed 

genes linked to repressive epigenetic modifications. The results indicate that one third of 

TIFI ~ target promoters are associated with trimehtylation of lysine 9 and 27 of histone H3. 

Moreover, the authors showed that TIF l ~ is recruited within the transcribed gene regions of 

ZFP genes which contrast with the recruitment of TIF 1 ~ to the promo ter region of non ZFP 

genes (85). Further analyses will provide resourceful information in the understanding of 

the transcriptional mechanisms governed by TIFL~ to functionally link TIFl~ promoter 

targets with an epigenetic marker of active chromatin. In addition, CRH responsive genes 

in corticotrophs may represent targets of TIF 1 ~ action. It would be of interest to analyze 
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whether a subset of TIFl~ target genes is modulated by CRH. In such case, TIFI~ could 

represent an integrator of CRH signaling that modulate its responses. 

NGFI-B is an important physiological regulator that has been implicated at multiple 

levels of the HP A axis. The identification of TIFI ~ as a coactivator of NGFI-B di mers may 

suggest a mechanism for coercing a corepressor like TIFI~ to act as coactivator. Indeed, 

the synergism between TIF 1 ~ and SRC-2 for nuclear receptor mediated transcription may 

reflect a dependence on SRC-2 for the coactivator activity of TIF 1 ~. Further experiments to 

characterize interactions between TIFl~ and other coactivators may provide important 

insights in the mechanism of TIF 1 ~ action. 

2.5 Materials and methods 

2.5.1 Plasmids 

The reporter plasmids were constructed in pXPl-luc (67) containing the minimal 

POMC promoter (-34 to + 63 bp). The -480 POMC promo ter with mutations of the NurRE 

and NBRE regulatory elements were described previously (68). The luciferase reporter 

plasmid containing three copies of the NurRE, the NBRE or the TpitIPitxRE regulatory 

element were described (57;69). CMX-NGFI-B, CMX -Nurrl, CMX-NOR-l and CMX­

SRC-2 expression vectors have been previously generated (58;70). The plasmids pCGN­

TIFl~ and pcDNA3-Flag-HA-TIFI~ are generous gifts from Dre Muriel Aubry (71). To 

generate the 3xFlag-NGFI-B-V5-His expression plasmid, we modified the pLNCX2 (BD 

Biosciences) plasmid by insertion of an oligonucleotide the BglII and HindIII sites; it 

contained the 3x Flag (AGATCTCCACCA TGGACT ACAAAGACCA TGACGGTGA 

TT AT AAAGATÇATGACA TCGACT ACAAGGATGACGATGACAAG) and V5-His 

(GGATCCGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCG 

T ACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAAAGCTT) sequences. This insertion 

included a BamHI site for subsequent cloning of NGFI-B coding sequence (NM_010444). 

The NGFI-B-V5-His expression plasmid was produced as described above but without the 

5' 3x Flag sequence. The expression plasmids for Flag-tagged TIFI~ (NM_OI1588), Pelpl 

(NM_029231) and MybbpIa (NM_OI6776) were generated as described above but without 

the 3' V5-His sequence. We generated expression plasmids for 3x Flag-tagged Mta2 

(NM_011842), p66~ (NM_139304), SRC-2 (72) and E47 (AF352579) with a 3x Flag 
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insertion GGATCCGACT ACAAAGACCATGACGGTGATT AT AAAGATCA TGACAT 

CGACTACAAGGATGACGATGACAAGTGAAAGCTT. 

2.5.2 Cell culture and transfection 

AtT-20 and HEK293T cells were cultured in DMEM with lü % fetal bovine serum 

and penicillin/streptomycin. AtT-20 cells were transfected by lipofection with 

lipofectamine (Invitrogen) as previously described (55). Briefly, 2.5 x 105 ceIls/well were 

plated in I2-well plates. A total of 1 ).tg of DNA was used for each transfection (0-500 ng 

of expression vectors, 500 ng of reporter plasmid and pSP64), together with 5 ).tL 

lipofectarnine in a final volume of 200 ).tL of DMEM without serum. The mixtures were 

incubated for 30 min at room temperature and then made up to 1 mL with DMEM. 500 ).tL 

were distributed in each weIl previously rinsed with DMEM for 3 h. The DMEM was then 

replaced with fresh DMEM with 10 % serum. Cells were stimulated with CRH and/or 

Dexamethasone 4 h prior to harvest. Luciferase assays were performed 48 h post­

transfection using lysis buffer (100 mM Tris pH 8, 0.5 % NP-40, 1 mM dithiothreitol 

(DTT) as described previously. Each transfection (in duplicates) was repeated at least 3 

times using different preparations of expression vectors and reporter plasmids. 

2.5.3 Generation of retrovirus-infected AtT -20 cells 

The EcoPack-2 293 cells (Clontech, Mountain View, CA, USA) were plated (5x106
) 

in a lü-cm plate and transfected by the calcium phosphate coprecipitation method with 10 

).tg of expression plasmid pLNCX2-Flag-NGFI-B-V5-His for 8 hours. 16 h later, the 

medium containing the retrovirus was filtered with a 0.22 ).t filter, diluted in DMEM lü % 

fetal bovine serum with penicillin/streptomycin and 1 ).tg/mL polybrene (Sigma) and added 

to AtT -20 cells. This infection procedure was repeated 3 times per day during 2 days and 

infected AtT-20 cells were cultured with 400 ).tg/mL neomycin. The growing neomycin­

resistant colonies were pooled together to generate a retroviral-infected population of about 

5,000 independent colonies. 

2.5.4 Nuclear extract preparation and Flag purification procedure 
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NucIear extracts used for affinity Flag purification of flagged proteins was 

performed with 4 x 109 cells AtT-20 cells. The cells were washed twice with cold PBS and 

collected in a 50-mL tube. The cells were then centrifuged and resuspended in 10 vol of 

buffer A (20 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM DTT, and the protease inhibitors leupeptin, 

aprotinin, and pepstatin (10 J.lg/ml each)) and centrifuged immediately. The cytoplasmic 

extract was prepared by resuspending the ceIl pellet in 2 vol of buffer A and leaving it at 

4°C for 10 min with gentle mixing. The nucIei were coUected by centrifugation, washed 

once with 1 vol of buffer A and extracted with the addition of 1 vol of buffer HS (20 mM 

Hepes pH 7.9, 500 mM KCI, 10 % glycerol, 3 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM DTT, and the protease inhibitors leupeptin, 

aprotinin, and pepstatin (10 J.lg/ml each)). The nucIei were allowed to extract for 30 min at 

4 oC with continuous gentle mixing. The extract was centrifuged and the protein 

concentration of the supernatant was determined by Bradford assay (BioRad). The nucIear 

extracts were precleared at 4°C using IgG Sepharose 6 fast flow beads (Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ), AlG agarose beads (Santa Cruz Biotechnology) and agarose 

IgG bead (Sigma) for 1 h. The extracts were then diluted with 1 vol of IP 2x buffer (20 mM 

Hepes pH 7.9, 10 mM KCI, 10 % glycerol, 1.5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM DTT, 0.2 % Tween-20 and the protease 

inhibitors leupeptin, aprotinin, and pepstatin (10 J.lg/ml each)) and the supernatant was 

immunoprecipitated for 3 h at 4°C with a-Flag M2 or non-immune IgG cross-linked to 

agarose beads (Sigma). Immunoprecipitates were washed twice with IP buffer (20 mM 

Hepes pH 7.9, 125 mM KCl, 5 % glycerol, 1.5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA and 0.1 % 

Tween-20) and twice with IP buffer containing 300 mM KCl instead of 125 mM KCl. The 

eluate is obtained by incubating the bead with 500 J.lg/mL of 3xFlag peptide. 

2.5.5 Mass spectrometry analysis 

The eluate was resolved with on an 8 % SDS-polyacrylamide gel and the gel was 

sil ver stained. The protein bands were excised from the gel and subjected to reduction, 

alkylation and in-gel tryptic digestion as previously described (73). The resulting tryptic 

peptides were purified and identified by MALDI-TOF mass spectrometry. 
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2.5.6 Coimmunoprecipitation assays and Western b10t anaJysis 

HEK293T cells (3xl06) were plated in a 10-cm plate and transfected by the calcium 

phosphate coprecipitation method with 5 Ilg of expression plasmids for tagged polypeptides 

for 48 hours. The ceUs were then washed twice with cold PBS and then, centrifuged and 

resuspended in 5 vol ofbuffer A (20 mM Hepes pH 7.9,10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.5 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM DIT, and the protease inhibitors 

leupeptin, aprotinin, and pepstatin (10 Ilg/ml each)) and centrifuged immediately. The cell 

pellet was resuspend in 2 vol of buffer A and cells were allowed to swell on ice for 10 min 

before the addition of 3 vol of buffer B (20 mM Hepes pH 7.9, 500 mM KCI, 10 % 

glycerol, 3 mM MgCI2, 0.1 mM EDT A, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 

mM DTT, and the protease inhibitors leupeptin, aprotinin, and pepstatin (10 Ilg/ml each)). 

Nuclei were allowed to extract for 30 min at 4°C with continuous gentle mixing. The 

extract was centrifuged and the protein concentration of the supernatant was determined by 

Bradford as say (BioRad). The extracts were precleared at 4°C using IgG Sepharose 6 fast 

flow beads (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), A/G agarose beads (Santa Cruz 

Biotechnology) and agarose IgG bead (Sigma) and the supernatant was immunoprecipitated 

for 2 h at 4°C with a-Flag M2 cross-linked to agarose beads (Sigma). Immunoprecipitates 

were washed twice with buffer C (20 mM Hepes pH 7.9, 125 mM KC1, 5 % glycerol, 1.5 

mM MgCI2, 0.1 mM EDTA and 0.1 % Tween-20) and twice with buffer D (buffer C with 

300 mM KCl). After SDS-PAGE, Western blots were revealed with antibodies against V5 

(R960-25, Invitrogen), Flag M2 (Sigma), hemagglutinin 12CA5 (ab16918, Abcam). 

Immunodetection was done with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit (or mouse) 

IgG (Sigma) and revelation was performed with the ECL+ reagent (Amersham 

Biosciences) as described by the manufacturer. 

2.5.7 Superose 6 gel filtration 

Size fractionation of protein complexes was carried out on an AKTA FPLC 

apparatus with a Superose 6 10/30 column (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). 

Nuc1ear extracts as previously described (2 mg) were submitted to gel filtration 

fractionation and fractions of 500 ilL were collected. 80 ilL of each fraction were subjected 

to SDS-PAGE and analyzed by Western immunoblotting with specific antibodies. 

Molecular size standards were apoferritin (443 kDa) and thyroglobulin (669 kDa) 
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(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). After SDS-PAGE, Western blots were revealed 

with antibodies against Nurrl (N83220, BD Bioscience), NGFI-B (58) Tpit (74), NeuroDI 

(75), TIF l~ (ab10483, Abcam), Mybbpla (M9600-04, US biological), SRC-2 3Cl1 (3Ti-

3C11, Euromedex). 

2.5.8 Chromatin Immunoprecipitation and QPCR 

AtT-20 cells were treated or not for 30 min with 10-7 M CRH and/or 1O-7M 

dexamethasone (Dex) and prepared for ChIP as described (64). Supernatant of sonicated 

chromatin obtained from 107 cells was subjected to overnight immunoprecipitation at 4°C 

with 5 ~g of antibodies against TIFl~ (mouse monoclonal ITb3 (35)) and matched non­

immune IgG (Sigma). Similar enrichments were obtained with rabbit polyclonal antibody 

against TIF 1 ~ (PF64, (76)). Immunoprecipitates were collected with protein AlG agarose 

beads (Santa Cruz Biotechnology) saturated with tRNA. Beads were washed and eluted as 

described (64). Quantitative real-time PCR (MX 3005, Stratagene, La Jolla, CA) was done 

with the SYBR Green kit (Qiagen, Valencia, CA). After correction with matching IgG 

control samples, the recruitment fold was calculated as the ratio between POMC promoter 

and the first exon of MyoD. The primers used are: MyoD sense, 

TGCTCCTTTGAGACAGCAGA; MyoD antisense, TTTCAGGAGGGCTCCCATGT, 

POMC promoter sense, TGGTTTCACAAGAT ATCACACTTTCCC; POMC promoter 

antisense, TCGGAGTGGAA TT ACCTATGTGCG. 

2.5.9 siRNA and RT -QPCR 

AtT-20 cells (6 x105
) were platted in 6-well plates and transfected with 50 nmols of 

siRNA against TIF1~ (ON-TARGET plus SMART pool, Dharmacon) or with a non-target 

siRNA (Dharmacon) using Lipofectamine (Invitrogeri). Two days after transfection, total 

RNA and whole cell extracts from AtT -20 cells were performed for RT -QPCR analysis and 

protein expression analysis, respectively. Total RNA was prepared with the RNAeasy 

columns (Qiagen) according to the manufacturer's instructions. Reverse transcription was 

performed with 1 Ilg of this RNA using oligo dT 12-18 (Invitrogen) and SuperScript II RT 

(Invitrogen). The cDNA was then used for Quantitative real-time PCR (MX 3005, 

Stratagene, La Jolla, CA) with the SYBR Green kit (Qiagen, Valencia, CA). The primers 

used are the following: TIF1~ sense, GGATGT TCCAGGGGAGGAATGGAG; TIFI~ 
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antisense, CCAGGCTGCTCCATGGAGAATG; POMC sense, 

TGGAAGATGCCGAGATTCTGCT ACAGT; POMC antisense, GA 

TGCAAGCCAGCAGGTTGCTCTC; ~-actin sense, TGAACCCT AAGGCCAACC 

GTGAAA; ~-actin antisense, GTCCA TCACAA TGCCTGTGGT A. For the who le cell 

extracts, AtT-20 ceIls were harvested in cold PBS and extracted at 4°C for 30 min in a 

buffer containing 20 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl, 10 % Glycerol, 0.2 mM EDTA, 0.5 

mM DTT, 0.1 % NP-40, 20 mM phenylmethylsu1fonyl fluoride and protease inhibitors. 

After centrifugation, 25 J.lg of protein extracts were subjected to SDS-PAGE and Western 

blot analysis with antibodies against TIF1~ (ab10483, Abcam) and DM1a a-tubuline (sc-

32293, Santa Cruz biotechnology). 
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2.8 Figure legends 

Figure 1 The orphan nuclear receptors NGFI-B and Nurrl are part of high molecular 

weight protein complexes. A and B, Nuclear ex tracts from AtT-20 cells were subjected to 

a size-fractionation on a Superose 6 gel filtration column. Fractions were analyzed by 

Western blot using specifie antibody as indicated on the left of each panel. Fraction 

numbers and size standards are denoted on top. Vo, void volume; 443 kDa, apoferritin; 669 

kDa, thyroglobulin. 

Figure 2 Proteins associated with NGFI-B in AtT -20 nuclear extracts. A, Comparison 

of NGFI-B and Flag-NGFI-B-V5-His levels in the pool of infected and control AtT-20 

cells. Western blotting with antibodies against NGFI-B was performed on whole cell 

extracts of the indicated cells. B, Purification scheme used to purify NGFI-B interacting 

proteins from AtT-20 nuclear extracts. C, Identification of NGFI-B-associated proteins. 

The eluate from the Flag-M2 column was subjected to SDS-PAGE followed by silver 

staining. Gel slices were excised and digested with trypsin. The identity of the indicated 

bands was determined by peptide mass fingerprinting using MALDI-TOF analysis. D, 

Comparison ofNGFI-B associated proteins in forskolin-treated compared to control AtT-20 

cells. E, Confirmation of the interactions found by mass spectrometry by 

coimmunoprecipitation of NGFI-B-V5-His with Flag-tagged polypeptides. HEK293T cells 

were transfected with expression vectors as indicated on left and NGFI-B-V5-His was 

revealed by immunoblotting (IB) with anti-V5 after immunoprecipitation (IP) of Flag­

tagged polypeptide (Flag-X). 

Figure 3 TIFl~ enhances POMC gene transcription and NGFI-B-dependent 

transcription. A, The NurRE is much more responsive to TIFl~ enhancement ofNGFI-B­

dependent activity than the NBRE in AtT-20 cells. Increasing amounts of pCGN-TIFl~ 

expression plasrnid (10, 25, 50, 100 and 250 ng) enhance NGFI-B-dependent activity of the 

NurRE reporter (left) and, to a lesser extent, of the NBRE reporter (right). Basal activity of 

these reporters is repressed by increasing amounts of TIFl~ (right). B, TIFl~ enhances 

POMC gene transcription through the NurRE but not the NBRE. Increasing amounts of 

pCGN -TIF 1 ~ expression vector (125, 250 and 500 ng) were transfected with different 
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POMC promo ter constructs fused to the luciferase reporter gene in POMC-expressing AtT-

20 cells. The intact promoter construct (-480 to +63 bp) and a promoter mutation in the 

NBRE regulatory element were similarly responsive to TIFI~ whereas a NurRE mutant and 

minimal promoters were unresponsive. C, Western blot analysis of TIF 1 ~ and a-tubulin 

expression in AtT-20 cell extracts transfected with a pool of four siRNAs against TIF 1 ~ (50 

nM); a-tubulin was used as loading control. D, Endogenous TIF 1 ~ is important for basal 

POMC mRNA expression in AtT-20 cells. Transfection of a pool of four siRNAs against 

TIFI~ (50 nM) decreased endogenous mRNA levels of 1IFI~ and POMC compared to ~­

actin mRNA in AtT-20 cells. Endogenous mRNAs were quantitated by RT-QPCR. Data 

represent the means ± s.e.m. of three experiments each performed in duplicates. 

Figure 4 TIFl~ enhances CRH and PKA responses. A and B, TIFI~ enhances CRH 

response of the NurRE reporter. In A, transfection of AtT-20 cells with an expression 

vector for TIFI~ (pCGN-TIFI~, 100 ng) enhances CRH activation of the NurRE reporter 

but doesn't modulate basal activity or Dex repression. In B, a dose-response curve with 

increasing concentrations of CRH with or without expression vector for TIF 1 ~ (pCGN­

TIFl~, 100 ng). C and D, TIFl~ potentiates PKA enhancement of the NurRE reporter but 

not the TpitIPitxRE reporter. AtT-20 cells were transfected with expression vectors for 

PKA (25 ng) and/or TIFl~ (pCGN-TIFI~, 250 ng) to assess their effect on NurRE (C) and 

Tpit/PitxRE (D) reporters. E, Chromatin immunoprecipitation was performed in AtT-20 

cells treated with or without 1O-7M CRH and/or 1O-7M Dex to show recruitment ofTIFI~ to 

the POMC promo ter. Recruitment is shown for the POMC promo ter relative to the MyoD 

exon 1. Data represent the means ± s.e.m. of three experiments each performed in 

duplicates. 

Figure 5 NGFI-B is a preferred target of TIFl~. A, TIFl~ coactivates preferentially 

NGFI-B on a NurRE reporter. AtT-20 cells were transfected with pCGN-TIFI~ expression 

vector (100 ng) and increasing amounts of expression vectors for each Nur factor (5, 10 and 

20 ng) along with the NurREpOMC (A) or the reporter NurREcONSENSUS (B). 

Figure 6 Synergistic action of TIFl~ and SRC-2 of NGFI-B-dependent transcription. 

A, SRC-2 potentiates the activity of TIFI~. AtT-20 cells were transfected with the NurRE 



78 

reporter and with SRC-2 and/or pCGN-TIFl~ expression vectors -(50, 100, 150, 200 and 

300 ng). B, Coimmunoprecipitation of HA-TIFl~ with Flag-tagged SRC-2. HEK293T cells 

were transfected with expression vectors for HA-TIF! ~ or Flag-SRC-2 as indicated. HA­

TIFl~ and Flag-SRC-2 were revealed by immunoblotting (lB) with anti-HA and anti-Flag 

respectively after immunoprecipiation (lP) of Flag-SRC-2. 
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CHAPITRE 3. Discussion et perspectives 

La littérature présente très peu d'information quant aux mécanismes d'activation de 

la transcription par NGFI-B. Ces mécanismes incluent d'une part des modifications post­

traductionnelles qui modulent sa localisation intracellulaire et sa liaison à l'ADN, et d'autre 

part le recrutement de co-activateurs transcriptionnels. L'identification de tels co­

activateurs est cruciale car elle fournit des indices sur la façon dont NGFI-B active la 

transcription. Cependant, très peu de co-activateurs de NGFI-B ont été identifiés et les 

données d'identification de ces co-activateurs reposent sur des interactions protéine: 

protéine in vitro ainsi que sur l'utilisation du système Ga14-VP16 en cellules mammifères 

(Wansa et al., 2002). En plus, à l'exception des co-activateurs de la famille SRC/p160, la 

plupart de ces candidats n'ont pas été testés sur des gènes cibles et n'ont pas été intégrés 

dans un système biologique. Parmi les autres co-régulateurs qui ont été identifiés, notons 

p300, p/CAF, DRIP-205 et ASC-2 (Sohn et al., 2001 ;Wansa et al., 2002). L'identification 

et la caractérisation des co-régulateurs de NGFI-B représentent un point important dans la \ 

compréhension des mécanismes de régulation de la transcription par NGFI-B au sein des 

systèmes biologiques dont celui-ci fait partie. 

Le gène POMC est un modèle très intéressant pour l'étude des mécanismes 

transcriptionnels en réponse à divers signaux. En effet, la transcription de ce gène est 

activée par la CRH et réprimée par les glucocorticoïdes. NGFI-B représente un point de 

contrôle essentiel dans la régulation hormonale du gène POMC puisqu'il est impliqué dans 

l'activation par la CRH et dans le mécanisme de trans-répression par les glucocorticoïdes 

via son élément NurRE. Ainsi, il devient intéressant de purifier les protéines s'associant à 

NGFI-B dans une perspective de comprendre les mécanismes de régulation hormonale du 

gène POMC. En utilisant les cellules AtT-20 comme modèle des cellules corticotropes, j'ai 

procédé à la purification et à l'identification des partenaires de NGFI-B par spectrométrie 

de masse. J'ai identifié plusieurs partenaires protéiques. Ces protéines ont été analysées 

pour leur capacité de moduler la transcription du gène POMC et l'activation 

transcriptionnelle par la CRH. Les travaux présentés dans ce mémoire définissent le rôle de 

TIF 1 ~ dans la transcription du gène POMC et dans la réponse au CRH. J'ai caractérisé 

TIF1~ comme co-activateur de NGFI-B qui agit en synergie avec le co-activateur SRC-2. 

De plus, TIFl~ contribue de façon importante à l'activation transcriptionnelle induite par 
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les signaux CRH et PKA. 

3.1 Co-régulateurs potentiels de NGFI-B 

Plusieurs protéines ont été identifiées lors de la purification de NGFI-B à partir 

d'extraits nucléaires d'AtT-20 (Figure 2C). Ces protéines sont en grande majorité des co­

régulateurs transcriptionnels. Cependant, la pertinence biologique de l'interaction de ces 

co-régulateurs avec NGFI-B est inconnue pour le moment et nécessite d'être validée. 

Néanmoins, les mécanismes d'action précédemment décrits pour la plupart de ces protéines 

nous permettent de spéculer quant à une fonction putative de ces protéines sur la 

transcription dépendante de NGFI-B. li s'agit des protéines BAF57 et BAF155 du 

complexe SWIISNF, Mta2, p66~ et Mi-2~ du complexe NuRD, ainsi que Mybbpla, 

Topolla et Pelp 1. 

Parmi les protéines identifiées, il y a les sous-unités BAF57 et BAF155 du 

complexe SWIISNF. Ce complex~ est connu comme pouvant rehausser l'activité de 

nombreux récepteurs nucléaires (Muchardt and Yaniv, 1993;Chiba et al., 1994;Fryer and 

Archer, 1998;Belandia et al., 2002). La sous-unité BAF57 est d'un intérêt particulier 

puisqu'elle a été caractérisée en tant que régulateur critique de la fonction de récepteurs 

nucléaires dont le récepteur des androgènes AR et le récepteur des oestrogènes ERa (Link 

et al., 2005;Garcia-Pedrero et al., 2006). En effet, la perte d'expression de BAF57 

compromet l'activité de ces récepteurs in vivo. 

D'autre part, l'identification de BAF57 et BAFI55 suggère un rôle potentiel pour 

les sous-unités accessoires BAF en plus de la sous-unité ATPase Brg-I dans le mécanisme 

de trans-répression du gène POMC exercée par GR. En effet, ces protéines pourraient être 

importantes pour la spécificité d'action du complexe SWIISNF dans le mécanisme de 

remodelage de la chromatine en réponse aux signaux hormonaux activateur (CRH) et 

répresseur (glucocorticoïdes). Un tel rôle putatif nécessite d'être examiné. Des expériences 

de siRNA contre les sous-unités spécifiques du complexe permettront de déterminer la 

contribution relative de celles-ci dans l'activation transcriptionnelle par CRH et la 

répression par les glucocorticoïdes. 

Ce concept peut aussi s'appliquer aux protéines du complexe NuRD. Ce complexe 

contient une activité de remodelage de la chromatine ATP-dépendant et de désacétylation 
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VIa les histone désacétylases HDAC 1 et 2 (Knoepfler and Eisenman, 1999). li a 

. précédemment été suggéré que les complexes SWI/SNF et Mi-2~ ont des fonctions 

antagonistes dans le contrôle de l'expression génique lors de la réponse inflammatoire: le 

complexe SWIISNF est requis pour l'activation de certains gènes de la réponse secondaire 

et le complexe Mi-2~ est co-recruté pour limiter cette induction (Ramirez-Carrozzi et al., 

2006). Dans le cas de la régulation du gène POMC, un mécanisme similaire pourrait être 

suggéré pour renverser l'activation transcriptionnelle par la CRH en réponse aux 

gl ucocorticoïdes. 

Mybbpla a été découvert en tant que partenaire du facteur de transcription Myb et 

comme co-activateur du récepteur nucléaire AhR (Tavner et al., 1998;lones et al., 2002). 

J'ai étudié le rôle de Mybbp 1 a dans la transcription du gène POMC et comme co-régulateur 

putatif de NGFI-B et. Des résultats préliminaires suggèrent que Mybbp1a est un activateur 

de la transcription basale du gène POMC et un co-activateur de NGFI-B. Cependant, ce 

facteur ne semble pas contribuer à l'activation transcriptionnelle dépendante de la CRH et 

le mécanisme d'action de cette protéine demeure largement inconnu. 

Topolla a été identifié comme partenaire de NGFI-B lors de la purification 

d'affinité. Topoll est une enzyme qui contrôle la structure topologique de l'ADN. Elle 

génère des coupures dans l'ADN double brin et catalyse les changements topologiques en 

permettant le passage d'une hélice d'ADN à travers cette coupure. Très récemment, une 

nouvelle et intéressante étude a fait état de l'importance de la coupure de l'ADN double 

brin pour la transcription du gène pS2 en réponse à l'œstrogène (lu et al., 2006). Les 

auteurs ont démontré que l'activité catalytique de Topoll était requise pour l'activation 

transcriptionnelle du gène pS2 en réponse aux oestrogènes et pour le recrutement 

subséquent de co-activateurs et de l'ARN polymérase II. L'implication de Topoll dans la 

transcription a été un sujet d'étude depuis nombreuses années puisque cette capacité de 

Topoll de générer des coupures dans l'ADN double brin permet de surpasser les barrières 

topologiques tel le super-enroulement de l'ADN. Ainsi, l'activation transcriptionnelle par 

NGFI-B pourrait dépendre en partie du recrutement de l'activité Topoll au promoteur de 

certains gènes cibles. Cependant, des études au niveau génomique sont requises pour 

déterminer le ou les types de promoteurs nécessitant une coupure double brin. Dans le cas 
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du promoteur du gène POMC, il est connu que plusieurs facteurs de transcription occupent 

de façon constitutive le promoteur (Bilodeau et al., 2006). Contrairement au gène pS2 qui 

requiert la présence d'estradiol pour être activé, le gène POMC est constitutivement actif 

transcriptionnellement. Par conséquent, il est nécessaire de connaître à quelle étape de la 

transcription la coupure double brin joue un rôle dans l'activation. 

Pelpl a précédemment été identifié comme co-activateur de ER (Vadlamudi et al., 

2001). C'est une protéine de 160 kDa qui possède neuf motifs LXXLL caractéristiques des 

co-activateurs. Cependant, Pelpl se comporte comme un co-répresseur de GR, NF-KB, 

NGFI-B et du complexe AP-l (Choi et al., 2004). J'ai tenté de reproduire cet effet de 

répression de l'activité de NGFI-B avec Pelpl dans les AtT-20 mais je n'ai observé aucun 

effet. Récemment, un groupe d'étude a découvert que l'acide rétinoïque 9-cis induit 

l'expression du co-régulateur transcriptionnel Pelpl (Singh et al., 2006). En retour, Pelpl 

agit comme co-activateur du récepteur RXRa en augmentant son activité de transactivation 

en réponse à l'acide rétinoïque 9-cis. L'identification de Pelpl comme protéine s'associant 

à NGFI-B permet de suggérer quelques hypothèses intéressantes quant à une voie d'étude 

du rôle de Pelpl sur l'activité de NGFI-B et dans la signalisation des rétinoïdes. En effet, 

NGFI-B et Nurrl sont connus comme pouvant hétérodimériser avec les récepteurs RXR (a, 

~ et "/) et lier l'élément DR5 (Perlmann et al., 1995;Forman et al., 1995). L'activation 

transcriptionnelle par RXR en présence de l'acide rétinoïque 9-cis est également observée 

sur un NBRE. TI peut être envisageable qu'un hétérodimère NGFI-B: RXR contrôle 

l'expression de certains gènes cibles via le co-activateur Pelpl, sous l'influence des signaux 

induits par les facteurs de croissance et les rétinoïdes. Des exemples de synergie entre les 

rétinoïdes et les facteurs de croissance ont été décrits dans le contrôle de l'expression 

génique (Cho and De Robertis, 1990;Kent et al., 1994). Ainsi, cet hétérodimère représente 

donc un effecteur potentiel pouvant répondre à des signaux physiologiques. 

3.2 Mécanismes d'action de TIF! ~ 

3.2.1 Synergie entre TIF1~ et SRC-2 

Les données présentées dans ce mémoire suggèrent que TIF 1 ~ est un co-activateur 

transcriptionnel d'un dimère de NGFI-B. En effet, TIFlp rehausse fortement l'activité de 
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NGFI-B sur le NurRE comparativement au NBRE (Figure 3A). Ce résultat suggère la 

nécessité d'une cible dimérique de NGFI-B pour l'effet co-activateur de TIFl~. Un résultat 

similaire a précédemment été observé pour les co-activateurs de la famille SRC/p 160; les 

SRCs rehaussent l'activité de NGFI-B uniquement sur l'élément NurRE et non sur le 

NBRE (Mai ra et al., 2003b). Par ailleurs, les données suggèrent que TIFl~ est un co­

activateur de NGFI-B qui agit en synergie avec le co-activateur SRC-2 sur l'élément 

NurRE (Figure 6A). Un dimère de NGFI-B semble donc conférer une interface protéique 

critique pour permettre une co-activation maximale par TIF 1 ~ et SRC-2. Ce résultat 

soulève donc la possibilité que TIF 1 ~ et SRC-2 soient inclus dans un même complexe 

transcriptionnel. En accord avec cette hypothèse, j'ai montré que TIFl~ pouvait 

immunoprécipiter SRC-2 (Figure 6B). Il serait important de vérifier la présence d'un tel 

complexe par des expériences de co-immunoprécipitation de TIFl~ et SRC-2 au niveau 

endogène. L'interaction observée entre TIFl~ et SRC-2 peut être de nature directe ou 

indirecte et peut dépendre de la présence de NGFI-B. Des expériences de « pull-down » in 

vitro permettraient de répondre à cette question en vérifiant la possibilité d'une interaction 

directe entre TIFI~ et SRC-2 en absence/présence de NGFI-B. Pour le moment, je n'ai pas 

présenté de données démontrant la nature directe de l'interaction entre NGFI-B et TIFl~ 

mais des résultats préliminaires obtenus récemment au laboratoire le suggèrent. 

L'hypothèse selon laquelle TIFl~ et SRC-2 peuvent être inclus au sein d'un même 

complexe transcriptionnel pour co-activer un dimère de NGFI-B soulève l'implication 

d'une dimérisation des deux familles de co-régulateurs. En accord avec cette hypothèse, 

une étude récente a fait état d'une interaction coopérative entre SRC-2 et TIFla qui 

rehausse l'activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires (Teyssier et al., 2006). La 

possibilité d'une hétérodimérisation entre TIF! ~ et SRC-2 pourrait représenter un 

mécanisme de coopération permettant le recrutement de diverses activités enzymatiques 

pour activer la transcription. TI est connu les SRCs jouent des rôles majeurs dans le 

remodelage de la chromatine possiblement via le recrutement direct ou indirect de co­

activateurs incluant CBP/p300, p/CAF, CARM-l et PRMT-l (Koh et al., 200l;Lee et al., 

2002;Xu et al., 2003). De telles données sont cependant inexistantes pour TIFl~. Dans ce 

sens,· il serait intéressant de purifier et d'identifier les protéines qui interagissent avec 

TIFl~ par une approche protéomique et de tester leur fonction sur l'activité de TIFl~ en 
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transfection transitoire. Une seconde approche consisterait à tester des candidats au 

potentiel co-activateur qui pourraient avoir un effet positif sur l'activité de TIF 1 ~. Les co­

activateurs identifiés pour NGFI-B pourraient constituer un premier choix: Brg-l, p300, 

DRIP20SffRAP220, Mybbpla et ASC-2. ASC-2 est un candidat intéressant puisqu'il agit 

comme co-activateur indirect de NGFI-B (Sohn et al., 2001) et possède une activité trans­

activatrice dépendante de CBP/p300 (Lee et al., 2001). 

Par ailleurs, l'activation synergique de TIF 1 ~ et SRC-2 peut présager une 

dépendance de TIFl~ envers SRC-2 pour l'activation transcriptionnelle. Le cas inverse est 

également possible. Une telle hypothèse peut être vérifiée par deux approches 

complémentaires. La première consiste à évaluer le potentiel co-activateur de TIF 1 ~ avec 

un gène rapporteur dans des cellules n'exprimant aucun des SRCs ou dont l'expression des 

SRCs est inhibée par des siRNA. La seconde approche consiste à étudier le recrutement de 

TIF 1 ~ au promoteur en ChIP en présence d'un siRNA contre SRC-2. Dans le cas d'une 

dépendance de TIFl~ pour SRC-2, l'activation transcriptionnelle par TIFl~ ainsi que son 

recrutement au promoteur seront diminués. 

3.2.2 Régulation de la transcription du gène POMC par TIFl~ 

TIF 1 ~ est un activateur de la transcription du gène POMC et cette activation dépend 

uniquement de l'élément régulateur distal NurRE; elle ne requiert pas l'élément NBRE 

(Figure 3B). Ces résultats sont en accord avec le fait que TIFl~ rehausse significativement 

l'activité du dimère de NGFI-B (rapporteur NurRE) contrairement au monomère 

(rapporteur NB RE) (Figure 3A). À ce niveau, il est important de noter que TIF 1 ~ exerce un 

effet répresseur de l'activité de base du rapporteur NurRE, un effet opposé à celui observé 

en présence de NGFI-B cotransfecté (Figure 3A) ou en présence d'une stimulation CRH 

(Figure 4A). li est probable qu'une surexpression de TIFl~ entraîne une séquestration du 

NGFI-B endogène sous forme libre, réduisant ainsi l'activité basale du rapporteur NGFI-B 

dépendant. Par conséquent, une surexpression concomitante de NGFI-B et TIF 1 ~ favorise 

l'activation de la transcription en déplaçant l'équilibre vers la formation de complexes 

NGFI-B: TIFl~ actifs sur la séquence NurRE du rapporteur. Poursuivant cette idée, 

l'activation de la signalisation CRH peut possiblement conduire à l'activation et au 

recrutement de NGFI-B sur son élément de réponse NurRE, deux éléments favorables à 
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l'activation de la transcription en présence d'une surexpression de TIFI~. Collectivement, 

ces résultats suggèrent que TIF 1 ~ agit sur la forme activée de NGFI-B recruté sur l'ADN, 

ce qui est en accord avec l'observation du recrutement de TIF 1 ~ sur le promoteur du gène 

POMC en condition basale et qui est fortement rehaussé en condition CRH (Figure 4E). De 

plus, ce dernier résultat suggère que TIFI~ agit sur l'activité de base du promoteur et 

contribue à l'activation transcriptionnelle par la CRH. À ce stade, il serait important de 

démontrer que TIFlp est recruté au promoteur du gène POMC via NGFI-B. Pour ce faire, 

l'utilisation de la technique de double ChIP serait appropriée: une première ChIP avec 

NGFI-B suivi d'une seconde avec TIFI~ permettrait de confirmer la présence simultanée 

des deux protéines au promoteur. 

Nos résultats démontrent que TIF 1 ~ potentialise la réponse au CRH ainsi que 

l'activation par PKA, et ce uniquement via l'élément régulateur NurRE (Figure 4CID). 

Ainsi, TIFI~ est un acteur clef dans l'activation transcriptionnelle par la CRH médiée par 

les facteurs Nur. Nous avons précédemment observé un recrutement similaire pour SRC-2 

au promoteur du gène POMC dans les conditions basale et stimulée CRH (Batsche et al., 

2005a). SRC-2 est possiblement recruté au promoteur via le NurRE et le Tpit/PitxRE pour 

activer la transcription en réponse au CRH (Maira et al., 2003a;Maira et al., 2003b). 

Collectivement, ces résultats suggèrent que TIFI ~ et SRC-2 agissent différemment au 

promoteur pour activer la transcription. Ils suggèrent également l'existence de protéines 

intégrant les signaux CRH et agissant via divers facteurs de transcription pour l'activation 

par CRH. Cette seconde hypothèse est en accord avec le fait que plusieurs éléments du 

promoteur du gène POMC sont requis pour la réponse au CRH (Maira et al., 2003a). il 

serait intéressant de vérifier si TIFI~ et SRC-2 sont présents en même temps sur le 

promoteur du gène POMC pour activer la transcription. Pour ce faire, il s'agirait de réaliser 

une double ChIP, c'est-à-dire une ChIP TIFI ~ suivi d'une ChIP SRC-2. Un résultat positif 

serait en accord avec l'utilisation de plusieurs intégrateurs de signaux pour l'activation 

transcriptionnelle par CRH et avec la synergie observée entre TIFI ~ et SRC-2. Dans le cas 

contraire, il est possible que le mécanisme d'activation implique le recrutement de ces co­

activateurs de façon séquentielle ou combinatoire. 

Le mécanisme d'action précis de TIFI ~ est cependant inconnu pour le moment. Il 

implique fort probablement le recrutement de protéines/activités enzymatiques pouvant 



93 

affecter l'activité du promoteur via la modification de la chromatine et le recrutement de 

l'ARN polymérase II. La vérification de cette hypothèse s'avère essentielle pour la 

compréhension des mécanismes d'activation transcriptionnelle par TIF 1 ~. Une première 

voie d'étude consisterait à la caractérisation du ou des domaines d'interaction entre NGFI­

B et TIFI~ par «pull-down» et du ou des domaines responsables de l'activité co­

activatrice en transfection transitoire sur l'élément NurRE. Plus de détails concernant les 

mécanismes d' acti vation pourront provenir de l'identification des protéines s'associant aux 

domaines conférant une activité transcriptionnelle à TIFI~. L'utilisation du double hybride 

s'avère être une technique judicieuse pour l'identification de tels partenaires en utilisant 

une banque d'ADNs complémentaires générée à partir des cellules AtT-20. 

Une autre hypothèse quant au mode d'action de TIFl~ repose sur une récente étude 

qui fait état de la sumoylation de TIFI~. Cette étude établit l'importance de la sumoylation 

de TIFI~ au niveau du mécanisme de répression de la transcription (Mas cIe et al., 2007). 

Les auteurs démontrent que la mutagenèse de tous les sites accepteurs de SUMO situés 

dans la région C-terminale de TIF 1 ~ abolit sa capacité de répression et que la sumoylation 

semble être requise pour le recrutement de complexes contenant une activité HDAC. Enfin, 

l'interaction entre TIF 1 ~ et les protéines à domaine KRAB régule positivement cette 

sumoylation (Mas cIe et al., 2007). La sumoylation pourrait représenter un mécanisme 

régulant l'activité de TIFI~ dépendamment des protéines qui le recrutent. Dans le cas où 

TIF 1 ~ est recruté comme co-activateur, sa sumoylation pourrait être inhibée pour permettre 

le recrutement d'activités enzymatiques activatrices. TI est aussi possible que la sumoylation 

soit nécessaire pour renverser sa fonction co-activatrice en co-répresseur pour finement 

réguler la transcription. Dans le cas du NurREpoMc, il est possible que la sumoylation de 

TIFI~ ne soit pas impliquée dans le mécanisme de répression par les glucocorticoïdes. En 

effet, nous avons observé que la surexpression de TIF 1 ~ entraîne un léger effet d'activation 

dans la condition où le taux activé par la CRH est renversé par la Dex (Figure 4A). À ce 

stade, il devient important de faire la démonstration de la contribution de la sumoylation 

dans l'activation transcriptionnelle par TIFI~. TI s'agit de comparer le potentiel co­

activateur de TIFI ~ sauvage par rapport au mutant déficient des sites accepteurs de SUMO 

par transfection transitoire sur le rapporteur. NurRE. Dans le cas où la mutagenèse 

augmente l'effet co-activateur de TIF 1 ~, cela suggère que la sumoylation est impliquée 

dans les fonctions répressives de TIF 1 ~ et supporte le rôle de la sumoylation dans la 
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régulation de l'activité transcriptionnelle de TIF 1 ~. 

De façon générale, la fonction des co-activateurs identifiés jusqu'à présent dans le 

mécanisme d'activation du gène POMC par la CRH est peu documentée au niveau de la 

chromatine. Nous savons que la CRH augmente le recrutement de l'ARN polymérase II au 

promoteur ainsi que sur les exons du gène POMC. Cependant, nous n'avons pas observé 

d'augmentation de la variation de l'acétylation des histones H3 et H4 (Bilodeau et al., 

2006). li Y a beaucoup de travail à faire pour étudier le positionnement des nucléosomes sur 

le locus du gène POMC et leurs modifications, ainsi que la dynamique de ces modifications 

sur le promoteur en condition de stimulation CRH. li est cependant probable que la CRH 

agisse à d'autres niveaux. Les co-activateurs ciblés par la CRH pourraient faciliter le 

recrutement du complexe médiateur, déplacer des co-répresseurs, moduler l'activité des 

protéines déjà présentes au promoteur et stimuler le remodelage de la chromatine et 

l'élongation. 

3.2.3 Activation de la transcription via les facteurs Nur 

L'étude révèle que parmi les trois membres de la sous-famille Nur, TIFI ~ est un co­

activateur préférentiel de NGFI-B (Figure 5). En effet, Nurrl et NOR-l sont activés par 

TIF 1 ~ de façon intermédiaire et faible respectivement par rapport à NGFI-B. Ce résultat 

s'applique à la fois pour l'élément NurREpoMc et pour le NurREcONSENSUS. Cette hypothèse 

pourrait toutefois être renforcée en vérifiant le niveau d'affinité de l'interaction entre TIFl~ 

et les facteurs Nur. D'autre part, ce résultat semble suggérer que TIFl~ démontre une 

spécificité d'action sur les facteurs Nur pour l'activation transcriptionnelle de leurs gènes 

cibles malgré la redondance fonctionnelle qui existe entre ceux -ci. Néanmoins, il serait 

important d'étudier l'effet de TIF 1 ~ sur les différentes combinaisons d'hétérodimères pour 

valider cette hypothèse. 

Le mécanisme précis par lequel NGFI-B recrute TIFl~ ou d'autres co-régulateurs 

est inconnu. Une étude a clairement démontré que NGFI-B est fortement phosphorylé à son 

domaine AF-l qui est responsable de l'activité de trans-activation (Davis et al., 1993). De 

plus, NGFI-B est rapidement modifié par des événements de phosphorylation sur les 

résidus sérines (Fahrner et al., 1990;Hazel et al., 1991). Enfin, plusieurs études suggèrent 

que l'activité de NGFI-B est régulée par ces modifications post-traductionnelles qui ont 
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pour but de réguler son activité (Katagiri et al., 1997;Li and Lau, 1997). Cependant, il 

existe peu de données précises sur l'importance et la contribution de ces phosphorylations 

sur l'activité de NGFI-B. Entre autres, la phosphorylation de NGFI-B pourrait représenter 

un événement nécessaire pour le recrutement de co-activateurs. Je propose ainsi de définir 

les modifications post-traductionnelles de NGFI-B. Pour ce faire, il s'agit de purifier une 

quantité suffisante de NGFI-B. Par la suite, on génère des peptides tryptiques par digestion 

à la trypsine et on détermine la masse de ces peptides par spectrométrie de masse. Avec un 

appareil performant, on détermine la masse avec une précision telle qu'il est possible 

d'identifier les types de modifications sur des fragments peptidiques. L'importance des 

résidus de NGFI-B qui ont été ciblés sera étudiée à l'aide de mutants dans des études 

d'interactions protéine: protéine avec les partenaires identifiés. Ces mutants seront aussi 

évalués pour leur capacité d'activer la transcription en réponse aux voies de signalisation 

PKA et MAPK. Cette étude permettra de générer beaucoup d'information qui sera utile 

pour la compréhension des mécanismes régulant l'activité de NGFI-B. 

3.3 Rôle de TIFl~ in vivo 

La présence de TIF 1 ~ sur le promoteur du gène POMC qui est rehaussée par une 

stimulation CRH (Figure 4E) et la réduction d'expression du gène POMC par un siRNA 

anti-TIF 1 ~ (Figure 3D) sont des données qui suggèrent que TIFI ~ est une protéine 

importante dans la régulation de la transcription du gène POMC et dans la biologie des 

cellules corticotropes de l'hypophyse. Notre modèle situe TIFI~ comme un activateur de la 

transcription du gène POMC et un effecteur direct de l'activation de la transcription par la 

CRH via les facteurs Nur. D'une vision plus générale, la contribution de TIFI~ pourrait 

s'insérer au niveau de l'axe HPA; suite à un stress, TIFI~ répond à la signalisation induite 

par la CRH et il est recruté sur le promoteur du gène POMC pour activer la transcription en 

coopération avec SRC-2. Ultimement, cet effet a pour but d'augmenter la production 

d'ACTH. 

Ce modèle nécessite d'étudier le rôle in vivo de TIFI~ par invalidation génique 

conditionnelle en croisant la souris TIFI ~F1ox/FIOX (Cammas et al., 2000) avec la souris 

POMC-Cre du laboratoire. L'ablation génique complète de TIFI ~ a déjà été décrite et elle 

est létale au stade embryonnaire puisqu'elle conduit à un défaut post-implantation 

(Cammas et al., 2000). Cette expérience vise à déterminer l'effet de la perte de TIFI~ dans 
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les corticotropes différenciées exprimant la POMe. L'hypothèse primaire est que la perte 

de TIFI~ entraîne une diminution de la production d'ACTH et par conséquent une 

réduction de la quantité d'ACTH plasmatique. La seconde hypothèse est que la perte de 

TIFI ~ abroge la réponse à la CRH, plus particulièrement la réponse au stress. Pour valider 

ou infirmer ces hypothèses, une première approche consiste à évaluer qualitativement la 

présence d'ACTH et de Tpit dans les corticotropes par immuno-histochimie. Cette 

expérience permet de déterminer si les niveaux de TIFl~ sont nécessaires pour permettre 

l'expression du gène POMC et le maintien des cellules corticotropes. Une expérience 

complémentaire consiste à mesurer quantitativement les niveaux d'ACTH et de 

corticostérone plasmatiques de ces souris invalidées pour TIF 1 ~ par rapport aux souris 

contrôles en condition basale et en condition de stress prolongé. Une réduction des niveaux 

d'ACTH circulant et de corticostérone en condition de stress pourrait suggérer que la perte 

de TIF 1 ~ entraîne une déficience de l'axe HP A. Dans le cas où aucun changement 

significatif des concentrations plasmatiques d'ACTH ou de corticostérone ne serait mesuré, 

il est possible qu'il y ait redondance fonctionnelle avec d'autres facteurs ou que TIFI~ ne 

soit pas nécessaire pour la fonction de l'axe HP A. 

Comme il a été mentionné précédemment, SRC-2 a été décrit comme participant 

aux mécanismes d'activation de la transcription du gène POMC en réponse à la CRH 

(Maira et al., 2003b). Ce co-activateur peut ainsi exercer de la redondance fonctionnelle 

avec TIFl~ et faire en sorte qu'aucun phénotype ne soit observé chez la souris invalidée 

pour TIF 1 ~. La double invalidation génique conditionnelle de TIF 1 ~ et SRC-2 est 

réalisable mais représente un grand défi. Cependant, il est connu que les membres SRC 

exercent de la redondance fonctionnelle entre eux. Par ailleurs, il a été montré que SRC-I, 2 

et 3 peuvent efficacement activer NGFI-B sur son élément NurRE d'où la complexité de 

cette étude (Maira et al., 2003b). 

3.4 TIFl~ vs TIFla 

TIFla est connu comme étant un co-régulateur des récepteurs nucléaires. Il interagit 

de façon ligand-dépendant avec les récepteurs nucléaires (Le et al., 1995). Il agit en tant 

que co-activateur transcriptionnel de récepteurs nucléaires en coopération avec CARM-l et 

SRC-2 (Teyssier et al., 2006) dans l'activation et également au sein d'un complexe 

transcriptionnel avec PML et l'hétérodimère RXRa/RARa (Zhong et al., 1999). Il serait 
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intéressant de vérifier s'il y a redondance fonctionnelle ou spécificité d'action au sein des 

membres de la famille TIFI dans le mécanisme d'activation transcriptionnelle par les 

récepteurs nucléaires. Jusqu'à présent, aucune étude n'a fait état de similitudes entre ces 

deux membres à ce sujet. Cependant, le phénotype létal de la souris invalidée pour TIFI ~ 

suggère des fonctions qui ne sont pas partagées entre TIFI ~ et les autres membres de la 

famille. 

Il est maintenant connu que TIFI~ et TIFla interagissent in vivo (Germain-Desprez 

et al., 2003). Cette interaction pourrait représenter un mécanisme de régulation essentiel 

dans l'activation de la transcription. Ainsi, je propose de vérifier si TIFla est un co­

activateur de NGFI-B en utilisant les rapporteurs NurRE et NBRE, et s'il agit comme 

activateur de la transcription du gène POMe. De plus, il est intéressant de vérifier si TIFI~ 

active la transcription en coopération avec TIFla et SRC-2. Enfin, l'expérience pertinente 

visant à valider la redondance ou la spécificité fonctionnelle entre TIFl~ et TIFla consiste 

à étudier le recrutement de TIFla au promoteur du gène POMC sous stimulation 

hormonale CRH et Dex. En effet, nos résultats indiquent que TIF 1 ~ est fortement enrichi 

au promoteur sous stimulation CRH (Figure 4E). 

3.5 TIFl~ comme intégrateur de signaux 

L'implication de TIFI~ dans le mécanisme d'activation de la transcription par la 

CRH suggère que TIFl~ pourrait être une cible de divers événements de phosphorylation 

induits par la CRH. L'observation que TIFI~ est impliqué dans le rehaussement de 

l'activation par la PKA (Figure 4C) indique que TIFl~ peut être ciblé par les voies de 

signalisation qui découlent de PKA. Les voies de signalisation induites par la CRH et 

activées par PKA sont en partie définies et impliquent des cascades de kinase dont la 

CamKII et la voie MA PK (Kovalovsky et al., 2002). Je propose ainsi de vérifier si TIFI~ 

est soumis à des événements de phosphorylation. Pour ce faire, il s'agit de réaliser 

l'immunoprécipitation de TIFI~ en conditions dénaturantes à partir d'extraits nucléaires 

d' AtT -20 stimulés ou non par la CRH et de vérifier la présence de tyrosines, de thréonines 

ou de sérines phosphorylées par immunobuvardage avec les anticorps spécifiques 

correspondants. Il serait également intéressant de procéder à des essais kinase in vitro en 

étudiant la capacité des principales kinases effectrices de la voie CRH à phosphoryler 
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TIF 1 p, telles PKA et ERKI/2 (Kovalovsky et al., 2002). Il serait également possible de 

déterminer la présence de phosphates sur TIFIp par spectrométrie de masse. La 

phosphorylation de TIFIp pourrait faciliter son interaction avec NGFI-B. À l'inverse, il est 

probable que la signalisation induite par la CRH cible uniquement NGFI-B et que certains 

événements de phosphorylation soient nécessaires pour le recrutement de TIFlp. 

D'autre part, je propose que TIFlp pourrait se comporter comme intégrateur des 

signaux CRH et ainsi agir au niveau de la régulation de ses gènes cibles. Au laboratoire, 

nous avons généré des données d'expression pour tous les gènes exprimés dans les AtT-20 

ainsi que tous les gènes dont l'expression est modulée par la CRH. En tant qu'intégrateur 

des signaux CRH, TIF 1 P pourrait moduler l'expression génique des corticotropes en 

réponse à la CRH en étant recruté sur des gènes cibles. La première étape d'une telle 

anal yse consiste à identifier tous les gènes cibles de TIF 1 p dans les AtT -20 par la technique 

de ChIP-chip en utilisant les puces de génome complet. Une telle étude a fait état des gènes 

cibles de TIF 1 p dans les cellules de carcinomes de testicules humains, Ntera2 (O'geen et 

al., 2007). Cette étude a entre autres montré que les ZFP-KRAB non exprimés dans ces 

cellules était liés par TIFIp. Il est donc attendu que des données similaires soient obtenues 

en fonction des ZFP-KRAB non exprimés dans les AtT-20. 

La seconde étape consiste à établir un recoupement des données entre les données 

d'expression des gènes modulés par CRH et les gènes cibles de TIFlp. En agissant comme 

intégrateur, TIFIp devrait théoriquement se retrouver sur un certain nombre de gènes 

modulés par CRH. Dans le cas contraire, on pourrait imaginer que la signalisation CRH 

nécessite plusieurs effecteurs pour moduler l'expression génique des AtT-20. 

Pour compléter l'analyse, il serait également important de déterminer quels sont les 

gènes qui sont activés et réprimés par TIFlp. Pour ce faire, il s'agit de transfecter les AtT-

20 avec un siRNA contre TIF l P et d'obtenir des données d'expression des gènes de ces 

cellules comparativement aux cellules contrôles. Le recoupement de ces données 

d'expression avec les données des gènes cibles de TIFIp permettra de définir quels gènes 

sont activés ou réprimés par TIFIp et parmi ceux-ci, quels sont ceux qui sont modulés par 

la CRH. 
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3.6 Conclusion 

L'identification de TIFl ~ comme co-répresseur et co-activateur soulève plusieurs 

questions et hypothèses quant aux mécanismes d'action de cette protéine au niveau de la 

structure de la chromatine et de la machinerie transcriptionnelle de base. De plus en plus 

d'évidences suggèrent que TIFl~ régule l'expression d'un gène via l'assemblage de 

protéines ayant la capacité de modifier l'état de la chromatine. Cependant, ces données 

n'excluent pas la possibilité qu'il existe d'autres mécanismes du contrôle de l'expression 

génique par TIF!~. La quête et la compréhension de tels mécanismes moléculaires 

permettront de comprendre la fonction de TIF! P dans plusieurs processus biologiques 

incluant le développement précoce embryonnaire, la spermatogenèse et la différenciation 

cellulaire. Enfin, les études visant à comprendre la pertinence in vivo de TIF! ~ et des autres 

membres de la famille pourront fournir des indices précieux quant aux fonctions 

physiologiques des membres de la famille TIF! chez les mammifères. 
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